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In the paper the biotechnology aspects of dog chondrocyte cell culture are considered, the effectiveness 
of cultured cell type as well as the basic parameters of cell growth kinetics are studied. The manufacturing 
method of 3D cell scaffoldin form of 2 % agarose hydrogel seeded with cultured chondrocytes for the purpose 
of cell therapy of articular cartilage defects in the experiment is described.
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СОЗДАНИЕ ТРЕХМЕРНОГО ЭКВИВАЛЕНТА ХРЯЩА IN VITRO: 
КИНЕТИКА РОСТА ХОНДРОЦИТОВ И АГАРОЗНЫЙ ГИДРОГЕЛЬ КАК НОСИТЕЛЬ
С. С. Страфун, Д. А. Зубов, О. А. Костогрыз, Р. Г. Васильев

В  статье рассматриваются биотехнологические аспекты культивирования хондроцитов 
собаки, изучается эффективность культивирования данного клеточного типа, основные пара-
метры кинетики роста. Описывается методика изготовления трехмерного клеточного носи-
теля — 2 % агарозного геля, засеянного культивированными хондроцитами в  целях клеточной 
терапии дефектов суставного хряща в эксперименте.
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Вступ

Відомо, що  ушкоджений суглобовий хрящ володіє 
низькою здатністю до репаративної регенерації, у зв’язку 
з чим проблема відновлення його дефектів стає досить 
актуальною, тому до цієї клінічної патології залучають-
ся нові технології лікування, зокрема методами клітин-
ної терапії та тканинної інженерії.

Першою клітинною технологію, спрямованою на від-
новлення ушкоджень суглобового хряща, став метод ау-
тологічної трансплантації хондроцитів, що був розроб
лений у  1994  р. M.  Brittberg [11]. Спочатку ця техніка 
являла собою імплантацію суспензії культивованих ауто-
логічних хондроцитів під періостальну заплатку. На сьо-
годні ця методика набула подальшого розвитку з  гене-
рацією біотехнологічних продуктів другого покоління, 
що представлені тривимірними конструкціями на осно-
ві клітин та компонентів матриксу. На сьогодні цією бі-
отехнологічною послугою для лікування травматичних 
ушкоджень суглобового хряща скористалося понад 50 
тис. чоловік по всьому світу, переважно з гарними клініч-
ними результатами [5].

Тим не  менш, основними проблемними питан-
нями, що виникають при розробці успішних технологій 
створення хрящового еквівалента ex vivo, на нашу думку, 
є такі.

1. Джерела клітин: які саме клітини є найбільш ефек-
тивними в  аспекті хондрогенезу in situ і  реституції 

хрящових дефектів тканиною, близькою до  нативно-
го хряща? У якості таких клітин наразі використовують 
хондроцити (не  тільки одержані з  суглобового гіаліно-
вого, але й з еластичного хряща різної локалізації), а та-
кож мультипотентні мезенхімальні стромальні клітини 
(ММСК) кісткового мозку та жирової тканини. При вибо-
рі варіанта клітин для трансплантації в хрящовий дефект, 
безсумнівно, потрібно керуватися доступністю клітин-
ного матеріалу в  кожному клінічному випадку. Напри-
клад, якщо мова йде про хірургічне втручання на колін-
ному суглобі, то слід забрати паралельно із втручанням 
біоптат хрящової тканини з оточуючої до дефекту або ж 
неушкодженої ненавантажуваної зони суглобової по-
верхні для  одержання культури хондроцитів. Вочевидь, 
що  оптимальними клітинами для  заміщення хрящових 
дефектів є  культивовані хондроцити, отримані з  самої 
хрящової тканини, які певний період субкультивування 
знаходяться в  анаболічному стані до настання феноме-
ну дедиференціювання хондроцитів у культурі [6] та які 
в  нормі скоріше реалізують in vivo свої гістогенетичні 
потенції до хондрогенезу.

2.  Які клітини доцільно пересаджувати в  хрящовий 
дефект? Некомітовані ММСК (з припущенням про те, що 
тканинне мікрооточення в ділянці трансплантації спря-
мує пересаджені клітини до  хондрогенезу), або  коміто-
вані клітини, що отримали сигнал до диференціювання 
в хондроцити в культурі або в процесі виготовлення но-
сія, що містить, крім клітин, відомі фактори хондрогенезу.
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3.  Проблема інтеграції трансплантата з  поверхнею 
дефекту хряща, тобто яким чином тривимірний носій 
з клітинами може бути інтегрований до раньового ложа 
по всій поверхні дефекту. Також необхідно визначитися 
з тим, що доцільніше пересаджувати: носій з клітинами 
зі заздалегідь змодельованою формою дефекту (виготов-
лення носія за шаблоном або формою дефекту безпосе-
редньо в ході операції), або ж найбільш ефективною ви-
явиться самоорганізація трансплантата безпосередньо 
в дефекті при з’єднанні компонентів носія і клітин — це 
так звані хондроіндуктивні “smart scaffolds”.

