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Abstrakt

Préace se zabyva aplikaci kultivovanych kmenovych bun¢k kostni diené€ v terapii fokalniho
chondralniho defektu kolenniho kloubu. V experimentdlni ¢asti prace bylo cilem
kvantitativni a kvalitativni porovnani dvou odbérovych mist monocytarnich aspiratii kostni
drené, z ilické kosti a proximalni tibie, za ucelem urceni vhodného bunécného zdroje pro
moderni bunécnou terapii. Analyza vzorkl prokazala, Zze mnozstvi monocytarnich bunék 1
vytéznost kmenovych bunck ze ziskaného aspiratu byla signifikantné vyssi z kostni dfené
lopaty kosti kyc¢elni. Neprokézali jsme signifikantni kvalitativni rozdily mezi obéma zdroji
kmenovych bunék. V klinické praci uvadim popis chirurgického postupu a vysledky ro¢niho
sledovani pacientll po implantaci kultivovanych kmenovych bun¢k z kostni dfen¢ panevni
kosti, pod oznagenim BiCure®orthoMSCp (Bioinova, Praha, Ceska republika), fixovanych
na komeréné dostupném 3D nosi¢i Chondrotissue® (BioTissue AG, Zeneva, Svycarsko)
pomoci koagulované autologni obohacené plazmy. Primarni cil klinické studie zahrnoval
vyhodnoceni kratkodobé a dlouhodobé bezpec¢nosti aplikovaného medicinského produktu.
Sekundarnim cilem prace bylo posoudit G¢innost terapie pomoci dotaznikového Setieni a
posouzeni strukturdlni zmény oSetfeného defektu pomoci magnetické rezonance 1 rok od
operace. Prace prokazuje bezpecnost a velmi dobry klinicky vysledek 1écby fokalniho
chrupavc¢itého defektu kolenniho kloubu pomoci kultivovanych kmenovych bunék z kostni

dfené.
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Abstract

The thesis describes the application of cultured bone marrow stem cells in the therapy of
focal chondral defect of the knee joint. In the experimental part of the work, the goal was to
quantitatively and qualitatively compare two sampling sites of bone marrow monocytic
aspirates, the iliac crest bone and the proximal tibia, in order to determine a suitable cell
source for advanced cell therapy. The sample analysis showed that the amount of monocytic
cells and the yield of stem cells from the aspirate obtained were significantly higher in the
bone marrow from the iliac crest. We did not find significant qualitative differences between
the two sources of stem cells. In the clinical part of the work, I present a description of the
surgical procedure and the results of a 1-year follow-up of patients after the implantation of
cultured stem cells from the bone marrow, under the name BiCure® orthoMSCp (Bioinova,
Prague, Czech Republic), fixed on a commercially available 3D scaffold Chondrotissue®
(BioTissue AG, Geneva, Switzerland) using coagulated autologous platelet-rich plasma. The
primary objective of the clinical study included the evaluation of the short-term and long-
term safety of the applied medical product. The secondary objective of the work included
the assessment of the effectiveness of the therapy using a questionnaire survey and the
assessment of structural changes in the treated defect using magnetic resonance 1 year after
the operation. The work demonstrates the safety and very good clinical result of the treatment

of a focal cartilaginous defect of the knee joint using cultured stem cells from the bone

marrow.
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Seznam zKkratek

ACI

AEs

AMIC

BM-MSCs

ECM

HA

HLP

KD

KOOS

MNCs

MOCART

MSCs

OATS

ocCb

PDt

PI

PrP

VAS

Implantace autolognich chondrocytii (z angl. autologous chondrocyte

implantation)
Nezadoci ptihody (z angl. adverse events)

Indikovana chondrogeneza pomoci implantované matrix (z angl. autologous

matrix-induced chondrogenesis)

Mesenchymalni kmenové bunky z kostni diené (z angl. bone marrow)
Extracelularni matrix

Hyaluronova kyselina (z angl. hyaluronic acid)

Hodnoceny 1é¢ivy ptipravek

Kostni dient

Knee Injury and Osteoarthritis Outcome Score

Mononuklearni buiiky (z angl. mononuclear cells)

Magnetic Resonance Observation of Cartilage Repair Tissue score
Mesenchymalni kmenové burky (z angl. mesenchymal stem cells)
Mozaikova plastika (z angl. osteochondral autologous transplantations)
Osteochonrosis dissecans

Doba zdvojeni populace bun¢k (z angl. population doubling time)
Propium Iodid

Obohacena plazma (z angl. platelet rich plasma)

Visualni skéla bolesti (z angl. visual analogue scale)
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1 Uvod

Hojeni defektu kloubni chrupavky je stale nevyfeSenym problémem ortopedie'. Nové
moderni technologie ndm davaji moznosti vyuziti soufasnych poznatkid z oblasti
experimentalni mediciny a tkdnového inzenyrstvi a tyto aplikovat do klinické praxe 1écby
defektu chrupavky. Inspiraci k uskute¢néni této prace mi byla spolecenska aktualnost tématu
vyuziti kmenovych bun¢k v mediciné a setkdni s mym skolitelem. Diky jeho vedeni jsem
prosel naro¢nou cestu preklinického vyzkumu a klinické aplikace kmenovych bunék kostni

dren¢. Vysledky nékolikaleté prace predkladam v této disertacni praci.

Ohrani¢enym defektem chrupavky rozumime castecné nebo plné separovany chondralni
nebo osteochondrani fragment. Defekt chrupavky nebo osteochondarni fragment je
nejcastéji lokalizovany v nosné zoné takto postizené¢ho kloubu. Mezi nejcastéji postizené
klouby patii kolenni, hlezenny a kycelni kloub. Inkongruence kloubniho povrchu vede

k rozvoji sekundérni artrézy se vSemi klinickymi projevy v bézném zivoté pacienta.

Standartné pouzivané operacni terapeutické postupy nevedou k plné a dlouhodobé
spokojenosti pacientll a restauraci kloubniho povrchu, ve smyslu histologické kvality
a biomechanickych vlastnosti regenerované chrupavky (Knutsen et al. 2004; Horas et al.
2003a). V soucasné¢ dob€ patfi mezi nejvice pouzivané, nejdostupnéjsi a ekonomicky
nejmén¢ narocné metody, operacni metoda mikrofraktur (Mithoefer et al. 2009). Pfi hlubSim
poskozeni subchondralni kosti méa své platné misto metoda mozaikové plastiky, coz je
metoda transplantace autologni osteochondrdlni jednotky do defektu povrchu kloubu
(Hangody et al. 2008). V zamof1i je u vétsich defekti Siroce uzivana metodika 1€cby pomoci
cerstvého alogenniho osteochondralniho transplantatu (Lai et al. 2022a). Vedle vyse
uvedenych jednoduchych opera¢nich metod doslo v poslednich letech k rozvoji techniky
a znalosti v oboru tkanového inZenyrstvi, tento fakt vedl k vyuziti 1é¢ebné metody zaloZené

na implantaci kultivovanych autolognich chondrocytli do ohrani¢eného defektu kloubniho

! Cartilage and bone are indeed fundamentally the same things. Thus neither cartilage nor

bone, when once cut off, grows again‘

Aristoteles (384-322 BCCE), Greek philosopher and science

12



povrchu (De Franceschi et al. 2005; Brittberg et al. 1994; Lars Peterson et al. 2003; Giannoni
et al. 2005; Niemeyer et al. 2014).

Bohuzel ani tato financné a technicky naro¢nd metoda 1écby nevede k ofekavanym
dlouhodobym klinickym a histologickym vysledkiim (Horas et al. 2003b; Knutsen et al.
2007). Vysledkem je vznik méné kvalitni vazivové nebo ,,hyaline-like* chrupavky. Méné
kvalitni chrupavcity povrch neni schopen odolavat piisobicim biomechanickym vliviim na

povrchu kolenniho kloubu. Toto vede k rozvoji degenerativniho procesu osteoartrozy.

Mezenchymalni kmenové neboli stromalni bunky (MSCs) byly dlouho navrhovany jako
potencialni bunécny zdroj pro regeneraci muskuloskeletalni tkan€. V oblasti 1é¢by poranéni
chrupavky bylo vynalozeno nékolik snah vyvinout nové terapeutické strategie, které by
vyuzivaly MSCs (B et al. 2013). Obecné lze MSCs terapie rozdélit do dvou kategorii: ty,
které pouzivaji Cerstvé izolované buiiky, a ty, které pouzivaji jednovrstvé expandované
bunky. Toto rozliSeni pfinasi vyznamné dasledky jak z hlediska regula¢nich pozadavki, tak
z hlediska mechanismu ptsobeni. Z védeckého hlediska existuji dva hlavni problémy, které
zpozdily vyuziti MSCs v klinické praxi. Nedostatecné nastroje pro adekvatni charakterizaci
ziskanych bunécnych populaci a nedostate¢ny vyzkum v metodice implantace a G¢inku

implantovanych bunék (Dominici et al. 2006b).

V experimentalni Casti prace jsem se zaméfil na analyzu monocytarniho aspiratu kostni
dfené ze dvou riznych zdroji s cilem posouzeni jejich kvantitativnich a kvalitativnich
parametri. Experimentalni prace méla urcit misto odbéru, které nejlépe spliuje kritéria
vhodného bunécné zdroje smérem k jeho wvyuziti pro kultivaci mezenchymalnich

kmenovych bunék.

V klinické ¢asti prace jsem se zamé&fil na vybér dostupného bunééného nosice a metodiky
fixace autolognich kultivovanych mesenchymalnich kmenovych bun&k kostni difené
v indikaci operacni terapie ohrani¢ené¢ho defektu chrupavky kolenniho kloubu. Tato prace
méla primarné za cil zhodnotit bezpecnost aplikace moderni bunécné terapie kultivovanymi
kmenovymi buitkami a sekundarné posoudit klinicky vysledek 1écby vcetn¢ analyzy kvality
primarni a sekundarni fixace pouzitého implantatu. Tyto klinické parametry byly hodnoceny
za pomoci dotaznikovych Setfeni v roc¢niho sledovani skupiny pacienti a pomoci

radiologickych vySetfeni.
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2 Historie 1é¢by kloubni chrupavky

Chirurgie patfi k zdkladnim klinickym obortiim mediciny. Ortopedie se oddélila jako
samostatny chirurgicky obor v poloviné XX. stoleti. Na zadkladé ptisného dodrzeni
Listerovych principli, rozvoje anestezie a objeveni rentgenového zafeni zacala mit kosténa
a kloubni operativa své prvni uspéchy, které predtim omezovala zejména rand infekce. Mezi
zakladatele kosténé traumatologie Ize povazovat francouzké resp. belgické chirurgy jako
napt. A. Lambotta, ktefi se snazili feSit kostni traumata jednoduchou osteosyntézou.
Postupné dochazelo k vyvoji chirurgicky postupii oSetieni poranéni pohybového aparatu.
Mezi prukopnické a inovatorské metody v této oblasti Ize povazovat metodu nitrodiefiové

osteosyntézy. Tento postup byl prvotiidné€ rozpracovan G. Kiintscherem (Bartonic¢ek 2010).

S technickym rozvojem kosténé chirurgie se zacala rozvijet i oblast operaci velkych kloubd.
Prvni Gspésné kovové kloubni ndhrady provedené v roce 1938 jsou spojeny se jmény M.
Smith-Petersen, Phil. Wilese (Gomez and Morcuende 2005). Se zlatym obdobim inovaci
a rozvojem endoprotetiky jsou spojena jména sira J. Charnleye a prof. M.E. Miillera, ktery
provedl vroce 1961 prvni implantaci totdlni endoprotézy v Evropé (J. Jackson 2012).
V posledni dobé se operacni techniky v ortopedii rozviji zejména smérem k Setrné,
biologické operativé, mininvazivité ptistupt a cilem operaci je zachovani a obnova povrchu
kloubu a nitrokloubnich struktur. Tyto principy stoji za rozmachem rekonstrukéni
artroskopické operacni techniky velkych kloubt. Diky artroskopiim je dnes mozné provadét
diagnostiku 1 1é€bu poranéné chrupavky nejen kolenniho kloubu v Casnych stadiich
poskozeni. V operacnich technikdch rekonstrukce kloubni chrupavky se v poslednich
desetileti vyuziva novych technologii, které umoziuji aplikaci poznatkl z oboru tkanového
inZenyrstvi do praxe. Operacni technika, implantace kultivovanych bunék, zejména
autolognich chondrocytii na aceluldrnim nosici, se rychle rozsifila a nyni ma vice nez
dvacetiletou historii. Tento 1éCebny postup je spojen s osobou prof. L. Petersona, prof. M.
Brittberga (Brittberg et al. 1994). Pracovisté prof. Trée a mého Skolitele prof. Havlase,
Ortopedicka klinika, 2. LF UK, FN Motol, se historicky fadi mezi prikopniky bunécné
terapie v 16¢bé chondralnich defektii s vyuzitim autolognich bunék v Cechach (HANDL et
al. 2007). Prazské pracovisté navazalo na prvni zkuSenosti a publikace brnénskych kolegt,
P. Visii, P. ValiSe, L. Pasi, ktefi publikovali své vynikajici vysledky implantace autolognich

kultivovanych chondrocytd v riznych kloubnich lokalitach véetné kombinovanych
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rekonstruk¢énich vykond s ndhradou vazii, ¢i menisku (Komarek et al. 2010; Visia et al.

2004).

V poslednim desetileti se hledaji nové zdroje bunécné terapie, které by eliminovaly anebo
alespon snizily nevyhodné vlastnosti kultivovanych chondrocytarnich autotransplantatu.
Mezi nejcastéji  skloflované alternativni zdroje patifi kmenové buiky. Pionyrem
a propagatorem vyuziti kmenovych bun¢k v riznych odvétvi mediciny je A. Caplan (Arnold
I. Caplan and Dennis 2006). V zasad¢ jsou dvé moznosti, jak aplikovat kmenové buiky,
systétmove anebo lokalné. Védeckd opodstatnéni vyuziti mezenchymalnich kmenovych
bun¢k (Mesenchymal Stem Cells — MSCs) v terapii tkdniového poskozeni jsou déany jejich
unikatnimi vlastnosti. Mezi tyto vlastnosti patii: schopnost migrovat pomoci chemotaxe do
tkani, které¢ maji znamky zanétu ¢i poskozeni. Dal$i vlastnosti je schopnost sekrece cytokinil
a rastovych faktort, takto MSCs moduluji zanétlivou reakci tkané a plisobi imunosupresivné
(Schmitt et al. 2012). MSCs jsou schopny se diferencovat v rizné bunééné typy dané tkan¢,
ovliviuji vaskularizaci tkané, rist bunék poskozené tkané a jejich diferenciaci (Hernigou et
al. 2005). Vyhodou, kterd se vyuziva v oblasti tkdnového inzenyrstvi a 1écbé fokalnich
chrupavcitych defektl, je moznost kultivace a naslednd aplikace bunék na 3D nosi¢
(scaffold). Vlastnosti nosice, které musi dany material spliiovat jsou: imunokompatibilita,
netoxicita, biodegradabilita, solubilita nosice, mechanické vlastnosti matrice by se méla co
nejvice blizit origindlni tkani vcetné tfidimensionalni struktufe. VyuZiti nediferencovanych
bunéénych kultur v§ak s sebou nese i nezodpovézené otazky stran bezpe€nosti této bunécné
terapie. Proto rozvoj modernich 1é¢ebnych postupl s vyuzitim kmenovych bunék, nejen
v terapii  kloubnich chrupavéitych defektd, je predmétem aktudlniho medicinského

vyzkumu.
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3 Anatomie a histologie chrupavky

Hyalinni typ chrupavky najdeme nejcastéji v diarthrotickych kloubech (Huy et al 2012).
Mimo tento typ chrupavky rozeznavame jeste elastickou a vazivovou chrupavku. Jednotlivé
typy se od sebe lisi biologickymi a chemickymi vlastnostmi tkdné. Funkce, kterou ma
chrupavka zastavat, je urCuji pro jeji chemické slozeni, anatomického uspoiradani
a mechanické vlastnosti. Kloubni chrupavka jakoZzto distributor zatizeni musi odolat
pozadovanym biomechanickym narokiim ve smyslu tahu, stfihu a komprese. K tomu je

uzpusobena svym slozenim jak v bunécné, tak nebunécné slozce tkané.

Bunééné transplantaty vyrobené in vitro a vyuzivané v 1é€b¢ defektu kloubni chrupavky se
snazi piiblizit jak svym histochemickym uspofddanim, tak mechanickymi vlastnostmi

originalni hyalinni tkani.
3.1 Hyalinni chrupavka

Hyalos v fectiné znamena sklo. Hyalinni chrupavka dostala svij nazev od kloubni
chrupavky, kterd mé sviij charakteristicky vzhled od prihledné, po bilou az Zlutobilou tkan
v zavislosti na jejim v€ku. Hyalinni chrupavka je nejrozsifen¢jSim typem chrupavky v téle.
Nachézime ji v kloubnich spojenich a zde je jeji funkci pfenos pohybu mezi dvéma plochami
se vznikem minimalniho tfeni. Najdeme ji také v oblasti spojeni konci zeber, hrtanu, nosu,
zde je v8ak kryta perichondriem. Hyalinni chrupavka se v jiné form¢ nachazi v oblasti epifyz
a metafyz, ristovych zon, kde je zodpov&dna za rist kosti do délky. Rustova ploténka je
organizovana do jednotlivych zon, které se 1isi diferenciaci chondrocyti do sloupového
uspotadani. Jednotlivé zony obsahuji nediferencované chrupavcité bunky (resting zone),
proliferujici bunky (zoéna zodpovédnd za narist objemu), hypertrofické bunky (zoéna, kde
dochdzi k zvétSovani objemu bun€k a tvorb& valch s probihajici apoptézou bunék),
kalcifikujici buiiky (zona, kde chrupavku nahrazuje kostni tkan) (Johnston 1997). Defekt

nebo poranéni ristové ploténky vede ke zkratu poskozené kosti.

Na kloubni ploSe se s hyalinni chrupavkou setkdvame v rizném mnoZzstvi. V lidském téle je
nejcasteji vyska kloubni chrupavky kolem 2-4mm a jeji tloustka se méni ve vztahu k mife
volnosti kloubu a mife pfenosu sil mezi jednotlivymi kloubnimi spojenimi (Koo and

Andriacchi 2007).
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Na rozdil od vétSiny tkdni nema kloubni chrupavka krevni cévy, nervy ani lymfatické cévy.
Vlastni chrupavcita tkan se sklada z husté extracelularni matrice (ECM) s nizkou hustotou
bunck — chondrocyti, které zaujimaji mezi 5-10% objemu tkan&. ECM se v zésadé sklada
z vody, kolagenu a proteoglykanti, piicemz dalsi nekolagenni proteiny a glykoproteiny jsou
pfitomny v menSim mnozstvi. Tyto slozky spolecné poméhaji zadrzovat vodu v ECM, coz
je zasadni pro udrzeni vySe zminénych mechanickych vlastnosti (Joseph A. Buckwalter

1998).
3.2 Elasticka chrupavka

Elastes znamena v fectin¢ pruzny, flexibilni. Elastickd chrupavka ma své pojmenovani od
vysokého obsahu proteinu — tropoelastinu. Tento 65kDa velky protein dava elastické
chrupavce jeji vlastnosti, flexibilitu. Elastin je uspofdddn do vlaknité sit€¢ a mezi nimi je
mnozstvi shodné orientovanych chondrocyti. Vyzkum ukazuje, Ze elastickd chrupavka
vznikla z prekurzort hyalinni chrupavky ve fetdlnim obdobi (Sucheston 1969). S elastickou
chrupavkou se setkdvame v oblasti laryngu, epiglottis, Eustachové trubici, dale je soucasti

usniho boltce a nékterych ¢asti bronchd.
3.3 Vazivova chrupavka

Vlaknita, vazivova chrupavka je tkdn odvozena z latinského ,.fibra®, vldkno. Je to typ
chrupavky, ktera se liSi od hyalinni vyS$Sim zastoupenim kolagenu I. typu a menSim
mnozstvim kolagenu II. typu. Mnozstvi glukosaminoglykanti je také v men$im mnoZstvi nez
v hyalinni chrupavce. Chondrocyty jsou rozprostieny v mezibunééné vldknité hmoté¢ a tim
lépe absorbuji mechanické naroky. Fibrozni chrupavku nachazime v oblasti symfyzy,
annulus fibrosus meziobratlového disku, temporomandibuldrnim skloubeni a v menisku
(Makris, Hadidi, and Athanasiou 2011). Fibrézni chrupavka je tvofena v tkanich
poskozeného kloubu, jako ndhrada poskozené hyalinni chrupavky, takto opravena tkan ale

nema odpovidajici biomechanické vlastnosti piivodni hyalinni tkan¢.
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4 Histologické sloZeni hyalinni chrupavky

Jednotlivé kosti téla se lisi anatomickym spojenim, které mezi sebou utvaii. Kloub je typem
spojenim kosti, které jsou definovany kloubnim tvarem, poétem spojeni a funkci. Mezi
nejvice prostudované typy kloubniho spojeni patii synovialni kloub. Synovidlni kloub je
nejmobilnéjsim kloubem. Termin ,,synovialni je synonymem pro diarthroticky kloub.
Diarthroticky kloub se sklada z kloubniho pouzdra, které na nitrokloubni ¢asti obsahuje
synovidlni membranu. Kloubni pouzdro generuje skrze synoviadlni membranu krevni

ultrafiltrat oznacovany jako synovialni tekutina (Ropes, Bennett, and Bauer 1939).
4.1 Chondrocyty a jejich charakteristika

V porovnani s ostatnimi tkdnémi téla je chrupavka vyrazné acelularni tkan. Bunky tvoii
necelych 5 % objemu, zbyld ¢ast objemu je tvofena extracelularni matrix. Chondrocyt je
zakladni bunécnou a metabolickou jednotkou, urcujici slozeni extraceluldrni matrix a tim
také schopnost jeji remodelace (Henry J. Mankin, Zarins, and Jaffe 1972). Jelikoz chrupavka
je avaskuldrni tkan a chondrocyty jsou izolované v denzni intercelularni matrix, tak buiky
ziskavaji hlavni metabolity difuzi ze synovialni tekutiny. Tento proces je facilitovan pomoci
pohybu kloubu do urcitého stresového maxima. Pfekro¢enim definované stresové hodnoty
vede naopak k poskozeni chrupavcité tkan¢ (Torzilli et al. 1999). Pro udrZeni zdravého

metabolismu kloubni chrupavky je dilezity pravidelny pohyb kloubt a dynamicka zatéz.

VSechny chondrocyty se diferencuji z mezenchymalnich progenitorovych bunék
a maturované chondrocyty jiz dale neproliferuji. Fenotyp chondrocytt se 1i$i podle zony, ve
které¢ se nachdzeji. Rozdily se projevuji v expresi genetické informace, syntéze intra
a extracelularnich molekul a mechanickych vlastnostech jednotlivych vrstev (Aydelotte,
Greenhill, and Kuettner 1988; Aydelotte and Kuettner 1988; Darling, Hu, and Athanasiou
2004). Tak naptiklad chondrocyty v povrchové vrstvé exprimuji typicky proteoglykan 4,
oznacovany jako lubricin nebo protein povrchové zony (superficial zone protein). Mezi
rozdilné biomechanické faktory patii naptiklad to, Ze povrchové chondrocyty pomaleji
adheruji k plastovému povrchu v tkanové kultute (Siczkowski and Watt 1990). Chondrocyty
z hluboké vrstvy maji naopak vys$i mnozstvi vimentinu, ktery je chrani vii¢i kompresnim
silam a podobné je to s keratansulfatem, ktery nachdzime spiSe v hlubSich vrstvach

chrupavky (DURRANT et al. 1999; Aydelotte, Greenhill, and Kuettner 1988; Aydelotte and
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Kuettner 1988). Morfologické rozdily chondrocyti jednotlivych zo6n, kde bunky
v povrchové zon¢ jsou mensi, plossi, diskoidni a orientuji se podél pribéhu kolagennich
vlaken. Naproti tomu buniky ve stiedni a hluboké zon¢ jsou kulatéjsi, maji vyssi syntetickou

kapacitu ale mensi viskoelastické vlastnosti (Al-Maslamani et al. 2022; Choi et al. 2007).

