Belagt nanofiberndtverk for tredimensionell cellodling av neurala celler

UPPFINNINGENS OMRADE

Den aktuella uppfinningen ligger inom det tekniska omradet for bioteknik,
mer specifikt, ligger uppfinningen inom det tekniska omradet for
cellodlingssystem
mer specifikt, ligger uppfinningen inom det tekniska omradet fér neurala
cellodlingssystem
mer specifikt, ligger uppfinningen inom det tekniska omradet f6r tredimensionella
neurala cellodlingssystem
mer specifikt, ligger uppfinningen inom det tekniska omradet fér tredimensionella

neurala cellodlingssystem med nanofibernatverk.

UPPFINNINGENS BAKGRUND OCH TIDIGARE KAND TEKNIK

Manga biologiska processer och metaboliska funktioner fér enskilda
celltyper &r sarskilt svara att studera in vivo (i kroppen pa naturlig plats) pa grund
av det enormt stora antalet olika celler som kommunicerar med varandra. Vidare
ar det ofta i manga fall bade tekniska och etiska évervaganden som inte tillater
att experiment utférs in vivo. Det har darfér utvecklats in vitro baserade (utanfér
kroppen i artificiell miljé) cellodlingssystem som specifikt gor det mojligt att
studera enskilda celltyper samt celltyper som ar sarskilt svara att studera in vivo,
sasom celler som harror fran mansklig vavnad. De vanligaste
cellodlingssystemen anvander en tvadimensionell yta sdsom plast eller glas for
att odla celler pa. Detta resulterar i en hégst artificiell miljé dar cellerna tvingas
vaxa pa ett satt som de aldrig goér inuti kroppen. Det finns ett 6kat erkdnnande
av nackdelarna med traditionella in vitro baserade cellodlingssystem, namligen
avsaknaden av ett adekvat bevarande av de biologiska funktioner och den
komplexitet som aterfinns in vivo. For att en cell skall fa korrekta signaler som
ger upphov till férékning, differentiering, migration eller programmerad celldéd ar
de spatiala signalerna och de topologiskt definierade positionerna hos specifika
receptorer pa cellernas membran, molekyler for vidhaftning eller utslapp av

humorala faktorer essentiella. Dessa signalers vagar for transduktion stimuleras



och influeras av organisationen och strukturen hos cellskelettet vars uppbyggnad
bestar av och definieras av ett brett spektrum av kontakter mellan cell-cell, cell-
matrix samt cellskelett-receptorstruktur. Samtliga av dessa faktorer som
bestammer cellens funktion &ar hogst férandrade i konventionella
tvadimensionella cellodlingssystem da en andrad cellform och morfologi hos
cellskelettet leder till en avvikande sammansattning hos cellskelettet. Under de
senaste aren har forskningen darfér blivit alltmer fokuserad pa cellodlingssystem
som kan efterlikna de tredimensionella miljéerna som aterfinns in vivo.

Ett antal olika metoder for att etablera tredimensionella cellodlingssystem
har genomférts med huvudsyfte att efterlikna den extracelluldra matrixen (ECM)
samt konfigurationen och ge strukturell och dimensionell stabilitet till cellerna
som odlas. Den senaste forskningen har pavisat ett stort inflytande fran och
vikten av unika mikro- och nanobaserade miljder for rumslig organisering av
celler i vévnadslika monster samt foér deras signaltransduktion och
differentierande funktioner (Mueller-Klieser 1997; Cukierman, Pankov et al.
2001; Walpita and Hay 2002). Bland de mest framgangsrika odlingsmetoderna
ar gel- och kollagensystem, nanofibernatverk samt porésa natverk med syfte att
framja tredimensionell cellvaxt (for éverblick se (Lee, Cuddihy et al. 2008)). Dock
har samtliga av de plattformar som utvecklats hittills markanta nackdelar sasom
aggregering av celler, lag celldverlevnad samt experimentella begransningar.

Endast ett fatal forséka har genomforts fér att utveckla funktionella
tredimensionella cellodlingssystem genom att anvanda nanofibernatverk. Dessa
natverk besta typiskt av en fibrés struktur. Férdelarna med en tredimensionellt
fibrés matris &r en stor yta gentemot volym och en struktur som liknar den som
nétverk av kollagen och elastin uppvisar in vivo. | dagslaget finns dock endast en
kommersiellt tillgénglig produkt som erbjuder en tredimensionell plattform
bestdende av nanofibernatverk (Celitreat™). Dessa fibrer levereras i linjerad
form med véldefinierad distribution och utan behandling av fiberytan sasom
ytbeldggning med molekyler fran extracelluldr matrix. Linjerade fiber verkar
ocksa tillsynes ge upphov till hégst specifika effekter pa cellodlingen, framst pa
migrering och morfologi, vilket icke énskvart i var uppfinning.

USA-patentpublikationen US20070269481 beskriver en “biometriskt

natverk” bestdende av linjerade nanofibrer med eller utan tvarbunden beléggning



av fibrerna. Dock &r linjering nagot som inte &r onskvart i manga
cellodlingssystem.  Vidare  beskriver USA-patentet US20060263417
“‘Elektrospunna blandningar av naturliga och syntetiska polymerfibrer som
natverk for vavnadsteknik”. Pa liknande satt beskriver USA-patentet US7704740
"Nanofibrésa strukturer och anvandningsomraden som inkluderar celler och
vavnadsodling” tillverkning av slumpartat orienterade elektrospunna nanofiber

med syfte att véxa celler och odla vavnad.

SAMMANFATTNING AV UPPFINNINGEN

Den aktuella uppfinningen bestar av ett speciellt belagt elektrospunnet
nanofiberndtverk som fungerar som en cellodlingsmatris som stéder neural
celltillvaxt pa ett tredimensionellt satt, vilket leder till att cellmorfologin liknar den
verkliga cellmorfologin, och bevarar cellmetabolismen, receptor aktivering och
proteinutsdndring pa ett satt som efterliknar det riktiga fallet i hjarnan (in vivo).
Nanofibernatverket anvands som en insattbart cellodlingsplatta och kan
storleksanpassas for att fungera i alla typer av cellodlingssystem. Var forskning
som utforts med detta tredimensionella cellodlingssystem visar att det fungerar
mycket vél fér neurala cellodlingar och ger ovantade resultat gallande morfologi,
tillvaxt och metabolism fér olika celltyper.

