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Hybrydowy uktad hodowlany do otrzymywania implantéw tkanki chrzestnej

Wstep

Degeneracja chrzastki stawowej stanowi powazny problem zdrowot-
ny. Niszczenie chrzastki moze zachodzi¢ zarowno wskutek doznanych
urazow, jak i schorzen, wérdd ktorych najczgsciej wystgpujacym jest
choroba zwyrodnieniowa stawow. Brak pelnej skutecznos$ci stosowa-
nych metod leczenia oraz wysokie koszty inwazyjnych zabiegdow (np.
zastapienie uszkodzonego stawu endoproteza) stanowia bodziec do pro-
wadzenia badan nad opracowaniem nowych, tanszych i wydajniejszych
rozwiazan z zakresu hodowli przestrzennych komorek chrzastki (chon-
drocytéw) o potencjalnym zastosowaniu w inzynierii tkankowe;j.

Chrzastka stawowa jest uznawana za tkankg o silnie ograniczonych
zdolnosciach autoregeneracyjnych, a w wielu przypadkach za strukturg
niezdolna do autoregeneracji. Ponadto chrzastke cechuja: wysoki sto-
pien zorganizowania, charakterystyczna intensywna sekrecja sktadni-
kéw macierzy zewnatrzkomorkowej ECM (ExtraCellular Matrix) oraz
unikalne wtasciwosci biomechaniczne, ktore to cechy odpowiadaja za
ztozona budowe tkanki [Hardingham, 2012, Lu X. i Mow V., 2008].

W warunkach in vitro tradycyjne namnazanie izolowanych chondro-
cytdéw w postaci monowarstwy powoduje utrate specyficznego fenoty-
pu komorek chrzgstnych. Jednym ze sposobow intensyfikacji hodowli
chondrocytow jest zapewnienie komdorkom warunkéw do przestrzen-
nego wzrostu. W tym celu najczesciej stosuje si¢ trojwymiarowe rusz-
towania (scaffolds) wykonywane z naturalnych lub syntetycznych ma-
terialow polimerowych [Cascio i Sharma, 2008]. Duza powierzchnia,
na ktérej moga rosnac¢ chondrocyty, zwiazana z wysoka porowatoscia
rusztowan, umozliwiaja prowadzenie hodowli przestrzennych w warun-
kach wysokiej ggstosci komorek przypadajacej na jednostke objgtosci
powstatego implantu. Takie warunki prowadzenia procesu hodowli in-
dukuja wytwarzanie przez chondrocyty ECM o prawidtowym sktadzie
biatkowym oraz przestrzenne samoorganizowanie si¢ komorek [Chung
i Burdick, 2008]. Ponadto, w hodowlach przestrzennych chondrocytow
wystepuja charakterystyczne dla warunkow naturalnych oddziatywania
migdzykomoérkowe, co sprzyja tworzeniu tkanki chrzgstnej szklistej
o prawidtowych wlasciwosciach biomechanicznych [Lu i Mow, 2008,
Cascio i Sharma, 2008].

Hodowle prowadzone w warunkach wysokiej gestosci komorek cha-
rakteryzuja si¢ wystgpowaniem ograniczen dyfuzyjnych dotyczacych
gaz6w oddechowych (tzn. O, i CO,), sktadnikéw medium hodowlanego
oraz metabolitow komoérkowych wydzielanych przez proliferujace ko-
morki, wystgpujacych w obrgbie przestrzennej struktury wewngtrznej
danego implantu. W probach intensyfikacji procesow wymiany masy
w uktadach do hodowli przestrzennej komorek, w tym takze chondrocy-
tow, istotng rolg odgrywa inzynieria bioprocesowa [Kellner i in., 2002;
Keeney i in., 2011]. Jednym z mozliwych rozwiazan bioprocesowych
jest zastosowanie obojetnego biochemicznie, wydajnego, cieklego no-
$nika gazow oddechowych, na przyktad syntetycznego ciektego perflu-
orozwiazku PFC (Perfluorochemical/FluoroCarbon) [Deschamps i in.,
2008, Pilarek, i in., 2013]. Do korzysci wynikajacych z uzycia cicklego
PFC naleza: intensyfikacja wymiany masy w uktadzie hodowlanym, pe-
netracja struktury przestrzennej rusztowania przez faz¢ perfluorowana
i zwiazana z tym intensyfikacja transportu gazéw oddechowych w prze-
strzeni elementdéw biomateriatowych.