Chondrocyty jsou znamé tim, ze ztraceji jejich fenotypické markery pii in vitro kultivaci.
Jedna se o jev, ktery je dokumentovan ztratou morfologické charakteristiky bun¢k a zmén
v metabolické aktivit€¢ v jednovrstevné kultufe bun¢k (Darling, Hu, and Athanasiou 2004;
Siczkowski and Watt 1990). Tomuto lze zabranit pti kultivaci v tfidimensionalnim gelu, jako
je napiiklad agar6za, kde dochazi k zachovani jejich morfologickych vlastnosti
1 metabolické aktivité, syntéze proteoglykanti (Aydelotte and Kuettner 1988; DURRANT et
al. 1999; Darling, Hu, and Athanasiou 2004). Pro chondrocyty je typickou vlastnosti, ze
dokazi reagovat na mechanické stimuly a podle nich ménit expresi jednotlivych proteint
a vlastni fenotypické vlastnosti. Tato skutecnost je oznacovana jako ,,mechanotransdukce*
(Gilbert, Bonnet, and Blain 2021). Pericelularni matrix je hmota naléhajici na vlastni
chondrocyty a 1i8i se od extracelularni matrix tim, Ze vytvaii s buitkami aktivni spoje. Skrze
tyto spoje jsou buiiky schopny mezi sebou interagovat na mechanické stimuly. Tyto ,,gap
junctions® jsou dobfe zdokumentovany a jsou tvoreny spojenim povrchovych receptorti

s pericelularnimi oligopeptidy (tubulin, fibronektin) (Mayan et al. 2015).

Obr. 1 Histologicky obraz chondrocytu (pohled scanovym mikroskopem, z materialu
Minnesotské university, se svolenim autora: Havlas V., Moznosti 1écby defektu hyalinni

chrupavky, 2011)
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4.2 Mezibunééna hmota

Mezibunéénd hmota chrupavky predstavuje 60-80 % jejiho objemu a je tvofena zejména
tkdnovym mokem (vodou, kolageny a proteoglykany) (Guilak and Mow 2000).
Mezibunénou hmotu Ize rozliSit podle vzdalenosti od chondrocyti. M4 vyznamny
mechanoprotektivni G¢inek na chondrocty. Zatéz pulsobici ze zevniho prostiedi se
v jednotlivych vrstvach matrix (interteriotorialni, teritoridlni a pericelularni) vycerpa nez se
dostane k povrchu chondrocytu (Choi et al. 2007). Pericelularni ¢ast matrix, jejimz funkénim
ukolem je pfenos mezibunécné komunikace pomoci signalnich molekul a fibril podle miry
zatizeni chrupavky. Zatéz se odrazi v metabolické aktivité¢ bunék. Propojeni chondrocytt
a jejich pericelularni matrix do jednoho celku se n¢kdy oznacuje jako ,,chondron® a vytvari
separatni anatomickou, metabolickou a funkéni podjednotku chrupavky (Poole, Flint, and
Beaumont 1987). Teritoridlni matrix obklopuje pericelularni matrix a vytvari ochranou sit’
kolem bun¢k. Interteritoridlni oblast je nejobjemnéjsi ¢asti matrix. V této zoné se nachazeji
rizn¢ orientovand kolagenni vldkna podle jednotlivych vrstev chruapvky spolu
s proteoglykany (Muir 1995). Acelularni obsah matrix je produkovana chondrocyty, ktery
je zodpovédny nejen za jeji produkci, ale 1 idrzbu a obnovu (Alford and Cole 2005).
Chondrocyty se dokazi svou morfologii ptizptisobovat mechanickym naroklim a vytvareji
kolem sebe mikroprosttedi, které¢ se dynamicky méni. Toto mikroprostiedi zaroven brani
migraci téchto bunék mezi vrstvami. Mezi sebou buiiky komunikuji a reaguji na tlakové
a piezoelektrické podnéty. Optimalnimi chemické a mechanické vlastnosti mezibunécné

hmoty urcuji zivotnost chondrocyti (J. A. Martin and Buckwalter 2000).

Voda ptedstavuje 80% vlhké hmotnosti chrupavky a jeji zastoupeni klesa od povrchové
smérem k hluboké vrstvé. VEétsi mnozstvi vody je v extracelularni hmoté. Ve vodé jsou
rozpustény a transportovany mineraly 1 Ziviny. V jiné formé vytvari voda v interfibrildrnim
prostoru gelovitou hmotu a zajiStuje lubrikaci tkdné¢ (A. Maroudas et al. 1991).
Mechanismus nizkého tfeni je dan proudénim vody a tlakovanim vody za do tkéané.
Chrupavka timto ziskdva svou schopnost odolavat zatézi piesahujici n€kolikanasobné

hmotnost ¢lovéka (Guilak and Mow 2000).

Kolagen je nejvice zastoupenym proteinem v téle. U savcil je rozpoznano vice nez 28 typu
kolagennich proteini. Kolagen se nachazi v pojivové tkani ve formé vlaknité nebo
globularni. V1aknita forma kolagenu je nejvice zastoupena u typu I, II a XI. Kolagen X je

typickym globularnim typem kolagenu. Zakladni aminokyselinou ve stavebni jednotce
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kolagenu je prolin, hydroxyprolin a glycin. Kolagen utvafi trojSroubovici
v endoplazmatickém retikulu a je z bun¢k transportovan pomoci chaperoni a C-peptida.
Toto uspotadani je dilezité pro odolnost chrupavky vici tahovym i smykovym silam
a stabilizuje extracelularni matrix (Alice Maroudas 1968; A. Maroudas et al. 1991). K tvorb¢
hydroxyprolinu, stabilizujici troj Sroubovici, je nutna ptfitomnost kyseliny askorbové, resp.
jeji dostateény piisun v potravé, jelikoz télo si ji nedokaze samo syntetizovat. Kolagen je
inicidln€ syntetizovan ve forme prokolagenu a je sekretovan do okolniho matrix, kde dochazi

pomoci enzymt (metaloproteinaz) k jeho agregaci do fibril (Leung et al. 1979).

V hyalinni chrupavce je dominantné zastoupen kolagen typu II (cca v 90 %), tvofi vice nez
polovinu suché hmotnosti hyalinni chrupavky. Ostatni kolageny — typu IX a XI vytvaii
komplexy s kolagenem II. typu a jsou zodpovédné za odolnost vii¢i tahovym sildm a spolu
s proteoglykany za odolnost vii¢i tlakovym silam (Deshmukh and Nimni 1973). Kolagen
typu I a typu II také slouzi jako znak chrupavcité tkané€, respektive uniformni zastoupeni
kolagenu typu Il urcuje hyalinni typ chrupavky. Fibr6zni chrupavka obsahuje smés kolagenu
typu I a II. Typ kolagenu I se v hyalinni chrupavce prakticky nevyskytuje, vyjma malého
mnozstvi v povrchové zon€. Naproti tomu v jednovrstvé kultufe bunék chondrocytii
nachazime kolagen typu I ve vysokém mnozstvi. Toto je ziejmé dano dediferenciaci

chondrocytli v buné¢né kultufe (Guilak and Mow 2000; Choi et al. 2007).

Organizace a mnozstvi kolagenu se méni dle hloubky chrupavcité tkané. Mnozstvi kolagenu
a vody klesa s nariistajici vzdalenosti od povrchu, a naopak velikost kolagennich fibril
nariistd smérem do hloubky chrupavky. Kolagenni fibrily povrchové zony jsou orientovany
tangencialné, tak aby mohly odolavat stiihové a tlakové sile, naproti tomu sttedni zona je
viceméné neuspotfaddana. Hluboka vrstva obsahuje kolagenni fibrily uspotadané kolmo na
povrch chrupavky a penetruji do ,.tidemark zény* respektive do zony subchondralni kosti.
Kolmé uspotradéni je dulezité pro odolnost vici stiithové sile mezi vrstvami. V roce 1925
Benninghoft (Benninghoff 1925) poprvé popsal orientaci kolagennich fibril kloubni
chrupavky a pfirovnal je k arkadam. Isotropni uspotadani potvrdila i pozorovani Clarka

(1990) (Clark 1990).

Mechanické vlastnosti kolagenni sité jsou ur¢ena mnoZstvim, orientaci a provazanosti
pomoci kolagennich vazeb, tzv. cross linku. Kolagenni vlakna pomoci cross linku, chemicky
se jedna o hydroxylaci pyridolinu, navySuji svoji odolnost vii¢i tahu. Pocty cross linkovych

vazeb naristaji stafim chrupavky, a to vede ke sniZeni propustnosti kolagenu. Druhym typem
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cross linku je chemické reakce na kolagennich aminech, kdy dochézi ke vzniku produktt
pokrocilé glykace. Tento proces vede k charakteristickému nazloutnuti hyalinni chrupavky.
Chrupavka se glykaci stava tuzsi, ale také kiehci a mtize vést k rozvoji degenerativnich zmén

a osteoartroze (He et al. 2022).

Proteoglykany jsou velké makromolekuly slozené z proteinového jadra, na které je napojeno
mnoho fetézcli glykosaminoglykanii (GAGs), které se navzijem odpuzuji. Kloubni
chrupavka obsahuje rizné druhy proteoglykanti (agrekan, dekortin, biglykan).
Proteoglykany vytvaii sit’ proplétajici se v siti kolagenni vldken. NejcastéjSim typem
proteoglykanu je agrekan. Agrekan tvoii s GAGs molekuly tvarové podobné Stétce na
flasky. Mezi nejvice zastoupené GAGs v chrupavce patii chondroitinsulfat, keratansulfat,
dermatansulfat a hyaluronany. Vlastnosti proteoglykant maji diilezity vliv na mechanickou
odolnost chrupavky, zejména diky rovnovaze a udrzeni vody. Tyto molekuly dokéazi nasavat
tekutinu a udrzovat vysoky hydrostaticky tlak v mezibunééném prostoru pti zachovani nizké
propustnosti, a to vede k odolnosti tkan¢ proti mechanickym zménam piisobicim na povrch

chrupavky pfti pohybu.

monomeér
Toteoglykanu

Obr. 2 Struktura a uspotadani kolagenu (zdroj Havlas V., Habilita¢ni prace, Moznosti 1écby

defektu hyalinni chrupavky, 2011)

Zaroven tekutina vytlacend z intersticia béhem pohybu zvySuje lubrikaci a snizuje tieni
povrchu kloubnich ploch. Je prokazéano, ze ztrata, €ili zvySena degradace proteoglykanti

vede k rozvoji osteoartrozy (Ateshian 2009).
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4.3 Histologické vrstvy chrupavky

Zonalni uspofadani se odrazi v morfologii bunck, orientaci kolagennich fibril
a biochemickém slozeni ECM. RozliSuji se 4 vrstvy hyalinni chrupavky: povrchova, stiedni,
hluboka a zona kalcifikované chrupavky. Uspotfadani se také promita do biologickych
a mechanickych vlastnosti jednotlivych vrstev. Rizné pozadavky odolavat ur¢itému typu
zatéze (kompresi, stithové, tahové a hydrostatické sile) vede k riiznému usporadani,
distribuci a syntetické aktivit¢ bunék. Slozeni chrupavcité tkané se meéni béhem vyvoje
organismu. Dospéla chrupavka je slozena z vody v 70-80 % hmotnostniho objemu. Solidni,
pevna frakce je sloZzena zejména z kolagennich vlédken (50-75 %), proteoglykant (15-30 %
suché hmotnosti). Tento mix kolagenu a proteoglykanii vytvaii sit’, kterd umoziuje zakladni

biomechanické vlastnosti chrupav¢ité tkané (Darling, Hu, and Athanasiou 2004).

Povrchova vrstva, oznaCovana jako tangencialni vrstva, je zona, kterd je v kontaktu se
synovialni tekutinou a pomdhé odolavat tahovym a stfiznym silam ptisobicim pii pohybu na
kloubni povrch. Zakladni funkei této vrstvy je ochrana hlubsich vrstev chrupavky (J. A.
Martin and Buckwalter 2000). Tato zona tvoii 10-20 % tlouStky chrupavky a obsahuje
zejména kolagenni vldkna typu II a IX, které jsou paralelné orientované s povrchem
chrupavky. Chondrocyty v této vrstveé jsou oplosténé a vrstva ma nizkou permeabilitu (Muir

1995).

Chrupav¢ity povrch je kryt nefibrozni nanometrovou zénou oznacovanou jako lamina
splendens. Funkci této vrstvy proteinti a molekul synovidlni tekutiny je sniZeni frikce

a ochrana proti opotiebeni chrupavky.

Dalsi vrstvou je strredni, prechodova, zona chrupavky. Tato vrstva vytvaii jakysi most mezi
povrchovou a hlubokou vrstvou, ptedstavuje cca 40—-60 % objemu chrupavky a jeji funkéni
charakteristikou je tvorba narazniku odoldvajici tlakovym silam. Kolagenni vldkna
uspofadana do Sikmého priib&hu, vytvaii arkady uvnitt extracelularni matrix. V této vrstvé
je také nejvyssi zastoupeni proteoglykanti (A. Maroudas et al. 1991). Naproti tomu se zde

nachdzi nizky pocet ovalnich az kulatych chondrocytt.

Hluboka vrstva. Hluboka, radidlni zéna tvoii 30 % tloustky chrupavky a je posledni zonou
Cist¢ hyalinni chrupavky pifed kostni tkani. V této zon€ se nachazeji veliké molekuly
kolagenu orientované kolmo na povrch chrupavky, které jsou spojeny se subchondralni kosti

(Muir 1995). Tato vrstva odolava zejména stfihovym silam mezi chrupavkou
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a subchondralni vrstvou kosti. Denzita bunék v této vrstvé je také nejnizs$i. Bunky zde
vytvareji sloupcovité uspotfadani, jsou mirn¢ protazené a orientované v souhlase s pribéhem

kolagennich vléken, tedy kolmo na povrch chrupavky (A. Maroudas et al. 1991).

Tide mark, je jemna linie mezi hlubokou zénou a zoénou kalcifikované chrupavky (Redler et
al. 1975). Tato ptfechodova zdéna ziejmé hraje roli v ptenosu stiihovych sil mezi hlubokou
vrstvou chrupavky a subchondralni kosti. Dale umoziiuje vyzivu nejhlubsi vrstvy chrupavky

pies jeji prostupné mikropory.

Kalcifikovana vrstva chrupavky navazuje na tide mark a vytvaii propojeni chrupavky se

subchondralni kosti. V této vrstvé nachazime ojedinélé hypertrofické chondrocyty.

" lamina splendens

3-.._‘“_‘
spongidzni kost

Obr. 3 Vrstvy chrupavky (volné podle Mankina (J. A. Buckwalter and Mankin 1998)).
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5 Fyziologie a patofyziologie hyalinni chrupavky

Kloubni chrupavka je vysoce specializovanou pojivovou tkani, jejiz hlavni tlohou je zajistit
kloubnich povrch. Mechanické chovani chrupav¢ité tkan€ je zéavislé na interakci mezi
pevnou a tekutou slozkou chrupavky. Jedinecnost a komplexnost chrupavcité tkané jako
celku je faktem, ktery je nutné respektovat v 1éCebném piistupu. Chrupavka je vystavena
drsnému biomechanickému prostiedi, a to bez cévniho, lymfatického a nervového zasobeni.
Toto vede k vysokému riziku jejiho poskozeni s limitni schopnosti reparace této tkané.
Slozité morfologické a fyziologické vlastnosti této tkané se promitaji i do obtizné 1éCby
poskozené chrupavky. Podle vSech dosavadnich znalosti se zd4, ze obnova morfologie
a organizované struktury je kli€¢em k uspéchu v lécbé poskozeni chrupavcité tkdné. Najit
cestu, jak zabranit vzniku a progresi poskozeni synovialniho kloubu a jak obnovit jeho
endoprotetiky a tim k Gspé$né 1écbe bolesti miliont lidi s poSkozenim kloubii. Toto 1ze
jednoznaéné oznaéit za jeden znejvétsich milniki v historii ortopedie. Zadna nahrada
kloubniho povrchu se vSak nedostala tak blizko, aby dokézala replikovat funkci, trvanlivost
a pohyb synovialniho kloubu. Synovialni kloub dokéaze provadét stabilni bezbolestny pohyb
s nizkou frikei, kterou nedoséhne zadny umély povrch. Ackoliv umélé ndhrady kloubt u lidi
s rozvinutou destrukci kloubd vétSinou vedou k efektu bezbolestného pohybu, maji své

limitace, kterymi jsou zejména vazné a devastujici komplikace.

Hyalinni chrupavka je ve funkénich charakteristikdch nejdokonalejsi tkéni, co se tyce
lubrika¢ni schopnosti a minimalizace zatiZeni subchondralni kosti. Pfes usilovnou snahu se

nedafi rozpoznat a urcit rizikové faktory, které vedou k poSkozeni kloubu.

Chrupavka neméa nervovou tkan a cévy, timto byla povazovana za relativné inertni tkan.
Identifikace signalnich molekularnich mechanismi, které kontroluji jeji formaci, rist
a funkci presvédCuji o opaku. Porozuméni fyziologickym a patofyziologickym
mechanismiim a moznosti ¢asné detekce jejich zmén by mohlo vést k v€éasné 1é€bé na

pocatku jejiho poSkozeni.
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5.1 Metabolismus hyalinni chrupavky

Vyziva chrupavky probihd ze synovidlni tekutiny a je ovlivnéna velikosti, ndbojem
a molekularnim slozenim transportovanych latek. Bez pfimého ptisunu zivin z krevnich cév

nebo lymfatickych cév je chondrocyt priméarné zavisly na anaerobnim metabolismu.

Synovidlni tekutina jako ultrafiltrdt krve a intersticidlni tekutiny ma za ukol vyzivu
a odstranéni produkti metabolické aktivity. Dalsi jeji kritickou funkci je, funkce lubrikantu
povrchu chrupavky. Synovidlni tekutina obsahuje velké mnozstvi hyaluronové kyseliny
a chova se jako viskozni tekutina, coz ji umoziiuje se spolupodilet na absorpci mechanického
zatizeni. Nevyhodou synovidlni tekutiny je to, Ze po zatizeni okamzité snizuje svou viskozitu
a pti dlouhodobém zatizeni fidne. To vede k tomu, Ze se s narGstem Casu je mira zatizeni
vice pfendsena na solidni ¢ast ECM (Mow et al. 1980). Obnova rovnovéhy a udrZeni téchto

mechanismt je dilezité pro Zivotnost chrupavcité tkané.
5.2 Patofyziologie, reakce chrupavky na poranéni

Reakce bunééné slozky zavisi na typu poranéni a dostupnosti cév do mista poranéni. Proto
u chondrélnich 1ézi pozorujeme zapojeni pouze chondrocytli do reparacni aktivity, ostatni
bunééné slozky nejsou dostupné. Chondrocty syntetizuji ve vyssi mife slozZky ECM 2 tydny
po zranéni (DePalma and McKeever 1966; Joseph A. Buckwalter 1998). V dtsledku toho
l1ze detekovat stavy, kdy jesté netplné vyplnény a nematurovany defekt je pln€¢ podroben
zatéZi a tim dochézi k jeho degeneraci a nezhojeni defektu (Shapiro et al. 2002). Naproti
tomu osteochondralni defekty vedou k del$im reparativnim procestim, které piesahuji
vyrazn¢ 2 tydny. Na zhojeni se podileji nejen aktivované chondrocyty ale také krevni
desticky, které ptfi tvorbé fibrinové zatky uvolnuji biologicky aktivni latky stimulujici
migraci progenitorovych, mesenchymalnich kmenovych bunék do mista poranéni. Bunky
pfi reparaci produkuji kolageny typu I a typu II. BEéhem 6-8 tydnt je defekt vyplnén a tvofi
jej smes hyalinni a vazivové chrupavky (Cheung et al. 1980; Furukawa et al. 1980). Je
prokazano, ze po roce od urazu dochazi ptfedevSim k produkci kolagenu typu 1. V tomto
obdobi prevlada v reparativnim procesu vazivovy typ chrupavky. Kolagen I. typu neni
schopen odolavat takovym biomechanickym silam jako typ II, ktery je typicky pro hyalinni
chrupavku. Pfi pfetizeni miiZze postupné dojit k degeneraci a fibrilaci vytvofené chrupavcité
tkan¢, kterd vede ke ztraté proteoglykanti (Squires et al. 2003; Ghadially, Ghadially, and
Ghadially 1977) a to vede ke smrti chondrocytl a makroskopicky rozvoji hlubokych

26



prasklin, které 1ze makroskopicky pozorovat (Furukawa et al. 1980; Shapiro et al. 2002).
Zvlastnosti je, ze tento proces miiZze nastat i u nedospélych jedincii, kde jesté neni uzaviena
rustova zona a vaskularizace u nich je na dosah povrchu chrupavky (DePalma and McKeever
1966; Ghadially, Ghadially, and Ghadially 1977). Rozvoj osteoartrézy po poranéni byl
presvédcivé dolozen a popsan v nékolika studiich u osteochondralniho defektu, zatimco
u chondrélniho defektu a mikrofraktur povrchu tento proces nebyl zatim ptesné popsan

(Natoli and Athanasiou 2008).
5.2.1 Regenerace chrupavky

Moznost sebe obnovy chrupavcité tkan¢ je vyrazné omezena a je definovana velikosti, lokaci
a hloubkou takového defektu (H. Mankin 1982). Je prokazano, Ze poranéni chrupavky
samotné, které nepenetruje do subchondralni kosti nema schopnost sebe obnovy. Naproti
tomu poranéni penetrujici ma urcity reparacni potencial (Hunziker 2002). Né&ktefi védci
prokazali, tzv. kritickou velikost defektu chrupavky, kdy 1éze mensi nez 3mm v priméru, je

schopna se spontanné¢ zhojit tkani podobné hyalinni chrupavce (Salonius et al. 2019).

Do reparativni schopnosti se promitd nejen zondlnim uspofddani chrupavky, ale také
vzdalenost od chondrocytl v jednotlivych vrstvach. Chondrocyty udrzuji charakteristické
slozeni ECM, co se zastoupeni kolagenu, proteoglykant a mensich molekul tyce, v zavislosti
na lokalité jednotlivych vrstev chrupavky. Patologické stavy jako je poranéni chrupavky,
vedou k poskozeni homeostazy mezi chondrocyty a sloZzenim ECM, jak co do mnoZstvi

vody, tak do slozeni solidni frakce.
5.2.2 Starnuti chrupavky

V¢ék urcuje organizaci chondrocyti a také sloZeni extracelularni matrix. Chondrocyty v€kem
snizuji svoji hustotu osidleni povrchové zony, zatimco hlubsi vrstvy chrupavky maji
zvySenou buné¢nost (Hardingham and Bayliss 1990). S pfibyvajicim vékem tedy dochézi
k pteméné v zonalni bunééné distribuci, ale i poctu bun¢k — chondrocytl (Vojtéch Havlas
2011). Postupem véku dochézi k ubytku hydratace ECM a timto dochazi k nariistu tuhosti
a snizeni odolnosti vi¢i tlakovym silam. Tento jev mizZe mit za disledek konsolidace
subchondralni kosti s tvorbou skler6zy ve spojeni s kostnim edémem, ktery 1ze pozorovat na
magnetické rezonanci pod poSkozenou chrupavkou. Porucha homeostdzy ECM je hlavnim

patofyziologickym d&jem degradace chrupavky (J. A. Martin and Buckwalter 2000).
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Velikost proteoglykanovych agregatt se vékem snizuje. K tomu mutze dojit snizenim vazeb
na hyaluronovém fetézci nebo poskozenim vazebnych mist v disledku proteolytického
poskozeni tkan¢. Nachazime také snizeni velikosti pora diky agregaci mezibunécné hmoty

s ubytkem chondroitinsulfati (Zimmermann et al. 2003).

