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ABSTRACT

PURPOSE OF THE STUDY

Many congenital and acquired disorders as well as sequelae of injury are associated with articular cartilage degenera-
tion, which adversely affects the patient’s quality of life. The currently used cell therapy with cultured chondrocytes has its
disadvantages due to a process of de-differentiation of chondrocytes during cultivation. We believe that the mesenchymal
stem cell therapy offers a new treatment options.

MATERIAL AND METHODS

The adult mesenchymal stem cells (MSCs) for chondrocyte differentiation are usually obtained from bone marrow mesen-
chymal stem cells (BMSCs). In this study these cells were compared with mesenchymal stem cells derived from adipose
tissue (AMSCs). The aim of the study was to verify the ability of human BMSCs and AMSCs to differentiate into chondro-
cytes in vitro in the presence or absence of transforming growth factor beta (TGF-f1). Human BMSCs and AMSCs were
collected from healthy donors during orthopaedic surgeries, in vitro cultured in three passages to obtain the required quan-
tity of cells. A pellet culture system was used for chondrocyte differentiation.

RESULTS

At 21 days of cultivation, cell aggregates grown in the chondrogenic medium were larger than those cultured in the con-
trol medium. Both the BMSCs and AMSCs pellet cultures showed spontaneous chondrogenesis. Histological staining with
haematoxylin and eosin and Masson’s trichrome stains, as well as immunohistochemical staining to detect type Il collagen
revealed no apparent differences between the pellet cultures with TGF-p1 presence and those without it. The real-time
RT-PCR detected expression of the type Il collagen gene in all tested cultures. In the BMSCs pellet culture only, TGF-$1
presence resulted in a decrease in type | collagen mRNA levels and in an increase in type Il collagen mRNA values.

DISCUSSION

Our results showed an in vitro chondrogenic potential of mature human mesenchymal stem cells derived from both bone
marrow and adipose tissue. In agreement with the relevant literature data, we suggest that both cell types have an equal
prospect for use in cartilage tissue engineering.
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Lécba posSkozené kloubni chrupavky je relativné
obtizna predevS§im diky zdkladnim biomechanickym
a histologickym vlastnostem a velmi omezené schop-
nosti regenerace hyalinni kloubni chrupavky (3, 10, 15).
Hyalinni chrupavka je nizkobunécnd avaskularni tkan
bez inervace, s prevazujicim objemem extracelularni
matrix. Defekty chrupavky se vétsSinou hoji vazivovou
chrupavkou, kterd je ve srovnani s hyalinni chrupavkou
biologicky i mechanicky ménécenna (3, 10, 15, 17, 21,
22). Ve vétsing pripadi dochazi nasledkem poskozeni
chrupavky k pozdnimu rozvoji artrézy (6), kde je chi-
rurgicky vykon (napf. totdlni ndhrada kloubu) Casto jedi-
nym moZznym kone¢nym feSenim (27).

Soucasné metody 1écby defektl chrupavky jsou limi-
tovany a zahrnuji abrazivni chondroplastiku, mikrofrak-
tury ¢i subchondrélni navrty, transplantaci autologniho
osteochondralniho auto$tépu (mozaikova plastika), pre-
kryti defektu periostem ¢i perichondriem, transplantaci
kultivovanych autolognich chondrocytil, ¢i implantaci
Cerstvych alogennich osteochondrélnich Stépt (3, 4, 7,
10, 15, 17, 21, 23, 28). I kdyZ maji uvedené postupy léc-
by slibné vysledky, v pfevazné vétSingé pripadl se defekt
hoji méné€ kvalitni vazivovou chrupavkou. Z literatury
vime, Zze u metod vyuzivajicich in vitro kultivovanych
chondrocytilt dochézi k neZadouci dediferenciaci bunék.
Nasledkem toho dojde ke zméné morfologie chondrocy-
th smérem k fadé fibroblastt, ¢imZ je Zadouci produkce
kolagenu II. typu nahrazena produkci kolagenu 1. typu,
typickym pro vazivovou chrupavku (17, 25).

