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Preliminary study on alginate scaffold application for chondrocytes
transplantation into the rat bladder wall

Summary

Cultured chondrocytes seeded on appropriate scaffold can be used in treat-
ment of vesico-uretheral-reflux.

Aims; influence of alginate scaffold on extracellular matrix production by
rats chondrocytes. Observation of alginate degradation in rat bladder.

Dedifferentiated chondrocytes were seeded onto alginate fibers and alginate
gel beads and stained with alcian blue. Alginate was injected in bladder wall of
10 rats with following histological examination (H-fE and alcian blue). Chondro-
cytes became round on alginate fibers and glycosaminoglicane positive in alginate
beads. Volume of the implanted alginate decreased after 8* week. Alginate gel
allows chondrocytes to reexpress phenotype.
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1. Wprowadzenie

Inzynieria tkankowa jest nowa i szybko rozwijajgcg sie galezig medycyny zaj-
mujaca sie naprawg ludzkich tkanek i organéw. Metody inzynierii tkankowej pozwa-
lajg na wyhodowanie chrzastki w warunkach in vitro. Pierwotne hodowle chondrocy-
tow znajdujg zastosowanie w urologii, chirurgii plastycznej, laryngologii i ortopedii
(MO).

Pierwsze kliniczne zastosowanie hodowanych chondrocytéw w endoskopowym
leczeniu odptywu pecherzowo-moczowodowego opisali Diamond i Caldamone (11).
Endoskopowe leczenie odptywu polega na wstrzyknieciu od ! do 3 ml substancji
w celu zwezenia ujscia moczowodu do pecherza moczowego. Wytworzony w ten
sposéb mechanizm zastawkowy nie pozwala na cofanie sie¢ moczu z pecherza do
moczowodu i nerki. W wyniku leczenia zawiesing chondrocytéw w alginianie (poli-
sacharyd z alg brunatnych) po roku obserwowano 70% remisje odptywow (2). Odse-
tek wyleczonych chorych byt poréwnywalny z wyleczeniami za pomocg sztucznych
materiatow, takich jak teflon, silikon i ostatnio stosowany Deflux-sys:em (12-14).
Materiaty biologiczne (kolagen, krew, tluszcz) nie wykazujg odpowiedniej trwatosci
(15). Stosowanie substancji syntetycznych wigze sie z ryzykiem migracji ich frag-
mentéw lub mikroczastek w organizmie (16,17). Zastosowanie autologicznych
chondrocytéw pozwala to ryzyko omingé.

Powodzenie leczenia odptywu pecherzowo-moczowodowego zalezy od fizycz-
nych wiasciwosci substancji wstrzykiwanej w okolice ujscia pecherzowego moczo-
wodu w celu wytworzenia zastawki zapobiegajgcej cofaniu sie moczu. Wstrzykiwa-
ny materiat musi charakteryzowac sie odpowiednig trwatoscig i sprezystoscig ze
wzgledu na zmiany napiecia i grubosci $ciany pecherza moczowego pocczas groma-
dzenia moczu i mikcji. Materiat ten nie powinien ulega¢ przemieszczaniu. Poza
trwato$cia materiat uzywany do leczenia refluksu powinien by¢ biokompatybilny.
Chrzastka (otrzymywana in vitro) moze byé¢, jak sie wydaje, idealnym materiatem au-
tologicznym, ktdry charakteryzuje sie wymienionymi cechami. Istniejg jednak pew-
ne przeszkody, ktére nalezy pokonaé, aby uzyska¢ odpowiednig ilos¢ dobrego ma-
teriatu biologicznego. Uzyskanie implantu ,,neochrzastki” otrzymanej ir vitro zalezy
od trzech czynnikéw: duzej liczby komérek, ich zréznicowania i obecnosci odpo-
wiedniego podioza przestrzennego. Wycinek chrzastki pobierany do hodowli jest
Libogokomérkowy. Uzyskane od dawcy komérki trzeba intensywnie rozmnozyé.
Podczas intensywnej proliferacji in vitro komérki ulegajg odroznicowan u. Kolejnym
etapem jest przywrécenie komérkom ich pierwotnego fenotypu co wiaze sie z zaha-
mowaniem podziatéw komdrkowych. Zastosowanie odpowiedniego podtoza prze-
strzennego przywraca odréznicowanym chondrocytom ich fenotyp i pozwala na
produkcje macierzy zewnatrzkomdrkowej (ECM). Tak przygotowane kemérki moga
utrzymaé sie w Scianie pecherza moczowego, gwarantujac wyleczenie odptywu pe-
cherzowo-moczowodowego (2,18).
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2. Cel pracy

