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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-f E 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

Inżynieria tkankowa jest nową i szybko rozwijającą się gałęzią medycyny zaj
mującą się naprawą ludzkich tkanek i organów. Metody inżynierii tkankowej pozwa
lają na wyhodowanie chrząstki w warunkach in vitro. Pierwotne hodowle chondrocy- 
tów znajdują zastosowanie w urologii, chirurgii plastycznej, laryngologii i ortopedii 
(MO).

Pierwsze kliniczne zastosowanie hodowanych chondrocytów w endoskopowym 
leczeniu odpływu pęcherzowo-moczowodowego opisali Diamond i Caldamone (11). 
Endoskopowe leczenie odpływu polega na wstrzyknięciu od 1 do 3 ml substancji 
w celu zwężenia ujścia moczowodu do pęcherza moczowego. Wytworzony w ten 
sposób mechanizm zastawkowy nie pozwala na cofanie się moczu z pęcherza do 
moczowodu i nerki. W wyniku leczenia zawiesiną chondrocytów w alginianie (poli
sacharyd z alg brunatnych) po roku obserwowano 70% remisję odpływów (2). Odse
tek wyleczonych chorych był porównywalny z wyleczeniami za pomocą sztucznych 
materiałów, takich jak teflon, silikon i ostatnio stosowany Deflux-sys:em (12-14). 
Materiały biologiczne (kolagen, krew, tłuszcz) nie wykazują odpowiedniej trwałości 
(15). Stosowanie substancji syntetycznych wiąże się z ryzykiem migracji ich frag
mentów lub mikrocząstek w organizmie (16,17). Zastosowanie autologicznych 
chondrocytów pozwala to ryzyko ominąć.

Powodzenie leczenia odpływu pęcherzowo-moczowodowego zależy od fizycz
nych właściwości substancji wstrzykiwanej w okolicę ujścia pęcherzowego moczo
wodu w celu wytworzenia zastawki zapobiegającej cofaniu się moczu. Wstrzykiwa
ny materiał musi charakteryzować się odpowiednią trwałością i sprężystością ze 
względu na zmiany napięcia i grubości ściany pęcherza moczowego pocczas groma
dzenia moczu i mikcji. Materiał ten nie powinien ulegać przemieszczaniu. Poza 
trwałością materiał używany do leczenia refluksu powinien być biokompatybilny. 
Chrząstka (otrzymywana in vitro) może być, jak się wydaje, idealnym materiałem au- 
tologicznym, który charakteryzuje się wymienionymi cechami. Istnieją jednak pew
ne przeszkody, które należy pokonać, aby uzyskać odpowiednią ilość dobrego ma
teriału biologicznego. Uzyskanie implantu „neochrząstki” otrzymanej ir vitro zależy 
od trzech czynników: dużej liczby komórek, ich zróżnicowania i obecności odpo
wiedniego podłoża przestrzennego. Wycinek chrząstki pobierany do hodowli jest 
Libogokomórkowy. Uzyskane od dawcy komórki trzeba intensywnie rozmnożyć. 
Podczas intensywnej proliferacji in vitro komórki ulegają odróżnicowan u. Kolejnym 
etapem jest przywrócenie komórkom ich pierwotnego fenotypu co wiąże się z zaha
mowaniem podziałów komórkowych. Zastosowanie odpowiedniego podłoża prze
strzennego przywraca odróżnicowanym chondrocytom ich fenotyp i pozwala na 
produkcję macierzy zewnątrzkomórkowej (ECM). Tak przygotowane kcmórki mogą 
utrzymać się w ścianie pęcherza moczowego, gwarantując wyleczenie odpływu pę
cherzowo-moczowodowego (2,18).

214 PRACE EKS’ERYMENTALNE



Badania wstępne nad zastosowaniem alginiaiui do przeszczepiania chondrocytów

2. Cel pracy

Postanowiono ocenić możliwości przywrócenia odróżnicowanym podczas inten
sywnych podziałów komórkom ich pierwotny fenotyp komórki chrząstki. Badano in 
vitro wpływ podłoża przestrzennego z ałginianu na morfologię i produkcję substan
cji macierzy zewnątrzkomórkowej chondrocytów pochodzących z odróżnicowanej 
hodowli.