V literatufe bylo v poslednich letech popsano néko-
lik studii zaméfujicich se na vyuziti zralych mezenchy-
malnich kmenovych bunék kostni dfené (Mesenchymal
Stem Cells — dile jen MSCs) jako alternativy k vyuZiti
autolognich chondrocytii (1,19). MSCs izolované z kost-
ni dfené jsou multipotentni progenitorové buiiky, které
se pti kultivaci mohou diferencovat smérem k fadé oste-
oblastd, chondrocytll, adipocytli ¢i myoblastd (24).
K diferenciaci MSCs in vitro se vyuZiva specifickych
mezibunécnych interakci za ptitomnosti rastovych fak-
tord, jako jsou napf. transformujici rastovy faktor-f3
(TGF-B), kostni morfogenetické proteiny (Bone Morp-
hogenetic Proteins — BMPs) ¢i insulin-like rastovy fak-
tor-1 (IGF-1) (12, 13). Bosnakovski a spolupracovnici
vSak popisuji také spontdnni chondrogenni diferenciaci
MSCs v peletovém kultivacnim systému, bez nutnosti
podpory rustovymi faktory (1,2).

V nedavné dobé byl popsan potencial diferenciace do
riznych bunécnych linii vcetné chondrocyti také
u MSCs ziskanych z lidské tukové tkané pfti liposukci
(8,9, 30). Moznost vyuZiti tohoto typu bun¢k se zda byt
velmi atraktivni, nebot podkozni tuk je v lidském téle
v nadbytku a jeho odbér predstavuje pro pacienta mini-
malné invazivni vykon.

V nasi studii jsme hodnotili chondrogenni potencidl
MSCs izolovanych jak z kostni dfené, tak z tukové tka-
né, prficemzZ u obou skupin bunék jsme porovnali jejich
povrchové markery pomoci pratokové cytometrie
(FACS analyza). Chondrogeneze obou fad bunék byla
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indukovana in vitro za vyuZiti peletového kultivacniho
systému. Testovani jsme provedli za pritomnosti
TGF-1 i bez néj. Chondrogenni potencidl obou tad
bunék jsme srovnali s chondrocyty izolovanymi ze zdra-
vé hyalinni chrupavky.

MATERIAL A METODY

Ziskani vzorka

Kostni dfenl jsme ziskali v pribéhu chirurgické nahra-
dy kolenniho kloubu aspiraci metafyzérni krve z oblas-
ti proximdlni tibie, tukova tkan byla ziskdna z podkoz-
niho tuku v oblasti kolenniho kloubu. Vzorky kloubni
chrupavky (chondrocyty) jsme ziskali od darct v pri-
béhu artroskopickych vykont s cilem oSeteni defektl
chrupavky. Odbér byl proveden vZdy po informovaném
souhlasu pacienta. VSechny odbéry vzorkl jsme prova-
déli v souladu s Helsinskou deklaraci a se souhlasem
etické komise Fakultni nemocnice v Motole.

Izolace a kultivace bunék

Mezenchymdlni kmenové bunky ziskané z kostni dre-
né (bone marrow mesenchymal stem cells — dale jen
BMSCs) jsme izolovali z Cerstvych vzorkil transpor-
tovanych s pfimési 20 U/ml heparinu ve sterilnim fy-
ziologickém roztoku (1, 2, 24). Separace bunék byla
provedena za 30minutové gradientové centrifugace
Ficoll-Paque (Amersham Biosciences, Svédsko) pri
otdckdch 1800/min. Ziskané buiiky jsme 2krat promyli
ve fosfatovém solném roztoku (PBS), poté centrifugo-
vali 5 minut pfi otd¢kach 1200/min. Buiky (2 x 10°
bunék/ml) jsme poté kultivovali v Petriho miskach
o velikosti 100 mm pfi 37° C ve zvlhéené atmosfére
s obsahem 5% CO, v kultivatnim médiu sloZzeném
z a—~MEM (Gibco, USA), 10% fetalniho bovinniho séra
(FBS, PAA, Rakousko), 100 U/ml Penicilinu a 100 g/ml
Streptomycinu (PAA, Rakousko). Po 24 hodindch jsme
vymeénou kultivaéniho média dosahli odstranéni nead-
herujicich bunék. V pribéhu nasledné kultivace bylo
médium ménéno kazdé 3 dny. Po 7-10 dnech byly zis-
kané buriky izolovany pomoci 0,25% trypsinu (Gibco,
USA) a rekultivovany tfeti pasaZzi.

