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Souhrn
V dnešním dynamickém světějsou na kloubní chrupavku kladeny vysoké nároky. Neustále' působení tlaku

a střizˇných'sil je důvodem vysoké vulnerability kloubní hyalinní chrupavky, především v nosných kloubech.
Opakující se mikrotraumata nebo náhle vzniklý defekt větší velikosti Společně S neschopnosti' hyalinnı' chru-
pavky regenerovat jsou příčinou vzniku chronických Obtízˇí s mozˇností progrese v posttraumatickou osteoart-

' ro'zu. Léčba těchto Obtízˇíje nesnadná a velmi nákladná. Dnešní trend, především u velkých defektů zátězˇových
zón zasahujících plnou tloušťku chrupavky, je jejich včasné chirurgické Ošetření, ve snaze zabránit následné-
mu vzniku chronických Obtízˇı'. Nicméně žádná z metod jdoucích tímto směrem není všeobecně uznávaná pro
horší kvalitu novotvořené chrupavky, přestože jejich klinický benefit je nesporný. Výborných dlouhodobých
výsledků lze docílit pouze velmi kvalitní novotvořenou chrupavkou, která je svojí morfologií i vlastnostmi
podobná chrupavce hyalinnı' (hyalinne like cartilage). Autoři prezentují popis nově vyvinuté metody — aplikace
chondrocytů ve fibrinovém lepidle Tissucol-Kit Immuno® ve formě chondrograftu, která je modifikacı' auto-
logní transplantace chondrocytů (ACT). Chondrocyty odebrané z kloubní chrupavky jsou namnoženy kultivaci'
a zality dofibrinového lepidla. Následněje chondrograft aplikován do místa defektu. Vìabilita buněk v chondro-
graftu je neporušená, což prokazujı' provedené testy.

Klíčová Slova: Defekt chrupavky; Chondrograft; Autologní transplantace chondrocytů; ACT.

Chondrografts Based on Tissucol-Kit Immuno® Fibrin Glue — as a New Method of Treatment for
Joint Surface Defects — a Description of This Method

Summary
At the present time heavy demands are put on the articular cartilage due to unremitting pressure and

shearing forces. Repeated microtraumas Or acute large defects in the cartilage, along with the hyalinne
cartilage’s small capacity for regeneration are reasons for the possible progression to a chronic stage and
post-traumatic osteoarthritis. Treatment of these complications is difi‘icult and very expensive. The surgical
treatment of defects before the progression that leads to the chronic stage, above all full-thickness defects in
the load-bearing areas of the large joints, is a recent development. No method of this development trend is
permitted in general due to the bad quality of newly-formed cartilage, although these methods have clinical
benefits. Excellent and long-term eflects of treatment are possible to accomplish only with hyalinne-like cartilage
of high quality. The authors present a description ofa newly developed method — chondrocyte application in
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the Tissucol-Kit Immuno®fibrin glue as a chondrograft application. This method is a modification ofautologous
chondrocyte transplantation (ACT). The chondrocytes obtainedfrom an articular cartilage are cultured. After
their multiplication the cells are cast in fibrin glue. Then the chondrograft is applied in the defect ’s area. The
cell’s viability in the chondrograft is intact.

Key words: Cartilage defect; Chondrograft; Autologous chondrocyte transplantation; ACT.

Léčbě hlubokých defektů kloubních ploch v plné
tloušťce Se věnuje na celém Světě velká pozornost.
Hyalinní chrupavka má jen malou reparační Schop-
nost. VZnikají Synovialitidy S chronickými bolestmi
kloubů, které postupně progredují a vedou k osteo-
artróze (4, 5). Konečným Stadiem léčby je implan-
tace TEP postižených kloubů. Renomovaná praco-
viště na celém Světě hledají nejvhodnější Způsob
léčby defektů kloubních ploch S cílem minimalizo-
vat obtíže pacientů a předejít nutnosti implantace
TEP (1, 2, 3, 7, 8).

Autoři předkládají vlastní metodu léčby hlubo-
kých defektů kloubních ploch S využitím chondro-
graftu. Chondrografty Se zhotovují Ze Sedimentu
SuSpenZe nakultivované buněčné kultury, který je
promíchán s fibrinovým lepidlem Tissucol-Kit
Immuno (Baxter, Heidelberg, Německo) a je odlit
Za Sterilních podmínek do formy.

