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Opis wynalazku

Wynalazek dotyczy biologicznego implantu sktadajgcego sie z naturalnej membrany opartej na
estrowej pochodnej kwasu hialuronowego z umieszczonymi na niej wczesniej wyizolowanymi z miazgi
ludzkiego zeba statego komdérkami macierzystymi oraz sposobu jego otrzymywania. Rozwigzanie we-
dtug wynalazku znajduje zastosowanie w medycynie i stomatologii do regeneracji ubytkéw oraz uszko-
dzen tkanek miekkich i twardych.

Mozliwo$¢ réznicowania w warunkach fizjologicznych komérek macierzystych miazgi zeba w ko-
morki funkcjonalne miedzy innymi takie jak: chondrocyty, komoérki nerwowe, osteoblasty, odontoblasty,
kardiomiocyty pozwala na ich wykorzystanie w stomatologii do regeneracji uszkodzen miazgi lub tkanek
twardych zeba, tkanek przyzebia. W medycynie komérki macierzyste zeba mogg by¢ stosowane w or-
topedii, w chirurgii twarzowo-czaszkowej, neurologii, kardiologii, a takze w medycynie estetycznej. Po-
nadto, bioimplant moze stanowi¢ model do dalszych badan z zakresu inzynierii tkankowe;j.

We wczeséniejszych badaniach eksperymentalnych wykazano, ze komérki macierzyste wyizolo-
wane z miazgi zeba ludzkiego wykazujg duze podobienstwo do mezenchymalnych komérek macierzy-
stych szpiku kostnego (BM-MSCs). Procedura pobrania MSC ze szpiku kostnego jest inwazyjnym, kosz-
townym zabiegiem obcigzajacym pacjenta. Uwaza sie, ze alternatywnym zrédtem mezenchymalnych
komodrek macierzystych jest miazga zebowa. Mezenchymalne komoérki macierzyste wyizolowane z mia-
zgi zeba ludzkiego wykazujg duze zdolnosci do réznicowania sie w odontoblasty, osteoblasty, chondro-
cyty, kardiomiocyty oraz komérki uktadu nerwowego. Cechy biologiczne takie jak: wysoki potencjat pro-
liferacyjny i wzrostowy, zdolno$¢ adhezji do podioza oraz réznicowanie mezenchymalnych komoérek
macierzystych miazgi zebowej w dojrzate komoérki o okre$lonych funkcjach, pozwalajg na ich szerokie
zastosowanie w inzynierii tkankowej jak i w sterowanej regeneracji tkanek, zaréwno w stomatologii, jak
i w medycynie. Wykazano, ze prowadzenie hodowli komdrek macierzystych wyizolowanych z miazgi
zeba z uzyciem surowicy pochodzgcej od indywidualnego pacjenta zwieksza ich potencjat réznicowania
w osteoblasty. Duze nadzieje poktada sie w inzynierii tkankowej, ktéra polega na stworzeniu konstrukciji
skfadajgcej sie z membrany oraz komoérek macierzystych, ktéra zawierataby wszystkie niezbedne sktad-
niki do prawidtowego namnazania sie komérek macierzystych na jej powierzchni, indukowata odpowied-
nie mikro$rodowisko do ich wzrostu i réznicowania, a takze cechowataby sie duzg adhezjg do komdérek
(1). Wazne jest, aby stworzona konstrukcja biologiczna byta fatwa w aplikacji klinicznej, a membrane
cechowata biokompatybilno$¢ oraz biodegradowalno$¢ (1). W przeciggu ostatnich lat w badaniach na
modelach zwierzecych oraz w badaniach przedklinicznych stosowano r6zne membrany 3D, na ktére
nanoszono macierzyste komorki miazgi zebowej, takie jak: membrany naturalne (kolagenowe, elasty-
lowe, fibrynogenowe oraz z kwasu hialuronowego), syntetyczne (kwas polimlekowy, kwas poliglikolowy,
glikol polietylenowy) oraz ceramiczne (fosforan trojwapniowy, dwufazowy fosforan wapnia, krzemian
wapnia) (1, 2). Istotnym ograniczeniem procedur stosowanych w medycynie regeneracyjnej oraz inzy-
nierii tkankowej jest wybo6r odpowiedniej membrany, ktéra indukowataby wzrost, a w nastepstwie takze
réznicowanie komoérek macierzystych pobranych z miazgi ludzkich zebéw statych. Najczesciej stoso-
wanym materiatem dla komérek macierzystych miazgi zebowej byty membrany kolagenowe (1, 3). Jed-
nak nie indukowaty one odpowiedniego mikrosrodowiska do wzmozone;j proliferacji komoérek macierzy-
stych miazgi zeba. Komérki macierzyste miazgi zebowej zaczeto wprowadzaé do procedur terapeutycz-
nych w stomatologii, chirurgii twarzowo-czaszkowej i w medycynie do regeneracji ubytkéw tkanki
chrzestnej. Obecnie prowadzone badania zmierzajg do zastosowania naturalnej struktury tréjwymiaro-
wej (scaffold) o wysokiej porowatosci, ktéra umozliwiataby prowadzenie przestrzennych hodowli w wa-
runkach wysokiej gestosci komérek macierzystych miazgi zeba przypadajgcych na okres$long objetosc
powstatej konstrukcji biologicznej oraz indukowataby mikroSrodowisko zblizone do regenerowanej
tkanki. Waznym parametrem w tego typu konstrukcjach jest adhezja komérek macierzystych do po-
wierzchni membrany po ich umieszczeniu oraz w trakcie procesu réznicowania. W procedurach tera-
peutycznych stosowanych w ortopedii wykorzystuje sie biomateriat, sktadajgcy sie z komoérek macierzy-
stych szpiku kostnego umieszczonych na membranie wykonanej z estrowej pochodnej kwasu hialuro-
nowego.

