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Summary

Aim of the study. The aim of the study was to develop our own method of chondrocyte culture in
tissue adhesive.

Material and methods. The authors have established an optimal method of cell culture (preparation
method and used media). The authors has shown that the described method of chondrocyte culture
and implant preparation enables to obtain the amount of cells needed for implantation into the hyaline
cartilage lesion within knee joint.

Results and conclusions. Tissue adhesive based on autologous and allogenic fibrinogen prepared
in RCKiK in Katowice is a beneficial and easy to use medium for the preparation of implants con-
taining cultured autologous chondrocytes.
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Streszczenie

Cel pracy. W pracy przedstawiono wlasng metodg hodowli chondrocytow w kleju tkankowym.
Materiat i metody. Ustalono optymalny sposob prowadzenia hodowli biorac pod uwagg sposob pre-
paratyki oraz zastosowane media. Wykazano, ze wlasna metoda hodowli i przygotowania przeszcze-
pow chondrocytow umozliwia uzyskanie liczby komorek koniecznej do implantacji w miejscu ubytku
chrzastki szklistej stawu kolanowego.

Wyniki i wnioski. Klej tkankowy oparty na autologicznym i allogenicznym fibrynogenie przygoto-
wywanym w RCKiK w Katowicach stanowi korzystne i wygodne podtoze do przeszczepu wyho-
dowanych autologicznych chondrocytow.

Stowa kluczowe: Chondrocyty, hodowla tkankowa
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Joint cartilage has limited ability to regenerate. Degene-
rated part of cartilage is usually replaced by fibro-hyali-
ne cartilage. Structure and mechanical properties of mixed
fibro-hyaline cartilage are different from normal, hyali-
ne cartilage that is present in knee joint. Because of that,
the replacement of normal cartilage with mixed type leads
to rapid development of osteoarthritis.

Autologous Chondrocyte Implantation (ACI) is a me-
thod used in the treatment of joint cartilage lesions.
Chondrocytes are isolated from the piece of cartilage
obtained from the unloaded part of knee joint. Next, the
cells are being cultured in vitro to increase their number
and afterwards the cells are implanted into the cartilage
lesion site.

The aim of the study was to develop our own method
of chondrocytes culture as well as to establish the pre-
paration protocol of chondrocytes in suspension and
chondrocytes in tissue adhesive as implants for ACI.

MATERIAL AND METHOD

20 chondrocyte cultures were performed in Tissue Bank
of Regional Centre of Blood Donation and Blood Treat-
ment in Katowice (RCKiK). Cartilage samples were ta-
ken from femoral lateral epicondyle during knee joint al-
loplasty in patients with primary or mechanical gonarth-
rosis. The examined group of patients consisted of 16
women and 4 men aged from 55 to 79 years (mean age:
68 years).

After obtaining the cartilage, the sample was trans-
ferred into transport vial, filled with sterile, cooled phy-
siological saline solution and stored in refrigerator (tem-
perature from +4°C to +8°C). The blood was kept in room
temperature, in vertical position.

The serum was prepared by centrifugation (10 minu-
tes, 900 x g) of blood and after isolation aliquoted into
vials, filtered and stored at —20°C. Every time only small
portion of serum needed to supplement new portion of
culture media was defrosted.

The cartilage was repeatedly washed and next stored
for one day in +2-8°C in Ham’sF12 medium supplemen-
ted with 50 €g/ml gentamicin and 2 €g/ml amfotericin.
On the next day the cartilage was cut into small pieces
(approximately 0.5 mm diameter) and digested in 37°C
for 6 hours in Ham’sF12 medium supplemented with
0.1% of type II collagenase, gentamicin and amfotericin.

The digested tissue was filtered through nylon mesh
(pore diameter 70 or 100 um) and centrifugated (5 mi-
nutes, 100 x g). The pellet was washed with Ham’sF12
medium supplemented with gentamicin and amfotericin.
The cells were seeded onto FALCON PRIMARIA pla-
tes in DMEM/Ham’sF12 medium supplemented with
20% serum, 50 €g/ml gentamicin, 2 ¢g/ml amfotericin,
50 &g/ml vitamin C. Culture media were supplemented
with 10% serum. Cells were cultured in 5.5% CO, at
37°C. The medium was replaced every 48 hours. After
achieving of 80% of confluence the cells were trypsini-
zed. Cell viability was measured using trypan blue sta-
ining as well as using automatic Cell Counter.

