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Opis wynalazku

Wynalazek dotyczy sposobu okreslania zageszczenia chondrocytéw w biologicznym implancie
sktadajacym sie z membrany opartej na estrowej pochodnej kwasu hialuronowego z umieszczonymi na
niej chondrocytami. Rozwigzanie wediug wynalazku znajduje zastosowanie do regeneracji ludzkiej
tkanki chrzestnej.

Choroby degeneracyjne oraz urazy mechaniczne tkanki chrzestnej stawu kolanowego sa jedng
z przyczyn ograniczajacych zdolnosci ruchowe znacznej populacji spoteczehstwa, niezaleznie od prze-
dziatu wiekowego. Rekonstrukcja uszkodzonej tkanki chrzestnej jest waznym przedsiewzieciem uzupet-
nienia uszkodzonej tkanki zaréwno stawu kolanowego jak i biodrowego. Obecnie stosowane techniki
naprawy ubytkéw tkankowych w obrebie obu stawdw takie jak abrazja, mikroztamania, maja na celu
pobudzenie tkanki chrzestnej, ktére powinno prowadzi¢ do jej regeneracji. Ponadto, brak petnej sku-
tecznosci stosowanych metod leczenia oraz wysokie koszty inwazyjnych zabiegéw np. zastapienie
uszkodzonego stawu endoproteza, sa inspiracjg do prowadzenia badan nad opracowaniem tarnszych
i wydajniejszych rozwiazan z zakresu hodowli komdérek, a w szczegdlnosdci umieszczania komérek
tkanki chrzestnej — chondrocytéw w strukturach przestrzennych. Namnazanie izolowanych chondrocy-
téw w warunkach in vitro w postaci monowarstwy prowadzi do utraty specyficznego dla tych komérek
immunofenotypu. Obecnie prowadzone badania zmierzaja do umieszczenia chondrocytow na struktu-
rach przestrzennych, w tym celu stosuje sie tréjwymiarowe konstrukcje (scaffold), ktére moga by¢ wy-
konane z materiatow naturalnych lub materiatéw syntetycznych. Wysoka porowato$¢ scaffoldow umoz-
liwia prowadzenie przestrzennych hodowli w warunkach wysokiej gestosci komoérek przypadajacych na
okreslong objetosé powstatego materiatu biologicznego.

Z polskiego opisu patentowego nr PL213865 (B1) znany jest sposdb otrzymywania autologicz-
nego przeszczepu chondrocytoéw w kleju tkankowym na bazie fibrynogenu, ziozony z czynnosci pobra-
nia chrzastki z nieobciazonej czesci stawu kolanowego oraz przewaznie pobrania krwi od pacjenta,
wstepnej obrébki preparatu, rozdrabniania pobranej chrzastki na mate fragmenty, oddzielenia surowicy
od pobranej krwi, trawienia chrzastki, wysiewania komérek chrzastki, namnazania hodowlanych komo-
rek chondrocytdow i pasazowania namnozonych komaérek oraz dalszej obrébki uzyskiwanych komaorek
chondrocytéw, charakteryzuje sie tym, ze pobrany artroskopowo fragment chrzastki stawowej transpor-
tuje sie w sterylnej probowce w schtodzonej soli fizjologicznej w temperaturze od +2°C do +8°C, a do-
nacje krwi w temperaturze pokojowej, otrzymane fragmenty chrzastki w laboratorium hodowli komorek
ptucze sie kilkakrotnie w pozywce hodowlanej i przechowuje sie w lodéwce, donacje krwi od pacjenta
wiruje sie, a nastepnie surowice $ciaga sie i zbiera sie w probéwce, po czym filtruje sie, rozpipetowuje
sie do matych probowek i zamraza w temperaturze -20°C, strawiong chrzastke przepuszcza sie przez
filtr nylonowy i ptucze sie komoérki w odzywce, nastepnie wysiewa sie w pozywce DNEM/Ham'sF12,
a po osiagnieciu 80% konfluencji komdrek przesiewa sie je na butelke hodowlana i prowadzi sie nam-
nazanie w kolejnych butelkach hodowlanych, dalej przed zakohczeniem hodowli chondrocytéw pobiera
sie donacje krwi, korzystnie od pacjenta, z ktérej przygotowuje sie autologiczny fibrynogen, po czym po
dwukrotnym ptukaniu chondrocytow w pozywce Ham'sF 12 z 10% autologiczna surowicg komorki chon-
drocytéw miesza sie z fibrynogenem i aprotyning w jednej probéwce, a w drugiej probéwce przygotowuje
sie trombine z 10% chlorkiem wapnia i w koncu w formie utworzonej z jednorazowe;j strzykawki naktada
sie kolejno fibrynogen z chondrocytami i aprotynina, a nastepnie dodaje sie trombiny z chlorkiem wapnia
i zaciska sie z dwoch stron ttokami do czasu zastygniecia przeszczepu o grubosci 2—3 mm i $rednicy
20 mm. Wyhodowane chondrocyty zawiesza sie w autologicznym fibrynogenie, ktory jest sktadnikiem
kleju tkankowego.

