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Seznam pouzitych zkratek, symboli a pojmi

ACI autologous chondrocyte implantation — autologni implantace chondrocytt

ACT autologous chondrocyte transplantation — autologni transplantace
chondrocytl

a-SKA Alpha-skeletal actin - alfa-skeletdlni aktin

a-SMA Alfa-smooth muscle actin — alfa-hladkosvalovy aktin

a-CAA Alfa-cardial acitn — alfa-kardidlni aktin

v-SMA Gama-smooth muscle actin — gama-hladkosvalovy aktin

bp Base pairs

BMP Bone morphogenetic protein — kostni morfogenni protein

CTFG Connective tissue growth factor — rastovy faktor pojivové tkané

DMEM Dulbecco’s Modified Eagle s Minimum Essential Medium

ECM Extracullular matraix - extracelularni matrix

FGF Fibroblast growth factor - fibroblastovy riistovy faktor

GAG Glycosaminglycans — Glykosaminoglykany

GFAP Glial fibrilar acidic protein - glidlni fibrilarni protein

HA Hyaluronic acid - kyselina hyaluronova

IGF Insulin-like growth factor - inzulinu podobny ristovy faktor

PDGF Platelet derived growth factor - riistovy faktor derivovany z trombocytii

PLA Polylactic acid - kyselina polymlé¢na

PLLA Poly (L- lactid) - kyselina L-polymlécna

PDLLA Poly (D,L- lactid) - kyselina DL-polymlécna

PGA Polyglycolid — kyselina polyglykolova

PLGA Poly (lactid-co-glycolid)

SPF Specific Pathogen-Free - laboratorni zvitata chovand v aseptickych

podminkdch, testovand na nepiitomnost specifickyc patogennich
bakterii,virti, plisni a parazit

TGF- Transforming growth factor beta - transformujici riistovy faktor beta
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Abstrakt

Uvod

Pti rekonstrukCnich operacich nosniho skeletu se pouZivaji autologni transplantéty
chrupavkové tkdn¢ z usnich boltcli. V naSi experimentélni studii jsme studovali bunécné
zmény v transplantované lidské wusSni chrupavce na zvifecim modelu za rGznych
experimentdlnich podminek. Morfologické zmény jsme v téchto modelovych situacich blize
specifikovali imunohistochemicky se zaméfenim na expresi jednotlivych izoforem aktinu a S-
100 proteinu. Tyto poznatky byly porovnavany s ndlezy v normadlni, artroticky zménéné a
transplantované lidské kloubni chrupavce.

Cile

Cilem bylo zjiSténi reakce chrupavkové tkdn€ na traumatizaci a pfeneseni na ektopické
misto téla pfi jeji transplantaci. DalS$im cilem bylo vysetieni histologickych zmén a exprese
chondrocytarnich markert (a-SMA a S-100 proteinu) v intaktni, arteficidlné traumatizované
nebo v Zivném médiu kultivované lidské uSni chrupavce transplantované imunodeficitnim
mySim, jakoZ i v chrupavce vytvofené po implantaci riiznych typil trojrozmérnych nosict
(scaffoldll) osidlenych kultivovanymi lidskymi us$nimi chondrocyty mySim a v usSni
chrupavce transplantované do nosniho skeletu pacientii. Cilem bylo i pouZiti zavedenych
vyzkumnych postupli k vySetfeni normadlni, artrotické a posttraumaticky zménéné kloubni
chrupavky akultury kloubnich chondrocyti na nosi¢i zesteru kyseliny hyaluronové
pouzivanych k autologni transplantaci do kloubnich defektt u lidi.

Material a metody

Vysettili jsme celkem 162 vzorki. Jednalo se o 36 vzorkli normdlni a 5 vzorkl
patologicky zménéné lidské usSni chrupavky, 2 vzorky lidské uSni chrupavky plvodné
transplantované do oblasti nosniho skeletu a odebrané pii reoperaci, 30 vzorka lidské uSni
chrupavky transplantované subkutdnné¢ do oblasti dorza imunodeficitnich mySi kmene
NOD129S7 (B6) Ragl a explantované za 12 nebo 16 tydnti (6 vzorki intaktnich, 18 vzorka
traumatizovanych a 6 vzorkil uchovdvanych v kultivaénim mediu), ddle 9 vzorki chrupavky
narostlé po 8 tydnech od implantace nosicl osidlenych kulturami lidskych uSnich
chondrocytli experimentdlnim mysim, 4 vzorky krali¢{ uSni chrupavky riznym zptisobem
traumatizované v oblasti usSniho boltce, 8 vzorki autolognich Stépli (4 intaktni a 4 bez
perichondria) kréli¢i chrupavky subkutdnné transplantované do dorza kraliki a za 8 tydnt
vyjmuté. Vedle toho jsme vysettili 68 vzorki lidské kloubni chrupavky (56 vzorkii chrupavky
normdlni nebo patologicky zménéné a 12 vzorkii chrupavky nové vytvoiené po autologni
transplantaci chondrocytii (ATC) do kloubnich defekti). Histologické vySetieni bylo
doplnéno imunohistochemickou analyzou, pfedevSim s protilatkami proti a-SMA, svalové
specifickému aktinu, desminu a rdznym izoformdm S-100 proteinu. Ve vybranych piipadech
byla pouzita metoda RT-PCR s primery pro prikaz mRNA pro jednotlivé izoformy aktinu.
Vysledky

Poprvé jsme podrobné popsali vrstevnaté usporadani chrupavky wuSniho boltce
v histologickém obraze. Centrdlni a ob¢ povrchové vrstvy chrupavky se liSi mnozstvim
elastickych vldken a poctem, tvarem a uspofdddnim chondrocytd, v misté zdhybl vykazuji
ob¢ zevni vrstvy odliSné uspofddani. Krom¢ S-100 proteinu exprimuje velkd ¢ast uSnich
chondrocytl a-SMA, a to predev§im v povrchovych vrstvach. Piitomnost mRNA o-SMA
byla potvrzena metodou RT-PCR. Novym ndlezem je priukaz necetnych chondrocyti
exprimujicich CD-34, které by mohly byt blizké buiikdm kmenovym.

Exprese S-100 proteinu a a-SMA ztistala zachovana ve vitdlnich oblastech patologicky
zménéné uSni chrupavky, v intaktni, arteficidlné¢ traumatizované nebo v Zivhém médiu
kultivované lidské usni chrupavce transplantované imunodeficitnim mySim, jakoz i v uSni
chrupavce autologné transplantované do oblasti deformit nosniho skeletu u lidi. Chondrocyty



pochézejici z lidské usni chrupavky byly dspésné kultivovany na rtznych typech scaffolda
anasledné transplantovany imunodeficitnim mySim. Po jejich explantaci byla ve vétSiné
piipadl nalezena uzlovita loZiska chrupavky elastického typu s chondrocyty, které vykazovali
pozitivitu S-100 proteinu a-SMA.

V normdlni kloubni chrupavce jsme a-SMA pozitivni chondrocyty identifikovali pouze
v malém mnoZstvi v povrchové vrstvé, avSak na rozdil od usSni chrupavky se jejich mnoZzstvi
zvySovalo pfi jejim poSkozeni. VétSina kloubnich chondrocytii exprimovala S-100 protein.
Kultura lidskych kloubnich chondrocytli na nosi¢i obsahovala nezralé vietenité buiky, které
nem¢ély Zadné histologické ani imunohistochemické znaky chondrocytli (neprokdzana exprese
S-100), ale byly zfetelné¢ a-SMA pozitivni. Po 10 mésicich od autologni transplantace vyse
zminéné kultury chondrocytl doslo k vytvofeni chrupavkové tkdné pievazné hyalinniho typu
misty s loZisky chrupavky vazivové a s pozitivitou S-100 i a-SMA ve vétSin€ chondrocyta.
Zavér

Chondrocyty chrupavky uSniho boltce, na rozdil od chrupavky hyalinniho typu
v kloubech, z vétsi Casti exprimuji a-SMA, avsak jejich pocet se pfi poSkozeni nezvysuje.
Vyznam exprese a-SMA, jako jedné z kontraktilnich izoforem aktinu v buiikdch intaktni i
riznym zpusobem poskozené chrupavky, ziistivd nejasny. Vrstevnaté usporadani
chondrocytli exprimujicich a-SMA v elastické chrupavce uSniho boltce se muze spolu
s elastickymi vldkny podilet na neobvyklé elasticité¢ boltce a jeho schopnosti ménit tvar
vlivem mechanickych podnétii bez poskozeni tkdné. Na rozdil od dspéSné transplantace
kultur autolognich chondrocytii na nosi¢ich do oblasti kloubnich defektd u lidi zistava
piiprava arteficidlni chrupavky vhodné k rekonstrukci defektl v oblasti hlavy a krku, az na
ojedinélé piipady, zatim pfedmétem experimentdlnich studii, a proto metodou volby je stédle
transplantace autologni chrupavky.

Klicova slova: transplantace —implantace - uSni elastickd chrupavka — kloubni hyalinni
chrupavka — autologni kultura chondrocytii - scaffold - alfa-hladkosvalovy aktin — S-100
protein



Abstract

Introduction

Autologous transplants of the cartilage tissue from the pinna is commonly used in
reconstructive surgery of the nasal skeleton. The present study used animal models to
elucidate responses of the auricular cartilage to its damage or transplantation to ectopic sites.
Histomorphological analysis of changes observed in auricular -cartilage including
immunohistochemical study of different isoforms of actin and S-100 proteins was performed.
Human articular cartilage prepared by in vitro cultivation using artificial scaffolds was also
studied after its transplantation.

Aims of the study

The aim was to study histological changes and expression of chondrocytic markers (o-
SMA and S-100 proteins) in intact, artificially traumatised, or in a human auricular cartilage
cultivated in culture medium. An attempt to grow human auricular cartilage chondrocytes
implanted in vitro into various types of three dimensional scaffolds aimed at testing
chondrocyte survival and phenotype both in the culture and after transplantation to
immunodeficient mice. A human auricular cartilage transplanted into the nasal skeleton of
patients during a reconstruction surgery should be submitted to a histomorphological
examination. Research assumed also comparison of the auricular cartilage responses to a
damage, transplantation or in vitro cultivation, to those of normal, arthrotic, and
posttraumatically changed articular cartilage, as well as autologous cultures of articular
chondrocytes on scaffolds of ester hyaluronic acids. The study focused at the expression of
individual isoforms of actin, S-100 proteins, desmin and some other immunohistochemical
markers, in an attempt to contribute to better characterization of differences and similarities
between the auricular and articular cartilage responses both to in vitro cultivation and
transplantation to ectopic sites.

