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Biomimetyczne matryce do przestrzennej hodowli komoérek

Wstep

Obecnie nauka nie dysponuje narzedziem do dilugoterminowej,
trojwymiarowej hodowli komorek in vitro i in vivo [Breslin, 2013] .
Gltoéwna przeszkoda w prowadzeniu przestrzennej hodowli komorek jest
niedostateczny transport sktadnikow odzywczych (tlenu, glukozy) do
wngtrza przestrzennych struktur komorkowych [Li i in., 2014]. Opraco-
wanie technik 1 materiatow umozliwiajacych stabilng i dlugoterminowa
hodowlg komoérek w warunkach in vitro i in vivo jest obecnie kluczo-
wym zagadnieniem inzynierii tkankowej [Kang i in., 2014].

Celem niniejszych badan byto opracowanie biomimetycznej matry-
cy hydrozelowej zawierajacej syntetyczny no$nik tlenu (perfluorode-
kaling, PFD) do dlugoterminowe;j, trojwymiarowej hodowli komorek
zarowno w modelu in vitro, jak i in vivo. Matryca powinna odwzoro-
wywac naturalnie wystgpujaca matrycg zewnatrzkomorkowa (ECM),
umozliwiajaca swobodny transport sktadnikow odzywczych do wngtrza
komorek, wydzielanie produktow metabolizmu komoérek na zewnatrz
matrycy, a ponadto zapewnia¢ immunoizolacjg (Rys. 1). Syntetyczny
no$nik tlenu ma z kolei pokona¢ powszechnie raportowany problem
niedostatecznego dotlenienia komérek w hodowlach trojwymiarowych
oraz zapobiec tworzeniu si¢ stref nekrotycznych w agregatach komor-
kowych [Khattak i in., 2007].
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Rys. 1. Schemat biomimetycznej matrycy do przestrzennej hodowli komoérek

W pracy przedstawiono wyniki wstgpne tych badan obejmujace opra-
cowanie warunkow prowadzenia procesu produkcji dwufazowych ma-
tryc do hodowli komorek, a szczegdlnosci wptywu parametréw procesu
na $rednic¢ produkowanych struktur oraz przeprowadzenie hodowli
ludzkich komorek chrzgstnych (linii CP5) w uproszczonej strukturze
matrycy hydrozelowe;.

Badania doswiadczalne

Materiaty

Do produkcji mikrokapsutek dwufazowych uzywano oleju z pestek
winogron (Monini) oraz 1,5% roztworu alginianu sodu (Sigma) w wo-
dzie. Mikrokapsutki polimeryzowaty w 0,1 M roztworze chlorku wapnia
(Fluka). Ludzkie komorki chrzgstne (chondrocyty) linii CP5 hodowane
byly w butelkach hodowlanych o powierzchni dna 75 cm’ (Corning)
i pasazowane przy uzyciu 0,25% roztworu Trypsyny-EDTA (Lonza) co
ok. 3 dni po osiagnigciu 80% konfluencji. Uzywano pozywki DMEM,
20% FBS, 1% L-glutaminy, 1% Pen-Strep (wszystkie odczynniki Life
Technologies), ktora zmieniano co 3 dni. Komorki poddano barwie-
niu przezyciowemu zestawem do barwienia typu Live/Dead (kalceina,
jodek propidyny, Sigma).

Metody

Mikrokapsutki dwufazowe o rdéznych $rednicach zbudowane z rdze-
nia (olej z pestek winogron) i otoczki alginianowej wytwarzane byly

przy uzyciu enkpasulatora B-395 Pro, Buchi z dysza koncentryczna
umozliwiajaca produkcje dwufazowych struktur typu rdzen/otoczka.
W enkapsulatorze laminarny przeptyw roztworéw tworzacych rdzen
i otoczke (kolejno olej z pestek winogron i 1,5% roztwor alginianu
sodu) przez dyszg koncentryczna zaklocany jest wibracjami, ktore przy
optymalnej czgstotliwosci drgan powoduja podzielenie strumienia na
jednorodne krople, ktérym nastgpnie nadawany jest powierzchniowy,
jednoimienny tadunek elektrostatyczny przy pomocy elektrody, co za-
pobiega ich agregacji. Krople nastgpnie wpadaja do roztworu polimery-
zujacego (0,1 M roztworu chlorku wapnia), gdzie ulegaja usieciowaniu
(Rys. 2). Wszystkie parametry procesu (natgzenie przeptywu roztwo-
roéw, $rednica dyszy, czestotliwos¢ i amplituda drgan, napigcie elektro-
dy) mozna zada¢ i kontrolowa¢ w trakcie trwania procesu, co sprawia,
ze produkowane struktury sa wysoce jednorodne. Przeprowadzono po-
miary rozktadu $rednic produkowanych struktur dla dysz koncentrycz-
nych o $rednicach: 150/300 um, 200/300 um (Srednica wewngtrzna/
zewngtrzna).