Chrzastka stawowa posiada niewielkie zdolnosci do re-
generacji, a w miejscu jej uszkodzenia pojawia si¢ zazwy-
czaj chrzastka wioknisto-szklista. Ma ona inna budowe
1 wlasciwosci mechaniczne niz chrzastka szklista normal-
nie wystepujaca w stawie kolanowym, co prowadzi do
szybkiego rozwoju choroby zwyrodnieniowe;j.

Jednym ze sposobow leczenia ubytkéw chrzastki
stawowej jest autologiczny przeszczep chondrocytow
(Autologous Chondrocyte Implantation - ACI). Chondro-
cyty sa izolowane z fragmentu chrzastki pobranej z nie-
obciazonej czesci stawu kolanowego, namnozone in
vitro, a nastgpnie wszczepiane w miejsce uszkodzenia
chrzastki.

Celem naszej pracy byto opracowanie wlasnego spo-
sobu hodowli chondrocytéw oraz przygotowywania prze-
szczepéw w zawiesinie 1 w kleju tkankowym.

MATERIAt I METODA

W Banku Tkanek Regionalnego Centrum Krwiodawstwa
1 Krwiolecznictwa w Katowicach wykonano 20 hodowli
chondrocytéw. Fragmenty chrzastki stawowej z klykcia
bocznego kosci udowej pozyskano podczas protezopla-
styki stawu kolanowego wykonanej u chorych z pierwot-
ng lub uwarunkowang mechanicznie gonartroza. Wsrod
nich byto 16 kobiet i 4 mg¢zczyzn w wieku od 55 do 79
lat (Srednio 68 lat).

Chrzastke, po pobraniu, przektadano do sterylnej
proboéwki transportowej, zalewano sterylna, schtodzona
sola fizjologiczna i przechowywano w lodowce w tem-
peraturze od +40C do +8°C. Krew przechowywano
w temperaturze pokojowej w pozycji pionowe;j.

Surowice przygotowywano wirujac probowki z odsta-
na krwia pacjenta 10 minut przy 900 x g, przenoszono
do probowek, filtrowano i przechowywano w tempera-
turze —20°C. Rozmrazano tylko wymagana porcje do
zmiany medium hodowlanego.

Chrzastke wielokrotnie ptukano i przechowywano do
nastgpnego dnia w temperaturze od +2 do +8°C w pozywce
Ham’sF12 zwierajacej 50mg/ml gentamycyny, 2mg/ml
amfoterycyny. Kolejnego dnia chrzastke krojono na mate
fragmenty o wielkosci 0,5mm i trawiono przez 6 godzin
0,1% kolagenaza typu II w pozywce Ham’sF12 z genta-
mycyna i amfoterycyna, w temperaturze 37°C.

Strawiona chrzastke filtrowano przez filtr nylonowy
o wielko$ci poréow 70mm lub 100pm i wirowano 5 minut
przy 100 x g. Peletke komorek ptukano w pozywce
Ham’sF12 zawierajacej gentamycyng i amfoterycyng.
Komérki wysiewano na ptytki typu FALCON PRIMA-
RIA w pozywce DMEM/Ham’sF12 suplementowanej
20% surowica, 5S0mg/ml gentamycyny, 2mg/ml amfote-
rycyny, 50mg/ml witaminy C. W dalszej hodowli stoso-
wano surowice o stezeniu 10%. Hodowlg chondrocytéw
prowadzono w inkubatorze w temperaturze +37°C
w atmosferze 5,5% CO,. Pozywke zmieniano co 48 go-
dzin. Gdy komorki osiagaty 80% konfluencje byty tryp-
synizowane. Zywotno$¢ komérek sprawdzano za pomo-
ca barwienia bigkitem trypanu, oraz przy uzyciu automa-
tycznego licznika komoérek Cell Counter.
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During cell culture cell duplication ratio was calcu-
lated using the following formula:

Number of duplicated cells=Logl10(N/NO0) x 3.33

N — number of cells at the end of culture; NO-number
of cells at the beginning of culture.