Celem niniejszych badan bylo okreslenie wptywu cieklego PFC na
hodowlg izolowanych ssaczych (Bos taurus) chondrocytow linii CP5
w przestrzennym uktadzie polilaktydowego rusztowania o strukturze
wioknistej, prowadzona w hybrydowym uktadzie PFC/biomaterial/
pozywka, wykorzystujacym dwie niemieszajace si¢ fazy ciekte: perflu-
orodekaling (faza perfluorowana) i pozywke (faza wodna).

Materiaty i metody

Linia komorkowa. W przeprowadzonych badaniach wykorzysta-
no chondrocyty linii CP5 pochodzace z tkanki chrzgstnej stawowej
Bos taurus, zakupione w Europejskiej Kolekcji Kultur Komorkowych
(ECACC, Wielka Brytania). Komoérki CP5 hodowano w pozywce
DMEM:F12 (1:1) GlutaMAX", ktorej sklad zostat uzupehiony dodat-
kiem 10 % bydlgcej surowicy ptodowej (FCS), 50 pg-mL'I askorbinianu
i preparatem antybiotyku (0,05 pLmL” penicyliny, 0,05 plmL”! strep-
tomycyny). Pozywka oraz wszystkie suplementy pochodzity z Invitro-
gen (USA) i posiadaly certyfikaty dopuszczenia do uzytku w hodowlach
komorkowych.

Ciekly perfluorozwigzek. Jako ciekly nosnik gazéw oddechowych
(0, 1 CO,) zastosowano perfluorodekaling (C,F,g; PFD) zakupiona
w ABCR GmbH (Niemcy). Przed uzyciem w hodowlach, PFD byla
sterylizowana termicznie (15 min., 121°C), co powodowalo takze jej
odgazowanie. Schtodzong do temperatury 37°C, sterylna i odgazowana
PFD nasycano powietrzem atmosferycznym z zachowaniem standar-
dow jatowosci [Pilarek M. i in., 2013].

Polilaktydowe rusztowanie o strukturze widknistej. Jako polimero-
we rusztowanie zastosowano krazki polilaktydowe (PLA; Polysciences
Inc., USA) o $rednicy 16 mm i grubosci 2 mm, wykonane metoda elek-
troprzedzenia (electrospinning) z wtdkien PLA o $rednicy 0,7+1,2 pm.
Przygotowane rusztowania sterylizowano w 70% etanolu a nastgpnie
suszono w strumieniu jalowego powietrza przez 1 h w temperaturze
pokojowe;j.

Uktad badawczy. Rusztowania PLA o strukturze wloknistej umiesz-
czano w naczyniach 24-dotkowch zawierajacych wstepnie odpipetowa-
ne medium hodowlane (1 mL) i napowietrzona PFD (1 mL). Przyjecie
takiej procedury zapobiegato ewentualnemu zatrzymywaniu pecherzy
powietrza atmosferycznego w porach rusztowania PLA. W efekcie
uzyskiwano hybrydowy uktad hodowlany postaci (od dotu): hydrofo-
bowa faza PFD, rusztowanie PLA, wodna faza pozywki DMEM:F12.
Hodowle kontrolne prowadzono w uktadzie pozbawionym dodatku
PFD. Do przygotowanych w powyzszy sposob uktadéw hodowlanych
dodawano zawiesing chondrocytow CP5 pozwalajaca uzyskac¢ ggstosc
poczatkowa komoérek w hodowli wynoszaca 2-10° komérek mL™.
Inokulum przygotowywano w standardowej hodowli i pozyskiwano na
drodze trypsynizacji monowarstwy komorek CPS5, po osiagnigciu przez
nie ok. 75+80% konfluencji (tzn. po 4+5 dobach hodowli). Wszystkie
hodowle w uktadzie hybrydowym oraz uktadzie kontrolnym prowadzo-
no przez 7 dob.

