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Ponowne dojrzewanie odréznicowanych w hodowlach in vitro
chondrocytow w warunkach obnizonego stezenia tlenu

Low oxygen tension promotes redifferentiation of dedifferentiated

human articular chondrocytes in vitro
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Streszczenie

Degradacja chrzastki stawowej jest gtéwna przyczyna zniszczenia
stawéw w wielu chorobach reumatycznych. Jedna z atrakcyjnych
mozliwosci naprawy chrzastki jest jej regeneracja hodowanymi in vi-
tro chondrocytami. Jednakze hodowane w standardowych warun-
kach chondrocyty ulegaja odréznicowaniu: zanika produkcja kolage-
nu ll, a zwieksza sie produkcja kolagenu . Istnieje koniecznos¢ opra-
cowania ulepszonych warunkéw hodowli chondrocytéw in vitro.
Celem pracy byta weryfikacja hipotezy, ze chondrocyty hodowane
in vitro w warunkach zblizonych do fizjologicznych — zmiennego
mechanicznego obcigzenia i/lub niskiego stezenia O,, wykazuja
ekspresje gendw kodujacych biatka macierzy zewnatrzkomarko-
wej charakterystyczne dla chondrocytéw chrzastki stawowej.

Do sprawdzenia tej hipotezy chondrocyty izolowane z chrzastki
stawowe] pacjentéw z reumatoidalnym zapaleniem stawéw byty
hodowane w atmosferze normalnego (21%) lub obnizonego (5%)
stezenia tlenu (O,), w warunkach normalnego (1 atm) lub podwyz-
szonego (2 atm), cyklicznie zmieniajacego sie cisnienia. W chon-
drocytach hodowanych w powyzszych warunkach oceniano eks-
presje gendéw charakterystycznych dla dojrzatych chondrocytéw:
agrekanu, kolagenu I1A i kolagenu II1B oraz genu obecnego w odréz-
nicowanych w warunkach in vitro chondrocytach kolagenu |.
Otrzymane wyniki wskazuja, ze chondrocyty hodowane w wa-
runkach obnizonego do 5% stezenia tlenu wykazuja wzrost pro-

Summary

Articular cartilage degradation is a main cause of joint destruction in
rheumatic diseases. An attractive possibility for cartilage repair is the
use of cultured in vitro chondrocytes. However, cultured chondrocytes
undergo dedifferentiation with loss of collagen Il production, and
increased synthesis of collagen I Therefore, optimization of
chondrocyte culture conditions in vitro is required.

The aim of this work was to verify the hypothesis that chondrocytes
cultured in vitro in conditions similar to their physiological
environment: (1) fluctuating mechanical pressure, and/or (2) low
oxygen tension, will express genes encoding extracellular matrix
proteins characteristic for articular chondrocytes.

To verify this hypothesis, chondrocytes isolated from cartilage of
rheumatoid arthritis patients were cultured in normal (21%) or low
(5%) oxygen tension, normal (1 atm) or increased (2 atm) in cyclic
fashion, atmospheric pressure. The expression of genes
characteristic for mature chondrocytes: aggrecan, collagen IIA and
1IB, and gene present in dedifferentiated chondrocytes, collagen |,
were analyzed in chondrocytes cultured in modified conditions.
The results confirm that chondrocytes cultured in low (5%) oxygen
tension, increased expression of mRNA encoding aggrecan,
collagen IIA and IIB with simultaneous decrease of collagen I. No
changes of cell morphology or proliferation rate were observed.
Chondrocytes exposed to fluctuating pressure exert lower, but not
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dukcji mRNA kodujacego agrekan, kolagen IIA, kolagen 1B,
przy jednoczesnym obnizeniu produkcji mRNA dla kolagenu . Nie
zaobserwowano znaczacych réznic w proliferacji i morfologii ho-
dowanych komérek. Chondrocyty poddane stymulacji mecha-
nicznej wykazywaty tendencje do obnizenia produkcji biatek ma-
cierzy zewnatrzkomérkowej charakterystycznej dla chrzastki.
Wyniki te sugeruja, ze hodowle chondrocytéw w warunkach ob-
nizonego (5%) stezenia tlenu prowadza do ponownego funkcjo-
nalnego réznicowania sie chondrocytéw odréznicowanych w wa-
runkach in vitro. Mechaniczna stymulacja nie jest niezbedna
na tym etapie hodowli.

Wstep

Tkanka chrzestna jest tkanka taczna petniaca istot-
ne funkcje mechaniczne. Aby wypetnia¢ te funkcje,
chrzastka ma wiele unikalnych wtasciwosci — jest twar-
da, ale elastyczna i wytrzymata [1]. W obrebie stawu
tworzy idealnie gtadkie powierzchnie, ktére z niewielkg
iloscig ptynu stawowego moga sie przesuwac wzgledem
siebie bez uszkodzenia. Dzieki temu moze funkcjonowac
w warunkach duzych obcigzen. W sktad chrzastki wcho-
dza chondrocyty i syntetyzowana przez nie macierz ze-
wnatrzkomérkowa. Ekspresja biatek macierzy zewnatrz-
komérkowej jest regulowana przez wiele czynnikéw
wzrostu, jak réwniez przez czynniki mechaniczne.

