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ABSTRACT

PURPOSE OF THE STUDY

The presented experimental study describes the results of using a combination of allogeneic mesenchymal cells (MSCs)
with chondrocytes (CHCs) and a novel scaffold based on type | collagen and chitosan fibres. This biocomposite was trans-
planted into a defect produced by excision of a bone bridge to induce new cartilaginous tissue formation. The left femur
was treated by transplantation into a defect of distal epiphysis; the right femur with implantation of the scaffold only served
as control. A better therapeutic result was therefore expected in the left femur — the reduction of growth and angular defor-
mities, and the histological finding of a tissue similar to the cartilage excised from the left femur..

MATERIAL AND METHODS

The miniature pig was selected as an experimental model and 10 pigs were used. Mesenchymal stem cells derived from
femoral bone marrow and chondrocytes derived from a sample harvested from the non-weight-bearing articular surface of
the distal end of the femur were cultured in medium. The novel scaffold was based on collagen containing chitosan nano-
fibres. To make manipulation during implantation easier, the cilindrical scaffolds after lyophilisation were again placed in
96-well plates for seeding. The scaffolds before implantation were seeded with 2x106 allogeneic MSCs and 1x106 alloge-
neic CHCs. The outcomes of treatment were assessed by measuring the length of bone and the degree of distal femoral
valgus deformity, and by the histological findings obtained (properties and maturity of the newly-formed tissue, detection
of type Il collagen, PAS reaction).

RESULTS

The right and left legs were examined for longitudinal bone growth and the valgus angle and compared. The treated left
leg showed a higher average value for longitudinal growth than the untreated right leg (p = 0.004). The average degree of
angular deformity was lower in the left leg than in the right leg (p = 0.008). The microscopic findings showed that a tissue
similar to hyaline cartilage was more frequently present in the femoral bone defect of the left leg, as compared with that of
the right leg. Type Il collagen was detected more frequently and at higher amounts on the left than the right side (p = 0.033).
The PAS reaction was positive in all left limbs, with a high degree of positivity in 80 % of them, while this was not achie-
ved in any of the right limbs (p = 0.001).

DISCUSSION

The use of stem cells in the indication reported here has only been the matter of time since the information on encou-
raging results in neurology and cardiology was published. First studies with positive results have soon been reported. The
initial hydrogel scaffolds were based on tissue adhesives. However, they were not stable enough and were difficult to hand-
le during surgery. In further studies, therefore, the use was made of a three-dimensional scaffold with a self-supporting
structure of collagen fibres. This structure also facilitated its hydrodynamic seeding with MSCs and CHCs, which is an effec-
tive and sparing procedure for the transplanted cells. Studies concerned with MSCs and/or CHCs transplantation for re-
pair of a physeal defect following bone bridge excision, i.e. for bone bridge treatment, in a broader experimental design,
however, are still missing.

CONCLUSION

Transplantation of a composite scaffold seeded with mesenchymal stem cells and chondrocytes into a physeal defect
following bone bridge excision prevented growth disturbance and angular deformity development in the distal femoral epi-
physis. In comparison with the control group, it resulted in a more frequent production of a tissue similar to hyaline cartila-
ge, with a cell formation reminiscent of a typical columnar arrangement of the growth plate.

Key words: mesenchymal stem cells, growth plate, bone bridge, scaffold.
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Potrazovy defekt rlistové ploténky détského skeletu
miZe vést ke vzniku kostniho mastku, ktery je pficinou
defektniho ristu kosti. Podle umisténi a velikosti kost-
niho mastku dochézi k omezeni riistu kosti do délky, coz
muze vést zejména v mladSim veéku ditéte k zdsadnimu
rozdilu v délce kosti nebo k tvarovym deformitam pii-
slusné casti kosti ve smyslu uhlové deviace. Tyto zavaz-
né komplikace vyZzaduji nésledné ortopedickou 1é¢bu,
Casto 1 operacni korekce s osteotomii a naslednou stabi-
lizaci (zevni fixace (15), dlahova osteosyntéza), nékdy
s odbérem spongidzni kosti pro doplnéni autospongio-
plastiky nebo s nutnosti pouZiti syntetického biomate-
ridlu (7). Prave tato invazivita a ndro¢nost 1écby vede jiz
fadu let odbornou vefejnost ke hledani novych moznos-
ti 1écby disledki kostniho mistku smérem k miniinva-
zivit€ a cilené nahrady tkang rastové ploténky.

Predkladana experimentalni studie popisuje vysledky
pouziti kombinace mezenchymovych kmenovych bunék
s chondrocyty a nového nosice slozeného z kolagenu
typu I a chitosanovych vldken. Transplantace uvedené-
ho biokompozitu do defektu vzniklého po resekci kost-
niho mustku méla indukovat tvorbu nové chrupavcité
tkané, kterd by mohla restaurovat defekt ristové zony
nebo alespon zamezit tvorbé kostni tkané a vzniku must-
ku. Uvedena kombinace MSCs a CHC vychazi z pted-
pokladu, Ze dochézi k diferencia¢nimu vlivu na ptitom-
né MSCs a jejich diferenciace je tak presnéjsi.

Jednou ze zasadnich skutecnosti je vybér spravného
nosice, ktery poskytne bunéénému transplantatu dosta-
te¢nou vyzivu a dale mechanickou oporu a stabilitu
v zivé tkani. Pfedkladana studie popisuje pouziti nové
syntetizovaného nosice a jiz v ramci chirurgické faze
experimentu prokazal novy kolagenovy nosi¢ vyrazné
lepsi mechanické vlastnosti a v laboratornich podmin-
kach bylo prokazano, Ze mezenchymové kmenové buii-
ky se v ném velmi dynamicky proliferovaly a mnoZily.

