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ABSTRACT 

 

Autologous chondrocyte implantation (ACI) is the promising method for cartilage 

defect treatment. The major concern is the viability and quality of the chondrocytes for 

implantation. The purpose of this study is to optimize the storage condition for 

maintaining biological properties of the preserved cartilage for tissue engineering 

application. The human cartilage explants were harvested from fresh mortise and tenon 

joint of 3 donors and were stored in different culture medium either 4 or -80oC for 6 

weeks. At 1, 2, 3  and 6 weeks after harvest, the chondrocytes were isolated and analyzed 

for cell  viability and chondrogenic gene expression  compare to chondrocytes which 

were isoloated form fresh cartilage by histological analysis and quantitative RT-PCR, 

respectively. For the shortest of preserved period, chondrocyte viability were 50-70% and 

30-60% after stored for 1 week at 4 and -80 ◦C, respectively.  The decreased of cell 

viability were observed when stored for over 1 week.  The chondrocytes which isolated 

from the preserved cartilage in 10% DMSO chondrogenic medium for 1 week showed 

the highest retaining of  the chondrogenic genes expression (SOX9,  ACAN and COL2A1) 

when compared to the fresh isolated chondrocytes. The proliferation rate of isolated 
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chondrocytes were measured by Alamar blue assay. It was found that isolated 

chondrocyte from preserved cartilage in 10% DMSO chondrogenic medium for 1 week 

showed the best proliferation rate when compared to the other conditions. Furthermore, 

The examination of the expression of  apoptosis genes (BAX, BAK and CASP3) and cell 

cycle genes (CCND1, CDK4 and CDK6) found that the  long term  cryopreservation (-80  ̊

C) showed the higher expression of  the apoptosis and cell cycle genes. The decreasing of 

proliferation rate of the isolated chondrocytes from cryopreservation was observed and 

less than the isolated chondrocytes from 4 ̊ C preservation. From the cell viability, 

proliferation rate and chondrogenic properties analysis, it could be concluded that the 

optimal storage condition for maintaining cartilage quality was 10% DMSO 

chondrogenic medium at 4 ̊C for 1 week. The isolated chondrocytes showed highest cell 

viability and chondrocyte properties remaining when compared to the fresh chondrocytes.  

Incidentally, this quality of the preserved cartilage in the chosen condition was further 

investigated in the rabbit ACI model (in vivo). The chondrocytes which used for 

implantation were isolated and expanded from the preserved cartilage. After implantation 

of 6 months,   the macroscopic assessment  of the ACI rabbit knees found that there was 

no difference between  the fresh chondrocytes implantation (autologous transplantation) 

and the preserved chondrocytes implantation (allologous implantation). The releasing of 

the chondroitin sulfate (WF6 epitopes) to the serum, which reflects the degradation of the 

cartilage were not difference between the ACI rabbits  and the  full thickness defect with 

no treatment rabbit. However, the investigation of the macroscopic assessment and also 

histological evaluation of neocartilage from these groups should be further studied. 

Nevertheless, we suggested that the optimal condition (10% DMSO chondrogenic 

medium for 1 week) which be chosen have passed all criterias and rather maintained 

similarly quality as fresh cartilage.  The preserved condition has the value in cartilage 

banking for clinical treatment which should be use for both ex vivo and in vivo 

manipulations for allograft chondrocytes implantation. 
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บทคัดย่อ 

 

 การผา่ตดัปลูกถ่ายเซลลก์ระดูกอ่อนเป็นวธีิการรักษารอยโรคบริเวณกระดูกอ่อนท่ีใชใ้นปัจจุบนั 

ซ่ึงปัจจยัส าคญัในการปลูกถ่ายคือ อตัราการรอดชีวิตและคุณภาพของเซลล์กระดูกอ่อนส าหรับน าไป

ปลูกถ่าย ดงันั้นในงานวจิยัน้ี จึงตอ้งการศึกษาวธีิการเก็บรักษากระดูกอ่อนในสภาวะต่างๆให้คงคุณภาพ

ใกลเ้คียงกบักระดูกอ่อนสด และสามารถประยุกตร์ใช้ในดา้นวิศวกรรมเน้ือเยื่อได ้ท าการเก็บตวัอยา่ง

