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Souhrn

V dnesnim dynamickém svété jsou na kloubni chrupavku kladeny vysoké ndroky. Neustdlé pisobeni tlaku
a striznych sil je divodem vysoké vulnerability kloubni hyalinni chrupavky, predevsim v nosnych kloubech.
Opakujici se mikrotraumata nebo ndhle vznikly defekt vét$i velikosti spoleéné s neschopnosti hyalinni chru-
pavky regenerovat jsou pricinou vzniku chronickych obtiZi s moZnosti progrese v posttraumatickou osteoart-
rozu. Lécba téchto obtiZi je nesnadnd a velmi ndkladnd. Dnesni trend, predevsim u velkych defekti zdtéZovych
z0n zasahujicich plnou tloustku chrupavky, je jejich véasné chirurgické oSetveni, ve snaze zabrdnit ndsledné-
mu vzniku chronickych obtiZi. Nicméné Zddnd z metod jdoucich timto smérem neni vieobecné uzndvand pro
hor$i kvalitu novotvorené chrupavky, prestoZe jejich klinicky benefit je nesporny. Vybornych dlouhodobych
vysledkit Ize docilit pouze velmi kvalitni novotvorenou chrupavkou, kterd je svoji morfologii i vlastnostmi
podobnd chrupavce hyalinni (hyalinne like cartilage). AutorFi prezentuji popis nové vyvinuté metody — aplikace
chondrocytii ve fibrinovém lepidle Tissucol-Kit Immuno® ve formé chondrograftu, kterd je modifikaci auto-
logni transplantace chondrocytii (ACT). Chondrocyty odebrané z kloubni chrupavky jsou namnoZeny kultivact
a zality do fibrinového lepidla. Ndsledné je chondrograft aplikovdn do mista defektu. Viabilita bunék v chondro-
graftu je neporuSend, coZ prokazuji provedené testy.

Klic¢ova slova: Defekt chrupavky; Chondrograft; Autologni transplantace chondrocytii; ACT.

Chondrografts Based on Tissucol-Kit Inmuno® 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 difficult 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 effects of treatment are possible to accomplish only with hyalinne-like cartilage
of high quality. The authors present a description of a 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 of autologous
chondrocyte transplantation (ACT). The chondrocytes obtained from 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.

Lécbeé hlubokych defekti kloubnich ploch v plné
tlouStce se vénuje na celém sveéteé velkd pozornost.
Hyalinni chrupavka ma jen malou repara¢ni schop-
nost. Vznikaji synovialitidy s chronickymi bolestmi
kloubd, které postupné progreduji a vedou k osteo-
artroze (4, 5). Kone¢nym stadiem 1écby je implan-
tace TEP postiZenych kloubi. Renomovana praco-
vi§té na celém svété hledaji nejvhodnéjsi zpisob
lécby defektl kloubnich ploch s cilem minimalizo-
vat obtiZe pacienti a predejit nutnosti implantace
TEP(1,2,3,7, 8).

Autori predkladaji vlastni metodu 1é¢by hlubo-
kych defektt kloubnich ploch s vyuZitim chondro-
graftu. Chondrografty se zhotovuji ze sedimentu
suspenze nakultivované bunééné kultury, ktery je
promichan s fibrinovym lepidlem Tissucol-Kit
Immuno (Baxter, Heidelberg, Némecko) a je odlit
za sterilnich podminek do formy.

Po ztuhnuti lepidla vznikne deska - chondro-
graft. Ten je po piipravé spodiny plo$nou spongiali-
zaci aplikovédn do defektu a pomoci nové pfiprave-
ného fibrinového lepidla Tissucol fixovan. Vyhodou
této metody je konstantni rozvrstveni chondrocytar-
ni suspenze nad defektem bez nutnosti pfidatné fixa-
ce, napiiklad periostdlnim lalokem. Variabilita po-
tiebné vysky aplikovaného chondrograftu je zajisté-
na, protoZe je moZné pouZit lepeni chondrografti
na sebe. Pii posouzeni vysledki 1é¢by je retence
chondrografti po vlepeni do defektu dobra, pokud
je dodrZeno odleh¢eni koncetiny po dobu 2 tydnd
od aplikace, neZ probéhne piihojeni graftu granu-
la¢ni tkani ke spodiné defektu. Defekty se hoji
chrupavkou podobnou hyalinni chrupavce a povrch
novotvorené chrupavky je v urovni s okolni tkani,
coZ bylo prokdzédno experimenty na zvifatech (4).