MSCs a CHC spolecné s nosicem byly transplanto-
véany do defektu po resekci kostniho mustku distalni epi-
fyzy levé stehenni kosti u miniaturniho prasete. Do stej-
ného defektu na pravé stehenni kosti byl implantovan
samotny nosic a slouZil jako kontrola pro experimentél-
ni skupinu. Byl ocekéavan lepsi terapeuticky vysledek na
levé stehenni kosti — redukce rtistové i thlové deformi-
ty a histologicky nélez odpovidajici tvorbé tkané po-
dobné chrupavce v resekovaném defektu levé stehenni
kosti.

MATERIAL A METODIKA

Experimentalnim modelem bylo zvoleno miniaturni
prase z certifikovaného chovu Ustavu Zivocisné fyzio-
logie a genetiky Ceské Akademie véd v Lib&échové, expe-
rimentalni skupinu tvorilo deset zvirat.

Jako zdroj mesenchymovych kmenovych bunék byla
zvolena kostni drenl kycelni kosti (18). Po peclivé des-
infek¢ni pripravé operac¢niho pole byla krev kostni dre-
né odebrana bioptickou jehlou (Iliac-Crest 15G/70-mm
bioptic needle (Somatex)) z kycelni kosti (tuber coxae
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ala osis illii) do dvou 10 ml stfikacek s 5 ml PBS (Phos-
phate Buffered Saline, Dulbecco) + 2% FBS (Fetal Bovi-
ne Serum, StemCell Technologies) a heparinem 5 IU/ml.
Naredéna krev kostni dfené (zhruba 20 ml) byla za ste-
rilnich podminek navrstvena na 15 ml roztoku FPP
(Ficoll-Paque PLUS, StemCell Technologies). Po cent-
rifugaci (400 x g, 30 minut) pfi pokojové teploté doslo
k odlouceni erytrocytli a granulocytti ve formé pelety na
dné zkumavky. Mononukleérni butiky se objevily jako
opaleskujici vrstvicka mezi Ficollem a krevni plazmou.
Tuto vrstvicku jsme odebrali, provedli jsme oplach
v kultivaénim médiu (viz niZe) a pouZili jsme ji pro kul-
tivaci in vitro. Primérné mnozstvi mononukledrnich
bunék ziskané z kazdé izolace bylo 60 x 10°. Celkovy
pocet bunék a jejich Zivotaschopnost byla zji§téna pomo-
ci pristroje Vi-CELL (Series Cell Viability Analyzers)
a bylo nalezeno vice nez 95 % Zivotaschopnych bunék.
Pted transplantaci byla u bunék zjiStovana pozitivita na
tyto povrchové markery MSC (CD29, CD44, CD90,
CD105 a nové dle nékterych praci i CD147). Byl pou-
Zit nasledujici panel protilatek: anti-CD29 (clone MEM-
101A), anti-CD105 (clone MEM 229), anti-CD 147 (clo-
ne MEM-M6/2, Exbio Praha a. s., Praha), anti-CD44
(clone IM7), anti-CD90 (clone 5E10, BD Biosciences,
San Jose, CA USA), anti-CD45 (clone K252-1E4, AbD
Serotec,Kidlington, UK) (39).

Zdrojem chondrocytd byl odebrany vzorek z nezaté-
7ové Casti kloubni plochy distalni epifyzy stehenni kos-
ti a jejich dalsi kultivace v Zivném mediu. Chrupavka
byla rozvolnéna v kolagendze pres noc, uvolnéné
chondrocyty centrifugovany pri 200g 5 min a nasazeny
do kultiva¢ni ldhve v roztoku v Iscove s Modified Dul-
becco’s Medium s 15 % fetalniho kravského séra (FBS),
3 g/l NaHCOj,, 100 IU/ml penicillin, 100 g/ml strepto-
mycin, 4 mM L-glutaminem, 20 g/ml L-askorbat-2-
fosfatem.

Kultivace kmenovych bunék

Burtiky byly vysazeny na kultiva¢ni lahve (150 cm?)
v hustot& zhruba 1,3 x 10%cm? a kultivovény pfi teplo-
t€ 37 °C v prostiedi 5% CO,. Pro kultivaci bylo pouzi-
to médium -MEM (Gibco) doplnéné o 10% FBS (Sig-
ma-Aldrich) a gentamycin (50 mg/ml, Sigma-Aldrich).
Po 24 hodinich byly odstranény neadherentni butiky
a v prabéhu nasledujici kultivace (3 tydny) bylo me-
dium ménéno kazdé 3 dny. Prvni kolonie MSC se obje-
vily 4.-5. den kultivace a 80% pokryti kultiva¢ni misky
bylo dosazeno po 10 dnech kultivace. Byla provedena
pasdz bunék v roztoku 0,5% trypsinu s EDTA (Sigma
Aldrich) po dobu 5 minut pfi teploté 37 °C a jejich opé-
tovné vysazeni na kultivacni plastik pfi hustoté 15 000
bunék/cm?. Pro znaeni fluorescenénim barvivem
CM-Dil (Molecular Probes) v koncentraci 5 g/2,5 ml
PBS byly buiiky ziskdny v den transplantace a inkuba-
ce probihala 5 minut pii teploté 37 °C a 15 minut pfi
teploté 4 °C. Poté byly bunky dikladné promyty v PBS.
S cilem vyvolat diferenciaci smérem k chondrocytiim
(8) jsme znacené buriky umistili do media -MEM s pfi-
davkem 100 ng/ml lidského rekombinantniho TGF 31
(R&D Systems), 100 nM dexametazonu (Medochemie),
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50 g/ml roztoku askorbét-2-fosfatu (Sigma Aldrich)
a 1% ITS (Insulin — Transferrin — Selenium A, Gibco)
na dobu 30 minut. Poté byly buiky centrifugovany
(700 x g, 5 minut) a bunécné pelety byly pfipraveny
k pfeneseni do skafoldu.