Z polskiego zgtoszenia patentowego nr P373554 (A1) znana jest ptynna kompozycja do wszcze-
piania, zawierajaca materiat podporowy, taki jak na przyktad rézne postacie kolagenowych lub alginia-
nowych paciorkéw lub nici, ktére sg w stanie utatwiac przytwierdzanie do nich i wzrost komoérek chrzest-
nych (chondrocytéw), i sposéb wytwarzania ptynnej kompozycji do wszczepiania, zawierajgcej materiat
podporowy i zatrzymane na nim chondrocyty. Ponadto w/w zgtoszenie ujawnia sposdb skutecznego
leczenia wchodzacej w obreb stawu chrzastki stawowej przez wszczepienie ptynnej kompozycji, zawie-
rajacej materiat podporowy i zatrzymane na nim chondrocyty.

W europejskim opisie patentowym nr EP1201749 (B1) ujawniono sposob wytwarzania implantu
chrzastki ludzkiej z chondrocytéw hodowanych in vitro, ktéry to proces obejmuje nastepujace etapy:
a) poddanie chrzastki od pacjenta jednemu lub wieksze] liczbie enzymow trawigcych zewnatrzkomor-
kowa matryce, w ten sposob izolujgc chondrocyty; b) umieszcza sie izolowany chondrocyt w naczyniu
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hodowlanym i prowadzi sie hodowle tych chondrocytéw w pozywce zawierajacej czynniki wzrostu i co
najmniej jedna z surowicy ludzkiej i cielecej; c) mieszanie chondrocytéw w roztworze buforowym zawie-
rajacym alginian, w ktérym chondrocyty kapsutkuja sie w peretkach alginianu i prowadzi sie hodowle
kapsutkowanych chondrocytow w 34-39°C pod czastkowym cisnieniem tlenu ponizej 10% objetoscio-
wych, w roztworze odzywczym zawierajacym jeden lub wiecej chondrogennych czynnikéw wzrostu
i ludzka surowice, i izolowanie chondrocytéw z alginianu przez dziatanie roztworem buforowym cytry-
nianu; d) odwirowanie izolowanych chondrocytéw z etapu c) z wytworzeniem agregatu chondrocytow,
hodowanie odwirowanych chondrocytdw w pozywce zawierajacej jeden lub wiecej chondrogennych
czynnikéw wzrostu i surowice ludzka, ponowne wcieranie w ten sposéb utworzonego agregatu na po-
wierzchni pokrytej agaroza, i hodowanie zagregowanych chondrocytéw pod ci$nieniem czgstkowym
tlenu 21% objetosciowo w pozywce zawierajacej jeden lub wiecej chondrogennych czynnikéw wzrostu
i surowice ludzka.

Z europejskiego opisu patentowego nr EP1201749 (B1) znany jest sposob hodowli chondrocytow
in vitro w monowarstwie w medium hodowlanym zawierajacym cieleca surowice oraz szereg cytokin
i czynnikow wzrostu. Chondrocyty do hodowli pozyskiwano poprzez trawienie enzymatyczne stawowe;
tkanki chrzestnej pobranej od pacjentéw. Wstepne namnozone chondrocyty przenoszono do naczynia
hodowlanego z warstwg agarozy, co miato inicjowaé tworzenie sie agregatow chondrocytow.