Po Ztuhnutí lepidla vznikne deska — chondro-
graft. Ten je po přípravě Spodiny plošnou spongiali-
Zací aplikován do defektu a pomocí nově připrave-
ného fibrinového lepidla Tissucol fixován. Výhodou
této metody je konstantní rozvrstvení chondrocytár-
ní SuSpenZe nad defektem bez nutnosti přídatné fixa-
ce, například periostálním lalokem. Variabilita po-
třebné výšky aplikovaného chondrograftu je zajiště-
na, protože je možné použít lepení chondrograftů
na Sebe. Při posouzení výsledků léčby je retence
chondrograftů po vlepení do defektu dobrá, pokud
je dodrženo odlehčení končetiny po dobu 2 týdnů
od aplikace, než proběhne přihojení graftu granu-
lační tkání ke Spodině defektu. Defekty Se hojí
chrupavkou podobnou hyalinní chrupavce a povrch
novotvořené chrupavky je v úrovni S okolní tkání,
což bylo prokázáno experimenty na Zvířatech (4).

Cílem tohoto Sdělení je podání podrobnější infor-
mace o zhotovení chondrograftu.

Použití nakultivované chondrocytární SuSpenZe
při léčbě hlubokých chondrálních defektů v kombi-
naci S různými přídatnými fixacemi (periostální a
perichondrální lalok, mozaiková plastika) je Zvlád-
nutá a dostatečně Známá (1-3, 6-8). Největším pro-
blémem Zůstává dodržení rovnoměrného rozvrstve-
ní chondrocytů v místě defektu chrupavky. ProSté

přešití periostálním lalokem nezaručuje optimální
podmínky pro udržení tloušťky vrstvy aplikované
chondrocytární SuSpenZe v defektu.

Při řešení daného problému jsme Se rozhodli pro
Zhotovení pevné Struktury chondrograftu, který bude
obsahovat chondrocytární buňky fixované za stan-
dardních podmínek v médiu o Standardní hustotě
buněk. Podmínkou pro Zhotovení úspěšného chon-
drograftu je nutnost Zachování životnosti chondro-
cytárních buněk, Zabezpečení jejich fixace, možnost
růstu a množení Se a tím vytvoření podmínky pro
Zhojení defektu chrupavky.

Při přípravě chondrograftu dodržujeme následu-
jící postup, který má 5 základních bodů:

odběr chrupavky ke kultivaci
izolace a primokultivace chondrocytární SuSpenZe
Zhotovení chondrograftu
kontrola Viability buněk
aplikace chondrograftu do defektuP
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Odběr chrupavky ke kultivaci lze provést otevře-
nou metodou artrotomií nebo při diagnostické artro-
Skopii odběrem části chrupavky o hmotnosti O,2-O,4 g
Z neZátěžové Zóny. Odebraná chrupavka (obr. 1) je
umístěna do Sterilního transportního Solného rozto-
ku (GBSS — Gey’s Balanced Salt Solution ) a ihned
odeslána k dalšímu Zpracování do Tkáňové banky
FN v Brně-Bohunicích. Následné Zpracování probí-
há ve Sterilním prostředí laminárního boxu.

Obr. 1.' Odebraná chrupavka ke kultivaci
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Vlastní izolace se provádí 0,2% roztokem kola-
genázy při 37 °C za Současného míchání postupně
v několika krocích. Obvykle se Suspenze uvolně-
ných buněk odebírá nejprve po 30 minutách, další
frakce po 90 minutách inkubace. Po odběru frakce
Se přidá nový roztok kolagenáZy. Větší Shluky jsou
Ze Suspenze buněk odstraněny krátkou centrifugací
při 180 G. Takto získaný supernatant Se dále centri-
fuguje při 600 G. Buněčný Sediment se resuspendu-
je v kultivačním médiu (F 12 s fetálním bovinním
Sérem a antibiotiky) a nasadí Se do kultivačních
lahví. Kultivace probíhá při 37 oC v termostatu S 5 %
C02 při pravidelné výměně média (viz barevná pří-
loha S. IV — horní fotografıe). Pasáž Se provádí 0,1%
roztokem trypSinu s EDTA.