En aspekt av uppfinningen erbjuder ett slumpartat orienterat
nanofiberndtverk som ar belagt med bioaktiva molekyler som ftillater
tredimensionell neural cellvaxt under odling. | en annan aspekt av uppfinningen
bestar nétverket av nanofibrer belagda med platina och/eller guld under
beldggningen av bioaktiva molekyler som tillater métningen av ledningsférmagan
och resistansen hos neurala celler vaxta i natverket. Den féredragna typen av
fibrer har en medeldiameter som ar stérre an 1000 nm, helst 1200 nm med en
standard avvikelse pa +/-300 nm da detta ger optimal funktion i neural cellvaxt.
Andra férkroppsligande av uppfinningen beskrivs i foljande paragrafer:

Ett biokompatibelt néatverk for tredimensionell cellodling i cellkultur
bestaende av en eller flera nanofiber med slumpartad orientering i form av ett
natverk med 6ppna ytor for odlade celler; och en bioaktiv belaggning pa en eller
flera nanofiber. | detta férkroppsligande fastes eller placeras natverket pa en yta

hos ett substrat, vari substratet bestar av en glas- eller plastyta.



Ett nanofibernatverk som beskrivet ovan vari substratet &r en glas- eller
plastskiva, tackglas eller disk.

| ett forkroppsligande av uppfinningen bestar nanofibrerna av
elektrospunna biokompatibla polyeterbaserade polyuretanfibrer, med en
diameter i omradet mellan 1000-3000nm. Foretradesvis for vaxt av neurala
cellodlingar och med nanofibrer av diameter i omradet mellan 1000-1800 nm.
Den mest féredragna diametern av elektrospunna nanofibrer &r cirka 1200 nm
med en standard avvikelse av +/-300nm.

Vidare har nanofibernétverket en porositet (dvs. férhallande mellan luft och
fiber i en volym i ett natverk) pa 60-75% och 75-85%, foretradesvis 65- 75%,
eftersom en porositet under 60% inte tillater tillrackligt utrymme fér neurala celler
att integreras med néatverket.

I ett annat férkroppsligande bestar natverket av elektrospunna polymer
fibrer, dar materialet ar av en polymer sasom Poly-styren (PS), Poly-akrylo-nitril
(PAN), Poly-karbonat (PC), poly-vinyl-pyrrolidon (PVP), poly-butadien, Poly-
vinyl-butyral (PVB), Poly-vinyl-klorid (PVC), Poly-vinyl-metyl-eter (PVME), poly-
laktisk-co-glykolsyra (PLGA), poly(l-laktisk syra), poly-ester, poly-kaprolakton
(PCL), poly-etylen-oxid (PEO), poly-anilin (PANI), poly- flourener, poly-pyrroler
(PPY), poly-etylen-dioxytiofen (PEDOT), eller féretradesvis polyuretan (PU).

Ett biokompatibel elektrospunnet nanofibernatverk, vari den bioaktiva
beldggningen bestar utav minst en bioaktiv molekyl utvald fran kollagen [, poly-
D-lysin, poly-L-ornithine och laminin.

| ett annat férkroppsligande integreras de bioaktiva molekylerna in i de
elektrospunna polyeterbaserade polyuretanfibrerna under tillverkning. Detta
uppnas genom att tillsatta de bioaktiva molekylerna till polymerlésningen som
elektrospinns.

| ett annat férkroppsligande parallell-elektrospinns de bioaktiva molekylerna
med polymerfibrerna for att uppna férbindning mellan de bioaktiva molekylerna
och ytan pa nanofibrerna som utgér nanofibernatverket.

En annan aspekt av uppfinningen ar en struktur av nanofibernatverk med
en vertikal tjocklek pa 200-100 um, 100-50 pm, féretradesvis en vertikal tjocklek
pa cirka 50 um eller mindre.

Den aktuella uppfinningen &r ocksa inriktad mot att méata elektrisk



ledningsférmaga hos celler och darfor innefattar ett annat férkroppsligande ett
elektriskt ledande material placerat mellan polymernanofibrerna och den
biokompatibla belaggningen sasom en sputter-deponerad belaggning av titan,
platina eller guld.

| ett annat férkroppsligande av uppfinningen innefattas ett nanofibernatverk
vari natverket bestar av en blandning mellan slumpartat och linjerade nanofibrer.
De linjerade fibrerna som finns bland de slumpartat orienterade fibrerna ar
belagda med elektriskt ledande material.

Vidare, i ett annat férkroppsligande, plasmabehandlas det elektrospunna
nanofibernatverket vilket leder till en férandring i fibrernas ytegenskaper innan
de beldaggs med bioaktiva molekyler.

En cellodlingsapparatur bestaende av: en behallare att halla celler och
cellodlingsmedium samt ett nanofibernatverk enligt nagon av de ovan namnda
forkroppsliganden inuti behallaren. Cellodlingsapparaturen kan, men &r ej
begransad till, en testtub, en cellodlingsplatta sdsom petriskal dish eller platta
med multipla brunnar.

Nanofibernatverken anvands for att odla neurala celler sasom astrocyter,
neuroner, oligodendrocyter och Schwannceller eller en kombination av dessa.

En cellodlingsmetod innefattande att celler sas ut pa nagot av ovannamnda
natverken och inkuberas med cell media; inkubering av den resulterande
tredimensionella odlingen under férhallande som ar lampliga fér cellvidhaftning
till natverket samt vaxt av cellerna vid 37°C i en fuktig atmosfar innehallande 5%
COo.

| ett annat férkroppsligande ar uppfinningen riktad mot ett system for drog-
och lakemedelsscreening dar neurala celler véxes pa ett av de ovannamnda
natverken och som efter infastning av cellerna till nanofibernatverket samt vilofas
behandlas med ett lakemedel som appliceras till odlingsmediet.

| ett annat férkroppsligande undersdks olika lakemedelsbehandlingar, som
namnts ovan, med hjalp av standard immunocytokemitester (foér metod se ex.
‘Immunocytochemsitry-A practical approach”, Oxford University press, 1993,
ISBN 0-19-963271-7).