Polskie zgtoszenie patentowe nr P380852 (A1) ujawnia kompozycje kwasu hialuronowego (HA),
ktore zawieraja usieciowane, nierozpuszczalne w wodzie, uwodnione czastki zelu HA. HA zawiera struk-
tury sieciowe reprezentowane nastepujagcym wzorem strukturalnym: HA'-U-Rz2-U-HA'. Sposéb powiek-
szania tkanki w obiektach obejmuje wprowadzanie igty do obiektu w miejscu, w ktérym obiekt potrzebuje
powiekszenia tkanki, w ktérym igte przytacza sie do strzykawki zawierajacej kompozycje HA i przyktada
sie site do strzykawki, aby dostarczy¢ kompozycje HA obiektowi. Sposéb przygotowania kompozyciji
HA, ktéry obejmuje formowanie nierozpuszczalnych w wodzie, odwodnionych usieciowanych czastek
HA, oddzielanie nierozpuszczalnych w wodzie, odwodnionych czastek przez srednig srednice, wybranie
podzbioru czasteczek przez srednig $rednice oraz uwodnienie podzbioru odwodnionych czastek fizjo-
logicznie kompatybilnym roztworem wodnym.

Jednym z istotnych problemoéw w prowadzeniu hodowli chondrocytdw na strukturze przestrzennej
wykonanej z estrowej pochodnej kwasu hialuronowego jest brak technik pozwalajacych na ich uwidocz-
nienie i umozliwiajacych ocene zageszczenia chondrocytow w strukturze tréjwymiarowej. Zastosowana
struktura to biaty wtdkninowy podktad w sktad, ktérego wchodza widkna tworzace siatke. Jedng z prze-
szkdd uwidocznienia chondrocytow w strukturze membrany z zastosowaniem technik immunoenzyma-
tycznych i fluorescencyjnych jest ograniczona zdolno$¢ penetracji i wigzania zastosowanych przeciwciat
z chondrocytami w poszczegdlnych warstwach struktury. Ponadto, przy zastosowaniu obu technik ob-
serwuje sie reakcje nieswoiste, jakie wykazujg wtdkna estrowej pochodnej kwasu hialuronowego.

Celem wynalazku byto takie opracowanie sposobu okreslania zageszczenia chondrocytow w bio-
implancie, ktéry pozwala na wizualizacje chondrocytow oraz ocene ich zageszczenia na powierzchni
membrany opartej na estrowej pochodnej kwasu hialuronowego.

Istota sposobu okreslania zageszczenia chondrocytéw w biologicznym implancie do regenerac;ji
tkanki chrzestnej, obejmujacego etapy: izolacje chondrocytéw z tkanki chrzestnej, hodowle wyizolowa-
nych chondrocytéw, umieszczania i prowadzenia hodowli chondrocytéw na powierzchni membrany
opartej na estrowej pochodnej kwasu hialuronowego, charakteryzuje sie tym, ze w kolejnym etapie pro-
wadzi sie wizualizacje chondrocytéw za pomocg roztworu trypsyny o stezeniu 0,25% i barwnika fluore-
scencyjnego silnie wiazacego sie do DNA w postaci DAPI lub btekitu trypanowego oraz prowadzi sie
ocene rozmieszczenia i zageszczenia chondrocytéw na powierzchni membrany opartej na estrowej po-
chodnej kwasu hialuronowego, poprzez zastosowanie trawienia enzymatycznego, przy czym etap wi-
zualizacji polega na usunieciu podtoza hodowlanego w ktérym znajduje sie membrana, dodaniu tryp-
syny o stezeniu 0,25%, umieszczeniu na 1 minute w inkubatorze z przeptywem CO:z w temperaturze
37°C, dodaniu barwnika fluorescencyjnego silnie wigzacego sie do DNA w ilosci 50 ul na fragment po-
wierzchni membrany, a ocena zageszczenia chondrocytéw na powierzchni biodegradowalnej trojwy-
miarowej membrany polega na tym, ze po zakonczeniu hodowli, po 2-3 tygodniach usuwa sie podtoze
hodowlane i dodaje sie 0,25% roztworu trypsyny, membrane umieszcza sie na 5 minut w inkubatorze
z przeptywem CO2 w temperaturze 37°C, dodaje sie DMEM/F 12, catos$¢ wiruje sie przy predkosci obro-
towej 2000 obr./min., po usunieciu supernatantu znad osadu, roztwor filtruje sie przez membrane nylo-
nowa o srednicy 40 um, a otrzymang zawiesine chondrocytéw wiruje sie przy predko$ci obrotowej
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2000 obr./min, usuwa supernatant, do osadu dodaje 1 ml PBS, sporzadza preparaty i przeprowadza sie
ocene zageszczenia chondrocytow na membranie liczac chondrocyty w komorze Birkera wg. wzoru:

llos¢ komodrek w 1 ul = A x 20 x 250,

w ktorym A oznacza srednia liczbe chondrocytéw liczonych w 1 kwadracie komory Birkera, skta-
dajacego sie z 16 pol.