After achieving the required number of cells, chondro-
cyte implant was prepared either in suspension or in tissue
adhesive. Chondrocytes were trypsinized and washed
twice with DMEM/Ham’sF12 supplemented with 10% of
serum, 50 mg/ml gentamicin, 2 mg/ml amfotericin. Next,
the cells were counted and their vitality was tested. The
centrifugated cells were next used for implant prepara-
tion.

The preparation of chondrocytes in suspension ready
to implantation sufficient to fill 1 cm? of lesion require
0.6-3.3 x 1076 of cells. To prepare the implant, chondro-
cyte pellet was suspended in 200 pl of Ham’sF12 sup-
plemented with 20% of serum.

During the preparation of implant in tissue adhesive
allogenic fibrinogen was isolated in Regional Centre of
Blood Donation and Blood Treatment in Katowice from
donated blood. 600 ml of blood plasma was obtained via
automatic plasmapheresis using Hemonetic MCS+ sepa-
rator. Subsequently, the plasma was frozen at -80 and
defrosted at +4 (in water bath) twice. Condensed fibri-
nogen precipitate was centrifugated at +4 (1000 x g, 15
minutes) using Haereus Cryofuge. Supernatant was remo-
ved using a press manufactured by Melco Engineering.
The remaining steps were performed on fibrinogen pre-
cipitate.

Cell pellet was mixed with fibrinogen and aprotinin
in one vial, while in the other vial thrombin was mixed
with 10% calcium chloride. The mould designed speci-
fically for this purpose was filled first with cells mixed
with fibrinogen and next aprotinin and thrombin with
calcium chloride. The mixtures were pipetted rapidly. Up
to the moment of solidification, the product was tighte-
ned in the mould to obtain required thickness (less than
2-3 mm). To obtain the implant measuring 20 mm in
diameter and 2-3 mm thickness approximately 600 pl of
cell mixture in tissue adhesive was used. Preparation of
implant consisting of chondrocytes in tissue adhesive
requires 5-10x10° cells for 1 ml of tissue adhesive.

RESULTS

We have optimized digestion conditions using type II
collagenases manufactured either by SIGMA or Wor-
thington. Various digestion times (from 4 to 18 hours) as
well as enzyme concentrations (from 0.04 to 0.12%) were
compared. We have experimentally determined accurate
cartilage digestion time to obtain high percentage of
digested tissue without cell damage.
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Podczas hodowli obliczano wspotczynnik podwajania
komoérek postugujac si¢ wzorem:

Liczba podwajanych komorek = LoglO(N/NO) x 3,33

N — liczba komoérek na koncu hodowli; NO-liczba ko-
morek na poczatku hodowli

Po osiagnigciu zadanej liczby komorek przygotowywa-
no przeszczep chondrocytow w zawiesinie lub kleju
tkankowym. Chondrocyty trypsynizowano i plukano
dwukrotnie w pozywce DMEM/Ham’sF12 suplemento-
wanej 10% surowica, 50mg/ml gentamycyny, 2mg/ml
amfoterycyny. Nastgpnie komorki liczono i sprawdzano
ich zywotnos¢. Uzyskane w wyniku wirowania komorki
wykorzystywano do przygotowania przeszczepu.

W przypadku przygotowania przeszczepu chondrocy-
tow w zawiesinie do wypehienia 1cm? ubytku chrzest-
nego w stawie pacjenta nalezy wyhodowaé¢ od 0,6 do
3,3mlIn komorek.

Do przygotowania przeszczepu chondrocytow w za-
wiesinie peletkg¢ komorek zawieszano w 200ul pozywki
Ham’sF12 z 20% surowica.

Do przygotowania przeszczepu w kleju tkankowym
wykorzystywano fibrynogen allogeniczny przygotowy-
wany w Regionalnym Centrum Krwiodawstwa i Krwio-
lecznictwa w Katowicach od dawcow honorowych.
Osocze pobierano metoda plazmaferezy automatycznej
o objetosci 600 ml na separatorze Hemonetics MCS+,
nastgpnie dwukrotnie zamrazano do minus 80°C i roz-
mrazano w temperaturze +4°C w tazni wodnej. Zagesz-
czony precypitat fibrynogenu wirowano w temperaturze
+4°C przy 1000 x g przez 15 minut w wird6wce Haereus
Cryofuge. Supernatant usuwano przy uzyciu prasy Mel-
co Engineering, a do dalszych prac wykorzystywano
precypitat Fbg.

