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Rezumat 
 Introducere. Cartilajului articular are o capacitate intrinsecă slabă de auto-
reparare, datorită lipsei unor mecanisme inerente de reparaţie la nivelul cartilajului 
matur. Scopul studiului este de a izola şi creşte pe medii de cultură a condrocitelor 
umane, necesare transplantului autolog de condrocite, şi de a observa creşterea 
condrocitară. Material şi metodă. S-a efectuat un studiu experimental in vitro pentru 
a observa creşterea celulară pe medii de cultură a condrocitelor. Condrocitele s-au 
obţinut de la nivelul articulaţiei genunchiului din biopsia meniscului. Probele 
obţinute au fost disociate în tripsină 0,25% pentru o oră, urmată de o disociere 
celulară în colagenază 0,1% la 37ºC pentru 12 ore. La celulele izolate s-a adăugat 
mediul DMEM (Dulbecco's Modified Eagle Medium). Sedimentul a fost resuspendat 
în mediu DMEM suplimentat cu albumină umană 10% şi antibiotice (penicilină 0,1 
mg/ml, gentamicină 0,05 mg/ml). Celulele au fost însămânţate la o densitate de 
2x105 celule/ml pe plăci Petri de 100 mm, iar apoi incubate în atmosferă umidificată 
de CO2 5% la 37ºC. Rezultate. Atunci când s-a folosit mediu DMEM suplimentat cu 
albumină umană 10%, rata proliferării celulară a fost bună. Cea mai mare rată de 
proliferare celulară s-a observat în mediu DMEM suplimentat cu IGF-I. Discuţii. În 
ceea ce priveşte creşterea experimentală in vitro a condrocitelor, experimentul 
nostru a arătat o arhitectură tridimensională a structurii celulelor. Studiul densităţii 
celulare finale a arătat că suplimentarea mediului de cultură cu IGF-I a indus cea 
mai mare rată de proliferare celulară, urmată îndeaproape de suplimentarea cu 
albumină umană. Concluzii. Datele noastre arată că obţinerea unui număr suficient 
de condrocite necesită o perioadă lungă de timp, procesul fiind stimulat prin 
suplimentarea cu proteine şi mai ales de IGF-I. 
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Experimental study on the in vitro condorcitary growth and the possible use of 
condrocites in orthopaedical pathology 
 

Abstract 
Introduction. Articular cartilage has a poor intrinsic capacity for self-repair, due to 
the lack of inherent mechanisms of repair in mature articular cartilage. The aim of 
the study was to isolate and culture human chondrocytes for autologous 
transplantation and to observe the chondrocytes growth. Material and method. We 
conducted an in vitro experimental study to observe the chondrocytes growth. 
Chondrocytes were obtained from meniscal biopsy of the knee joint. The obtained 
specimens were digested with 0.25% trypsin for one hour, followed by digestion with 
0.1% collagenase for 12 h at 37 °C. DMEM (Dulbecco's Modified Eagle Medium) 
was added to the released cells. The pellet was resuspended in DMEM supplemented 
with 10% human albumin, and antibiotics (penicillin 0.1 mg/ ml, gentamycin 0.05 
mg/ml). The cells were seeded at a density of 2 × 105 cells/ml in 100 mm Petri dishes 
and were incubated in a humidified atmosphere of 5% CO2 at 37 °C. Results. In case 
of DMEM supplemented with 10% human albumin, the cell proliferation rate was 
good. In DMEM also supplemented with IGF-1, chondrocytes presented the highest 
proliferation rate. Discussions. Regarding the chondrocytes experimental growth in 
vitro our experiment showed a tridimensional architecture of the cells structure. The 
study of the final cell densities revealed that IGF-1 supplement induced the highest 
proliferation rate, closely followed by human albumin. Conclusions. Our data reveal 
that obtaining a sufficient number of chondrocytes requires a long period of time, the 
process being stimulated by protein supplementation and especially by IGF-1 
addition. 
 Keywords: autologous transplantation, in vitro culture cell, DMEM, IGF-1. 

 
Introducere 
Cartilajul articular este un ţesut conjunctiv specializat 
care permite mişcarea lină fără fricţiune a articulaţiilor 
diartrodiale şi este compus dintr-un număr relativ mic 
de celule (condrocite) încorporate într-o abundentă de 
matrice extracelulară. Matricea extracelulară este 
compusă în principal din colagen tip II, proteoglicani, 
apă şi în cantitate mai mică din alte tipuri de colagen şi 
proteine noncolagenice [1]. 
Cartilajului articular are o capacitate intrinsecă slabă 
de auto-reparare [2], datorită lipsei unor mecanisme 
inerente de reparaţie la nivelul cartilajului matur [3]. 
Defectele cartilaginoase duc la creşterea nivelului 
durerii şi la pierderea mobilităţii datorită limitării 
mişcărilor ducând astfel la diminuarea calităţii vieţii 
[4]. 
Etiologia exactă şi incidenţa defectelor condrale nu 
sunt nici astăzi pe deplin stabilite. Evenimentele 
traumatice şi entităţile de dezvoltare, cum ar fi 
osteocondrita disecantă (OCD) predomină la grupele 
de vârstă mai tânără: hemartrozele traumatice la atleţii 