In vivo oceniono degradację samego podłoża z ałginianu w ścianie pęcherza mo
czowego szczura pod kątem jego przydatności jako rusztowania dla komórek.

3. Materiał i metoda

3.1. Określenie stopnia degradacji ałginianu w ścianie pęcherza moczowego 
szczura

Doświadczenie przeprowadzono na grupie 10 młodych szczurów. W znieczule
niu ogólnym ketaminą (3 mg/kg m.c., i.v.) po otwarciu jamy otrzewnej wstrzykiwano 
szczurom w boczną ścianę pęcherza moczowego zestalony alginat (pośredniej lep
kości, Sigma) o objętości do 250 pl (fot. 1). Zestalanie wykonywano poprzez zawie
szanie kropel 1% ałginianu w roztworze CaCl2 (102 mM) przez 5 minut. Po tym cza
sie widoczne były kulki ałginianu o średnicy od 0,2 do 0,4 mm. W celu potwierdze
nia efektu zestalenia wykonano preparaty, które zweryfikowano po wybarwieniu 
hematoksyliną i eozyną oraz błękitem alcjanu.

Od 3 tygodnia po podaniu ałginianu co tydzień usypiano jednego szczura pobie
rając pęcherz moczowy do badania histologicznego, w celu oceny ściany w miejscu 
wstrzyknięcia ałginianu. Grupę porównawczą stanowiło 5 szczurów, którym 
wstrzyknięto w ścianę pęcherza moczowego nie zestalony alginian (bez usieciowa- 
nia jonami Ca^+). Preparaty w grupie kontrolnej uzyskiwano w tych samych odstę
pach czasowych co w grupie badanej. Dokonano oceny histologicznej preparatów 
z użyciem barwienia hematoksyliną i eozyną [H-f E] oraz błękitem alcjanu. Mierzono 
szerokość implantu z ałginianu w miejscu gdzie jego przekrój był największy. Wyko
nano dokumentację fotograficzną.

3.2. Zakładanie pierwotnej hodowli chondrocytów rosnących w pojedynczej 
warstwie

Z ucha szczura pobrano chrząstkę o średnicy ok. 2,5 mm. Tkankę przeniesiono 
do medium hodowlanego. Do hodowli chondrocytów przygotowano medium ho-
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Fot. 1. Iniekcja alginianu w ścianę pęcherza moczowego szczura. Widok śródoperacyjny.

Fot. 2. Pęcherz moczowy szczura po 3 tygodniach od wstrzyknięcia alginianu. Widoczny implant 
w ścianie bocznej pęcherza moczowego (-^). Widok śródoperacyjny.
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Fot. 3. Przekrój poprzeczny ściany pęcherza moczowego szczura po 5 tygodniach od podania zesta
lonego alginianu. Przerost nabłonka pęcherza moczowego (—>). W obrębie ściany pęcherza nie stwier
dzono odczynu zapalnego (błękit alejami, pow. 40 X).

Fot. 4. Przekrój poprzeczny ściany pęcherza moczowego po 8 tygodniach od podania alginianu. Ob
serwowano stopniową degradację implantu (—>) oraz przerost nabłonka pęcherza moczowego. Nie 
stwierdzono cech reakcji zapalnej w obrębie ściany pęcherza (błękit alcjanu, pow. 40 x).
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dowlane składające się z pożywki Ham’s F-12 suplementowanej 10*^0 surowicą wo
łową płodową (FBS, Fetal Bovine Serum, Sigma) z dodatkiem kwasu askorbinowego 
(Sigma), amfoterycyny B (Sigma) i antybiotyków. W sterylnych warunkach pobraną 
tkankę rozdrobniono mechanicznie na skrawki o wielkości do 0,5 mm. Rozdrob
nioną tkankę poddano trawieniu enzymatycznemu w kolagenazie II (1 mg/ml. Sig
ma) i hialuronidazie (0,5 mg/ml. Sigma). Trawienie przeprowadzono w temperaturze 
pokojowej. Po 10 godzinach kąpieli enzymatycznej komórki odwirowano odrzu
cając nadsącz. Około 10^ komórek zawieszonych w 1 ml pożywki przeniesiono do 
butelek hodowlanych o powierzchni wzrostu 25 cm^ (Corning) zawierających 4 ml 
medium do hodowli chondrocytów.