Material and metods

A total of 162 cartilage samples were studied. This included: 36 samples of a normal
cartilage; 5 samples of a pathologically changed human auricular cartilage; 2 samples of a
human auricular cartilage transplanted into the nasal skeleton and later removed during a
correction surgery; 30 samples of a human auricular cartilage transplanted subcutaneously to
immunodeficient mice (NOD129S7 (B6) Ragl) and collected after 12 to 16- weeks (6 intact
samples, 18 traumatised samples, and 6 samples cultivated in the culture medium); in
addition, 9 samples of cartilage developed in imunodeficient mice transplanted with artificial
scaffolds implanted with human auricular chondrocytes; 4 samples of a rabbit auricular
cartilage from ear cartilage artificially traumatised; 8 samples of autologous grafts (4 intact
and 4 without perichonrdrium) of a rabbit cartilage autotransplanted subcutaneously and
collected 8 weeks later’.

In addition we examined 68 samples of a human articular cartilage (56 samples of normal
or pathologically changed cartilage and 12 samples of newly formed -cartilage after
autologous transplantation of chondrocytes (ATC) into articular defects).  Histological
examinations included immunohistochemical methods using antibodies against a-SMA (a-
smooth muscle actin), muscle-specific actin, desmin, and various isoforms of S-100 proteins.
In selected cases, RT-PCR was used to examine expression of actin isoforms at mRNA level.
Results

Our research provided, for the first time, a detailed histomorphological description of a
layered arrangement of the auricular cartilage. The central- and peripheral layers of the
auricular cartilage differ in presence and quantity of elastic fibres, as well as in the number,
shape and space arrangement of chondrocytes. In addition to S-100 protein, a majority of
auricular chondrocytes express o-SMA, particularily in the superficial layer.
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Immunohistochemical findings were completed and confirmed by demonstration of the
presence of mRNA for a-SMA by RT-PCR. A novel finding was demonstration of rare
chondrocytes expressing CD 34, a marker of some adult stem cells.

Expression of S-100 proteins and a-SMA persisted in vital areas of pathologically
changed auricular cartilage; in artificially traumatised cartilage; in intact or in vitro cultivated
human auricular cartilage transplanted into immunodeficient mice. S-100 proteins and a-SMA
were also found in an auricular cartilage which had been autologously transplanted during a
reconstruction surgery to replace a missing cartilage in the human nasal skeleton. Human
auricular chondrocytes were succesfully cultured using various types of an artificial
scaffolding. Subsequently, the chondrocyte implants were transplanted into immunodeficient
mice to acces viability of the cells and their potential to generate a cartilage-like tissue. In
most cases the procedure resulted in a nodular nest of an elastic type cartilage with
chondrocytes that were S-100 protein and a-SMA positive.

In a normal articular cartilage a-SMA positive chrondrocytes were present only scarcely
in the superficial layers. In contrast to auricular cartilage, they became relatively abundant in
cases subjected to a mechanical (surgical) damage. A majority of the articular chondrocytes
expressed S-100 protein. A tissue culture of human articular chondrocytes grafted onto
scaffolding resulted in presence of immature fusiform cells, which had neither histological
nor immunohistochemical signs of chondrocytes (e.g.they did not express S-100). However,
they were positive for a-SMA. Ten months following the autologous transplantation of
aforementioned cultures of chondrocytes on threedimensional scaffolds, a foremostly hyaline
type of cartilaginous tissue was formed with areas of a fibrocartilage. Almost all cells, the
chondrocytes, were positive for S-100 and a-SMA.

Conclusion

In contrast to the hyaline articular cartilage of joints, a majority of chondrocytes in the
auricular cartilage express a-SMA, although their number does not increase after a trauma.
Functional significance of a-SMA presence in chondrocytes of normal and damaged cartilage
remains unclear. The fusiform arrangement of chondrocytes expressing a-SMA in the elastic
cartilage of the ear pinna, together with elastic fibres, may confer and underly the unusual
elasticity of the pinna as well as to its ability of undergo significant changes in its shape
without being damaged by acting mechanical forces. In contrast to successful transplantation
of in vitro cultured autologous articular chondrocytes grown in three dimensional scaffolds
and transplanted to sites of joint defects in humans, artificially prepared cartilage which could
be used in reconstruction of cartilage defects in the head and neck area is still not available
and is a subject of experimental studies, of which the present study is a part. Consequently, in
clinical practice method of choice is still transplantation of an autologous cartilage, mostly the
cartilage auricular.

Key words: transplantation — implantation — auricular elastic cartilage — articular hyaline
cartilage — autologous culture of chondrocytes- scaffold - alpha-smooth muscle actin — S-100
protein
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1 Uvod do problematiky

Na Oddéleni otorinolaryngologie VSeobecné fakultni nemocnice v Praze jsou jiz
fadu let provddény funkéni a estetické operace zevniho nosu a nosniho septa
Nejen v rinochirurgii, ale i v rdmci chirurgie hlavy a krku obecné se v poslednich dvou az
ttech desetiletich klade velky diraz na co nejpiesnéj$i rekonstrukci nebo nédhradu
poskozenych nebo chybéjicich tkani pfedevSim s ohledem na obnovu normadlni funkce,
v pripadé struktur ovliviiujicich vzhled pacienta pak i na co nejlepsi kosmeticky efekt. Splnéni
téchto poZzadavkii s sebou obvykle pifindsi i potiebu dostatecného mnoZstvi materidlu
vhodného k tomuto ucelu. Nasledkem piedchoziho traumatu, rozsdhlého opera¢niho vykonu
nebo na vrozeném podklad¢ vSak Casto tkan¢ vhodné k rekonstrukci pfimo v misté defektu
nebo deformity ve vétSim nebo menSim rozsahu chybi. MozZnosti jejich nahrady jsou proto
v soucasné dob¢ predmétem intenzivniho zajmu jak klinické, tak experimentalni mediciny.

V chirurgii hlavy a krku patii ke standardnim postupiim transplantace rtiznych
materidlli biologického piivodu (autologniho, allogenniho nebo xenogenniho) (Boccieri et
Marianetti 2010, Huizing et de Groot 2003, Mackay 2005, Nassif 2005, Sajjadian et al.
2010, Vilka 2003) nebo implantace materidll jiného nez biologického ptivodu (v literatuie
oznacované jako aloplastické ndhrady) napiiklad hydroxyapatitu, rtznych kovl nebo
syntetickych materidli typu silikonu, polytetrafluorethylenu, polyamidu, polyethylenu apod.
(Conrad et Gillman 1998, Dresner et Hilger 2008, Huizing et de Groot 2003, Krause 1975,
Lohuis et al. 2001, Mass et al. 1998, Mackay 1983, Stelter et al. 2007, Stucker 1982, Vilka
2003).

Vzhledem k antigennim a mechanickym vlastnostem se jevi vyuziti autolognich
materidll, predevS§im chrupavky nebo kosti, vnosni chirurgii jako velmi vyhodné.
Nejvhodnéj$im zdrojem chrupavkové tkdné je nosni septum. Odbér se provadi ze stdvajiciho
pristupu, nevyzaduje tedy dal$i incizi v jiné anatomické lokalité, a pii spravné technice a
rozsahu neni zatiZzen komplikacemi. V piipadech, kdy v disledku traumatu nebo ptedchoziho
opera¢niho vykonu chrupavka nosniho septa v rizném rozsahu chybi (Becker et Becker 2003,
Boccieri et Macro 2006, Foda 2008, Sajjadian et al. 2010, Stelter et al. 2007), je nutné volit
jiné zdroje chrupavcité tkané, nejcastéji usSni boltec (Boccieri et Macro 2006, Fischer et
Gubisch 2006, Huizing et de Groot 2005, Murell 2004, Kim et Gurney 2006, Nolst Trenité
2005) nebo Zeberni chrupavka (Cakmak et Ergin 2002, De Fatta et Williams 2008, Fischer et
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Gubisch 2006, Shubailat 2003). Pro svoji snadnou dostupnost, minimalni vyskyt komplikaci
spojenych s odbérem, mechanické vlastnosti a tvar je chrupavka usniho boltce k rekonstrukci
vétsSiny nosnich struktur vhodnéjsi a Casto vyuZivand (Ansari et al. 2008, Araco et al. 2006,
Ballert et Park 2008, Becker et Becker 2003, Gruber 2003, Menick 1999, Nassif 2005, Nolst
Trenité 2005, Huizing et de Groot 2003, Perkins 2004, Valka 2003).

Rekonstrukéni operace v oblasti nosniho skeletu s vyuzitim chrupavky nosniho
septa provadime na ORL oddéleni VFN v Praze fadu let svelmi dobrymi vysledky.
V souvislosti s rozSifovanim indikaci k t¢émto vykonim bylo nutné =zajistit dostatecné
mnoZzstvi materidlu vhodného k rekonstrukci deformovanych nebo chybéjicich tkani zevniho
nosu a nosniho septa. Z tohoto diivodu jsme zavedli do klinické praxe metodu autologni
transplantace lidské uSni chrupavky, kterd nebyla v Ceské otorinolaryngologii, na rozdil od
zahranici, v této indikaci standardné pouZivdna a v Ceské otorinolaryngologické literatufe
nebyly zkuSenosti stouto metodou dosud publikovany (Betka 2005, Hybasek 1999,
Markalous et al. 2009). NaSe zkuSenosti s touto technikou, kterou jsme dosud pouZili u 48
pacienttl, jsou pfedmétem jiného naSeho sdéleni (Kana, 2011 v tisku).

Pozitivni zkuSenosti a hlubsi studium této problematiky nds piivedly k tvaze,
jakymi zménami prochdzi rtizné chrupavkové tkdné po transplantaci nebo jak ovliviiuji
rozlicné zplisoby traumatizace nebo uchovavani chrupavky pted transplantaci jeji strukturu
nebo expresi urcitych markerti po transplantaci. Zajimalo nés také, zda existuji moZnosti, jak
zlepsit vitalitu a tim i1 pfezivani chrupavkové tkdn¢ po transplantaci a jaké jsou soucasné
moznosti vytvofeni arteficidlni chrupavkové tkan€ pomoci metod tkdiiového inZenyrstvi.

Literarni zdroje poskytuji velmi malo informaci o zmeénach v transplantované
chrupavce a o bunéénych reakcich identifikovatelnych soucasnymi metodami histologie a
imunohistochemie (Ale de Souza et al. 2008, Bonisch et Mink 2000, Bonisch et al. 2007,
Cakmak et Buyuklu 2007, Calvert et al. 2006, Coskun et al. 2005, Kazikdas et al. 2007).