Po nakultivování potřebného množství buněk
jsou buňky převedeny do Suspenze stejným způso-
bem jako při pasáži. Po promytí a centrifugací jsou
buňky připraveny k resuspendování v jednotlivých
Složkách tkáňového lepidla Tissucol. Suspenze
buněk v lepidle (5-6krát 106 buněk/ml) se odlije do
formy vhodného tvaru a po ztuhnutí je vzniklý
chondrograft připraven k aplikaci (obr. 2). Histolo-
gická vyšetření prokazují rovnoměrné rozptýlení
buněk v chondrograftu. I

Obr: 2.' Sediment chondrocytárních buněk po centrifugací (a),
sada tkáňového lepidla Tissucol (b), hmota vzniklá smı'senı'm
chondrocytárních buněk s tkáňovým lepidlem zalita' doformy (c),
vytvořený chondrografl v transportnı'm médiu (d)

Kontrola viability chondrocytů je prováděna
současně se zhotovením chondrograftu. Část
chondrocytární suspenze ve fibrinovém lepidle je
po vyplnění formy chondrograftu aplikována do
středu sterilní Petriho misky a zalita kultivačním
médiem (MAM’s F — 12 s fetálním bovinním Sérem
a antibiotiky). Probíhá kultivace při 37 °C a 5%
C02. Výměna kultivačního média je prováděna po
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48 hodinách. Ve 24hodinových intervalech Se meto-
dou mikroskopie ve fázovém kontrastu Sleduje
dělení a vycestovávání buněčných elementů z
chondrograftu do kultivačního média. Po uplynutí
48 hodin vyrůstají z chondrograftu první chondro-
cytární buňky (viz barevná příloha S. IV - foto
vlevo uprostřed), po 18 dnech je patrná hustá sit’ život-
ných chondrocytárních buněk v okolí chondrograf-
tu (viz barevná příloha s. IV — foto vpravo upro-
Střed). Při vlastní léčbě defektu kloubní plochy .
chrupavky je dokonalé odstranění všech neživot-
ných čáStí chrupavky až do Zdravé tkáně. Spodinu
defektu je nutno upravit plošnou Spongializací až na
Subchondrální kost (viz barevná příloha s. IV - foto
vlevo dole). Průvodní krvácení je Stavěno kompresi
defektu po Zalití několika kapkami tissucolu. Pouze
dokonale připravená, nekrvácející Spodina je předpo-
kladem kvalitního vhojení chondrograftu do defektu.

Následuje úprava tvaru chondrograftu podle
defektu, vyplnění defektu tissucolem a vlepení
chondrograftu. Při jeho aplikaci je nutná šetmá
komprese celé transplantované plochy, aby došlo k
jeho správné fixaci na celé ploše. Tím se předejde
dalším komplikacím, jako je vycestování chondro-
graftu, Zvlnění jeho povrchu atd. Výsledek aplikace
chondrograftu demonstruje Snímek na barevné pří- ‘
loze (s. IV — foto vpravo dole).

Závěrem autoři konstatují, že jimi zhotovený
chondrograft zabezpečí při léčbě hlubokých defek-
tů kloubních ploch rovnoměrné rozvrstvení chond-
rocytárních buněk nad transplantovanou plochou,
což umožní Zhojení celého defektu v úrovni okolní
chrupavky. Chondrograft je lehce upravovatelný,
má vynikající konturující vlastnosti, neomezuje
životnost buněk a umožňuje jejich migraci na
povrch a následné dělení. V kloubech nepůsobí to-
Xicky, nepůsobí synovialitidy.

Jedinou nevýhodu vyvinutého chondrograftu
Spatřujeme v jeho relativní křehkosti, která neu-
možní použití resorbovatelných pinů pro jeho lepší
fixaci. Autoři si jsou této nevýhody vědomi a pokra-
čují v jeho Zdokonalování s cílem vytvořit modifi-
kaci graftu, u kterého bude tato nevýhoda odstraně-
na. Nový chondrograft bude umožňovat fixaci piny
a o jeho Stavbě a složení podáme informace po ukon-
čení experimentu. Vyhodnocení celé experimentál-
ní práce bude prezentováno v souhrnném sdělení.
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