Zasadniczym problemem zwigzanym ze stosowaniem biologicznych implantéw sktadajacych sie
z biodegradowalnej membrany z umieszczonymi na niej komdrkami macierzystymi miazgi ludzkiego
zeba statego, jest uzyskanie wysokiej jakosci konstrukcji po krétko-terminowej hodowli w warunkach in
vitro, cechujgcej sie kazdorazowo odpowiednim zageszczeniem w trojwymiarowej strukturze membrany
zywotnych komérek macierzystych posiadajacych cechy mezenchymalnych komérek macierzystych.
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Celem wynalazku jest dostarczenie wysokiej jakosSci biologicznego implantu sktadajgcego sie
z biodegradowalnej membrany opartej na estrowej pochodnej kwasu hialuronowego z umieszczonymi
na niej w okreslonej gestosci komdérkami macierzystymi miazgi ludzkiego zeba statego. Szczegdinie
pozadane jest uzyskanie rownomiernego rozktadu komoérek macierzystych na naturalnej membranie,
0 wysokiej aktywnosci proliferacyjnej, duzej adhezji komérek macierzystych miazgi zeba do wtdkien
membrany oraz o obecno$¢ biomarkerédw mezenchymalnych komérek macierzystych: CD90, CD44,
CD105 w przynajmniej okoto 60% komérek dodatnich.

Jednoczes$nie pozadane jest dostarczenie sposobu, ktéry pozwalatby na wzglednie szybkie uzy-
skanie takiego produktu, w szczegd6lnosci poprzez namnazanie komdérek macierzystych w czasie nie
dtuzszym niz 4 dni.

Nieoczekiwanie, okreslony powyzej cel zostat osiggniety w przedmiotowym wynalazku.

Przedmiotem wynalazku jest biologiczny implant sktadajgcy sie z biodegradowalnej membrany
opartej na estrowej pochodnej kwasu hialuronowego z umieszczonymi na niej komérkami macierzy-
stymi miazgi ludzkiego zeba statego, charakteryzujgcy sie tym, ze jako estrowg pochodng kwasu hialu-
ronowego zawiera zwigzek o wzorze:
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gdzie R stanowi grupa benzylowa,

natomiast zageszczenie komorek wynosi 750 komorek/0,59 mm? powierzchni membrany, przy czym co
najmniej 60% komodrek wykazuje obecnosé biomarkerédw mezenchymalnych komérek macierzystych
takich jak: CD90, CD44, CD105. Korzystnie, zywotno$¢ komorek jest wyzsza niz 90%, korzystnie wy-
nosi okoto 98,8%. Korzystnie, od 10% do 20% komdrek macierzystych zawartych w implancie wykazuje
obecno$¢ biatka STRO-1.

Kolejnym przedmiotem wynalazku jest spos6b otrzymywania biologicznego implanta wedtug wy-

nalazku okreslonego powyzej, charakteryzujacy sie tym, ze:

a) izoluje sie in-vitro komérki macierzyste z probki miazgi zeba statego poprzez trawienie enzy-
matyczne w roztworze zawierajgcym kolagenaze |, korzystnie w stezeniu 3 mg/ml, oraz di-
spaze, korzystnie w stezeniu 4 mg/ml, a nastepnie oddziela sie komorki macierzyste poprzez
odwirowanie,

b) namnaza sie komdrki macierzyste uzyskane w etapie a) w podtozu hodowlanym o-MEM,
korzystnie przez od 3 do 4 tygodni, nastepnie oddziela sie namnozone komérki od podtoza
stosujgc roztwor trypsyny, a z uzyskanej zawiesiny oddziela sie komérki macierzyste, ko-
rzystnie poprzez odwirowanie,

¢) uzyskane komérki macierzyste zawiesza sie w podtozu hodowlanym o-MEM i nanosi sie na
membrane zawierajgcg estrowg pochodng kwasu hialuronowego o wzorze:
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gdzie R stanowi grupa benzylowa,

przy czym korzystnie komorki macierzyste nanosi sie w ilosci 25x108 komérek w 100 ul o-MEM/cm?
membrany, a nastepnie hoduje sie na podtozu a-MEM, korzystnie w ilosci 3 ml/cm? membrany.
Korzystnie, w etapie b) hodowle prowadzi sie w butelkach hodowlanych i rozpoczyna sie poprzez na-
niesienie komoérek macierzystych uzyskanych w etapie a) w ilosci okoto 1-2x10° komoérek/cm? po-
wierzchni hodowlane;j.