Vidare kan effekterna fran lakemedelbehandlingarna, enligt tidigare

beskrivning, undersdékas med standardtester av proteiner, sdsom Western blot



tester for att bestdmma férandringar i proteinnivaer, efter behandling hos
astrocyter vaxta i 3d (fér Western blot metoder se: Protein Blotting Guide, A
Guide to Transfer and Detection, Third Edition, BIO-RAD homepage).

KORT BESKRIVNING AV ILLUSTRATIONER

Fig. 1 &ar perspektivbilder pa astrocyter vaxta pa en standard tva-
dimensionell plastyta (Fig. 1a) jamfért med tredimensionellt vaxta astrocyter
odlade pa ett belagt polyuretannanofibernatverk fran den aktuella uppfinningen
(Fig. 1b).

Fig. 2 ar perspektivbilder pa celiskelettet hos astrocyter vaxta pa en
standard tva-dimensionell plastyta (Fig. 2a) jamfért med tredimensionellt vaxta
astrocyter odlade pa obelagt (Fig. 2b) samt belagt (Fig. 2c)
polyuretannanofibernatverk fran den aktuella uppfinningen.

Fig. 3 ar datorsammansatta modeller av representativa astrocyter vaxta pa
en standard tva-dimensionell plastyta (Fig. 3a) jamfort med tredimensionellt
vaxta astrocyter odlade pa ett belagt polyuretannanofibernatverk fran den
aktuella uppfinningen (Fig. 3b).

Fig. 4 ar perspektivbilder pa cellskelettet hos astrocyter nar de véxes i
standard tvadimensionella odlingar (Fig. 4a), pa belagda
polyuretannanofiberndtverk fran den aktuella uppfinningen (Fig. 4b) samt pa
belagda nanofibernatverk dar fiberdiametern pa nanofibrerna ar mindre &n
halften hos diametern pa fibrerna i den aktuella uppfinningen (Fig. 4c).

Fig. 5 ar perspektivbild pa en cirkuldr ringstruktur som haller
nanofibernatverket pa plats. Fig. 5a ar bild ovanifran pa en ringstruktur medan
Fig. 5b och Fig. 5¢ visar bilder ur sidperspektiv pa en (Fig. 5b) eller tva (Fig. 5¢)

cirkuldra ringstrukturer som haller nanofibernatverket pa plats.

DETALJERAD BESKRIVNING AV UPPFINNINGEN
L. Definitioner

Termen “nanofiber”’, som anvands har, refererar till en tunn fiber tillverkad av
en icke-cytotoxisk polymer som kan bestd i, men inte &r begransad till,
polyuretanfibrer.

Termen "biokompatibel fiber” refererar till nanofibrer som beskrivs i denna



uppfinning, vilka bestar av material som ar icke-cytotoxiskt.

Termen "belagda nanofibernatverk for tredimensionell neural cellodling” som
anvands i denna uppfinning refererar till en struktur bestdende av en eller flera
slumpartat orienterade nanofibrer, belagda med bioaktiva molekyler, som beskrivs
under patentkrav, vilket skapar en milj¢ for vaxt av neurala celltyper pa ett
tredimensionellt satt. | en del férkroppsliganden av uppfinningen deponeras
nanofibernatverket pa en yta pa ett substrat. Linjering, topografin hos
nanofibernatverket tillsammans med belaggningen konstrueras for att tillata en
cellodlingsmiljo som tillater tredimensionell vaxt av neurala celler i ett eller
multidimensionella lager. De belagda nanofibernatverken kan anvandas for att
vaxa en eller flera neurala celltyper tillsammans simultant.

| ett forkroppsligande av uppfinningen refererar “nanofibrer” Hill
polyeterbaserade polyuretanfibrer och kolfibrer inklusive, men inte begransat till,
beldggning av fibrerna med titan, guld, platina, titan plus guld eller platina plus
guld. I ett annat férkroppsligande av uppfinningen plasmabehandlas nanofibrerna
innan de beldggs med metaller och/eller bioaktiva molekyler.

Termen "belagda nanofiber” refererar till nanofiber beskrivha enligt ovan
belagda med poly-L-ornitin+laminin eller poly-D-lysin.

Termen "substrat’” som anvénds héar refererar till godtycklig yta sdsom, men
ej begransad till, plast eller glas pa vilken nanofibrerna och nanofibernatverken
deponeras.

Termen "bioaktiv molekyl” refererar till poly-D-lysin, laminin, poly-L- ornitin
och deras funktionella peptidgrupper.

Termen "storleksanpassas” som anvands refererar ill tillverkning till storlek
och dimension for insattning i en cellodlingsbehallare, t.ex. beskarning till en disk

som kan placeras i en standard 24 brunnars odlingsplatta.

II.  Ritningar

For att aterge uppfinningen i mer detalj, ses i Fig. 1a en standard
tvadimensionell odling av astrocyter pa en plan plastyta. Astrocyterna har en
tillplattad och utspridd morfologi. | Fig. 1b visas tva astrocyter som har véxt pa
poly-L-ornitin+laminin-belagda elektrospunna polyuretannanofibernatverk pa ett

glassubstrat. Dessa astrocyter uppvisar typisk in vivo morfologi.



| Fig. 2a visas cellskelettet hos astrocyter vaxta pa plana tvadimensionella
plastytor. Astrocyterna forefaller platta och jamnt utspridda. | Fig. 2b visas
samma odling av astrocyter som blivit vaxta pa obelagda polyuretannanofiber,
vilket resulterar i en forlust av livskraftiga astrocyter, liten utvaxt av cellskelettet
och Iag cellvidhaftning.

Fig. 2c¢ visar astrocyter vdxta pa poly-L-ornitin+laminin-belagda
elektrospunna polyuretannanofiberndtverk.  Astrocyterna har komplexa
strukturer, god vidh&ftning och en tredimensionell morfologi.

| Fig. 3 visas datorsammansatta modeller av morfologin hos astrocyter
véxta i en standard tvadimensionell odling (Fig. 3a) jamfort med astrocyter véxta
p& poly-L-ornithine+laminin-belagda elektrospunna polyuretan nanofibernatverk
(Fig. 3b).