Mezenchymdlni kmenové buriky z tukové tkdné (adi-
pose tissue-derived mesenchymal stem cells — ddle jen
AMSCs) jsme ziskali z Cerstvé odebraného podkoZzniho
tuku (8). Tukovou tkan jsme opatrné promyli v PBS
a mechanicky rozmélnili skalpelem. Poté jsme tukové
vzorky nechali 60 minut pii 37° C nastépit 0,1% kola-
gendzou (Serva, Némecko) v PBS obohaceném 1% lid-
skym albuminem (Grifols, Spanélsko), za protfepavéni
s frekvenci 75/min. Uvolnéné buiiky a zbytkovou tuko-
vou tkan jsme centrifugovali po dobu 5 minut pii otac-
kach 1200/min. Odsali jsme supernatant obsahujici olej,
tuk, priméarni adipocyty a spodni vrstvu kolagenazy.
Peletu jsme poté resuspendovali v PBS s 1% lidskym
albuminem a centrifugovali 5 minut pfi otackach
1200/min. Bunky jsme dale kultivovali pti 37° C na
100 mm Petriho miskach s pocate¢ni hustotou 2 x 10°
bunék/ml ve zvlhCené atmosféie s obsahem 5% CO,
v kultiva¢nim médiu slozeném z D-MEM/F12 1:1 (Gib-
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co, USA) s 10% FBS, 100 U/ml Penicilinu a 100 g/ml
Streptomycinu. Po 24 hodinach kultivace jsme neadhe-
rujici buniky odsali spolu s médiem a doplnili Cerstvé
médium. Kultivaéni médium jsme ménili kazdé 3 dny.
Pro ziskani dostatecného mnozstvi AMSCs jsme buriky
takto kultivovali ve 3 pasédzich.

Chondrocyty jsme ziskali odbérem kloubni chrupav-
ky pfi artroskopii kolenniho kloubu podle diive publi-
kovanych protokolt (3). Ziskanou chrupavku jsme pro-
myli PBS a mechanicky rozmélnili skalpelem. Ziskany
vzorek jsme nechali 1 hodinu nastépit v 0,25% trypsinu
a ndsledn€ 12 hodin pifi 37° C v 0,1% kolagenaze.
K uvolnénym buiikdm jsme ptfidali D-MEM/F12 1:1
s 10% FBS a centrifugovali 10 minut pfi otackach
1200/min. Peletu jsme naloZili do D-MEM/F12 1:1
s 10% FBS, 100 U/ml Penicillinu a 100 g/ml Strepto-
mycinu. Bunky jsme dale kultivovali pfi 37° C na
100 mm Petriho miskach s pocate¢ni hustotou 2 x 10°
bunék/ml ve zvlhéené atmosféie s obsahem 5% CO,.
Chondrocyty jsme kultivovali ve 3 pasaZich, pricemz
kultiva¢ni médium bylo ménéno kazdé 3 dny.

Fenotypizace

BMSCs a AMSCs ze tieti pasdZze byly analyzovany
metodou pfimé a nepiimé imunofluorescence podle pro-
tokolu specifického pro danou protilatku. Ve vSech pii-
padech jsme ziskali 10 000 zdznamu analyzy pomoci BD
FACSAria pritokového cytometru s vyuZzitim BD FACS-
Diva softwaru (Becton Dickinson, USA). Pro bunécné
barveni jsme pouZili nasledujici protilatky: anti-CD29-
PE, anti-CD44-FITC, anti-CD90-FITC (BD Pharmigen,
USA); anti-CD45-PE-Cy5, anti-CD235a-PE (DakoCy-
tomation, Dansko); anti-CD34-FITC, anti-HLA tfidy
I-FITC, anti-HLA DR+DP (Exbio, Cesk4 Republika);
protildtku proti povrchovému proteinu lidského fibrob-
lastu (Sigma) se sekundarné-konjugovanou osli protilat-
kou proti mySimu IgG (Chemicon, USA). Neimunizo-
vané mysi izotopy byly vybrany jako kontroly.