Provedli jsme proto klinickou studii vetsi skupiny pacientd (neni soucdsti
disertani préace), u kterych byly s uspéchem transplantovidny S$tépy z uSni chrupavky do
oblasti skeletu zevniho nosu a nosniho septa. S vyjimkou dvou piipadii jsme vSak neméli
moznost, z etickych divodi, histologicky podrobnéji ovéfit viabilitu téchto Stépti odbérem
kontrolntho vzorku po transplantaci. Z tohoto diivodu jsme se rozhodli patomorfologické
zmény chrupavkové tkdné po transplantaci studovat na zvitecim modelu v experimentdlnich
podminkéch.

Predmétem vyzkumu byly otdzky tykajici se pfezivani chondrocytl jak v normalni

lidské usni chrupavce, tak v chrupavce, kterd byla piedoperacné¢ riznym zplisobem
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traumatizovdna nebo kultivovdna v Zivném roztoku a ndsledné transplantovina
imunodeficitnim mysSim piijimajicim lidské tkdné. Soucasti experimentu bylo také sledovéani
zmén usni chrupavky u kralikii po jeji traumatizaci pfimo v oblasti boltce a po transplantaci
autolognich $tépii z usni chrupavky do oblasti dorza.

Pted vlastnim experimentem na zvitatech a ovéfenim vysledkl transplantace bylo
nezbytné nejprve provést podrobnou histologickou a imunohistochemickou studii doplnénou
o metody molekuldrni patologie na normélni lidské uSni chrupavce. Na jejim zdkladé bylo
mozné studovat zmény lidské uSni chrupavky transplantované in toto mysSim pfijimajicim
lidské tkan¢ za rGznych pokusnych podminek nebo piimo ziskané z transplantitd, které
urcitou dobu pieZivaly v oblasti skeletu zevniho nosu, ale bylo tfeba je z kosmetickych nebo
jinych divodii odstranit.

Transplantace autologni chrupavky v chirurgii hlavy a krku sice poskytuje
dlouhodobé dobré a stabilni vysledky, ale sohledem na omezené zdroje dostupné
chrupavkové tking, zejména v ptipadech opakovanych rekonstrukénich operaci nebo pfi
chrupavky, se pozornost v poslednich dvaceti letech obraci smérem k autolognim chrupavkam
vytvofenym metodami tkanového inZenyrstvi. Cilem je vytvofeni chrupavkové tkané
pozadovanych vlastnosti v podminkdch in-vifro. Implantity jsou obvykle sloZeny
z kultivovanych  vlastnich  chondrocyti pacienta a biokompatibilnitho, nejcastéji
biodegradovatelného nosice (scaffoldu), ktery zajisStuje prostiedi pro jejich trojrozmérny rust
(Biicheler et Haisch 2003, Chung et Park 2007, Haisch et al. 2002, Kabelka et al. 2005,
Sterodimas et al. 2009, Vacanti et al. 1991, Zhang et al. 2009). Metoda se rozvinula
predevsSim v souvislosti s 1é€enim velkych posttraumatickych defektii kloubnich chrupavek v
ortopedii, kde je jiz n€kolik let rutinné vyuZivdna (Grigolo et al. 2002, Handl et al.2006,
PodSkubka et al. 2006, Pavesio et al. 2003, Visna et al. 2004). Naproti tomu jsou v oblasti
hlavy a krku transplantace autolognich chondrocytarnich kultur vdzanych na nosice stale
pfedevSim pfedmétem experimentalnich studii.

Provedli jsme pokusy s autolognimi kulturami lidskych usSnich chondrocyti
kultivovanych na rGznych typech nosic, aniz by byly pouZity jakékoliv podptirné rastové
faktory nebo cytokiny. Zajimalo nds piedevs$im, zda takovato kultura vytvoii po transplantaci
mySim elastickou chrupavkovou tkdn a zda se event. nezméni imunofenotyp chondrocyta ¢i
sloZeni mezibunécné hmoty.

Spoluprace s Ortopedickou klinikou FN Bulovka ndm umoznila studium normalni

kloubni chrupavky a strukturdlnich zmén i promén imunofenotypu kloubni chrupavky u

14



pacientll s pokroCilymi formami osteoartrézy, vcetné ndlezii u hemofilikti. Ziskali jsme i
kulturu lidskych chondrocytli na nosi¢i z esteru kyseliny hyaluronové ((Hyalograft® C,
FIDIA Advanced Biopolymers, Italy), kterd byla pouzita pfi trasplantacni 1écbé velkych
posttraumatickych defekti distdlniho konce femuru na vyse zminéné prazské ortopedické
klinice. Bylo moZné pfitom porovnat vlastnosti kultury kloubnich chondrocytii na scaffoldech
s chondrocyty nové vytvorené vrstvy kloubni chrupavky odebrané z mista transplantace po 10
meésicich. Zaroven jsme zjistovali osud materidlu pouzitého jako nosice predevsim s ohledem
na jeho biokompatibilitu a biodegradabilitu v misté transplanta¢niho zakroku.

Dosazené vysledky experimentélni transplantace autolognich kultur lidskych
uSnich chondrocyti na raznych typech nosicli jsme porovndvali s kulturou autolognich
chondrocytl kloubni chrupavky pied a po transplantaci pacientim.

V takto nastavenych podminkach pak bylo mozno sledovat promény chrupavkové
tkdné jako takové na mikroskopické trovni za pouZiti imunohistochemickych metod, které
vychézely z problematiky studované fadu let na Ustavu patologie 1. LF UK a VFN v Praze.

Vroce 1997 Povysil a spol. poprvé popsali u benigniho kostniho nddoru
chondroblastomu vyskyt chrupavkovych bunék obsahujicich ve své cytoplazmé aktinova
filamenta, jak potvrdilo imunohistochemické a elektronmikroskopické vySetfeni. Konkrétné
se jednalo o alfa-hladkosvalovy aktin (a-SMA), jednu ze zndmych izoforem aktinu. Na rozdil
od myofibroblastii tyto buiiky byly pozitivni v reakci k prikazu S-100 proteinu, ¢imZ byla
doloZena jejich pfislusnost k buiikkdm chrupavky. Pfitomnost aktinovych filament byla v této
préci zaroven prokdzdna i na urovni ultrastruktury. Autofi tohoto sdéleni tehdy pro tyto buiky
navrhli oznaeni myochondroblasty a myochondrocyty, coz bylo nékterymi americkymi
autory akceptovdno a zdroven se tyto ndlezy staly stimulem pro jejich hledani u dalSich
kostnich nddortt i v nenddorovych mezenchymovych tkdnich (Clement et al. 2007,
Chaponnier et Gabbiani 2004, Hinz et al. 2003).

Od té doby se této problematice vénovala vétsi pozornost, nebot’ tyto ndlezy
poprvé prokdzaly, Ze samotnd exprese o-SMA neni dokladem hladkosvalové,
myofibroblastické, myoepitelidlni ¢i pericytarni diferenciace jak se dosud piedpokladalo.
Toto zjiSténi bylo potvrzeno i dalSimi autory a exprese a-SMA byla v nésledujicich letech
popsana v chondroidnich buiikkdch psiho menisku (Mueller et al 1999), v hojicich se
defektech psi kloubni chrupavky (Wang et al. 2000), v intervertebralni ploténce (Schneider et
al. 1999), v chondrocytech lidské chrupavky s osteoartrotickymi zménami (Kim et Spector
2000), v osteocytech a osteoblastech (Kinner et Spector 2002), ve fibroblastech Slach a

ligament (Spector 2001) a v chondromyxoidnim fibromu (Nielsen et al. 1999). Dale byla
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prokdzdna exprese a-SMA v kultufe lidskych mezenchymadlnich kmenovych bun¢k a bylo
zjisténo, Ze pii diferenciaci v chondrocyty pod vlivem TGF-f1 se koncentrace této izoformy
aktinu zvySuje (Hung et al. 2006).

V souvislosti s vySe uvedenymi poznatky jsme zaméfili pozornost timto smérem i
v pfipadé normadlni, artroticky zménéné 1 transplantované kloubni chrupavkové tkdné.
Vyzkum jsme rozsifili i na elastickou chrupavku ucha. Zjistovali jsme, zda se imunofenotyp
usni elastické chrupavky neméni po experimentdlni transplantaci..

Hlavnim opodstatnénim pro nasi studii byly tedy dvé skutecnosti. V prvé tfadé
otdzkdm zminénym v predchozim textu dosud nebyla vénovdna pozornost nebo zustavaji

nezodpovézeny. Na druhé strané¢ tato problematika méd uzkou ndvaznost na klinickou

medicinu, pfedevsim na oblast tykajici se nemoci hlavy a krku.

1.1 Typy chrupavkové tkané

Chrupavka je bezcévnd podplrnd pojivova tkan bez vlastniho nervového zasobent.
U dospélych jedinct je soucasti fady organti a pokryva kloubni povrchy. Sklada se z bunék,
chondrocytli, a mezibunééné hmoty pevné konzistence, kterd tvoii vétSinu objemu
chrupavkové tkang¢.

Chondrocyty syntetizuji a secernuji ob¢ sloZky mezibunécné hmoty, vldknitou
(fibrilarni) a amorfni. Podle charakteru chondrocytii a s ohledem na slozeni mezibunécné
hmoty jsou rozliSovany 3 typy chrupavkové tkané, a sice chrupavka hyalinni, elastickd a
vazivova.

Vzhledem k tomu, Ze chrupavka neobsahuje cévy, dostavaji se Ziviny a kyslik
k chondrocytim difdzi z cév jejitho vazivového obalu, perichondria, nebo ze synovidlni
tekutiny. Z tohoto diivodu je tloustka chrupavky omezend. Z divodu tlaku kysliku ziskavaji
chondrocyty vétSinu své energie cestou anaerobni glykolyzy, jejimz kone¢nym produktem je
kyselina mlécna.

Schopnost regenerace chrupavky, napiiklad po traumatu, je diky relativné
malému mnoZstvi chondrocyti  velmi omezend. S vyjimkou malych déti regeneruje
poskozena chrupavka jen obtiZzn¢ a Casto neuplné. K regeneraci dochdzi z perichondria, kdy
kmenové bunky pronikaji do defektu a diferencuji se v chondrocyty. PievdZzné se vSak defekty
ve chrupavce hoji vazivovou jizvou (Silver et Glasgold 1995, Konrddova et al. 2000). Diky
své malé naroc¢nosti na vyzivu je chrupavka znacn¢ odolnd vuci nekréze, a proto je oblibenym

rekonstruk¢énim materidlem (Kabelka et al. 2005).
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Hyalinni chrupavka je nejrozsitenéjSim typem chrupavky. Makroskopicky ma

homogenni, lehce namodraly vzhled. V mikroskopickém obraze prevazuje amorfni zdkladni
hmota (proteoglykany) maskujici kolagenni vldkna.