Fig. 4 demonstrerar vikten av korrekt nanofiberdiameter for riktig
tredimensionell tillvaxt hos astrocyterna. | Fig. 4a vaxes astrocyter pa en
standard tvadimensionell plastyta med cellmorfologier som férefaller platta och
utspridda. Fig. 4b visar astrocyter véxta pa fiberdiameter som beskrivs i denna
uppfinning déar astrocyterna omhdljer fibrerna och pavisar en tredimensionell
morfologi. | Fig. 4c vaxes astrocyter pa smalare nanofibrer (approximativt 450
nm diameter) vilket demonstrerar en morfologi som liknar den som uppnas av
astrocyter pa tvadimensionella odlingar.

| Fig. 5 visas perspektivbilder pa ringstrukturerna som haller natverken pa
plats i en cellodlingsbehallare. | Fig. 5a visas en toppvy pa strukturen.
Nanofibernatverket vilar under ringstrukturen pa en jamn yta sasom botten av en
petriskal. I Fig. 5b ges en sidovy pa ringstrukturen ovanpa nanofibernatverket.
Fig 5c visas en alternativ immobiliseringsmetod fér nanofibernatverket dar tva

ringstrukturer fixerar nanofibernatverket fér att halla det pa plats.

[, Satt att implementera uppfinningen

| ett forkroppsligande av uppfinningen bestar nanofibrerna av
elektrospunnen biokompatibel polyeterbaseradepolyuretanfiborer med en
diameter i omradet 1000-3000nm. Féretradesvis for véxt av neurala cellodlingar
anvands nanofiber med en diameter i omradet 1000-1800nm. Det mest

féredragna ar en fiberdiameter pa cirka 1200nm med en standardavvikelse pa



+/-300 nm. L&sningar for elektrospinningen bereds genom att mixa 11 viki%
biokompatibla polyeterbaserad polyuretanharts i en 60:40 blandning av
tetrahydrofuran (THF) och n,n-dimetylformamid (DMF) (NaCl kan tillsattas for att
oka losningens ledningsférmaga for att mojliggéra elektrospinning av tunnare
fibrer). Lésningen mixas med magnetomrérare i 24 timmar och 6verférs sedan
til en spruta med metallkanyl fér elektrospinning. Elektrospinningens
processparametrar ar: en matningshastighet pa 2mi/timme, en positiv spanning
pa 18 kV, en 21 G metallkanyl och ett avstand pa 18 cm fran kanylens mynning
till kollektorn. Nanofibrer som tillverkas under dessa foérhallanden erhaller en
medeldiameter pa cirka 1200 nm. Fibrerna ansamlas pa en béarare sdsom
tackglas fasta pa aluminiumfolie som svepts 6ver ett jordat, ech roterande
transportband.

For att spinna nanofiber med en betydligt mindre fiberdiameter &n 1200nm,
ex. 450nm &r proceduren enligt féljande: Lésningarna som elektrospinns bereds
genom att mixa 9 vikt% biokompatibla polyeterbaserad polyuretan harts i en
60:40 blandning av THF och DMF samt 0,45 % av NaCl. Lésningen mixas med
magnetiskomroérare i 24 timmar och 6verférs till en spruta med metallkany! fér
elektrospinning. Elektrospinningens processparametrar ar. en
matningshastighet pa 2ml/timme, en positiv spanning pa 18 kV, en 27 G
metallkanyl och ett avstand pa 18 cm frdn mynningen till kollektorn.

Foér att spinna nanofiber med en betydligt tjockare fiberdiameter &n
1200nm, i praktiken 2300 nm anvands féljande procedur: Losningarna som
elektrospinns bereds genom att mixa 13 vikt% biokompatibla polyeterbaserad
polyuretanharts i en 60:40 blandning av THF och DMF. Lésningen mixas med
magnetiskomrdrare i 24 timmar och dverfors till en spruta med metallkanyl for
elektrospinning. Elektrospinningens processparametrar ar: en
matningshastighet pa 2ml/timme, en positiv spanning pa 18 kV, en 19 G
metallkanyl och ett avstand pa 18 cm fran mynningen till kollektorn.

Fiberdiameter kan justeras genom, men ar inte begransad av, att dndra
elektrospinningsparametrar sasom spanning, avstand mellan kollektor och mal,
matningshastighet pa l6sning, naldiameter, omgivningens tillstand sasom
luftfuktighet, temperatur och I&sningsparametrar sasom koncentration,

ledningsférmaga, l16sningsmedelsférhallande samt val av 16sningsmedel.
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| ettt forkroppsligande av uppfinningen &r porositeten hos
nanofibernatverket, dvs. ration mellan luft och fibermaterial i natverket, fran 60-
85% med en féredragen porositet av 65-75%. Nanofibernétverkets porositet ar
oundvikligen lankat ill nanofibrernas diameter. Andringar [
tillverkningsprocessen av nanofibrerna som beskrivits ovan paverkar saledes
automatisk natverkets porositet.

Fibrerna kan spinnas pa ett substrat for att anvéandas som cellodlingsplattor
for insattning. Nanofibernatverken ar belagda med en blandning av bioaktiva
molekyler fér att skapa en miljé som &r gynnsam for neurala celler.

For att beldagga nanofibrerna med bioaktiva molekyler steriliseras dessa
med 70% etanol, tvattas i ddH20 efterféljt med inkuberingssteg enligt nagot av
féljande:

1. Poly-L-Ornitin: (10pg/ml i ddH20 med 285 pl/cm? yta) i 2 timmar
efterfolit av tre tvattningssteg i ddH20. Denna férsta belaggning féljs av ett
inkubering steg over natten med Laminin (5ug/ml i DPBS (Dulbecco’s
fosfatbuffrad saltlésning) med 285 ul/cm? yta) fér minst 2 timmar.

2. Poly-D-Lysine: (10ug/mli DPBS med 285 ul/cm?yta) med inkubering
dver natt.

3. Kollagen 1: (5ug/ml i DPBS med 285 ul/cm? yta i ddH20 innehallande
0,02 M (slutgiltig koncentration) attiksyra) inkubering under 1 timma.