Peletovy kultivaéni systém

K chondrogenni diferenciaci BMSCs a AMSCs jsme
pouzili tfirozmérny peletovy kultivacni systém. Jednot-
livé bunécné pelety byly ziskany 10minutovou centri-
fugaci 2 x 106 BMSCs ¢i AMSCs, vZdy v 15ml poly-
propylenovych zkumavkich (TPP, Svycarsko) pfi
1500 ot/min. Chondrogenni médium se skladalo
z DMEM/F12 1:1, 10% FBS, 100 U/ml Penicilinu,
100 g/ml Streptomycinu a 10 ng/ml TGF- 1 (R&D sys-
tems, USA). Spontanni diferenciaci chondrocytl ziska-
nych z odebrané chrupavky jsme provadéli za stejnych
kultiva¢nich podminek, pouze bez pritomnosti TGF-f1.
Jako kontrolu jsme vzdy pouzili chondrocyty z druhé
pasdZe. VSechny zkumavky jsme uchovavali v inkuba-
toru pfi 37° C se zvlh¢enou atmosférou s podilem 5%
CO,. Kultiva¢ni médium jsme peClivé kazdé 3 dny méni-
li po celkovou dobu 21 dni.

Histologické barveni a imunohistochemie
Po 21 dnech jsme ziskané pelety 4 hodiny fixovali 4%
paraformaldehydem, poté dehydratovali etanolem a za-
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lili do parafinu. Parafinové blo¢ky jsme nafezali na 5 m
fezy, deparafinovali xylenem a rehydratovali destilova-
nou vodou. Ziskané fezy jsme barvili hematoxylin —
eozinem (Sigma, USA) k zobrazeni bunécné morfolo-
gie a Massonovym trichromem (Sigma, USA) k zobra-
zeni kolagenni matrix.

Pfitomnost kolagenu II. typu jsme prokazovali imu-
nohistochemicky s vyuZitim cilenych monoklonélnich
protilatek proti kolagenu II. typu (Chemicon, USA) po-
dle doporuceni vyrobce.

Transmisni elektronova mikroskopie

Vzorky pro transmisni elektronovou mikroskopii
(TEM) jsme fixovali 4 hodiny pii 4° C v 2,5% glutaral-
dehydu (Serva, Némecko), pfi pH 7,2. Po fixaci jsme
vzdy vzorky promyli PBS a refixovali v 2% osmium
tertraoxidu (Serva, Némecko) po dobu 2 hodin, poté pro-
myli destilovanou vodou a postupné dehydratovali eta-
nolem. Nésledné byly vzorky zality do parafinu a nafe-
zany. Ziskané ultratenké fezy byly po dvojim obarveni
uranyl acetdtem a citrdtem olovnatym (Serva, Némec-
ko) nasledné vySetfeny na TEM typu Philips Morgagni
268.

Detekce RNA pomoci real-time reverzni
transkripéni polymerazové retézové reakce
(RT-PCR)

Bezprostfedné po ukonceni chondrogenni diferen-
ciace jsme ze vSech vzorki izolovali vzorovou m-RNA
za pouiti ,,Oligotex Direct mRNA micro kit* (Qiagen,
USA) s dodrZenim protokolu vyrobce. Pfitomnost sle-
dovanych genil (kolagen I, kolagen II, aggrecan) jsme
analyzovali pomoci ,,QuantiTect SYBR Green RT-PCR
kit* (Qiagen, USA) na BioRad 1Q5 optickém systému
(Bio-Rad laboratories, USA). Pro vnitfni kontrolu jsme
zvolili B-aktin jako referencni gen. Ziskana data jsme
vyhodnotili pomoci programu BioRad. Konecné stano-
veni hladiny m-RNA cilovych gent bylo provedeno
vydélenim jejich hodnot hodnotou hladiny m-RNA
B-aktinu.

Statisticka analyza

Data ze tfi nezavislych experimentil jsme vyhodnoti-
li a vyjadiili jako primér + standardni odchylka. Ke
srovnani kvantitativnich parametrd jsme pouZzili Stu-
dentlv t-test . Za signifikantni jsme povaZzovali rozdily
s hodnotou p < 0,05.

VYSLEDKY

Bunécné kultury

Kultivované chondrocyty vykazovaly typicky poly-
gondlni vzhled (obr. 1a). V prubéhu postupného pasa-
Zovani (az do tfeti pasdze) ziskané chondrocyty postup-
né ztracely svlij puvodni tvar a jejich morfologie se
podobala fibroblastiim (obr. 1b). Tento nélez byl v sou-
ladu s dobfe zndmym faktem, Ze chondrocyty kultivo-
vané in vitro podléhaji procesu dediferenciace (17, 25).