Fyziologické i patofyziologickych procesy starnuti se promitaji do cytoskeletu chondrocytt.
V eukaryotickych buiikach se nachdzeji monomerni proteiny, které dokazi polymerizovat
a vytvaret uvniti bun¢k 3D sit’, ktera propojuje nitrobunécné komponenty s extracelularnim
podnéty. Tyto cytoskeletdlni proteinové molekuly tvoii mikrovlakna aktinu, tubulinu
a intermedidrni vlakna (napt. vimentin) (Trickey, Vail, and Guilak 2004; Haudenschild et al.
2011). Tato cytoskeletalni sit’ je dilezitd v mnohych bunéénych procesech, jako je naptiklad
mitdza, migrace bunck, tvar bunék, ptenos mechanickych sil a reakce na mechanickeé stimuly
z okolniho prostiedi tzv. ,,mechanotransdukce®. Chondrocyty jsou unikatni v tom, vyjma
nejpovrchoveéjsi vrstvy bunék, ze si zachovavaji ovalny tvar. Tento tvar je fenotypicky
zasadni pro chondrocyty (Daniels and Solursh 1991). V jednovrstevné kultufe chondrocyty
zmeéni sviij tvar — oplosti se a to vede k zméné signdlnich d&jti uvniti bunck a snizeni syntézy
specifickych proteinil cytoskeletu bun¢k (Darling, Hu, and Athanasiou 2004). Tento jev se

promita do kvality autotransplantatti chondrocyta.

Mechanotransdukce je pienos fyzikalni sily (komprese, hydrostatické tlaku, smykového
treni) na biochemické déje a procesy uvnitf bun¢k. Mezi prvni klasické prace zabyvajici se
pozorovanim téchto procest patii prace Juliuse Wolffa (Frost 1990) o vlivu tlakovych
a tahovych sil na remodelaci kosti. V chrupavce mizeme také pozorovat pravidlo Wolffova
zdkona, kdy v misté¢ vy$§iho mechanického stresu je chrupavka tlustSi (Shepherd and
Seedhom 1999). Mechanotransdukce timto ovliviiuje a méni genovou expresi, remodeluje
extracelularni matrix a proliferacni aktivity bun€k a zaroven chovani bunék vii¢i okoli (napf.
schopnost adhese)(Jaalouk and Lammerding 2009). Naopak neadekvatni zatiZzeni vede ke
spusténi patologickych procest uvniti bunek, které resultuji v poruchu cytoskeletu naptiklad
na podkladé poruchy iontovych kanalti a tim dochazi ke zméné hydrostatického napéti
nitrobunécného prostiedi, které se promitd do patofyziologie homeostazy bunck (Joseph A.

Buckwalter, Mankin, and Grodzinsky 2005).
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5.3 Pohyb a biomechanické vlastnosti chrupavky

Je prokazano, ze pravidelny a piiméfeny pohyb napomdhd spravné metabolické funkci
chondrocytt. Jestlize dojde k necinnosti kloubu, tak tento d& resultuje k degradaci
chrupavky. Chrupavka je specializovand tkan pojiva s jedineCnymi viskoelastickymi
vlastnostmi. Je schopna odolavat vysoké cyklické zatézi, aniz by vykazovala zndmky
degradace. Timto zplisobem chrani subchondralni kost a poskytuje kloubu hladky,
lubrikovany povrch s nizkym tienim. Kloubni chrupavka je k tomuto specificky sloZena, jak
z tekuté slozky, tak suché slozky — sit€¢ kolagent, proteoglykanti a glykoproteinti. Sila
pusobici na povrch kloubu se nékolikanasobné navySuje pifi zatizeni pohybem, v kycli
3,3krat, v kolenu dokonce 3,5krat nez je vaha vlastniho téla a to s frekvenci az 1Hz (Guilak
and Mow 2000). Deformacéni schopnosti chrupavky hraji zasadni roli v mechanickych
vlastnostech chrupavky. Chrupavku muizeme 2z mechanického hlediska popsat jako
viskoelastickou tkan (Trickey, Vail, and Guilak 2004). Viskoelastickd vlastnost tkané
umoznuje chrupavce rychlé zatizeni rozprostiit mezi tekutou a solidni cast ECM
a absorbovat tak ptlisobici energii. Zatizeni a vznikld deformace chrupavky vytvari
kombinaci tlakové, tahové a smykové sily piisobici na chrupavcitou tkéan (Guilak and Mow
2000). Zdrava chrupavka miize ptekonat tento typ zatizeni desetileti bez poruchy struktury

nebo selhani jeji funkce (Trickey, Vail, and Guilak 2004).
5.3.1 Tlakova sila

Tlakové sily jsou jednim z hlavnich piisobicich sil na chrupavku pfi cyklu chiize. Mira
komprese chrupavky je fizena primarné pohybem tekutiny uvnitf mezibunééné slozky, ktera
ma nizkou porozitu. Pohyb tekutiny je ovlivnén sloZenim solidni matrix, velikosti jejich pori
struktufe usporddani a propojeni (Mow et al. 1980). Proto porucha struktury ovliviiuje
poruchu funkce a opa¢né. Viskoelasticita tkané¢ ovlivituje charakteristiku chovani tekutiny
v tkani ve vztahu k plisobeni sily v ¢ase. Tlak tekutiny se s plisobicim ¢asem sniZuje a tuha
¢ast matrix musi prevzit jeji funkci (L. A. Setton, Mow, and Howell 1995). Proudéni tekutiny
je vpovrchovych vrstvach nejvétsi a klesd smérem k subchondralni kosti. Mechanicka
deformace tkan¢ neni déna jen kompresivni silou ptsobici na tkan z povrchu, ale je 1 dana
stlaCenim tekutiny uvnitf tkané proti subchondralni kosti. Timto mechanismem dvoji
komprese dochazi ke konsolidaci chrupavcité tkdné za cenu, ze cast tekutiny opousti

chrupavku. Po odstranéni tlaku dochdzi k opétovnému nasati tekutiny a obnové

29



prostorového usporadani. Toto je dano elasticitou solidni tkané a hydrostatickym tlakem
uvniti matrix. B€hem dne tento mechanismus piesto lehce ztraci svoji u€innost a to asi
0 15-20 % (Mow et al. 1980). Béhem odpocinku, noci, dokéze organismus mnozstvi tekutiny

znovu obnovit.
5.3.2 Tahova sila

Tahova sila ptsobi na chrupavku pii klouzani dvou povrchli vii€i sobé v jednom sméru.
Druhou moznosti je vznik tahové sily pti zaseknuti nebo kompresi ve sméru pohybu. Je
dualezité podotknout, ze pti pohybu kloubnich povrchii dochéazi k vétSimu zatizeni v tahu nez
v kompresi. Pfi tahovém plisobeni sily dochézi k uspofadani kolagennich fibril a protazeni
jejich vlaken v souhlase s orientaci pisobici sily. Chrupavka jevi nelinearni chovani
kolagennich fibril uvnitf tkdné. Pfi vzniku nizkého tahu dochazi k vys$Simu uspotédani
vladken. Do 15 % napéti se udrzuje tkanova rovnovaha, poté dochazi k poSkozeni vazeb
(Akizuki et al. 1986). Vlastnost odolavat tahu je urena zénovym uspotradanim tkané
(povrchova ¢ast je tuzsi nez stiedni a hluboka zona) , densité a praiméru kolagennich fibril,
mnozstvi cross linkd, iontovych vazeb a interakci mezi kolagenem a proteoglykany (Akizuki

et al. 1987).
5.3.3 Smykové napéti

Smykové tieni se vytvaii v tkanich chrupavky na podklad¢ rotace a translace kloubu.
Smykovému tfeni tkan odolava zejména diky solidni ¢asti extracelularni matrix, bez podilu
tekuté ¢asti, tedy na podklad¢ interakce kolagennich vldken a sité proteoglykanti. Chrupavka
se chova jako viskoelasticky materidl nenewtonského typu, tedy nelinearni deformace na

mife puisobici sily (Hayes and Mockros 1971).
5.3.4 Treni a opotiebeni chrupavky

Témito pojmy se zabyva tribologie kloubu (z feckého tribo — tfit). Tribologie je nauka o tfeni
opotiebeni a lubrikaci povrchi, které se viici sobé posouvaji. Kloub je komplexni systém,
ktery vyuziva biomechanickych a biochemickych vlastnosti tkan€ a synovialni tekutiny, aby
snizil otér materidlu pfi posunu na minimum. K tomuto pfispiva uspotfadani povrchu,
lubrikace povrchil, vlastnosti lubricinu, hyaluronanti a také schopnost tkdné vytvaret

navyseni hydrostatického tlaku v kontaktni ploSe (Link et al. 2020).
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6 Diagnostika poruchy chrupavky

6.1 Rentgenologické zmény

Detekovatelné zmény jsou na podkladé zmén hustoty a slozeni tkané. Dochazi k tvorbé
horizontalnich a vertikalnich prasklin chrupavky, které maji za nasledek odplaveni
proteoglykant. NavySeni fragmentace chrupavky vede k neimérnému zatizeni a tim
zvysSenému opotiebeni a odhaleni subchondralni kosti, kde se mohou tvofit reaktivni zmény.
Dochazi ke zménam v oblasti tide mark, ktera se stdva nepravidelna a vristaji do ni cévy ze
spongidzni kosti. V subchondralni vrstvé kosti dochéazi k remodelaci a ta se projevuje
zvySenim sklerotické vrstvy kosti patrné na RTG snimku. Na rentgenovych snimcich lze
popisovat subchondralni sklerézu a tvorbou okrajovych osteofytii. Bunky, které mohou za
tvorbu takovychto kostni apozic — osteofytll, nejsou presné¢ zndmy. Piedpoklada se, ze se
jednéd o chondrocyty z okrajovych Casti chrupavky. Osteofyty vedou ke snizeni mobility
kloubu a bolesti. Jestlize tlak kloubni tekutiny pfesahne pevnost skeletu, tak mize dojit
k tvorbé cystickych deformit subchondralni kosti. A tyto se postupné rozsituji, jak tekutina
pronika skrze Haverské kanalky (LANDELLS 1953), tento proces lze také pozorovat na
RTG snimku.

Obr. 4 Stadia gonartrézy dle Kellgrenna a Lawrence (vlastni archiv autora)
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6.2 Magneticka rezonance

MRI je dulezitym néstrojem v hodnoceni kloubniho povrchu. Chrupavku a subchondralni
kost lze zobrazit na MRI s velmi dobrym rozliSenim. Lze urcit integritu chrupavky,
subchondralni a spongiozni kost (Karvonen et al. 1990). Vyhodu MRI oproti ostatnim
zobrazovavacim metodam je jeji nulové zatizeni ionizujicim zafenim. Standartni pulzni
sekvence T1 a T2 odrazeji vlastnosti tkang. Na T1 vazenych snimcich ma chrupavka vyssi
intenzitu nez kloubni tekutina a opak plati pro obrazky v T2 vazené sekvenci. T2 vazené
snimky produkuji vysoce intenzivni signal, ktery lze vyuzit k méfeni-kvantifikaci
kolagenové organizace v ECM (Nieminen et al. 2001). Pomoci MRI lze urcit také obsah
glykosaminoglykanti. Technicky se pouziva aplikace gadolinia jako kontrastni latky, podané
ve vhodné koncentraci, kterd zkracuje T1 relaxacni ¢as (delayed gadolinium-enhanced
MRI). Oblast snizS§im zastoupenim glykosaminoglykant piestavuje zénu poranéné,

patologické chrupavky (Bashir et al. 1999).

Jina technika se pouziva k urceni hodnoceni proteoglykanti na podklad¢ hustoty pevného
naboje chrupavky. Nicméné takovéto mapovéni je velmi narocné a dava rizika vzniku

artefaktll v zonalnim zobrazeni chrupavky (Shapiro et al. 2002).
6.3 Biochemicka analyza

Znamky rozvoje osteoartrozy lze detekovat na molekularni urovni. Tohoto jevu se vyuzZiva
v kontrole uc€innosti 1é¢iv ovlivitujici zanét a léciv modifikujicich rozvoj osteoartrozy
(DMOADs, disease modifying osteoarthritis drugs). Pfi patologickém stavu dochazi
k zvySeni koncentrace katabolickych biomarkerti (keratan sulfatu, oligosacharidi
hyaluronanu, C-terminalniho peptidu kolagenu, COMP (cartilage oligomeric matrix protein)
fragmentli, metaloproteindz. Tyto markery lze detekovat v fadu mésicli v synovidlni
tekuting, ale 1 v krvi pacientll, naproti tomu zmény viditelné na rentgenu Ize pozorovat v fadu

let od poranéni (Petersson et al. 1997; L. S. Lohmander, Saxne, and Heinegard 1994).

Bunécna smrt chondrocytl miZe byt detekovatelna mnohem diive nez degradacni zmény
v ECM. Vzhledem k nulovym moZnostem fagocytdzy v chrupav€ité tkani, dochdzi pii
apoptdze diky lokaci chondrocytl v avaskularnich lakunach k navyseni koncentrace tumor

necrosis faktoru (TNF) a rozvoji prozanétlivé kaskady (Polzer, Schett, and Zwerina 2007).
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7 Patologické stavy chrupavky

Pochopeni a vyzkum v oblasti patologie a patofyziologie chrupavky povede k vyuziti t€chto
poznatki ke zlepSeni 1é¢by poskozeného kloubu a pomize od bolesti a invalidity milionim
lidi. Najit cestu, jak v¢as zasdhnout do procesu destrukce kloubu a jak obnovit biologické

vlastnosti chrupavky, by bylo jednim z milniki mediciny.
7.1 Revmatoidni artritida

Jednd se o onemocnéni, kterym trpi cca 1 % populace a jeho pfi¢inou je autoimunitné
zprostiedkovany zanét, ktery vede k destrukci kloubu. Jedna se o systémovy zanét, jehoz
spousté¢ neni zcela zndm a v kloubu vede k rozvoji synovialitidy. Za nej¢astéjsi spoustéce
byvaji oznaCované tyto faktory: zivotniho prostiedi, nezdravy Zivotni styl (koufeni), infekce
a expozice chemickym a antigennim latkam. Zeny jsou postiZeny dvakrat ast&ji nez muzi

a je to zfejmé dano z diivodu estrogenového ptisobeni na T-lymfocyty (Pernis 2007).

Pacienty s revmatoidni artritidou 1ze rozdé¢lit na dvé skupiny. Rozdéleni je uréeno podle
pfitomnosti revmatoidniho faktor (RF), coz jsou protilatky proti Fc ¢&asti lidského
imunoglobulinu typu G. Pfitomnost RF u revmatoidni artritidy dava diagnostické
aprognostické faktory. RF neni specificky pro revmatoidni artritidu. Nové je moZno
detekovat u pacientd také jiné protilatky, které davaji informace o riziku vypuknuti nemoci
nékolik pfed prvnimi kloubnimi symptomy. Mezi tyto protilatky patii ACPA (anti-
citrullinated protein antibodies). Nalez ACPA ma vétsi specificitu pro revmatoidni artritidu,
nez-li pozitivni ndlez RF (van Delft and Huizinga 2020). Diky vyzkumu a znalostem
patofyziologie synovialitidy kloubu, vznikaji nové léky cilené na lécbu patologickych
podskupin imunitnich bun¢k a fibroblasti. Jednd se o cilenou biologickou lécbu RA

(Scherer, Haupl, and Burmester 2020).
7.2 Osteoartroza

NejbéznéjSim typem artritidy je osteoartroza. Prevalence osteoartrézy se zvysila diky
prodlouzeni délky Zivota. Urcit incidenci osteoartrdzy je problematické. Lze prepokladat, Ze
je vyssi, nez je udavano, protoze jsou evidovani jen symptomaticti pacienti. Ve skupiné nad
45let Ize nalézt idaje o incidenci 27,8 % pro osteoartrézu kolenniho kloubu a 27,0 % u kycle.

Ve skupiné nad 65 let jiz trpi néjakou formou osteoartrézy 80 % populace (Garriga et al.
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2020). Pfi poruSeni tkdn¢ dochazi k postupnym erozim povrchu chrupavky a synoviélni
tkané a ta postupné zpiisobuje u pacientl bolest a ztratu funkce. Patofyziologie osteoartrézy
neni dostatecné prostudovana a v soucasné dob¢ neexistuje zadna adekvatni 1éCba, ktera by
nemocnéni zcela zastavila. Jedinou moznosti odstranéni nemoci zlstavad nahrada kloubu-
endoprotéza. Primarnim rizikovym faktorem osteoartr6zy je veék. Proto je klinicky vyzkum
zaméten na popis procesu starnuti chrupavky a jeho roli pii vzniku osteoartrozy. Garriga et
al. (Garriga et al. 2020) popisuje, ze jedna pétina populace v USA ve veéku 45 let ma
osteoartrdzu a polovina populace nad 65 let je postizena timto onemocnéni, vétsi prevalence
je u Zen. Osteoartroza snizuje kvalitu zivota a to ma své socioekonomické dopady ve
spole¢nosti. Béhem progrese osteoartrozy dochazi ke snizeni kolagenu a proteoglykantl,
naproti tomu dochédzi k navySeni objemu vody v intersticiu a tim dochazi ke zménadm
biomechanickych parametrt chrupavky (Lori A. Setton, Elliott, and Mow 1999).
Makroskopicky 1ze pozorovat na povrchu chrupavky fibrilace a praskliny, které postupuji
do plochy a hloubky smérem k subchondralni kosti. Osteoartrézu 1ze rozdélit podle riznych
faktorii naptiklad podle poctu postizenych kloubli na oligoartrikuldrni nebo
generalizovanou, nebo podle pfi€iny na primarni — idiopatickou, u které neni jasna pficina
ana sekundarni-nésledkem zjistitelného dusledku (poranéni kloubu, na podkladé osové
deformity ¢i z metabolickych pti¢iny). Toto rozd€leni ma i své praktické dusledky, jelikoz
pfi 1é€beé je nutné se zaméfit na hledani takovychto sekundéarnich pficin a dle toho volit

vhodnou terapii.
7.2.1 Primarni osteoartroza

Faktor véku je jisté prispévatelem k rozvoji osteoartrdzy, ale stale neni jednoznacné urceno,

zda je pficinou, nebo jen disledkem akumulace mnoZstvi opotifebeni kloubu dané ¢asem.

Fyziologicky dochazi ¢asem k nahromadéni koncovych produktl pokrocilé glykace
chrupavky (Advance Glycatio Endproducts - AGEs) (Sacitharan 2019), které vedou ke
sniZzeni odolnosti matrix chrupavky. Zistava otazkou, zda vékem sniZend metabolické
aktivity chondrocytl, vede k vétSimu riziku poranéni a tim i rozvoji osteoartrozy. Je nutné
podotknout, Ze nejen akumulace opotifebeni — tedy strukturdlni porucha, ale také porucha
funkce — snizeni pohybu, vedou k degeneraci a osteoartroze (Joseph A. Buckwalter, Mankin,

and Grodzinsky 2005). Osteoartr6za neni onemocnéni jen kloubniho povrchu, ale také
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synovie (rozvoj katabolickych procesil), onemocnéni subchondralni kosti (sklerotizace) a to

vede k domnénce, Ze pficina osteoartrdzy je spiSe multifaktorialni.

V literatuie 1ze zaznamenat stoupajici silu evidentnich podkladii, Ze genetika hraje hlavni
roly ve vyctu moznych pfi¢in idiopatické osteoartrozy. Ve zdanlivé fenotypicky normalni
chrupavce jsou pravdépodobné slozité rozdily v expresy jednotlivych gend a tyto, kdyz
dostoupi v urcité kombinaci, tak mohou vést k zvySeni rizika ¢asného rozvoje osteoartrdzy

(Sandell 2012).
7.2.2 Sekundarni osteoartroza

Dietni chyby (alkoholismus), metabolické choroby (diabetes mellitus, dna) mohou vést
k zvysené tvorb¢ krystali v tkdnich, tedy 1 v chrupavce, a tim k rozvoji osteoartrozy.
Nejcastéji se formuji krystaly ze soli vapniku a kyseliny mocové. Ulozené krystaly
v chrupavce vedou k mechanickému poskozeni struktury chrupavcité tkané a tvorbé
otérovych Castic. Tim se aktivuje kaskada zanétu kloubu, synovie (Muehleman et al. 2008).

Dalsi patologie spojené s tvorbou krystalt 1ze zaradit do skupiny genetickych poruch.

Sekundarni osteoartroza na podkladé poruchy biomechaniky, osy kloubu. V tomto ptipadé
vznikd na podkladé poruchy souhry biomechanickych a biochemickych faktorii
extracelularni matrix (ECM). Fyziologické prosttedi ECM je udrZovano chondrocyty na
zakladé¢ vhodné miry a frekvence zatéZe. Naopak pii abnormalnim zatiZeni dochazi

k opotiebeni a zaniku chondrocytii a tim k tvorbé prozanétlivych faktorii (Healy et al. 2005).

Biomechanicky faktor je nejvice prozkouman v oblasti kolenniho kloubu ve vztahu k chtizi
a zatizeni jednotlivych ¢asti kloubu zejména ve vztahu k zvySeni tonu adduktort kterd vede
k osové varozni deformité kloubu (Miyazaki et al. 2002). Tento dé& vede krozvoji
osteoartrozy mediadlniho kondylu femuru a tibie. Ne piekvapivé 60-80 % pacientl
ptichazejicich k vyméné kloubu ma postiZzeny zejména medidlni kompartement kolenniho
kloubu (T. P. Andriacchi 1994). Zmény v biomechanice vedou k histologické zmén¢ tkané
aslozeni ECM a to zejména ve ztraté proteoglykanti, coz vede ke sniZzeni schopnosti odolavat

kompresivnim sildm a ke snizeni vysky chrupavky (Hudelmaier et al. 2006).

Ke zméné biomechaniky mtize dojit ale i pfi porusSe stability kloubu. Ptikladem je poranéni
ptedniho zktizeného vazu (LCA), které vede k abnormalnimu pftetizeni urcité casti okrsku

chrupavky a tim k rozvoji osteoartrézy (Thomas P. Andriacchi and Dyrby 2005; Palmieri-
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Smith and Thomas 2009). Role menisku v rozvoji osteoartrézy je dana jeho mechanickou
funkei v kloubu, kterou je zvySeni kontaktni zény a vyrovnani drobnych poruch kongruence
kloubnich ploch mezi femurem a tibii. Poranéni nebo ztrata menisku operacnim zakrokem
vede krozvoji osteoartrozy. Pri Castecné meniskektomii dochéazi pietizeni piiléhajici
chrupavky o 50-100 % a pti kompletni meniskektomii nartista kontakt az o 270 % (Pefia et

al. 2005).

Obezita je dalsi specificky rizikovy faktor, ktery vede k rozvoji osteoartrézy na podkladé
poruseni fyziologie chrupavky znadmérné zatéze. Obezita je silné spojena s rozvojem
osteoartrozy v kolennim kloubu (Browning and Kram 2007; Garriga et al. 2020). Opotiebeni
povrchové zdény je déano ztratou schopnosti povrchovych chondrocyti produkovat
povrchovy protein (superficial zone protein — SZP), lubricin. Tento jev je patrny pfii

nadmérném zatiZeni u pacientli s nadvéhou (Jay et al. 2007).
7.3 Traumatické poskozeni chrupavky

Poskozeni povrchu chrupavky na podklad¢ pfimého poranéni, anebo volnym téliskem
v kloubu. Poskozeni chrupavky Ize rozdélit na tfi typy: chondrélni poranéni, osteochondrélni
poskozeni a mikrofraktury (nema nic spole¢ného s chirurgickou technikou). Kazdy typ ma
svou specifickou zménu v tkdni, sloZzeni a biomechanickych vlastnostech, véetné bunécné
reakce. Chondralni a osteochondralni defekt je viditelny prostym okem, naproti tomu
mikrofraktury nejsou makroskopicky viditelné. Mikrofraktury chrupavky jsou typem
poskozeni, které nevedou k okamzitému poSkozeni chrupavky viditelnym prostym okem.
Jedna se o poSkozeni subchondralni kosti, vzniku mikrofraktury, ktera se zhoji sklerotizaci.
Toto vede k poskozeni kolagenni sit¢ ECM chrupavky s odezvou poruchy preoglykan,
kterou lze pozorovat az v povrchové zoné. Je zajimavé, Ze i1 kdyZ dojde ke zhojeni
subchondralni trabekularni fraktury, tak negativni biochemické a biomechanické zmény

v chrupavce pfetrvavaji (Radin et al. 1978).
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Obr. 5 Artroskopicky obraz traumatického chondralniho defektu medidlniho kondylu

femuru (vlastni archiv autora), stupen III dle Ouerbridge.