Korzystnie, w etapie b) hodowle prowadzi sie w inkubatorze z przeptywem CO:> w temperaturze 37°C,
co trzy dni wymieniajgc podtoze hodowlane a-MEM na $wieze.



4 PL 247202 B1

Korzystnie, w etapie b) hodowle prowadzi sie do uzyskania co najmniej 80% pokrycia powierzchni ho-
dowlanej komdérkami, nastepnie oddziela sie namnozone komérki od podtoza stosujgc 0,25% roztwér
trypsyny, a z uzyskanej zawiesiny oddziela sie komarki macierzyste poprzez odwirowanie, i ewentualnie
poddaje sie dalszemu namnazaniu w podtozu hodowlanym o.-MEM.

Korzystnie, w etapie ¢) hodowle prowadzi sie przez 4 dni, korzystnie w inkubatorze z przeptywem CO>
w temperaturze 37°C.

Korzystnie, w etapie ¢) co 2 dni podtoze hodowlane wymienia sie poprzez usuniecie starego i dodanie
Swiezego podtoza a-MEM w iloSci 3 ml.

Efektem technicznym osigganym zgodnie z wynalazkiem jest uzyskanie rownomiernego rozktadu
komérek macierzystych na naturalnej membranie, o wysokiej aktywnoéci proliferacyjnej, duzej adheziji
komoérek macierzystych miazgi zeba do wtékien membrany oraz o obecno$¢ biomarkerédw mezenchy-
malnych komérek macierzystych: CD90, CD44, CD105 w przynajmniej okoto 60% komérek dodatnich,
przy czym hodowle na membranie prowadzi sie w czasie 4 dni.

Szczego6towy opis wynalazku

Ujawniony sposéb otrzymywania bioimplantu do regeneracji uszkodzen lub ubytkéw tkanek miek-
kich i twardych obejmuje nastepujgce etapy:

a) izolacje komdrek macierzystych z miazgi zeba statego,

b) hodowle wyizolowanych komérek macierzystych miazgi ludzkiego zeba statego in vitro celem

zwiekszenia ich liczebnosci,

€) umieszczenia okreslonej liczby komérek macierzystych w zdefiniowanej iloSci podtoza do ho-

dowli wedtug okreslonego schematu na powierzchni biodegradowalnej membrany opartej na
estrowej pochodnej kwasu hialuronowego i prowadzeniu krétko-terminowej hodowli.

Korzystnie etap przygotowania bioimplantu polega na umieszczeniu na powierzchni membrany
w $cidle okreslony spos6b odpowiedniej liczby komérek macierzystych w okreslonej objetosci ptynu nie
mniej niz 25x10%cm? (w 100 ul o-MEM) i prowadzeniu ich hodowli przez 4 dni.

Dla zweryfikowania jakosci uzyskanego produktu przeprowadzono przyzyciowg ocene zagesz-
czenia i rozmieszczenia struktur formowanych przez komérki macierzyste miazgi zeba na membranie
oraz ocene zywotno$¢ komoérek macierzystych na powierzchni membrany opartej na estrowej pochod-
nej kwasu hialuronowego poprzez dodanie barwnika wigzgcego sie do DNA (DAPI) lub btekitu trypano-
wego oraz mikroskopu odwréconego z system do fluorescencji.

Korzystnie etap przyzyciowej oceny zageszczenia struktur formowanych przez komérki macie-
rzyste miazgi zebowej na powierzchni biodegradowalnej membrany polega na przeniesieniu membrany
po zakonczeniu hodowli, do szalki Petriego, enzymatycznej obrébce membrany, nastepnie umieszcze-
niu szalki z wilgotng membrang na stoliku mikroskopu odwréconego i prowadzeniu oceny zageszczenia
struktur formowanych przez komarki macierzyste poprzez liczenie komérek macierzystych na okreslo-
nej powierzchni membrany przy uzyciu mikroskopu odwréconego oraz programu Olympus cellSenes
Dimension 1.13.

Korzystnie etap oceny rozmieszczenia komoérek macierzystych miazgi zeba hodowanych na
membranie polega na przeniesieniu membrany po zakonczeniu hodowli do szalki Petriego, dodaniu
3 ml jatowego PBS bez jonéw Ca++ i Mg++, delikatnym ptukaniu celem usuniecia nieprzyklejonych
komérek do membrany oraz enzymatycznej obrébce, nastepnie umieszczeniu wilgotnej membrany
w szalce Petriego i dodaniu barwnika fluorescencyjnego wigzgcego sie do DNA w iloSci pozwalajgcej
na pokrycie powierzchni membrany, mechanicznym rozwarstwieniu membrany przy uzyciu pincety
i przeprowadzeniu oceny rozmieszczenia komorek macierzystych zeba na powierzchni, a takze w gteb-
szych warstwach membrany przy pomocy mikroskopu fluorescencyjnego.

Korzystnie ocena zywotnosci komoérek macierzystych miazgi zeba na membranie polega na prze-
niesieniu membrany po zakonczeniu hodowli do szalki Petriego, jej enzymatycznej obrébce, a nastepnie
umieszczeniu szalki z wilgotng membrang na stoliku mikroskopu odwréconego i prowadzeniu oceny
zywotnosci komérek macierzystych miazgi zebowej. Korzystnie jako barwnik stosuje sie btekit trypa-
nowy.