Cilem tohoto sdéleni je podani podrobnéjsi infor-
mace o zhotoveni chondrograftu.

Pouziti nakultivované chondrocytérni suspenze
pii 1écbé hlubokych chondralnich defektl v kombi-
naci s riznymi piidatnymi fixacemi (periostalni a
perichondrélni lalok, mozaikova plastika) je zvlad-
nuta a dostate¢né znama (1-3, 6-8). NejvétSim pro-
blémem zlstava dodrZeni rovnomérného rozvrstve-
ni chondrocytli v misté defektu chrupavky. Prosté

pieSiti periostdlnim lalokem nezarucuje optimalni
podminky pro udrZeni tloustky vrstvy aplikované
chondrocytarni suspenze v defektu.

Prii feSeni daného problému jsme se rozhodli pro
zhotoveni pevné struktury chondrograftu, ktery bude
obsahovat chondrocytarni buiiky fixované za stan-
dardnich podminek v médiu o standardni hustoté
bun¢k. Podminkou pro zhotoveni dspé$ného chon-
drograftu je nutnost zachovani Zivotnosti chondro-
cytarnich bunék, zabezpeceni jejich fixace, moZnost
ristu a mnoZeni se a tim vytvofeni podminky pro
zhojeni defektu chrupavky.

Pri pfipravé chondrograftu dodrZzujeme nasledu-
jici postup, ktery ma 5 zékladnich bodii:
odbér chrupavky ke kultivaci
izolace a primokultivace chondrocytirni suspenze
zhotoveni chondrograftu
kontrola viability bun&k
aplikace chondrograftu do defektu

ol ol

Odbér chrupavky ke kultivaci 1ze provést otevie-
nou metodou artrotomii nebo pii diagnostické artro-
skopii odbérem ¢4sti chrupavky o hmotnosti 0,2-0,4 g
z nezatéZové zony. Odebrana chrupavka (obr. 1) je
umisténa do sterilniho transportniho solného rozto-
ku (GBSS — Gey’s Balanced Salt Solution ) a ihned
odesldna k dalSimu zpracovani do Tkafové banky
FN v Brné-Bohunicich. Nasledné zpracovani probi-
ha ve sterilnim prostfedi laminarniho boxu.

Obr. 1: Odebrand chrupavka ke kultivaci
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Vlastni izolace se provadi 0,2% roztokem kola-
gendzy pii 37 °C za soucasného michani postupné
v né€kolika krocich. Obvykle se suspenze uvolné-
nych bunék odebira nejprve po 30 minutéich, dalsi
frakce po 90 minutich inkubace. Po odbéru frakce
se pfida novy roztok kolagendzy. VEt3i shluky jsou
ze suspenze bunék odstranény kratkou centrifugaci
pfi 180 G. Takto ziskany supernatant se dale centri-
fuguje pii 600 G. Bunéény sediment se resuspendu-
je v kultivaénim médiu (F 12 s fetdlnim bovinnim
sérem a antibiotiky) a nasadi se do kultivacnich
lahvi. Kultivace probiha pfi 37 °C v termostatu s 5 %
CO, pri pravidelné vyméné média (viz barevna pii-
loha s. IV — horni fotografie). Pasaz se provadi 0,1%
roztokem trypsinu s EDTA.

Po nakultivovani potfebného mnoZstvi bunék
jsou buiiky pievedeny do suspenze stejnym zpuso-
bem jako pfi pasaZi. Po promyti a centrifugaci jsou
buiiky pfipraveny k resuspendovani v jednotlivych
slozkach tkaniového lepidla Tissucol. Suspenze
bunék v lepidle (5-6krat 106 bunék/ml) se odlije do
formy vhodného tvaru a po ztuhnuti je vznikly
chondrograft pfipraven k aplikaci (obr. 2). Histolo-
gickd vySetfeni prokazuji rovnomérné rozptyleni
bunék v chondrograftu.