Po 5 dnech v kultiva¢ni 1dhvi byly buiiky pasdZovany
a k dalsimu pomnoZeni bylo pouZito stejné medium
s 10% FBS. Po dosazeni konfluence byly buriky trypsi-
novany a druha pasaz pouZita na osazeni bun¢k. Na kaz-
dy scaffold byl nasazeno 10° chondrocyta.

V obou pfipadech bylo pouZito alogeniho Stépu, tedy
1 chondrocyty 1 MSCs k transplantaci byly pfipraveny
od jiného prasete. Bylo vSak piisné dbano na to, aby obé
tyto bunécné slozky pochazely od stejného zvitete.

Priprava nosice

Nosice byly pfipravovany zpocCitku jako plosné
porézni lyofilizaty poZadovanych rozmért, které byly do
kone¢ného tvaru pfipraveny pfimo v 96'jamkové destic-
ce. Na zakladé hodnoceni in vitro v Ustavu experimen-
talni mediciny AV CR Praha byl jako nejvhodné&jsi mate-
ridl, vykazujici jak pozadované biologické chovani
a stabilitu v simulovaném télnim prostiedi, tak biome-
chanickou odezvu a chovéni skafoldu v misté planova-
né implantace, vybran skafold na bazi kolagenu obsa-
hujiciho mikro- a nanovldkna z chitosanu. Byla rovnéz
optimalizovana lyofilizacni procedura tak, aby bylo
dosazeno propojenych pora s velikosti cca 150 um. Tim-
to postupnym testovanim vhodného sloZeni trojrozmér-
ného nosi¢e MSCs byla definovana optimalné se jevici
varianta porézniho véaleCku ve sloZeni 0,5 hm % kola-
genu I se 30 hm % chitosanu (na obsah kolagenu),
siftovaného EDC (1-ethyl-3-(3-dimethylaminopropyl)
— carbodiimid hydrochloridu a katalyzovano NHS
(N-hydroxysukcinimid 98%), se strukturou chitosano-
vych nanovldken. Pro zjednoduSeni manipulace pfi
implantaci byly valcovité substraty po lyofilizaci opét
predany k osazeni buiikami v 96jamkové desticce. Valec-
ky byly pfed implantaci osazeny 2 x 10° alogennimi
MSC a 1 x 10%alogennimi CHC.

Operacni postup

Operacni vykon byl provadén v celkové anestezii.
U vSech zvifat byl intramuskuldrng aplikovan Tiletamin-
Zolazepam (Zoletil 100, Virbac, Francie) v davce
2 mg/kg, Xylazin (Sedazine, Fort Dodge, USA) v déav-
ce 0,5 mg/kg a Ketamin (Ketaset, Fort Dodge, USA)
v dévce 2 mg/ kg. Latky byly aplikovany spolecné jed-
nou stiikackou. Po nastupu sedace, tj. 10 minut po apli-
kaci, byl zaveden do usni Zily intravendzni katétr. Do
néj byl aplikovan Propofol (Propofol 1%, Fresenius,
Rakousko) v davce 0,5-1 mg/kg (do ucinku) a prase bylo
orotrachealné intubovano. Anestezie byla dile vedena
formou totdlni intravendzni anestezie Propofolem apli-
kovanym pomoci injektomatu do uSni Zily v davce
0,1-0,3 mg/kg/min. Prase bylo uloZzeno do polohy na
pravém boku a napojeno na anesteziologicky inhalacni
pfistroj. Zvifatim byla podavana smés kysliku a rajské-
ho plynu (1:1) v davkovani 25 ml/kg/min s isofluranem.
Vsechna zvifata byla napojena na monitor Zivotnich
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funkci (Datex Cardocap II, USA). Byla sledovana srdec-
ni frekvence (heart rate — HR), dechova frekvence (respi-
ratory rate — RR), stfedni arteridlni tlak (mean arterial
pressure — MAP), saturace (hemoglobin saturation by
oxygen — Sp0O,) a koncentrace CO, na konci vydechu
(end-tidal CO, concentration — ETCO,). HR bylo méfe-
no za pomoci 3svodového EKG s elektrodami umisté-
nymi na hrudniku zvifete. Stfedni arteridlni tlak byl
méfen krvavé Kkatetrem zavedenym do usni arterie
a napojenym na tlakovy prevodnik. Dechova frekvence
a ETCO, byly zjiStoviny sidestreamovou metodou se
senzorem umisténym na kraji endotrachedlni rourky.
SpO, bylo méfeno pomoci senzoru umisténého na jazy-
ku zvifete.