Sposobem wedtug wynalazku uzyskuje sie konstrukcje — biologiczny implant w postaci biodegra-
dowalnej membrany opartej na estrowej pochodnej kwasu hialuronowego z komdrkami macierzystymi
miazgi zeba ludzkiego statego w wyniku 4 dniowej hodowli w warunkach in vitro, ktéry moze zostaé
wykorzystany w procedurach inzynierii tkankowej miekkich i twardy tkanek w obrebie zeba, twarzo-
czaszki, oraz do regeneracji ubytkow na przyktad tkanki chrzestnej, uszkodzen kosci z wykorzystaniem
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wczesniej pobranej miazgi z zeba statego pacjenta poddanej procesom obrébki enzymatyczno-biolo-
gicznej jak opisano wyzej. W prowadzonych badaniach wykazano, ze komérki macierzyste zlokalizo-
wane na tréjwymiarowej membranie opartej na estrowej pochodnej kwasu hialuronowego wykazujg zy-
wotno$¢ na poziomie 98% — 99% i wartos$¢ ta jest zblizona do wartosci kontrolnej (komérek macierzys-
tych miazgi zeba hodowanych, jako monowarstwa przez okres 4—7 dni), ktéra wynosita 99% zywych
komoérek. Na podstawie charakterystyki immunofenotypowej (przy uzyciu cytometrii przeptywowej oraz
technik immunoenzymatycznych z wykorzystaniem przeciwciat wykrywajgcych biomarkery obecne na
mezenchymalnych komérkach macierzystych) przeprowadzonej na komérkach wyizolowanych z miazgi
ludzkiego zeba statego i hodowanych przez 4 tygodnie jako monowarstwa (1-4 pasaz), nastepnie
umieszczonych na membranie i hodowanych przez 4 dni stwierdzono, ze komoérki macierzyste hodo-
wane jako 2D i 3D wykazaty poréwnywalny immunofenotyp, a obserwowane réznice w odsetku dodat-
nich komoérek pomiedzy pasazami, pochodzgcymi z hodowli 2D i 3D wynosity od 10% — 20% w zalez-
nosci od wykrywanego biomarkera. Stwierdzono, ze komoérki macierzyste miazgi zeba wykazujg obec-
nos$¢ czgsteczek CD105, CD90, CD44, w znacznym odsetku komoérek (70% — 90% dodatnich komérek),
natomiast STRO-1 zanotowano w okoto 20% komdrek macierzystych. Ponadto, na powierzchni hodo-
wanych in vitro komérek macierzystych miazgi zeba pochodzacych z hodowli 2D oraz 3D stwierdzono
obecno$¢ osteokalcyny w 30% komérek, a osteonektyny w 25% komorek. Wyniki badan eksperymen-
talnych wykazaty, ze komérki macierzyste miazgi ludzkiego zeba statego poddane dziataniu czynnikéw
réznicujgcych w hodowli in vitro 2D i 3D rdéznicowaty sie w osteoblasty/odontoblasty, co zostato potwier-
dzone obecnoscig osteokalcyny, osteopontyny w znacznym odsetku komérek (60—-70% dodatnich ko-
morek). Barwienie alizarianem S wykazato, ze zréznicowane komorki wydzielajg wapn (4).

Ponadto wyniki badan uzyskanego zgodnie z wynalazkiem produktu wykazaty, ze komérki ma-
cierzyste miazgi zeba umieszczone na membranie poddane procesowi ukierunkowanego réznicowania
mog3q sie réznicowac w osteoblasty/odontoblasty pod wptywem dziatania czynnikéw osteoindukcyjnych.
Poziom zréznicowania komoérek potwierdzono poprzez ocene stanu mineralizacji (barwienie Alizarin
Red S), ocene wystepowania osteklacyny, osteopontyny oraz biatka DSPP (dentinsialophosphoprotein)
— sialofosfoproteiny zebowej. Komérki macierzyste miazgi zeba umieszczone na membranie poddane
hodowli w medium chondroindukcyjnym réznicujg sie w komorki wykazujgce fenotyp chondrocytéw, co
zostato potwierdzono poprzez ocene wystepowania kolagenu typ Il i agrekanu.

Przedmiot wynalazku przedstawiony jest blizej w przyktadzie wykonania oraz na rysunku, ktory:

Fig. 1 Przedstawia przyzyciowy obraz 16-dniowej hodowli komérek macierzystych wyizolo-
wanych z miazgi ludzkiego zeba statego.

Fig. 2 Przedstawia struktury formowane przez zebowe komaérki macierzyste na powierzchni
membrany.

Fig. 3 Przedstawia zageszczenie komérek macierzystych na powierzchni membrany.

Fig. 4 Przedstawia rozmieszczenie komérek macierzystych na wiéknach membrany po
4 dniach hodowli przy matym zageszczeniu komérek macierzystych naniesionych na
membrane (10x10° w 100 pl a-MEM/cm?) po wybarwieniu barwnikiem DAPI.