Chondrocyty maji odliSny tvar v zavislosti na lokalizaci ve strukturdch kloubni
chrupavky. Vftetenity tvar maji t€sné u povrchu, jejich dlouhd osa je paralelni s povrchem
chrupavky. Pfi pfechodu do hlubsich vrstev chrupavky se tvar bun€k méni na polokulovity az
kulovity. Jsou uloZeny v tzv. lakunach, které zcela vypliuji.

Vldknitd sloZka mezibunécné hmoty se sklada z plsti velmi tenkych kolagennich
fibril (10 — 20 nm), které nejsou agregovany do svazki. Jsou tvofeny kolagenem typu II, ktery
je pro chrupavku specificky (Oakes 2004). Pfi histologickém vySetfeni nejsou fibrily
v hyalinni chrupavce patrné diky submikroskopickym rozmértiim, refrakéni index fibril je
témet stejny jako u zdkladni hmoty, ve které jsou zality. Kolagen poskytuje chrupavce
pevnost v tahu.

Hlavni soucasti amorfni sloZky jsou glykosaminoglykany (kyselina hyaluronova,
chondroitinsulfat a keratansulfét), proteoglykany a strukturdlni glykoproteiny.

Glykosaminoglykany (GAG) jsou tvofeny repetitivnimi disacharidovymi
jednotkami  slozenymi  zuronové kyseliny a aminocukru. Kovalentni vazbou
glykosaminoglykani na tzv. centrdlni (osovy) protein vznikaji proteoglykany. Na jeden
protein muze byt navazdno velké mnozstvi GAGU. Zvlastni formou GAG je hyaluronovd
kyselina (HA - hyaluronic acid), kterd nemd proteinovou kostru a je tvofend pouze
glukuronovou kyselinou a beta N-acetyl-d-glukosaminem. Je ze vSech GAGU nejvetsi a je
hlavni komponentou extracelularni matrix v embryondlnich tkédnich, ale také napiiklad ve
zralé chrupavce. Proteoglykany se mohou vyskytovat samostatné, Casto se vSak spojuji
nekovalentni vazbou prostfednictvim vazebnych proteinti s dlouhymi molekulami kyseliny
hyaluronové za vzniku velkych agregatii schopnych vézat, diky silnému negativnimu néboji,
velké mnoZstvi molekul vody. To m4 vyznam naptiklad u kloubnich chrupavek, které tak jsou
schopny absorbovat tlak vznikajici tfenim pfi pohybu kloubu. Proteoglykany tak proptjcuji
chrupavce pruznost. Nejvétsim znamym proteoglykanem je aggrecan chrupavky, ktery pfi
agregaci s kyselinou hyaluronovou dosahuje délky az 4 um. Proteoglykanové agregaty jsou
vazany prostfednictvim elektrostatickych vazeb s kolagennimi vldkny, tato vazba podminuje
pevnou, gelovitou konzistenci chrupavky. Mezi dalsi funkce proteoglykant patii napiiklad
vazba signdlnich molekul jako jsou rastové faktory (TGFP — transformujici ristovy faktor

beta, FGF — fibroblastovy rastovy faktor aj.).
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Glykoproteiny (multiadhezni proteiny matrix - spojovaci protein, fibronektin a
chondronektin) jsou dulezité pro vzdjemnou vazbu riznych soucasti ECM a adhezi
chondrocytll ke strukturdm mezibunécné hmoty. S vékem se v chrupavce sniZuje mnozstvi
proteoglykanti a dochézi k ukladani soli kalcia.

Béhem vyvoje jedince tvoii hyalinni chrupavka doCasny chrupavdity skelet, ktery
je postupné nahrazen kostni tkdni. U déti tvoii epifyzodiafyzarni ploténky a u dospélého
Cloveéka nachdzime hyalinni chrupavku ve skeletu nosu, trachey, bronchii, skeletu hrtanu,
dale tvoii chrupavky Zeberni a kloubni.

Elastickd chrupavka obsahuje v zakladni hmoté kromé fibril z kolagenu typu II

predevS§im hojnd vldkna elastickd tvofici velmi hustou sit, kterd mutZe zdkladni amorfni
hmotu zakryvat. Jde o vldkna s vyraznou autofluorescenci a izotropii. Lze je zndzornit
riznymi metodami k prikazu elastiky.

Chondrocyty jsou v elastické chrupavce rovnomérné rozptyleny, netvoii vyrazné
izogenetické skupiny. Jadra chondrocytl byvaji mirn¢ excentricky uloZena.

V Cerstvém stavu je elastickd chrupavka makroskopicky zabarvend dozluta.
V organismu ji nachdzime v uSnim boltci, chrupavcité casti zevniho zvukovodu, ve sténé
Eustachovy tuby, tvofi nékteré laryngedlni chrupavky (epiglottis, cartilago cuneiformis a
corinuculata, processus vocalis cart. arytenoideae), nékdy se podili na tvorbé skeletu malych
bronchfl.

Vyznacuje se znacnou ohebnosti a elasticitou. Piitomnost elastickych vldken ¢ini
elastickou chrupavku ve srovndni s hyalinni chrupavkou odolnéjsi k degenerativnim zménam.

Vazivovd chrupavka obsahuje v zdkladni hmoté¢ velmi malo amorfni hmoty a

bunék. Pfevazuje vldknitd slozka tvofena krom¢ kolagennich fibril (kolagen typu II) silnymi
kolagennimi vldkny (kolagen typu I). Amorfni hmoty je velmi malo.

Chondrocyty jsou malo pocetné, uloZené izolovan¢ nebo v malych skupinidch mezi
svazky kolagennich fibril. Vazivova chrupavka je vZdy spojena s hustym vazivem, prechod
mezi obéma tkdnémi je postupny.

Je hlavnim stavebnim materidlem meziobratlovych plotének, nitrokloubnich disk

(napt. Celistniho kloubu) a meniskt, z vétsi ¢asti tvoii sponu stydkou, vyskytuje se i v misté

uponu nékterych vazi
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1.2 Moznosti rekonstrukce nosniho skeletu riznymi typy chrupavkové
tkané

V soucasné dobé se korekce deformit nosniho septa a skeletu zevniho nosu
provadi aZ na vyjimky v rdmci jednoho vykonu, tj. funkéni a estetické rinoseptoplastiky
(Boccieri et Macro 2006, Dolezal 2007, Huizing 2003, Kova¢ 2006, Nolst Trenité 2005).
Hlavnim cilem je skloubeni funkcni a estetické slozky operace do jednoho celku s diirazem
jak na precizni rekonstrukci jednotlivych anatomickych struktur nosniho skeletu, tak na
obnovu normdlni funkce nosu. Deviace nebo deformita nosni pyramidy je totiz témét vzdy
spojena s ur¢itym patologickym ndlezem na nosnim septu, které slouZi pfedev§im jako opora
nosniho dorza, ale i nosni Spicky (Foda 2008), a proto je jeji uspéSna repozice nebo
rekonstrukce podminéna dokonalou mobilizaci a repozici nebo rekonstrukci nosniho septa
(Beeson 1987, Boccieri et Macro 2006, Dolezal 1997, Gunter 1988, Huizing et de Groot
2003, Toriumi et Ries 1993).

Snaha o co nejdokonalejsi anatomickou rekonstrukci posSkozenych nebo
chybéjicich tkani, pfipadné o zpevnéni a zlepSeni stability stavajicich anatomickych struktur
nebo o vyplnéni riznych defektdi, s sebou pfinesla i vétsi potfebu materidlu (nejcasteji
autologni chrupavky) vhodného k témto tcelim (Menick 1999, Nassif 2005, Sajjadian et al.
2010).

Pfestoze nejsou ndzory na idedlni materidl pro rekonstrukci nosniho skeletu
jednotné, priklani se vétSina autori v soucasné dobé k pouZiti autolognich materidlit, z nichz
je za nejvhodnéjsi, diky mechanickym a antigennim vlastnostem, povazovana autologni
chrupavka nosniho septa, usniho boltce, tragu a Zebra (Araco et al. 2006, Bateman et Jones
2000, Cardenas-Camarena et Guerrero 1999, Huizing et de Groot 2003, Murrell 2004, Nolst
Trenité 2005, Kovac 2006, Obtulovic¢ et Si¢dk 2000, Pirsig et al. 2004, Quatela et Jacono
2002). Je pruzna, pevna a dobfe tvarovatelnd. Pokud neni traumatizovand, k jeji resorpci
nedochdzi bud’ viibec, nebo jen ziidka, nenastivd rejekce, nevyvoldvd imunitni odpovéd’,
infek¢ni komplikace se vyskytuji minimaln¢ (Bateman et al. 2000, Boccieri et Macro 2006,
Cakmak et al. 2005, Parker Porter 2000, Tardy 1997). Pro piipravu $té€pa se pouziva bud’
intaktni, netraumatizovand chrupavka nebo chrupavka riiznym zplisobem upravend, vétSinou
incisemi nebo drcenim (Boccieri et Macro 2006, Cakmak et Buyuklu 2007, Huiznig et de
Groot 2003, Kovac 2006). U takto traumatizované chrupavky je vSak nutno pocitat s veétsi
resorpci, piicemz jeji stupen zavisi na rozsahu traumatizace pii drceni (Cakmak et al. 2005,

Huizing et de Groot 2003).
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Zdrojem chrupavky pouZzivané k rekonstrukci byva na prvnim misté nosni septum
(Boccieri et Macro 2006, 2005, Dressner et Hilger 2008, Goessler et al. 2007, Huizing et de
Groot 2003, Murrell 2008, Nolst Trenité 2005, Sajjadian et al. 2010, Tardy 1997, Vuyk et
Zijlker 2005). Septélni chrupavka vSak po urazech a zejména po provedenych operacich nosu,
zvlasté po submukéznich resekcich nosniho septa podle Killiana (1904), velmi casto
v men$im ¢i vétSim rozsahu chybi (Becker et Becker 2003, Boccieri et Macro 2006, Dresner
et Hilger 2008, Murrell 2008, Sajjadian et al. 2010). Pfi rozsdhlejSich rekonstrukénich
vykonech je proto nutné vyuzit dalsi zdroje chrupavky.