Po provedeni vSech popsanych procedur byl kazdé-
mu zvifeti proveden rentgenogram celé stehenni kosti
v kraniokaudalni a lateromedidlni projekci. Zvife bylo
déle zbaveno srsti v oblasti obou zadnich koncetin, pro-
vedena ocista mydlovym roztokem a dezinfekce chlor-
hexidinem. V této fazi bylo pfeloZeno na operacni stil
v poloze na pravém boku a po dostatecné dobé plisobe-
ni dezinfekéniho roztoku bylo sterilné zarouSkovéano
operacni pole v¢etné nalepeni ochranné folie. K levému
distalnimu konci stehenni kosti bylo proniknuto lateral-
ni artrotomii, byla provedena luxace stehenni kosti zevné
do operacni rany a vizudlné byl ovéfen pribéh rastové
zony. Vrtakem o zevnim pruméru 4,5 mm (drill 4,5 mm,
SYNTHES) byl vytvoren defekt o hloubce 12 mm napfic¢
ristovou ploténkou (obr. 1). Po lavazi defektu u kloubu
byl pfenesen kombinovany Stép tvoreny tfemi blocky
kolagen-chitosanového nosic¢e (obr. 2), alogennimi
mezenchymovymi kmenovymi buitkami ve dvou z nich
a alogennimi chondrocyty v prostfednim bloku, meto-
dou press and fit do vyvrtaného defektu. Spravna kom-
binace byla zajiSténa vrstvenim tifi biokompozitl na
sebe, prvni vrstvu nejhloubéji do defektu uloZenou tvo-
fil nosi¢ a MSCs, prostfedni ¢ést tvofil stejny nosic osa-
zeny chondrocyty a zevni vrstvu opét nosi¢ s MSCs. Pro
lepsi bezpecnost transplantatu byl pfesit vstupni otvor
periostdlnim lalokem (obr. 3), monofilamentnim vI4k-
nem (PDS 0; ETHICON). Po repozici stehenni kosti
v kolennim kloubu byla provadéna postupnd sutura art-
rotomie po atomickych vrstvich. Kloubni pouzdro bylo
suturovano monofilamentnim vlaknem jednotlivymi kii-
zovymi stehy (PDS 2/0; ETHICON), fascie svalt a pod-

Obr. 1. Vzorek pouZitého nosice.
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kozni tkan€ pokracovacim stehem (PDS 2/0; ETHI-
CON). Incize kiiZze byla uzaviena jednotlivymi stehy
nevstfebatelnym monofilem (Ethilon 3/0; ETHICON).
Pod dohledem anesteziologa bylo zvife otoceno na levy
bok a stejnym zptisobem byla provedena zevni artroto-
mie pravého kolenniho kloubu, do vyvrtaného defektu
byl vloZen samotny nosi¢ bez mezenchymovych kme-
novych bunék. Sutura po anatomickych vrstvich byla
provedena identicky jako na levé strané. Bezprostfedné
po operacnim vykonu byly operacni rany oSetieny roz-
tokem Novikovu a experimentdlni zvife bylo uloZeno do
samostatného boxu k doznéni ucinku celkové anestezie.
Po operaci byla kazdému zvifeti aplikovana profylak-
tickd davka antibiotika, davkovéni 2,5 mg/kg (DRAX-
XIN 100MG/ML A.U.V. 250 ML Injekéni roztok, Pfi-
zer, UK).

V experimentu byla sledovana moZznost 1éCby vznik-
Iého kostniho mistku, proto byly provadény dva ope-
racni vykony s ¢asovym odstupem. V prvni dobé byly
vytvoreny iatrogenni defekty na obou stranich (zevni
kondyl pravé i levé stehenni kosti) bez jakékoli vypIné.
V Casovém intervalu (Interval I) mezi prvni a druhou
operaci jsme ocekavali tvorbu kostniho mustku. Pti dru-
hé operaci byla stejnym operacnim postupem odvrtana
vznikld tkan v defektu laterdlniho kondylu obou ste-
hennich kosti (odvrtani kostniho miistku) a teprve potom
vlozZen stejny biokompozit s MSCs a CHC do defektu

Obr. 2. Vrtdni defektu laterdlni cdsti riistové ploténky distdlni
epifyzy stehenni kosti prasete.

Obr. 3. Uzdver periostdlniho krytu defektu.

PUVODNI PRACE
ORIGINAL PAPER

levé stehenni kosti a prazdny nosi¢ do defektu zevniho
kondylu pravé stehenni kosti.

Doba sledovani miniaturnich prasat od transplantace
do protokoldrniho utraceni byla 16 tydnii. V prib&hu této
doby bylo pecovano zejména o Cistotu operacnich ran,
prevenci urazl jednotlivych zvitat a sledovani ptipad-
nych pooperacnich komplikaci. Po skonceni 16 tydne
byla vSechna zvifata protokolarné utracena, pro eutana-
zii byla intraven6zné aplikovana smés embutramidu,
mebezonium-jodidu, tetrakain-hydrochloridu a dimetyl-
formamidu (T61, Intervet, Holandsko) v davce 5 ml i.v.
pro toto abyl opét proveden rentgenogram stehenni kos-
ti v kraniokaudalni projekci. Po utraceni byly vyprepa-
rovany obé stehenni kosti experimentdlniho zvifete
a byla zkontrolovédna jejich délka a dale thel svirajici
te¢na vedena vrcholy obou kondyla a dlouha osa kosti.
Po peclivé fotodokumentaci a opakovaném méteni obou
hodnot tfemi nezdvislymi osobami byla ze stehenni kos-
ti odfiznuta pouze distalni epifyza a vloZena do roztoku
10% formalinu k fixaci a pfedana k histologickému
zpracovani.