Fig. 5 Przedstawia rozmieszczenie komérek macierzystych na powierzchni oraz w gteb-
szych warstwach membrany po 4 dniach hodowli przy wysokiej koncentracji komérek
macierzystych umieszczonych (25x10° w 100 ul a-MEM/cm?) na membranie po wy-
barwieniu barwnikiem DAPI.

Fig. 6 Przedstawia ocene zywotnosci komérek macierzystych miazgi zeba na membranie.

W celu lepszego wyjasnienia wynalazku zostat on dodatkowo oméwiony ponizej w przykfadowe;j
realizacji.

Etap 1. Przygotowanie miazgi ludzkieqo zeba statego do trawienia enzymatycznegqo.

Pobrang z zeba miazge umieszcza sie w szalce Petriego o $rednicy 55 mm z dodatkiem 4 mi
jatowego PBS bez jonéw Ca++ i Mg++. Nastepnie w warunkach jatowych tkanka jest cieta przy uzyciu
skalpela na mniejsze fragmenty okoto 0,5-1 mm3. Rozdrobniona tkanka miazgi zeba poddawana jest
trawieniu enzymatycznemu celem uwolnienia komérek macierzystych z miazgi.

Etap 2. Trawienie enzymatyczne rozdrobnionej miazgi

Pocietg na fragmenty miazge przenosi sie do szalki Petriego o $rednicy 3,5 cm, dodaje 2 mi
roztworu kolagenazy | w stezeniu 3 mg/ml oraz dispazy w stezeniu 4 mg/ml. Korzystne jest umieszcze-
nie szalki Petriego zawierajgcej fragmenty miazgi i roztwér enzyméw na 40 minut w inkubatorze z prze-
ptywem CO2 w temperaturze 37°C. Skrécenie czasu inkubacji do 30 minut zmniejsza wydajno$¢ izolacji,
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a wydtuzenie czasu do 60 minut prowadzi do uszkodzenia uwolnionych z miazgi komérek macierzys-
tych. Po 40 minutach do szalki dodaje sie 2 ml podtoza hodowlanego o-MEM o sktadzie (10% FBS
surowica ptodowa cieleca, pencilina 100 U/ml, streptomycyna 100 pg/ml, Fungizone). Zawiesine wraz
z rozdrobniong tkankg przenosi sie do probowki, wiruje przez 7 minut przy predkosci obrotowej 1500
obr./min., po czym zlewa supernatant. Do osadu dodaje sie 5 ml jatowego PBS bez jonéw Ca++, Mg++
i wiruje przy tych samych parametrach wirowania. Nastepnie zlewa sie supernatant, a do osadu w pro-
béwce dodaje 1 ml podioza hodowlanego o-MEM, ktére przefiltrowuje sie przez membrane nylonowg
o $rednicy poréw 80 um (4,5).

Etap 3. Zwielokrotnienie liczebnoéci komdérek macierzystych miazqi zeba poprzez prowadzenie
3—4 tygodniowej hodowli in vitro.

Do butelki hodowlanej o powierzchni 25 cm? dodaje sie 3 ml podtoza hodowlanego o-MEM, na-
stepnie dodaje sie zawiesine komoérek wyizolowanych z miazgi ludzkiego zeba statego w iloSci okoto
1-2x10%cm? zawieszonych w podiozu hodowlanym o-MEM. Hodowle komorek wyizolowanych z miazgi
prowadzi sie w inkubatorze z przeptywem CO:2 w temperaturze 37°C. Po 3 dniach od zatozenia hodowli
przeprowadza sie pierwszg zmiane podtoza, ktérg powtarza sie co trzy dni. Pierwsz3a trypsynizacje prze-
prowadza sie wowczas, gdy komorki pokryjg dno butelki (10—18 dni od zatozenia hodowli). Trypsyniza-
cje prowadzi sie po usunieciu podtoza z butelki hodowlanej, przez dodanie 2 ml 0,25% roztworu trypsyny
o temperaturze pokojowej do komoérek przylegajacych do dna butelki, po czym wstawia sie butelke do
inkubatora z przeptywem CO2 w temperaturze 37°C na 4 minuty. Nastepnie do butelki zawierajace;j
komorki i roztw6r trypsyny dodaje sie 2 ml podtoza o.-MEM, zawiesine komérek macierzystych przenosi
sie do jatowej probdéwki o pojemnosci 15 ml i wiruje przez 7 minut przy predkosci obrotowej 1500
obr./min., nastepnie zlewa supernatant, a do osadu komoérek dodaje sie 5 ml jatowego PBS bez jonow
Ca++, Mg++ i przeprowadza ptukanie jak opisano wczeéniej. Do butelki hodowlanej o pojemnosci
75 cm?® dodaje sie okoto 2x10%cm? komorek (po pierwszej trypsynizacji) zawieszonych w 7 ml podtoza
o-MEM i prowadzi dalszg hodowle. Nastepng trypsynizacje, z zachowaniem tych samych parametrow
jak opisano powyzej, przeprowadza sie gdy komérki pokryja dno butelki hodowlanej w okoto 80-90%
powierzchni butelki (Fig. 1). Po zakoriczeniu hodowli uzyskany osad komérkowy ptucze sie wedtug pro-
cedury opisanej wczesniej. Do probowki zawierajgcej zawiesine komérek dodaje sie 1 ml jatowego PBS
bez jonéw Ca++, Mg++ delikatnie mieszajgc. Nastepnie poprzez pobranie 50 pl zawiesiny komorkowe;j,
umieszczeniu ich na szkietku podstawowym i dodaniu 50 pl odczynnika bfekit trypanowy przeprowadza
sie ocene ich zywotnosci w mikroskopie $wietinym. Ocene liczebnosci komoérek macierzystych przepro-
wadza sie w mikroskopie Swietinym przy powiekszeniu x 200 z wykorzystanie komory Biirkera (wg.
wzoru)