Chrupavka usniho boltce nebo tragu byva vétSinou materidlem ,,druhé volby*
(Boccieri et Macro 2006, Foda 2008, Murrell 2004, Nassif 2005, Sajjadian et al. 2010). USni
chrupavka se vyznaCuje znacnou elasticitou a ohebnosti. Pro rekonstrukci nebo ndhradu
nckterych struktur (napf.alarnich chrupavek), ptipadné ke korekci sedlovitych deformit
nosniho dorza mé velmi vhodny tvar (Ansari et al. 2008, Araco et al. 2006, Ballert et Park
2008, Becker et Becker 2003, Gruber 2003, Menick 1999, Nassif 2005, Nolst Trenité 2005,
Huiznig et de Groot 2003, Perkins 2004, Vailka 2003). Vétsi poddajnost usni chrupavky
(zejména u Zen) a zvySend fragilita u starSich pacienti mohou byt nevyhodné v piipadech se
zvySenymi ndroky na mechanickou stabilitu a pevnost S$tépu a ztéZuji tdpravu Stépu do
poZadovaného tvaru (Allcroft et al. 1994, Murrell 2004, Lovice et al. 1999, Sajjadian et al.
2010, Tardy et al. 1985, Toriumi 2000, Valka 2003).

Boltec je rovnéZ vhodnym zdrojem kompozitnich stépit vyuzivanych pii
rekonstrukcich jizevnatych sten6z nosniho vestibula a nosni chlopné (Becker et Boom 2008,
Constantian 2002, Fedok 2008, Nolst Trenité 2005, Si¢dk 2007, Singh et Bartlett 2007, Tardy
et al. 1985, Valvoda et Vackova 1993, Walter 2005).

Diky absenci vetsi rovné plochy je usni chrupavka méné vhodné pro rekonstrukci
nosniho septa (Araco et al. 2006, Dolezal 1999, Sajjadian et al. 2010). Alesponi ¢aste¢ného
vyrovndni lze dosdhnou incisemi na konkdvni ploSe chrupavky (Murrell 2004), ale takto
upraveny Stép je mozné pouZit predevSim jako ,,vypli* mezi slizni¢ni listy do mist bez
naroki na mechanickou stabilitu, napiiklad pfi uzdavéru perforace septa (Kovac 2006).
V ptipadech rekonstrukce ventrokaudalni ¢asti nosniho septa, které zajistuje oporu nosnimu
dorzu a Spicce, jsou k zajisténi veétsi stability a mechanické odolnosti doporu¢ovany rtzné
typy specidlnich stehti (Boccieri et Macro 2004), sutura s dal$imi typy chrupavkovych Stépt,
rozdéleni usni chrupavky na dvé poloviny a jejich vzdjemna sutura (Pirsig et al. 2004, Fischer
et Gubisch 2006, Foda 2008). Mensi fragmenty chrupavky je mozné stabilizovat seSitim s

ploténkou kosti z lamina perpendicularis (Gubisch 2006, Huiznig et de Groot 2003, Kovac
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2006) nebo s komercné vyrabénou PDS folii vyrobené ze syntetického, biokompatibilniho a
biodegradovatelného materidlu polydioxanonu ( Bonisch et Mink 2000, Bonisch et Nolst
Trenité 2005, Kova¢ 2007), kterd se pti tloustce 0,15 mm v organizmu zcela rozklada
hydrolyzou béhem 25 tydnt

Odber usni chrupavky se provadi bud’ z fezu na zadni plose boltce (posteriorni
Boccieri et Macro 2006, Boccieri et Marano 2007, Faris et al. 2006, Gruber et al. 2003, Han
et al. 2008, Nolst Trenité 2005, Valka 2003). Jednodussi je pfistup z predni plochy boltce
(anteriorni, anterolaterdlni), ktery se hodi pro odbér kompozitnich $tépt, ale nevyhodou mtize
byt v nékterych piipadech viditelnd jizva tésn€ pod valem anthelixu (Fedok 2008, Foda 2008,
Huizing et de Groot 2005, Murrell 2004, Pirsig et al. 2004, Tardy et al. 1985, Wright et al.
2007). Usni chrupavka se odebird v rozsahu potfebném k ptipravé konkrétniho typu Stépu,
maximalné vSak v rozsahu cavum a cymba conchae, crus helicis se z estetickych divodi
zachovava (Boccieri et Macro 2006). Jako prevence vzniku hematomu se pouzivd komprese
ktize boltce prosSitymi tampony nebo vazelinovou gézou (Boccieri et Macro 2006, Murrell
2004, Nolst Trenité 2005, Valka 2003). Hojeni je vétSinou bezproblémové. Pti spravné
technice je riziko pooperacnich komplikaci, jako je infekce, hematom, pokles a deformity
boltce nebo jizevnaté zmény kiiZze, minimdlni (Sajjadian et al. 2010, Murrell 2004). V ptipadé
potfeby je moZné odebrat chrupavku z obou usSnich boltcii (Boccieri et Marano 2007, Murrell
2004, Pirsig et al. 2004).

Nejvétsi mnozstvi materidlu poskytuje Zeberni chrupavka. Hodi se pro korekci
rozsahlych sedlovitych deformit chrupavcitého 1 kost€éného nosniho dorza nebo nosniho septa
(Cakmak et Ergin 2002, De Fatta et Williams 2008, Fischer et Gubisch 2006, Shubailat
2003). M4 ovsem nejvétsi tendenci k dislokaci a ke zméné tvaru (ohnuti, zkrouceni), proto se
pouzivd z celé tloustky chrupavky pouze centrdlni segment, ktery by mél byt z hlediska
udrZzeni tvaru nejstabilngjsi (Dolezal 1999, Huizing et de Groot 2003, Kim et Gurney 2006 ).
U starSich osob byva Zeberni chrupavka casto kalcifikovand, proto je jeji opracovéani do

Odber chrupavky ze Zebra je ve srovnani s odbérem usSni chrupavky zatiZzen
podstatné vét§imi komplikacemi, z nichZ nejzdvaznéjsi je vznik pneumotoraxu (Mackay 2005,
Marin et 2008, Sherris et Kern 1998). Riziko poranéni pleury je vét$i pfi odbéru chrupavky
z5. — 7. zebra, proto je doporucovdn odbér z 10. — 11. Zebra (Gentile et Cerveli 2009,
Shubailat 2003). Rovnéz velikost jizvy, zvlasté u Zen, nebo dokonce deformita hrudni stény

muZe byt pro nékteré pacienty obtiZzn¢ akceptovatelnd (Bracaglia et al. 2005, Baran et al.
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2005). Bolest v mist¢ odbéru je vyrazné vétsi a trvd déle ve srovnani s odbérem Stépu
z boltce. Z téchto divodi je Zeberni chrupavka vyuZivdna vétSinou operatérti jen v piipadech,
kdy neni mozné ziskat dostatek materidlu z jinych zdroji (Fischer et Gubisch 2006, Huizing
et de Groot 2003, Kim et Gurney 2006, Marin et al 2008, Perkins 2004, Shubailat 2003 ).

V nékterych zemich je oblibend prezervovand allogenni chrupavka (Foda 2008).
Duvody jsou stejné jako u alloplastickych materidll, tzn. snadnd dostupnost v dostatecném
mnoZzstvi, bez nutnosti odbéru vlastni tkdn¢ (Demirkan et al.2003). Nevyhodou je sklon
k fibrotizaci a kalcifikaci (Gibson et Davis 1977) a podle nékterych autor i vEétsi stupen
resorpce ve srovndni s autologni chrupavkou (Dolezal 1999, Kridel et Konior 1993). Pro
odbér, zpracovani a uchovavani existuji pfisnd pravidla. Pii procesu zpracovani musi
dochdzet k likvidaci nejen bakterii a virQ, ale i prionti. Vzhledem k tomu, Ze riziko pfenosu
nemoci nelze zcela vyloucit, je v nékterych zemich jeji pouzivani zakdzdno (Huizing et de
Groot 2003).

Stépy jsou obvykle déleny podle funkce na dvé zdkladni skupiny:

A) Strukturdlni - slouzi k ndhradé chybéjicich nebo rekonstrukci piipadné zpevnéni
poskozenych anatomickych struktur.

B) Kamufldazni - zakryvaji deformitu, vypliluji defekty rtizného rozsahu (sedlovitd deformita
nosniho dorza, fissury, dehiscence, drobné vklesliny apod.), ptipadné zvyraziuji nékteré
struktury (nosni Spicka), aniZ by dosSlo ke zméné tvaru nebo postaveni ptivodni anatomické
struktury a tim k ovlivnéni funkce. Maji tedy vyznam predevsim esteticky.

Podle charakteru deformity se pouZivaji §té€py z riznych materidlii a zdrojii. Podle
potifeby se soucasné¢ kombinuji $t€py strukturdlni a kamuflaZni. Existuje velké mnoZstvi
ruznych typt $tépi, jejich ndzvoslovi ale neni zcela jednotné, pro stejny typ St€épu miiZe
existovat i vice nazvu (Boccieri et Macro 2006, Nolst Trenité 2005, Huizing et de Groot 2003,
Perkins 2004, Vuyk et Zijlker 2005).

Velkou pozornost je tfeba vénovat precizni tipravé Stépu, kterd ma velky vliv na
vysledek operace. Povrch Stépu by mél byt co nejhladsi, okraje sefiznuté, zaoblené nebo
zmekeené, nemél by mit Zadné ostré hrany. Jakdkoliv nerovnost mize byt pozdé&ji, zvlasté u
jedinct s tenkou ktzi, velmi ndpadnd (Dresner et Hilger 2008, Gruber 2003, Huiznig et de
Groot 2003, Mackay 2005, Murrell 2008, Sajjadian et al. 2010, Si¢dk 2007, Tardy et al.1985).
S chrupavkou je nutné pfi upravé do pozadovaného tvaru manipulovat velmi jemné tak, aby
nedochdzelo ke zbyte¢né traumatizaci a nezvySovala se tak pravdépodobnost resorpce Stépu.
S tou je nutno pocitat zejména u drcené chrupavky, u niZ muze byt navic resorpce

nepravidelnd a zptisobovat nerovnosti na povrchu §tépu (Sicak 2007).
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V ptipadé€ potieby, zejména pro augmentaci sedlovitych deformit nosniho dorza,
Ize pouZzit vicevrstevné (, sendvicové*) stépy slozené z nékolika vzdjemné seSitych vrstev
chrupavky (Boccieri et Marano 2007, Han et al. 2008, Huizing et de Groot 2003, Sajjadian et
al. 2010), pficemz lze kombinovat chrupavky z riiznych zdrojl, nejcastéji septdlni a uSni
(Murrell 2008). Jednotlivé vrstvy (obvykle dvé az tfi) musi byt v co nejtésnéjSim kontaktu a
okraje musi byt dokonale upraveny (Allcroft et al. 1994, Boccieri et Marano 2007, Pirsig et
al. 2004, Sajjadian et al. 2020, Tardy et al. 1985).