Rentgenologické méreni

V experimentu byly srovnavany dva rentgenogramy.
Prvni z nich byl proveden pfed odvrtinim kostniho
mustku pfi druhé operaci ve skupiné B, druhy z nich po
16 tydnech od této operace. Bylo oekdvano omezeni
rustu stehenni kosti do délky, popfipadé valgizacni
deformace jejiho dolniho konce. Méfeni bylo vZdy pro-
vadéno v kraniokaudalni projekci a byly porovnavany
naméfené hodnoty levé (experimentilni) a pravé (kon-
trolni) stehenni kosti (obr. 4). Méfeni bylo provedeno
tiikrat vZdy tfemi nezdvislymi examinatory. Vyslednou
hodnotou byl pramér vsech tfi méreni. Délka byla mére-
na od vrcholu hlavice stehenni kosti po nejdistalnéjsi
bod na jednom z kondyli. Stejnym zplsobem jako pfi
samostném morfometrickém méfeni eventudlni valgi-
zacni deformity dolniho konce stehenni kosti byl méfen
uhel i z uvedenych rentgenogrami (thel svirajici dlou-
ha osa kosti a te¢na vedend vrcholy obou kondyll).

Vysetfeni bylo provadéno na rtg pfistroji s pfimou
digitalizaci se vSemi néstroji na méteni délek a uhld.
Proto 1ze méfeni povaZovat za velmi presné. Aby byla

S8 mm

Obr. 4. Srovndni délky obou stehennich kosti.
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zpétnd kontrola spravnosti méfeni, byly k dispozici
i vysledky z pfimého méfeni vypreparovanych stehen-
nich kosti.

Histologické vysetireni

Vsechny preparaty distdlniho konce femuru byly ve
fixaénim roztoku prevezeny na Ustav patologické ana-
tomie Fakultni nemocnice Brno. Ihned po oplachnuti
fixaniho roztoku byly v§echny kosti ponotfeny do dekal-
cifika¢niho roztoku, ktery byl pravidelné kazdy 2. den
vymeénovan. Samotny proces odvapnéni trval 10-12 dni,
po jeho skonceni byl pfifezem pfipraven blok kostni tka-
né obsahujici experimentdlni nebo kontrolni defekt
ristové ploténky. JiZ makroskopicky bylo moZné pozo-
rovat vyhojeni kostnim mustkem nebo mékkou tkani
podobnou chrupavce. Mikrotomem bylo vytvoreno
nékolik feza o sile 0,2 mikrometrd uvedenou oblasti
a byly pfipraveny Ctyfi preparity — barveni hematoxyli-
nem — eozinem, PAS barveni, fez pro fluorescencni mik-
roskopii a imunohistochemicka reakce k priikkazu kola-
genu typu II. Pfi mikroskopickém vySetieni preparatu
barvenych hematoxylinem-eozinem bylo hodnoceno
zapojeni novotvorené tkané do okolni struktury ptivod-
ni chrupavky riistové ploténky a stupeni vyzralosti chru-
pavky v uvedeném defektu. Kvalita vzniklé rastové
chrupavky byla hodnocena 0-3 body a bylo poZito mo-
difikované O’Driscollovo skérovani (30, 24) s prihléd-
nutim k eventudlnimu obnoveni sloupcivité architekto-
niky rastové ploténky. Pfi reakci PAS byla hodnocena
pozitivita pritomnosti kyselych a neutralnich mukopo-
lysacharidi. Imunohistochemickd reakce detekovala
metodou ELISA kolagenova vldkna druhého typu
a jejich Cetnost v mezibun&cné hmot€ novotvorené tka-
né¢ v defektu ristové ploténky. Tkanové fezy byly po
odparafinovani inaktivovany endogenni peroxiddzou
(3% H,0, v methanolu 10 min) poté natraveny protei-

Tab. 1. Histologické hodnoceni
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nizou K (10 min) a inkubovény s primérni protilatkou
(Novocastra NCL-COLL-IIp, polyklondlni, kralici).
Poté probéhla inkubace s detekénim systémem (EnVi-
sion+/HRP Rabbit (DAKO) po dobu 45 minut pfi poko-
jové teploté. Nasledovala vizualizace diaminobenzidi-
nem (DAB) (5 min v termostatu pii 37 stupnich C). Jadra
byla dobarvena hematoxylinem, poté byly preparaty
odvodnény v ethanolu, projasnény xylenem a zamonto-
vany krycimi sklicky montovacim médiem (Entelan
TM). Pozitivita byla opét odstupiiovana v zavislosti na
mnozstvi zachycenych vldken (tab. 1). Fluorescencni
mikroskopie méla detekovat fluorochrom CM-Dil, kte-
ry byl pred transplantaci inkorporovan do plazmatické
membrany mezenchymovych kmenovych bunék. Zis-
kané ciselné hodnoty jednotlivych vySetfeni slouZily ke
statistickému srovnani experimentalni a kontrolni sku-
piny.

Statistické hodnoceni

Pro popis datového souboru byla pouZita standardni
popisna statistika: pocet a relativni zastoupeni kategorii
pro kategoridlni data; median doplnény o percentilové
rozsahy (5, 95) a praimér se smérodatnou odchylkou pro
Spojité parametry.

Pro analyzu bylo vyuZito jak parového, tak nepéro-
vého pristupu k testovani hypotéz. Pomoci neparame-
trického parového Wilcoxonova testu a naparového
Mann-Whitney testu bylo sledovano, zda je rozdil mezi
nelécenou pravou a lécenou levou koncetinou ve spoji-
tych parametrech (rst do délky v pribéhu pokusu, roz-
dil v Ghlu valgizace). Déle pro srovnani koncetin v kate-
goridlnich parametrech (kvalita hojeni chrupavky, PAS,
IHC, fluorescence, Pearls), byly parametry nejdiive
binarizovany a nasledné byl na takto upravena data, po-
uzit pairovy McNemartv test a neparovy Fisherav pres-
ny test.

