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Perfluorowane uktady do hodowli
komorek zwierzecych

Wprowadzenie

Izolowane komorki zwierzece hodowane w warunkach in
vitro znajduja szereg zastosowan w biotechnologii oraz w réz-
nych gateziach nauk biomedycznych. Komoérki linii ciaglych
sa wykorzystywane do produkcji przeciwwirusowych szcze-
pionek oraz przeciwcial monoklonalnych [1]. Ponadto stale
poszerza sie zakres diagnostycznych aplikacji medycznych
komoérek zwierzecych hodowanych w warunkach in vitro [1,
2]. W przemyS$le kosmetycznym do badan toksykologicznych
wykorzystuje sie tzw. modele in vitro, przyblizajace strukture
tkanek lub organéw na ktore dziataja zwigzki biologicznie
czynne stanowiace dodatki do baz kosmetycznych [3].

Tradycyjna technika hodowli komérek adherentnych jest
hodowla na statych powierzchniach takich jak $cianki poli-
styrenowych naczyn hodowlanych oraz mikro- lub mikroporo-
wate no$niki. W takich uktadach wzrost komoérek nastepuje
do momentu osiagniecia tzw. stanu konfluencji czyli pelnego
pokrycia powierzchni naczynia pojedyncza warstwa komérek.
Nieliczne doniesienia literaturowe wskazuja na mozliwo§é
hodowli adherentnych komorek zwierzecych takze na po-
wierzchni miedzyfazowej utworzonej pomiedzy dwiema nie-
mieszajacymi sie fazami cieklymi [4, 5]. Wykorzystywane do
tego celu byty rafinowane oleje silikonowe oraz perfluoroalka-
ny ktore tworza dwufazowe uklady z wodnym roztworem
pozywki hodowlanej. Z uwagi na wysoka rozpuszczalno$¢ ga-
z6w oddechowych (tlenu 1 ditlenku wegla) zastosowanie inert-
nych perfluorozwiazkéw wydaje sie interesujacym rozwiaza-
niem modyfikujacym sposéb hodowli komérek adherentnych.
Faza perfluorowana moze bowiem zosta¢ dodatkowo wyko-
rzystana jako ciekly nosnik tlenu intensyfikujacy wymiane
masy w ukladzie hodowlanym [5-7].

Celem pracy byto zbadanie przydatnosSci perfluorodekaliny
do prowadzenia hodowli adherentnych komérek zwierzecej li-
nii MG-63 na powierzchni miedzyfazowej ciecz/ciecz.

Materialy i metodyka badan

PFC. Do wytworzenia powierzchni miedzyfazowej ciecz-
ciecz uzyto perfluorodekaliny (C,\F,5; ABCR GmbH & Co.
KG, Niemcy). Zwiazek ten wykazuje sie wysoka rozpuszczal-
noécia, tlenu (do 490 cm® O, / dm® PFC) oraz ditlenku wegla
(do 1500 cm® CO, / dm® PFC). Calkowite wysycenie szkieletu
weglowego czasteczki zapewnia perfluorodekalinie inertno§é
chemiczna a takze brak mieszalnosci z ukltadami wodnymi
oraz lipidami. Celem zapewnienia aseptycznych warunkdéw
wzrostu komoérek roélinnych, perfluoroalkan byt sterylizowa-
ny termicznie (121°C, 15 min.) przed uzyciem w hodowli. Po
sterylizacji, schlodzona do 37°C perfluorodekalina byta nasy-