Velikost a tvar stepu by mél byt pfimefeny defektu, extrémné velké St€py mohou
vést k nekroze a infekci, piipadné dislokaci a extruzi (Dresner et Hilger 2008, Sicak 2007).
Dokonald anatomickd rekonstrukce poskozenych nebo chybgjicich struktur zdsadné pfispiva
k obnoveni normalni funkce a vzhledu, ale soucasn¢ také snizuje potfebu pouziti riznych typa
kamuflaznich $tépti (Menick 1999).

Stepy jsou fixovdny k pivodnim strukturim pomoci vstiebatelnych nebo
nevstiebatelnych stehil, piipadné fibrinového lepidla nebo mikroSrouby v ptipad¢ kostnich
transplantat (Boccieri et Macro 2006, Huizing et de Groot 2003, Nolst Trenité 2005,
Shubailat 2003, Valka 2003). V nékterych piipadech fixace st€pl neni nutnd, vkladaji se do
pfedem precizné pfipravené podkoZzni ,.kapsy®, kterd musi co nejpfesnéji odpovidat velikosti
Stépu, aby nedoslo k jeho dislokaci (Cakmak et Buyuklu 2007, Mackay 2005, Murrell 2008,
Perkins 2004, Sykes 2008, Tardy et al. 1985). Preparace ma probihat co nejtésnéji ke
stavajicim strukturdm nosniho skeletem, aby byla zachovana co nejsilnéjsi vrstva meékkych
tkani nad Stépem (Murrell 2008). Spravné umisténi Stépu mize usnadnit i vyuZiti vodiciho
vldkna, vyuzivané vétSinou pfi zaviené technice (Huizing et de Groot 2003, Murrell 2004,

Mackay 2005, Murrell 2008, Perkins 2004).

1.3 Piiprava chrupavkovych implantati metodami tkanového inZenyrstvi

Nedostatek organti vhodnych pro transplantaci nebo tkani potiebnych k ndhradé
velkych pooperacnich nebo posttraumatickych defekt vedl v osmdesatych letech dvacatého
stoleti ke vzniku interdisciplindrniho oboru nazvaného tkanové inZenyrstvi. Jeho zdkladnim
cilem je vyvoj a vytvareni umélych, v laboratoii pfipravenych tkani a orgdni slouZzicich
k obnové, zachovani nebo zlepSeni funkci poSkozenych tkani nebo nahradé chybéjicich Casti
lidského organismu. Nové tkan€ nebo i celé organy lze ziskat kultivaci buné€k na vhodném
biokompatibilnim nosic¢i (scaffoldu), ktery vytvaii podplrnou konstrukci pro rast bunék a

celych tkéani. Timto zplisobem jiz byly v experimentalnich podminkach pfipraveny nejraznéjsi
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lidské tkané, napiiklad chrupavka, kost, klize, §lachy, svaly, mocova trubice a méchyft, tkané
pohlavnich orgdnd, ledviny, rohovky apod., z nichZz nékteré jiZ naSly uplatnéni v klinické
mediciné (Narins et al. 2003, Jackson 2001, Koduri et al. 2006). VétsSimu rozsifeni vSak zatim
brani pomérné dlouhd doba mezi ptipravou tkané v laboratofi a jejim uvedenim do klinické
praxe, kterd trva obvykle 10-20 let.

V oblasti hlavy a krku je autologni chrupavka hojné vyzivanym rekonstrukénim
materidlem. Zdroje autolognich chrupavek jsou vSak omezené a problémy nastdvaji zejména
pii opakovanych odbérech tkané (Rotter et al. 2005). Jako vhodnd alternativa se proto jevi
autologni chrupavka ptipravend pomoci metod tkanového inZenyrstvi.

Vroce 1990 Vacanti a spol. prokdzali, Ze lze vytvofit chrupavkovou tkan na
vhodném biodegradovatelném nosic¢i. Od té doby probihd v tomto sméru intenzivni vyzkum
zaméefeny na vytvotfeni chrupavky prakticky pouzitelné v humanni medicin€. Transplantace,
resp. implantace autolognich kultur kloubnich chondrocytli (ACT - autologous chondrocyte
transplantation; ACI — autologous chondrocyte implantation) vdzanych na nosice z kyseliny
hyaluronové (Grigolo et al. 2002, Marcacci et al. 2005, Pavesio et al. 2003, PodSkubka et al.
2006) nebo jako suspenze bunék ve fibrinovém lepidle (Handl et al.2006, Visna et al. 2004)
defekti kloubnich chrupavek (Brittberg et al. 1994). Nosi¢e ve formé homogennich geld
umoziuji pomérné snadné vyplnéni defektu kloubni chrupavky rtizného tvaru. Oproti tomu
jsou pozadavky na vlastnosti chrupavky pro vyuZziti v oblasti hlavy a krku pon¢kud odlisné.
Implantity musi vykazovat pfedev§Sim dostatenou mechanickou stabilitu nutnou k udrzeni
pozadovaného tvaru, protoZe funkce chrupavek v této oblasti je zejména podplrnd a
stabilizujici. Tomu musi odpovidat i struktura a sloZeni pouZitého nosice.

Klinické aplikace arteficidlné pfipravené autologni chrupavky v ORL oblasti byly
dosud pouze ojedin¢lé (Yanaga et al. 2004, Yanaga et al. 2006, Yanaga et al. 2009) a
vysledky zatim nesplnily ocekavani (Biicheler et Haisch 2003, Peiseler 2001, Rotter et al.
2005). Na rozdil od ortopedickych indikaci, kdy je nosi¢ osidleny chondrocyty umistén do
tzv. imunoprivilegované oblasti kloubu (Brittberg et al. 1994), vede subkutdnni pozice
implantatu v oblasti hlavy a krku u imunokompetentnich jedincii k zanétlivé reakci a jeho
nasledné resorpci (Rotter et al. 2005). Pres dosaZeny pokrok tak zlstdva vyuZziti chrupavkové
tkané vytvofené pomoci metod tkdnového inZenyrstvi v oblasti hlavy a krku predevS§im
predmétem experimentdlnich studii zaméfenych na jeji budouci aplikaci pti rekonstrukénich
operacich nosniho skeletu (Kamil et al. 2003, Puelacher et al. 1994, Zhang et al. 2009), uSnich
boltci (Cao et al. 1997, Haisch et al. 2002, Shieh et al. 2004, Sterodimas et al. 2009), usniho
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bubinku (Kabelka a spol. 2005) nebo trachedlnich prstenct (Vacanti et al. 1994, Kim et al.
2010, Klein et al. 2005, Komura et al. 2008).

Zéakladnim principem piipravy chrupavky nebo jakékoliv jiné tkdané¢ metodami
tkanového inZenyrstvi je osidleni vhodného nosice vlastnimi bunikami pacienta pfipravenymi
v dostatecném mnoZstvi a nasledné pieneseni takto vzniklého implantatu na misto urceni
v téle pacienta (Obr.I). Cely proces se pak sklddad z n€kolika €asti: 1) odbér vzorku tkdné, 2)
izolace bun¢k a jejich pomnoZeni v kultivaénim mediu, 3) pieneseni kultury bunék na
scaffold a kultivace bunc¢k ve scaffoldu, 4) implantace novotvofené tkdn¢ do organismu.
V poslednich letech se sice rozvijeji i metody piipravy tkani bez pouziti scaffoldu, jsou vSak
zatim podstatné méné rozSiteny ve srovnani s metodami vyuZzivajicimi nosi¢e bunék
(Furukawa et al. 2008, Gilpin et al. 2010, Naumann et al. 2004, Tani et al. 2010, Yanaga et al.
2006).

Biopsie

chrupavky \:

Enzymaticka
izolace chondrocytu

2 |

Bunécéna kultura
TR (monolayer)

Kultura chondrocytl na
trojrozmérném nosici

Obrazek 1. Schéma piipravy chrupavky pomoci metod tkanového inZenyrstvi. Chondrocyty

ziskany biopsii chrupavky nosniho septa pii septoplastice. Pfevzato z Goessler et
al. (2007)
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1) Odbér vzorku tkané

Pro piipravu arteficidlni chrupavky se pouzivaji nejcastéji autologni chondrocyty,
jejichz zdrojem je v ORL oblasti obvykle nosni septum nebo usni boltec (Homicz et al.
2003). Odbér 1ze provést bud’ excizi malého vzorku chrupavky nebo jehlovou biopsii. Touto
cestou se ziskd vzorek o velikosti do Imm3, ktery je vétSinou dostacujici pro nédslednou
kultivaci (Megerian et al. 2000). Pro pacienta je tento postup minimaln¢ zatézZujici a 1ze ho
bez probléml opakovat. Dal$i moznosti je pouZziti multipotentnich mezenchymovych
kmenovych bun€k ziskanych z kostni diené¢ (BMSCs — bone marrow mesenchymal stem
cells) a izolovanych standardizovanymi postupy (Chen et al. 2005, Han et al. 2008, Lee et al.
2004, Liu et al. 2008, Park et al. 2009, Zhang et al. 2009), ptipadné¢ mezenchymovych
kmenovych buné¢k ziskanych z tukové tkainé¢ (AMSCs — adipose tissue-derived mesenchymal
stem cells) (Huang et al. 2004, Lee et al. 2004). Za vhodnych podminek jsou tyto bunky
schopny se diferencovat na rizné bunécné typy, napf. osteoblasty, chondrocyty, adipocyty
apod. (Goessler et al. 2007, Johnstone et al. 1998, Li et al. 2010, Peltari et al. 2008, Pittenger
et al. 1999, Reyes et al. 2001).