Pro analyzu dat bylo pouZito IBM
SPSS Statistics 19 for Windows

- - - - (Release 19.0.0, IBM Corporation
Vysledné Kvalita nové chrupavky] 2010).
hodnoceni | O‘Driscoll Sloupcovité PAS Col I1
skore usporadani CHC .

0 0-7 ne negativita negativita VYSLEDKY

1 8-15 ne lehka pozitivita lehka pozitivita

2 15 a vic ne stfedni pozitivita stfedni pozitivita V experimentalni skupiné byl

3 15 a vic ano silnd pozitivita silnd pozitivita sledovan rust stehenni kosti a even-

Tab. 2. Méveni riistu stehennich kosti do délky interval 1

tudlni valgizace distdlni epifyzy
v druhém intervalu (Interval II)
tedy v obdobi 16 tydni od odvrta-

Zvite . hRﬁSEII(eve;,d Hll*ﬁst,pl:avt?’d d,Rf,zlsah v?flgizalce, d}:?lzs?h Yg}gizace | ni jizevnaté tkané kostniho muistku

sl do | sl do | disni gty x| ditn s prn| ikl v defektu vytvorenem pri
Bl 05 0.5 5 5 prvni operaci po protokolarni utra-
B2 0.6 0.6 6 6 ceni. Prvni interval byl méfeny
B3 07 0.6 4 5 jako kontrolni (Interval I), jestli
B4 0,5 0.6 5 6 po zniCeni identické Casti rlstové
B5 0.8 0,5 2 3 ploténky pravé i levé distalni epi-
B6 0,5 0.5 3 5 fyzy stehenni kosti probihal iden-
B7 0,6 0.6 7 8 ticky rist popiipadé anguldrni
B8 0.4 0.3 5 5 deformita. Naméfené hodnoty
B9 0.5 0.4 4 4 spolu skute¢né korespondovaly
B10 0,6 0,5 5 3 (tab. 2).
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Me¢éfeni délky stehennich kosti ukazalo, Ze levy femur
s transplantovanym kombinovanym nosi¢em a smési
MSCs a CHC do defektu ristové chrupavky rostl vice
(1,79 £2,9 cm) ve srovnani s pravym femurem s defek-
tem rastové chrupavky ponechanym bez transplantace
MSCs a CHC (0,41 cm + 0,1 cm). Angularni (valgézni)
deformita levého femuru s transplantovanymi MSCs
a CHC do defektu rastové chrupavky byla 1,5° + 0,8°.
Naproti tomu pravy femur s defektem rastové chrupav-
ky ponechanym bez transplantace MSCs vykazoval sig-
nifikantné vétsi valgdzni deformitu 5,3° + 2,0° (tab. 3).

Histologicky byl v levé stehenni kosti nalezen vétsi-
nou defekt vyplnény tkani podobnou chrupavce (obr. 5).
Jen ve tfech pfipadech byly nalezeny piimé znaky pro
chrupavku s naznacenou sloupcovitou architektonikou.
Primérné hodnoceni pozitivity bylo 1,2 + 1,24.V defek-
tu pravé stehenni kosti byla ve dvou piipadech naleze-
na tkan charakteru fibrochrupavky, jinak dle oc¢ekava-
ného kostni mustek (primérné hodnoceni 0,2 + 0,8).
Novotvorena tkan byla naddle podrobena imunohisto-
chemickému vySetfeni protildtkami proti kolagenu II,
které bylo pozitivni v péti pfipadech, ale s niZ§im stup-
ném pozitivity (1,2 + 1,2). PAS reakce vykazovala v levé
stehenni kosti 1 v tomto pfipadé pozitivitu vysokou
(2,8 £0,32). Vyseteni novotvorené tkané v defektu pra-
vé stehenni kosti vykazovalo ve vSech piipadech nega-
tiv-ni PAS reakci a nizkou detekci kolagenu II typu
(0,8 = 0,2) (tab. 4). Fluorescen¢ni barvivo bylo proka-
zéno také v Sesti ptipadech, a rovnéz ve stopovém mnoz-
stvi. I tak Ize konstatovat, Ze chondrocyty jsou diferen-
covany z transplantovanych MSCs,
které byly predem barvivem CM-
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Obr. 5. Prohojeni defektu novotvorenou tkdni, plné sipky ozna-
cuji okraje defektu, prerusovand Sipka hyalinni chrupavku pro-
ristajict fibrozni tkdani — obraz parcidlni regenerace/reparace,

barveni PAS, zvétSeni 20x (zvire B10 — levd stehenni kost).

levé strané Castéji pozitivni ndlez i s vy$§imi hodnota-
mi pozitivity neZ na pravé (p = 0,033), tento rozdil je
statisticky vyznamny. PAS pozitivni rekace byla u levé
koncetiny ve vSech ptipadech, v 80 % s vysokym stup-
ném pozitivity, zatimco pravd koncetina této hodnoty
nedosahla, opét je tento rozdil statisticky vyznamny
(p =0,001).