Chondralni praskliny a defekty jsou typem poSkozeni povrchu chrupavky, které nezasahuji
do subchondralni kosti. Tyto defekty jsou viditelné pouhym okem a mohou vznikat na
podklad¢ traumatu, nebo z nepfiméteného zatizeni, ale také ptisobenim volnych télisek,

anebo jako progrese mikrofraktur.

Osteochondralni 1éze jsou typem posSkozenim, kdy dochazi k poSkozeni chrupavky jdouci
do hloubky smérem k tide mark zo6n¢ a poSkozeni penetruje do subchondralni kosti. Ackoliv
toto poranéni zasahuje do vaskularné bohaté tkané subchondralni kosti, tak presto vznika

biomechanicky nedostate¢na tkan, kde na misto hyalinni chrupavky nachdzime vazivovy typ

chrupavky v misté zhojeného defektu. Tento stav poté resultuje v rozvoj osteoartrézy (Burr

and Gallant 2012).

Obr. 6 Artroskopicky obraz osteochondralni defekt kondylu femuru (vlastni archiv autora)
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Incidence poranéni chrupavky je nejasnd, jelikoz k oSetfeni dochédzi jen symptomaticti
pacienti. Widuchowski et al. (Widuchowski, Widuchowski, and Trzaska 2007) analyzoval
ve své studii pies 25 tisic artroskopickych nélezi a uvadi, ze chondralni defekt byl nalezen
u 60 % pacientl, ztoho 67 % =zafadili do skupiny fokdlnich chondralnich nebo
osteochondralnich 1ézi, 29 % do skupiny osteoartritidy, 2 % osteochondritis dissecans.
Izolované chondralni 1éze nalezli u 30 % pacientl, ostatni byly nejcastéji v kombinaci

s poranénim menisku nebo piedniho zkiizen¢ho vazu.
7.4 Klasifikace poranéni chrupavky

Vseobecné piijimana klasifikace by méla mit parametry nejen popisné, ale méla by také mit
klinicky a terapeuticky relevantni konsekvence. Popis stavu by mél také odrazet moznost

urcit efekt 1éEby poranéné chrupavky.

Klasifikace dle Outerbridge (Outerbridge 1961) je pouZzivana k popisu poskozeni chrupavky.
Stupen 0 representuje chrupavku bez poskozeni, stupent I oznacuje zméknuti a otok
chrupavky bez viditelného defektu. Stupenn II je stav, kdy dochazi k tvorbé prasklin
chrupavky, ale tyto praskliny nezasahuji az k subchondrélni kosti a defekt je mensi nez
1,5cm v priméru. Druhy stupeil je také nejcastéji se vyskytujicim typem poskozeni
(Widuchowski, Widuchowski, and Trzaska 2007). Tteti stupen je pii stavu, kdy fisura
dosahuje k subchondralni kosti, nebo defekt ma pramér vétsi nez 1,5cm. Poslednim
ze Outerbridgeho klasifikace koreluje s histologickymi a histochemickymi stupni poskozeni

chrupav¢ité tkané (H. J. Mankin 1971).

e
S e

|

Obr. 7 Outerbridgeova klasifikace defektu chrupavky (voln€ podle Outerbridge (Outerbridge
1961))
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S rozvojem artroskopie publikovali Noyes a Stabler v roce 1989 (Noyes and Stabler 1989)
jednoduchou a reprodukovatelnou artroskopickou klasifikaci. Tato klasifikace poskozeni
chrupavky je vytvoiena na zakladech Outerbridgeovy klasifikace, byla piivodné tiistupiiova
s tim, Ze 3. stupen byl rozd€len na defekt jdouci k subchondralni kosti (3A typ), nebo defekt
zasahujici do subchondralni kosti (3B typ).

Casto uzivanou popisnou klasifikaci nejen poskozeni, ale i reparativniho procesu hojeni
chrupavky, je ICRS klasifikace (International Cartilage Repair Society). Tato klasifikace je
zaloZena na popisu hloubky, velikosti a anatomické lokalizace poskozené ¢asti a je mozné ji

pouzivat i pti popisu artroskopickych nalezti (Dwyer et al. 2017).
7.5 Osteochondrosis dissecans

Konig (Konig 1888) definoval v roce 1887 termin ,,0osteochondrosis dissecans®. Ackoliv je

dnes jiny nazor na etiopatogenezi tohoto onemocnéni, tak se nazev stale udrzel.

Osteochondritis dissecans (OCD) a juvenilni forma osteochondritis dissecans (JOCD) je
klinickou hadankou a trvaji debaty o etiologickych faktorech a incidenci obou klinickych
stavii onemocnéni. Je stile nejasno zda OCD vychazi z JOCD, nebo zda OCD je
samostatnym onemocnénim, které vznikd na podkladé€ Cisté traumatické etiopatogeneze.
Etiopatogeneze JOCD je vysledkem kumulace stresu na subchondralni kost, vedouci
k subchondralni stresové zlomening, ostatni pfiiny jsou spiSe velice spofe podpofeny
védeckymi daty (Lindén 1976). Ob¢ formy onemocnéni jsou casto spojovana
s endokrinopatiemi, familidrnim vyskytem, akcesorni osifikacnim centrem, osteonekrézou
a napiiklad 1 vyskytem karpalniho tunelu (Uozumi et al. 2009). V etiopatogenezi je Casto
zminovan spole¢ny jmenovatel a tim je ,,dlouhodobd historie zavodni sportovni aktivity

(Kocher et al. 2006; Cruz, Shea, and Ganley 2016).

Casté jsou i debaty o indikacich k operaéni terapii a dlouhodobych vysledcich opera¢ni
a konzervativni 1é€by u pacientli s JOCD v pted findlni fazi uzavéru rlstové Stérbiny
kondylu stehenni kosti. Cast téchto nejasnosti vychazi také z toho, Ze v literatuie jsou obé
onemocnéni promiskue spojovany stran incidence, prevalence, terapie a vysledki 1€cby
(Cahill 1995; Robertson, Kelly, and Green 2003). Rozhodujici rozdil mezi OCD a JOCD
neni veék pacienta, ale mira uzavéru fyzarni riistové zony kondylu femuru. Jednoznaéné
z literatury vypliva, ze po uzaveéru fyzarni Sté€rbiny je horsi prognéza a vysledek 1écby jak

v klinickych, tak radiologickych parametrech (Cruz, Shea, and Ganley 2016; Kocher et al.
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2006). Po uzavéru rustové epifyzy se stav OCD ziidka zhoji bez operacéni intervence (Yellin
et al. 2017). Typickou lokalitou pro vyskyt onemocnéni je medidlni kondyl femuru, zejména
posterolateralni cast (Kessler et al. 2014), postizeni obou kolennich kloubii je uvadén
v rozmezi 3-30 % (Cooper et al. 2015). Je nutné zminit fakt, Ze az 40 % piipadi JOCD muze
byt asymptomatickych (Masquijo and Kothari 2019).

Rozhodnuti o typu 1é€by neni jednoduché ani v dnes$ni dobé. Historicky vyvoj doporucené
1écby JOCD je takiikajic od postupu ,,nic ned€lani®, az po druhy extrém operace v kazdém
piipadg. Je to dano jiz zminénym stavem zaméovani ptipadis JOCD a OCD. Cisla nékterych
ptipadovych studii jsou mald a nejsou studie s moznymi kontrolnimi skupinami. Neni
jednoznaény odborny konsenzus v typu a nacasovani operacniho zékroku. Obecné lze
rozdélit typy operacni lécby na dv€ skupiny na reparativni a rekonstrukéni. POSNA
(Pediatric Orthopaedic Society of North America) doporucuje provést operaci v ptipadé, ze
se jedna o nestabilni 1ézi JOCD, nebo je-li 1éze stabilni, ale neni-li Gstup potizi a zlepSeni
radiologického obrazu po 3 mésicich konzervativni &by (Yellin et al. 2017). Pooperacéné je
dualezité dodrzet dobu odlehceni doslapu, standardné se doporucuje 6 tydnt az 3 mésice dle

lokality a rozsahu léze.

Jestlize je pacient bez ptiznakl a kontrolni MRI nejevi znamky poruchy subchondralni kosti,
ve smyslu separace fragmentu, tak je mozny navrat k zdvodnimu sportu, za ptredpokladu, Ze

se symptomy v tréninku nevraceji (Eismann et al. 2014).
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8 Terapie defekti chrupavky

Terapie poskozené chrupavky by méla byt z biologického pohledu co nejkomplexnéjsi. Za
defektem chrupavky muze stat porucha osy koncetiny, stability kloubu, nebo nadmérné
mechanické zatizeni. Jestlize nejsou tyto zékladni ,,pilife” v poradku, nelze ocekavat dobry

vysledek 1é¢by chrupavky jako samotné.
8.1 Konzervativni terapie

O této moznosti 1écby se zminim jen okrajové. Moznosti nechirurgické terapie zavisi na mite
osteoartritické postizeni je pfiznacnym symptomem bolest kloubu. Bolestivé stavy jsou
nejcastéji 1éCeny analgetiky, v tomto piipad€ nesteroidnimi antirevmatiky (NSAIDs), aby
doslo nejen ke sniZeni bolesti, ale také znamek zancétu. Zména zivotniho stylu, obsahujici
snizeni vahy, preskripce vhodné, pfiméiené a pravidelné pohybové aktivity vede nejen
ke zlepSeni celkové zdatnosti, ale také zejména sily periartrikularniho svalstva, coz je
spojené se zlepSenim stability kloubu a sniZzenim bolesti v kloubu. Efektivita pohybové
terapie byla prokézana pfi postizeni kolenniho kloubu v né€kolika studiich (Jenkinson et al.
2009; Christensen et al. 2007). Fyzikalni terapie uzivané v ramci rehabilitacnich procedur
maji riznou U€innosti. Mezi ty s doloZzenym efektem patii zahtivani nebo chlazeni, které
vede ke snizeni bolesti a zlepSeni funkce (Zhang et al. 2007), ostatni terapie maji rizné velky

placebo efekt.

Mezi nechirurgické terapie Ize zaradit také uzivani riznych dopliki stravy, ptirodnich 1éciv
alékt. EULAR (European Legue Against Rheumatism) v roce 2016 upravila sva doporuceni
stran 1écby ¢asné osteoartritidy vzhledem k uzivani chondroitin a glukosaminsulfatu (Combe
et al. 2017). Glukosaminsulfat by mohl mit efekt u 1é€by osteoartrdzy kolenniho kloubu, ale

neni doporucen u osteoartrozy kycelniho kloubu (Zhang et al. 2007).

Viskosuplementace, zejména aplikace hyaluronové kyseliny (HA) a kortikoidi maji vliv na
sniZeni bolesti, ale je nutné podotknout, ze steroidni injekce maji negativni vliv na kvalitu
zbylé chrupavky. Intraartrikularni injekce HA mitize zlepsit kvalitu zivota a vést ke snizeni
bolesti u osteoartr6zy kolenniho kloubu a miiZe zlepsit funkci kloubu v horizontu minimalné

pulroku (Campbell, Erickson, et al. 2015; Zhang et al. 2007). Hyaluronova kyselina ma
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bezpecny profil a jeji intraartrikularni pouzivani je doporuceno v Casnych stadiich

osteoartrdzy. U jinych kloubt je pritkaz jeji ucinnosti slaby.

Nitrokloubni injek¢éni aplikace obohacené plazmy (PRP, platelet rich plasma) patfi mezi
posledni dobou sledované nechirurgické terapie. Zda se, ze tato terapie ma potencial vést
k ulevé od symptomt bolesti az na 12 mésicii. Nema jednoznacnou evidenci nad ostatnimi
pouzivanymi léCivy a je nutné podotknout, ze existuje zvySené riziko lokalnich nezddoucich
reakci. Nitrokloubni injekce PRP by mohla mit lepSi symptomatickou ulevu u pacient
s Casnou osteoartrozou kolena a jeji pouziti by vSak mélo byt vzdy zvazeno (Campbell,

Saltzman, et al. 2015).
8.2 Operacni terapie
8.2.1 Artroplastika

Totéalni endoprotéza (TEP) je konecnych feSenim problému poruchy kloubniho povrchu.
Tento typ operacni 1écby se neustdle zdokonaluje, jak po strance materidlu pouzivanych
komponent, tak po strance implantacni techniky a fixace ve skeletu. Snahou endoprotetiky
je maximalni pfibliZzeni k fyziologické mife tfeni sty¢nych kloubnich povrchii. Je to dano
tim, Ze otérovd nemoc, kterd vznikd z uvolnénych partikul kloubnich implantatl vede
k imunitni reakci periartrikularnich tkéni a je nejcastéjsi pticinou uvolnéni kloubni nahrady
z kostniho ltizka. Dalsi pfi¢inou uvolnéni implantatu jsou rozdilné mechanické vlastnosti
mezi implantitem a okolni kosti. Cim je implantat pevnéjsi, tuzsi tim mize nést vétsi
zatiZzeni. Ale to na druhou stranu, neni-li pln€¢ osteointegrovan do skeletu, vede k rozvoji
osteolyzy, nestability a uvolnéni implantatu. Rozdily v tuhosti mezi umélym a biologickym
materialem mohou vést k periprotetické zlomeniné. Endoprotéza neni vhodnym feSenim
u déti a adolescentii vzhledem k vyvoji jejich skeletu a vzhledem k jejich véku. TEP také
neni vhodnd u fokalnich 1ézi kloubniho povrchu, které se cCastéji vyskytuji nédsledkem

sportovniho trazu.
8.3 Chirurgicka terapie fokalnich defekti chrupavky

Pomoci fokalnich nahrad Ize 1€¢it ohranicené defekty chrupavky, nelze timto zptisobem 1€¢it
osteoartrozu. Moznosti chirurgické 1écby fokalnich defekti chrupavky jsou riizné a zavisi
na v€ku pacientu, anatomické lokalizaci, velikosti a hloubce defektu, ptidruzenych
poranénich kloubu. Cilem opera¢ni terapie snizeni bolesti pacienta a obnoveni plné funkce
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kloubu. Mezi nejcastéjsi, klinicky ovéfené a pouzivané operacni techniky patii
mikrofraktury (Steadman et al. 2003), mozaikova plastika (Hangody and Fiiles 2003),
implantace kultivovanych autolognich chondrocytti (Autologous Chondrocyte Implantation,
ACI) (Brittberg et al. 1994), alogeni osteochondralni transplantace (Lai et al. 2022b; Gross
and McKee 1983), recentn¢ vyuziti autolognich kmenovych bunék (Mesenchymal Stem
Cells, MSCs) z rtiznych zdroji — kostni diené, tuku, synovialnich bun¢k (A.L. Caplan et al.
1997; Solchaga, Goldberg, and Caplan 2001; Erickson et al. 2002; S. Y. Lee, Nakagawa,
and Reddi 2010). VSechny operacni techniky maji jedno spolecné a tim je odstranéni
poskozené, nekrotické tkané a nasledny urcity operacni vykon, ktery bud’ stimuluje tkan
k regeneraci anebo transplantuje bunéénou slozku tkan¢ do mista defektu. Dnesni operacni
zakroky se snaZzi plné¢ anebo ¢aste¢né vyuZzit miniinvazniho artroskopického pftistupu, je-li
to technicky mozné. Tkéanové inzenyrstvi je velmi slibnym oborem, ktery by mohl hrat
dilezitou roli v obnové kloubniho povrchu a funkci synovialniho kloubu jako celku.
Zlepseni kvality zobrazovacich technik urcujicich poskozeni chrupavky nam dava lepsi
moznosti popisu stavu chrupavky a celého kloubu, jak co do struktury, tak i charakteru

sloZeni jednotlivych vrstev.

Samotna operace kloubniho povrchu muze byt bez efektu, neni-li obnovena stabilita a osa
koncetiny. Porucha osy koncetiny vede k neimérnému zvySeni tlaku na kontaktni plochu.
Tento fakt lze ovlivnit vhodnym typem osteotomie. Osteotomie miiZze byt provedena
nezévisle na terapii povrchu kloubni chrupavky a tim vést k zamezeni rozvoje dalSiho
poskozeni kloubu. Podobné je s ohledem na stabilitu, tedy funkci vazivového aparatu kolena.
Operaci stabilizujicich kolenni kloub, jako je plastika ptedniho zkiiZeného vazu, se snizuje

riziko rozvoje chrupv¢itého defektu a riziko rozvoje osteoartrozy (Fok and Yau 2013).

Rehabilitace pfed a po operaci mlZe v jisté mife ovlivnit vysledek terapie. Proto je tfeba
témto postupiim vénovat pozornost. Obecné doporucené principy a navody je nutné
dodrzovat a dle ptidruzenych operacnich zakrokd tyto postupy individualn€ upravit (Reinold
et al. 2006). Imobilizace kloubu je spojovana s inhibici hojeni kloubni chrupavky a naproti
tomu jsou ditkazy, ze pasivni kontinualni pohyb (Continual Passive Motion, CPM) vede
ke stimulaci hojeni poskozené chrupavky (Knapik et al. 2013; Alfredson and Lorentzon
1999). Tyto vlivy jsou zifejmé dany tim, ze CPM vede ke zlepSeni proudéni kloubni tekutiny
a tim také nutrientd mezi kloubnimi povrchy a stimuluje metabolismus chondrocytt. Naproti

tomu aktivni pohyb, ve smyslu plné zat€ze v doSlapu, mize byt pro implantované nosice
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a bunky pfilis§ zatézujicim a mlze vést k zamezeni tvorby nové tkdn€ anebo dokonce selhani

implantatu (Ikenoue et al. 2003; M. S. Lee et al. 2003).
8.3.1 Abrasivni chondroplastika

Abrasivni chondroplastika je opera¢ni metoda, kdy je defekt chrupavky zarovnan a jsou
odstranény nestabilni okraje defektu, tak aby byl obnoven hladky povrch a odstranény
delaminované ¢asti. Abraze spodiny chondralniho defektu nezasahuje pod zo6nu
kalcifikované chrupavky. Tato technika miize byt vyuzivana zejména pro chondralni defekty
mensi velikosti (do 2 cm?) nebo u pacientll s osteoartrozou. Je mozné ji vyuzit
i u osteochondralnich defektii, kde se doporucuje odstranit i sklerotické okraje a spodinu
defektu. Pti takto rozsifeném zakroku do subchondralni kosti, se pak ale spise jedna o dien
stimulujici techniku (viz dale). Vysledkem artroskopického debridementu je vytvofeni
vazivoveé chrupavky, jejiz dobra funkce a klinicky efekt mohou pietrvavat i n€kolik let. Jsou
reportovany velmi dobré vysledky studii, kdy je s vyhodou vyuzito rychlé rekonvalescence
(do 3 mésici) s védomim kratsi efektivity této terapie (Levy et al. 1996). Tuto operacni
techniku Ize vyuzit v riznych anatomickych oblastech, u kolenniho kloubu (R. W. Jackson,
Gilbert, and Sharkey 1997), loketniho kloubu (Desmoineaux et al. 2019), hlezna (Powers,
Dowd, and Giza 2021), ramenniho kloubu (Skelley et al. 2015).

8.3.2 Dren stimulujici techniky

Tyto operacni techniky maji jedno spole¢né a tim je snaha ptivést kostni dienn na povrch
kloubniho defektu. Tyto techniky jsou primarn€ ureny k1écbé chondralnich
a osteochondralnich defekt. Prvni vysledky této techniky publikoval Pridie et al. (Pridie
1959) v roce 1959 a urcil tim na desetileti smér terapie chondralnich defekti, kdy vychazel
z tvrzeni védcl, Ze chrupavka se muze zahojit jen pii otevieni subchondralni kosti, €ili
vaskuarizaci tkan¢ (R. Martin and Jakob 2022). Pridie vytvarel pomoci navrtli do spodiny
ocisténého a zarovnaného defektu chrupavky komunikaci se subchondralni kosti s cilem
vytvoreni krevni srazeniny na spodin¢ defektu, ktera bude obsahovat z €asti 1 progenitorové
buiiky a tyto umozni reparaci tkan€. Postupem ¢asu byly ndvrty nahrazeny mikrofrakturami,
tedy drobnymi milimetrovymi zaseky do subchondralni kosti (Steadman et al. 2003).
Operacni technika mikrofraktur (forrage) patfi dnes mezi nejuzivanéjsi dienn stimulujici

techniku v cilené 1é¢bé chondralnich defektd kloubii. Tato operaéni technika byla
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s uspéchem pouzita v oblasti kolena (Mithoefer et al. 2005), ramena (Saltzman, Leroux, and
Cole 2017), hlezna (Thomas, Jordan, and Hamborg-Petersen 2016). Mezi jeji vyhody patii,
ze ji lze provést miniinvazivné pomoci artroskopickych nastrojii, kdy po debridement
defektu a odstranéni kalcifikované zony chrupavky na spodiné defektu jsou provedeny
naseky do subchondralni kosti. Tyto mikrofraktury by mély byt 4 mm hluboké, od sebe
vzdaleny 3-4 mm a mély by byt jak po obvodé, tak v centru defektu. Krev vytvofi na spodiné
fibrinovou zatku a tato zaCne stimulovat hojeni tkan¢, atrahovat progenitorové bunky ze
subchondrani dien¢€. Primarni zatka se po 8-12 tydnech ptetvoii na fibrokartilagindzni tkan.
Nové€ vytvofena nahradni tkan je méné robustni a méné odolnd nez ptivodni hyalinni typ
chrupavky. Efekt této operacni techniky je mensi zejména u pacienti starSich 40 let a u téch,

kde je defekt vétsi nez 2,5cm? (Kreuz et al. 2006).

Obr. 8 Artroskopicky obraz, provedené mikrofraktury v chondralnim defektu kondylu

femuru (vlastni archiv autora)

S cilem zlepSeni vysledkli operacni metody mikrofraktur se postupné piidala kombinace
mikrofraktury a ,,zaplaty*. Tato technika je nékdy oznacCovana jako ,mikrofracture plus‘
nebo jako AMIC technika (Autologous Matrix Induced Chondrogenesis). U téchto metod se
vyuziva vlastnosti nosi¢e bunék, pouzitého materialu, ktery podporuje, ¢i stimuluje hojeni
chrupavky. Tyto implantaty podléhaji piisné legislativni restrikci nadnarodnich a narodnich

lékovych agentur (FDA, EMA, SUKL).
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8.3.3 Implantace strukturalnich nosici

Do této skupiny patii operace, u kterych provedeme chirurgicky debridement defektu, nebo
drenn stimulujici operacni zakrok a nasledné¢ provedeme implantaci vhodného
biokompatibilniho, nejcastéji biologicky konduktivniho, induktivniho materiadlu. Materialy,
které mohou vyplilovat defekt, mizeme systematicky rozdélit do 3 skupin. Prvnim typem je
material, ktery se Casem rozpusti a stane se soucasti regeneratu, mezi tyto biologické
materidly aplikované do mista defektu patfi napt. kolagenni membrany, syntetické
polymery, které jsou primarn¢ ve form¢ tekuté, gelové nebo v pevné sitované polymerni.
V klinické praxi se nejprve defekty kryly pomoci periostalniho laloku (Siebold, Lichtenberg,
and Habermeyer 2003), nasledné se praxe dostaly nosi¢e vyrobené z chitosanu (Hoemann
et al. 2007), kolagenu (Dorotka et al. 2005), nebo hyaluronanu (Erggelet et al. 2009).
Vysledky AMIC terapie déavaji v prospektivnich studiich lep$i vysledky neZ samotné
mikrofraktury (Steinwachs et al. 2019). AMIC metoda je bezpecnd, funkéni a efektivni
u malych az stiedné velkych (do 4-5 cm?) defektti chrupavky, zejména v oblasti kolenniho
kloubu. K témto polymernim materialim patii napt. Chondrotissue® (implantat na podkladé
kyseliny polyglykolové kyselina), Hyalofast®(esterifikovanad hyaluronova kyselina),
Novocart® (kolagen) (Elisseeff et al. 1999; Silverman et al. 1999).