Peletke komodrek mieszano z fibrynogenem i aproty-
ning w jednej proboéwce, w drugiej probéwce trombing
z 10% chlorkiem wapna. Do specjalnie utworzonej for-
my naktadano kolejno mieszaning fibrynogenu z komor-
kami i aprotyning oraz trombing z chlorkiem wapnia,
szybko mieszajac dot-gora. Produkt do czasu zastygnig-
cia zaciskano w specjalnej formie z dwdch stron, tak aby
jego grubos¢ wynosita nie wigcej niz 2-3mm. Dla uzy-
skania przeszczepu o $rednicy 20mm i grubosei 2-3mm
wykorzystywano 600 pl mieszaniny komoérek w kleju
tkankowym. W przypadku przygotowywania przeszcze-
péw chondrocytéw w kleju tkankowym nalezy przeszcze-
pia¢ 5-10mIn komorek na 1 ml kleju tkankowego.

WYNIKI

Przeprowadzono optymalizacj¢ warunkéw trawienia
z wykorzystaniem kolagenazy typu II firmy SIGMA
i Worthington. Poréwnano czas trawienia od 4 do 18
godzin, przy stgzeniach enzymu od 0,04% do 0,12%.
Okreslono doktadne stgzenie enzymu i czas trawienia
chrzastki tak, aby uzyska¢ wysoki procent strawionej
chrzastki, a jednocze$nie nie uszkadzaé komorek.
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Optimal digestion conditions were the following:
digestion time - 6-8 hours, in Ham’sF12 medium sup-
plemented with 0.1% collagenase manufactured by
Worthington. On average, digestion of 1 mg of carti-
lage led to obtaining of 3450 cells. The lowest num-
ber of cells isolated from 1 mg of cartilage was 1240,
whereas the highest number was 4450. No relationship
between cartilage mass and number of obtained cells
was observed.

Isolated cells were seeded into culture dishes made
by various manufacturers: NUNC, FALCON, and SAR-
STEDT. The best rate of cell adhesion was observed on
FALCON PRIMARIA culture dish. Within a few hours
after seeding the cells adhered into the bottom of the
culture dish, and after approximately 3 days the cells
started to proliferate. The cells adhered in varied way -
some of them needed only an hour, while the others
required between ten and twenty hours. Initially the
adhering cells were round and after a few days they
started to spread. At the end of the culture cells took
a ,,stretched” shape.

At the first passage various culture dishes were tested
(NUNC, FALCON and SARSTEDT). The subsequent
culture was performed using NUNC culture dishes. Cell
culture time varied between 30 and 35 days (on average
33 days). Cell culture was maintained in atmosphere
enriched with 5.5% CO,. During the culture the cells were
passaged 3-7 times (5 times on average) (Table I).

During every trypsinization as well as during the final
implant preparation cell viability was tested and cell
duplication ratio was counted.

Additionally, we have checked whether the chondro-
cytes can be stored in room temperature or in the refri-
gerator up to 48 hours after the preparation. It is impor-
tant to determine the transport conditions and implant
storage time. It was shown that after implant preparation
the chondrocytes can be stored up to 48 hours in +4°C-
8°C. Cells storage in room temperature led to lesser
viability and higher aggregation rate. Cell proliferation
rate differed between patients. In the majority of cases
we have managed to obtain the required cell number;
however, it was impossible to determine the time needed
for cell culture.

The presented study involved repeated attempts to
prepare chondrocyte implants in tissue adhesive and
sterile implant packaging. During the experiments we
have used allogenic fibrinogen obtained from blood
donors’ plasma in RCKiK in Katowice in various con-
centrations (30-60 mg/ml). In our observation, lower Fbg
concentration influenced gel consistency of implant, its
plasticity and adhesivity.

To check the time of implant degeneration the prepa-
red implants were stored in incubator in DMEM/
Ham’sF12 medium supplemented with 10% serum, gen-
tamicin (50 ug/ml), amfotericin (2 ug/ml), vitamin C (50
png/ml). The observation has shown that tissue adhesive
was completely absorbed after 2-3 weeks since implant
preparation. It was too short for chondrocytes to produ-

Ustalono, ze najdogodniejsze warunki trawienia to
6-8 godzin w podlozu Ham’sF12 zawierajacym kolage-
nazg firmy Worthington o stgzeniu 0,1%. Podczas trawie-
nia macierzy chrzastki izolowano komoérki w liczbie
$rednio 3450 komorek na 1 mg chrzastki. Najmniejsza
liczba wyizolowanych komorek z 1 mg chrzastki to 1240
a najwyzsza 4450. W badaniach nie stwierdzono wspot-
zaleznosci miedzy masa chrzastki, a liczba uzyskiwanych
komorek.