Efter ytterligare tvatt med DPBS &r beldggningen av fibrerna fardig.
Samtliga inkuberingssteg utfors i en cellodlingsinkubator i en fuktig atmosféar vid
37°C och 5% COs.

| ett annat foérkroppsligande elektrosprayas de biocaktiva molekylerna
tilsammans med elektrospinningen av nanofibernatverket. Elektrospinningen
utférs enligt beskrivning ovan med tilldgget av ytterligare en spruta med
metallkanyl innehallande en I6sning av de bioaktiva molekylerna. Lésningen med
de bioaktiva molekylerna matas med liknande hastighet som polymerlésningen
under elektrospinningen. Da processen initieras och en positiv spanning
appliceras pa kanylen innehallande de bioaktiva molekylerna sprayas dessa in i
nanofibernatverket samtidigt som det formas.

Nanofibernatverket kan underga en partiell eller komplett ytmodifiering for
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att 6ka cell eller proteinvidhaftning pa ytan. Nanofibernatverket behandlas med
plasma med en kombination av olika processgaser for att skapa ett natverk som
har férandrade ytfunktionaliteter som mdjliggér att bioaktiva molekyler binder till
ytan i stérre utstréckning. Plasmabehandlingen etsar ocksa nanofiberytan for att
6ka porositeten pa fiberytan och fibrernas ytrahet. Foér att plasmabehandla
nanofibernétverket placeras dessa i ett plasmaetsningsverktyg och en eller en
kombination av féljande behandlingar appliceras: '

1. | ett férkroppsligande utsatts nanofibernatverket fér syreplasma under
15 sekunder med ett gasfléde pa 30 sccm, 100mTorr processtryck, och 10€mbar
bastryck och 100 W RF effekt pa elektroden. Efter behandlingen exponeras
nanofibernatverket for luft for att 1ata fria radikaler att reagera klart.

2. landra férkroppsliganden, appliceras processen som beskrivs i 1) i 30
sek, 1, 3 eller 5 min.

3. | ett annat forkroppsligande utséatts nanofibernatverket for
argonplasma i 15 sek, med ett gasfléde pa 30 sccm, 100mTorr processtryck, och
10 mbar bastryck och 100 W RF effekt pa elektroden. Efter behandlingen
exponeras nanofibernéatverket for luft for att lata fria radikaler att reagera klart.

4. | andra férkroppsliganden, appliceras processen som beskrivs i 3) i 30
sek, 1, 3 eller 5 min.

2. | ettannat forkroppsligande utsatts nanofibernatverket for vateplasma
i 15 sek, med ett gasfléde pa 10 sccm, 250mTorr processtryck, och 108 mbar
bastryck och 50 W RF effekt pa elektroden. Efter behandlingen exponeras
nanofibernédtverket for luft fér att Iata fria radikaler att reagera klart.

6. | andra férkroppsliganden, appliceras processen som beskrivs i 5) i 30
sek, 1, 3 eller 5 min.

7. | ett annat foérkroppsligande utsatts nanofibernatverket for
Tetraflourometan-plasma i 15 sek, med ett gasflode pa 10 sccm, 250mTorr
processtryck, och 10 mbar bastryck och 50 W RF effekt pa elektroden. Efter
behandlingen exponeras nanofibernatverket for luft for att lata fria radikaler att
reagera klart.

8. landra férkroppsliganden, appliceras processen som beskrivs i 7) i 30
sek, 1, 3 eller 5 min.

| ett annat férkroppsligande av uppfinningen &ar polyuretannanofibrerna
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partiellt eller fullstandigt belagda med ledande material sdsom titan (Ti), guld
(Au), platina (Pt), Ti plus Au eller Pt plus Au i form av en tunn eller tjock film foér
att skapa ett ledande natverk som kan anvandas for elektrisk stimulering av celler
eller i aviasningssyfte. Dessa belaggningar tillater matning av andringar i
ledningsférmagan hos nanofibernatverket som ett méatning pa andringar i neural
cellmigrering, férékning och celldéd da déende celler lossnar och orsakar en
andring i ledningsférmagan. P& liknande satt, leder férokning av neurala celler
pa nanofibernatverken till en &ndring i ytan tackt av celler vilket orsakar andringar
i ledningsférmagan. For att belagga nanofiber med ledande material appliceras
en eller en kombination av féljande metoder:

1. Nanofibernatverket placeras i ett sputtringsverktyg. Kammaren
pumpas ner till ett bastryck <10-® mbar. Sputtringsmalen kan vara godtycklig typ
av ledande metaller, foretradesvis Ti, Au eller Pt. Det sputtrade materialet
deponeras med en hastighet av 0.5 — 3 nm/s beroende pa applicerad effekt. Den
slutgiltiga tjockleken pa varje individuellt lager av film &r mindre &n 200 nm.
Processgasen &r en inert gas, féretradesvis kvave eller argon.

2. | eft annat foérkroppsligande placeras nanofibernatverket i ett
sputtringsverktyg. Kammaren pumpas ner till ett bastryck 2*10-" mbar. Ti malet
sputtras med DC magnetronsputtring med en effekt pa 1kW och Ti filmen
deponeras pa nanofibernatverket med en hastighet pa ~1.6 nm/s tills tjockleken
ar 50nm. Kvdvgas anvands som processgas.

3. | ett annat forkroppsligande placeras nanofibernatverket i ett
sputtringsverktyg. Kammaren pumpas ner till ett bastryck 2*10-” mbar. Au malet
sputtras en DC magnetronsputtring med en effekt pa 0.22 kW och Au-filmen
deponeras pa nanofibernatverket med en hastighet pa ~1.1 nm/s tills tjockleken
ar 50nm. Kvavgas anvands som process gas.

4. | ett annat forkroppsligande sputtras bade Ti och Au enligt
processerna som beskrivs i 2) och 3).

| ett annat férkroppsligande av uppfinningen, sas neurala celler i sina
respektive odlingsmedia (DMEM +10% fetalt kalvserum for astrocyter,
neurobasalt medium + 1xB27 fér neuroner etc.) pa nanofibernatverket och
inkuberas 24 timmar for att tillata cellinfastning till ytan innan byte av media och

potentiella behandlingar utférs. Odlingsférhallandena (dvs. milj6, odlingsmedia,
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temperatur och COz-nivaer) fér neurala cellodlingar pa nanofibernatverken &r
identiska med de i standard tvadimensionella cellodlingar.

| ett annat férkroppsligande genomfoérs 6verlevnadstester av neurala celler
som satts pa natverken. Neurala cellodlingar pa nanofibernatverken behandlas
med ett lakemedel och jamférs med obehandlade neurala cellodlingar. Det
6verliggande mediet skérdas fran bada cellodlingarna vid olika tidpunkter efter
behandlingen och standardéverlevnadstester sasom “LDH’-tester (ex. LDH
cytotoxiskt  detekteringskit TaKaRa) genomférs for att undersoka
lakemedelsberoendet pa celléverlevnad.