Korzystnie w etapie wizualizacji przed dodaniem barwnika fluorescencyjnego membrane poddaje
sie na fragmenty o wymiarach nie wiekszych niz 0,05 x 0,05 cm?, utrwaleniu w metanolu o temperaturze
+4°C przez 10 minut, suszeniu preparatéw w temperaturze pokojowej przez 20 minut.

Korzystnie przeprowadzenie oceny rozmieszczenia i zageszczania prowadzi sie w mikroskopie
odwréconym wyposazonym w system do fluorescenciji.

Sposobem wedtug wynalazku uzyskuje sie biologiczny implant w postaci membrany opartej na
estrowej pochodnej kwasu hialuronowego z naniesionymi chondrocytami w wyniku 3—4 tygodniowe;
hodowli w warunkach in vitro, ktéry moze zosta¢ wykorzystany w procedurze regeneracji uszkodzone;j
tkanki chrzestnej w obrebie stawu kolanowego lub biodrowego z wykorzystaniem wczeéniej pobrane;
tkanki chrzestnej pacjenta poddanej procesom obrébki enzymatyczno-biologicznej, jak opisano wyze;.
W prowadzonych badaniach ustalono, Ze komorki zlokalizowane na tréjwymiarowej membranie oparte;
na estrowej pochodnej kwasu hialuronowego wykazuja zywotnosci na poziomie 98% i wartos¢ ta jest
zblizona do wartosci kontrolnej (chondrocytéw hodowanych, jako monowarstwa przez okres 2—3 tygo-
dni), ktéra wynosita 99% zywych komorek. Stwierdzenie reakcji dodatniej w znacznym odsetku komorek
(70—-80% dodatnich komérek) z przeciwciatem wykrywajacymi kolagen typu Il oraz agrekan, natomiast
niska immunoreaktywnos$¢ komorek z przeciwciatem wykrywajacym kolagen typu | (15-20% dodatnich
komorek) potwierdza, ze hodowane komorki wykazuja fenotyp charakterystyczny dla chondrocytow.
Udowodniono, ze w trakcie hodowli chondrocytow umieszczonych na membranie opartej na pochodnej
kwasu hialuronowego dochodzi do reekspresji kolagenu typu Il w hodowanych komdérkach, co zostato
potwierdzone wzrostem odsetka komoérek wykazujacych jego obecnos¢ z 40% do 85% dodatnich ko-
morek. Stwierdzenie obecnosci antygenu Ki-67 w znacznym odsetku chondrocytéw hodowanych na
membranie opartej na estrowej pochodnej kwasu hialuronowego wskazuje na ich wysoka aktywnosé
proliferacyjna.

Przedmiot wynalazku przedstawiony jest blizej w przyktadzie wykonania oraz na rysunku na
ktérym:

fig. 1 przedstawia przyzyciowy obraz chondrocytéw rosngcych na membranie przed dodaniem

trypsyny,

fig. 2 przedstawia rozmieszczenie chondrocytéw na membranie po dodaniu trypsyny,

fig. 3 przedstawia membrane po dodaniu trypsyny oraz po wybarwieniu barwnikiem DAPI,

fig. 4 przedstawia rozmieszczenie chondrocytéw na pojedynczych widknach membrany po do-

daniu trypsyny oraz po wybarwieniu barwnikiem btekit trypanowy,

fig. 5 przedstawia rozmieszczenie chondrocytow na pojedynczych wtoknach membrany po do-

daniu trypsyny oraz po wybarwieniu barwnikiem DAPI,

fig. 6 przedstawia zageszczenie chondrocytéw rosnacych na membranie po dodaniu trypsyny

i wybarwieniu barwnikiem btekit trypanowy,

fig. 7 przedstawia zageszczenie i zywotnos¢ chondrocytéw rosnacych na membranie po doda-

niu trypsyny i wybarwieniu barwnikiem btekit trypanowy.