Tab. 3. Méveni riistu stehennich kosti do délky interval 11

Dil oznaceny, nebot v kontrolni sku-

piné se uvedeny fluorochrom dete- Zviie Ri’lsf levé. Rﬁst’prave.': .Ro’zsa’h v?l’gizace ) .Rf)zs’ah Ya}gizace )

kovat nepodarilo, st ks do | st o do | i epitn v | dotd ety pov

Statistické hodnoceni E; 8:2 8"5‘ (1) 2
Celkem bylo sledovédno deset pra- | g3 07 03 5 5

sat, rozdil mezi neléCenou pravou | B4 0.9 0.4 1 7

a léCenou levou koncetinou v para- BS 1,1 0,27 2 6

metrech rast do délky arozdil vihlu | B6 1,1 0,6 1 8

valgizace. Rozdil mezi pravou | B7 1.2 0.5 2 7

a levou koncetinou u téchto para- | B3 0.9 0,5 3 5

metrl je statisticky vyznamny. Lze | B9 0.8 04 2 2

si v§imnout, Ze 1é¢end leva konceti- | B10 0.5 03 1 2

na ma vyssi primér ristu do délky
béhem intervalu II oproti neléené

Tab. 4. Vysledky histologického vySetreni

ravé koncetiné (p = 4). Také
p . . (p . 0,004) Zvire Defekt distalni epifyzy stehenni kosti
u rozdilu v thlu valgizace Ize sledo- -
L . Kvalita chrupavky PAS Kolagen II

vat rozdil mezi pravou a levou kon- . " . . . "
. . RSP . Leva Prava Leva Prava Leva Prava
Cetinou, primérny uvhel valgizace Bl 0 0 3 0 0 1
le\vlé sFel’lenni kogti je men§i,nei pru- B2 3 0 3 0 3 0
mérny uhel valgizace pravé stehen- B3 0 0 3 0 0 1
ni kosti (p = 0,008). B4 0 1 2 0 0 1

V defektu levé distalni stehenni B5 3 0 3 0 3 1
kosti byla castéji nalezena tkan B6 0 0 2 0 0 1
blizkd hyalinni chrupavce nez B7 3 0 3 0 2? 1
v mikroskopickém obraze defektu B3 2 1 3 0 2 0
pravé distalni epifyzy stehenni kos- B9 0 0 3 0 0 1
ti. Pfi detekci kolagenu II byl na B10 1 0 3 0 2 1
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DISKUSE

Hlavnim podnétem pro dlouhodoby a komplexni
experiment, ktery na pracoviSti Kliniky détské chirur-
gie, ortopedie a traumatologie Fakultni nemocnice Brno
probiha od roku 2000, byly omezené moZnosti preven-
ce a lé¢by zdvazného nésledku poranéni epifyzy détské
kosti, jakou je porucha rastu. Donedavna existovala pou-
ze moznost ortopedické korekce dasledku vzniklého
kostniho milstku, coZ znamenalo otevienou operaci
s osteotomii a riznym druhem fixace, nej¢astéji zevni.
Az teprve metoda Langenskiolta a jeho nejprve experi-
mentélni reparace apofyzy tukovym Sté€pem v sedmde-
satych letech (20) a nasledné navrZena chirurgicka 1é¢-
ba kostniho mustku rastové ploténky v letech
osmdesatych (21) ukazala na nové moZnosti pfistupu
k poranénim rdstové ploténky. Jako prevence vzniku
kostniho mustku po poranéni ristové ploténky bylo
obdobnym operac¢nim postupem pouzito i n¢kolik dal-
Sich materiald jako interpositum po resekci milstku,
napf. sval (27), polymerni silikon (26, 22), kostni vosk
(3) nebo kostni cement (19).

S nastupem moderni mediciny ptichazely dalsi moz-
nosti diky rozvijejicim se biotechnologiim a cytologii.
Objevuje se moznost nahradit defektni ristovou plotén-
ku tkani daleko blizsi, nez je autologni tuk vedouci
k zamezeni tvorby kostniho mustku. Prvni autofi se tedy
pokouseli vytvofit v uvedeném defektu alespon tkan
podobnou chrupavce, nejlépe pak obnovit chrupavku
hyalinni a maximalistickou byla pfedstava kompletni
restaurace architektoniky riistové chrupavky i s jejim
vrstevnym usporadanim. Byla tak zahijena experimen-
talni série sledujici efekt transplantace chrupavcité tka-
né ¢i samotnych chondrocyti.

Prvni prace se zabyvaly implantaci chrupavcité nebo
periostalni tkdn¢ do defekti v rdstové ploténce. Kon-
krétné ve Wirthove studii (40) $lo o tibii u ovce. Pfi srov-
nani obou materidld lépe vyhovovala tkan chrupavky,
pri uZiti periostu se rychle vytvofila kostni formace. Po-
uziti autolognich chondrocytii v 16¢bé defektu kloubni
plochy zacina byt dnes jiZ rutinni procedurou s dobry-
mi vysledky (11).

Pouziti kmenovych bunék v uvedené indikaci bylo jen
otazkou Casu po informacich o nadéjné ucinnosti pfi
pouZiti v neurologii (36) nebo kardiologii (2). Probéhly
prvni studie s pozitivnimi vysledky ve svété (1) i na
domacim pracovisti (6, 31, 32, 33).

Vybér distalni epifyzy stehenni kosti nebyl samo-
ucelny, tato ristova zéna je odpoveédnd az za 70 % rls-
tu stehenni kosti do délky a tvofi velmi dynamickou
strukturu. Stehenni kost jako takova je navic nejvétsi
kosti v téle Clovéka i prasete a klinické i experimental-
ni studie ji proto velmi ¢asto vyuZivaji jako idedlni stu-
dijni material (34, 31, 29).