Vidare anvands nanofibernatverken for att understka andringar i
proteinutséndringsnivaer efter lakemedelsbehandling. | detta férkroppsligande
tas nanofibernatverket med infasta neurala celler av fran bararglasplattan efter
lakemedelsbehandlingen och drénks i proteinnedbrytande buffert (innehallande
i 30 sek for att 16sa ut proteinerna. Denna proteinlésning kan sedan anvéndas i
Western blot tester for att understka andringar i proteinutséndring av de
intressanta proteinerna efter lakemedelsbehandlingen (for Western blot metoder
se: Protein Blotting Guide, A Guide to Transfer and Detection, Third Edition, BIO-
RAD hemsida).

| ett annat férkroppsligande undersoks lakemedelsbehandlingen av neurala
celler som beskrivits ovan med hjéalp av standard immunocytokemiska tester.
Efter inkubering av de neurala cellodlingarna vaxta pa nanofibernatverk tvattas
cellodlingarna i PBS (Fosfatbuffrad saltiésning) med efterféljande fixering av
cellerna med 4% PFA (paraform-aldehyd). Efter ytterligare tvattningssteg och
inkubering med antikroppar mot de intressanta proteinerna marks dessa
proteiner med flourofor-lankade antikroppar. Detta méjliggér att mikroskopibilder
kan tas av de intressanta proteinerna och jamforas med bilder pa
tredimensionella neurala cellodlingar som inte lakemedelbehandlats (for metoder
se exempelvis: “Immunocytochemsitry-A practical approach”, Oxford University
press, 1993, ISBN 0-19-963271-7)

Exempel

Exempel 1
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Astrocyter odlade pa belagda nanofibrer antar en morfologi som efterliknad
in vivo situationen till hégre grad.

For att demonstrera effekterna av vara forbattrade, belagda
tredimensionella natverk pa astrocyters morfologi odlades celler pa poly-L-
ornitin+laminin-belagda 1200 nm tjocka elektrospunna nanofibrer och jamférdes
med celler vaxta pa poly-L-ornitin+laminin-belagda tvadimensionella
odlingsplattor av plast (Fig. 1, a-b). Astrocyter vaxta pa de tvadimensionella
odlingarna med plastytor férefaller platta, utspridda och polygonalt formade med
en, i hog grad, symmetrisk morfologi (Fig. 1a). Vid odling pa de tredimensionella
belagda polyuretan-nanofibernatverken var celler mer komplexa i sin morfologi
med en sann tredimensionell form med filopodia utstrackta in i
nanofibernatverket (Fig 1b).

Infargning av cellskelettet pa astrocyter véxta pa tvadimensionella plastytor
uppvisar en tillplattad morfologi som beskrivits ovan (Fig. 2a). Nar de vaxtes pa
fiborer belagda med poly-L-ornitin+laminin i enlighet med var uppfinning,
detekterades inga cellkluster och cellkarnorna var inte fértatade vilket indikerade
friska celler (Fig. 2c). Cellerna spreds jamt over hela fiberndtverket och
immunocytokemisk infargning fér GFAP, nestin och vimentin visade fibrésa och
stjarnformade astrocyter med tunna utskott som omvalvde fibrerna, i kontrast till
celler véxta pa en tvadimensionell odlingsplatta av plast.

Celler vaxta pa nanofibernatverket utan beldggning tenderade att klumpa
ihop och bilda kluster pa natverket (Fig. 2b). Cellkdrnorna hos celler vaxta pa
obelagda fibrer féreféll kondenserade vilket indikerar déende celler.

Darfor demonstreras att beldggningen pa nanofibernatverket &r en
vasentlig del av uppfinningen.

Hogupplést  konfokalmikroskopi  och  svepelektronmikroskopbilder
bekraftade den hégst komplexa morfologin hos astrocyternas cellskelett, vilket
aven kan ses in vivo, nar de vaxtes pa belagda fibrer. Cellfilopodia har
observerats att delvis omvalva runt fibernatet och, i visa fall, dramatisk &ndra
riktning efter att utbredning skett mot korsande fiber. Dessa data demonstrerar
den enorma forbattring hos astrocytcellodlingar, som nu antar en in vivo-lik
morfologi nar de vaxes pa vara belagda tredimensionella natverk. For att vidare

demonstrera denna in vivo-lika, sanna morfologi hos astrocyter, anvandes
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astrocyter som kan visualiseras med en fluorescerande markor (gront
fluorescerande protein, GFP) i tredimensionella cellodlingar. Det cytoplasmiska
gréna flourescerande proteinet sprids over cellerna. Konfokala z-stack-bilder tas
och bilddata fran individuella celler modelleras till en tredimensionell volym (Fig.
3). Inga signifikanta skillnader i cellvolym (14235 + 2309 pm? for
tvadimensionella gentemot 14930 + 1784 um? for tredimensionella, n= 9 fér
tvadimensionella, n= 6 for tredimensionella) eller cellytarea (15753 + 2346 pm?
for tvadimensionella gentemot 15907 + 2368 pum? for tredimensionella) kunde
detekteras. Emellertid ar morfologin hos de tredimensionellt véxta astrocyter
betydligt mer komplexa och avlanga med stjarnlika utskott (Fig. 3b) jamfért med
tvadimensionella standardastrocytodlingar (Fig. 3a) och paminner om astrocyter
in vivo.

Samtliga procedurer som beskrivits ovan kan ocksa tillampas fér andra

neurala celltyper sasom neuroner, Schwannceller och oligodendrocyter.

Exempel 2

Fiber diameter ar avgérande for riktig tredimensionell cellvaxt.