Zwigzkami, ktére zapewniaja unikalne wtasciwosci
chrzastki, sa kolageny, proteoglikany i biatka niekolage-
nowe. Sposréd kolagendw najistotniejszy jest kolagen
typu Il [2]. Typ Il kolagenu jest gtdownym biatkowym
sktadnikiem chrzastki. Jest syntetyzowany jako czastecz-
ka prokolagenu sktadajaca sie z 3 identycznych tancu-
chéw a. Istniejg 2 izoformy mRNA kodujacego kolagen L.
R6znig sie obecnoscia jednego eksonu. Dodatkowy ekson,
obecny w mRNA kodujacym kolagen typu lIA, jest odpo-
wiedzialny za synteze domeny, ktéra przypuszczalnie
moze wigza¢ czynniki wzrostu. Ten typ kolagenu jest
syntetyzowany przez komérki ulegajace procesowi chon-
drogenezy. Istniejg doniesienia Swiadczace o tym, ze for-
ma IlIA ulega ponownej ekspresji w trakcie degradacji
chrzastki w przebiegu zwyrodnienia stawoéw [3]. Dojrza-
te chondrocyty wykazuja ekspresje kolagenu typu IIB [4].

Wtékna kolagenowe s3g odporne na rozcigganie. Bar-
dzo istotng role w utrzymaniu odpowiednich wtasciwo-
sci mechanicznych chrzastki petnig proteoglikany, ktére
nadaja sprezystos¢ tej tkance dzieki zdolnosci wigzania
wody. Gtéwnym proteoglikanem chrzastki jest agrekan.

Nieodwracalna degradacja chrzastki stawowej ob-
serwowana w przebiegu wielu choréb reumatycznych
jest jedna z najistotniejszych przyczyn prowadzacych
do zniszczenia stawu. Na tym etapie jedynym rozwiaza-
niem umozliwiajacym funkcjonowanie stawu jest wsta-
wienie endoprotezy. Mimo Ze techniki endoprotezopla-
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significant extracellular matrix synthesis. Cells cultured in 5% O,
exerted increased expression of mMRNA encoding genes
characteristic for differentiated chondrocytes i.e. aggrecan,
collagen IIA and 1B, with simultaneous decreased expression of
collagen I, a marker of dedifferentiated chondrocytes.

These results suggest that low oxygen tension stimulates
cultured chondrocytes toward functional redifferentiation of
dedifferentiated chondrocytes. Mechanical stimulation is not
required at this stage of culture.

styki s3 ciagle ulepszane, trwaja poszukiwania innych
mozliwosci odbudowy struktury chrzastki. Wsréd nich
bardzo duzo uwagi poswiecono prébom regeneracji
chrzastki z uzyciem autologicznych chondrocytéw, ktére
po namnozeniu in vitro i osadzeniu w biodegradowal-
nym nosniku (rusztowaniu) mozna bytoby wszczepic
do uszkodzonych stawoéw [5]. Jednym z probleméw ta-
kiej strategii jest fakt, ze chondrocyty hodowane
w standardowych warunkach in vitro (jedna warstwa
komérek, 37°C, 5% CO, i 21% O,) ulegajg odréznicowa-
niu: przestaja produkowac kolagen typu Il, a zaczynaja
produkowac kolagen typu | [6]. Tkanka wytworzona
z tak odréznicowanych komérek, ktére zachowuja sie
jak fibroblasty, moze znacznie odbiega¢ swoimi wtasci-
wosciami od funkcjonalnej, zdrowej chrzgstki stawowej.
W tej sytuacji istnieje potrzeba opracowania takich wa-
runkéw hodowli chondrocytéw in vitro, ktére umozliwig
ich namnozenie z zachowaniem cech charakterystycz-
nych dla dojrzatych, zréznicowanych chondrocytéw.

Materiat i metody

Chrzastka stawowa byta pobierana od pacjentéw
(n=5) chorujacych na reumatoidalne zapalenie stawow
(RZS) w trakcie operacji wstawienia endoprotezy stawu
kolanowego. Chondrocyty byty izolowane z chrzastki pod-
czas trawienia enzymatycznego z udziatem kolagenazy,
hialuronidazy i trypsyny wg standardowych metod i ho-
dowane in vitro. W trakcie pierwszego pasazu komorki
byty hodowane w podtozu zawierajagcym DMEM, 4 500
mg/| glukozy, 5% surowicy wotowej, antybiotyki (penicy-
line, streptomycyne i amfoterycyne), w atmosferze zawie-
rajacej 5% CO, i 21% O,. Podczas drugiego pasazu ko-
morki byty hodowane (w takim samym podtozu) w $rodo-
wisku: 5% CO, i 21% O, lub 5% CO, i 5% O,.