Przyktad realizacji

Etap 1. Przygotowanie tkanki chrzestnej do trawienia enzymatycznego.

Fragment tkanki chrzestnej w ilosci okoto 300-400 mg (0,5 cm?) umieszcza sie w szalce Petriego
o $rednicy 5,5 cm z dodatkiem 4 ml podtoza DMEM/F 12 (bez surowicy ptodowej). Nastepnie w warun-
kach jatowych tkanka jest cieta przy uzyciu skalpela na mniejsze fragmenty okoto 1-2 mm?3. Rozdrob-
niona tkanka chrzestna poddawana jest trawieniu enzymatycznemu celem uwolnienia chondrobla-
stow/chondrocytow.

Etap 2. Trawienie enzymatyczne rozdrobnionej tkanki chrzestnej.

Pocieta na fragmenty tkanke chrzestna przenosi sie do szalki Petriego o srednicy 3,5 cm, dodaje
0,25% roztwor trypsyny w ilosci 2 ml i umieszcza na 30 minut w inkubatorze z przeptywem CO2 w tem-
peraturze 37°C. Po 30 minutach do szalki dodaje sie 2 ml podtoza hodowlanego DMEM/F12, zawiesine
wraz z rozdrobniona tkanka przenosi sie do probdéwki, wiruje przez 4 minuty przy predkosci obrotowe;
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1800 obr./min., po czym zlewa supernatant. Do osadu dodaje sie 3 ml jatowego PBS bez jonow Ca™,
Mg™* i wiruje przy tych samych parametrach wirowania. Nastepnie zlewa sie supernatant, a osad z pro-
béwki przenosi sie do nowej szalki Petriego, dodaje roztwor 0,8 mg/ml kolagenazy Il w ilosci 2 ml,
umieszcza sie na 4 godziny w inkubatorze z przeptywem CO2 w temperaturze 37°C. Po 2 godzinach
szalke wraz z tkankg umieszcza sie na stoliku mikroskopu odwréconego i ocenia sie efektywnos¢ tra-
wienia tkanki chrzestnej. Jezeli widoczne sa fragmenty tkanki chrzestnej, w ktérej znajduja sie chondro-
blasty/chondrocyty proces trawienia enzymatycznego przedtuzany jest o 2 godziny, przy czym wcze-
$niej nalezy z szalki Petriego zla¢ roztwor zawierajacy chondroblasty/chondrocyty do probéwki o po-
jemnosci 15 ml i doda¢ DMEM/F12 w ilo$¢ 5 ml celem inaktywacji kolagenazy Il. Zawartos¢ probowki
jest wirowana przez 10 minut przy predkosci obrotowej 2000 obr./min., supernatant jest usuwany, a do
osadu dodawany jest jatowy PBS bez jonow Ca*™, Mg*™ w ilosci 3 ml i ponownie wirowany przy zacho-
waniu parametrow wirowania. Nastepnie usuwa sie supernatant z nad osadu komérkowego, dodaje
0,5 ml DMEM/F12 i przeprowadza sie ocene liczby chondroblastéw/chondrocytéw wyizolowanych
z tkanki chrzestnej w komorze Birkera wedtug podanej wczesniej procedury. Wyizolowane chondrobla-
sty/chondrocyty w ilosci 5 x 10° — 1 x 10° (zaleznej od ilosci tkanki pobranej od pacjenta) zawieszone
w 8 ml DMEM/F12 przenosi sie do butelki hodowlanej o pojemnosci 75 cm?, ktdrg umieszcza sie w in-
kubatorze z przeptywem CO2 w temperaturze 37°C na okres 3—4 tygodni. Szalka Petriego z tkanka
chrzestng o przedtuzonym dziataniu kolagenazy Il (do 4 godzin) jest oceniana w mikroskopie odwréco-
nym. Po stwierdzeniu obecnosci w szalce Petriego uwolnionych z tkanki komérek powtarzana jest pro-
cedura jak opisano powyzej. Z czesci chondroblastéw/chondrocytéw pochodzacych z obu etapow pro-
cedury przygotowuje sie zawiesine zawierajacg 2 miliony chondroblastéw/chondrocytéw na 1 ml PBS
i sporzadza sie preparaty do immunohistochemicznej oceny wystepowania kolagenu typu I, Il, agrekanu
oraz czynnika transkrypcyjnego SOX9.