For att demonstrera effekterna fran fiberdiameter pa cellmorfologi jamférdes
astrocyter véxta pa de nanofibernatverken baserade pa 1200 nm i fiberdiameter
(Fig.4a) med natverk som producerats av nanofibrer med en diameter av cirka
450 nm (Fig. 4b). Nanofibernatverken belades med poly-L- ornitin och laminin. Fér
att utvardera skillnader i morfologi och proteinutséndring fran cellskelettet utférdes
standard immunocytokemiska experiment for astrocyters cellskelettsprotein
GFAP enligt beskrivning ovan. Astrocyterna vaxta pa fibrer med tunnare diameter
integrerades inte i natverket utan var morfologiskt mer lika de tvadimensionella
cellodlingarna (Fig. 4a). Cellkropparna spreds vidlyftigt dver ytan utan att filopodia
omslét fibrerna. Vidare fanns en tillsynes hégre utséndring av GFAP-protein nar
cellerna vaxtes pa fibrerna med tunnare diameter. Denna upptéackt ar ovantad och
demonstrerar mojligheten fér astrocyter att integreras med fiber av speciell
fiberdiameter och porositet samt att detta &ndrar metabolismen hos cellerna och
foljaktligen utséndringen av cellskelettsprotein. Astrocyter vaxta pa fibrer med

mindre diameter &n vad som beskrivs i denna uppfinning ar tillsynes mer reaktiva



16

utifran en beddmning baserad pa deras utséndring av GFAP, vilket &r en odnskad
effekt i lakemedelsbehandlingsférsdk och inom livsvetenskap. Detta demonstrerar

vikten av den ratta fiberdiametern for astroglial cellvaxt i var uppfinning.

Exempel 3

Effekter av typ av natverksbelaggning pa vidhaftning och éverlevnad hos
astroctyer.

For att demonstrera éverlevnad hos astrocyter 24 timmar efter éverféring,
mattes LDH-nivaer i cellodlingens 6verliggande vétska som en indikator pa
cellddd hos astrocyterna. Flera olika metoder for att belagga nanofibrerna
undersoktes, mer specifikt poly-D-Lysin, kollagen |, poly-L-ornitin+laminin (se
férklaring under satt att implementera uppfinningen) och jamférdes med en
standard tvadimensionell cellodling. LDH-tester utférdes enligt tillverkarens
specifikationer (TaKaRa, Cat# MK401). Det fanns inga signifikanta skillnader i
celldéd/hdlsa mellan astrocyter vaxta pa tvadimensionella plattor och
nanofibernatverken, vilket indikerar att var uppfinning ar icke-cytotoxisk och
framjar en minst lika, om inte battre, milj6 for cellvaxt som standard
tvadimensionella cellodlingsplattor av plast (Fig. Exempel 3/4 A). Signifikanta
skillnader i celldéd fanns dock mellan olika varianter av ytbelaggningar. Den
lagsta celléverlevnad fanns i odlingar utan ytbeldggning, emedan den hogsta
celldverlevnaden uppnaddes efter belaggning av ytorna med poly-L-
ornitin+laminin. Detta innebar att belaggningen ar en hogst vital och integrerad
komponent i var uppfinning. Vidare har vi demonstrerat att nanofibrerna kan
belaggas med olika bioaktiva molekyler for att tillgodose individuella behov av
speciella celltyper.

Utdver LDH-test som matningar fér dverlevnad réknades antalet celler som
vidhaftat 24 timmar efter overféring. Beladggning av fibrerna med poly-L-
ornithine+laminin uppnadde hdogst cellvidhaftning utan signifikanta skillnader
mellan standard tvadimensionella odlingar och nanofibernatverken (Fig.
Exempel 3/4 B).

Exempel 4

Astrocyternas forékning minskas nar de vaxes pa belagda nanofibernatverk
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(begransad forékning ar en énskad funktion for astrocytodlingar).

Det reaktiva tillstandet hos astrocyter definieras generellt sett av 6kad
utsdndring cytoskelettala protein samt hyperaktiv férékning. Astrocyter in vivo
férékas endast mycket lite i frisk, oskadad vavnad. Emellertid far in vitro i
standard tvadimensionella cellodlingar astrocyter att komma i ett tillstand dar de
ar reaktiva och foérokar sig. Det &r saledes Onskvart att odla astrocyter under
mindre reaktiva och férékningsbenagna férhallanden. Immunocytokemi fér den
endogena forokningsmarkéren Ki67 demonstrerade lagre férokning och darfor
mindre reaktiva astrocyter nér celler véxtes pa nanofibrerna oavsett belaggning,
vilket aterigen demonstrerar férbattringen av vart odlingssystem jamfort med
existerande tvadimensionella system (Fig. Exampel 3/4 C).

Eftersom Ki67 &r en endogen férékningsmarkér och varaktigheten hos
Ki67s antigen &ar okénd undersoktes cellforokningen med ett exogent
markdrsystem, EdU-Click-It (Invitrogen), for att vidare befasta skillnaderna i
foroékning hos astrocyter i standard tvadimensionella cellodlingssystem gentemot
var uppfinning. Testet anvander en modifierad nukleosid, EdU (5-ethynyl-2"-
deoxyuridine), vilken inkorporeras under DNA-syntes in i cellernas karnor. Det
fanns inga signifikanta skillnader vid 24 timmar efter éverféring av cellerna (Fig.
3/4 D). Vid 3 dagar efter 6verfoéring fanns dock en signifikant lagre andel av
astrocyterna vaxta pa det belagda nanofibernédtverket som var i
férékningstillstand, vilket liknar de resultaten som erhallits fran Ki67
immunocytokemi. En intressant observation var att vid dag 5 var den
tredimensionellt véxta astrocyterna nagot mer férékningsbenagna &n de
tvadimensionellt véxta astrocyterna. Detta &r méjligen pa grund av att vid 5 dagar
i odling sa har de tvadimensionellt véxta astrocyterna flutit ihop och alltsa ingatt
i ett tillstand dar det inte sker ytterligare férékning, pa grund av att cell- cell
kontakt hamnar férokning. Celler i detta stadiet &r kénda att vara icke-responsiva
for de flesta behandlingarna och &ar darfér inte ©nskvarda for
forskningsexperiment. Cellerna i det tredimensionella system var dock
fortfarande responsiva och latt férékningsbenagna efter 5 dagar efter éverforing,
vilket aterigen demonstrerar éverlagsenheten hos vart system i jamforelse med
andra  cellodlingssystem. Fo6r att vidare bekrdafta den &ndrade
forékningshastigheten genomférdes Wester blot analys vid 3 och 5 dagar efter
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6verforing av cellerna. Foérokningen utvarderades genom analys av MCM-2
protein. MCM-2 &r en del av det mini-kromosombevarande komplexets (mini-
chromosome maintenance complex) (MCM) proteiner och &r en
nyckelkomponent hos pre-replikationskomplexet involverat i sammanstallandet
av andra DNA replikerande protein. MCM-2 har visats vara inblandat i reglering
av helikasaktivitet och uppreglering &r darfor ett tecken pa kad DNA-replikering,
dvs. férékning av eukaryotiska celler.