У  зв’язку зі згаданими аспектами, нами відпрацьова-
на технологія експансії хондроцитів та  створення хря-
щового еквівалента на основі агарозного гідрогелю для 
подальшого закриття поверхневих та  повношарових 
дефектів суглобового хряща в  експерименті в  собаки. 
На цьому етапі як джерело клітин для культивування та 
подальшої терапії нами обрані хондроцити вушної рако-
вини. У запропонованій статті висвітлено деякі біотехно-
логічні аспекти культивування цього типу клітин та ви-
готовлення тривимірного носія для  них на  основі біо-
сумісного, термореверсивного та хондрокондуктивного 
агарозного гідрогелю, який наразі широко використову-
ється в сучасних дослідженнях з вивчення біології хря
щової тканини [4].

Матеріали і методи
Культура хондроцитів
Ізолювання хондроцитів з  хряща вушної ракови-

ни собаки (n = 4, Мm = 3,0 г) проводили за загально при-
йнятими методиками [2, 7, 9, 10]. Тобто, для  фермен-
тативного дезагрегування тканинного біоптату вико-
ристовували 0,2 % розчин колагенази ІА (Sigma, США). 
Отримані клітинні суспензії висівали в культуральні фла-
кони (Corning, США) площею 25 см2 зі щільністю посіву
4×104/см2.

Культивування хондроцитів проводили в суміші по-
живного середовища DMEM/F12, 1:1 (Sigma, США) з  до-
даванням 10 % ембріональної телячої сироватки (Sigma, 
США), 2 мМ L-глютаміну (Sigma, США) та по 100 МО/мл 
пеніциліну та  100 мкг/мл стрептоміцину (Sigma, США), 
у CO2‑інкубаторі (Jouan, Франція) при 37°C і 5 % атмосфе-
рі CO2 та насичуючій вологості. Зміна середовища прово-
дилася кожну 3–4 добу культивування.

Пасирування, або  субкультивування, проводилося 
з використанням суміші розчинів 0,05 % трипсину, 0,02 % 
ЕДТА (Біотестмед, Україна) у  PBS, рН 7,4 (Sigma, США). 
Максимальний коефіцієнт пасирування — 1:6.

КУО-аналіз (колонієутворюючі одиниці)
Процес колонієутворення досліджуваного типу клі-

тин вивчали шляхом посіву 100 клітин на  чашку Петрі 
(⌀100 мм, Costar, США) у поживному середовищі, що міс-
тило DMEM/F12, 1:1 (Sigma, США) з  додаванням 10 %  
ембріональної телячої сироватки (Sigma, США), 2 мМ 
L-глютаміну (Sigma, США) та  по  100 МО/мл пеніцилі-
ну та 100 мкг/мл стрептоміцину (Sigma, США). Культиву-
вали в CO2‑інкубаторі (Jouan, Франція) при 37°С і 5 % ат-
мосфері CO2 та  насичуючій вологості протягом 14 діб 

[3, 10]. Надалі колонії фарбували кристалічним фіоле-
товим та  підраховували. Ефективність посіву (PE, plate 
efficiency, %) визначали за формулою:

	 PE, % = nкол. / nкліт. × 100,	 (1)

де nкол. — кількість сформованих колоній; nкліт. — кількість 
посіяних клітин.

Кінетика росту клітинних популяцій
культивованих хондроцитів
Число клітинних подвоєнь у популяції (n) та час по-

двоєння клітинної популяції (t) за умов, що остання зна-
ходиться у фазі логарифмічного росту в межах стандарт-
ної кривої росту клітинної популяції, визначали за  за-
гально прийнятими формулами [3]:

	 n = C lg (Xk / X0)	 (2)
	 t = T / C lg (Xk / X0),	 (3)

де С  — константа переведення логарифму в  десятковий 
логарифм для клітин, що культивуються; X0 — число по-
сіяних клітин; Xk — число нарощених клітин; Т — трива-
лість фази логарифмічного росту культури клітин.