cu leziuni la nivelul genunchiului sunt asociate cu 
defecte condrale într-o proporţie până la 10 cazuri, 
incidenţa leziunilor de tip ostecondrită disecantă a fost 
estimată la 30-60 de cazuri la 100.000 persoane [6]. 
Mai multe studii au arătat un grad ridicat de leziuni 
condrale (gradul Outerbridge III şi IV) la 5-11% din 
pacienţii tineri (mai tineri de 40 de ani) și până la 60 % 
la grupurile cu vârste mai înaintate [7-9]. 
Studiile clinice arată o superioritate semnificativă a 
microfracturării, transplantului osteocondral ca şi a 
implantării autologe de condrocite ca metodă de 
tratament în cazul defectelor condrale cu grosime 
totală [10-12]. 
Scopul studiului este de a izola şi creşte pe medii de 
cultură a condrocitelor umane, necesare transplantului 
autolog de condrocite, şi de a observa creşterea 
condrocitară. 
Material şi metodă 
Conceptul transplantului autolog de condrocite se 
bazează pe o procedură în trei paşi: dintr-o biopsie de 
cartilaj hialin condrocitele sunt izolate şi înmulţite in 
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vitro. Scopul principal al culturii celulare in vitro 
iniţiale de condrocite este de a creşte numărul de 
celule cu scopul de a oferi un număr suficient pentru a 
umple un defect focal al cartilajului articular. Pentru a 
îndeplinii acest scop, condrocitele sunt izolate din felii 
mici de cartilaj recoltat artroscopic de la nivelul 
genunchiului lezat dintr-o zonă sănătoasă care suportă 
o greutate minimă. Matricea extracelulară este 
eliminată prin digestie enzimatică, iar celule sunt apoi 
cultivate în cultură monostrat. După ce s-a obţinut un 
număr suficient de celule, condrocitele sunt apoi 
implantate în defectul cartilaginos (figura 1) [1]. 
 

 
Figura 1: Conceptul transplantului autolog de 
condrocite 
 
S-a efectuat un studiu experimental in vitro pentru a 
observa creşterea celulară pe medii de cultură a 
condrocitelor. 
S-a recoltat cartilaj articular, în urma 
consimţământului informat, de la un pacient în vârstă 
de 35 de ani, internat cu diagnosticul de leziune 
traumatică la nivelul genunchiului, în Clinica de 
Ortopedie şi Traumatologie a spitalului Clinic de 
Urgenţă Tîrgu Mureş. 
Condrocitele s-au obţinut de la nivelul articulaţiei 
genunchiului din biopsia meniscului. 
Fragmentul de ţesut cartilaginos a avut o dimensiune 
de 10 mm şi a fost transportat imediat după recoltare 
într-o eprubetă sterilă. Cartilajul a fost spălat în soluţie 
salină tamponată cu fosfat şi dezagregat mecanic cu 
ajutorul unui scalpel steril. Probele obţinute au fost 
disociate în tripsină 0,25% pentru o oră, urmată de o 
disociere celulară în colagenază 0,1% la 37ºC pentru 
12 ore. La celulele izolate s-a adăugat mediul DMEM 
(Dulbecco's Modified Eagle Medium), după care 
acestea au fost centrifugate la 1200 rpm pentru 10 
minute. După 24 ore, celulele neaderente au fost 
îndepărtate prin schimbarea mediului de cultură. 

Sedimentul a fost resuspendat în mediu DMEM 
suplimentat cu albumină umană 10% şi antibiotice 
(penicilină 0,1 mg/ml, gentamicină 0,05 mg/ml). 
Celulele au fost însămânţate la o densitate de 2x105 
celule/ml pe plăci Petri de 100 mm, iar apoi incubate 
în atmosferă umidificată de CO2 5% la 37ºC. 
A fost folosită albumină umană în loc de ser fetal de 
viţel deoarece scopul nostru este de a obţine 
proliferare condrocitară pe medii de cultură, pentru a 
putea fi folosite pentru transplant autolog. Începând cu 
ziua 7 de cultură celulară mediul DMEM a fost 
suplimentat cu 50-100 ng/ml factor de creştere 
insuline-like (IGF-I) sau cu dexometazonă 4 ng/ml. 
Mediile de cultură au fost examinate pentru a urmări 
creşterea celulară de două ori pe săptămână, timp de 8 
săptămâni, iar mediul de cultură a fost schimbat de 
două ori pe parcursul acestui experiment. 
La finalul experimentului celulele au fost separate de 
mediul de cultură prin folosirea de tripsină 0,25%. 
Rezultate 
Izolarea celulară a fost considerată completă numai 
după obţinerea de celule individuale. 
Concentraţia celulară iniţială a fost scăzută (2 x 103 
celule/ml), permiţând perioade lungi de timp între 
completările mediului de cultură (figura 2). 