Jednim ze dvou hlavnich problému zistava u vSech
obdobnych metodik zejména prenos bunécného mate-
ridlu do tkané in vivo. Experimentélni zvife navic kom-
plikuje situaci nemoZnosti fixace koncetin, jako se tomu
predpoklada v humanni traumatologii. Z toho diivodu se
pfesouva experimentdlni potencidl smérem k vyvoji
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a testovani novych nosict. I v pfedkladané praci jde
mimo jiné o provéfeni nového nosice, ktery by mél byt
vice odolny pfi mechanické zatézi kosti a predstavovat
pevnéjsi oporu pro prendsené buiiky. JestliZe prvni expe-
rimenty pouzivaly gelovou formu nosice na bazi tkano-
vého lepidla (31, 1, 36), pak bylo zcela zfejmé, Ze ten-
to typ nespliiuje poZadavky na odolnost a uz viilbec na
snadnost a jednoduchost opera¢ni techniky. Proto byl
v dal$ich studiich pouZit jiZ trojrozmérny nosic se samo-
nosnou konstrukei kolagenovych vldken (38, 13). Nova
konstrukce nosice rovnéZz umoZznila jeho hydrodyna-
mické osazeni MSCs a CHC, coz je ucinnégjsi postup
a Setrnéjsi k transferovanym buiikdm (14). Dalsi inova-
ci postupu bylo postupné vrstveni, okrajové ¢4sti nosi-
¢e byly osazeny MSCs a centrédlni ¢4st chondrocyty.

Nejcastéji pouzivané diferenciacni faktory u experi-
mentll in vitro a také in vivo jsou TGF-1 (23, 11) a TGF-
3 (25). Soucasti nekterych protokolil je také kombinace
s BMP typu 2 az 6, které zfejmé hraji dileZitou roli v pro-
cesu dozravani chondrocytil in vivo (16, 17). Nejnové;j-
§i studie hledaji dalSi moZzné faktory, jednim z nich je
usésné testovany Chondroitin sulfat C (4). Diferenciac-
ni postup pouzity v této studii (27) se dobife osvédcil
v predeslych experimentech a byl dile provéfen i v dal-
Sich pracich (8).

Rentgenologické vySetfeni je snadno dostupné
a umoznuje stanovit s relativné vysokou presnosti délku
rentgenované kosti a také jeji pfipadnou angularni defor-
mitu. Technika méfeni délky femuru u prasete vychaze-
la z ptivodni studie, jejimz autorem je Janarv (12), kdez-
to méfeni rozsahu valgdézni deformity bylo konzultovano
s odborniky na oblast deskriptivni geometrie jiZ dfive pro
ucely predeslych studii autori (6, 31).

Histologické vySetfeni mikrofezli barvenych hemato-
xylinem a eozinem (HE) poskytuje spolehlivé informa-
ce o vlastnostech a kvalit¢ chrupavky v iatrogenné
vytvorenych defektech. Vysledky naSich vySetfeni se
plné shodovaly se stanovenou hypotézou a byly totoZné
s vysledky nékolika podobné orientovanych studii (1).
Pro objektivizaci vysledki bylo tfeba stanovit jednotnou
hodnotici metodiku. Proto byla zvoleno O’Driscollovo
skoérovani (30), které bylo v mnoha dalSich studiich
posuzujicich kvalitu novotvorené hyalinni chrupavky ve
smyslu pouZito jako objektivni kritérium (9, 24) a je
nadéle doporucovéno i pii definici novych skorovacich
systém (37). V ramci naSeho hodnoceni bylo jesté diile-
zité prihlédnout k soucasné restituci sloupcové archi-
tektoniky rtistové chrupavky. Transplantace chondrocy-
td nebo MSCs po excizi jiZ vzniklého kostniho miistku
v rastové chrupavce (11), tj. 1é¢ba kostniho mistku, se
v experimentech nadale objevuje zfidka.

Cilem této studie provedené na praseti bylo nejen pro-
véfit icinnost metody 1€Cby, ale zejména vyzkouset novy
nosi¢ a provéfit diferenciacni potencial MSCs v pro-
sttedi samotnych chondrocyti. Lze konstatovat, Ze
manipulace s novym nosi¢em byla vyrazné lepsi a sou-
Casné lze také fict, Ze ve skupiné s terapeutickou trans-
plantaci bylo dosazeno klinicky lepSich vysledkd, nez
ve stejné koncipovaném experimentu s transplantaci
pouze MCSc v pitvodnim nosici.
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Existuje mnoho otazek, ale prakticky vSechny prace
se shoduji v zdkladni otazce — je tfeba mit optimalni
zdroj MSCs, spravny ,,koktail* ristovych a diferenciac-
nich faktord a dobry nosi€. I tak zlstava nejisté, jestli
hojeni bude probihat diky exogenné dodanym MSCs
nebo diky endogennim MSCs ze synovie nebo okolni
kosti dfené a transplantat bude mit tfeba jen imunomo-
dulacni tcinky (41).

ZAVER

Manipulace s novym nosi¢em byla jednoduch4, nedo-
chazelo k jeho uvoliiovani z defektu. Transplantace toho-
to kompozitniho nosi¢e v kombinaci s MSCs a chond-
rocyty do defektu po resekci kostniho mistku vedla
k zamezeni vzniku poruchy ristu a thlové deformity
distalni epifyzy stehenni kosti. Ve srovnani s kontrolni
skupinou (transplantace samotného nosice) vznikla ¢as-
t&ji tkan podobnd hyalinni chrupavce s naznacenou
sloupcovitou formaci typickou pro ristovou ploténku,
coz poukazuje na vyhodnost pfitomnosti chondrocytl
v diferenciacnim prostiedi in vivo ovliviiujici smérova-
ni kmenovych bunék. Bylo prokazano, Ze pivod bun¢k
obsazenych v nové tkani v defektu je z transplantova-
ného $tépu pomoci piimé fluorescence.
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