Komérki hodowane w atmosferze o obnizonej zawar-
tosci tlenu byty takze poddawane cyklicznym zmianom
ci$nienia atmosferycznego (30 min 1 atm, 30 min 2 atm).

Po uptywie 7 dni komorki byty trypsynizowane, zbie-
rane, liczone, a ich zywotnosé byta sprawdzana przy uzy-
ciu btekitu trypanu. Catkowite RNA byto izolowane z uzy-
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Ryc. 1. Proliferacja chondrocytow.
Fig. 1. Proliferation. of chondrocytes.

ciem trizolu. Ekspresja genéw kodujacych GAPDH, agre-
kan, kolagen 1IA, kolagen 1B i kolagen | byta oceniana
przy uzyciu pétilosciowej metody RT-PCR. Ekspresja genu
kodujacego biatko uczestniczace w podtrzymywaniu pod-
stawowych funkcji komérek (house keeping gene) GAPDH
stanowita kontrole ilosci izolowanego RNA i podstawe
do obliczania relatywnej ekspresji badanych genéow.

Analiza statystyczna byta wykonana za pomoca te-
stu t-Studenta. Wartosci p<0,05 uznawano za istotne
statystycznie.

Wyniki

Bez wzgledu na zastosowane warunki hodowli ko-
morki wykazywaty 90-95% zywotnos¢, ich morfologia
nie ulegata zmianom, a szybkosci proliferacji byta po-
rownywalna (ryc. 1.).

Chondrocyty hodowane w warunkach obnizonego ste-
zenia tlenu (5%) wykazywaty nizsza ekspresje syntezy
mRNA dla kolagenu | (p<0,05) (ryc. 2.), co sugeruje ponow-
ne réznicowanie sie tych komérek w kierunku dojrzatych,
funkcjonalnych chondrocytéw. Dodatkowa mechaniczna
stymulacja, z zastosowaniem cyklicznie zmieniajacego sie
cisnienia atmosferycznego w granicach 1-2 atm, powodo-
wata powrdt ekspresji kolagenu | do stanu obserwowane-
go dla normalnego stezenia tlenu (21%), charakterystycz-
nego dla odréznicowanych chondrocytéw (ryc. 2.).

Ekspresja mRNA dla kolagenu IIA zwiekszata sie
podczas hodowli chondrocytéow w 5% O, (p<0,04)
w kierunku bardziej zr6znicowanych chondrocytéw, na-
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Ryc. 2. Ekspresja kolagenu | przez chondrocyty.
Fig. 2. Expression of collagen | by chondrocytes.
35
p<0,04
3
— p<0,05 —
2,5
T
[a)
o
<
g 2
< -
-
)
& 15+
£
1_
0,51
0-
W 5% tlenu

O 5% tlenu+p
[ 21% tlenu

Ryc. 3. Ekspresja kolagenu IIA przez chondrocyty.
Fig. 3. Expression of collagen IIA by chondrocytes.

tomiast w komérkach hodowanych w 5% tlenie oraz
dodatkowo w warunkach zmiennego ciSnienia obser-
wowano obnizenie produkcji mRNA dla kolagenu 1A
(p<0,05) (ryc. 3.). Wptyw zmiennego ci$nienia wywierat
wiec negatywne dziatanie na chondrocyty hodowane
w warunkach niskiego tlenu.
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Ryc. 4. Ekspresja kolagenu IIB przez chondrocyty.
Fig. 4. Expression of collagen IIB by chondrocytes.
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Ryc. 5. Ekspresja agrekanu przez chondrocyty.
Fig. 5. Expression of aggrecan by chondrocytes.

Ekspresja kolagenu 1B zwiekszata sie w srodowisku
zawierajagcym 5% tlenu (p=0,05) (ryc. 4.). Dodatkowa
stymulacja w warunkach zmiennego cisnienia atmosfe-
rycznego nie doprowadzata do istotnych zmian produk-
cji kolagenu I1B.
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Zaobserwowano réwniez tendencje do podwyzsze-
nia ekspresji mRNA dla agrekanu przez chondrocyty ho-
dowane w warunkach niskiego stezenia tlenu, choé bez
osiagniecia istotnosci statystycznej (p<0,1). W tym
przypadku nie obserwowano dodatkowego wptywu
mechanicznej stymulacji (ryc. 5.).