W celu odróżnicowania chondrocytów, komórki hodowano w jednej warstwie 
w temperaturze 37°C i atmosferze 5% CO2. Pożywkę wymieniano co 3 dni. Komórki 
pasażowano po uzyskaniu 70-90^ pokrycia powierzchni dna butelki. Do pasaży uży
wano trypsyny i EDTA (Sigma). Po 5 pasażach komórki zostały zamrożone i przez 
3 miesiące przebywały w temperaturze -80°C. Wykonano ocenę cytologiczną rozma
zu komórek utrwalając je Cytofixem (Samko) i barwiąc błękitem alejami w celu po
twierdzenia obecności depozytów siarczanów glikozaminoglikanów (GAG). Badaniu 
poddano hodowle z drugiego pasażu, jak i komórki po rozmrożeniu.

3.3. Hodowla komórek chrząstki na włóknach alginianu (Sorhalgone, Hartmann)

Odróżnicowaną hodowlę chondrocytów (3 x 10^ komórek/ ml), wysiano na sieć 
włókien alginianu (Sorbalgone, Hartmann). Morfologię komórek rosnących na prze
strzennym rusztowaniu zbudowanym z włókien alginianu obserwowano przyżycio
wo pod mikroskopem kontrastowo-fazowym.

3.4. Ocena możliwości produkcji substancji międzykomórkowej przez
uprzednio odróżnicowane chondrocyty rosnące na podłożu przestrzen
nym z alginianu

Do doświadczenia wykorzystano chondrocyty po 3 pasażach od momentu roz
mrożenia. Utworzono zawiesinę z komórek w 1% roztworze alginianu. Zawiesinę 
o gęstości 3 X 10^ komórek/ml przepuszczono przez igłę 23G i umieszczono 
w 102 mM roztworze CaCl2. Otrzymane w ten sposób zestalone krople alginianu 
z komórkami hodowano zawieszone w uprzednio przygotowanej pożywce do ho
dowli chondrocytów przez 7 dni. Po tym okresie podłoże z alginianu rozpuszczono 
w buforze cytrynianowym (55 mmol/1 cytrynian sodu i 0,15 moł/ł NaCl). Otrzymane 
komórki poddano ocenie cytologicznej z użyciem barwienia błękitem alcjanu.

Patolog oceniający preparaty nie posiadał informacji na temat sposobu hodowa
nia dostarczanych komórek. Wykonano dokumentację fotograficzną.
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4. Wyniki

4.1. Degradacja alginianu w ścianie pęcherza moczowego szczura

Wstrzyknięty zestalony alginian tworzy! dobrze widoczne struktury w bocznej 
ścianie pęcherza moczowego (fot. 2). implant z alginianu wybarwiat się tradycyjnym 
barwieniem H + E,Jak i błękitem alcjanu (fot. 3). Po 8 tygodniach zauważono zmniej
szanie się wielkości pozostawionego w ścianie pęcherza implantu z alginianu 
(fot. 4, rys. 1). Nie znaleziono nie zestalonego alginianu w żadnym z preparatów 
kontrolnych (fot. 5). Nie stwierdzono cech reakcji zapalnej w miejscu podania algi
nianu. jedynym efektem ubocznym, który zanotowano po implantacji zestalonego 
alginianu by! odczynowy przerost nabłonka pęcherza w miejscu podania (fot. 3). Był 
to czasowy odczyn, który ulegał zanikowi około 10 tygodnia od momentu wstrzyk
nięcia alginianu w ścianę pęcherza. Komórki w obrębie przerośniętej śluzówki nie 
wykazywały cech atypii.