2) Izolace a kultivace bunék v kultivaénim médiu

Ze ziskaného vzorku tkan¢ je pod mikroskopem mechanicky oddé¢leno
perichondrium a chrupavka je rozdélena skalpelem na fragmenty o velikosti pfiblizn€ 1 x 1
mm. Takto pfipravené fragmenty chrupavky jsou inkubovédny v roztoku, ktery obsahuje
enzymy (nejCastéji bakteridlni kolagendzy, dédle hyaluroniddzu, trypsin, papain apod.)
rozkladajici mezibunéfnou hmotu (Bos et al. 2002, Biicheler et Haisch 2003). Suspenze
bunék ziskand odstranénim rozpusténych sloZek extraceluldrni matrix je poté kultivovana in
vitro ve standardnich kultiva¢nich médiich (DMEM nebo F12 Ham’s) obohacenych o
antibiotika, lidské nebo fetdlni teleci sérum (Badrul et al. 2004, Yanaga 2004), rGstové
faktory (Gassmaier et al. 2008, Chung et Park 2007, Shieh et al. 2004) a n¢které dalsi slozky
branici dediferenciaci chondrocytti, napiiklad kyselinu askorbovou (Freyria et al. 1999) nebo
kortikosteroidy (Wang et al. 2004). Z1 mm3 chrupavky lze izolovat 1.103 az 1.104
chondrocyttl, jejichz viabilita se pohybuje okolo 80 — 90% (Jakob et al. 2003, Kabelka et al.
2005). Béhem 8 tydenni kultivace se jejich pocet zvysi sto az stotisickrat (Sittinger et al.

1997).
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V prostiedi in vitro rostou buiiky nejcastéji ve dvojrozmérné kultufe (monolayer).
Do svého okoli uklddaji jen malé mnozstvi syntetizované extraceluldrni matrix (ECM), zbytek
je odplaven do kultivatniho média. Behem proliferace v monolayeru dochazi k postupné
zméné fenotypu kultivovanych bunék. Chondrocyty ztraci svij ptivodni okrouhly tvar a méni
se na bunky vietenovitého tvaru podobné fibroblastim, dochdzi k jejich dediferenciaci
(Homicz et al. 2003, Schnabel et al. 2002, van Osch et al. 2004)). Soucasn¢ s tim ustava
v bunkéch syntéza kolagenu typu II, ktery je pro chrupavku specificky (Von der Mark et al.
1977) a misto toho buniky vytvéii kolagen typu I a III (Aulthouse et al. 1989, Castagnola et al.
1988, Lefebvre et al. 1990). Na zdklad¢ imunohistochemického vySetfeni a ultrastrukturalni
analyzy provedenych v nékterych studiich vSak nekoreluje tvar bun€k s expresi fenotypu
chondrocytt (Grigolo et al. 2002, Horton et Hassel 1986, Li et al. 2006, Malleim-Gerin et al.
1990).

Rediferenciace bunék, kdy bunky ziskdvaji zpét plivodni tvar a zacinaji znovu
syntetizovat kolagen II. typu a proteoglykany, 1ze dosdhnout jednak jejich umisténim na
trojrozmérny nosi¢ vhodného sloZeni a struktury (Aulthouse et al. 1989, Dai et al. 2010,
Martin et al. 1999, Grigolo et al. 2002), jednak pfidanim vhodnych rtastovych faktori do
kultiva¢niho media, pfipadné jejich inkorporaci do struktury nosice.

Riistové faktory stimuluji rist, proliferaci a diferenciaci chondrocytil in vitro i in
vivo a zvysuji produkci extraceluldrni matrix (Gaissmaier et al. 2008, Trippel 1995) . Nejvétsi
pozornost je vénovana témto rastovym faktortim: transformujicimu rastovému faktoru beta -
TGF-B (Transformig Growth Factor beta) (Grimaud et al. 2002) a jeho izoformdm TGFp1
(Chung et Park 2007, Park et al. 2009), TGFB2 (Filova et al. 2008, Shieh et al. 2004) a TGF3
(Han et al. 2008, Lee et al. 2004, Maher et al. 2010), dédle pak fibroblastovému ristovému
faktoru - FGF (Fibroblast Growth Factor) (Kato et al. 1983, Isogai et al. 2005, Zou et al.
2006), rustovému faktoru derivovanému z trombocytii - PDGF (plateled-derived growth
factor) (Gaissmaier et al. 2005, Chen et Mooney 2003), kostnim morfogennim proteinim —
BMPs (Bone morphogenetic proteins) (Gassmaier et al. 2008, Melrose et al. 2008) a inzulinu
podobnému ristovému faktoru — IGF-1 (Insulin Like Growth Factor-1) (Loeser et al. 2003,
Posever et al. 1985). Diferenciaci a rast uSnich chondrocytii podporuje rustovy faktor
pojivové tkané — CTGF (connective tissue growth factor) (Fujisawa et al. 2008). Pouzivéani
rustovych faktort specifickych pro chrupavky v klinické praxi vSak zatim nebylo schvéleno,
zejména z diivodu problematické kontroly kvality, neznalosti vSech jejich biologickych funkci

a v neposledni fad¢ pro vysokou cenu zdkladni suroviny (Stoop 2008).
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3) Osidleni a kultivace bunék ve scaffoldu

Po dosaZeni poZadovaného mnoZzstvi bunék, fadove 10° - 10" v1 cm3, se buiky
pfenesou na trojrozmerny nosi¢ vhodného slozeni, tvaru a vnitini struktury (napiiklad pii
pouziti hydrogelli nebo polylaktidovych vldken) (Obr.II), piipadn¢ se smisi s materidlem
scaffoldu (u nosi¢l na bazi fibrinového lepidla). K adhezi bun€k k vnitinimu povrchu
scaffoldu dochédzi béhem prvnich 6 — 12 hodin, zdvojndsobeni poctu bun¢k nastava piiblizné
za 23 hodin (Favaretto et al. 1989). Vazba bunck mulze byt zprostfedkovina napiiklad
vhodnymi funkénimi skupinami (Jeschke et al. 2002) nebo povrchovym nédbojem (Qiu et al.
1998, Lesny a spol. 2005). Chondrocyty rostouci v nosi€i vytvafeji extracelularni matrix,

ktera postupné vypliuje jejich okoli.
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Obrazek I1. Chondrocyty na povrchu (A) a uvniti (B) scaffoldu z PLLA
(elektonmikroskopicky). Pfevzato z Gong et al. (2008)

Scaffoldy - struktura, sloZeni a vlastnosti

V ptedchozim textu jiZ bylo zminéno, Ze jednim z nejdiilezitéjSich predpokladd
pro dosazeni rediferenciace kultivovanych chondrocyti a produkce mezibunééné hmoty je
pouziti trojrozmérného nosi¢e vhodného tvaru, sloZeni a wvnitifni struktury umoZziujici
rovnomérné prostorové usporadani chondrocytii (Hutmacher 2000, Biicheler et Haisch 2003).

Pro pfipravu nosicl se pouzivaji materidly prirodniho puvodu nebo materidly
syntetické event. jejich kombinace. Zdkladnim pozadavkem, ktery musi materidl nosiCe
splnovat, je jeho biokompatibilita — nesmi vyvoldvat nepfiznivou jak lokdlni, tak celkovou
reakci organismu, musi byt netoxicky, neantigenni, nepyrogenni, netrombogenni,

nemutagenni, nekancerogenni a neteratogenni (Stoop 2008). Dale by m¢l ulehCovat migraci,
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adhezi a proliferaci bun€k a soucasné¢ by mél byt dostatené mechanicky odolny a lehce
sterilizovatelny (Mikos et al.2000, Tuli et al. 2003).

Biomateridly se podle chovani po implantaci ddle dé€li na nebiodegradovatelné a
biodegradovatelné. Nedegradovatelny (stabilni) nosi¢ neméni po osidleni buiitkami své
parametry a zustavd tak v nezménéné formé v organismu. Nevyhodou je pfitomnost ciziho
materidlu, ktery mize branit vzniku plnohodnotné tkané. Biodegradovatelné nosice jsou po
implantaci postupné hydrolyticky nebo proteolyticky rozkldddny a jejich soucdsti jsou
vyplavovény z organizmu (Piskin 2002, Lesny 2005). Materidl biodegradovatelného nosice je
postupné nahrazen novou tkani. Do té doby by mél nosi¢ zajistovat dostate¢nou mechanickou
oporu. Rychlost degradace by tedy v idedlnim ptipadé méla odpovidat rychlosti formovani
nové tkan¢ (Chung et Park 2007, Gong et al. 2007, Rotter et al. 2005). Produkty degradace
nesmi byt lokdln¢ ani systémové toxické ani nesmi vyvoldvat zanét in vivo (Edwards 2003,
Sterodimas et al. 2009). Nevyhodou biodegradovatelnych nosi¢i mize byt mald mechanicka
pevnost a zvySené vrustdni cév a vaziva (Britt et Park 1998), nestejnomérnd tvorba
extracelularni matrix v nosici (Gong et al. 2007), nerovnomérné uvoliiovani nebo hromadéni
Stépnych produktl s nezddoucimi Gcinky.

Materidly prirodniho puvodu jsou pouZzivany k vyrob¢ scaffoldli predevSim pro
jejich dobrou biokompatibilitu, biodegradabilitu a schopnost plnit ¢etné biologické funkce,
vyhodou je napiiklad existence pfirozenych vazebnych mist pro buiikky. Nevyhodou je
zejména obtizné dosaZeni piesné reprodukovatelnosti jejich vlastnosti pti opakované piiprave,
mensi mechanickd odolnost (Glowatzki et al 2008, Liao et al. 2007) a riziko pfenosu
nckterych chorob (Stoop 2008). Mezi nejcastéji pouZivané piirodni polymery v oblasti
tkanového inZenyrstvi patii kolagen (Koduri et al. 2006, , Matthews et al. 2002, Pieper et al.
2002) , fibrin (Hominga et al. 1993), alginat (Perets et al. 2003, Rowley et al. 1999), derivaty
kyseliny hyaluronové (Aigner et al. 1997, Leach et al. 2003, Milella et al. 2002) nebo
biosyntetické polymery jako je Zelatina (Chang et al. 2003) a chitosan (Bhattarai et al. 2005,
Jeon et al. 2007, Subramanian et al. 2005).

