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Uktad typu ciecz/ciecz jako alternatywna metoda hodowli przestrzennej
komérek adherentnych

Wstep

Hodowle komoérek zwierzgeych prowadzone w warunkach in vitro
sa podstawowym narzg¢dziem eksperymentalnym w wielu dziedzinach
nauk biomedycznych. Pelne zrozumienie i zbadanie interakcji zacho-
dzacych zaré6wno pomigdzy komoérkami w hodowli, jak rowniez mig-
dzy komorkami a badanymi materialtami (np. polimerowymi ruszto-
waniami) czy substancjami (np. ksenobiotykami) wymaga doktadnego
odwzorowania skomplikowanych struktur przestrzennych wystepu-
jacych w tkankach i organach. W przypadku standardowych hodowli
komoérkowych problem stanowi ograniczenie wynikajace ze wzrostu
komorek w postaci monowarstwy, ktore uniemozliwia przestrzenne od-
tworzenie kontaktow komorek. W wielu przypadkach aplikacji hodow-
li in vitro komérek zwierzgcych, pozadane sa warunki zapewniajace
wzrost w formie przestrzennie zorganizowanych agregatow komorek,
sferoidow czy tez zintegrowanych warstw komorek [Lin i Chang, 2008;
Stoktosowa, 2004].

W ramach udoskonalania technik prowadzenia przestrzennych ho-
dowli komoérek zwierzgcych uznaje sig, ze duzy potencjat aplikacyjny
w tym zakresie wykazuja ciekte perfluorozwiazki PFC oraz uktady typu
ciecz-ciecz (liquid/liquid culture system) [Pilarek i in., 2011a; Rappa-
port, 2003]. Ciekle zwiazki perfluorowane charakteryzuja si¢ wysoka
rozpuszczalnoscia gazow oddechowych (tlenu i ditlenku wegla), a takze
biochemiczna i termiczna inertnos$cia. Przeprowadzone w ostatnich la-
tach badania dotyczace wptywu perfluorowanych nosnikéw gazow od-
dechowych na komorki zwierzgce dowodza, ze zwiazki te sa dodatkami
bezpiecznymi i nietoksycznymi [Pilarek i in., 2011a; Rappaport, 2003;
Shiba i in., 1998]. Zastosowanie perfluorozwiazkéw w hodowlach ko-
morkowych pozytywnie wplywa na efektywnos$¢ hodowli przez skroce-
nie fazy adaptacji, wydluzenie fazy wzrostu wyktadniczego oraz osia-
gnigcie wyzszych gestosci komorek. Dodatkowo zwiazki perfluorowa-
ne nie mieszaja si¢ z faza wodna tworzac oddzielna fazg. Umozliwia to
prowadzenie hodowli komoérek adherentnych na powstatej powierzchni
migdzyfazowej ciecz-ciecz (czyli PFC /pozywka). W porownaniu z wa-
runkami panujacymi in vivo, komorki hodowane w ciektym uktadzie
dwufazowym nie wykazuja zmienionej morfologii wywotanej adhezja
do stalego podtoza tak jak ma to miejsce w przypadku standardowych
hodowli monowarstowych, w ktorych komorki ulegaja znacznemu
rozplaszczeniu [Pilarek i in., 2011a; Rappaport, 2003]. Hodowle ko-
morkowe prowadzone w ukladach ciecz/ciecz wykorzystujacych cie-
kte perfluorozwiazki sa uznawane za nowatorskie, a dane literaturowe
dotyczace tego zagadnienia, zwlaszcza te odnoszace si¢ do ilosciowej
charakterystyki wzrostu komérek w uktadach tego typu, sa bardzo ogra-
niczone.

Celem badan byto okreslenie wptywu cieklego perfluorozwiazku na
hodowlg agregatow mysich komoérek macierzystych ES (Embryonic
System cells) prowadzona w uktadzie dwoch faz ciektych: PFC/pozyw-
ka a takze ocena przydatnosci uktadu ciecz-ciecz do hodowli kul zarod-
kowych z mysich komorek macierzystych.

Materialy i metody

Perfluorozwiqzek. W badaniach wykorzystano perfluorodekaling
(ABCR GmbH, Niemcy). Ten syntetyczny, inertny biochemicznie zwia-
zek w uktadach wielofazowych tworzy odrgbna fazg perfluorowana.
Perfluorodekalina charakteryzuje si¢ wysoka rozpuszczalnoscia gazow
oddechowych (19,2 pM O, mL™"; 70,1 pM CO, mL™), a opisywany

w literaturze brak toksycznego oddzialywania na organizmy zywe
spowodowal, ze zwiazek ten znajduje coraz szersze zastosowanie w
dziedzinach biomedycznych [Pilarek i in., 2011a; Pilarek i in., 2011b].
Porcje perfluorodekaliny sterylizowano termicznie i po schtodzeniu na-
tleniano w sterylnych warunkach.