Druhym typem materidlu je inertni typy implantatd, které m4ji funkci spiSe insertu, bez
snahy o propojeni s okolni tkani. Takovyto insert vytvafi ,,stop-gap®“ formaci mezi
implantatem a nativni tkani, kdy udrZeni v mist¢ defektu je dano primarni fixaci, takovyto
implantat nevristd do okolni tkané (Lange et al. 2006; McNickle, Provencher, and Cole

2008).

Tteti moznosti jsou tzv. umélé implantaty — ,,off the shelf* implantaty. Tyto syntetické
implantaty predstavuji ndhrady chrupavky, které funguji jako inserty. Konstrukce insertu
vypliiuje defekt s jistou mechanickou pevnosti a nizkym povrchovym tfenim. Tyto
acelularni konstrukce prakticky preklenou dobu nez dojde u pacienta k tplnému poskozeni
kloubu a kloub bude muset byt nahrazen (McNickle, Provencher, and Cole 2008). Tyto
implantéty jsou dobie definované svymi rozméry a vlastnostmi. Mezi implantaty, které maji
prokazany dobry klinicky efekt fadime napt. Agili-C™ (kalcium karbonat, aragonit)(Kon et

al. 2021; Altschuler et al. 2023), nebo MaioRegen™ je implantitem kompositni matrix
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slozené z krystali hydroxyapatitu a kolagennich vldken typu I (alogeniho, equinniho

ptuvodu) (Kon et al. 2018).
8.3.4 Mozaikova plastika

Mozaikova plastika patii mezi etablované metody 1écby zejména piti osteochondralnich
defektech. Tuto metodu popularizoval Hangody (Hangody et al. 2004). V anglosaské
literatufe ji nalezneme casto pod zkratkou OATS (Osteochondral Autologous
Transplantation, OATS). Mozaikova plastika je charakterem operacni techniky, kdy se
prenasi autologni implantat z nezaté¢zové nebo malo zatézové zony kloubu do mista
vzniklého chondralniho, nebo osteochondralniho defektu. V defektu vznika ,,mozaika*
sazenic autolognich transplantati. Tato technika se muze pouzivat v riznych kloubech,
typicky v kolennim kloub, zatéZzové zéné kloubu kondyli femuru (Hangody et al. 2008),
kloubni plochy lokte (Iwasaki et al. 2009) anebo talu (Baltzer and Arnold 2005). Pfi operaci
se odebere Cip — sazenice, kterd obsahuje vSechny vrstvy chondralni a subchondralni ¢asti
kloubu a tato se prenese do tvarem ptipraveného lizka. OATS terapie potiebuje dostupnost
zdravé tkan¢ pro odbér transplantatu. Toto je zdroven limitaci celé 1écebné metody. Velikost,
tvar a dostupnost tkané pro odbér limituje moznosti oSetfeni defektu. U menSich kloubil
(loketni kloub, hlezno) je nutné vyuzit jako zdroje jiny kloub (nejcastéji ipsilateralni kolenni
kloub). Nevyhodou mozaikové plastiky je pfenos tkané€, ktera ma jiné biomechanické
vlastnosti do mista s jinymi naroky na zat€z. Dalsi nevyhodou je riziko poruchy hojeni
v odbérovém misté, v anglickém pisemnictvi odznacované jako ,,donor side morbidity*.
U mozaikové plastiky se udava, ze az 50 % pacientii ma nespecifické potize v kloubu z mista
odbéru. Toto by mohlo byt eliminovano velikosti odbérového bloku pod tzv. kritickou
velikost 7 mm (,,critical defect™). V misté odbérové zony vZdy vzniké vazivova chrupavka,
kterda ma hor$i vlastnosti a mohla by ¢asem degradovat do trvalého defektu a tim vést
k rozvoji osteoartrézy. VétSina dosavadnich studii se timto problémem nezabyvala.
Vyhodou mozaikové plastiky je pfitomnost Zivych chondrocytii v misté oSetfeného defektu,
které¢ by mély mit schopnost jisté remodelace. Dals§i nespornou vyhodou je, ze se jedna

o jednodobou a ekonomicky nenaro¢nou metodu oproti bunéénym transplantacim.
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Obr. 9 Peroperacni nalez po provedené mozaikové plastice (vlastni archiv autora)

8.3.5 Implantace Cerstvé zmraZenych osteochondralnich aloStépi

Alogenni osteochondralni transplantace (Osteochondral Allograft — OCA) je alternativou
pro autologni mozaikovou plastiku. Alogenni zejména Cerstvé zmrazené a podchlazené
transplantaty maji urcité misto v klinické praxi. Je nutné mit legislativni oporu k provedeni
takovéhoto zdkroku a rozvinuty transplantaéni program zakomponovany do lokdlniho
zdravotnického systému. Tento typ operaci a funkéni transplantacni systém a je velmi dobie
rozpracovan a funguje v USA, kde alogenni transplantaty jsou vyuzivany zejména k osetfeni
velikych osteochondralni defektli (v priméru az 8cm?) zindikace potraumatické léze
chrupavky , osteonekrdzy nebo osteochondritis dissecans (Lai et al. 2022b). Nevyhodou této
metody je riziko imunitni reakce na transplantdt a riziko pfenosu nemoci na piijemce.
Humorélni odpovéd’, tvorba cytotoxickych protilatek na HLA-antigen v misté inkorporace
transplantatu byla po implantaci OCA jednoznacné¢ prokazana (Lai et al. 2022b). Navic na
rozdil od jinych forem alogenni transplantace, cerstvé OCA nejsou testovany na
kompatibilitu HLA a krevni skupiny darce a pfijemce. Zavedeni testovani by mohlo do
budoucna zlepsit vysledky této metody. Na druhou stranu ve studii Hunta et al. (Hunt et al.
2014) zkoumajici vztah mezi klinickym vysledkem a mirou imunitni reakce na transplantat,
nebyly nalezeny rozdily mezi skupinou tvofici protilatky proti HLA antigenu a u téch, kde
protilatky pfitomny nebyly. V této studii se vSak naSla korelace mezi rizikem cytotoxické

reakce a velikosti pouzitého alotransplantatu.
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Xenogenni transplantace se do klinické praxe nedostaly. Ackoliv se ocekaval jejich uspéch,
jelikoz chrupavka je avaskularni a alymfatickd tkan, tak ze by se méla chovat jako
imunoprivilegovana tkan, opak byl pravdou. Aplikace xenogennich materialti do kloubu je

obtizna pro jejich imunitni reakce hostitele viici stépu (Pei et al. 2010).
8.3.6 Implantace autolognich chondrocyti

Terapie autolognimi chondrocyty (Autologous Chondrocyte Implatation, ACI) ma jasny cil.
Vyuzit vlastnosti ortotopnich autolognich bunék k obnoveni kloubni chrupavky tak, aby co
nejvice odpovidala originalni hyalinni chrupavce svym slozenim, uspotadanim a nasledné
1 biomechanickymi vlastnostmi. Prvni zkuSenosti sahaji do konce 60. let. Prvni kroky vedly
k vyuziti metodou transplantace autolognich chondrocyti metodou ,minced cartilage®
(Chesterman and Smith 1968). Renesanci této techniky zazivdme v soucasné¢ dobé
(McNickle, Provencher, and Cole 2008; Salzmann et al. 2021). Pozdé&ji se diky pokroku
v tkanovém inzenyrstvi podafilo provést rozvolnéni chondrocyti z ECM a nasledné jejich
kultivovani v prostfedi in vitro. Snaha o klinické vyuziti kultivovanych autolognich
chondrocytt saha do 80. let, kdy Peterson v roce 1984 (L Peterson et al. 1984) publikoval
své experimenty a vytvofil podminky pro klinicky vyzkum wvyuziti kultivovanych
autolognich chondrocyti v 1é€bé chondralnich defekt. V roce 1994 byly Britbergem et al.
(Brittberg et al. 1994) publikovany prvni vysledky implantace kultivovanych autolognich
chondrocytli fixovanych periostalnim lalokem v misté¢ chrupavcitého defektu. ACI
ptedstavuje dvoudobou operacni techniku, pii které se nejprve odebere vzorek autologni
chrupavcité tkané (200-300 mg) znezatézové zony kloubu. Tkan se histochemicky,
enzymaticky rozvolni, vyberou se viabilni chondrocyty, které se 2-3 tydny kultivuji
a posléze se transplantuji zpét pacientovi do mista chondrdlniho defektu. Defekt se pii
implantaci zbavi detritu a zarovnaji se okraje, tak aby okraje tvotila makroskopicky zdrava
hyalinni chrupavka. Publikované klinické vysledky této opera¢ni metody byly vynikajici.
Pti dlouhodobém sledovani pacientt, kde byla pouzita operacni technika ACI, byl dokladan
vynikajici/velmi dobry dlouholety efekt v 80-90% ptipadl v klinickém skore 1 po vice nez
2 letech od implantace a udrzeni kvality Zivota pacienta i po 9 letech od implantace (Lars

Peterson et al. 2002).

Pozd¢ji vsak byly také publikovany ¢lanky, které tak presvédcivé vysledky nehlasily a jako

divod udavaly uvolnéni periostalniho laloku fixujici koncentrdt implantovanych
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chondrocytl. Hledaly se nové moZznosti fixace a vznikla II. generace nosict, ktera vyuzivala
kryti pomoci kolagennich membréan. S ptichodem III. generace nosicii, které jsou pro
chirurga jednodusi k manipulaci a fixaci, v€etné toho, Ze se buiiky jednoduseji suspenduji
pfimo do nosice v rdmci in vitro vyroby implantatu. Tento krok odstranil také celkem casty
vyskyt hypertrofickych osteofytli v misté¢ okraje osetfeného defektu krytého periostalni
membranou (Niemeyer et al. 2008). Technika III. generace ACI, oznacovana jako MACI
(Matrix Induced Autologous Chondrocytes Implantation) se celkem Siroce a rychle rozsitila
s velmi dobrymi dlouhodobymi vysledky (Ehmann et al. 2023; Mistry et al. 2017). Jedna se
o techniku, kdy buiiky jsou rozprostfeny v riznych polymernich matricich jiz pfi vyrob¢ ,,in
vitro®“. Mezi klinicky pouzivané implantaty s velmi dobrymi vysledky patii nosic¢e polymeri
polylaktidové kyseliny, BioSeed®-C (Biotissue Technologies, Freiburg, Né&émecko),
hyaluronové kyseliny, Hyalograft-C® (Fidia Advanced Biopolymers, Abano Terme, Itélie),

nosi¢ prase¢i nebo ovéi kolagenni membrany typu I/III CaReS® (Arthro Kinetics, Esslingen,
Némecko) nebo Chondrokin® (Orthogen, Diisseldorf, Némecko). V Ceské republice byl

Siroce pouzivan NTC Chondrograft® (PrimeCell, CR). Jedna se o autologni kultivované
chondrocyty fixované ve fibrinu. T.¢. nema vyrobce (Narodni centrum tkani a bunék a.s.)

povoleni k vyrobé tohoto 1écebného prostiedku.

Obr. 10 Priprava a implantace NTC Chondrograftu® (transplantat autolognich
chondrocytll), vlevo uprava transplantitu do pozadované velikosti, vpravo stav po

implantaci do defektu chrupavky (vlastni archiv autora)
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Postupem casu se zacaly objevovat i hlasy skeptikt, ktefi prokazovali ve svych skupinach
pacientli hors$i vysledky nez prvni publikované prace, véetné praci hodnotici vyrobni cenu
a kvalitativni vysledek 1écby (Mundi et al. 2016; Kraeutler et al. 2018; Vasiliadis and Wasiak
2010). Kvalita regeneratti po implantaci ACI byla zkoumana v dalSich klinickych studiich.
Ackoliv vétsina studii neprokézala ptimou korelaci mezi histologickym nalezem regeneratu
a klinickym stavem pacienta, tak pfesto je uvadéno, ze ACI dosahuje kvalitativniho vrcholu
kolem 2. roku od implantace a poté za¢ina vyrazn¢ klesat (DiBartola et al. 2016; Enea et al.

2012).

Prace Robertse et al. (Roberts et al. 2009), ktery zkoumal histochemické slozeni
regenerované chrupavky po ACI prokazuje pouze u 15 % pacientd po ACI dominanci
kolagenu typu II, naproti tomu u 65 % pacientd se jednalo o vazivovy typ regeneratu
s dominanci kolagenu typu I. Také biomechanické vlastnosti nejsou tak dokonalé jako
originalni chrupavky. Vasara et al. (Vasara et al. 2005) ve své studii prokazuje 1 rok od
implantace ACIu 30 pacientt kvalitativni pevnost regeneratu na irovni 62 % okolni hyalinni
chrupavky. V klinickém hodnoceni uvadi, ze 47 % pacientl po ACI dosahlo uspokojivého
funkéniho stavu. Hodnoceni magnetickou rezonanci sice prokazuje doplnéni proteoglykanii
v mist¢ defektu, ale testy tuhosti vedou k zavéru, ze se jednd o regenerat vazivové

chrupavky.

V Ceském pisemnictvi Podskubka et al. (Podskubka, Povisil, and Kubes 2006) prokazuje
1 rok od implantace ACI vazivovy typ chrupavky u 3 z 8 pacientil pti kontrolni artroskopii,

resp. histologickém vySetfeni odebraného vzorku.

Takeé se objevuji prace, které kriticky porovnavajici ACI s ostatnimi operacnimi metodami.
Knutsen et al. (Knutsen et al. 2007) prokazuje podobné vysledky u obou skupin 40 pacientt
lécenych ACI a mikrofrakturami, jak stran klinické spokojenosti, tak 1 stran vyvoje
osteoartrdzy po 5 letech (1/3 pacienti méla znamky osteoartrdzy). Prace Horase et al. (Horas
et al. 2003b), ktery porovnaval ACI a OATS u 30 pacientt 2 roky po implantaci, ukazuje na
horsi histologické vysledky u skupiny ACI. Poslednimi modifikacemi vyuziti autolognich
chondrocytti jsou aplikace $tépt autologni chrupavky v gelovitém nosici autologniho fibrinu
(PACI, particulated articular cartilage implantation). Implantovand mechanicky rozstépena
hyalinni chrupavka mtze byt autologni, nebo alogenni, obsahujici juvenilni chondrocyty

(Farr et al. 2012; Yanke et al. 2015).
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Vyraznou nevyhodou ACI zlstava jeji ekonomickd narocnost, dvoudoby operacni vykon
a odbér zdravé chrupavky, ktera s sebou piinasi az u 15 % pacientl bolesti z mista odbéru
darcovské tkan¢ (Matricali, Dereymaeker, and Luyten Frank 2010). Dalsim problémem,
ktery je s technikou ACI spojovan, je obtizna in vitro expanze chondrocytli. ObtiZznost
kultivace se zachovanim kvality a kvantity ziskanych a nésledné implantovanych bunék

(Hickery et al. 2003).
8.3.7 Kmenové buriky

V dnesni dobé¢ se dostava v regenerativni medicin€ do popiedi terapie pomoci kmenovych
bun¢k. Z dale uvedenych objektivnich diivodd je terapie kmenovymi buitkkami pod
drobnohledem odbornych lékatskych spolecnosti ale i vefejnych médii. Jejimu Sir§imu

vyuziti brani etické a legislativni omezeni.

Kmenové buiiky jsou buiiky schopné se diferencovat v rizné typy dospélych bunék. Celou
skupinu Ize rozdélit na dvé zdkladni podskupiny, a to 1. embryondlni (ESCs), fetalni
a indukované pluripotentni bunky (iPSC) a 2. multipotentni dospélé buiiky, které se
nachdzeji v kazdém dospélém organismu v kostni dieni, tukové tkéni, ¢ichovém epitelu, ale
1 v pupecniku a placenté. Embryondlni kmenové buiiky se nachazeji v organismu jen ve fazi
ranné¢ho vyvoje a jen tyto buiiky jsou ve smyslu slova pluripotentni. Tyto buniky maji
vysokou prolifera¢ni aktivitu, a proto jsou atraktivni pro tkanové inzenyrstvi. Naproti tomu
bunky ziskané z dospélého organizmu napt. mezenchymalni (stromalni) kmenové bunky
(MSCs) jsou multipotentni a maji chondrogenni, osteogenni a adipogenni potencidl, t.j. jsou
schopny se diferencovat pfedev§im do bun€k mezenchymalni fady, jmenovité chrupavek,
Slach a kosti (Arnold 1. Caplan and Correa 2011). Pro pouziti MSCs v klinické praxi hovofi
zejména to, Ze nejsou teratogenni, mohou byt pouZity jak autologni tak i alogenni. MSCs lze
ziskat z kostni dfen¢, tukové tkané, synovidlni tkdné atd. VEk a pohlavi darce MSCs jsou
faktory, které se zdaji bez vlivu na schopnost expanze MSCs. VéEtSi vliv mohou mit
podminky a mnozstvi pasazi in vitro kultivace MSCs k jejich dostate¢né multiplikaci, coz je
urcujici v poctu aplikovanych bun¢k (Baxter et al. 2004). Poznani faktori, které ovliviuji
mnozstvi a kvalitu MSCs mliZze minimalizovat ¢as v kultufe, zlepsit jejich viabilitu a urychlit

ptipravu pro klinické uziti a zmensit riziko infekce.

Mesenchymalni kmenové bunky spliiuji o¢ekavani “biologické artroplastiky” v in vitro

testech (Chen et al. 2009; Sudo et al. 2007), na zvifecich modelech (Fortier et al. 2010)
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1 v prvnich klinickych testech u lidi (S. Wakitani et al. 2002; Nejadnik et al. 2010; Gobbi et
al. 2011; Giannini et al. 2009). Bylo prokazéano, ze kmenové¢ buiiky z kostni dien¢ (bone
marrow mesenchymal stem cells, BM-MSCs) maji vyss§i schopnost chondrogenni
diferenciace, nez kmenové bunky ziskané z tukového lipoaspiratu (V. Havlas et al. 2011).
MSCs zkostni dfené¢ také produkuji signifikantné vice kolagenu typu II
a glykosaminoglykanu nez kmenové buiky ziskané z tuku (Afizah et al. 2007; Beane and
Darling 2012). Mesenchymalni kmenové buiky aplikované do poskozen¢ho kloubu
ovliviiuji celou homeostazu kloubu. Vysledkem je omezeni bunécné apoptozy lokalni tkane,
stimulace angiogeneze, stimulace proliferace endogennich bunék a snizeni zanétlivé reakce
tkané poskozeného kloubu (Arnold I. Caplan and Dennis 2006; Arnold I. Caplan and Correa
2011; Gnecchi et al. 2008; Prockop 2009). Vyuziti poznatki o vlastnostech kmenovych
bunck vedlo k rozvoji bunééné terapie chondralnich defektt. Klinické vysledky u téchto
praci jsou srovnatelné ¢i lepsi s vysledky dosavadnich operacnich technik (Giannini et al.
2009; Nejadnik et al. 2010; S. Wakitani et al. 2002). Nejadnik et al. (Nejadnik et al. 2010)
porovnaval vysledky aplikovanych BM-MSC s terapii autologniho chondrocytarniho
implantatu (ACI) pfi oSetfeni defektl chrupavky kolena v celé jeji vysce. Jeho prace
prokazala, ze terapie BM-MSCs je stejné efektivni, u star$i populace nad 45 let dokonce
efektivnéjsi nez terapie pomoci ACIL. Podobné vysledky vykazuje ve své praci i Gobbi et al.
(Gobbi et al. 2011), ktery zhodnotil vysledky po dvou letech u 25 pacienti po aplikaci
monocytarniho aspiratu kostni diené krytych kolagenni matrix, kterd slouzi k udrZeni
koncentrace bunc¢k v oblasti defektu chrupavky. Gobbiho prace vSak kombinuje rtizné
pfidruZené operacni techniky feSeni chondralniho defektu a tim nelze jednoznac¢né urcit miru
efektu samotné bunécné terapie na vysledek 1écby. Z uvedenych poznatki 1ze usuzovat, ze
operacni procedury s vyuzitim kmenovych bunék kostni diené maji pozitivni efekt na

vysledek lécby fokalnich chrupavcitych defekta.
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9 Experimentalni ¢ast prace

Pozorovany kratkodoby efekt dien stimulujicich technik v Ié¢bé fokalnich chrupavcitych
defektti kolenniho kloubu u vékové skupiny nad 40 let, vedl k vytvofeni pracovni hypotézy,
ze diivodem je bud’ nizka nabidka anebo kvalita progenitorovych bunc¢k v misté fokalniho
chrupavcitého defektu kolenniho kloubu. Jestlize by byl nalezen kvalitni zdroj
progenitorovych bun¢k bez ohledu na vék a pohlavi, tak by jeho vyuziti mohlo vést

ke zlepSeni klinickych vysledka 1é¢by.
9.1 Cile a hypotézy experimentalni prace

Hlavnim cilem experimentélni ¢asti disertaéni prace bylo porovnat dva anatomicky dobfie
dostupné zdroje aspiratu kostni dien¢ s ohledem na jejich vyuziti pii klinické aplikaci

kultivovanych kmenovych bun¢k v 1é¢be chrupavcéitého defektu kolenniho kloubu.
Dil¢i cile prace:
Cilem experimentalni prace je ziskat odpovédi na nasledujici vyzkumné otazky.

(1) Zda jsou odbéry v obou lokalitach (panevni kosti, proximdlni tibie) bezpecné, technicky
proveditelné a ziskané mnoZzstvi aspirdtu lze pouzit pro kultivaci mesenchymalnich

kmenovych bunék.

(2) Zda se lisi bunécny aspirat kostni dfené z riznych anatomickych mist, z panevni kosti
a proximalni tibie, kvantitou a kvalitou zastoupenych mononukledrnich bun€k (MNCs),

respektive mezenchymalnich kmenovych bunék (MSCs).

Hypotézy experimentalni prace:

Hypotéza HO:: Oba zdroje se nelisi v poc¢tu komplikaci pii odbéru a v ziskaném objemu

aspiratu kostni dfené€ pro kultivaci mezenchymalnich kmenovych bunégk.

V pripade, zZe se vyskytne vétsi pocet komplikaci u odbéru z jedné lokality nebo se budou lisit

zdroje ziskanym objemem aspiratu, pak bude nulova hypotéza H0; zamitnuta.
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Hypotéza HO,: Ziskané MNCs z obou zdroju se nelisi v kvantitativnich parametrech.

V pripade, Ze se mnozstvi MINCs z obou zdrojii budou statisticky lisit v kvantitativnich

parametrech, pak bude nulova hypotéza HO> zamitnuta.

Hypotéza HO;: Ziskané MSCs z obou zdrojt se nelisi v kvalitativnich parametrech.

V pripade, ze se bude kvalita MSCs z obou zdroju statisticky lisit ve stanovenych hodnoticich

parametrech lisit, pak bude nulova hypotéza H03 zamitnuta.

9.2 Material a metodika
9.2.1 Soubor analyzovanych darci kostni direné

Celkem 10 nahodné vybranych pacientii Ortopedického oddéleni Masarykovy nemocnice
0.z., Krajské zdravotni a.s. podstoupilo, po vysloveni informovaného souhlasu s tcasti ve
studii, odbér kostni diené z lopaty kycelni a proximalni metafyzy tibie v rdmci provadéné
planované totalni nahrady kolenniho kloubu. Studie byla financovana z interniho grantového

zdroje Krajské zdravotni a.s.