กระดูกอ่อนจากบริเวณกระดูกขอ้เท้าของผูบ้ริจาคจ านวน 3 คน แบ่งกลุ่มการเก็บรักษา ในสภาวะท่ี

แตกต่างกนั 8 กลุ่ม ซ่ึงเห็บท่ีอุณหภูมิ 4 และ -80 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 6 สัปดาห์ น ามาตรวจสอบ

คุณภาพของกระดูกอ่อนโดยการศึกษาลกัษณะทางจุลกายวิภาคในเน้ือเยื่อกระดูกอ่อนและตรวจสอบ

การแสดงออกของยีนท่ีก าหนดการสร้างโปรตีนท่ีเป็นสารบ่งช้ีของกระดูกอ่อนดว้ยวิธี Real-time PCR 

เม่ือครบเวลาการเก็บ 1, 3 และ 6 สัปดาห์ เปรียบเทียบกบัเน้ือเยื่อกระดูกอ่อนสด การเก็บรักษาเน้ือเยื่อ

กระดูกอ่อนเป็นเวลา 1 สัปดาห์ ในอาหารชนิด Chondrogenic medium ภายใตอุ้ณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส

มีอตัราการมีชีวิตรอดของเซลล์กระดูกอ่อนใกลเ้คียงกบัเซลล์กระดูกอ่อนสดมากท่ีสุดถึงร้อยละ 50-70 
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นอกจากน้ียงัมีการแสดงออกของยีนท่ีก าหนดการสร้างโปรตีนท่ีส าคญัของกระดูกอ่อนไดแ้ก่ SOX9, 

ACAN และ COL2A1 และผลจากการเจริญเติบโตของเซลล์โดยใชว้ธีิการ Alamar Blue assay ใกลเ้คียง

กบัการแสดงออกและการเจริญเติบโตของเซลล์กระดูกอ่อนสดมากท่ีสุด และหากเปรียบเทียบกบัการ

เก็บรักษาท่ีอุณหภูมิ -80 องศาเซลเซียส จะพบวา่ผลจากลกัษณะทางจุลกายวภิาค การแสดงออกของยีน 

รวมถึงการเจริญเติบโตของเซลล์กระดูกอ่อนลดนอ้ย สอดคลอ้งกบัการเก็บเป็นระยะเวลาท่ียาวนานข้ึน

ดว้ย ในส่วนของสัตวท์ดลองให้ผลท่ีสอดคลอ้งกนั โดยมีการทดลองเก็บรักษาเน้ือเยื่อกระดูกอ่อนของ

การต่ายตามสภาวะท่ีคน้พบในช่วงตน้และท าการปลูกถ่ายโดยใชเ้ซลล์กระดูกอ่อนท่ีผา่นการเก็บรักษา 

เปรียบเทียบกบัการปลูกถ่ายดว้ยเซลล์กระดูกอ่อนสด ซ่ึงเป็นวิธีการท่ีใช้ในปัจจุบนั ผลการตรวจสอบ

ดว้ยปริมาณของคอนดรอยตินซลัเฟตอิพิโทป (WF6) และลกัษณะทางพยาธิวทิยาประกอบกบัจุลพยาธิ

วิทยาและกายภาพของกระดูกอ่อนพบวา่ ไม่มีความแตกต่างอยา่งมีนยัส าคญั ในเร่ืองของการประเมิน

อาการทางคลินิกระหว่างกระต่ายทั้งสองกลุ่ม ระดบัของสารบ่งช้ีทางชีวภาพไม่มีความแตกต่างกัน 

(p>0.05) จากผลการทดลองสามารถสรุปไดว้่าการรักษาการบาดเจ็บของกระดูกอ่อนผิวขอ้โดยการใช้

การปลูกถ่ายเซลล์กระดูกอ่อนผิวข้อท่ีผ่านการเก็บรักษานับเป็นอีกทางเลือกหน่ึงในการรักษาการ

บาดเจบ็ของกระดูกอ่อนผวิขอ้ในผูป่้วยได ้