Postanowiono oceni¢ mozliwosci przywrocenia odroznicowanym podczas inten-
sywnych podziatdbw komorkom ich pierwotny fenotyp komoérki chrzastki. Badano in
vitro wptyw podioza przestrzennego z alginianu na morfologie i produkcje substan-
cji macierzy zewnatrzkomorkowej chondrocytéw pochodzacych z odrdznicowanej
hodowli.

In vivo oceniono degradacje samego podtoza z alginianu w $cianie pecherza mo-
czowego szczura pod katem jego przydatnosci jako rusztowania dla komorek.

3. Materiat i metoda

3.1. Okreslenie stopnia degradacji atginianu w $cianie pecherza moczowego
szczura

Doswiadczenie przeprowadzono na grupie 10 miodych szczuréw. W znieczule-
niu ogélnym ketaming (3 mg/kg m.c., i.v.) po otwarciu jamy otrzewnej wstrzykiwano
szczurom w boczng $ciane pecherza moczowego zestalony alginat (posredniej lep-
kosci, Sigma) o objetosci do 250 pl (fot. 1). Zestalanie wykonywano poprzez zawie-
szanie kropel 1% atginianu w roztworze CaCl2 (102 mM) przez 5 minut. Po tym cza-
sie widoczne byty kulki alginianu o $rednicy od 0,2 do 0,4 mm. W celu potwierdze-
nia efektu zestalenia wykonano preparaty, ktére zweryfikowano po wybarwieniu
hematoksyling i eozyna oraz biekitem alcjanu.

Od 3 tygodnia po podaniu alginianu co tydzien usypiano jednego szczura pobie-
rajac pecherz moczowy do badania histologicznego, w celu oceny $ciany w miejscu
wstrzykniecia afginianu. Grupe poréwnawczg stanowito 5 szczurdéw, ktoérym
wstrzyknieto w $ciane pecherza moczowego nie zestalony alginian (bez usieciowa-
nia jonami Ca™+). Preparaty w grupie kontrolnej uzyskiwano w tych samych odste-
pach czasowych co w grupie badanej. Dokonano oceny histologicznej preparatow
z uzyciem barwienia hematoksylina i eozyng [H-fE] oraz bekitem alcjanu. Mierzono
szeroko$¢ implantu z atginianu w miejscu gdzie jego przekréj byt najwiekszy. Wyko-
nano dokumentacje fotograficzna.

3.2. Zaktadanie pierwotnej hodowli chondrocytéw rosngcych w pojedynczej
warstwie

Z ucha szczura pobrano chrzastke o Srednicy ok. 2,5 mm. Tkanke przeniesiono
do medium hodowlanego. Do hodowli chondrocytéw przygotowano medium ho-
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Fot. 1. Iniekcja alginianu w $ciane pecherza moczowego szczura. Widok $rédoperacyjny.

Fot. 2. Pecherz moczowy szczura po 3 tygodniach od wstrzykniecia alginianu. Widoczny implant
w $cianie bocznej pecherza moczowego (-*). Widok $rédoperacyjny.
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Fot. 3. Przekréj poprzeczny $ciany pecherza moczowego szczura po 5 tygodniach od podania zesta-
lonego alginianu. Przerost nabtonka pecherza moczowego (—>). W obrebie Sciany pecherza nie stwier-
dzono odczynu zapalnego (biekit alejami, pow. 40 X).