Vstupnimi kritérii byl v€k nad 40 let a osteoartr6za kolenniho kloubu indikovana k totalni
endoprotéze kolenniho kloubu. Vstupni laboratorni hematologické testy krevniho obrazu
a koagulace byly provedeny maximalné 3 tydny pred zdkrokem a jejich vysledky musely
spadat do popula¢nich norem referenc¢ni laboratofe. Vybrani pacienti museli byt bez
anamnézy piijmu nebo odbéru krevnich derivati v poslednich 3 mésicich pted planovanou

trepanobiopsii. Studie byla schvélena etickou komisi Krajské zdravotni a.s.
9.2.2 Odbér Kkostni diené

Aspirat kostni dfené jsem ziskal trepanobioptickou jehlou ze dvou zdrojli: z anterolateralni
hrany lopaty kosti kycelni a z oblasti proximalni metafyzy tibie operované¢ho kolenniho
kloubu (interkondylické eminence tibie). Z kazdého odbérového mista bylo odebrano
celkem 13-15 ml aspirdtu kostni dfené. Material byl transportovan k certifikovanému
vyrobci 1é¢ivych ptipravkl moderni terapie, spole¢nosti Bioinova, a.s., kde bylo provedeno

dal§i zpracovani kostni dfené, vcetné¢ izolace mononuklearnich buné€k, kultivace

55



a imunofenotypizace mesenchymalnich kmenovych bunék. Buniky z obou zdroji byly

navzajem porovnany z pohledu viability a vytéznosti MSCs.
9.2.3 Izolace a kultivace MSCs

K odebranym aspiratim byl piidan Gelofusin (B. Braun) pro vytvofeni frakce MNCs.
Koncentrace MNCs pied i po sedimentaci v Gelofusinu byla stanovena pomoci
hematologického analyzatoru ABX Micros 60 (HORIBA Medical). Ziskana frakce MNCs
byla nasazena na kultivaéni ldhev o koncentraci 1,2-1,6x10° MNCs/cm? a kultivovana
v médiu Alpha MEM (Lonza) s 5% suplementem Stemulate (Cook General BioTechnology)
a 1% antibiotiky/antimykotiky (Penicilin, Streptomycin, Amfotericin B; Thermo Fisher
Scientific) pii teploté 37°C a v atmosféfe obsahujici 5% CO.. Po 24-48 h byly suspenzni
buiiky odstranény oplachem PBS (Phosphate Buffered Saline (Lonza)) a k adhezivnim
bunikdm bylo pfidano Cerstvé kultivaéni médium. Kultivované MSCs byly pasazovany pii
dosazeni 80-90% konfluence v ramci bunéénych kolonii za pouziti enzymi TrypLE (Life
Technologies) a opét vysety. Pocet bunék v 1. i 2. pasazi byl stanoven pomoci pfistroje

Luna-II Cell Counter (Logos Biosystems).
9.2.4 Pritokova cytometrie

Kultivované MSCs izolované z lopaty kosti kycelni a kolenniho kloubu byly na tGrovni
2. pasaZze analyzovany na znaky MSCs dle diive publikovanych parametrii a na viabilitu
(13-20 dni kultivace, 80-90% konfluence). Bunéfnd suspenze byla inkubovana
s konjugovanymi monoklonalnimi lidskymi protilatkami: CD105-PE, CD45-PB, CD14-PB,
CD19-PB (Exbio), CD90-APC, CD73-PerCP/Cy5.5, CD34-PB (Biolegend) a HLA-DR-
FITC (Beckman Coulter). Apoptotické a nekrotické buiiky byly znaceny pomoci propidium
jodidu (PI) (Exbio). Samotna analyza, zkteré byly vylou¢eny bunky v dubletu
(FSC-AXFSC-H) a bunétna debris (FSC-AxSSC-A) byla provedena pritokovym
cytometrem BD FACS Canto II (BD Biosciences). Neznaceny vzorek bunécné suspenze byl
pouzit jako negativni kontrola a znacené kompenzaéni kulicky (BD Biosciences) byly
pouzity pro vypocet kompenzacni matice. Ziskana data od vSech 10 darct byla hodnocena
jednotlivé a na zavér sloucena a vyhodnocena pomoci programi FlowJo (Tree Star) a FSC

Express (De Novo Software).
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9.2.5 Metodika hodnoceni a statisticka analyza

Doba zdvojeni populace MSCs (Population doubling time, PDt) byla stanovena mezi 1. a 2.

t
logN—-logNg >
0.301

pasazi pomoci rovnice PDt = kde t=dobamezi 1. a 2. pasazi [h], No=pocet bunck

v 1. pasazi urcenych pro kultivaci, N= pocet bun¢k v 2. pasazi na konci kultivace. Obrazky
morfologie bunék byly potfizeny pomoci mikroskopu EVOS FL Cell Imaging System
(Thermo Fisher Scientific) a upraveny programem ImageJ (National Institutes of Health,

USA). Ziskana data byla vyhodnocena pomoci programu SigmaPlot (Systat Software).

Rozdily ve vytéznosti a kvalit¢ bunék mezi obéma misty odbéru byly porovnany pomoci
jednostranného t-testu. Za statisticky vyznamnou byla povazovana hodnota hladiny
vyznamnosti p<0,05. Udaje ziskané z odbéru z lopaty kosti kyéelni byly povazovany za
vychozi. Pfipadné vys$si hodnoty ziskané z odbéru kolenniho kloubu nebyly hodnoceny jako

statisticky vyznamné (ns, non-significant).
9.3 Vysledky
9.3.1 Bezpecnost a proveditelnost odbéru

Pti provedenych odbérech nebyla zaznamenana komplikace pii zavedeni trepanobioptické
jehly, anebo aspiraci pozadovaného mnoZstvi kostni difené v obou posuzovanych
anatomickych lokalitdich. U vSech pacientli bylo odebrano poZadované mnozstvi aspiratu
kostni diené, které umoznilo provést naslednou kultivaci MSCs. Sledovani pacienti si

neztézovali na bolest nebo jiny diskomfort v oblasti mista odb&ru aspiratu kostni diené.
9.3.2 Kvantitativni analyza bunék

Koncentrace MNCs byla signifikantn€ vyS$si u aspiratu kostni dfen¢ odebraného z lopaty
kosti ky&elni. Median ziskanych MNCs z tibie po sedimentaci byl 5,4x10° MNCs/ml,
zatimco u odbéru z lopaty kosti kycelni 20,5x105 MNCs/ml (Obr. 1 A). Vyt&znost
kultivovanych MSCs byla stanovena jako pomér poctu MSCs v 1. pasazi a poctu MNCs,
které byly pouzity pro kultivaci. Méteni ukézalo statistickou vyznamnost a vétsi podil MSCs
k poctu MNCs pochazejicich z lopaty kosti kycelni (5,2 %), zatimco u kolenniho kloubu byl
podil pouze 1,0 % (Obr. 11).
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Obr. 11 Vytéznost bun€k. Krabicové grafy zobrazuji koncentraci MNCs v aspiratu kostni

dfen¢ z obou odbérovych mist (A) a pomér ziskanych MSCs v 1. pasazi k poctu odebranych

MNCs u obou odbérovych mist (B). Data jsou zobrazena véetné¢ medianu (n=10; p=0,001-

0,01 **; 0,01-0,05 *; chybové Usecky predstavuji kvartily — 5-25% a 75-95%).

9.3.3 Kbvalitativni analyza bunék

Kvalitativni analyza zamé&fujici se na imunofenotypizaci, viabilitu, PDt MSCs populace,

pfipadné morfologii (Obr. 12), vychazela srovnatelné u MSCs z obou odbérovych mist.

Pro stanoveni imunofenotypu kultivovanych MSCs z obou odbérovych mist byla data od

vSech darchi analyzovana pomoci pritokové cytometrie na piitomnost specifickych

povrchovych znakii MSCs (Dominici et al. 2006b).
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Obr. 12 Mikroskopicky snimek zachycujici morfologii bunék MSCs odebranych z lopaty
kosti kycelni (A) a kolenniho kloubu (B) od té¢hoZz darce béhem kultivace mezi 1. a 2. pasézi.

Mg¢titko odpovida 500 pm.

Za populaci MSCs byly povazovany buiiky pozitivni na pfitomnost znakti CD105, CD90,
CD73 a soucasné nevykazujici ptitomnost negativnich znaki CD45, CD34, CD14, CD19
a HLA-DR. Median procentualniho zastoupeni MSCs v celkové populaci kultivovanych
bunék u odbéru z lopaty kosti kycelni byl 97,3 %, v ptipadé odbéru z kolenniho kloubu 96,8
% (Obr. 13A). Naméfena data vSech darct byla sloucena a analyzovéana na kazdy specificky
povrchovy znak oddélené. V tomto piipadé vykazuje populace bunék pochazejicich z lopaty
kosti kyc€elni o 0,3 % mensi procentudlni zastoupeni bunek pozitivnich na povrchové znaky
CD105, CD73 a CD90 v porovnani s bunkami izolovanymi z kolenniho kloubu.
U negativnich znakl vysledky ukazuji vys$si hodnoty nezddoucich piimési v pripadé bunék
z lopaty kosti kycelni a to 0 2,3 % u HLA-DR a 0 0,7 % u CD14, CD19, CD34 a CD45
v porovnani s populaci bun¢k pochazejicich z kolenniho kloubu (Obr. 13B, C). Tyto

vysledky vSak neukazuji statisticky vyznamné rozdily.
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A) Imunofenotyp MSCs

1.00 - ns

-

.

0.98

0.96 -

%
—

0.94 -

0.92 1

Lopata kosti kycelni Kolenr;l kloub
B) CD14, CD19
CD105 CD73 CD90 HLA-DR CD34, CD45

99,0 o 99,3 - 99,0 -0 3,070+ 2,54

w? 0! e e et ae? R AT AR A T w1 0?1’ 10?0t w0 0® aet w0® 0?0 10 e et 0®

Pocet bunék
©
©
[#]
©
©
=)
©
Lo
[X)
o
~
[}
—
L)
=)

2,06 2.0k 2,0k 2,0k 2,0k

10K 10K 1,0k 1.0K 1,0k
0 o 0 0 0
™ ™ T " T T ™ T T T Ty s T T o T T ™

T
0 1 a2 3 a 5 0 2 3 4 5 . 5 ) 2 k 4 5 ) 2 a 5
(LT L 107 100 107 107 10T 0 w' ! 10’ 10° 10?0t e e et a® 100 10" 10?4

Intenzita fluorescence

Obr. 13 Imunofenotypizace MSCs. (A) Krabicovy graf ukazuje srovnatelny fenotyp u obou
odbérovych mist vcetné odlehlych hodnot a medianu (n=10; ns, nesignifikantni; chybové
usecky predstavuji kvartily — 5-25% a 75-95%). Obrazky B) a C) zobrazuji porovnani
imunofenotypu bunék izolovanych z lopaty kosti kycelni (B) a kolenniho kloubu (C)
vzhledem k negativni kontrole. Histogram na levé strané (modfe) reprezentuje neznacenou
(negativni) kontrolu, histogram na pravé strané (Cerven¢) ukazuje znacenou (pozitivni)
populaci bun¢k. Hodnota nad tseckou udava procentualni podil populace pozitivni na dany

znak.

Viabilita kultivovanych MSCs byla méfend pritokovou cytometrii bezprostfedné po
2. pasazi pomoci znaceni PI, ktery prostupuje pouze do bunck s porusenou bunécnou
membranou, jak je tomu v pfipad€ apoptdzy nebo nekrézy. PI-negativni buiiky predstavuji
viabilni populaci. V rdmci porovnani procentudlniho zastoupeni viabilnich bun¢k je median
méfeni 93,5 % v ptipadé bunék lopaty kosti kycelni a 94,4 % v ptipad€ bun€k z proximalni
tibie. Graf na Obrazku 4A znazoriiuje raznorodost ziskanych dat jednotlivych darct.

Alternativnim pfistupem vyhodnoceni bylo slouc¢eni dat vSech dércii a zobrazeni celkového
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procentudlniho zastoupeni jednotlivych populaci pozitivnich a negativnich na PI. Viabilni
populace predstavovala 93 % celkovych ziskanych bun¢k z lopaty kosti kycelni a 92,7 %
bunék z kolenniho kloubu (Obr. 14B, C). Ani jeden z téchto pfistupli nevykazuje statisticky

vyznamny rozdil.

A) Viabilita B) C)
1.00 ns
095 1 aox 93,0 aoc4 92,7
0.90 l 0K 0K
2 x~
0.85 =
= | ]
QO |10k T 10K —
0.80 ’ 5
0
o]
0.75 v o 0 T oy T T ey 0 T T T T T
Lopata kosti kyéelni Kolenni kloub 0% 100 102 0% et 1 102 10t 102 16® et add

Intenzita fluorescence Pl

Obr. 14 Viabilita MSCs. (A) Krabicovy graf poukazuje na statisticky nevyznamny rozdil
mezi viabilitou bunék izolovanych z lopaty kosti kycelni a z kolenniho kloubu u vSech darcti
vcetné odlehlych hodnot a medianu (n=10; ns, nesignifikantni; chybové tsecky predstavuji
kvartily — 5-25% a 75-95%). Histogramy ukazuji oddé&lené populace bun&k pozitivnich
a negativnich na znaceni PI v ptipad¢ bunék z lopaty kosti kycelni (B) a kolenniho kloubu

(C). Ciselné udaje uvadéni procentualni zastoupeni.

PDt je jednim ze sledovanych parametri u MSCs v ramci piipravy bunéénych lé¢ivych
ptipravki pro klinické pouziti. Hodnota PDt je dilezitym kvalitativnim znakem, ktery urcuje
proliferativni schopnost buné€k, na jehoz zéklad¢ je mozné urcit kvalitu (zdravi) bungk, které
jsou pacientim aplikovany (Kundrotas et al. 2016; Wagner et al. 2010). MSCs izolované
z proximalni tibie vykazovaly vysokou variabilitu v PDt oproti buiikdm z kycelni kosti (Obr.
15A). Medidn hodnot PDt u bunék z kycelni kosti byl 55,4 h, u bunék z kolenniho kloubu
pak 68,0 h. PfestoZe jsou od sebe tyto hodnoty vzdalené, statisticky test neprokazal

vyznamny rozdil.
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A) Doba zdvojeni MSCs B)  Doba zdvojeni MSCs v zavislosti na véku darce
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Obr. 15 Doba zdvojeni MSCs. A) Krabicovy graf ukazujici dobu zdvojeni (PDt) MSCs
izolovanych z lopaty kosti kycelni a kolenniho kloubu vcetné odlehlych hodnot a medianu
(n=10; ns, nesignifikantni; chybov¢ usecky predstavuji kvartily — 5-25% a 75-95%). B) Graf
zavislosti hodnoty PDt na véku darce pro MSCs odebrané z lopaty kosti kycelni (Sed¢)
a kolenniho kloubu (¢erné) véetné hodnoty spolehlivosti R2. Korelaéni koeficient pro lopatu

kosti kycelni je roven hodnot¢ 0,49, pro kycelni kloub -0,20.

Pro stanoveni korelace véku darce s mnoZstvim MNCs v kostni dieni nebo korelace kvality
MSCs s vékem darce je pocet vzorkl pro analyzu nizky a v souboru se vyskytuje mnoho
odlehlych hodnot, pfedevS§im u odbéru z proximalni tibie. Nicméné byla pozorovana mirna
tendence rastu zavislosti PDt na véku darce u MSCs ziskanych z lopaty kosti kycelni

a naopak mirny pokles u MSCs z kolenniho kloubu (Obr. 15B).
9.3.4 Odpovédi na stanovené vyzkumné otazky

(1) Prace prokdzala, Ze odbéry v obou lokalitach (panevni kosti, proximalni tibie) jsou
bezpecné, technicky proveditelné a ziskané mnoZstvi aspiratu lze pouzit pro kultivaci

MSCs (viz ovéfeni hypotézy nize).
Hypotéza HO;: Oba zdroje se neliS§i v poctu komplikaci pfi odbéru, ziskaném objemu

aspiratu kostni diené¢ pro kultivaci mezenchymalnich kmenovych bunék.

Prace prokazala nulovy vyskyt komplikaci pvi odbéru aspiratu z obou zdroju. Vidy byl
odebran pozadovany objem aspiratu kostni drené z obou zdrojii. Proto hypotézu HO; nelze

zamitnout.
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(2) Prace prokazala, ze bunétny aspirat kostni dien¢ zrGznych anatomickych mist,
z panevni kosti a proximalni tibie, se statisticky lisi kvantitou MNCs resp. MSCs, ale
statisticky se nelisi kvalitou mezenchymalnich kmenovych bunék (MSCs)

v testovanych kvalitativnich parametrech (viz ovéfeni hypotéz nize).

Hypotéza HO>: Ziskané MNCs z obou zdroju se nelisi v kvantitativnich parametrech.

Prace prokazala, Ze ziskané MNCs z obou zdroju se statisticky lisi v kvantitativnich

parametrech (p=0,01-0,05). Proto je hypotéza HO> zamitnuta.

Hypotéza HO3: Ziskané MSCs z obou zdroji se nelisi v kvalitativnich parametrech.

Prace neprokdzala statisticky vyznamny rozdil v kvalitativnich parametrech kultivovanych

MSCs z obou zdroju. Proto hypotézu H03 nelze zamitnout.

Prakticky vyznam téchto zjisténi je podrobné diskutovan nize.

9.4 Diskuze k experimentu

Vzhledem k neuspokojivym vysledkim dien stimulujicich technik se do poptedi zajmu
dostala bunécna terapie, jejiz zakladni biologické aspekty byly pfedmétem experimentalni
prace. NevyfeSenou otazkou zistava, zda je nizka dostupnost progenitorovych bunck
vysledkem nedostatecné distribuce do mista defektu chrupavky, anebo zda je tento stav dan

vékem pacienta a celkové nizkou prolifera¢ni aktivitou progenitorovych bunck.

Kostni dfent v oblasti panve a metafyzy velkych kosti (distalniho femuru, proximalni tibie)
obsahuje mononuklearni buiiky, jejichz subpopulace disponuje vSemi charakteristickymi
znaky MSCs podle kritérii Mezindrodni spole¢nosti pro bunéfnou a genovou terapii
(International Society for Cell & Gene Therapy, ISCT) v¢etné adherence k plastu, specifické
imunofenotypizace a potencidlu k diferenciaci v alespon tii typy bunek (chondro-, adipo-
a osteocyty) (Dominici et al. 2006b). V nasi studii jsme analyzovali MSCs na trovni
2. pasaze, kdy je jiz doba v kultivaci dostatecna pro odstranéni nezadoucich bunécnych

pfimési a zaroven jsou MSCs v nejlepsi kondici z hlediska proliferace a morfologie. Pro
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bunécnou terapii se nejCastéji pouzivaji bunky ve 3.-4. pasazi predev§im z divodu
terapeuticky relevantniho poctu. Vys$si pasaze jiz nejsou doporucované z divodu nizsi
schopnosti proliferace bunck, vyssi hodnoty PDt, horsi morfologie bun¢k (vétsi velikost
a tim mensi celkovy pocet bun€k) a v kultuie se mohou zacit vyskytovat senescentni buiiky

(Kundrotas et al. 2016).

Kultivované buiiky z obou testovanych zdroju kostni dfen€ nasich pacientt (z panevni kosti
a proximalni tibie) vykazovaly podobné imunofenotypy ve smyslu exprese povrchovych
znakt CD90, CD105, CD73. Spolu s absenci specifickych hematopoetickych znakt (CD34
a CD45) a leukocytarnich markerti jsme byli schopni s velkou pravdépodobnosti
identifikovat ziskané buiiky jako MSCs (Dominici et al. 2006b). Nalezené povrchové znaky
jsou membranové markery, které nalézdme také u endotelidlnich bun€k a déavaji ndm
moznost uvazovat o aktivit¢ MSCs v procesu angiogeneze a regenerace tkan¢ s poruchou
krevniho zasobeni (napi. hojeni pakloubu, avaskuldrni nekrdzy) (Hernigou et al. 2005;

Schmitt et al. 2012)

Domnivam se, ze ziskané poznatky nés opraviiuji uvazovat o jedinecné moznosti vyuziti
MSCs v terapii chondralnich defekt. Vyskyt MSCs v populaci jadernych bunék kostni
dfen¢ je velice nizky, udava se Cetnost kolem 1:10 000 az 1:100 000 bunék. Kostni dien
péanevni kosti je nejbohat$im zdrojem MNCs a tim také zdrojem MSCs po celou dobu Zivota
(Beitzel et al. 2013; McIntyre et al. 2018). V literatui'e neni pfili§ praci, které by se zabyvaly
vyskytem MSCs v kostni dieni v jinych anatomickych lokalitach u €lovéka. McLain et
al.(McLain et al. 2009) porovnal aspiraty kostni dfen¢ obratlovych tél a panevni kosti. Zaver
jeho studie ukézal vy$3i koncentraci MNCs ze vzorku z obratlového téla (19,8 x 10%/ ml)
v porovnani s ilickou kosti (16,9 x 10% ml). Mazzoca el al. (Mazzocca et al. 2010)
porovnaval koncentrace MNCs z oblasti proximalniho humeru pii defektu rotatorové
manZety a zjistil jejich primérnou koncentraci (12,1 x 10%/ml). Beitzel el al.(Beitzel et al.
2013) zkoumal koncentraci MNCs z metafyzy distdlniho femuru pifi operaci predniho
zki{zeného vazu a zaznamenal hodnotu 13,5 x 10%/ml. Nami zjiténé primérné koncentrace
MNCs ze ziskaného aspirdtu z ilické kosti a proximaélni tibie byly 24,8 x 10%ml respektive
5,5x 10%/ml. Hodnoty koncentrace v naSem souboru byly obecné nizii, neZ je uvadéno

v literatufe a je to dano zfejme vyssim vékem pacientl naseho souboru.

Dosli jsme k podobnému zavéru jako prace Narbona-Carcelesa et al. (Narbona-Carceles et

al. 2014), ktery porovnal mnozstvi MNCs z aspiratu zilické kosti, distalniho femuru
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a proximalni tibie u pacientd indikovanych k totalni endoprotéze. Prokazal, ze nejbohatSim
zdrojem je péanevni kosti bez ohledu na vék pacienta. Snizovani mnozstvi a schopnosti
proliferace MNCs se zvysujicim se vékem cloveéka bylo pozorovano v nékolika dalSich

studiich (Cavallo et al. 2022; Zaim et al. 2012).

Cilem nasi studie bylo analyzovat vytéznost a kvalitu MSCs kultivovanych z kostni dfené
obou zdroji u vzorku populace CR, dle nasich znalosti, nebyla tato data nikdy analyzovana
a publikovana. Zdroj aspiratu KD tibie byl vybran z praktického divodu. Kdyby byl zdroj
z tibie ekvivalentni panevni kosti, tak by bylo mozné provést aspiraci KD z oblasti kolenniho
kloubu pfimo béhem artroskopického zékroku, tedy v okamziku diagnostiky chondréalniho

defektu. Ziskané bunky by bylo mozné pouzit k terapii chrupavcité 1éze kolenniho kloubu.

Oproti jinym publikacim jsme v naSem souboru nenasli signifikantni rozdil mezi mnozstvim

ziskanych MNC:s a jejich viabilitou, jak se n¢ktefi autofi domnivaji (Wagner et al. 2010).

Z nasi studie tedy vyplyva, ze 1ze uvazovat o metafyze proximalni tibie jako o alternativnim
zdroji kultivovanych MSCs. Jeho vyhodou je jednoduchd pftistupnost, anatomicka
bezpecénost odbéru a moznost odbéru béhem artroskopického vykonu. Je nutné ale dodat, ze
tento zdroj dava niz$i pocet MNCs pro zvazované "one-step" operacni terapie (bone marrow
aspiration and implatantion), kdy by byly implantovany nekultivované MNC:s. I pfes zna¢né
mnozstvi publikaci stdle neexistuje shoda ohledné¢ mnozstvi MSCs potiebnych k 1é€bé
fokalni chondralni 1éze. V ¢em se s vysledky publikovanych praci shodujeme je fakt, Ze je
nutné MSCs kultivovat, abychom dosahli dostate¢éného mnozstvi progenitorovych bunék

a tyto buniky implantovat v ramci dal$i operace.