Wyizolowane komorki wysiewano na naczynia ho-
dowlane réznych firm: NUNC, FALCON, SARSTEDT.
Zaobserwowano, ze komorki najliczniej i najlepiej osia-
daja na butelkach hodowlanych typu FALCON PRIMA-
RIA. W ciagu kilku godzin od wysiania komorki przy-
legaty do dna butelki hodowlanej, a po okoto 3 dobach
zaczynaty si¢ dzieli¢. Komoérki przywieraty w bardzo
zréznicowany sposob, jedne osiadaty juz po godzinie,
inne potrzebowaty kilkunastu godzin. Osiadajace komorki
czgsto byly zaokraglone, po kilku dniach uzyskiwaly
nowy ksztatt bardziej rozptaszczony, by pod koniec
hodowli przybraé juz ksztalt bardzo rozciagnigty.

Po pierwszym pasazu testowano naczynia hodowla-
ne typu NUNC, FALCON i SARSTEDT. Do dalszej
hodowli wybrano butelki typu NUNC. Hodowlg prowa-
dzono od 30 do 35 dni (Srednio 33 dni) w inkubatorze
do hodowli komoérek z atmosferg CO, 5,5%. Komorki
pasazowano 3 do 7 razy ($rednio 5 razy) w trakcie okre-
su hodowli (Tabela I).

Kazdorazowo podczas trypsynizacji oraz podczas
koncowego przygotowania przeszczepu oceniano zywot-
no$¢ wyhodowanych komorek, oraz obliczano wspot-
czynnik podwajania komorek.

Dodatkowo sprawdzano mozliwo$¢ przechowywania
chondrocytéow w warunkach temperatury pokojowej i w
lodowce do 48 godzin po przygotowaniu, co miato zna-
czenie dla okreslenia warunkéw transportu i czasu prze-
chowywania przeszczepu. Stwierdzono, ze chondrocyty po
przygotowaniu przeszczepu mozna przechowywac do 48
godzin w temperaturze od +4°C do +8°C. Przechowywa-
nie komorek w temperaturze pokojowej powoduje wyzsza
ich $miertelno$¢ i agregacje. Podczas hodowli komorki
proliferowaty w zréznicowany sposob u kazdego z pacjen-
tow. W wigkszosci przypadkoéw udato sig uzyska¢ wyma-
gang liczbg komorek, cho¢ nigdy nie dalo si¢ z gory
okresli¢ doktadnego czasu co do jej uzyskania.

Podczas prowadzonych badan wykonywano wielo-
krotne préby przygotowywania przeszczepéw chondro-
cytow w kleju tkankowym oraz sterylnego pakowania
przeszczepu. Do doswiadczen wykorzystywano alloge-
niczny fibrynogen honorowych dawcéw RCKiK w Ka-
towicach w réznych stgzeniach (od 30 do 60 mg/ml).
Okazato sig, ze nizsze stezenie Fbg wptywalo na zelowa
konsystencj¢ przeszczepu, jego duza plastycznos¢ i ad-
hezyjnos¢.

Przygotowywane przeszczepy przechowywano w in-
kubatorze w podtozu DMEM/Ham’sF12 suplementowa-
nym 10% surowica, gentamycyna (50mg/ml), amfotery-
cyna (2mg/ml), witaming C (50mg/ml), aby sprawdzi¢ ich
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ce matrix in knee joint. Because of that we have incre-
ased the concentration of antifibrinolytic factor, aproti-
nin, from 3000 KIU into 5000 KIU. In consequence, we
extended degradation time to 4-5 weeks.