Fot. 4. Przekr6j poprzeczny $ciany pecherza moczowego po 8 tygodniach od podania alginianu. Ob-
serwowano stopniowa degradacje implantu (—>) oraz przerost nabtonka pecherza moczowego. Nie
stwierdzono cech reakcji zapalnej w obrebie $ciany pecherza (bfekit alcjanu, pow. 40 X).
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dowlane sktadajace sie z pozywki Ham’s F-12 suplementowanej 10*") surowicg wo-
towa ptodows (FBS, Fetal Bovine Serum, Sigma) z dodatkiem kwasu askorbinowego
(Sigma), amfoterycyny B (Sigma) i antybiotykéw. W sterylnych warunkach pobrang
tkanke rozdrobniono mechanicznie na skrawki o wielkosci do 0,5 mm. Rozdrob-
niong tkanke poddano trawieniu enzymatycznemu w kolagenazie Il (1 mg/ml. Sig-
ma) i hialuronidazie (0,5 mg/ml. Sigma). Trawienie przeprowadzono w temperaturze
pokojowej. Po 10 godzinach kapieli enzymatycznej komorki odwirowano odrzu-
cajgc nadsgcz. Okoto 10" komérek zawieszonych w I ml pozywki przeniesiono do
butelek hodowlanych o powierzchni wzrostu 25 cm” (Corning) zawierajgcych 4 ml
medium do hodowli chondrocyt6w.

W celu odroznicowania chondrocytow, komorki hodowano w jednej warstwie
w temperaturze 37°C i atmosferze 5% COz. Pozywke wymieniano co 3 dni. Komorki
pasazowano po uzyskaniu 70-90” pokrycia powierzchni dna butelki. Do pasazy uzy-
wano trypsyny i EDTA (Sigma). Po 5 pasazach komérki zostaty zamrozone i przez
3 miesigce przebywaty w temperaturze -80°C. Wykonano ocene cytologiczng rozma-
zu komérek utrwalajac je Cytofixem (Samko) i barwiac btekitem alejami w celu po-
twierdzenia obecnosci depozytéw siarczanéw glikozaminoglikandéw (GAG). Badaniu
poddano hodowle z drugiego pasazu, jak i komorki po rozmrozeniu.

3.3. Hodowla komérek chrzastki na wtéknach alginianu (Sorhalgone, Hartmann)

Odroéznicowang hodowle chondrocytow (3 x 10* komdrek/ ml), wysiano na sie¢
wiékien alginianu (Sorbalgone, Hartmann). Morfologie komérek rosnacych na prze-
strzennym rusztowaniu zbudowanym z wiékien alginianu obserwowano przyzycio-
wo pod mikroskopem kontrastowo-fazowym.

3.4. Ocena mozliwosci produkcji substancji miedzykomorkowej przez
uprzednio odroznicowane chondrocyty rosngce na podtozu przestrzen-
nym z alginianu

Do doswiadczenia wykorzystano chondrocyty po 3 pasazach od momentu roz-
mrozenia. Utworzono zawiesine z komorek w 1% roztworze alginianu. Zawiesing
0 gestosci 3 x 10 komorek/ml przepuszczono przez igte 23G i umieszczono
w 102 mM roztworze CaClz. Otrzymane w ten spos6b zestalone krople alginianu
z komérkami hodowano zawieszone w uprzednio przygotowanej pozywce do ho-
dowli chondrocytéw przez 7 dni. Po tym okresie podioze z alginianu rozpuszczono
w buforze cytrynianowym (55 mmol/1 cytrynian sodu i 0,15 mot/t NaCl). Otrzymane
komdrki poddano ocenie cytologicznej z uzyciem barwienia blekitem alcjanu.

Patolog oceniajacy preparaty nie posiadat informacji na temat sposobu hodowa-
nia dostarczanych komoérek. Wykonano dokumentacje fotograficzna.
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4. Wyniki

4.1. Degradacja alginianu w $cianie pecherza moczowego szczura

Wstrzykniety zestalony alginian tworzy! dobrze widoczne struktury w bocznej
$cianie pecherza moczowego (fot. 2). implant z alginianu wybarwiat sie tradycyjnym
barwieniem H + E,Jak i biekitem alcjanu (fot. 3). Po 8 tygodniach zauwazono zmniej-
szanie sie wielkosci pozostawionego w S$cianie pecherza implantu z alginianu
(fot. 4, rys. 1). Nie znaleziono nie zestalonego alginianu w zadnym z preparatow
kontrolnych (fot. 5). Nie stwierdzono cech reakcji zapalnej w miejscu podania algi-
nianu. jedynym efektem ubocznym, ktéry zanotowano po implantacji zestalonego
alginianu by! odczynowy przerost nabtonka pecherza w miejscu podania (fot. 3). Byt
to czasowy odczyn, ktory ulegat zanikowi okoto 10 tygodnia od momentu wstrzyk-
niecia alginianu w $ciane pecherza. Komorki w obrebie przerosnietej Sluzéwki nie
wykazywaty cech atypii.