Analiza mikroskopowa. Otrzymane w wyniku hodowli w badanym
hybrydowym uktadzie implanty zawierajace chondrocyty CP5 analizo-
wano z wykorzystaniem technik mikroskopowych. Analiza mikrosko-
powa obejmowata obrazowanie powierzchni zewngtrznej implantow
z wykorzystaniem skaningowej mikroskopii elektronowej (SEM) oraz
konfokalna laserowa mikroskopig skaningowa (CLSM), umozliwiajaca
analize procesOw migracji i proliferacji chondrocytoéw wewnatrz struk-
tury implantu PLA. Analiz¢ SEM prowadzono przy uzyciu mikroskopu
Phenom (FEI, USA), po uprzednim przygotowaniu preparatow implan-
tow obejmujacym inkubacje w 0,5% OsO, (1 h w 4°C), odwodnienie/
wysuszenie w bezwodnym etanolu i pokrycie warstwa ztota (15 nm;
K550 Emitech, USA). Analizg CLSM przeprowadzano przy uzyciu mi-
kroskopu Axiovert 100M (Carl Zeiss Jena, Niemcy) i oprogramowania
LSM 510 META po uprzednim wybarwieniu filamentow aktynowych
(barwienie falloidyna-TRITC; Sigma, USA) oraz chromatyny w jadrach
komorkowych (barwienie DRAQS ™. Biostatus, Wiclka Brytania). Ana-
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lizie mikroskopowej poddawano przynajmniej trzy preparaty otrzyma-
ne z trzech niezaleznie przeprowadzonych hodowli w danym ukladzie
hodowlanym.

Wyniki badan i dyskusja

Roéznica gestosci elementow strukturalnych tworzacych prezento-
wany w pracy hybrydowy uktad hodowlany odpowiadata za ich prze-
strzenng lokalizacj¢ w naczyniu hodowlanym. Faza PFD, ktora cha-
rakteryzowala si¢ najwigksza gestoscia (o = 1,94 g mL'l) pokrywata
dno naczynia hodowlanego. Hydrofobowa PFD pokryta byta warstwa
medium hodowlanego (o = 1,01 g mL'l). Rusztowanie PLA o struktu-
rze wioknistej (o = 1,25 g mL'l) zlokalizowane byto na powierzchni
migdzyfazowej PFC/pozywka. Zatem, w poréwnaniu z uktadem kon-
trolnym, w ktérym rusztowanie PLA umieszone bylo na dnie naczynia
hodowlanego wypelionego medium hodowlanym (bez dodatku fazy
perfluorowanej), badany hybrydowy uklad hodowlany charakteryzowat
si¢ wystgpowaniem dodatkowej powierzchni wymiany masy w odnie-
sieniu do gazéw oddechowych (O, i CO,) poza typowa w uktadach ho-
dowlanych powierzchnia migdzyfazowa ciecz/gaz (tj. wystgpujaca na
granicy faz ciektego medium hodowlanego i atmosfery gazowej wypet-
niajacej naczynie hodowlane nad warstwa pozywki).

Na rys. 1 przedstawiono mikrofotografi¢ SEM rusztowan PLA po-
krytych komorkami CP5 po 7 dobach hodowli w poréwnywanych
uktadach: kontrolnym (Rys. 1A) i hybrydowym PFD/PLA/pozywka
(Rys. IB).