Etap 3. Zwielokrotnienie liczby chondrocytéw poprzez prowadzenie 3-4 tygodniowej hodowli

Do dwoch butelek o pojemnosci 75 cm? dodaje sie po 8 ml podtoza hodowlanego (w skfad ktérego
wchodza: DMEM/F12, 10% surowica ptodowa, gentamycyna, Fungizone) nastepnie dodaje sie chon-
drocyty/chondroblasty w ilosci okoto 1,5 x 10%/cm? zawieszone w DMEM/F12. Hodowle chondrocytow
prowadzi sie w inkubatorze z przeptywem CQO2 w temperaturze 37°C. Po 4 dniach od zatozenia hodowli
przeprowadza sie pierwsza zmiane podtoza, ktérg powtarza sie co trzy dni. Pierwsza trypsynizacje prze-
prowadza sie wowczas, gdy chondrocyty pokryja dno butelki (10—12 dni od zatozenia hodowli). Trypsy-
nizacje prowadzi sie po zlaniu podtoza z butelki hodowlanej, przez dodanie 4 ml 0,25% roztworu tryp-
syny o temperaturze 25°C do chondrocytow przylegajacych do dna butelki, po czym wstawia sie butelke
do inkubatora z przeptywem CO2 w temperaturze 37°C na 5-10 minut, w zaleznos$ci od tempa odkleja-
nia sie chondrocytow, co sprawdza sie w mikroskopie odwréconym. Nastepnie do butelki zawierajace;j
chondrocyty i roztwor trypsyny dodaje sie 4 ml podtoza DMEM/F12, zawiesine chondrocytéw przenosi
sie do jatowej probdwki o pojemnosci 15 ml i wiruje przez 5 minut przy predkosci obrotowej 1800
obr./min., nastepnie zlewa supernatant, a do osadu chondrocytéw dodaje sie 3 ml jalowego PBS bez
jonéw Ca**, Mg** i przeprowadza ptukanie jak opisano wczesniej. Do dwdch nowych butelek hodowla-
nych o pojemnosci 75 cm? dodaje sie po okoto 1,5 x 10*/cm? chondrocytow (po pierwszej trypsynizacji
oraz przefiltrowane przez membrane nylonowa o $rednicy poréw 80 um) zawieszonych w 8 ml podtoza
DMEM/F12 i prowadzi dalsza hodowle przez nastepne 14 dni oraz trypsynizacje w zaleznosci od tempa
wzrostu chondrocytéw z zachowaniem tych samych parametrow jak opisano powyzej. Po zakoriczeniu
hodowli uzyskany osad chondrocytéw ptucze sie wedtug procedury opisanej wczesniej. Do probdwki
zawierajacej chondrocyty dodaje sie 1 ml jalowego PBS bez jonéw Ca**, Mg** delikatnie mieszajac.
Nastepnie poprzez pobranie 50 ul zawiesiny komoérkowej, umieszczeniu ich na szkietku podstawowym
i dodaniu 50 ul odczynnika Trypan Blue przeprowadza sie ocene ich zywotnosci w mikroskopie $wietl-
nym. Ocene liczebnosci chondrocytéw wykonuje sie wedtug wzoru podanego powyze;.

Etap 4. Umieszczenie chondrocytéw na tréjwymiarowej membranie i prowadzenie ich 2—3 tygo-
dniowej hodowli.

W szalce Petriego o $rednicy 35 mm umieszcza sie tréjwymiarowg membrane opartg na estrowej
pochodnej kwasu hialuronowego, o wymiarach 0,5 x 0,5 cm?, na ktéra rownomiernie nanosi sie chon-
drocyty w ilosci 8 x 108 w 250 ul DMEM/F12. Szalke Petriego z membrang umieszcza sie na 4 godziny
w inkubatorze z przeptywem CO2 w temperaturze 37°C. Nastepnie szalke z membrang przenosi sie pod
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laminar z jatowym przeptywem powietrza, dodaje 3 ml podtoza DMEM/F12 i ponownie umieszcza w in-
kubatorze z przeptywem CO2 w temperaturze 37°C na okres 2-3 tygodni. Dwa razy w tygodniu zmienia
sie podioze hodowlane przez usuniecie starego i dodanie nowego DMEM/F12 w ilosci 3 ml.