113

czas rozpadu. Stwierdzono, ze klej tkankowy rozktadat
si¢ w ciggu 2-3 tygodni od momentu przygotowania
przeszczepu. Byl to zbyt krotki czas dla chondrocytow
na wytworzenie macierzy w stawie kolanowym. Zmie-
niono wigc stgzenie aprotyniny — czynnika antyfibryno-
litycznego z 3000 KIU do 5000 KIU, wydtuzajac tym
samym czas degradacji do 4-5 tygodni.

Tab. 1. Number of chondrocyte.s Number Number of cells Logl10(N/N0) | Passages| Time of
isolated from 100 mg of carti- of isolated cells at the end of culture x 3,33 culture
lage, number of passages and (104100 mg) (10°)
time of culture
1 0,32 30,05 6,6 7 30
2 0,29 17,50 5,8 6 30
3 0,23 1,3 2,5 3 31
4 0,17 26,4 7,2 7 32
5 0,18 8,5 5,6 6 35
6 0,21 6,48 4,9 6 35
7 0,24 9,15 53 6 35
8 0,26 21.5 6,3 6 31
9 0,24 3,23 3,7 5 30
10 0,27 11,2 5,8 6 31
11 0,14 1,08 2,9 4 33
12 0,25 1,4 2,5 4 30
13 0,12 3,52 4,8 5 35
14 0,26 12,9 5,6 6 35
15 0,45 23,48 5,7 6 35
16 0,23 21,6 6,5 7 35
17 0,18 9,39 5,6 5 35
18 0,43 17,88 5,3 7 35
19 0,37 4,16 3,5 5 32
20 0,33 4,73 3.8 4 35
Mean 0,26 11,8 4,9 5 33
Minimum 0,14 1,3 2,5 3 30
Maximum 0,33 30,05 7,2 7 35
Tab. 1. Liczba wyizolowanych L. wyizolowanych L. komérek Logl10(N/NO) | Pasaze Czas
chondrocytow ze 100 mg chrzast- komoérek na koncu hodowli x 3,33 hodowli
ki, liczba pasazy i czas hodowli (mIn/100mg) (mln)
1 0,32 30,05 6,6 7 30
2 0,29 17,50 5,8 6 30
3 0,23 1,3 2,5 3 31
4 0,17 26,4 7,2 7 32
5 0,18 8,5 5,6 6 35
6 0,21 6,48 4,9 6 35
7 0,24 9,15 5.3 6 35
8 0,26 21.5 6,3 6 31
9 0,24 3,23 3,7 5 30
10 0,27 11,2 5.8 6 31
11 0,14 1,08 29 4 33
12 0,25 1,4 2,5 4 30
13 0,12 3,52 4,8 5 35
14 0,26 12,9 5,6 6 35
15 0,45 23,48 5,7 6 35
16 0,23 21,6 6,5 7 35
17 0,18 9,39 5,6 5 35
18 0,43 17,88 5,3 7 35
19 0,37 4,16 3,5 5 32
20 0,33 4,73 3.8 4 35
Srednio 0,26 11,8 4,9 5 33
Minimum 0,14 1,3 2,5 3 30
Maximum 0,33 30,05 7,2 7 35
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DISCUSSION

Autologous chondrocyte implantation into articular
cartilage lesion alleviates pain and postpones the need
of alloplasty. In vitro cultured chondrocytes are able
to produce cartilage matrix that is morphologically,
biochemically and biomechanically similar to hyaline
cartilage matrix. Number of cells needed for the par-
ticular patient is determined individually on the basis
of cell proliferation rate and the size of articular le-
sion site. In the majority of patient number of implan-
ted cells varies between 0.64 and 3.3 x 10° per 1 cm2
of lesion (2,3).

To establish chondrocyte culture, the cells have to be
released from the surrounding matrix (a mixture of type
II, IX, XI collagen, proteoglycans and hyaluronic acid).
Tissues surrounding the cartilage are removed. The car-
tilage is next washed repeatedly, cut into small pieces and
subsequently digested to remove extracellular matrix.
Isolated cells are then seeded into culture dish in appro-
priate media containing nutrients (vitamins, amino acids,
glucose). In addition, the media are supplemented with
10-20% serum containing hormones and adhesion mole-
cules stimulating cell proliferation. Culture media are also
supplemented with antibiotics and antimycotics to pro-
tect the culture from bacterial and fungal infections. The
cells are maintained in the atmosphere enriched with CO,.
After achieving 80-90% of confluence the cells are pas-
saged into another culture dish (bottle). Regular observa-
tions and viability testing using reverse microscope ena-
ble to assess cell number as well as to choose implanta-
tion time (5). If duplication rate is more than 6-8, cell
passaging is not recommended. This is because in such
a moment cells’ chondrogenic potential is very low and the
cells have lower ability to produce extracellular matrix.