Vid bada tidpunkterna minskade MCM-2 protein nivderna i de
tredimensionella cellodlingarna, vilket aterspeglar observationerna fran Ki67 och
EdU experimenten (Fig. Experiment 3/4 E). Vidare detekterades en minskning
av férékningen hos astrocyter i tvadimensionella odlingar 6ver tid, sdsom det

visats fér EdU upptag.

Exempel 5

Western blot analys av cytoskelettala protein och stressproteiner bekraftar
forbattrade cellodlingsférhallanden foér astrocyter odlade pa belagda
nanofibernatverk.

For att vidare bekréfta resultaten erhallna fran immunicytokemin
kontrollerades de faktiska proteinutséndringsnivderna med Western blot
metoden. Western blot analys bekraftade andrad utsondring av cytoskelettal
protein nar astrocyter vaxters pa vart poly-L-ornitin+laminin-belagda
tredimensionella nétverk. Vi fann skillnader i utséndringsnivaer av synemin,
vimentin och nestin (Fig. Exempel 5), vilka ar markérer f6r omogna och reaktiva
astrocyter. Dessa markorer ar kénda for att uppregleras i tvadimensionella
cellodlingar, vilket ar en oénskad sidoeffekt av den tvadimensionella
odlingsmetoden. Var uppfinning kan dock frangd dessa problem, vilket tillater
cellodling att bli mer in vivo-lik. | astrocyter vaxta pa vara belagda
nanofibernatverk utséndrades betydligt lagre nivaer av alla dessa tre proteiner.
Densitometrimatningar av den kemiluminiscerande signalen som harstammade
fran Western blot experimenten bekraftade signifikant minskning av vimentin,
nestin och synemin proteiner vid odling pa tredimensionella poly-L-
ornitin+laminin-belagda nanofibrer.

Vi undersokte vidare stressnivaerna hos tredimensionellt odlade astrocyter
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genom Western blot tester for heat-shock proteiner HSP70 och HSC70. Medan
det inte fanns nagra konsekventa andringar av HSP-proteinnivder mellan
astrocyter fran tva- och tredimensionella odlingar, minskade stressprotein
nivaerna for HSC70 signifikant fér odlingar véxta pa de belagda
nanofibernétverken, vilket vidare indikerar att var uppfinning erbjuder en mycket

battre miljo for cellvéxt an standard tvadimensionella cellodlingssystem.

Exempel 6

Andra neurala celltyper vaxta pa nanofibernatverk: Neuronodlingar

"Primara” neuronodlingar &r ofta kénsliga fér kontaminering av astrocyter.
Givet en minskad férékningshastighet hos astrocyterna i det tredimensionella
cellodlingssystemet, kommer de neurala cellodlingarna vara mycket enklare att
odla utan oénskad kontaminering med astrocyter av odlingarna.

For att demonstrera effekterna av poly-L-ornitin+laminin-belagda
tredimensionella néatverk pa neurala cellvaxt, sdddes kortikala neuroner p4
tvadimensionella poly-L- ornitin+laminin-belagda téckglas och tredimensionella
poly-L- ornitin+laminin-belagda nanofiber. Da det &r kant att neurala odlingar &r
mycket kénsligare &n astrocytodlingar utvecklades férvaningsvart neurala
tredimensionella odlingar extremt val med neuroner som véxte ldnga axoner som
omslét fibrerna. Neuroner i tvadimensionella odlingar véxte kortare axoner och
var mycket kénsligare for hantering under experimentering och vid hantering av
odlingarna.

For att vidare understka &andringarna i metabolism av neuronodlingar
utférdes Western blot experiment fér att méata andringar i proteinutséndring.
Neuronerna, som véxtes pa poly-L- ornitin+laminin-belagda nanofibernatverk
visade en minska utséndring av PSD95 och, i kontrast, en 8kning utav
synaptotagmin proteinnivaer (Fig. Exempel 6). Detta demonstrerar den
signifikanta olika metabolismen mellan neuroner véxta i standard

tvadimensionella odlingssystem jamfoért med belagda nanofibernatverk.

Exempel 7
Astrocyter 6kar sina GFAP nivaer efter inkubering med TGFbeta.

For att demonstrera att astrocyter kan bli reaktiva nar de vaxes
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tredimensionellt pa vart nanofibernatverk undersoktes deras férmaga att 6ka
GFAP-proteinnivaer efter behandling med TGFbetal. TGFbetal har
rapporterats att 6ka GFAP nivaer i standardcellodlingar fér astrocyter. Har vaxte
vi astrocyter i 7 dagar pa vara belagda nanofibernatverk med efterféljande
inkubering med TGFbeat1 (10ng/ml cellodlingsmedium) under 6 timmar. Dessa
odlingar jamférdes med obehandlade astrocytodlingar vaxta pa uppfinningen
som presenteras har. Nanofiberdiameterna var 1200 nm. Efter avlagsnande av
odlingsmedium tvattades cellerna i PBS och nitverket skalades av den
glasplattan som agerade barare och sanktes ner i proteinnedbrytande buffert.
Standard  Western blot proteintester genomférdes och  GFAP-
utséndringsnivaerna undersoktes. Vi fann en signifikant 6kning i GFAP-nivaer i
de TGFbeta1-behandlade odlingarna jamfért med de obehandlade odlingarna,
vilket demonstrerar att astrocyterna kan bli reaktiva i vart system av

nanofibernatverk.
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