250 pm

Rys. 1. Mikrofotografia SEM zewngtrznej powierzchni rusztowan PLA o struktu-
rze wloknistej po 7 dobach hodowli chondrocytow CPS prowadzonej w uktadzie
kontrolnym (A) i w hybrydowym uktadzie PFD/PLA/pozywka (B)

Po 7 dobach hodowli zaobserwowano wydajniejsze zasiedlanie po-
wierzchni rusztowania przez komorki CPS w przypadku uktadu hy-
brydowego, czego efektem bylo catkowite pokrycie warstwa komorek
i elementéw ECM powierzchni zewngtrznej rusztowan PLA. W przy-
padku hodowli kontrolnej proliferacja komoérek na powierzchni ruszto-
wan byla znacznie ograniczona.

Préby implantdw pochodzacych z 7 dnia hodowli w uktadzie hybry-
dowym PFD/PLA/pozywka poddano takze selektywnemu wybarwieniu
fluorescencyjnemu, pozwalajacemu na identyfikacjg filamentow akty-
nowych (stanowiacych elementy cytoszkieletu komorek) oraz chro-
matyny w jadrach komoérkowych, a nastgpnie zanalizowano je metoda
CLSM. Narys. 2 przedstawione zostaly mikrofotografie CLSM obrazu-
jace selektywnie wybarwione elementy chondrocytéow CPS5 rosnacych
wewnatrz badanych rusztowan PLA w uktadzie hybrydowym PFD/
PLA/pozywka.

Wizualizacja selektywnie wybarwionych filamentéw aktynowych
(Rys. 2A) oraz jader komorkowych (Rys. 2B) jednoznacznie wskazu-
je na migracj¢ chondrocytow CP5 do wnetrza przestrzennej wioknistej
struktury implantu PLA bedacego elementem hybrydowego uktadu ho-
dowlanego oraz ich prawdopodobna proliferacje wewnatrz implantu.
Najwigksze skupiska chondrocytow wystgpowaty w warstwach ruszto-
wania potozonych na glgbokosci od 12,5 um do 17,5 um (analizowano
kolejne skrawki optyczne co 2,5 pm w zakresie 0-35 um). Zatem wzrost
chondrocytow CP5 hodowanych w hybrydowym uktadzie PFD/PLA/
pozywka nie byl ograniczony jedynie do powierzchni widknistego rusz-
towania PLA (Rys. 1), lecz komorki zasiedlaty takze PLA w wewngtrz-
nych warstwach implantu.

Rys. 2. Mikrofotografia CLSM obrazu-
jaca chondrocyty CP5 rosnace wewnatrz
rusztowan PLA o strukturze wtoknistej
po 7 dobach hodowli prowadzonej w
uktadzie hybrydowym PFD/PLA/po-
zywka: filamenty aktynowe wewnatrz
komorek (A), chromatyna w jadrach
komorkowych (B), rusztowanie PLA w
$wietle przechodzacym przez preparat

Dane literaturowe jednoznacznie wskazuja na wykazywanie przez
chondrocyty powinowactwa wzgledem rusztowan wykonanych z wto-
kien PLA [Keeney, 2011; Chung i Burdick, 2008]. Wzrost komorek za-
chodzi jednak najczesciej na powierzchni takich implantow. Migracja
i wzrost komoérek wewnatrz rusztowan s silnie limitowane z uwagi na
ograniczenia dyfuzyjne dotyczace gestej struktury implantu. Okazato
sig, ze zastosowanie PFD jako cieklego nosnika gazéw oddechowych
w hodowli chondrocytow na widknistym rusztowaniu PLA zapewnia
odpowiednie warunki do rozwoju komorek zaré6wno na powierzchni
implantu jak i wewnatrz jego struktury.

Whioski

Proponowane w niniejszej pracy bioprocesowe rozwiazanie polega-
jace na wykorzystaniu cieklego perfluorowanego nosnika gazow odde-
chowych w hybrydowym uktadzie do przestrzennej hodowli chondrocy-
tow na rusztowaniu PLA o strukturze wloknistej zapewnia odpowiednie
warunki do rozwoju chondrocytéw nie tylko na powierzchni implantu
ale takze do migracji i zasiedlania komorkami struktury wewngtrznej
rusztowania.
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