llo$¢ komodrek w 1 pl = A x 20 x 250

A - Srednia liczba komérek macierzystych liczonych w 1 kwadracie komory Biirkera, sktadaja-
cego sie z 16 pol.

Etap 4. Umieszczenie komorek macierzystych na tréjwymiarowej membranie i prowadzenie ich
4-dniowei hodowli.

W szalce Petriego o $rednicy 35 mm umieszcza sie tréjwymiarowg membrane wykonang z estro-
wej pochodnej kwasu hialuronowego, o wymiarach 1x1 cm?, na ktorg nanosi sie komorki macierzyste
miazgi zebowej. Wykorzystano komercyjnie dostepng membrane otrzymang z kwasu hialuronowego
(HYALOFAST, oferowang przez Anika Therapeutics S.r.l.) przeznaczong do wszczepiania mesenchy-
malnych komérek macierzystych pochodzgcych ze szpiku do uszkodzen stawu kolanowego i biodro-
wego.

Na tym etapie istotne sg trzy parametry: liczba komoérek macierzystych umieszczonych na mem-
branie, objetosé ptynu, w ktérym umieszczone sg komérki macierzyste, czas inkubacji membrany z ko-
morkami w inkubatorze oraz sposéb nanoszenia komérek macierzystych na membrane. Korzystnym
jest natozenie na membrane komorek macierzystych miazgi zeba w ilo$ci 25x10° w 100 pl a-MEM/cm?.
Nanoszenie komérek macierzystych przeprowadza sie w nastepujacy sposob: z roztworu zawieraja-
cego komorki macierzyste pobiera sie 20 pl roztworu (okoto 5 min komorek) i nanosi na srodek mem-
brany, nastepnie czynno$¢é powtarza sie czterokrotnie nanoszgc taka samg ilos¢ komérek macierzys-
tych na powierzchnie zlokalizowane przy krawedziach membrany. Szalke Petriego z membrang umiesz-
cza sie nie dtuzej niz na 60 minut w inkubatorze z przeptywem CO2 w temperaturze 37°C. Nastepnie
szalke z membrang przenosi sie pod laminar z jatowym przeptywem powietrza, dodaje 3 ml podtoza
o-MEM i ponownie umieszcza w inkubatorze z przeptywem CO:2 w temperaturze 37°C na 4 dni. Co
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2 dni podtoze hodowlane zmienia sie przez usuniecie starego i dodanie nowego o-MEM w ilosci 3 ml
zachowujgc warunki jatowe.

Etap 5. Przyzyciowa ocena zageszczenia struktur formowanych przez komérki macierzyste mia-
Zgi zeba na membranie

Po 4 dniach prowadzenia hodowli konstrukcje sktadajgcg sie z membrany i komérek macierzys-
tych przenosi sie do szalki Petriego zawierajgcej 2 ml jatowego PBS bez jonéw Ca++ i Mg++ celem
usuniecia z powierzchni membrany nieprzyklejonych komoérek oraz ptynu hodowlanego poprzez deli-
katne reczne wytrzgsanie. Nastepnie membrane przenosi sie do szalki Petriego zawierajgcej 1 ml 0.25%
roztworu trypsyny na 1 minute. Po zablokowaniu dziatania enzymu po przez dodanie 2 ml a-MEM, su-
pernatant usuwa sie z szalki i dodaje 1 ml jatowego PBS bez jonéw Ca++ i Mg++, cato$¢ umieszcza sie
na stoliku mikroskopu odwrdéconego celem oceny zageszczenia struktur formowanych przez komérki
macierzyste rosngce na membranie poprzez ich liczenie przy uzyciu programu komputerowego Olym-
pus cellSens Dimension 1.13. Zliczenie komdrek macierzystych na membranie przeprowadza sie w co
najmniej 5 wybranych polach. Najkorzystniejsze wyrazajgce sie réwnomiernym rozmieszczeniem ko-
morek macierzystych na wibknach membrany oraz ich odpowiednig liczebnoscig byto umieszczenie na
membranie komorek macierzystych w ilosci 25x10% w 100 pl/cm? (Fig. 2). Natomiast umieszczenie na
membranie komdrek macierzystych odpowiednio w ilosci 10x10° oraz w iloéci 55x10° w 100 pl
a-MEM/cm? skutkowato odpowiednio nieréwnomiernym wypetnieniem przestrzeni membrany lub zbyt
duzym zageszczeniem i tworzeniem agregatéw komoérkowych (Fig. 3). Ocena zageszczenia komoérek
macierzystych na okreslonej powierzchni membrany wynosita odpowiednio:

Poczgtkowa liczba DPSCs | czas hodowli Ostateczna liczba DPSCs/
na membranie /cm? 0,59mm?2 membrany

10 min w 100 pl a-MEM 4 dni 279

10 min w 200 pl a-MEM 4 dni 126

25 min w 100 pl a-MEM 4 dni 750

25 min w 200 ul a-MEM 4 dni 597

55 min w 100 pl a-MEM 4 dni 1295

55 min w 200 pl a-MEM 4 dni 1038

Etap 6. Ocena rozmieszczenia komorek macierzystych na poszczegdlnych warstwach membrany

Po 4 dniach prowadzenia hodowli komérek macierzystych miazgi zeba umieszczonych na biode-
gradowalnej membranie przeprowadza sie ocene ich rozmieszczenia na powierzchni i w gtebszych war-
stwach membrany poprzez przeniesienie membrany z szalki w ktérej byta prowadzona hodowla do
szalki Petriego zawierajgcej 2 ml jatowego PBS bez jonéw Ca++ i Mg ++ na 1-2 minuty celem usuniecia
nieprzyklejonych komérek macierzystych. Nastepnie membrane umieszcza sie w szalce Petriego za-
wierajgcej 1 ml 0,25% trypsyny na 1 minute. Po zablokowaniu dziatania enzymu poprzez dodatnie 2 ml
o-MEM supernatant usuwa sie z szalki, a na powierzchnie membrany nanosi sie odczynnik DAPI i pro-
wadzi ocene rozmieszczenia komdrek macierzystych na jej powierzchni przy pomocy mikroskopu wy-
posazonego w system do fluorescencji. Mata liczba komdrek macierzystych (10x10° w 100 pl
a-MEM/cm?) umieszczonych na membranie po 4 dniowej hodowli skutkuje rozproszeniem komaérek ma-
cierzystych i brakiem tworzenia potgczen miedzy komérkami (Fig. 4). Natomiast umieszczenie komoérek
macierzystych w iloéci 25x10° w 100 ul o-MEM /cm? po 4 dniowej hodowli na membranie prowadzi do
opsonizacji wtbkien membrany przez komérki oraz tworzeniem potgczen miedzy komoérkami (Fig. 5).

Etap 7. Ocena zywotno$ci komoérek macierzystych na tréjwymiarowej membranie opartej na es-
trowej pochodnej kwasu hialuronowego

Po zakonczeniu hodowli komérek macierzystych na membranie opartej na estrowej pochodnej
kwasu hialuronowego prowadzi sie ocene ich zywotnosci. Membrane wraz z komérkami przenosi sie
do szalki Petriego zawierajgcej 1 ml 0.25% roztworu trypsny na 2 minuty. Po zablokowaniu dziatania
enzymu po przez dodanie 1 ml o-MEM, supernatant usuwa sie z szalki i dodaje btekit trypanowy i PBS
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w proporcjach 1:1. Po 3 minutach szalke Petriego wraz z membrang umieszcza sie na stoliku mikro-
skopu odwrdéconego i przeprowadza ocene zywotnosSci komoérek macierzystych zlokalizowanych na
wibéknach membrany (Fig. 6).

Etap 8. Ocena cech biologicznych i biofizycznych bioimplantu

W wyniku przeprowadzonych badan stwierdzono, ze sposobem wedtug wynalazku uzyskuje sie

bioimplant ztozony z membrany wykonanej z estrowej pochodnej kwasu hialuronowego z umieszczo-
nymi na niej komorkami macierzystymi miazgi zeba w ilosci 25x108/cm?, ktorych zageszczenie po
4-dniowej hodowli wynosi 750 komdrek/0,59 mm? powierzchni membrany, przy zywotnos$¢ wynoszacej
98,8%. W prowadzonych badaniach ustalono, ze komérki macierzyste zlokalizowane na membranie
cechuje wysoka aktywnos$c¢ proliferacyjna oraz utrzymujaca sie obecno$é biomarkeréw mezenchymal-
nych komdrek macierzystych takich jak: CD90, CD44, CD105 w okoto 60-90% dodatnich komérek oraz
obecno$¢ biatka STRO-1 w okoto 10%— 20% komodrek macierzystych (5). Analiza cech biofizycznych
bioimplantu wykazata duzg adhezje komdérek macierzystych do widkien membrany. Mechaniczna i en-
zymatyczna proba usuniecia komdrek z membrany trwata od 30—-60 minut, co skutkowat uszkodzeniem
komoérek macierzystych. Wykazano, ze liczba komérek macierzystych umieszczonych na membranie,
a nastepnie podanych hodowli ma istotne znaczenie w formowaniu struktur i potgczen przez komérki
macierzyste w obrebie membrany. Otrzymanie biologicznie aktywnej konstrukcji sktadajgcej sie z mem-
brany i komdérek macierzystych miazgi ludzkiego zeba stanowi model, ktéry po przeprowadzaniu fazy
badan przedklinicznych, a nastepnie kliniczny moze stanowi¢ warto$ciowy materiat biologiczny jako
bioimplant, ktéry moze by¢ wykorzystywany w zaawansowanych terapiach komérkowych do regeneracji
tkanek miekkich i twardych lub w inzynierii tkankowej do uzupetnia ubytkéw tkanek miekkich i twardy
zaréwno w stomatologii, jak i medycynie. Ponadto, otrzymana konstrukcja moze stanowi¢ model do
dalszych badan nad oceng potencjatu réznicowania komérek macierzystych wyizolowanych z miazgi
zeba (6, 7).
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Zastrzezenia patentowe