Pfi primarni kultivaci BMSCs a AMSCs buiiky v obou
pripadech rostly jako izolované kolonie. Po 7-10 dnech
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Obr. 1a—d. Bunécnd kultura rostouci v monovrstvé za in vitro
podminek: a — chondrocyty po prvni pasdZi; b — chondrocyty
po druhé pasdzi (prodlouZeni bunék svédci pro dediferencia-
ci); ¢ — BMSCs po treti pasdZi; d — AMSCs po treti pasdzi (oba
typy kultivovanych mezenchymdlnich kmenovych bunék maji
bipoldrni aZ polygondlni tvar podobny fibroblastiim). MéFitko
= 100 um.

rostly jiz buiiky v souvislé vrstvé. Oba typy kultivova-
nych bunék mély té€Z bipolarni az polygonélni tvar, typic-
ky pro kultivované MSCs (obr. 1c, d). V pribéhu dalsi
kultivace (az do tfeti pasdze) si v§ak buiiky dale udrZe-
ly tuto morfologii a Zddné dalsi zmény v jejich morfo-
logii ¢i proliferacni (resp. dediferenciacni) aktivité jsme
JiZ nepozorovali.

Fenotypizace

Vysledky fenotypizace bunék po tfetim pasdZzovani
ukazaly, Ze t¢éméf vS§echny BMSCs a AMSCs byly CD29,
CD44 a CD90 pozitivni. VSechny buriky byly HLA
I pozitivni a HLA II negativni. Naproti tomu expresi
marker hematopoetické fady CD34 a CD45 jsme
neprokdzali ani v jednom z pfipadd. Navic u BMSCs
a AMSCs nebyla prokazana exprese povrchového pro-
teinu proti lidskym fibroblastim.

Morfologie pelet

Ve vSech bunécnych kulturach, nezavisle na pfitom-
nosti TGF-B1, byla po 24 hodinidch pozorovana kon-
denzace jednotlivych shlukt bun¢k do pelet. Morfolo-
gie pelet byla shodna u bunéénych kultur BMSC, AMSC
i chondrocytil. V pribéhu kultivace se rozmér pelet ply-
nule zvétSoval a pelety postupné ziskaly opakni vzhled.
Na konci experimentu byl primérny rozmér pelet kulti-
vovanych za pfitomnosti TGF-B1 5,2 = 0,8 mm?, zatim-
co pelety kultivované bez TGF-f1 byly signifikantné
mensi, 3,4 + 0,6 mm? (p < 0,05).

Histologie a imunohistochemie

Mikrofotografie fezi barvenych hematoxylinem
a eosinem (obr. 2a-f) ukazaly ve vSech peletich homo-
genni distribuci bunék. Periferie kazdé pelety se skla-
dala z jedné ¢i dvou vrstev podlouhlych bunék
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Obr. 2a-0. BMSCs, AMSCs a chondrocyty barvené hematoxy-
linem—eosinem (H-E) 21. den po kultivaci v peletovém systé-
mu: a-f: prehledné zndzornéni pelet, barveni H-E (mé¥itko =
100 um); g-i: detaily periferie pelet barvenych H-E (mé¥itko
= 10 um), Sipky oznacuji vrstvu podlouhlych bunék; j-1: detai-
ly centrdlni oblasti pelet barvenych H-E (mé¥itko = 10 um),
Sipky ukazuji okrouhlé (chondrocytiim podobné) buriky, resp.
podlouhlé buitky mezenchymdlniho typu; m-o: barveni alcia-
novou modri, bunécnd jddra se barvi Cervené; méritko =
10 um.