Rys. 2. Schemat aparatury do produkcji mikrokapsutek: 2 — podawanie roztworu
alginianu i oleju, 3 — jednostka wibrujaca, 4 — dysza koncentryczna, 5 — elektroda,
6 — rozdzielone krople, 7 — polimeryzacja i utrwalanie mikrosfer [BUCHI, 2014]

Przeprowadzono 7-dniowa hodowle ludzkich komorek chrzgstnych
linii CP5 w uproszczonym modelu matryc hydrozelowych. Komorki
enkapsulowano w mikrosferach alginianowych (5-10° komérek/ml roz-
tworu alginianu) o $redniej $rednicy 343,46 um przy uzyciu enkapsu-
latora B-395 Pro, Buchi zgodnie z opisana wyzej metodyka, bez uzycia
dyszy koncentrycznej. Warunki prowadzenia procesu zamieszczono
w tab. 1. Mikrosfery z enkapsutowanymi komérkami umieszczono na
szalkach Petriego i dodano pozywki w objgtosci 1:3. Pozywke zmie-
niano co 3 dni prowadzenia hodowli. W celu ocenienia zywotnos$ci
i morfologii enkapsutowanych komoérek przeprowadzono barwienie
przezyciowe typu Live/Dead po 24 h, 48 h 1 7 dniach hodowli zgodnie
z procedura zalecang przez producenta.

Tab. 1. Parametry procesu enkapsulacji

Natezenie przeptywu Czgstotliwosé Amplituda Napigcie
alginianu [ml/min] drgan dyszy [Hz] drgan elektrody [V]
8,5 1600 3 1300
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Wyniki

Opracowano parametry procesowe pozwalajace na produkcj¢ mikro-
kapsutek dwufazowych o $cisle okreslonych, jednorodnych i przewidy-
walnych rozmiarach dla dysz o $rednicach 120/200 um, 150/200 pm,
150/300 pm i 200/300 pm.

Zestawienie parametrow podano w tab. 2. Przyktady produkowanych
mikrokapsutek przedstawiono na rys. 3. Zalezno$¢ $rednicy produko-
wanych mikrosfer od czgstotliwo$ci drgan dla dysz o srednicy 150/300
um, 200/300 um zamieszczono na rys. 4 i 5. Zdjecia enkapsulowanych
komorek chrzgstnych w roznych punktach czasowych prowadzonej ho-
dowli, poddanych barwieniu przezyciowemu przedstawiono na rys. 6.

Rys. 3. Zdjgcia przedstawiajace przyktady produkowanych mikrokapsutek przy uzyciu
dysz o $rednicach: A-120/200 um, B-150/200 pm, C-150/300 pm i D-200/300 pm
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Rys. 4. Wykres przedstawiajacy wplyw czgstotliwosci drgan na Srednicg

mikrokapsutek dla dyszy o $rednicy 150/300 pm
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Rys. 5. Wykres przedstawiajacy wplyw czgstotliwosci drgan na srednicg

mikrokapsufek dla dyszy o $rednicy 200/300 pm

Rys.

6. Zdjgcia
komorek CP5 po 24 h (A), 48 h (B)
i 7 dniach (C) hodowli

enkapsulowanych

Tab. 2. Parametry procesu produkcji mikrosfer dobrane w zaleznosci od rozmiaru dyszy

Srednica Natgzenie Czgstotliwo$¢ | Amplituda Napigcie
dyszy przeptywu alginianu drgan drgan elektrody
[pm/ um] [ml/min] [kHz] [kV]
120/200 1,7 1+1,2 2 1,3+1,7
150/200 2,2 1,6+1,9 3 1,5
150/300 2,3 1,1+1,4 2 1,923
200/300 1,5 0,6+0,9 2 1,5+2

Podsumowanie i wnioski

Opracowano metodg produkcji jednorodnych mikrokapsutek dwu-
fazowych o jednorodnych i powtarzalnych $rednicach, zbudowanych
z rdzenia (faza olejowa) i otoczki alginianowej. Dobrano parametry
prowadzenia procesu w zalezno$ci od rozmiaru dyszy. Opracowana
metoda bedzie mogta by¢ uzyta do produkcji biomimetycznych matryc
z dodatkiem perfluorowggla do hodowli komorek.

Srednice produkowanych mikrokapsutek maleja wraz ze wzrostem
czgstotliwosci drgan dyszy w zakresie czgstotliwosci pozwalajacym na
produkcjg jednorodnych struktur.

Przeprowadzono réwniez 7-dniowa hodowlg enkpasutowanych ludz-
kich komorek chrzgstnych. Komorki przezyly proces enkapsulacji, co
Swiadczy o tym, ze proces byt prowadzony w warunkach fizjologicz-
nych. Stwierdzono, ze komorki nie wykazuja prawidtowej morfologii,
co $wiadczy o tym, ze nie ulegly adhezji. Liczba zywych komoérek
przez okres hodowli byta stata, nie odnotowano znaczacego wzrostu
liczby zywych komorek, co moze $wiadczy¢ o spowolnieniu cyklu
komorkowego. Od drugiego dnia hodowli zauwazono pojawianie si¢
nekrotycznych stref w centrum agregatow komorkowych, co swiadczy
o niewystarczajacym transporcie sktadnikow odzywczych do komoérek
i uzasadnia uzycie w przyszto$ci syntetycznego nosnika tlenu w projek-
cie biomimetycznych matryc do przestrzennej hodowli komorek.
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