Linie komorkowe. W przeprowadzonych badaniach wykorzystano
agregaty komorek ES (tzw. kule zarodkowe), ktore pochodzity z ko-
lekeji Zaktadu Cytologii Wydziatu Biologii Uniwersytetu Warszaw-
skiego. Niezroznicowane komoérki ES uzyskano z blastocyst myszy.
Te pluripotentne komorki posiadaja zdolno$¢ do réznicowania sig we
wszystkie typy komorek wystepujace w danym organizmie [ Ciemerych,
2008]. W pierwszych etapach komorki ES hodowano na warstwie inak-
tywowanych mitomycyna C mysich zarodkowych fibroblastow MEF
(Mouse Embryonic Fibroblasts).

Pozywki do hodowli komorek. Sktad pozywek do hodowli komorek
wykorzystywanych w badaniach przedstawiony zostal w tab. 1. Pozywki
i suplementy pochodzity z Life Te echnologiesTM, Gibco® (USA). Podsta-
we podtoza do hodowli komorek odzywcezych MEF stanowita pozywka
KnockOut™ DMEM (KO-DMEM) natomiast do hodowli komérek ES
uzyto podloza DMEM+GlutaMAX". Czynnik przeciwbiataczkowy LIF
(Leukemia Inhibitory Factor) pochodzit z firmy Chemicon (Merck Mil-
lipore, Niemcy).

Tab. 1. Sktad pozywek wykorzystywanych do hodowli komorek ES i MEF.

Sktadnik s | MEE
[mL]

DMEM (4,5 g glukozy L) + GlutaMAX" 500
KnockOut™ DMEM 250
FCS (ang. foetal calf serum) (15%) 37,5 55
PenStrep (po 0,05 U mL™ penicyliny/streptomycyny) 2,75 5,5
roztwor aminokwasoéw endogennych (10 mM) 2,75
L-glutamina (200 mM) 2,75
czynnik LIF ESGRO® (10" U) 5085;1‘}1
B-merkaptoetanol (14,3 M) 0,002

Warunki hodowli komorek. Pierwszy etap hodowli komoérek ES
stanowilo namnozenie niezréznicowanych komorek macierzystych ro-
snacych w postaci kolonii na odzywczej warstwie fibroblastow MEF.
Dodatek czynnika LIF zapobiegat roznicowaniu si¢ komoérek ES i sty-
mulowat je do podziatéw. Komorki po 7 dobach hodowli odklejano od
naczyn hodowlanych przez kilkuminutowe trawienie trypsyna (0,05%
trypsyny w roztworze EDTA). Dziatanie trypsyny blokowano przez do-
danie tej samej objgtosci kompletnej pozywki do hodowli. Po wirowa-
niu komorki ES zawieszono (2,67-104 komorek mL']) w pozywce bez
dodatku czynnika LIF. Uzyskana zawiesing komoérek ES przenoszono
na szalki Petriego w formie wiszacych kropli. W kroplach tworzyty si¢
kule zarodkowe, w ktorych komorki spontanicznie réznicuja w komor-
ki budujace listki zarodkowe. Przebieg procesu in vitro odzwierciedlat
zmiany zachodzace w zarodku rozwijajacym si¢ w warunkach in vivo.
Po 5 dobach hodowli, pojedyncze kule zarodkowe przenoszono na po-
wierzchnig naczyn hodowlanych pokrytych zelatyna (hodowle kontrol-
ne) oraz do naczyn 24-dotkowych zawierajacych pozywke i natleniong
(10,08 pM O, mL™") perfluorodekaling (uktad ciecz/ciecz).
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Wyniki badan i ich dyskusja

Na rys. 1 przedstawiono obraz mikroskopowy mysich zarodkowych
komorek macierzystych w hodowli na warstwie MEF.

Rys. 1. Kolonie mysich komorek macierzystych na warstwie MEF (zaznaczone strzat-
kami), od lewej: po 24 h i po 96 h hodowli

Hodowle kul zarodkowych, w obu poréwnywanych uktadach hodow-
lanych (na powierzchni stalej oraz w uktadzie ciecz/ciecz), prowadzono
przez 13 dob. Na rysunku 2 przedstawiono fotografie mikroskopowe
kul zarodkowych otrzymanych w hodowli kontrolnej prowadzonej
w warunkach standardowych, na stalej powierzchni polistyrenowej
pokrytej warstwa zelatyny utatwiajacej komorkom adhezje. Komorki
tworzace kule zarodkowe spontanicznie roznicowaty w rézne typy ko-
morek, gldownie w komoérki endodermy.