(obr. 2g-i). Centralni oblast obsahovala jak podlouhlé
buniky se slabé se barvicim jadrem, odpovidajici fidké
mezenchymalni tkini, tak okrouhlé, chondrocytim
podobné buiiky se syté se barvicim jadrem, obklopené
extracelularni matrix (obr. 2j-1). Pelety BMSCs a chond-
rocytll obsahovaly vice okrouhlych bunék nezZ pelety
AMSCs, prevazujici tvar bunék ve stfedu AMSC pelet
byl podlouhly. Bunéc¢na hustota v AMSC peletach byla
niz8i ve srovnani s BMSC a chondrocytarnimi peletami.
Barveni trichromem dle Massona ukazalo, Ze buiky
v kazdé skupin€ byly oddéleny rozsihlymi oblastmi
extracelularni matrix, tvofené prevazné kolagenem
(obr. 3a-c). Zajimavé bylo zjiSténi, Ze pfitomnost
TGF-p1 v testovanych koncentracich nemélo pfi barve-
ni hematoxylinem — eosinem (obr. 2d-f) ¢i Massonovym
trichromem (obr. 3d-f) vliv na buné¢nou morfologii ¢i
produkci extraceluldrni matrix. Imunohistochemické
barveni na kolagen II. typu prokdzalo jeho pfitomnost
ve vSech peletovych kulturich, intenzivnéji v centru
pelet. Intenzita imunohistochemického barveni byla
nejvyssi v chondrocytarnich peletach a nejnizsi v AMSC
peletach (obr. 3g-i). U pelet s vlivem TGF-f31 (obr. 3j-1)
se produkce kolagenu II. typu signifikantné neménila ve
srovnani s kulturami bez pritomnosti ristového faktoru
(obr. 3m-0).
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Obr. 3a-o. Histologicky a imunohistochemicky obraz BMSCs,
AMSCs a chondrocytii kultivovanych 21. den v peletovém kul-
tivacnim systému. a-f: barveni Massonovym trichromem
(méFitko = 100 um); g-i: centrdlni Cdsti pelet barvené Mas-
sonovym trichromem (méritko = 100 um), Sipky oznacuji difuz-
ni extraceluldrni matrix obklopujici buriky; j-o: imunohisto-
chemické barveni s vyuZitim monoklondlnich protildtek proti
kolagenu II. typu; méritko = 100 um.

Transmisni elektronova mikroskopie

TEM obrazy (obr. 4) ukdzaly normalni ultrastrukturu
bunék u BMSCs, AMSCs i chondrocytti. Chondrocyty
byly ve vSech ptipadech obklopeny nové syntetizovanou
ECM. Buiiky obsahovaly jadra s jadérky, rozsahlé endo-
plasmatické reticulum a transportni vezikuly, charakte-
ristické pro novotvorbu chrupavky. Patologické zmény
(apoptdézu, nekrézu) jsme nepozorovali v Zadném ze
vzorkd.

Real-time RT-PCR kolagenu a aggrecanu

Kvantitativni analyza m-RNA kolagenu u peletovych
kultur BMSCs a AMSCs bez pfitomnosti TGF-f31 uka-
zala, Ze hladiny m-RNA kolagenu I. a II. typu byly sig-
nifikantn€ niz$i nez hodnoty prokdzané u chondrocytl
(graf 1). V peletovych kulturach BMSCs a AMSC:s s pii-
tomnosti TGF-f1 byla hladina m-RNA kolagenu I. typu
v obou pfipadech niZsi nez hodnoty zjisténé v peleto-
vych kulturach bez TGF-f1 (graf 1, ¢ast a). Kultivace
za ptitomnosti TGF-f1 vedla u BMSCs k vyznamnému
vzrustu hodnoty m-RNA kolagenu II. typu, pfekonava-
jici hodnoty zjisténé u chondrocytl kultivovanych ve
stejném diferencianim médiu. MnoZstvi m-RNA pro
kolagen II. typu se u AMSCs za pritomnosti TGF-f31
neménilo (graf 1, ¢ast b).

U chondrocytarnich peletovych kultur s i bez ptitom-
nosti TGF-pB1 bylo mozné detekovat m-RNA pro aggre-
can, nicméné u peletovych kultur mezenchymaélnich
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bez TGF-B1 TGF-p1

BMSCs

AMSCs

Chondrocyty

Obr. 4. Zobrazeni BMSCs, AMSCs a chondrocytii kultivova-
nych 21. den v peletovém kultivacnim systému transmisnim
elektronovym mikroskopem. Sipky oznacuji transportni vehi-

s

kuly, n = bunécné jadérko (méritko = 1 um).