Prepared implant must be sterile, and cell viability
should be more than 80%. Cell culture should be fully
documented.

Until recently, cultured chondrocytes were seeded
only under periosteal patch sutured in the cartilage lesion
site. Nowadays it is more and more commonly replaced
by collagen membrane consisting of type I and III col-
lagen. In second generation ACI the cells are seeded into
membranes, while in third generation ACI, the cells are
seeded on 3D scaffolds. In case of 3D structures, the cell
culture is extended to 5-6 weeks. The most important
advantage of scaffolds used during the preparation of ACI
is that they do not need any periosteal patch, hence the
patient do not require extensive surgical procedure. The
polymers used in the production of scaffolds enable to
adjust implant shape to the lesion site. Moreover, the
implant is mechanically stable and is suitable for arthro-
scopic surgery (1,3).

Fibrinogen isolation methods, involving the use of
blood plasma obtained from many donors, carry the risk
of infectious diseases transmission. To reduce the risk we
have developed a method of fibrinogen isolation from
a single donor. This approach allows detailed donor iden-

DYSKUSJA

Przeszczep autologicznych chondrocytéw w miejsce
ubytku chrzastki stawowej powoduje ztagodzenie dole-
gliwosci bolowych oraz op6znia koniecznos¢ wykonywa-
nia alloplastyki. Namnozone in vitro chondrocyty wyka-
zuja zdolnos$¢ tworzenia macierzy chrzgstnej o wlasciwo-
$ciach morfologicznych, biochemicznych i biomechanicz-
nych zblizonych do macierzy chrzastki szklistej. Liczba
komorek potrzebna dla chorego jest indywidualnie usta-
lana na podstawie mozliwosci proliferacyjnych komorek
oraz wielkosci ubytku powierzchni stawowej. U wigkszo-
Sci pacjentdow przeszczepia si¢ od 0,64 do 3,3 min komo-
rek w zawiesinie na cm? uszkodzonej powierzchni (2,3).

Aby uzyska¢ hodowle chondrocytow nalezy uwolnic¢
komorki z otaczajacej je macierzy bedacej mieszaning
kolagenu typu I, IX, XI, proteoglikanéw i hialuronianu.
Chrzastke oczyszcza si¢ z przylegltych tkanek, kilkakrot-
nie ptucze, kroi na male fragmenty, nastgpnie poddaje
trawieniu enzymatycznemu w celu usunigcia macierzy
migdzykomorkowej. Wyizolowane komorki wysiewa sig
na naczynia hodowlane w odpowiednich pozywkach
zawierajacych substancje odzywcze (witaminy, amino-
kwasy, glukoz¢). Dodatkowo stosuje si¢ surowice w ste-
zeniu 10-20% zawierajaca hormony i czynniki adhezyj-
ne stymulujace wzrost komoérek. Pozywki hodowlane
uzupeknia si¢ rowniez antybiotykami celem zapobiegania
infekcjom bakteryjnym, oraz $rodkiem zapobiegajacym
infekcjom grzybiczym. Hodowlg prowadzi si¢ w inkuba-
torze w atmosferze CO,. Po osiagnigciu konfluencji 80-
90% komorki sa pasazowane na kolejne butelki. Obser-
wacja 1 sprawdzanie zywotnosci w mikroskopie odwro-
conym pozwala na oceng liczby komorek i wybdr czasu
transplantacji (5). Nie nalezy pasazowac komorek jesli
wspotczynnik podwajania wynosit powyzej 6-8; po tym
czasie ich potencjat chondrogeniczny jest bardzo niski,
jak réwniez maleje ich zdolno$¢ do tworzenia macierzy
zewnatrzkomorkowe;.

Wydany przeszczep komoérek musi by¢ sterylny,
a zywotno$¢ komorek zachowana powyzej 80%. Podczas
hodowli nalezy prowadzi¢ pelna dokumentacj¢ procesu
hodowli.