4.2. Hodowla chondrocytów rosnących w pojedynczej warstwie

Komórki rosnące w warstwie przyklejały się do podłoża butelki hodowlanej. In
tensywna proliferacja chondrocytów wymagała pasażowania co 5 dni. Chondrocyty 
posiadały wydłużony, wiełokątny kształt. Hodowle scharakteryzowano jako fibro- 
blastopodobne (fot. 6). W chondrocytach hodowli pierwotnej z ósmego pasażu 
rosnących w warstwie nie zaobserwowano produkcji substancji macierzy zewnątrz-

Rys. 1. Wyniki pomiarów szerokości w najgrubszym miejscu implantu z alginianu w ścianie pęcherza 
moczowego szczura. Pomiary wykonano w mikroskopie optycznym przy pow. 50 x.
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Fot. 5. Przekrój poprzeczny ściany pęcherza moczowego po 5 tygodniach od podania nie zestalonego 
alginianu - grupa kontrolna. Nie obserwowano obecności depozytów alginianu (błękit alcjanu, pow. 50 X).

Fot. 6. Pierwotna hodowla chondrocytów szczura. Komórki fibroblastopodobne rosnące w pojedyn
czej warstwie (mikroskop kontrastowo-fazowy, pow. 100 X).
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Fot. 7. Hodowla chondrocytów w 5 dobie po posianiu na włókna alginianu (Sorbalgone, Hartmann). 
Widoczne zgrupowania chondrocytów między włóknami alginatu. Obserwacja przyżyciowa w mikrosko
pie kontrastowo-fazowym, pow. 100 x.

Fot. 8. Preparat cytologiczny wykonany z komórek rosnących w żelu alginianowym. Po 7 dobach wi
doczne są barwiące się na niebiesko GAG w przestrzeni zewnątrzkomórkowej (błękit alcjanu, pow. 100 x).
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zewnątrzkomórkowej, świadczą od odróżnicowaniu komórek w intensywnej ho
dowli jednowarstwowej.

4.3. Hodowla komórek chrząstki na włóknach alginianu (Sorbalgone)

Po 3 dobach od posiania odróżnicowanych chondrocytów na konstrukcję 
z włókien algininu obserwowano przyżyciowo zgrupowania komórek między włók
nami alginianu. Chondrocyty ściśle do siebie przylegały i charakteryzowały się kułi- 
stym kształtem (fot. 7). Obserwowano figury podziałów. Hodowlę prowadzono 
przez 10 dni.

4.4. Ocena możliwości produkcji siarczanów glikozaminoglikanów (GAG) 
przez chondrocyty rosnące na podłożu przestrzennym z alginianu

Odróżnicowane chondrocyty hodowane w żelu alginianowym wykazywały Już po 
7 dniach hodowli przestrzennej zdolność do syntezy siarczanów glikozaminoglika
nów. Komórki przybierały kształt kułisty. Na zewnętrznej powierzchni komórek wi
doczne były barwiące się na niebieski kolor depozyty GAG wybarwione błękitem al
ejami (fot. 8). Obecność depozytów substancji zewnątrzkomórkowej oraz zdolność 
do wzrostu na rusztowaniu przestrzennym są pośrednimi dowodami świadczącymi 
o reekspresji cech fenotypowych.

5. Dyskusja

Komórki chrzęstne rosnące w warstwie, w pożywce z dodatkiem surowicy, ule
gają odróżnicowaniu, tracą fenotyp i zdolność do produkcji substancji zewnątrzko
mórkowej niezbędnej dla utrzymania właściwości fizycznych chrząstki (19). Do 
czynników odpowiedzialnych za odróżnicowanie rosnących w warstwie chondrocy
tów należą PDGF (Platelet Derived Growth Factor, type BB), TGPp (Transforming Growth 
Factor beta 1), oraz FGF2 (Fibroblast Growth Factor 2) (20). Komórki takie charaktery
zują się morfologią podobną do fibroblastów. Przyspieszona proliferacja wiąże się 
z obniżeniem produkcji charakterystycznych dla tkanki chrzęstnej proteoglikanów 
substancji zewnątrzkomórkowej, agrekanu oraz kolagenu typu 11. Odróżnicowane 
komórki chrzęstne cechują się również podwyższoną ekspresją kolagenu typu 1 
i wersykanu (21).