1. Biologiczny implant sktadajgcy sie z biodegradowalnej membrany opartej na estrowej pochod-
nej kwasu hialuronowego z umieszczonymi na niej komdrkami macierzystymi miazgi ludzkiego
zeba statego, znamienny tym, ze jako estrowg pochodng kwasu hialuronowego zawiera zwig-
zek o wzorze:

COCR

HOH.C oH |H3COCHN
/’ O HOO 2 o Ho O \\
0
HO OH NHCOOH, coor’ | b cHof

n
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gdzie R stanowi grupa benzylowa,

natomiast zageszczenie komorek wynosi 750 komarek/0,59 mm? powierzchni membrany, przy

czym co najmniej 60% komérek wykazuje obecno$¢ biomarkeréw mezenchymalnych komoérek

macierzystych takich jak: CD90, CD44, CD105.

. Implant wediug zastrz. 1, znamienny tym, ze zywotno$¢é komorek jest wyzsza niz 90%, ko-

rzystnie wynosi okoto 98,8%.

. Implant wedtug zastrz. 1, znamienny tym, ze od 10% do 20% komérek macierzystych zawar-

tych w implancie wykazuje obecno$¢ biatka STRO-1.

. Sposo6b otrzymywania biologicznego implantu okreslonego w zastrz. 1-3, znamienny tym,

ze:

a) izoluje sie in-vitro komérki macierzyste z prébki miazgi zeba statego poprzez trawienie enzy-
matyczne w roztworze zawierajgcym kolagenaze |, korzystnie w stezeniu 3 mg/ml, oraz di-
spaze, korzystnie w stezeniu 4 mg/ml, a nastepnie oddziela sie komérki macierzyste poprzez
odwirowanie,

b) namnaza sie komérki macierzyste uzyskane w etapie a) w podtozu hodowlanym o~-MEM,
korzystnie przez od 3 do 4 tygodni, nastepnie oddziela sie namnozone komorki od podtoza
stosujgc roztwér trypsyny, a z uzyskanej zawiesiny oddziela sie komorki macierzyste, ko-
rzystnie poprzez odwirowanie,

¢) uzyskane komorki macierzyste zawiesza sie w podtozu hodowlanym «-MEM i nanosi sie na
membrane zawierajgcg estrowg pochodng kwasu hialuronowego o wzorze:

COOR

HOH,C OH _|HaCOCHN
’a O Ho 2 O HO 0 \\
0 o
HO OH NHCOCH, coor® oy CHO
n

gdzie R stanowi grupa benzylowa,

przy czym korzystnie komodrki macierzyste nanosi sie w ilosci 25x10° komérek w 100 pl
a-MEM/cm? membrany, a nastepnie hoduje sie na podtozu a-MEM, korzystnie w ilosci
3 ml/cm? membrany.

. Sposo6b wedtug zastrz. 4, znamienny tym, ze w etapie b) hodowle prowadzi sie w butelkach
hodowlanych i rozpoczyna sie poprzez naniesienie komoérek macierzystych uzyskanych w eta-
pie a) w ilosci okoto 1-2x10° komdrek/cm? powierzchni hodowlane;.

. Sposo6b wedtug zastrz. 4, znamienny tym, ze w etapie b) hodowle prowadzi sie w inkubatorze
z przeptywem CO2 w temperaturze 37°C, co trzy dni wymieniajgc podtoze hodowlane o-MEM
na Swieze.

. Sposo6b wedtug zastrz. 4, znamienny tym, ze w etapie b) hodowle prowadzi sie do uzyskania
co najmniej 80% pokrycia powierzchni hodowlanej komérkami, nastepnie oddziela sie namno-
zone komorki od podtoza stosujgc 0,25% roztwér trypsyny, a z uzyskanej zawiesiny oddziela
sie komorki macierzyste poprzez odwirowanie, i ewentualnie poddaje sie dalszemu namnaza-
niu w podtozu hodowlanym a-MEM.

. Sposo6b wedtug zastrz. 4, znamienny tym, ze w etapie ¢) hodowle prowadzi sie przez 4 dni,
korzystnie w inkubatorze z przeptywem CO> w temperaturze 37°C.

. Sposo6b wedtug zastrz. 4, znamienny tym, ze w etapie c) co 2 dni podioze hodowlane wymie-
nia sie poprzez usuniecie starego i dodanie $wiezego poditoza o-MEM w ilosci 3 ml.
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Rysunki




PL 247202 B1

11



12

PL 247202 B1

Fig.6
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