Rys. 2. Morfologia kul zarodkowych hodowanych w standardowych warunkach na
powierzchni statej pokrytej warstwa zelatyny (hodowla kontrolna), od lewej: pierwsza
i dziesiata doba hodowli

Na rys. 3 przedstawione zostalty wyniki hodowli kul zarodkowych
prowadzonych w uktadzie ciecz/ciecz. Przez caty okres hodowli nie za-
obserwowano roznicowania komorek macierzystych tworzacych kule.
Morfologia komoérek w uktadzie ciecz/ciecz pozostawata niezmieniona,
przy czym jednoczesnie nie wykazywaty one zadnych cech typowych
dla komorek apoptycznych czy tez nekrotycznych.

Rys. 3. Morfologia kul zarodkowych hodowanych w uktadzie ciecz/ciecz), u gory
od lewej: pierwsza i dziesiata doba hodowli; ponizej: kula zarodkowa po adhezji do
powierzchni stalej $ciany bocznej naczynia hodowlanego

Sity fizyczne oddzialujace na zawieszone na powierzchni migdzy-
fazowej perfluorodekalina/pozywka agregaty komorek macierzystych

sprawialy, ze kule zarodkowe wykazywaty tendencj¢ do przemiesz-
czania si¢ w kierunku $cian bocznych naczynia wielodotkowego, gdzie
nastgpowala ich adhezja do statej powierzchni. W tych przypadkach
natychmiast nastgpowal intensywny rozrost agregatu w osi pionowej
(zardwno po stronie medium hodowlanego, jak i po stronie fazy perflu-
orowanej), ktory znacznie utrudniat obserwacje mikroskopowe i prowa-
dzenie dokumentacji fotograficznej. Kule zarodkowe, ktore przez caty
czas trwania eksperymentu znajdowaty si¢ na powierzchni migdzyfa-
zowej bez kontaktu ze §cianami naczynia pozostawaly przez caly czas
niezmienione, tzn. nie zaobserwowano podziatéw komorek, przyrostu
biomasy agregatu ani zadnych symptoméw réznicowania komoérek two-
rzacych kule zarodkowe. Wydaje sig, ze hodowla kul zarodkowych w
uktadzie ciecz/ciecz z wykorzystaniem perfluorodekaliny moze znacz-
nie przedtuzy¢ zywotnosé tego specyficznego materiatu biologicznego
i utrzyma¢ go prawdopodobnie w stanie niezréznicowanym, co jest
niemozliwe w przypadku hodowli tradycyjnej wykorzystujacej wiszace
krople. Na podstawie przeprowadzonych obserwacji nie da si¢ w jed-
noznaczny sposob stwierdzi¢ czy komorki hodowane w uktadzie ciecz/
ciecz nie roznicowaly. Wymaga to bowiem przeprowadzenia bardziej
szczegdtowych badan (np. immunolokalizacji, RT-PCR), ktore pozwo-
lityby okresli¢ jakie markery charakterystyczne dla komorek pluripo-
tentnych i r6znicujacych ulegaja ekspresji w kulach zarodkowych.

Podsumowanie i wnioski

Na podstawie wynikéw hodowli mysich komorek macierzystych w
postaci kul zarodkowych przeprowadzonych w uktadzie ciecz/ciecz i po
odniesieniu uzyskanych wynikow do danych pochodzacych z hodowli
kontrolnych (na statej powierzchni) sformulowa¢ mozna nastgpujace
whnioski:

— na powierzchni migdzyfazowej uzyskanej w uktadzie perfluorodeka-
lina/pozywka mozliwe jest prowadzenie przestrzennej hodowli adhe-
rentnych mysich zarodkowych komorek macierzystych;

— hodowla kul zarodkowych w uktadzie dwoch niemieszajacych sig faz
z wykorzystaniem perfluorodekaliny pozwala znacznie wydtuzy¢ zy-
wotnos¢ agregatow komorek macierzystych i prawdopodobnie utrzy-
mac je w stanie niezréznicowanym;

— agregaty komorek macierzystych hodowane w postaci kul zarodko-
wych w uktadzie ciecz/ciecz charakteryzuja si¢ morfologia analo-
giczna do agregatow tego typu hodowanych w wiszacej kropli;

— kule zarodkowe hodowane w uktadzie ciecz/ciecz zbudowane sa
z zywych komorek, ktore po kontakcie ze stata powierzchnia ulegaty
adhezji i proliferowaty;

— w uktadzie hodowlanym ciecz/ciecz mozliwe jest pasazowanie agre-
gatow w sposob, ktory nie niszczy ztozonosci i wielowymiarowosci
ich struktury.
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