Kolagen |
20% -
15% A
10% A
5%
0% - - .
BMSCs AMSCs BMSCs AMSCs
a Bez TGF - 1 s TGF - p1
Kolagen Il
250%
200% A
150% A
100% -
50% A
Nl ]
BMSCs AMSCs BMSCs AMSCs
b Bez TGF - p1 s TGF - p1

Graf la—b. RT-PCR analyza m-RNA pro kolagen typu I (a)
a II (b), hodnoty jsou vypocteny jako podil hladin kolage-
nu a f3-actinu a jsou uvedeny jako procento kolagenni produk-
ce v chondrocytech za shodnych kultivacnich podminek;
*p < 0.05.
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kmenovych bunék jsme v prabéht tii tydnd kultivace
pritomnost m-RNA aggrecanu neprokazali.

DISKUSE

Pouziti autolognich chondrocyti k 1écbé defekth
kloubnich chrupavek publikoval poprvé roku 1994 Britt-
berg, kdy operoval 23 pacientll pro izolovany defekt
chrupavky kolena zptsobeny trazem nebo dissekujici
osteochondr6zou (3). Tato, dnes Siroce vyuZivana tech-
nika 1écby fokélnich chondralnich defektd, je limitova-
na predevsim dvéma diilezitymi faktory: chondrocyty ke
kultivaci musi byt artroskopicky odebrany ze zdravé
kloubni chrupavky, pfi¢emzZ je nezbytnd nasledna ope-
race se zvySenim rizika pro pacienta; dale je zndmo, Ze
chondrocyty ztraceji pfi kultivaci in vitro své morfolo-
gické a biochemické vlastnosti a stavaji se tak stdle méné
vhodné pro tkanové inzenyrstvi (17, 25).

Z téchto divodu je v poslednich nékolika letech sna-
ha nalézt jiny zdroj snadno dostupnych bunék s chond-
rogennim diferenciacnim potencidlem. Bylo provedeno
nékolik studii s MSCs zviteciho i lidského ptivodu izo-
lovanych z kostni dfené (1, 2, 19). Bohuzel vyuziti
BMSCs ma své limity spojené predevsim s diskomfor-
tem a bolestivosti pfi odbéru kostni dfené (1, 2). Jako
slibna alternativa k BMSCs se do budoucna jevi vyuZi-
ti AMSCs, které mohou byt snadno odebirany ve vel-
kém mnozstvi a s minimalni traumatizaci pacienta (29).
Tukov4 tkan je snadno odebratelnd v hojném mnoZstvi
a z relativné malého mnozstvi tkdné je mozné ziskat
velké mnozstvi AMSCs (30). V nasi studii jsme pfi
vySetfovani povrchovych markerd charakteristickych
pro mezenchymalni buiky nalezli podobny fenotyp
uAMSCs i BMSCs. Déle jsme prokazali schopnost dife-
renciace AMSCs smérem k chondrocytarnimu fenoty-
pu, podobné jako je tomu u BMSCs.

Mnoho autort pouziva peletovy kultivacni systém za
ucelem studia chondrocytarni diferenciace pii indukci
chondrogeneze rastovymi a diferencia¢nimi faktory
jako TGF-B1, BMP ¢i IGF. Nejcastéji vyuzivanym ris-
tovym faktorem je TGF-$1, ktery ptsobi prostiednic-
tvim tfirozmérného komplexu obsahujiciho membrano-
vé receptory a nitrobunécnou signalizacni kaskadu (12).

V nasi studii jsme vSak docilili spontanni chondro-
geneze u AMSCs i BMSCs bez pfitomnosti TGF-p1,
ktera byla doposud povaZovana za nezbytnou (13, 20).
Tato zjiSténi jsou zcela v souladu s vysledky Bosnakov-
ského, ktery pozoroval spontanni chondrogenni dife-
renciaci v peletovych kulturdch u hovézich BMSCs
(1, 2). Podminky v peletové kulture zjevné napodobuji
kondenzacni proces bunék a hypoxické prostiedi obje-
vujici se v pribéhu in vivo chondrogeneze (5).

