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Perfluorowane uk³ady do hodowli
komórek zwierzêcych

Wprowadzenie

Izolowane komórki zwierzêce hodowane w warunkach in
vitro znajduj¹ szereg zastosowañ w biotechnologii oraz w ró¿-
nych ga³êziach nauk biomedycznych. Komórki linii ci¹g³ych
s¹ wykorzystywane do produkcji przeciwwirusowych szcze-
pionek oraz przeciwcia³ monoklonalnych [1]. Ponadto stale
poszerza siê zakres diagnostycznych aplikacji medycznych
komórek zwierzêcych hodowanych w warunkach in vitro [1,
2]. W przemyœle kosmetycznym do badañ toksykologicznych
wykorzystuje siê tzw. modele in vitro, przybli¿aj¹ce strukturê
tkanek lub organów na które dzia³aj¹ zwi¹zki biologicznie
czynne stanowi¹ce dodatki do baz kosmetycznych [3].

Tradycyjn¹ technik¹ hodowli komórek adherentnych jest
hodowla na sta³ych powierzchniach takich jak œcianki poli-
styrenowych naczyñ hodowlanych oraz mikro- lub mikroporo-
wate noœniki. W takich uk³adach wzrost komórek nastêpuje
do momentu osi¹gniêcia tzw. stanu konfluencji czyli pe³nego
pokrycia powierzchni naczynia pojedyncz¹ warstw¹ komórek.
Nieliczne doniesienia literaturowe wskazuj¹ na mo¿liwoœæ
hodowli adherentnych komórek zwierzêcych tak¿e na po-
wierzchni miêdzyfazowej utworzonej pomiêdzy dwiema nie-
mieszaj¹cymi siê fazami ciek³ymi [4, 5]. Wykorzystywane do
tego celu by³y rafinowane oleje silikonowe oraz perfluoroalka-
ny które tworz¹ dwufazowe uk³ady z wodnym roztworem
po¿ywki hodowlanej. Z uwagi na wysok¹ rozpuszczalnoœæ ga-
zów oddechowych (tlenu i ditlenku wêgla) zastosowanie inert-
nych perfluorozwi¹zków wydaje siê interesuj¹cym rozwi¹za-
niem modyfikuj¹cym sposób hodowli komórek adherentnych.
Faza perfluorowana mo¿e bowiem zostaæ dodatkowo wyko-
rzystana jako ciek³y noœnik tlenu intensyfikuj¹cy wymianê
masy w uk³adzie hodowlanym [5–7].

Celem pracy by³o zbadanie przydatnoœci perfluorodekaliny
do prowadzenia hodowli adherentnych komórek zwierzêcej li-
nii MG-63 na powierzchni miêdzyfazowej ciecz/ciecz.

Materia³y i metodyka badañ

PFC. Do wytworzenia powierzchni miêdzyfazowej ciecz-
ciecz u¿yto perfluorodekaliny (C10F18; ABCR GmbH & Co.
KG, Niemcy). Zwi¹zek ten wykazuje siê wysok¹ rozpuszczal-
noœci¹ tlenu (do 490 cm3 O2 / dm3 PFC) oraz ditlenku wêgla
(do 1500 cm3 CO2 / dm3 PFC). Ca³kowite wysycenie szkieletu
wêglowego cz¹steczki zapewnia perfluorodekalinie inertnoœæ
chemiczn¹ a tak¿e brak mieszalnoœci z uk³adami wodnymi
oraz lipidami. Celem zapewnienia aseptycznych warunków
wzrostu komórek roœlinnych, perfluoroalkan by³ sterylizowa-
ny termicznie (121�C, 15 min.) przed u¿yciem w hodowli. Po
sterylizacji, sch³odzona do 37�C perfluorodekalina by³a nasy-

cana powietrzem atmosferycznym (15 min.) a ja³owoœæ za-
pewnia³o zastosowanie filtru o œrednicy porów 0,45 �m.

Komórki MG-63 i warunki ich hodowli. Hodowano ad-
herentne komórki zwierzêce ci¹g³ej linii MG-63. Stanowi¹ je
komórki ludzkiego miêsaka koœciopochodnego (Osteosarco-
ma). Materia³ biologiczny wykorzystywany w badaniach po-
chodzi³ z banku komórek Zak³adu Biofizyki i Fizjologii
Cz³owieka Warszawskiego Uniwersytetu Medycznego. Komór-
ki MG-63 by³y hodowane wg³êbnie w po¿ywce DMEM (Dul-
becco’s Modified Eagle Medium) wzbogaconej o p³odow¹ suro-
wicê cielêc¹ (10%), L-glutaminê (1%) oraz preparat antybak-
teryjny/antygrzybiczny (1%). Surowica by³a dodawana po
uprzedniej dwustopniowej inaktywacji termicznej (52�C/15
min., 56�C/30 min.). Wszystkie u¿ywane sk³adniki medium
hodowlanego zakupiono w firmie Invitrogen (USA). Hodowle
komórek prowadzono w termostatowanym inkubatorze
(37�C; 5% CO2). Pasa¿owanie komórek wykonywano przed
osi¹ganiem przez nie stanu konfluencji. Po etapie trypsyniza-
cji (0,25% trypsyna), komórki przemywano buforem fosfora-
nowym (1% PBS) i ustalano ¿¹dan¹ gêstoœæ inokulum.