Tato studie ma jisté své limitace, mezi které patii nizky pocet probandi (celkem
10 zkoumanych odbérti ze dvou zdroju) a dale vyssi veék pacientl (prameér 55 let), coz ale
bylo dano designem studie. Zaroven jsme nebyli schopni posoudit bolestivost odbéru z tibie,
miru moZnych komplikaci samotného odbéru kostni dien€ z proximalni tibie vii¢i odbéru
z panevni kosti (hematom, otok, dysestezie, septické komplikace atd.), jelikoz skupinu tvoti
pacienti s implantovanou totalni endoprotézou kolenniho kloubu. Poopera¢ni stav nam

hodnoceni bolesti a ostatnich kvalit v lokalité kolena neumoznil.
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9.5 Zavéry experimentalni ¢asti prace

Vysledky experimentélni prace ukazuji, ze odbér aspiratu kostni diené z obou lokalit je

bezpecny, reprodukovatelny a Ize ziskat dostate¢né mnozstvi MNCs, respektive MSCs.

Préace dale prokazuje, Ze kostni dfen z kycelni kosti je vhodné&jsim zdrojem MNCs a MSCs
pro rizné bunécné terapie. Aspirat kostni dien€ ilické kosti je v porovnani s aspiratem kostni
dfen¢ proximalni tibie bohatsi na MNCs a MSCs. Vybrané kvalitativni znaky:
imunofenotypizace, viabilita, PDt, morfologie bun¢k vSak neukazuji statisticky vyznamny
rozdil mezi MSCs izolovanymi z obou zdroji. Z tohoto divodu je mozné povazovat kostni
dfenn v oblasti proximalni metafyzy tibie za vhodny alternativni zdroj pro izolaci MNCs
a naslednou kultivaci MSCs s cilem bunééné terapie chondralnich defektli, nicméné je

nezbytné buniky kultivovat az do 3. - 4. pasaze pro zisk dostatecného poctu MSCs.

Klinicky dopad ziskanych vysledkii experimentalni prace lze shrnout do nékolika
doporuceni ve vztahu k 1é¢bé fokalniho chrupavéitého defektu kolenniho kloubu. Ziskané
vysledky nas opraviiuji ucinit doporuceni, ze pro jednodobou bunécnou terapii (bone
marrow aspiration and implatantion) je vhodnéj$im zdrojem MNCs aspirat z panevni kosti.
Budeme-li uvazovat o dvoudobém zdkroku (odbér plus kultivace MSCs a nasledna

implantace), pak je mozné vyuzit proximalni tibie, jako alternativniho zdroje bunék.
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10 Klinicka ¢ast prace

10.1 Uvod do Klinické prace

Prestoze opera¢ni zdkroky stimulujici kostni dieni jsou nejrozsitenéj$i operacni technikou,
vysledky jsou stale neuspokojivé. Technika mikrofraktur, vychéazejici z Pridieho navrta se
stala Siroce uzivanou metodou k oSetfeni chondralnich defektt kloubti vCetné kolena,
ramene a hlezna (Pridie 1959; Siebold, Lichtenberg, and Habermeyer 2003; Mithoefer et al.
2009). Novotvotena fibrézni chrupavka vznikla preménou koagula v oSetfeném defektu
vSak nema dlouhodoby klinicky efekt, udava se 2-5 let (Mithoefer et al. 2009). Ke zlepSeni
vysledku se zaCala pouzivat technika mikrofraktur s prekrytim defektu periostalnim
lalokem, chitosanem, kolagenem nebo syntetickymi materidly napt. z kyseliny
polyglykolové, anebo kyseliny hyaluronové (Gao et al. 2019; Dorotka et al. 2005).
Vysledkem této terapie je také Casto regenerat na pomezi vazivové a hyalinni chrupavcité
tkané. Vétsina klinickych randomizovanych studii udava, ze bunécna terapie (autolognimi
chondrocyty) dava stejné nebo lepsi vysledky mozaikova plastika (McNickle, Provencher,
and Cole 2008; Richter et al. 2016). Z tohoto divodu je do tkanového inzenyrstvi vkladana
nadgje, ze by mohla byt vytvorena konstrukce, ktera by trvale funkéné¢ a mechanicky odolala

naroklim zatizeni povrchu kloubu a vyuzila vyhody bunééného implantatu in vivo.

Po pifedchozi experimentalni praci, ktera byla popsdna vySe, jsme ziskali zkuSenosti
s odbéry, manipulaci a pfipravou kultivovanych mezenchymalnich kmenovych bunck
z kostni diené (MSCs). Zavéry experimentalni Casti prace nas opraviuji k tvrzeni, Ze: (a)
odbér aspiratu kostni diené¢ (KD) z lopaty kosti panevni je bezpecny, (b) prokazali jsme
reprodukovatelnost odbéru aspiratu KD, (c) velmi dobrou vytéznost zdroje pro MNCs, resp.
MSCs, kde ziskané kmenové buiiky maji velmi dobrou viabilitu a schopnost reprodukce, bez

vyrazného vlivu véku pacienta na jejich biologické vlastnosti.

Vyuziti kultivovanych kmenovych bun€k oproti kultivovanym autolognim chondrocytim
v terapii chrupavcitého defektu kolenniho kloubu, mé z mého pohledu nasledujici vyhody:
(a) mén¢ invazivni procedura k ziskdni MSCs oproti odbéru nativnich chondrocyti, (b)
minimalni nebo zadna bolestivost z odbérového mista zdroje bunécné terapie, (c) jeden
operacni zakrok na postizeném kolennim kloubu, (d) MSCs maji vyssi proliferacni kapacitu

nez chondrocyty, kterd vyrazné€ neklesa s vékem pacienta (A.I. Caplan et al. 1997).
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K uskute¢néni efektivni terapie pomoci metodiky tkanového inzenyrstvi je nutné definovat
1écebny postup pomoci moderni bunééné terapie ve tiech souvisejicich ¢astech. Mezi tyto
tfi oblasti patii: zdroj buné€k, design nosice a typ fixace nosic¢e s bunikami na kloubnim

povrchu.
10.1.1 Zdroj bunék

V soucasné dob¢ prevladaji studie, které prokazuji, ze pouziti bunék v terapii chondralniho
nebo osteochondralniho defektu vede k lepsim vysledkiim, nez bezbunécna terapie (Tatebe
et al. 2005). V mezinarodni odborné spoleCnosti pro 1écbu chrupavky (International
Cartilage Regeneration and Joint Preservation Society, ICRS) je brana terapie autolognimi
chondrocyty za ,,zlaty standard“ bunécné 1écby vétsich chondrélnich a osteochondralnich
chrupavky, jako zdroje. Tam, kde je vyznamné opotiebeni tkan€, nejsou autologni
chondrocyty, vzhledem k omezené viabilité bunék, dobrym zdrojem reparace posSkozené
chrupavky. Jak bylo uvedeno jiz v pfedchozi kapitole uvedeno: ,,pfi vyuziti kultivovanych
autolognich chondrocytl bylo pozorovano zrychlené zkracovani telomer s vékem, které se
projevi béhem expanze bunck v in vitro prostiedi, tim Ze dochdzi k jejich rediferenciaci®

(Yanada et al. 2006; Parsch et al. 2004).

Pro pouziti MSCs v terapii fokalniho defektu chrupavky hovoti zejména to, Ze vék a pohlavi
déarce nehraji vyrazny vliv na schopnost expanze MSCs. Vé&tsi vliv mohou mit podminky
a mnozstvi pasazi k dosazeni dostate¢né multiplikace bunck (Baxter et al. 2004). Nase
predchozi zkuSenosti a znalosti faktort, které ovliviiuji mnozstvi a kvalitu MSCs, mohou
minimalizovat Cas kultivace a urychlit vyrobu bunééného ptipravku pro klinické uziti.
Z uvedenych diivodil a ziskanych zkuSenosti z experimentu s kultivovanymi kmenovymi
bunikami kostni dfené, jsme zvolili kultivované MSCs kostni dfen¢ z panevni kosti jako
bunéény zdroj implantovanych bun¢k v nasi klinické aplikaci pro 1écbé fokalniho defektu

chrupavky kolenniho kloubu.

68



10.1.2 Nosic

Stran vybéru nosiCe je nutné vzdy dodrzet zakladni obecné platnd doporuceni
a charakteristiky. Nosi¢ by mél mit nasledujici charakteristiky: imunokompatibilitu,
netoxicitu, biodegradabilitu, solubilitu. Mechanicka vlastnost matrix, by se méla blizit

originalni tkani, zejména v tfidimensionalni struktuie (Kerker, Leo, and Sgaglione 2008).

Pti rozhodovani o vybéru nosice je mozné vychazet ze zadkladniho materidlového rozdéleni,
kdy se jedna bud’ o pfirodni, syntetické nebo hybridni materidl. Pouzity nosi¢ by si m¢l

zachovavat stfedn¢ dobé az dlouhodobé vlastnosti v ramci procesu reparace tkan¢ a jeho

vvvvvv

Jednim z ptedpokladu Gspéchu je umisténi MSCs in situ, protoze spontann¢ bunky neptilnou
k mistu defektu a maji tendenci uniknou (Sittinger, Hutmacher, and Risbud 2004). Proto
pouziti nosi¢e muze teoreticky vyrazné zlepsit terapeuticky vysledek tim, Ze poskytne
podporu implantovanym buiikdm a umozni jejich zaclenéni do okolni tkané a obracené
bun¢k z okolni chrupavky a subchondralni kosti do implantatu (W. Y. wai Lee and Wang
®

2017). Pro nasi klinickou studii jsme vybrali komeréné dostupny 3D nosi¢ Chondrotissue

(BioTissue AG, Geneva, Switzerland), ktery splituje vySe uvedené definice.
10.1.3 Tkanové inZenyrstvi v reparaci chrupavky

Vyse uvedené slozky (buiiky a nosi€) je nutné zakomponovat do celku, ktery by odolal
fyzikalnim vliviim ptisobicich na kloubnim povrchu pti pohybu. Kloubni povrch dynamicky
reaguje na biologické i mechanické stimuly. Kloub musi zvladat mechanickou zatéz, urcita
mira zatéZe jej stimuluje, nadmérna dokaze vést k destrukei a Zadna vede k atrofii chrupavky
(Vanwanseele et al. 2002; Darling, Hu, and Athanasiou 2004). Z chirurgického hlediska je
kritickym krokem tkanova integrace nové konstrukce do okolni tkang&. Tedy zajisténi
dostatecné pevné primarni stability implantatu a umoznit mu integraci s okolni tkani, aniz
by doslo vyraznému naruSeni integrity implantatu. Touto integraci do okolni tkan¢ vznika

tzv. sekundarni stabilizace implantatu.

MozZnosti je nahradit slozité fyziologické vazby chrupavcité tkané a kloubu, které se
nachazeji ,,in vivo* a pfenést je do prostoru ,,in vitro®. Tato snaha vyustila do konstrukce
slozitych ,,bioreaktorti, které simuluji fyziologické prostiedi kloubu stran zatéze

a chemického prostiedi kloubu. Divodem pro¢ se zkousi vytvofit takovéto biologické
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inkubatory je, aby vznikajici tkanova konstrukce méla cas biologické a mechanické
maturace. Vyhodou tvorby ,nové chrupavky“ v laboratornich bioreaktorech je
kontrolovatelnost celého procesu, jak stran nutri¢nich potieb, biologickych a mechanickych
stimulti. Nevyhodou je narocnost celého procesu a aproximace komplexniho celku

fyziologického kloubu do laboratornich podminek.

Druhou moznosti je vyuzit vlastni ,,in vivo* prostfedi k maturaci implantované konstrukce.
Mezi vyhody aplikace metod tkanového inzenyrstvi do prostiedi ,,in vivo* patii: (a) obsahuje
vSechny dulezité ristové faktory, biologicky aktivni molekuly, (b) plisobeni mechanickych
stimuld, (c) prostiedi ,,in vivo* stimuluje hojeni defektu také skrze parakrinni a autokrinni
pusobeni bun€k okolnich tkani. Z vySe uvedenych diivodu jsme se rozhodli pro tento typ
procesu aplikace bun¢k na komeréné dostupny nosic¢ v prostiedi ,,in vivo“. Dle znalosti

autora nebyla doposud podobné prace v CR publikovana.
10.2 Cile klinického experimentu

Klinicka prace ma charakter monocentrické prospektivni oteviené studie. Laboratorni ¢ast
byla provedena ve spoluprici se spolecnosti Bioinova, a.s., klinickd ¢ast studie byla

provedena na pracovisti autora.
10.2.1 Cile klinického experimentu

Hlavnim cilem klinického ¢asti disertacni prace je zhodnotit bezpec¢nost a proveditelnost
chirurgické implantace kultivovanych kmenovych bunék z kostni dfen¢ na 3D komer¢né

dostupném nosici v 1é¢bé fokalniho chrupavcitého defektu kolenniho kloubu.
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Dilci cile klinického experimentu:

1. Zjistit, zda aplikace kultivovanych MSCs z kostni dfené na nosi¢i Chondrotissue® je

klinicky bezpec¢na.
2. Zjistit, zda stanoveny chirurgicky postup je reprodukovatelny a opakovatelny.

3. Zjistit, zda zvolena fixace bun&éného implantatu (BiCure® orthoMSCp aplikovaného na
Chondrotissue®) pomoci fibrinového lepidla je primarné (v dobé implatance) dostatetnd

pevna a vede k sekundarni integraci s okolni tkani.

4. Zhodnotit klinicky efekt 1écby pomoci dotaznikovych Setfeni a klinického sledovani

pacienti po dobu 1 roku od operace.
10.3 Metodika
10.3.1 Design klinické studie

Studie byla navrZena jako prospektivni, oteviend, monocentrickd studie. Byla schvalena
Statnim Gistavem pro kontrolu 1é¢iv CR (Online zdroj 1). Byla provedena na zakladé etickych
zasad vychazejicich z Helsinské deklarace a souladu se schvalenym protokolem a spravnou
klinickou praxi. Studie byla pfezkoumana a schvéalena Etickou komisi Masarykovy

nemocnice, Usti nad Labem, Krajska zdravotni a.s., Ceska republika (Online zdroj 2).
10.3.2 Charakteristika souboru pacienti

Do klinické studie bylo zafazeno 6 pacientll se symptomatickou fokalni chondrélni 1ézi
kolenniho kloubu. Kritéria pro zatfazeni a vylouceni pro zapis do studie jsou uvedena
v Tabulce 1. Demografické udaje sledované skupiny pacientll jsou shrnuty v Tabulce 2.
Pacienta s oznacenim ORO1 jsme museli vytadit z divodu artroskopického nélezu poranéni
predniho zktiZzené¢ho vazu. Tento stav byl diagnostikovan béhem artroskopického zakroku

ptfed planovanou implantaci bun€k a pacient tedy neni déle ve vysledcich uvadén.
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Tab. 1 Zatazovaci a vylucovaci kritéria studie

Zarazovaci kritéria

1)
2)

3)
4)

5)

Symptomaticky chondralni defekt kolenniho kloubu, IIL-IV. stupné dle
Outerbridge

Velikost chondralniho defektu do 6 cm?

Vek 18-60 let

Osteoartroza do III. stupné dle Kellgrena a Lawrence na rtg snimku ne
star§im 3 mésict

Body mass index < 30 kg/m?

Vyluéovaci kritéria

Ptedchozi operacni 1éCba totozného chondralniho defektu

Osovéa deformita kolenniho kloubu nad 5st.

Vazivova nestabilita kolenniho kloubu

Hematopoetické onemocnéni, nebo piijem krevnich derivatu v poslednich
3 mésicich

Nadorové onemocnéni

Tehotenstvi

Tab. 2 Data pacientl ve sledovaném souboru

Charakteristika Data- pocty
Pohlavi Zeny, n=2
Muzi, n= 4
Vek 48 +/- 7 let
BMI 26,5 +/-2,1
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10.3.3 Sledovani a hodnoceni skupiny pacienti

Aby se posoudila bezpec¢nost a i¢innost 1é¢by, byla provedena kontrola pacientti a hodnoceni
jejich zdravotniho stavu s odstupem tii tydnt, Sesti, deviti a 12 mésicti od operace. Behem
kazdé navstévy byly zaznamenany potencialni nezddouci piihody (AEs - Adverse Events)
do Case Report Forms a byl hodnocen kauzalni vztah k operaci a aplikaci HLP (hodnoceny
1é¢ivy prostiedek). Ty zahrnovaly pozorovani potencialni intolerance lokalni (stav 1é¢eného
kolena) a systémové intolerance ptipravku BiCure® orthoMSCp, jakoZ i laboratornich testi,

které zahrnovaly kompletni krevni obraz a biochemickou analyzu séra.

Utinnost 1é¢by byla hodnocena pomoci Lysholmovy $kaly (Lysholm Knee Scoring Scale
(Lysholm score)), KOOS skaly (Knee Injury and Osteoarthritis Outcome Score (KOOS)),
Visudlni Skaly bolesti (Visual Analogue Scale (VAS)) v6 a 12 mésicich po operaci
a hodnoty byly porovnany s daty pted lécbou.

Predopera¢ni RTG snimky byly korelovany stémi po 6 a 12 mésicich od operace
a kvantifikovany dle Kellgren-Lawrenceho klasifikace (Kellgren and Lawrence 1957).
12 mésicti po operaci byla provedena MRI analyza, aby se zhodnotila kvalita fixace
implantatu a jeho integrace do okolni tkan€. Vysledky byly kvantifikovany pomoci Magnetic
Resonance Observation of Cartilage Repair Tissue (MOCART) skore 2.0 (Schreiner et al.
2019).

10.3.4 Odbér kostni diené a periferni krve

Pacienti podstoupili sérologické vySeteni k vylouceni infekci (HBV, HCV, HIV, and
Treponema pallidum) podle pozadavki spravného vyrobniho postupu (Good Manufacturing
Procedure (GMP)). Kostni dient byla odebréna tak, jak je popsano v protokolu studie a to tfi
az &tyfi tydny pred operaci (NeckaR et al. 2020). B&hem tohoto postupu bylo také odebrano
32-36 ml periferni krve do dvou odbérovych sad pfedem naplnénych roztokem ACD-A
(Fresenius Kabi AG, Bad Homburg von der Hohe, Némecko).

10.3.5 Priprava autolognich BM-MSCs

Izolace a expanze BM-MSCs byly provedeny v Cistych prostorach tiidy A/B v zafizeni
spolecnosti Bioinova, a.s. v rezimu GMP. Aspirat kostni dfené byl smichan s Gelofusinem

(B. Braun, Melsungen, Némecko), aby byla ziskdna frakce mononuklearnich bunck
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(MonoNuclear Cells (MNCs)). Pro expanzi BM-MSCs bylo nasazeno 0.9-1.6 x 10°
MNCs/cm? do lahvi pro tkafiové kultury a kultivovdno v médiu Alpha MEM medium
(Lonza, Basel, Svycarsko) doplnéné 5% Stemulate (Sexton Biotechnologies, Indianapolis,
IN, USA) ve vlhké atmosféie pii 37°C a 5% COz. Médium bylo ménéno kazdé 2-4 dny,
dokud konfluence bunék nedosihla >80%, poté byly bunky pasdzovany. Builky byly
sklizeny pfii tieti pasazi. Vysusend bunécna peleta byla resuspendovéana v autologni PrP

(platelet-rich-plasma), aby se dosahlo koneéné koncentrace 3.5-6.5 x 10° bunék/mL.
10.3.6 Priprava autologniho PrP

Periferni krev byla centrifugovana pti 150 g po dobu deviti minut (Allegra X-15R, Beckman
Coulter, Brea, CA, USA), aby se oddélily krevni bunky a plazma. Supernatant (plazma) byl
poté znovu centrifugovan pii 750 g po dobu 16 minut. PrP byl zmrazen pii -80 °C
a rozmrazen, aby doslo k rozruseni krevnich desticek. Materiél byl poté udrzovan zmrazeny

pti -80 °C az do finalizace HLP.
10.3.7 Finalizace a kontrola kvality BiCure® orthoMSCp

Cerstvé sklizené BM-MSCs byly resuspendovany v PrP. Kritéria pro uvolnéni Sarze
zahrnovala pfitomnost alespoit 90 % bunék se znaky : CD105+/CD90+/CD73+/CD45-
/CD34-/CD19-/CD14-/HLA-DR- cells (Dominici et al. 2006a) a vice nez 85 %
zivotaschopnych bun¢k v produktu. Sterilita produktu byla sledovana stran kontaminace

bakteriemi, plisnémi a mykoplazmaty béhem celého vyrobniho procesu.

10.3.8 Metodika hodnoceni a statisticka analyza

Bezpecnostni analyzy byly zaloZeny na popisné statistice nezadoucich u¢inkli se zménami
oproti vychozi hodnoté, pokud to bylo mozZné.

Hodnoty ziskané pomoci Lysholmova skore, KOSS a VAS byla porovnéna s hodnotami
pfed lécbou pomoci oboustranného Wilcoxon Signed-Rank testu s pouZzitim softwaru
Statistics Kingdom software (Melbourne, Australie). Rozdil mezi hodnotami srovnanimi

byl povazovan za statisticky vyznamny, pokud p < 0.05.
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10.4 Operace kolena a podani BiCure® orthoMSCp

voov v

Operace byla provedena piiblizné€ ¢tyii tydny po odbéru kostni diené, nacasovani bylo dano
piipravou HLP. Nejprve byla artroskopicky stanovena lokalizace, velikost a Outerbridgova
klasifikace (Outerbridge and R. E. 1961) defektu chrupavky. Byly vylouceny
kontraindikované stavy a piipadné oSetfeny pridruzena poranéni menisku. Nasledné byla
provedena cilend miniartrotomie, kyretaz poskozené chrupavky a upraveny okraje léze. Dno
defektu bylo oSetfeno Pridieho vrtanim pomoci Kirschnerova dratu o priméru 1,2 mm. Pro
vyvolani gelovaténi PrP v produktu bylo smichéno 1,1 mL HLP s 36 uL Calcium chloratum
Bioitika (BB Pharma, Prague, Ceské republika) obsahujiciho 2,42 mg CaCl,. Okamzité byl
cely objem rovnomérné aplikovan na 6 cm? prouzku Chondrotissue® (BioTissue AG,
Geneva, Switzerland) a tento byl umistén na Petriho misku, coZ vedlo ke koncetraci bunék
0,98 (£ 0,19) x 10° bunék na cm? povrchu nosi¢e (Obr. 16A) a bylo inkubovano po dobu
15 minut k dokonéeni procesu gelovaténi. Nasledné byla vyfiznuta vhodna velikost a tvar
§tépu s nasazenymi buiikami (Obr. 16B). Stp byl umistén do 1éze chrupavky a piilepen
pomoci fibrinového lepidla Tisseel fibrin sealant (Baxter, Deerfield, IL, USA) (Obr. 16C).
Primarni stabilita implantatu in sifu byla testovana né€kolika flexnimi/extenznimi pohyby
kloubu a operac¢ni rana byla seSita po vrstvach, kloub drénovan bez pouziti aktivniho sani na
24 hod od operace. Koleno bylo po operaci fixovano ve 20° flexi po dobu dvou tydnti a po
Sesti tydnech bylo povoleno plné zatizeni doSlapem na operovanou koncetinu a plny rozsah
pohybu. Podrobnd obrazova fotodokumentace jednotlivych kroki operace je v zafazena

v ptiloze disertacni prace.

Obr. 16A-C. A. Aplikace bunétné suspenze - BiCure®orthoMSCp, na 3D nosi¢
(Chondrotissue®) na operaénim sale pied finalni Gpravou nosi¢e. B. Uprava nosi¢e na

pozadovanou velikost a tvar. C. Implantat in situ na kondylu femuru
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Tab. 3 Piehled odebrané periferni krve a kostni dfené k ptipravé LPMT- BiCure® rthoMSCp
a mnozstvi pouzitého 3D nosi¢e (Chondrotissue®), véetné velikosti oSetieného defektu

chrupavky kolenniho kloubt u jednotlivych pacientt ve studii

Pacient Mnozstvi Mnozstvi Velikost aplikovaného | Velikost
odebrané odebrané 3D nosice chondralniho
kostni diené |periferni krve |(Chondrotissue®) defektu
(ml) (ml) (% plochy) (cm?)