Chondrogenni povaha diferencovanych bunék
v naSich peletovych kulturach je potvrzena nésledujici-
mi zjiSténimi: 1) tvorba kartilagindzni matrix obsahu-
jici kolagen a proteoglykany ovéfend histologickym
barvenim a imunohistochemickou analyzou, 2) pfitom-
nost transportnich vezikul na mikrofotografiich z TEM
a 3) exprese m-RNA pro kolagen II. typu potvrzend
real-time RT-PCR analyzou.
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PrestoZe naSe vysledky ukazuji, Ze vzniklé pelety kul-
tivované za pritomnosti TGF-B1 byly vétsi nez pelety
kultivované bez pifitomnosti TGF-B1, neshledali jsme
Zadny patrny rozdil v histologii téchto dvou skupin.
Histologicka analyza ukézala, Ze pritomnost TGF-f1
neméla efekt na bunécnou morfologii, coZ bylo potvr-
zeno 1 TEM analyzou. Efekt TGF-p1 je evidentné kom-
plexni a tento faktor samotny nemutZe prispét k fadné-
mu vzniku zralych chondrocyti ve vSech bunécnych
typech. Mnoho autori zdlraziuje vyznam TGF-f31 pro
zrani chrupavky (2), nicméné néktefi autofi uvadéji, Ze
TGF-B1 je pouze jednim z faktort, které udrzuji chond-
rocyty v diferencovaném stavu a brani jejich abnormal-
ni terminalni dediferenciaci (12).

Analyza real-time RT-PCR ukéazala signifikantng niz-
§i hladiny m-RNA pro kolagen I. typu u BMSCs
a AMSCs kultivovanych s TGF-$1. Toto zjisténi je ve
shodé s dal§imi studiemi, které prokazuji, Ze produkce
kolagenu L. typu je jednim z limitujicich faktorti chond-
rogenni diferenciace (14,16). Mnozstvi m-RNA pro
kolagen II. typu v peletovych kulturach bez pfitomnos-
ti ristového faktoru nebylo signifikantné odliSné pfi
srovnani BMSCs a AMSCs, pricemZ oba bunécné typy
jevily pfiblizné stejnou miru spontanni chondrogenni
diferenciace.

V zadné z peletovych kultur mezenchymalnich kme-
novych bunék jsme nedetekovali m-RNA pro aggrecan.
Je mozné, Ze tento negativni vysledek mize byt zpiso-
ben nami zvolenym Casovanim analyzy aggrecanu (po
tfech tydnech v peletové kultute). Bylo publikovano, ze
aggrecan se akumuluje na poc¢atku chondrogeneze, sou-
¢asné s bunécnou kondenzaci (1, 2, 24). Jina prace uva-
di (9), Ze odebrané tukové buriky v peletovych kulturach
produkuji agrecan po 2 dnech kultivace a tvorba se zasta-
vuje po 2 tydnech od indukce chondrogeneze, kdy pre-
véazi produkce kolagenu II. typu.

Otazka, které buitkky (AMSCs ¢i BMSCs) jsou vhod-
né€jsi ndhradou za primarné kultivované chondrocyty, se
stale diskutuje (18,24). Strem a kol. (26) analyzovali
AMSCs a BMSCs od stejnych pacientli za shodnych
podminek a zjistili, Ze AMSCs maji vétsi chondrogenni
potencidl nez BMSCs. Naproti tomu Winter a kol. (29)
prokazali, Ze zatim co AMSCs a BMSCs se ve své schop-
nosti chondrogeneze ve dvourozmérnych kulturach sig-
nifikantné nelisi, BMSCs v jejich studii projevily vétsi
schopnost chondrogeneze v tfirozmérnych kulturach.

ZAVER

V na$i studii jsme potvrdili vysoky chondrogenni
potencial AMSCs i BMSCs. NaSe vysledky také ukazu-
ji, Ze TGF-p1 nemusi jednozna¢né byt hlavni bioaktiv-
ni molekulou ovlivilujici chondrogenni diferenciaci.
V soucasnosti se zkoumaji dalsi riistové faktory a jejich
kombinace, jako TGF-p2, TGF-$3, BMP-6 a IGF-1
(11, 12).

PrestoZe je zatim peletova kultivace pfi ndhradé chru-
pavky daleko od ptfimého klinického vyuziti, schopnost
MSCs diferencovat se do bunék podobnych chondrocy-
tim se zda byt slibnd. AMSCs maji pravdépodobné niz-
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§i chondrogenni potencidl neZ BMSCs, presto je tfeba
dale studovat jejich schopnost diferenciace v biomate-
ridlech za pfitomnosti jinych ristovych faktorli nez
TGF-B1. Domnivime se, Ze oba typy zkoumanych
MSCs budou v budoucnosti hrat dileZitou roli v tkatio-
vém inZenyrstvi chrupavky.
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