cana powietrzem atmosferycznym (15 min.) a jalowos$é za-
pewnialo zastosowanie filtru o érednicy poréw 0,45 um.
Komoérki MG-63 i warunki ich hodowli. Hodowano ad-
herentne komorki zwierzece ciagltej linii MG-63. Stanowig je
komoérki ludzkiego miesaka koéciopochodnego (Osteosarco-
ma). Material biologiczny wykorzystywany w badaniach po-
chodzit z banku komoérek Zaktadu Biofizyki i Fizjologii
Czlowieka Warszawskiego Uniwersytetu Medycznego. Komor-
ki MG-63 byly hodowane wgltebnie w pozywce DMEM (Dul-
becco’s Modified Eagle Medium) wzbogaconej o ptodowa suro-
wice cieleca (10%), L-glutamine (1%) oraz preparat antybak-
teryjny/antygrzybiczny (1%). Surowica byta dodawana po
uprzedniej dwustopniowe] inaktywacji termicznej (52°C/15
min., 56°C/30 min.). Wszystkie uzywane sktadniki medium
hodowlanego zakupiono w firmie Invitrogen (USA). Hodowle
komoérek prowadzono w termostatowanym inkubatorze
(87°C; 5% CO,). Pasazowanie komoérek wykonywano przed
osigganiem przez nie stanu konfluencji. Po etapie trypsyniza-
cji (0,25% trypsyna), komoérki przemywano buforem fosfora-
nowym (1% PBS) 1 ustalano zadana gesto$¢ inokulum.
Perfluorowane uklady do hodowli komérek. Hodowle
komorek linii MG-63 prowadzone byly w dwoch uktadach ba-
dawczych (Rys. 1). W pierwszym z nich komoérki rosty na 25
cm? powierzchni stalej butelek do hodowli komérkowych fir-
my Nunc (Dania) na ktérej znajdowaty sie krople jatlowej, na-
powietrzonej perfluorodekaliny o sumarycznej objetosci
2 cm®. Objetoéé zaszczepionego komérkami medium hodowla-
nego wynosita 10 cm® Uklad perfluorowany drugiego typu
stanowity 24-dotkowe (24 x 3,5 cm®) plytki hodowlane firmy
Nunc (Dania). Do poszczegélnych studzienek dodawano nasy-
cong powietrzem atmosferycznym perfluorodekaline (1 lub
2 em® w zaleznoéei od serii do$wiadezerd) oraz inokulowane
komérkami MG-63 medium hodowlane (1,2 cm?®). Brak mie-
szalnoSci fazy perfluorowanej 1 wodnej powodowat wytworze-
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Rys. 1. Schemat perfluorowanych ukladéw do hodowli komoérek
MG-63; a) stala powierzchnia z kroplami perfluorodekaliny; b) po-
wierzchnia miedzyfazowa perfluorodekalina/pozywka
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nie sie powierzchni miedzyfazowej pomiedzy perfluoroalka-
nem i pozywka. W obu badanych perfluorowanych uktadach
hodowalnych, prébami kontrolnymi byty hodowle bez dodat-
ku napowietrzonej perfluorodekaliny.

Metody analityczne. Analiza zywotno$ci hodowanych ko-
morek polegala na selektywnym wybarwieniu wodnym roz-
tworem (1%) blekitu trypanu komoérek zamierajacych lub
martwych. Po zmieszaniu réwnych objeto$ci ptynu hodowla-
nego 1 roztworu barwnika, wykorzystujac hemocytometr Ma-
lasseza (Brand, Niemcy) sporzadzano preparat mikroskopo-
wy, ktoéry nastepnie analizowano (powiekszenie 20X) przy
uzyciu mikroskopu odwréconego pola typu Eclipse T'S-100/F
firmy Nikon (Japonia). Zywotno$¢ komérek (CV) liczono jako
utamek komérek zywych (niewybarwionych) w ogdlnej liczbie
wszystkich komérek (wybarwionych i niewybarwionych). He-
mocytometr Malasseza oraz mikroskop odwrdéconego pola shu-
zyly takze do wyznaczenia gesto$ci komérek w hodowli wy-
znaczanej jako iloéé komérek w 1 em® medium hodowlanego.