ORO02 2x13 2x 18 20 1,1

ORO3 2x13 2x 15 40 2,2

OR04 2x15 2x18 40 2,2

ORO5 2x15 2x 18 45 2,5

ORO06 2x15 2x 19 40 2,2

ORO7 2x15 2x18 25 1,4

10.5 Vysledky
10.5.1 Vyhodnoceni bezpe¢nosti

Ve sledované skupiné se nevyskytly Zadné vazné nezadouci udalosti. Nejcastejsi ptithodou
byl lehky vypotek v operovaném kloubu pozorovany u péti pacientti (83 % piipadi) mezi
6.-44. dnem od operace. Exudaty nevykazovaly zadnou infekci. Cytologicka a biochemicka
analyza punktati prokazala aseptickou reaktivni odpovéd na provedenou operacni
intervenci ve smyslu zanétlivé odpovédi. Laboratorni rozbory krevnich vzorkli ve
sledovaném obdobi u vSech pacientti neprokazaly zadné vazné odchylky ze sledovanych
parametri. Zaroven nebyly pozorovany zadné patologické zmény ve sledovanych
parametrech zivotnich funkci (krevni tlak, klidova tepova frekvence, hmotnost, vyska, BMI)

ani celkového zdravotniho stavu.
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10.5.2 Vysledek klinické tcinnosti

Dvanact mésictli po operaci bylo pozorovano klinicky a statisticky vyznamné zlepseni funkce
kolena (Graf 1). Lysholmovo skore se zlepSilo z primérné hodnoty 53,0 + 28,9 na 79,3 +
14,2 (p = 0,03), coz odpovida klinickému zlepSeni ze ,,Spatného* na “dobry” (Tegner and
Lysholm 1985). Primérné hodnoty KOOS se zlepsily hodnot 47,8 + 21,6 na 69,9 + 18,9
(p = 0,03). Oba vysledky predstavuji nartist o vice nez 20 bodu, pfic¢emz jsou vyrazné nad
minimalni detekovatelnou zménou odpovidajiciho skore (Collins et al. 2011). Pokud jde
o podskupiny Skaly KOOS, nejlepSich vysledkt bylo dosazeno v podskupiné hodnotici
»kvalitu zZivota® souvisejici s funkei kolenniho kloubu, ktera se zlepsila z 26,0 + 23,2 na
58,3 £23,8 (p =0,04). Vyznamné zlepSeni bylo také zaznamenano v podskupin€ hodnotici

»symptomy a aktivity kaZdodenniho Zivota“ KOOS.

Mira vnimani bolesti vykazovala tendenci ke sniZeni, pficemz primérnd hodnota VAS se
zlepsila z 34,3 + 28,6 na 20,8 £ 19,0. Tato zména byla statisticky nevyznamna (p = 0,31).
Na druhé stran¢ se hodnotici podskupina KOOS ,bolesti* zlepsila z 59,7 + 20,3 na 75,9 +
15,6 bodu. Rozdil 16,2 bodu byl rovnéz statisticky nevyznamny (p = 0,62), nicmén¢ stale
vyrazng prevysSoval minimdlni detekovatelnou zménu této podskupiny hodnoceného skore
(6-13,4 body) (Collins et al. 2011). Udaje jednotlivych pacientll jsou uvedeny
v doplnkovych tabulkach (Ptiloha).
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Graf 1. Hodnoty dotaznikovych Setfeni pied operaci, v 6. mésici a 12. mésici od operace.
Lysholm-Tegner skore (0-100% bodu), KOOS skore (Knee Injury and Osteoarthritis
Outcome Score) (0-100% bodu), s vysledky pro jednotlivé oddily dotaznikového Setfeni
KOOS - Bolest (pain), Symptomy (Other symptoms), Denni aktivity (Function in daily
living (ADL)), Sport (Function in sport and recreation), Kvalita Zivota (Knee releated
Quality (QOL)). VAS (Bez bolesti = 0 mm, Maximum bolesti = 100 mm). Data jsou
zobrazena véetné medianu (n=6; p < 0.05%).

10.5.3 Hodnoceni MRI and RTG

MRI prokézala dobrou fixaci a integraci implantatii do pfilehlé tkan¢ 12 mésict po operaci.
Primérna hodnota skore MOCART byla 48 + 15 bodl (Tabulka 4). MRI prokéazalo u 5
pacientii objem vypln¢ ptivodniho chondralniho defektu 75-99% vysky nativni chrupavky,
vetSinou heterogenni struktury (Obr. 17). Hodnotici proménna ,,integrace” do sousedni
chrupavky odhalila ,,split-like* defekt <2 mm u dvou pacientli, coz odpovida 10 z 15
moznych bodi v tomto hodnoticim parametru skore (Obr. 10). Nej€astéjsi pooperacni nalezy
snizujici vysledné MOCART skore byly pozorovany u variabilni reakce subchondralni kosti,
kde byly pozorovan ,,edém kostni dfen¢*, korelujici s misty provedenych névrt (Obr. 18).
Rentgenové snimky za 6 a 12 mésicti po operaci neodhalily u zddného z pacientli progresi
osteoartrotickych zmén dle Kellgrenovy-Lorenzovy klasifikace (Kellgren and Lawrence
1957).
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Obr. 17 Pacient OR03, MRI 1 rok od operace, MOCART skore 50, heterogenni struktura

novotvorené tkané (Sipka)

Obr. 18 Pacient ORO6, MRI 1rok od operace, MOCART skore 55, sagitalni pohled, T2
sekvence prokazuje pietrvavajici subchondrilni edém (hvézdicka) a ,.split-like” defekt

(Sipka) v integraci do okolni tkané chrupavky.
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Tab. 4 Hodnoty proménnych MOCART skére (Magnetic Resonance Observation of

Cartilage Repair Tissue) u jednotlivych pacientl 1 rok od implantace.

Pacient |Objem |Integrace |Povrch |Struktura Intenzita Kostény |Subchondralni |Celkové
(klinické |vypln¢ |do okolni nové nové tkané¢  |Signdlu nové defekt  |zmény skore
oznaceni) defektu |tkané tkané tkané nebo (bodit)
prertst

(0-20) [(0-15)  |(0-10)  |(0-10) (0-15) (0-10)  |(0-20) (0-100)
OR2 |20 15 5 0 10 10 10 70
OR3 |20 10 5 0 10 5 0 50
OR4 0 5 0 0 10 0 0 15
OR5 |15 5 5 0 10 5 10 50
OR6 15 10 0 0 10 5 15 55
OR7 20 15 0 0 10 5 10 60

10.6 Diskuze ke klinickym vysledkim studie

Metaanalyzy prokazuji, ze chirurgicka lé€ba poskozené chrupavky obecné poskytuje dobré
a vyborné vysledky terapie. Stale vSak neni mozné pfesné¢ definovat, ktery chirurgicky
postup je lepsi a vhodnéjsi pro urcity typ defektu (velikost, umisténi, stupen poSkozeni) a typ
pacientli, vzhledem k véku, pohlavi a aktivitim (Zamborsky and Danisovic 2020;
Maheshwer et al. 2021). Limitace vyzkumu jsou dany moZnostmi ovéfeni vysledné
regenerace tkan¢ (Liu et al. 2023). Kazdy proband v in vivo studii pfestavuje stran

biomechaniky pohybu a biochemického mikroprostiedi kloubu unikétni jednotku.

Chondrotissue® (BioTissue AG, Geneva, Switzerland) je komeréné dostupny acelulrni
resorbovatelny nosi¢ urceny pro reparaci chrupavky. Je slozen z kyseliny polyglykolové.
Standartni aplikace implantatu je navzZena tak, ze kombinuje opera¢nim zékrok typu ,,dfent
stimula¢ni techniky* napf. mikrofrakturami, nebo navrty (Steinwachs et al. 2019)

a implantaci Chondrotissue®. Implantat se pied aplikaci namo¢i do autologniho séra nebo
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plazmy bohaté na krevni desti¢ky (PrP). Chondrotissue® byl navrzen tak, aby podporoval
chondrogenni diferenciaci MSCs, dle dostupnych udaji nebyl doposud nikdy pouzit

v klinické studii s kultivovanymi MSCs.

Nase data ziskand zklinické studie ukazuji, Ze intraartrikularni aplikace BiCure®
orthoMSCp nasazena na 3D nosi¢ (Chondrotissue®) byla dobie tolerovana. Zadna z AEs
ptimo nesouvisela s HLP. Mirny vypotek kolena kratce po operaci byl nejcastéjsi AE u 83 %
pacientll a pfipisujeme ho stavu po operaci, ktery je pozorovatelny i v piipad¢ jinych
nitrokloubnich opera¢nich zakrokii (Stynarski et al. 2020). Imunopriviligence kloubni
chrupavky je déna alymfatickou a avaskularni charakteristikou kloubni chrupavky (Revell
and Athanasiou 2009). Samotny chirurgicky zakrok vede k otevieni synovidlni tkan¢
a kloubniho pouzdra, které mohou vést k aktivaci imunitniho systému. Toto mlze byt

snizeno miniinvazivnim pfistupem operacniho zakroku (Hashimoto et al. 2019a).

Primarni i sekundarni stabilita implantatu navrzenou technikou je funkcni. Defekt byl ucinné
vyplnén u vSech 1é¢enych pacientd, i kdyZz povrch novotvorené tkdné byl nizsi nez okolni
zdrava chrupavka. To lze vysvétlit relativné kratkym casovym obdobim od implantace
a zamySlenim nad moznosti modifikace implantace vrstvenim matrix s aplikovanymi
bunkami v misté¢ defektu. Pfi srovnani skore MOCART na zékladé MRI s daty z jinych
prospektivnich studii s podobnym typem chirurgické 1é€by a Casovym intervalem po
implantaci nosice (Dhollander et al. 2012; Steinwachs et al. 2019), jsme pozorovali podobné
hodnoty skore, které prokazuji dobrou fixaci a integraci do okolni tkané. MRI provedena
12 mésict po operaci odhalila pretrvavajici subchondralni edém v misté navrtd, podobné ve
shodé¢ s pfedchozimi studiemi po dfent stimulujicim operacnim zékroku (Dhollander et al.

2012).

Hodnoceni uc¢innosti terapie v nasem sledovaném souboru ma své limitace zejména kvuli
nizkému poctu pacientil zafazenych do studie. Pozorovali jsme vSak statisticky vyznamné
zlepSeni Lysholmova skore a KOOS. Ptes jasnou tendenci ke zmirnéni bolesti kolena nebyly
vysledky v tomto hodnoticim parametru statisticky vyznamné. Tyto vysledky jsou v souladu
s nedavno publikovanym piehledem, metaanalyzou, hodnotici aplikaci MSCs v 1é€bé

poskozeni chrupavky kolenniho kloubu (Maheshwer et al. 2021).

Ve svété publikované studie jednoznacné prokazaly, ze aplikace kmenovych bunék v terapii
fokalnich chondralnich defektii je bezpecna a efektivni (S. Wakitani et al. 2002; Nejadnik et
al. 2010; Gobbi et al. 2011; Hashimoto et al. 2019b). Dle recentnich publikovanych dat ma
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pouziti kultivovanych BM-MSCs ve srovnani s implantaci autolognimi chondrocyty (ACI)
podobné nebo i lepsi vysledky (Migliorini et al. 2022). Jind randomizovana klinicka studie
s pouzitim matrix indukovanych BM-MSCs a ACI prokazala po 2letém sledovani vyznamné
lepsi funkéni vysledky ve skupiné BM-MSCs v hodnoceni KOOS, VAS a Lysholmova skore
(Akgun et al. 2015). V literatufe jsou zatim ojedin€lé publikace, které by hodnotily
dlouhodobé vysledky 1é€by pomoci kultivovanych MSCs (Shigeyuki Wakitani et al. 2011;
Teo et al. 2019). Teo et al. (Teo et al. 2019) popsal srovnani dvou kohort, kazdou z 36
pacienty lécenych BM-MSCs (podanymi v ramci periostalniho kryti aplikovanych bunék)
nebo p-ACI a jejich sledovani po dobu 10 let. Oba pfistupy se ukazaly byt stejné ucinné.
Naproti tomu lze Castéji najit publikace hodnotici vysledky 1é¢by pomoci autolognich
chondrocytt, které popisuji velmi dobré vysledky i v dlouhodobém sledovéani 10-20 let od
implantace (Lars Peterson et al. 2010; Ogura et al. 2017). Tento fakt je z mého pohledu spise

spojen s historickym vyvojem bunécné terapie.

Bezpecnost implantovanych kultivovanych MSCs je stile sklonovanym problémem,
zejména kvili jejich pfedpokladanému tumorigennimu potencidlu po dlouhodobé kultivaci
(Resland et al. 2009). Avsak vétSina 1€€ivych ptipravki na bazi MSCs pouziva k terapii
buiiky po dvou az ¢tyfech pasazich. Tim tento argument ztraci na podstaté. Nékolik studii
s dlouhodobym sledovanim prokazalo bezpecnost aplikace kultivovanych MSCs, vcetné
faktu, ze dosud nebyl v Zzaddném sledovaném souboru zaznamendn vyskyt rakoviny

souvisejici s timto typem 1écby (Teo et al. 2019; Shigeyuki Wakitani et al. 2011).

Jednou z vihod BM-MSCs ve srovnani s ACI je také parakrinni aktivita bunék. Uvadi se,
ze sekretom MSCs piispiva k reparaci chrupavky a vytvaii mikroprosttedi kolem mista
poskozeni, které podporuje nabor endogennich progenitorovych bunék (Fahy, Alini, and
Stoddart 2018). DalSim ptinosem MSCs terapie oproti ACI je moZnost u¢inné kultivace
MSCs ziskanych i od starSich pacientli nad 45-50 let véku (James A. Martin and Buckwalter
2003). Tento aspekt je zmého pohledu rozhodujici vyhodou pro pacienty indikované
k bun&éné regeneracni terapii. Izolace a kultivace MSCs z kostni diené je technicky
jednodusi nez zpracovani autolognich chondrocytii, které je také spojeno se zvySenou
morbiditou dércovského mista a nizsi proliferani aktivitou chondrocyti u pacientli ve

vys$$im veéku (Dozin et al. 2005; L. Stefan Lohmander et al. 2007).
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10.7 Zavér klinické prace

Klinicka prace prokazuje, ze aplikace kultivovanych kmenovych bunék z kostni diené,
BiCure® orthoMSCp, je bezpecna v kratkodobém sledovani 1 roku od operace. Popsany
chirurgicky zakrok vcetné manipulace s HLP je reprodukovatelny a opakovatelny bez
zaznamenanych komplikaci pfi stanovené metodice. Prace prokazuje efektivni primarni
i sekundarni fixaci integraci implantatu in situ pomoci pouzit¢ho autologniho fibrinu
a tkanového lepidla. Ziskana sledovana dotaznikova a klinicka data prokazuji u¢innost HLP
(kultivovanych kmenovych bunék z kostni diené, BiCure® orthoMSCp) v terapii fokalniho

chrupavcitého defektu kolenniho kloubu v hodnoceném ¢asovém obdobi 1 roku.
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11 Souhrn

Disertacni prace ve své experimentalni i1 klinické Casti prokazatelné potvrzuje bezpecnost
odbéru a manipulace ziskanych mesenchymalnich bunék z aspirdtu kostni dfen¢
s cilem piipravy a aplikace prostiedku moderni bunééné terapie v 1écbé fokalniho

chrupavcitého defektu kolenniho kloubu.

Ziskané vysledky experimentalni studie opravnuji k tvrzeni, ze vyhodnéjsim zdrojem MNCs
respektive kultivace MSCs je aspirat kostni diené¢ z panevni kosti. V piipadé vyuziti
alternativnich zdroju je odbér a nasledna kultivace MSCs moznd i z aspiratu kostni dfené
z proximalni Casti tibie, a to bez signifikantni zmény kvalitativnich vlastnosti vysledného

bunécného transplantatu.

Vzhledem k ziskanym zavérim a zkuSenostem z experimentdlni ¢asti byla sestavena
klinickd monocentricka studie, ktera primarné hodnotila bezpecnost aplikace kultivovanych
kmenovych buné¢k z kostni dfen¢ v misté fokalniho chrupav¢itého defektu kolenniho kloubu
u sledovanych pacientli. Sekundarnim cilem prace bylo zhodnotit klinicky efekt implantace
nového 1é¢ebného piipravku moderni bunécné terapie, BiCure® orthoMSCp, v kombinaci

s jeho aplikaci na komer&né dostupny nosi¢ Chondrotissue®.

Klinicka studie u 6 pacientd prokazala bezpecnost aplikovanych kultivovanych kmenovych
bunék z kostni dfené€ s velmi dobrou primarni i sekundarni stabilitou implantatu, ktera byla
hodnocena po 1 roce pomoci MRI vySetfeni. Klinickd studie dale prokazala
reprodukovatelnost jak opera¢niho postupu, tak manipulace s lé¢ivym piipravkem moderni
bunétné terapie na operacnim sale. Ziskana data z hodnoticich dotaznikovych Setieni
a klinickych vySetieni sledovanych pacientli prokazuji zlepseni funkce kolenniho kloubu po

1 roce od operace a sniZeni bolesti u vSech sledovanych pacienti.

Autor si je védom faktu, ze je nutné dalsi sledovani pacientl a rozsahlejsi klinicky vyzkum
v této oblasti k ziskani robustnéjSich dat. Prace podporuje dal$i vyzkum v oblasti moderni
bunééné terapie se zaméfenim na implantaci kultivovanych kmenovych bunék z kostni diené
v 1é€bé ohraniceného chrupavcitého defektu kolenniho kloubu. Ziskané vysledky byly
konkrétné vyuzity k Gspésné zadosti o dalsi fazi klinického hodnoceni HLP BiCure®
orthoMSCp, ktera v sou¢asné dobé probiha v nékolika studijnich centrech v Ceské

republice.
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12 Summary

The experimental and clinical part of the dissertation proves the safety of collection and
manipulation of mesenchymal cells obtained from bone marrow aspirate (BM-MSCs) with
the aim of preparing and applying an advanced cell therapy medicinal product in the

treatment of focal cartilage defects of the knee joint.

The results of the experimental study justify the claim that bone marrow aspirate from the
pelvic bone is a more convenient source for obtaining mononuclear cells (MNCs) or MSCs
cultivation. In the case of using alternative sources, the collection and subsequent cultivation
of MSCs is also possible from bone marrow aspirate from the proximal part of the tibia,

without significantly changing the qualitative properties of the resulting cell transplant.

In view of the findings and experience gained from the experimental part, a clinical
monocentric study was designed, which primarily evaluated the safety of the application of
cultured stem cells from bone marrow at the site of a focal cartilaginous defect of the knee
joint in the studied patients. The secondary objective of the study was to evaluate the clinical
effect of implantation of a novel advanced cell therapy medicinal product, BiCure®

orthoMSCp, applied in combination with a commercially available Chondrotissue® scaffold.

The clinical study in 6 patients demonstrated the safety of the applied cultured BM-MSCs
with very good primary and secondary implant stability, which was evaluated after 1 year
by MRI scanning. The clinical study further demonstrated the reproducibility of both the
surgical procedure and the handling of the advanced cell therapy medicinal product in the
operating room. The data obtained from evaluation questionnaires and clinical examinations
of the monitored patients demonstrated an improvement in the function of the knee joint 1

year after the operation and painreduction in all monitored patients.

The author is aware of the fact that further follow-up of patients and more extensive clinical
research in this area is necessary to obtain more robust data. This work supports further
research in the field of advanced cell therapy with a focus on the implantation of cultured
BM-MSCs in the treatment of focal cartilage defects of the knee joint. The results obtained
were specifically used for the successful application for the next phase of theBiCure®
orthoMSCp clinical trial, which is currently ongoing at several study centers in the Czech

Republic.
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14 Ptilohy

14.1 EudraCT Number:

Trial registration number and date of registration: EudraCT No.: 2018-004067-31; October
18 2018.

14.2 Prohlaseni

e Experimentdlni studie byla financovédna z interniho grantového zdroje Krajské

zdravotni a.s.

e Grant Krajské zdravotni a.s. 1IGA-KZ-2018-1-5, pro obdobi 2018-2020. Nazev:
Vyuziti multipotentnich kmenovych bunék kostni diené v moderni lécbé poranéni
chrupavky

e Bioinovaa.s. je vyrobcem IMP a autor prace byl kompenzovan sponzorem jako klinicky
zkousSejici.
e BiCure®orthoMSCp IMP je zaloZena na uzitém vzoru Bioinova (No. 32739) a patentu

(No. 308844).

14.3 Obrazova dokumentace jednotlivych kroki operace

Zdroj: archiv autora

Obr. 1 Diagnostickd artroskopie pted implantaci kultivovanych MSCs.
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Obr. 3 Chondralni defekt kondylu femuru, pfipraveny k implantaci nosice s kultivovanymi
MSCs.

Lo AF

Obr. 4 Ptipravek moderni bunécné terapie, suspenze autolognich kultivovanych kmenovych
bunék kostni dfené (BiCure®orthoMSCp) v autologni PrP (obohacena plazma) na operaénim
sale v rukou operatéra.

120



Obr. 5 Pro vyvolani gelovaténi, je do suspenze bun¢k ptidan CaCl, (BB Pharma, Prague,
Ceska republika).

Obr. 6 Aplikace celého objemu suspenze rovnomérné na 6 cm? prouzku Chondrotissue®

(BioTissue AG, Geneva, Switzerland) a tento byl umistén na Petriho misku

Obr. 7 Vysledny stav, po 15 min. je dokonceno gelovaténi a implantat se suspenzi bunék je
pripraven k dalsi upravé do finalniho tvaru a velikosti.
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Obr. 9 V pinzeté je findlni velikost a tvar implantatu. Na Petriho misce zlstava zbytek
Chondrotissue a vzor defektu.

Obr. 10 Aplikace fibrinového lepidla Tisseel fibrin sealant (Baxter, Deerfield, IL, USA) po
okrajich defektu.
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Obr. 11 Findlni fixace implantatu na kondylu femuru. Primérni stabilita implantatu in situ

byla testovana nékolika flexnimi/ extenznimi pohyby kloubu

Obr. 12 Uzavér operacni rany. Kloub byl drénovéan bez pouZiti aktivniho sani na 24 hod od

opcrace.

14.4 Utinnost terapie — dotazniky, data jednotlivych pacienti

Tab. 1 Vysledné hodnoty dotaznikii u vSech sledovanych pacienti pro KOOS

KOOS

/5 weeks

Subject Pain Symptoms ADL  Sport

6 months

QOL Average Pain Symptoms ADL Sport

12 months
QOL Average Pain Symptoms ADL Sport QOL Average

OROZ 667 821 927 150 188 550 500 464 765 150 250 426 694 857 941 500 375 674
ORO3 361 357 515 2000 188 324 361 425 485 250 438 393 (528 464 662 200 375 M6
ORD4 556 607 456 250 188 411 :893 B33 824 700 688 78T 750 857 735 500 563 681
OROS 944 928 9p5 750750 . B72 ;1000 1000 985 700 938 925 :944 964 1000 900 875 937
ORO6 361 250 294 00 00 181 :571 833 853 NA 125 476 (667 43,0 706 400 375 516
OoRoy 694 . 607 . 750 350 250 530 :964..944 927 700 750 857 972 1000 956 B850 938 943
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Tab. 2 Vysledné hodnoty dotaznikii u v§ech sledovanych pacientli pro Lysholmova skore

Lysholm Knee Scoring Scale

Subject -7/5 weeks 6 months 12 months
ORO2 51 57 52
ORO3 2 47 75
ORO4 50 e) &8
ORO5 50 54 51
OROG 16 60 56
ORO7 ey 50 54

Tab. 3 Vysledné hodnoty dotazniki u v§ech sledovanych pacientti pro VAS

VAS

Subject  -7/5 weeks & months 12 months
ORO2 13 80 a
ORD3 40 75 52
ORD4 &7 20 33
OROS 1 2 1
ORDB 5 8 a0
ORO7 10 2 1
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