Do niedawna wyhodowane chondrocyty przeszczepia-
no tylko pod tat¢ okostnej przyszywana w miejscu ubyt-
ku chrzastki. Obecnie coraz czgsciej jest ona zastgpowa-
na blona kolagenowa sktadajaca si¢ z kolagenu typu I
i III. Druga generacja ACI polega na wysiewaniu komo-
rek na btonach, a trzecia na hodowli 3D na matrycach
(skafoldach). W tym ostatnim przypadku hodowla trwa
dtuzej okoto 5-6 tygodni. Najwazniejsza zaleta stosowa-
nia skafoldow w przypadku ACI jest brak potrzeby uzy-
wania taty okostnej, co ogranicza rozlegto$¢ zabiegu
operacyjnego. Stosowanie polimeréw zapewnia, ze wy-
tworzony przeszczep jest dobrze dopasowany do ksztat-
tu ubytku, jest stabilny mechanicznie oraz pozwala na
przeprowadzenie operacji technika artroskopowa (1,3).

Metody pozyskiwania fibrynogenu polegajace na
mieszaniu osocza pozyskiwanego od wielu dawcow nio-
sa za soba ryzyko przeniesienia chorob zakaznych. Z tego
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tification and eliminates the risk of viral disease trans-
mission.

The study involved the use of tissue adhesive. Altho-
ugh tissue adhesive is not a 3D scaffold, it is an intere-
sting and nowadays quite popular alternative for cell
suspension injection (4,6,7). The novelty was the use of
autologous fibrinogen to the preparation of implant. To
our knowledge no references regarding the method of
autologous chondrocyte implantation in autologous fibri-
nogen in human exist.

The study has shown, that fibrinogen prepared in
RCKiK in combination with cells gave very plastic
implants, easy to reshape and adhere in the lesion site.
These features enabled easy and fast implantation. Com-
mercially available tissue adhesive, Tissucol, did not have
the described set of features. The implants containing
cells and Tissucol were very cohesive, but not plastic as
a gel. Because of that the implants poorly adhered into
cartilage lesion site.

CONCLUSIONS

1. The described method of chondrocyte culture and
implant preparation enables to obtain the amount of
cells needed for implantation into the hyaline cartila-
ge lesion within knee joint.

2. Tissue adhesive based on autologous and allogenic
fibrinogen prepared in RCKiK in Katowice is a bene-
ficial and easy to use medium for the preparation of
implants containing cultured autologous chondrocytes.

115

powodu w naszym os$rodku opracowano metodg pozyski-
wania fibrynogenu od pojedynczego dawcy, co pozwala
na dokladna jego identyfikacjg i eliminuje ryzyko prze-
niesienia choroby wirusowej.

W pracy uzyto kleju tkankowego, ktory cho¢ nie jest
skafoldem to stanowi ciekawa i do$¢ popularna ostatnio
alternatywe dla iniekcji komoérek (4,6,7). Nowoscia byto
uzycie autologicznego fibrynogenu do przeszczepu ko-
morek. Metodg potaczenia autologicznych chondrocytow
z autologicznym fibrynogenem u cztowieka nie znalezio-
no w pisSmiennictwie.

W trakcie prowadzonych badan okazato sig, ze fibry-
nogen przygotowywany w RCKiK w potaczeniu z ko-
moérkami tworzyt przeszezepy o duzej plastycznosci,
mozliwosci odksztatcania 1 adhezyjno$ci w miejscu ubyt-
ku. Wiazato si¢ to z latwiejsza i szybsza implantacja.
Wyzej opisanych cech nie posiadat handlowy klej tkan-
kowy — Tissucol. Przeszczepy powstate po zmieszaniu
komoérek z Tissucolem byly silnie spoiste, bez cech pla-
stycznego zelu co wplywalo na ich staba adhezjg
w miejscu ubytku chrzestnego.

WNIOSKI

1. Opracowana metoda hodowli i przygotowania prze-
szczepdw chondrocytéw umozliwia uzyskanie liczby
komorek koniecznej do implantacji w miejscu ubytku
chrzastki szklistej stawu kolanowego

2. Klej tkankowy oparty na autologicznym i allogenicz-
nym fibrynogenie przygotowywanym w RCKiK
w Katowicach stanowi korzystne i wygodne podtoze
do przeszczepu wyhodowanych autologicznych chon-
drocytow.
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