Dyskusja

Przedstawione badania stanowig czes¢ prowadzo-
nych préb okreslenia takich warunkéw hodowli in vitro
chondrocytéw, ktére zapewnityby proliferacje tych ko-
morek z jednoczesnym zachowaniem produkcji charak-
terystycznych dla nich biatek tworzacych macierz ze-
wnatrzkomérkowa. Chrzastka jest tkanka pozbawiong
naczyh krwionosnych. Gradient stezenia tlenu waha sie
od 10% (na powierzchni chrzastki) do 1% (w gtebszych
warstwach chrzastki) [7]. W zwigzku z tym faktem ko-
morki chrzastki, chondrocyty, przystosowaty sie
do funkcjonowania w warunkach hipoksji. Szczegélnie
istotna jest rola czynnika transkrypcyjnego HIF-lo. Od-
grywa on kluczowa role w modyfikowaniu ekspresji ge-
néw w warunkach obnizonego stezenia tlenu. W chon-
drocytach odpowiada za regulacje ekspresji genéw
zwigzanych z procesem glikolizy i produkcji biatek ma-
cierzy zewnatrzkomérkowej [8].

Préby hodowli chondrocytéw w standardowych wa-
runkach tlenu (21%) prowadza do ich wczesniejszego
starzenia, zmiany ekspresji genéw, a co za tym idzie
— utraty funkcji [9].

W licznych pracach przeprowadzonych na chondro-
cytach wyizolowanych z chrzastek zwierzecych pokaza-
no, ze komérki te hodowane w warunkach obnizonego
stezenia tlenu ponownie sie roéznicuja [7, 10]. Obserwu-
je sie wzrost ekspresji kolagenu Il i agrekanu, przy jed-
noczesnym obnizeniu ekspresji kolagenu | Podobne
wyniki zaobserwowano, badajac chondrocyty wyizolo-
wane z ludzkiej chrzastki pobranej z nosa [11] czy sta-
wu kolanowego [12]. Brak jest doniesien opisujacych
reakcje chondrocytéw wyizolowanych z chrzastki sta-
wowej pacjentéw chorujacych na RZS na obnizone ste-
zenie tlenu. W przebiegu tej choroby chrzastka jest na-
razona na dziatanie zwiekszonego stezenia cytokin
prozapalnych. Udowodniono, ze te substancje powodu-
ja zahamowanie syntezy biatek macierzy zewnatrzko-
moérkowej przy jednoczesnym nasileniu syntezy enzy-
moéw degradujacych chrzastke [13]. Dodatkowo w sta-
wie objetym procesem zapalnym dochodzi do patolo-
gicznego obnizenia stezenia tlenu [14]. Dlatego autorzy
postanowili zbada¢ reakcje chondrocytéw wyizolowa-
nych z chrzastki stawowej pobranej od pacjentéw cho-
rujacych na RZS na obnizone stezenie tlenu. Wyniki
przedstawione w tej pracy wyraznie wskazuja, ze obni-
zenie stezenia tlenu podczas hodowli powoduje wzrost
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ekspresji kolagenu Il i agrekanu oraz obnizenie syntezy
kolagenu |. Wyniki doswiadczen potwierdzity nasza hi-
poteze, ze hodowle chondrocytéw w warunkach in vitro
powinno sie prowadzi¢ w warunkach obnizonego ste-
zenia tlenu. Mechaniczny stres powoduje obnizenie
syntezy biatek macierzy zewnatrzkomérkowej charak-
terystycznych dla chondrocytéw, co jest zgodne z ob-
serwacjami innych autoréw [9]. Z tych powodéw zasto-
sowanie dodatkowych zmian fluktuacji cisnienia at-
mosferycznego nie wydaje sie wskazane.

Na dodatkowa uwage zastuguje fakt, ze w hodowa-
nych przez nas chondrocytach wystepuje kolagen IIA,
charakterystyczny dla niedojrzatych komérek chrzastki.
Swiadczy to o tym, ze chondrocyty odréznicowane pod-
czas hodowli w jednej warstwie (monolayer) nie réznicu-
ja sie catkowicie pod wptywem obnizenia stezenia tlenu.
Nie jest wykluczone, ze proces ten wymaga zapewnienia
chondrocytom odpowiedniego przestrzennego zorgani-
zowania hodowli w strukturach wielowarstwowych (tzw.
hodowla w 3D) [15]. Badania, ktdrych celem jest zweryfi-
kowanie tej hipotezy, sa obecnie w toku.

Whioski

Ponowne zréznicowanie odr6znicowanych chondro-
cytéw pochodzacych od pacjentéw chorujacych na RZS
jest czesciowo mozliwe, jezeli komérki sa hodowane
w atmosferze zawierajacej 5% O,. Na tym etapie hodow-
li dodatkowa mechaniczna stymulacja nie jest konieczna.

Praca naukowa finansowana ze Srodkéw Komitetu
Badan Naukowych w latach 2003-2005 jako projekt ba-
dawczy.
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