4.2. Hodowla chondrocytéw rosngcych w pojedynczej warstwie

Komérki rosngce w warstwie przyklejaty sie do podtoza butelki hodowlanej. In-
tensywna proliferacja chondrocytéw wymagata pasazowania co 5 dni. Chondrocyty
posiadaty wydtuzony, wietokatny ksztatt. Hodowle scharakteryzowano jako fibro-
blastopodobne (fot. 6). W chondrocytach hodowli pierwotnej z 6smego pasazu
rosngcych w warstwie nie zaobserwowano produkcji substancji macierzy zewngtrz-

Rys. 1. Wyniki pomiaréw szerokosci w najgrubszym miejscu implantu z alginianu w $cianie pecherza
moczowego szczura. Pomiary wykonano w mikroskopie optycznym przy pow. 50 Xx.
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Fot. 5. Przekr6j poprzeczny $ciany pecherza moczowego po 5 tygodniach od podania nie zestalonego
alginianu - grupa kontrolna. Nie obserwowano obecnosci depozyt6éw alginianu (bfekit alcjanu, pow. 50 X).

Fot. 6. Pierwotna hodowla chondrocytéw szczura. Komdrki fibroblastopodobne rosngce w pojedyn-
czej warstwie (mikroskop kontrastowo-fazowy, pow. 100 X).
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Fot. 7. Hodowla chondrocytéw w 5 dobie po posianiu na wtékna alginianu (Sorbalgone, Hartmann).
Widoczne zgrupowania chondrocytéw miedzy widknami alginatu. Obserwacja przyzyciowa w mikrosko-
pie kontrastowo-fazowym, pow. 100 X.

Fot. 8. Preparat cytologiczny wykonany z komoérek rosnacych w zelu alginianowym. Po 7 dobach wi-
doczne sg barwigce si¢ na niebiesko GAG w przestrzeni zewnatrzkomoérkowej (btekit alcjanu, pow. 100 x).
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zewnagtrzkomorkowej, $wiadczg od odréznicowaniu komdérek w intensywnej ho-
dowli jednowarstwowej.

4.3. Hodowla komoérek chrzastki na witdknach alginianu (Sorbalgone)

Po 3 dobach od posiania odréznicowanych chondrocytéw na konstrukcje
z wiokien algininu obserwowano przyzyciowo zgrupowania komorek miedzy wiok-
nami alginianu. Chondrocyty $cisle do siebie przylegaty i charakteryzowaty sie kuti-
stym ksztaltem (fot. 7). Obserwowano figury podziatéw. Hodowle prowadzono
przez 10 dni.

4.4, Ocena mozliwosci produkcji siarczandw glikozaminoglikanow (GAG)
przez chondrocyty rosnace na podtozu przestrzennym z alginianu

Odrdéznicowane chondrocyty hodowane w zelu alginianowym wykazywaty Juz po
7 dniach hodowli przestrzennej zdolnos¢ do syntezy siarczandw glikozaminoglika-
néw. Komorki przybieraty ksztatt kutisty. Na zewnetrznej powierzchni komdrek wi-
doczne byty barwigce sie na niebieski kolor depozyty GAG wybarwione biekitem al-
ejami (fot. 8). Obecnos$¢ depozytoéw substancji zewngtrzkomaérkowej oraz zdolnosé
do wzrostu na rusztowaniu przestrzennym sg posrednimi dowodami $wiadczacymi
0 reekspresji cech fenotypowych.

5. Dyskusja

Komorki chrzestne rosngce w warstwie, w pozywce z dodatkiem surowicy, ule-
gaja odroznicowaniu, tracg fenotyp i zdolno$¢ do produkcji substancji zewnatrzko-
morkowej niezbednej dla utrzymania wiasciwosci fizycznych chrzastki (19). Do
czynnikoéw odpowiedzialnych za odréznicowanie rosnacych w warstwie chondrocy-
tow nalezg PDGF (Platelet Derived Growth Factor, type BB), TGPp (Transforming Growth
Factor beta 1), oraz FGF2 (Fibroblast Growth Factor 2) (20). Komérki takie charaktery-
zujg sie morfologig podobng do fibroblastéw. Przyspieszona proliferacja wigze sie
z obnizeniem produkcji charakterystycznych dla tkanki chrzestnej proteoglikanéw
substancji zewnatrzkomdérkowej, agrekanu oraz kolagenu typu 1l Odréznicowane
komérki chrzestne cechujg sie réwniez podwyzszong ekspresjg kolagenu typu |
i wersykanu (21).