Alginian Jest podłożem stosowanym w celu uzyskania reekspresji cech fenotypo
wych uprzednio odróżnicowanych w wyniku intensywnego namnażania chondrocy
tów (22,23). Komórki hodowane na podłożu z alginianu wykazują reekspresję cech 
fenotypowych po 3 tygodniach, a proces pełnego zróżnicowania komórek w hodow
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li wymaga kilku kolejnych tygodni (24,25). Gagne i wsp. (26) zaobserwowali w prze
krojach hodowli chondrocytów w alginianie po 12 tygodniach obecność cienkich 
włókien kolagenowych przenikających wyprodukowaną przez komórki macierz 
zewnątrzkomórkową. Binette i wsp. (21) obserwowali cechy fenotypowe chondrocy
tów nawet po 5 miesiącach prowadzenia hodowli w żelu alginianowym. Alginian 
w ścianie pęcherza moczowego szczura był dobrze widoczny jeszcze po 10 tygo
dniach od implantacji. Uważamy, że jest to okres wystarczający chondrocytom na 
osiągnięcie reekspresji cech fenotypowych i umożliwiający im wyprodukowanie do
statecznej ilości własnej macierzy zewnątrzkomórkowej, która będzie substancją 
podporową, niezbędną w przypadku leczenia refluksu pęcherzowo-moczowodowe- 
go. Jednocześnie poza czasowym odczynem hipertroficznym ze strony nabłonka pę
cherza moczowego nie obserwowano żadnych niepożądanych skutków ubocznych 
po podaniu zestalonego alginianu. Nie stwierdzono cech reakcji zapalnej w obrębie 
warstwy mięśniowej pęcherza moczowego ani odczynu ze strony jamy otrzewnej.

Doświadczenie z użyciem włókien alginianu (Sorbalgone) pozwoliło obserwo
wać przyżyciowo prołiferujące chondrocyty o kształtach odmiennych od komórek 
rosnących w pojedynczej warstwie. Zmiana kształtu komórek kułistych jest dowo
dem pośrednio świadczącym o przydatności tego podłoża do uzyskania reekspresji 
fenotypu hodowanych chondrocytów (27).

W ostatnim etapie doświadczenia zaobserwowano inicjację procesu produkcji 
macierzy zewnątrzkomórkowej przez chondrocyty rosnące w żelu alginianowym in 
vitro. Komórki w preparatach cytologicznych otrzymane z hodowli przestrzennej 
wykazywały podobny wygląd do komórek rosnących na włóknach ałginianu (Sorbal
gone). Barwienie błękitem alejami wykazało obecność niebieskich depozytów 
w przestrzeni zewnątrzkomórkowej, co potwierdza fenotyp chrzęstny hodowanych 
komórek (fot. 8). Podłoże przestrzenne z alginianu, jak się wydaje, jest biomate
riałem Limożłiwiającym chondrocytom odpowiednie warunki do produkcji substan
cji zewnątrzkomórkowej. Synteza substancji zewnątrzkomórkowej pozwala komór
kom tworzyć tkankę o właściwościach fizycznych, zbliżonych do natywnej chrząstki.

6. Wnioski

Alginian jest podłożem, które pozwala na otrzymanie trwałych impłantów stano
wiących konstrukcję przestrzenną dla chondrocytów. Okres degradacji alginianu 
stwarza chondrocytom możliwość różnicowania i podziałów. Efektem ubocznym 
stosowania alginianu jest czasowy przerost nabłonka pęcherza moczowego. Wzrost 
chondrocytów na rusztowaniu z alginianu sugeruje reekspresję ich cech fenotypo
wych, potwierdzonych morfologią komórek oraz obecnością substancji macierzy 
zewnątrzkomórkowej.
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