Perfluorowane uk³ady do hodowli komórek. Hodowle
komórek linii MG-63 prowadzone by³y w dwóch uk³adach ba-
dawczych (Rys. 1). W pierwszym z nich komórki ros³y na 25
cm2 powierzchni sta³ej butelek do hodowli komórkowych fir-
my Nunc (Dania) na której znajdowa³y siê krople ja³owej, na-
powietrzonej perfluorodekaliny o sumarycznej objêtoœci
2 cm3. Objêtoœæ zaszczepionego komórkami medium hodowla-
nego wynosi³a 10 cm3

. Uk³ad perfluorowany drugiego typu
stanowi³y 24-do³kowe (24 × 3,5 cm3) p³ytki hodowlane firmy
Nunc (Dania). Do poszczególnych studzienek dodawano nasy-
con¹ powietrzem atmosferycznym perfluorodekalinê (1 lub
2 cm3 w zale¿noœci od serii doœwiadczeñ) oraz inokulowane
komórkami MG-63 medium hodowlane (1,2 cm3). Brak mie-
szalnoœci fazy perfluorowanej i wodnej powodowa³ wytworze-
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Rys. 1. Schemat perfluorowanych uk³adów do hodowli komórek
MG-63; a) sta³a powierzchnia z kroplami perfluorodekaliny; b) po-

wierzchnia miêdzyfazowa perfluorodekalina/po¿ywka

a) b)
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nie siê powierzchni miêdzyfazowej pomiêdzy perfluoroalka-
nem i po¿ywk¹. W obu badanych perfluorowanych uk³adach
hodowalnych, próbami kontrolnymi by³y hodowle bez dodat-
ku napowietrzonej perfluorodekaliny.

Metody analityczne. Analiza ¿ywotnoœci hodowanych ko-
mórek polega³a na selektywnym wybarwieniu wodnym roz-
tworem (1%) b³êkitu trypanu komórek zamieraj¹cych lub
martwych. Po zmieszaniu równych objêtoœci p³ynu hodowla-
nego i roztworu barwnika, wykorzystuj¹c hemocytometr Ma-
lasseza (Brand, Niemcy) sporz¹dzano preparat mikroskopo-
wy, który nastêpnie analizowano (powiêkszenie 20×) przy
u¿yciu mikroskopu odwróconego pola typu Eclipse TS-100/F
firmy Nikon (Japonia). ¯ywotnoœæ komórek (CV) liczono jako
u³amek komórek ¿ywych (niewybarwionych) w ogólnej liczbie
wszystkich komórek (wybarwionych i niewybarwionych). He-
mocytometr Malasseza oraz mikroskop odwróconego pola s³u-
¿y³y tak¿e do wyznaczenia gêstoœci komórek w hodowli wy-
znaczanej jako iloœæ komórek w 1 cm3 medium hodowlanego.

Wyniki badañ i dyskusja

Na rys. 2a porównano gêstoœci komórek MG-63 hodowa-
nych na powierzchni sta³ej w obecnoœci kropel napowietrzo-
nej perfluorodekaliny oraz w hodowli kontrolnej bez dodatku
fazy perfluorowanej. Po pasa¿ach komórki rosn¹ce w po¿ywce
zwieraj¹cej napowietrzony perfluorozwi¹zek zaadoptowa³y
siê szybciej ni¿ komórki MG-63 w kontrolnym uk³adzie ho-
dowlanym i ju¿ po pierwszej dobie osi¹gnê³y fazê wzrostu
wyk³adniczego. W porównywanych uk³adach hodowlanych
zaobserwowano ró¿ne wartoœci maksymalnej gêstoœci komó-
rek w hodowli. Komórki MG-63 rosn¹ce w obecnoœci kropel
napowietrzonej fazy perfluorowanej wczeœniej osi¹ga³y mak-
symaln¹ gêstoœæ i jej wartoœæ by³a wyraŸnie wy¿sza w porów-
naniu z hodowl¹ kontroln¹. Prawdopodobnie jest to efektem
wy¿szego stê¿enia tlenu rozpuszczonego w fazie wodnej w ho-
dowlach zawieraj¹cych krople ciek³ego noœnika tlenu. Uzys-
kanie wiêkszej liczby komórek w jednostce objêtoœci medium
hodowlanego w czasie krótszym ni¿ w hodowlach kontrolnych
skutkowa³o szybszym zu¿ywaniem sk³adników po¿ywki w ho-
dowlach o wiêkszej gêstoœci. Efektem by³ znacznie intensyw-
niejszy spadek gêstoœci komórek w uk³adzie z faz¹ perfluoro-
wan¹ oraz ni¿sza gêstoœæ komórek podczas ostatniego dnia
hodowli. Na rys. 2b przedstawiono zmiany ¿ywotnoœci komó-
rek MG-63 oznaczanej w porównywanych hodowlach.