Figura 2: Condrocite pe mediu de cultură imediat după 
însămânţare 
 
Când s-a folosit mediu DMEM fără supliment de 
proteină, s-a că celulele nu prezentau modificări 
morfologice semnificative, dar rata lor de proliferare a 
fost de aproape 0 (figura 3). 
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 Figura 3: Condrocite în mediu DMEM fără supliment 
de proteină 
 
Atunci când s-a folosit mediu DMEM suplimentat cu 
albumină umană 10%, rata proliferării celulară a fost 
bună, numărul celulelor crescând semnificativ după 4 
săptămâni de la începerea experimentului continuând 
până la final (8 săptămâni) (figura 4). Grupurile de 
celule au apărut compacte, destul de mari, rotunde, cu 
arhitectură tridimensională compusă din condrocite 
mari, rotunde, cu nucleu distinct, prezentând câteodată 
şi nucleoli, şi cu citoplasmă abundentă. Concentraţia 
celulară a fost de 45 x 103 celule/ml după 4 săptămâni, 
iar la finalul experimentului de 120 x 103 celule/ml. 

  
Figura 4: Condrocite în mediu DMEM cu supliment de 
albumină umană 10%, săptămâna 8 
 
Cea mai mare rată de proliferare celulară s-a observat 
în mediu DMEM suplimentat cu IGF-I. Organizarea 
celulară a rămas tridimensională, cu numeroase 
grupuri celulare formate din condrocite tinere în 
apoziţie strânsă. Ocazional s-au observat şi condrocite 
cu dispoziţie trabeculară, dispuse în şiruri (figura 5). În 
acest caz concentraţia celulară finală a fost de 820 x 
103 celule/ml. 

 

 
Figura 5: Condrocite în mediu DMEM cu supliment de 
IGF-I 
 
Discuţii 
Utilizarea de condrocite autologe pentru repararea 
defectelor cartilajului articular datează din 1994, 
atunci când Brittberg a raportat primele 23 de cazuri 
tratate pentru defecte izolate ale cartilajului 
genunchiului datorate unor traume sau de către 
osteocondrita disecantă [13]. 
În ceea ce priveşte creşterea experimentală in vitro a 
condrocitelor, experimentul nostru a arătat o 
arhitectură tridimensională a structurii celulelor. 
Studiul densităţii celulare finale a arătat că 
suplimentarea mediului de cultură cu IGF-I a indus cea 
mai mare rată de proliferare celulară, urmată 
îndeaproape de suplimentarea cu albumină umană. 
Atunci când nu s-a adăugat nici un supliment la mediul 
de cultură rata de proliferare a fost extrem de scăzută. 
Deşi a fost observată o creştere condrocitară in vitro 
semnificativă, este de asemenea bine cunoscut faptul 
că condrocitele îşi pierd în timp caracteristicile 
morfologice şi biochimice şi devin nefolositoare 
pentru ingineria ţesutului cartilaginos atunci când sunt 
înmulţite in vitro [14], de asemenea condrocitele 
trebuie obţinute artroscopic, iar necesitatea a două 
intervenţii chirurgicale consecutive duce la creşterea 
riscului pentru cartilajul rămas [15]. 
Chiar dacă transplantul autolog de condrocite pare a fi 
unul promiţător, această metodă este rezervată unei 
categorii mici de pacienţi, atent selecţionaţi, ca 
abordare terapeutică secundară [16]. 
Concluzii 
Datele noastre arată că obţinerea unui număr suficient 
de condrocite necesită o perioadă lungă de timp, 
procesul fiind stimulat prin suplimentarea cu proteine 
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şi mai ales de IGF-I. Acest proces este, de asemenea, 
susţinut de factori care promovează adeziune celulară 
la structuri tridimensionale. 
Din păcate, agregarea celulară generată in vitro nu are 
structura şi funcţia unui cartilaj adecvat. 
Această lucrare a fost finanțată prin Programul 
Operațional Sectorial de Dezvoltare a resurselor 
umane, program finanțat de Uniunea Europeană și 
Guvernul României,Contract  nr. POSDRU / 6 / 1.5. / 
S / 17. 
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