Wyniki badan i dyskusja

Na rys. 2a poroéwnano gesto$ci komoérek MG-63 hodowa-
nych na powierzchni statej w obecnosci kropel napowietrzo-
nej perfluorodekaliny oraz w hodowli kontrolnej bez dodatku
fazy perfluorowanej. Po pasazach komdérki rosnace w pozywce
zwierajacej napowietrzony perfluorozwiazek zaadoptowaty
sie szybciej niz komérki MG-63 w kontrolnym uktadzie ho-
dowlanym 1 juz po pierwszej dobie osiagnely faze wzrostu
wyktadniczego. W poréwnywanych ukladach hodowlanych
zaobserwowano rézne wartosci maksymalnej gestosci komo-
rek w hodowli. Komérki MG-63 rosnace w obecno$ci kropel
napowietrzonej fazy perfluorowanej weczeéniej osiagaty mak-
symalna gesto$¢ 1 jej wartos$¢ byta wyraznie wyzsza w porow-
naniu z hodowla kontrolng. Prawdopodobnie jest to efektem
wyzszego stezenia tlenu rozpuszczonego w fazie wodnej w ho-
dowlach zawierajacych krople cieklego noénika tlenu. Uzys-
kanie wiekszej liczby komoérek w jednostce objeto$ci medium
hodowlanego w czasie krétszym niz w hodowlach kontrolnych
skutkowato szybszym zuzywaniem sktadnikéw pozywki w ho-
dowlach o wiekszej gestoSci. Efektem byt znacznie intensyw-
niejszy spadek gesto$ci komérek w uktadzie z faza perfluoro-
wang oraz nizsza gesto$¢ komoérek podczas ostatniego dnia
hodowli. Na rys. 2b przedstawiono zmiany zywotno$ci komé-
rek MG-63 oznaczanej w poréwnywanych hodowlach.
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Rys. 2. Poréwnanie gestoSci (a) oraz zywotnosci (b) komoérek linii
MG-63 hodowlanych na powierzchni stalej w obecnos$ci kropel na-
powietrzonej perfluorodekaliny i w ukladzie kontrolnym

Do czwartej doby nie zauwazono istotnych zmian w zywot-
noéci. Natomiast spadek zywotno$ci komoérek obserwowany
dla dtuzszych czaséw prowadzenia hodowli w uktadzie z faza
perfluorowana zwigzany jest ze spadkiem gesto$ci komoérek
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Rys. 3. Komorki linii MG-63 hodowane w badanych ukladach per-

fluorowanych (powiekszenie 160%): a) hodowla na powierzchni

stalej w obecnoéci kropel napowietrzonego PFC, b) hodowla na
powierzchni perfluorodekalina/pozywka

1 weczeéniejszym osiaganiem przez nie stacjonarne] fazy
wzrostu a nastepnie wejSciem komoérek MG-63 w faze zamie-
rania.

Na rys. 3 przedstawiono mikroskopowe fotografie komérek
linii MG-63 hodowanych w dwé6ch badanych ukladach. Wyho-
dowane komoérki znacznie réznily sie ksztattem 1 morfologia.
Komoérki linii MG-63 hodowane w standardowych warunkach
na powilerzchni statej przyjmuja regularne, wrzecionowate
ksztalty fibroblastow i sg réwnomiernie rozmieszczone na po-
wierzchni naczynia hodowlanego [7]. Komérki rosnace na po-
wierzchni statej w obecnosci kropel napowietrzonej perfluoro-
dekaliny przyjmowaly bardziej nieregularne, gwiazdziste
ksztalty i nierdwnomiernie ulegaly adhezji na powierzchni
naczynia hodowlanego. Najwieksze zageszczenie komérek za-
obserwowano wokét kropel perfluorozwiazku i w tych miej-
scach komérki MG-63 dzielilty sie najintensywniej. Zasad-
nicza réznice w morfologii komoérek zaobserwowano w przy-
padku ich hodowli na powierzchni miedzyfazowej PFC/
pozywka. Przez pierwsze dwie doby rozproszone komoérki
o kulistym ksztalcie rosly zawieszone na granicy faz nie
rozplaszczajac sie i nie ulegajac adhezji do powierzchni mie-
dzyfazowej. W trzecim dniu hodowli zaobserwowano tenden-
cje do tworzenia przez komoérki MG-63 dlugich, liniowych,
wielokomérkowych agregatéw. Zmiana ksztaltu hodowanych
komérek na bardziej ptaski i rozciagniety biegunowo wskazy-
wata na adhezje komérek zachodzaca nie tylko wzgledem sie-
bie, lecz takze na ich adhezje do powierzchni miedzyfazowe;)
perfluorodekalina/pozywka.

Wnioski

Uzyskano wyzsze wartosci gestosci komérek MG-63 w ho-
dowlach na powierzchni stalej prowadzonych w obecnosci
kropel napowietrzonej perfluorodekaliny. Okazato sie, ze ad-
herentne komérki linii MG-63 sa takze zdolne do wzrostu na
powierzchni miedzyfazowej utworzonej przez fazy perfluoro-
wang 1 wodna. Uzyskiwane w takich uktadach diugie, wielo-
komoérkowe agregaty komoérek MG-63 znacznie rdznia sie
morfologicznie od komoérek hodowanych w standardowych
warunkach na stalej powierzchni.
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