Etap 5. Wizualizacja chondrocytéw na trojwymiarowej membranie opartej na pochodnej kwasu

hialuronowego

Po 2—3 tygodniach prowadzenia hodowli chondrocytéw umieszczonych na membranie opartej na
estrowej pochodnej kwasu hialuronowego przeprowadza sie ich wizualizacje w strukturze membrany
(fig. 1). Z szalki Petriego, w ktorej znajduje sie membrana usuwa sie podioze hodowlane i dodaje 3 ml
0,25% roztworu trypsyny, umieszcza na 1 minute w inkubatorze z przeptywem CO2 w temperaturze
37°C, celem uwidocznienia komorek przyklejonych do membrany poprzez uzyskanie przez chondrocyty
ksztattu kulistego (fig. 2).

Pierwszy sposdb wizualizacji chondrocytéw na membranie przebiega poprzez usuniecie podfoza
hodowlanego z szalki Petriego, w ktérej znajduje sie membrana, nastepnie pociecie membrany na frag-
menty o wymiarach nie wiekszych niz 0,05 x 0,05 cm2, umieszczenie ich na szkietkach podstawowych,
utrwalenie w metanolu o temperaturze +4°C przez 10 minut, suszenie preparatéw w temperaturze po-
kojowej (okoto 25°C) przez okres 20 minut, dodanie odczynnika o symbolu DAPI w ilosci 50 ul na frag-
ment powierzchni membrany, nakrycie szkietkiem podstawowym i przeprowadzenie oceny w mikrosko-
pie fluorescencyjnym z wykorzystaniem swiatta wzbudzonego UV lub wybarwia sie chondrocyty barw-
nikiem btekit trypanowy (fig. 4, 5).

Drugi sposo6b wizualizacji chondrocytéw polega na usunieciu podtoza hodowlanego DMEM/F 12
z szalki, w ktérej znajduje sie membrana po zakonczeniu hodowli. Nastepnie na wilgotng membrane
znajdujaca sie w szalce Petriego nanosi sie odczynnik DAPI w ilosci umozliwiajacej pokrycie po-
wierzchni membrany i przeprowadzeniu oceny w mikroskopie odwréconym wyposazonym w system do
fluorescencji (fig. 3).

Etap 6. Ocena zageszczenia i zywotnosci chondrocytdw zlokalizowanych na tréjwymiarowe;
membranie po zakoriczeniu hodowli.

Po zakonczeniu hodowli (2-3 tygodnie) z szalki Petriego, w ktérej znajduje sie membrana usuwa
sie podioze hodowlane i dodaje 3 ml 0,25% roztworu trypsyny, umieszcza na 5 minut w inkubatorze
z przeptywem CO:2 w temperaturze 37°C, po czym szalke z membrang przenosi sie pod laminar i deli-
katnymi ruchami wytrzasania przy uzyciu pesety, uwalniane sa chondrocyty z widkien/struktury mem-
brany (fig. 6). Nastepie szalke z membrang zanurzona w 0,25% roztworze trypsyny ponowie umieszcza
sie na 2-3 minuty w inkubatorze z przeptywem CO2 w temperaturze 37°C, po czym do szalki z mem-
brana dodaje sie 3 ml DMEM/F12, cato$¢ przenosi sie do probdwki o pojemnosci 15 ml, wiruje przez
5 minut przy predkosci obrotowej 2000 obr./min., zlewa supernatant, a osad dwukrotnie ptucze przez
dodanie 2 ml jatowego PBS bez jonow Ca**, Mg** i wiruje przez 5 minut przy predkosci obrotowej 2000
obr./min. Po usunieciu supernatantu znad osadu, dodaniu czystego PBS w ilosci 3 ml, wymieszaniu
zawartosci w probdéwce, roztwor filtruje sie przez membrane nylonowa o srednicy 40 um. Otrzymana
zawiesine chondrocytéw wiruje sie z zachowaniem parametréw wirowania, usuwa supernatant, do
osadu dodaje 1 ml PBS, sporzadza preparaty (jak podano wczesniej) i przeprowadza ocene zagesz-
czenia chondrocytéw na membranie liczac chondrocyty w komorze Blrkera (wg. wzoru).

llo$¢ komdrek w 1 ul = A x 20 x 250

A - $rednia liczba chondrocytéw liczonych w 1 kwadracie komory Blrkera, sktadajacego sie
z 16 pél.
Przeprowadza sie ocene zywotnosci chondrocytow przez wybranie komaérek barwnikiem
btekit trypanowy (fig. 7).