Do czwartej doby nie zauwa¿ono istotnych zmian w ¿ywot-
noœci. Natomiast spadek ¿ywotnoœci komórek obserwowany
dla d³u¿szych czasów prowadzenia hodowli w uk³adzie z faz¹
perfluorowan¹ zwi¹zany jest ze spadkiem gêstoœci komórek

i wczeœniejszym osi¹ganiem przez nie stacjonarnej fazy
wzrostu a nastêpnie wejœciem komórek MG-63 w fazê zamie-
rania.

Na rys. 3 przedstawiono mikroskopowe fotografie komórek
linii MG-63 hodowanych w dwóch badanych uk³adach. Wyho-
dowane komórki znacznie ró¿ni³y siê kszta³tem i morfologi¹.
Komórki linii MG-63 hodowane w standardowych warunkach
na powierzchni sta³ej przyjmuj¹ regularne, wrzecionowate
kszta³ty fibroblastów i s¹ równomiernie rozmieszczone na po-
wierzchni naczynia hodowlanego [7]. Komórki rosn¹ce na po-
wierzchni sta³ej w obecnoœci kropel napowietrzonej perfluoro-
dekaliny przyjmowa³y bardziej nieregularne, gwiaŸdziste
kszta³ty i nierównomiernie ulega³y adhezji na powierzchni
naczynia hodowlanego. Najwiêksze zagêszczenie komórek za-
obserwowano wokó³ kropel perfluorozwi¹zku i w tych miej-
scach komórki MG-63 dzieli³y siê najintensywniej. Zasad-
nicz¹ ró¿nicê w morfologii komórek zaobserwowano w przy-
padku ich hodowli na powierzchni miêdzyfazowej PFC/
po¿ywka. Przez pierwsze dwie doby rozproszone komórki
o kulistym kszta³cie ros³y zawieszone na granicy faz nie
rozp³aszczaj¹c siê i nie ulegaj¹c adhezji do powierzchni miê-
dzyfazowej. W trzecim dniu hodowli zaobserwowano tenden-
cjê do tworzenia przez komórki MG-63 d³ugich, liniowych,
wielokomórkowych agregatów. Zmiana kszta³tu hodowanych
komórek na bardziej p³aski i rozci¹gniêty biegunowo wskazy-
wa³a na adhezjê komórek zachodz¹c¹ nie tylko wzglêdem sie-
bie, lecz tak¿e na ich adhezjê do powierzchni miêdzyfazowej
perfluorodekalina/po¿ywka.

Wnioski

Uzyskano wy¿sze wartoœci gêstoœci komórek MG-63 w ho-
dowlach na powierzchni sta³ej prowadzonych w obecnoœci
kropel napowietrzonej perfluorodekaliny. Okaza³o siê, ¿e ad-
herentne komórki linii MG-63 s¹ tak¿e zdolne do wzrostu na
powierzchni miêdzyfazowej utworzonej przez fazy perfluoro-
wan¹ i wodn¹. Uzyskiwane w takich uk³adach d³ugie, wielo-
komórkowe agregaty komórek MG-63 znacznie ró¿ni¹ siê
morfologicznie od komórek hodowanych w standardowych
warunkach na sta³ej powierzchni.
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Rys. 2. Porównanie gêstoœci (a) oraz ¿ywotnoœci (b) komórek linii
MG-63 hodowlanych na powierzchni sta³ej w obecnoœci kropel na-

powietrzonej perfluorodekaliny i w uk³adzie kontrolnym

Rys. 3. Komórki linii MG-63 hodowane w badanych uk³adach per-
fluorowanych (powiêkszenie 160×): a) hodowla na powierzchni
sta³ej w obecnoœci kropel napowietrzonego PFC, b) hodowla na

powierzchni perfluorodekalina/po¿ywka
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