Alginian Jest podtozem stosowanym w celu uzyskania reekspresji cech fenotypo-
wych uprzednio odréznicowanych w wyniku intensywnego namnazania chondrocy-
tow (22,23). Komérki hodowane na podtozu z alginianu wykazuja reekspresje cech
fenotypowych po 3 tygodniach, a proces petnego zréznicowania komoérek w hodow-
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li wymaga kilku kolejnych tygodni (24,25). Gagne i wsp. (26) zaobserwowali w prze-
krojach hodowli chondrocytow w alginianie po 12 tygodniach obecno$¢ cienkich
wiokien kolagenowych przenikajacych wyprodukowang przez komdrki macierz
zewngtrzkomérkowa. Binette i wsp. (21) obserwowali cechy fenotypowe chondrocy-
tow nawet po 5 miesiacach prowadzenia hodowli w zelu alginianowym. Alginian
w $cianie pecherza moczowego szczura byt dobrze widoczny jeszcze po 10 tygo-
dniach od implantacji. Uwazamy, ze jest to okres wystarczajacy chondrocytom na
osiggniecie reekspresji cech fenotypowych i umozliwiajacy im wyprodukowanie do-
statecznej ilosci wiasnej macierzy zewnatrzkomorkowej, ktéra bedzie substancja
podporowa, niezbedng w przypadku leczenia refluksu pecherzowo-moczowodowe-
go. Jednoczesnie poza czasowym odczynem hipertroficznym ze strony nabtonka pe-
cherza moczowego nie obserwowano zadnych niepozadanych skutkéw ubocznych
po podaniu zestalonego alginianu. Nie stwierdzono cech reakcji zapalnej w obrebie
warstwy miesniowej pecherza moczowego ani odczynu ze strony jamy otrzewnej.

Doswiadczenie z uzyciem widkien alginianu (Sorbalgone) pozwolito obserwo-
wac przyzyciowo protiferujgce chondrocyty o ksztattach odmiennych od komoérek
rosngcych w pojedynczej warstwie. Zmiana ksztattu komérek kutistych jest dowo-
dem posrednio $wiadczacym o przydatnosci tego podioza do uzyskania reekspresji
fenotypu hodowanych chondrocytow (27).

W ostatnim etapie do$wiadczenia zaobserwowano inicjacje procesu produkcji
macierzy zewnatrzkomorkowej przez chondrocyty rosngce w zelu alginianowym in
vitro. Komorki w preparatach cytologicznych otrzymane z hodowli przestrzennej
wykazywaty podobny wyglad do komorek rosngcych na wiéknach atginianu (Sorbal-
gone). Barwienie biekitem alejami wykazato obecno$¢ niebieskich depozytéw
w przestrzeni zewnatrzkomdérkowej, co potwierdza fenotyp chrzestny hodowanych
komérek (fot. 8). Podtoze przestrzenne z alginianu, jak sie wydaje, jest biomate-
riatem Limoztiwiajgcym chondrocytom odpowiednie warunki do produkcji substan-
cji zewnatrzkomorkowej. Synteza substancji zewnatrzkomérkowej pozwala komar-
kom tworzy¢ tkanke o wkasciwosciach fizycznych, zblizonych do natywnej chrzastki.

6. Whnioski

Alginian jest podtozem, ktére pozwala na otrzymanie trwatych imptantéw stano-
wigcych konstrukcje przestrzenng dla chondrocytéw. Okres degradacji alginianu
stwarza chondrocytom mozliwo$¢ roznicowania i podziatdw. Efektem ubocznym
stosowania alginianu jest czasowy przerost nabtonka pecherza moczowego. Wzrost
chondrocytéw na rusztowaniu z alginianu sugeruje reekspresje ich cech fenotypo-
wych, potwierdzonych morfologia komoérek oraz obecnoscig substancji macierzy
zewnatrzkomorkowej.
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