Obr. 2: Sediment chondrocytdrnich bunék po centrifugaci (a),
sada tkdnového lepidla Tissucol (b), hmota vznikld smisenim
chondrocytdrnich bunék s tkariovym lepidlem zalitd do formy (c),
vytvoreny chondrograft v transportnim médiu (d)

Kontrola viability chondrocytd je provadéna
soutasné se zhotovenim chondrograftu. Cast
chondrocytarni suspenze ve fibrinovém lepidle je
po vyplnéni formy chondrograftu aplikovdna do
stfedu sterilni Petriho misky a zalita kultivacnim
médiem (MAM?’s F — 12 s fetdlnim bovinnim sérem
a antibiotiky). Probihd kultivace pii 37 °C a 5%
CO,. Vyména kultiva¢niho média je provddéna po

48 hodinach. Ve 24hodinovych intervalech se meto-
dou mikroskopie ve fizovém kontrastu sleduje
déleni a vycestovavani bunélnych elementi z
chondrograftu do kultivaéniho média. Po uplynuti
48 hodin vyristaji z chondrograftu prvni chondro-
cytarni bufiky (viz barevna pfiloha s. IV — foto
vlevo uprostied), po 18 dnech je patrna husta sit Zivot-
nych chondrocytarnich bunék v okoli chondrograf-
tu (viz barevna pfiloha s. IV — foto vpravo upro-
stied). Pii vlastni 1é¢bé defektu kloubni plochy .
chrupavky je dokonalé odstranéni vSech neZivot-
nych ¢asti chrupavky aZ do zdravé tkané. Spodinu
defektu je nutno upravit plo¥nou spongializaci aZ na
subchondrilni kost (viz barevna pfiloha s. IV — foto
vlevo dole). Privodni krviceni je stavéno kompresi
defektu po zaliti nékolika kapkami tissucolu. Pouze
dokonale pfipravend, nekrvacejici spodina je pfedpo-
kladem kvalitniho vhojeni chondrograftu do defektu.

Nasleduje tprava tvaru chondrograftu podle
defektu, vyplnéni defektu tissucolem a vlepeni
chondrograftu. Pfi jeho aplikaci je nutnd Setrnd
komprese celé transplantované plochy, aby doslo k
jeho spravné fixaci na celé ploSe. Tim se predejde
dal$im komplikacim, jako je vycestovéni chondro-
graftu, zvinéni jeho povrchu atd. Vysledek aplikace
chondrograftu demonstruje snimek na barevné pfi-
loze (s. IV — foto vpravo dole).

Zavérem autofi konstatuji, Ze jimi zhotoveny
chondrograft zabezpeci pfi 1é¢bé hlubokych defek-
ti kloubnich ploch rovnomérné rozvrstveni chond-
rocytarnich bunék nad transplantovanou plochou,
coZ umoZni zhojeni celého defektu v urovni okolni
chrupavky. Chondrograft je lehce upravovatelny,
mé vynikajici konturujici vlastnosti, neomezuje
Zivotnost bunék a umoZiiuje jejich migraci na
povrch a nasledné déleni. V kloubech nepusobi to-
xicky, nepiisobi synovialitidy.

Jedinou nevyhodu vyvinutého chondrograftu
spatfujeme v jeho relativni kiehkosti, kterd neu-
moZni pouZiti resorbovatelnych pint pro jeho lepsi
fixaci. Autofi si jsou této nevyhody védomi a pokra-
¢uji v jeho zdokonalovéni s cilem vytvofit modifi-
kaci graftu, u kterého bude tato nevyhoda odstrané-
na. Novy chondrograft bude umoZiovat fixaci piny
a o jeho stavbé a sloZeni poddme informace po ukon-
¢eni experimentu. Vyhodnoceni celé experimentil-
ni prace bude prezentovano v souhrnném sdéleni.
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Kontrola viability chondrocytii v chondrograftu za 18 dnit
(souvisla sit’ chondrocytarnich bunék v okoli chondrograftu)
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Wivoreni modelového defektu chrupaviky v zdtézové zéné Wivoreny model defektu chrupavky v zatézové zoné kolenniho
kolenniho kloubu kloubu s aplikovanym chondrograftem