Виготовлення агарозного гідрогелю
з культивованими клітинами
Для приготування 2 % агарозного гідрогелю з культи-

вованими хондроцитами використовували агарозу з по-
казниками міцності для 1 % гелю ≥1200 г/см2 та точкою 
гелеутворення 36±1,5°С (Sigma, США) та поживне середо-
вище DMEM-HG (з 4,5 г/л глюкози, РАА, Німеччина). Полі-
меризований агарозний гідрогель виготовляли в лунках 
24‑лункової плашки (Corning, США) з концентрацією 107 
клітин/мл/лунку [1]. Ізоляцію хондроцитів з гелю прово-
дили 0,02 % розчином ЕДТА (хелатуюча речовина) та пе-
ревіряли на  життєздатність методом фарбування 0,4 % 
розчином трипанового синього.

Візуалізація клітин та культур з використан-
ням методів інвертованої мікроскопії
Візуалізацію (методами інвертованої мікроскопії 

у світлі, що проходить, і фазово-контрастної мікроскопії) 
і фотодокументування культур клітин проводили за до-
помогою інвертованого мікроскопа Axiovert 40C (Zeiss, 
Німеччина), програми з обробки зображення AxioVision 
Rel. 4.8 (Zeiss, Німеччина) i камери PowerShot G10 (Canon, 
США). Клітинні препарати і культури попередньо фарбу-
валися кристалічним фіолетовим та  мікроскопувалися 
при 100‑разовому збільшенні.

Статистична обробка результатів
Кількісні характеристики випадкових величин пред-

ставлені у вигляді середніх значень (M) та стандартних 
помилок середніх значень (±m). Значимість розбіжнос-
тей показників оцінювалася за t-критерієм Стьюдента.

Результати та їх обговорення
Культура хондроцитів
Апробовано та  оптимізовано методику ізоляції клі-

тин — хондроцитів з  хряща вушної раковини собаки 
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Таблиця
Параметри кінетики росту клітинних популяцій 

хондроцитів (фаза логарифмічного росту)  
протягом 4‑х пасажів

Площа культурального 
флакону

X0, 
×105

Xk, 
×105

T,  
год n t,  

год

Хондроцити, 25 см2 0,92 8,6 174±15,1* 3,2 54,0

* р<0,05.

за допомогою ферментативного методу. Ізоляція колаге-
назою ІА виявилося ефективною при концентрації 0,2 % 
та  часу ферментації 60 хв. Одержані культури хондро-
цитів субкультивували до  п’ятого пасажу, що  було до-
статньо для  одержання терапевтично значимої кіль-
кості клітин (0,5–1×108 протягом 3–4‑х пасажів), та були 
збережені в  рідкому азоті. Культивування проводило-
ся за стандартних умов із застосуванням поживного се
редовища, що  містило DMEM/F12 та  10 % ембріональ-
ної телячої сироватки. Максимальний коефіцієнт паси-
рування, за  умови одержання активно проліферуючих 
культур, становив 1:6.

У  середньому, з  3,0 г хряща виділялося 4,6×106 хон-
дроцитів. Первинно виділені клітини після адгезії до 
культурального флакону починали проліферувати з  2‑ї 
доби. Морфологічно хондроцити в  первинній культу-
рі мали вигляд розшарованих округлих епітелоїдних 
клітин з  повільною проліферацією, які формували клі-
тинні кластери (рис. 1а). Неконфлуєнтні культури цьо-
го клітинного типу складалися з  невеликої кількос-
ті клітинних кластерів-колоній, витягнутих у  довжину, 
або три- і багатогранних, що містили різну кількість клі-
тин (до 30), деякі кластери зливалися. Таку притаманну 
культивованим хондроцитам морфологію клітини збері-
гали протягом п’ятьох пасажів (рис. 1б, в) і не змінювали 
на фібробластоїдну — ознака, характерна для хондроци-
тів у дедиференційованому стані.

КУО-аналіз
Формування колоній на  чашках Петрі при  низьких 

посівних концентраціях клітин (наприклад, 100 клітин 
на чашку Петрі), або, іншими словами, визначення ефек-
тивності посіву (РЕ, %), є  переважним методом аналізу 
проліферації клітин у культурі та їхнього виживання. Та-
кий підхід демонструє різницю в швидкості росту в межах 
популяції та виявляє різницю в зміні швидкості росту (роз-
мір колонії) та виживання клітин (число колоній). При по-
сіві клітинної суспензії по чашках Петрі в низькій концен-
трації клітини зростають як дискретні колонії. Число цих 
колоній може бути використаним для відображення ефек-
тивності культивування обраного типу клітин [3].