Etap 7. Sprawdzenie immunofenotypu komérek po 2—3 tygodniowej hodowli na membranie

Z osadu chondrocytdw, uzyskanych po zakonczeniu ich hodowli na membranie opartej na estro-
wej pochodnej kwasu hialuronowego, sporzadza sie preparaty do oceny immunohistochemicznej po-
przez umieszczenie 50 ul zawiesiny zawierajgcej okoto 1 min komodrek na szkietko podstawowe, utrwa-
lenie w zimnym acetonie (+4°C) przez 10 minut i suszenie w temperaturze pokojowej przez 30 minut.
Ocene immunofenotypu komoérek przeprowadza sie z wykorzystaniem techniki immunoenzymatyczne;
i przeciwciat monoklonalnych wykrywajacych kolagen typu | i I, agrekanu oraz czynnik transkrypcyjny
SOXo.
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Zastrzezenia patentowe

Sposob okreslania zageszczenia chondrocytéw w biologicznym implancie do regeneraciji
tkanki chrzestnej, obejmujacy etapy: izolacje chondrocytéw z tkanki chrzestnej, hodowle wyi-
zolowanych chondrocytéw, umieszczania i prowadzenia hodowli chondrocytéw na po-
wierzchni membrany opartej na estrowej pochodnej kwasu hialuronowego znamienny tym,
ze w kolejnym etapie prowadzi sie wizualizacje chondrocytéw za pomoca roztworu trypsyny
o stezeniu 0,25% i barwnika fluorescencyjnego silnie wigzacego sie do DNA w postaci DAPI
lub btekitu trypanowego oraz przeprowadza sie ocene rozmieszczenia i zageszczenia chon-
drocytéw na powierzchni membrany opartej na estrowej pochodnej kwasu hialuronowego po-
przez zastosowanie trawienia enzymatycznego, przy czym etap wizualizacji polega na usu-
nieciu podtoza hodowlanego w ktérym znajduje sie membrana, dodaniu trypsyny o stezeniu
0,25%, umieszczeniu na 1 minute w inkubatorze z przeptywem CO2 w temperaturze 37°C,
dodaniu barwnika fluorescencyjnego silnie wigzacego sie do DNA w ilosci 50 ul na fragment
powierzchni membrany, a ocena zageszczenia chondrocytéw na powierzchni biodegradowal-
nej tréjwymiarowej membrany polega na tym, ze po zakonczeniu hodowli, po 2—3 tygodniach
usuwa sie podtoze hodowlane i dodaje sie 0,25% roztworu trypsyny, membrane umieszcza
sie na 5 minut w inkubatorze z przeptywem CO2 w temperaturze 37°C, dodaje sie DMEM/F12,
catos¢ wiruje sie przy predkosci obrotowej 2000 obr./min., po usunieciu supernatantu znad
osadu, roztwor filtruje sie przez membrane nylonowa o $rednicy 40 um, a otrzymang zawie-
sine chondrocytow wiruje sie przy predkosci obrotowej 2000 obr./min, usuwa supernatant, do
osadu dodaje 1 ml PBS, sporzadza preparaty i przeprowadza sie ocene zageszczenia chon-
drocytéw na membranie liczac chondrocyty w komorze Burkera wg. wzoru:

llo$¢ komdrek w 1 ul = A x 20 x 250,

w ktéorym A oznacza $rednia liczbe chondrocytéw liczonych w 1 kwadracie komory
Birkera, sktadajgcego sie z 16 pdl.

Sposob wedtug zastrz. 1 znamienny tym, Zze w etapie wizualizacji przed dodaniem barwnika
fluorescencyjnego, membrane poddaje sie pocieciu na fragmenty o wymiarach nie wiekszych
niz 0,05 x 0,05 cm?, utrwaleniu w metanolu o temperaturze +4°C przez 10 minut i suszeniu
preparatéow w temperaturze pokojowej przez 20 minut.

Sposob wedtug zastrz. 1 znamienny tym, ze przeprowadzenie oceny rozmieszczenia i za-
geszczania chondrocytow prowadzi sie w mikroskopie odwréconym wyposazonym w system
do fluorescenciji.
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Rysunki

fig. 1

fig. 2
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