Нами було досліджено колонієутворюючий потенці-
ал хондроцитів на другому пасажі методом КУО-аналізу 
згідно з протоколом D. Prockop для стромальних клітин 
[10]: так, на  100 клітин у  середньому за  14 діб утворю
валося 49,4±3,5 колоній. Усього було 5 пасажів: на  пер-
шому пасажі утворювалося 59 колоній, на другому — 40, 
на третьому — 49, на четвертому — 44, на п’ятому — 55 ко-
лоній; ефективність посіву хондроцитів становила 49 %.

Кінетика росту культивованих хондроцитів
Найважливішими параметрами оцінки ефективнос-

ті нарощування клітин in vitro є такі параметри кінети-
ки росту, як число клітинних подвоєнь у популяції та час 
подвоєння клітинної популяції за умов, що остання зна-
ходиться у фазі логарифмічного росту в межах стандарт-
ної кривої росту клітинної популяції. Під терміном “ріст 
клітин” мається на увазі збільшення числа клітин [3].

Як можна бачити з  розрахованих даних у  табли-
ці, число клітинних подвоєнь, або  кількість випадків 

реплікації (n), у популяціях хондроцитів протягом чоти-
рьох пасажів становило в середньому 3,2. Час подвоєння 
клітинної популяції хондроцитів — це час, протягом яко-
го відбувається подвоєння чисельності або маси популя-
ції (t), становив у середньому 54 год.

Виготовлення агарозного гідрогелю як триви-
мірного носія для культивованих хондроцитів
Приготований в  асептичних умовах 4 % рідкий роз-

чин агарози з температурою 37°С у поживному середови-
щі DMEM-HG швидко та ретельно змішували 1:1 з суспен- 
зією культивованих хондроцитів 2‑го пасажу та  розли-
вали по  лункам 24‑лункової плашки до  полімеризації.  
У  результаті одержували полімеризований за  кімнатної 
температури 2 % агарозний гідрогель з  концентрацією 
107 клітин/мл/лунку (рис. 2). Полімеризований гель з клі-
тинами в  лунках заливали по  1 мл поживного середо
вища DMEM-HG та культивували в СО2‑інкубаторі за 37°С 
протягом 14 діб з повною зміною ростового середовища 
2 рази на тиждень. Надалі клітини ізолювали з агарозно-
го гелю за допомогою 0,02 % розчину ЕДТА (розчину Вер-
сену) та оцінювали їхню життєздатність методом фарбу-
вання трипановим синім, яка становила 93,7 %.

Висновки
Відпрацьовано методику ферментативної ізоляції 

хондроцитів хряща вушної раковини собаки за допомо-
гою 0,2 % розчину колагенази І типу, що дозволило, в се-
редньому, з 1 г тканини одержати 1,5×106 клітин.

Показано можливість культивування хондроцитів про
тягом п’ятьох пасажів, що було достатньо для одержання 
терапевтично значимої кількості клітин (0,5–1×108 про-
тягом 3–4‑х пасажів).

Притаманну культивованим хондроцитам морфоло-
гію клітини зберігали протягом п’ятьох пасажів та не змі-
нювали на  фібробластоїдну, яка є  ознакою культивова-
них хондроцитів у дедиференційованому стані.

Ефективність посіву хондроцитів на другому пасажі, 
виявлена в ході КУО-аналізу, становила 49 %.

При  вивченні показників кінетики росту клітинних 
популяцій хондроцитів було виявлено, що  число клі-
тинних подвоєнь протягом чотирьох пасажів станови-
ло в середньому 3,2, а час подвоєння клітинної популяції 
хондроцитів становив у середньому 54 год.

Відпрацьовано методику виготовлення тривимірно-
го носія для  культивованих хондроцитів на  основі 2 % 
агарозного гідрогелю, що містить 107 клітин/мл. Життє
здатність клітин після культивування в  гелі протягом 
14‑ти діб становила 93,7 %.
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Рис. 2. Агарозний гідрогель з культивованими хондроцитами (107 клітин/мл/лунку)

Рис. 1. Культура хондроцитів з хряща вушної раковини собаки: а — первинна неконфлуєнтна;
б — конфлуєнтна, перший пассаж; в — конфлуєнтна, п’ятий пасаж; фарбування кристалічним фіолетовим; ×100
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