Syntetické nosice jsou Casto preferovany pro velky vybér biodegradabilnich
polymernich materidli, piesn¢ definovaného tvaru, slozeni a vlastnosti, které je mozné
béhem vyroby ovlivnit podle pozadavkii na konkrétni aplikaci. (Peter et al. 1998, Chung et
Park 2007). Nejvyznamnéjsi skupinou syntetickych biodegradabilnich polymerti jsou
polyestery, z nichZ se velké oblibé t€si zejména poly(a-hydroxyestery) polymlécna kyselina
— PLA (polylactic acid) a jeji formy, kyselina L-polymlé¢nd — PLLA [poly (L- lactid)] a
kyselina DL-polymléénda — PDLLA, [poly (D,L- lactid)], polyglykolovad kyselina-PGA
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(polyglycolid) a jejich kopolymer — PLGA [poly (lactid-co-glycolid)] (Gunatillake et
Adhikari 2003, Shi et al. 2002). Dalsi upravy vlastnosti scaffoldi je mozné dosdhnout
syntézou vhodnych kopolymerti. V zavislosti na pomérném zastoupeni jednotlivych sloZek
kopolymeru lze ovlivnit rychlost degradace nebo mechanické vlastnosti podle konkrétnich
pozadavkl. Naptiklad polymer ve slozeni 90% PGA a 10% PLLA byl vyvinut firmou
Ethicon jako absorbovatelny Sici materidl pod nazvem Vicryl®. Tyto polymery degraduji
nespecifickym hydrolytickym Stépenim svych esterovych vazeb. Pfi hydrolytické degradaci
PLLA vznikd kyselina mlé¢nd (laktat), kterd je typickd pro anaerobni metabolismus |,
produktem degradace kyseliny polyglokolové je netoxickd kyselina glykolovd. Tvorba
kyselych degradac¢nich produktli téchto polymerii miZe vSak v dasledku poklesu pH
negativn¢ ovlivilovat adhezi a rist bunék (Athanasiou et al.1995, Baek et Ko 2006, Kim et al.
2007, Lu et al. 1999, Rotter et al. 1999). Tuto nevyhodu nemaji jiné biodegradabilni
hydrogely jako je polyethylen glykol (PEG), ktery vytvaii pfiznivé a dobfe kontrolovatelné
prosttedi pro rast a diferenciaci bun¢k, ale na druhou stranu nemd dobré adhezivni a
transportni vlastnosti (Williams et al. 2003). Pro vyrobu chirurgického Sicitho materidlu,
nosict 1é¢iv nebo implantat je vyuzivan semikrystalicky polyester, polykaprolakton (PCL),
rozkladajici se hydrolyzou esterové vazby i pfi fyziologickych podminkich (Huang et al.
2003). Nevyhodou PCL je velmi pomald degradace in vivo. Proto byly pfipraveny
kopolymery poly (lactid-co-caprolacton) (PLC), poly (glycolid-co- caprolacton) (PGC) (Nair
et al. 2007) nebo semikrystalicky diblok kopolymer poly(g-caprolacton)-block-poly (L-lactid)
(PCL-b-PLLA) (He et al. 2009). Ve vodé rozpustné polymery jako je polyethylen oxid (PEO)
nebo polyvinyl alkohol (PVA) jsou vhodné napiiklad pro vyrobu nanovldkennych nosict
nebo hydrogelti (Schmedlen et al. 2002, Chung et Park 2007). K nové&jSim slibnym
biodegradabilnim materidlim vhodnym patii polyesterové elastomery Poly (Octanediol-co-
Citrat) (POC) a Poly (Glycerol-co-Sebacat) (PGS) jejichZ hydrolytickym rozkladem vznikaji
netoxické a ptirozené metabolické degradacni produkty (Jeong et Hollister 2010).

Pevné scaffoldy se vyrdbéji riznymi technologiemi ve formé gelu, hydrogelu,
poréznich houbovitych nebo pénovych struktur, mikrosfér, permeabilni plsti nebo vaty
s riznou hustotou vldken apod. Mezi netextilni techniky patii napiiklad vymyvani Castic,
formovani taveniny, zpéhovani plynem, suSeni za mrazu, heterofdzovd separace, rychlé
modelovani apod. (Harris et al. 1998, Moroni et al. 2008, Wnek 2004, Woodfield et al. 2004,
Yang et al. 2002, Yoon et Park 2001). Textilnimi technikami se ptipravuji tkané (pletenti,
tkani) a netkané textilie (elektrostatické zvldknovani, foukdni taveniny apod.), dnes Casto s

vyuzitim modernich technologii umoznujicich pfipravu nanovldken (Obr.VI) (Aigner 1998,
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Freed 1997, Greiner et al. 2007, He et al.
2009, Li et al 2002, Ma et al. 2005, Matthews L, 4
et al. 2002, Miiller 2006, Nam et al.. 2000,
Wise et al. 2009, Yen et al. 2009).

Kombinaci netextilnich technik |

stextilnimi a rdznych druhd materidlt, %

ptirodniho i syntetického pivodu, vznikaji tzv. %
Obrézek IIL. Hybridni scaffold z PLGA/collagen
(elektronmikroskopicky).

kompozitni nosice (Obr.Ill). Cilem je

dosaZeni vyhodnéjSich vlastnosti, které jsou

d4ny synergickym pésobenim jednotlivych Pievzato z (Dai et al. 2010)
druhi  pouzitych materidlt a lepSim e \‘ |
strukturnim uspofdddnim (Caterson et al.
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2001, Chen et al. 2003, Dai et al. 2010,

Schagemann et al. 2010). V experimentu byly

sdobrymi vysledky testovdny scaffoldy

tvofené kombinaci riznych pfirozenych 1
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polymeru, napfiklad hyaluronanu, kolagenu Obrazek IV. Ruzné typy alginatovych
typu I a fibrinu (Filovd et al. 2008). hydrogelu.

Pro pfipravu chrupavkovych implantitii se nejcastéji pouzivaji rizné homogenni
gely event. hydrogely (Obr.4) (Drury et Mooney 2003, Nguyen et West 2002) nebo tzv.
makroporézni nosice (Baek et Ko 2006).

Nejjednodussi skupinou nosicl jsou homogenni gely na bdzi kolagenu, kyseliny
hyaluronové, fibrinu a jejich kombinace. Poskytuji dostate¢nou oporu pro rast bunck,
extracelularni matrix vytvafend bufikami je zadrZovdna v jejich okoli podobné jako
v normdlni tkdni. V klinické praxi se nejCastéji pouZzivd suspenze b&Zného fibrinového
lepidla (Tissucol® apod.) s autolognimi kloubnimi chondrocyty. Vzhledem k tomu, Ze
fibrinové sité neplni v organizmu roli dlouhodobé¢ stabilnich podptrnych struktur (Haisch et
al. 2002), jsou nosice na bazi fibrinu vhodné spiSe pro vypliiovani riznych kloubnich defektt
v ortopedii (Handl et al.2006, Rotter et al. 2005, Visna et al. 2004).

Vysoce porézni struktura tzv. makroporéznich nosicii (existuji 1 nosice
mikroporézni) s dostate¢né velkymi, vzdjemné komunikujicimi péry (Obr.V a VI) a vysokym
pomérem mezi povrchem a objemem zajiStuji rovnomérné osidleni vnitintho povrchu,

dostate¢nou adhezi a proliferaci kultivovanych chondrocytl a poskytuji odpovidajici prostor
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pro produkci mezibunééné hmoty (Buma et al. 2004, Rotter et al. 2005). Pory nesmi byt ani
piili§ velké, protoZze by dochézelo k difuzi molekul novotvofené mezibunééné hmoty do
kultivaénitho média, ani piiliS malé, protoZze by plsobily jako ptekdZzka pro homogenni
distribuci bun€k a depozici mezibuné&né hmoty (Aigner et al. 1998, Peter et al. 1998).
Struktura scaffoldu musi byt dostatené¢ permeabilni, nesmi pusobit jako bariéra pro
metabolické procesy, protoze piisun Zivin a kysliku jsou v chrupavce zajisStovany pouze
difdzi ( Biicheler et Haisch 2003). Pro klinické vyuziti v oblasti hlavy a krku by mély
implantity vykazovat dlouhodobé dostatecnou mechanickou stabilitu, kterd by méla co

nejvice odpovidat mechanickym vlastnostem zdravé tkdn€ (Duda et al. 2000).
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Obrazek V. Scaffold z PCL Obrazek VI. Nanovldkenny scaffold z PLLA

(elektronmikroskopicky). (elektronmikroskopicky).
Prevzato z (Lebourg et al. 2008) Pievzato z (He et al. 2009)

Zvlastni skupinu tvofi injikovatelné biomateridly, které je mozné aplikovat do
mista defektu pomoci injekéni jehly. Jako pfiklad lze uvést termosenzitivni injikovatelné
hydrogely (Stile et al. 1999), fotochemicky sitované hydrogely (Williams et al. 2003),
neporézni €i vysoce porézni mikrosféry (Chun et al. 2004, Mercier et al. 2004, Kang et al.
2005, Kim et al. 2006, Thissen et al. 2006) nebo in-situ zformované scaffoldy vyuzivajici
schopnost samoorganizace (self-assembly) syntetickych polypeptidii (Holmes 2002, Kisiday
et al. 2002,).

Struktura biodegradabilnich polymernich scaffold s dobfe komunikujicimi pdry
je zdkladnim ptedpokladem pro osidleni a rist bun€k v nosi¢i. Povrchové charakteristiky,
uréované chemickym sloZenim materidlu, z néhoZ je nosi¢ vyroben, vSak nemusi vyhovovat
dal$im pozadavkiim, zejména na zajisténi selektivni adheze, migrace a proliferace bunék Ve
vétsin€é pripadd jsou k vytvoreni urCitého typu tkdné nutné specifické bunécné interakce

s molekulami mezibunécné hmoty.
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Vnitini  povrchy nosicii (ptredev§Sim ze syntetickych polymeri) jsou z téchto
divodl riznym zplisobem upravovdny fyzikalni adsorpci nebo chemickou modifikaci, kterd
diky kovalentnim vazbam zajist'uje vytvoreni stabilnéjsi adhezivni vrstvy pro navazani bunék.
Jedna se napiiklad o zavedeni funk¢nich skupin nespecificky podporujicich adhezi bun¢k,
napiiklad adsorpci poly-L-lysinu (Rotter et al. 1998) nebo kopolymeri s aminovymi nebo
karboxyldtovymi skupinami, adsorpci nebo chemickou vazbu vybranych makromolekul
extracelularni matrix a jejich derivatti (kolagen,Zelatina, fibronektin, laminin, vitronectin,
acylované derivaty kyseliny hyaluronové) (Ma et al. 2005, Nuttelman et al. 2001, Bhati et al.
2001). Byly také provedeny modifikace syntetickymi kopolymery obsahujici peptidické
strukturni motivy odvozené od proteinii extraceluldrni matrix (napiiklad RGD —arginin-lysin-
kyselina aspardgovd), specificky podporujici interakci s buiikami (Kubies et al. 2000, Hersel
et al. 2003).

Pro indukci tvorby chrupavky 1 ostatnich tkani jsou nékdy vyuzivany pfitomny
rustové faktory, které jsou riznymi zpusoby inkorporovany do struktury nosicd, odkud jsou
postupné uvoliiovany (Lutolf et Hubbell 2005, Sohier et al. 2008). Riistové faktory mohou byt
také nejprve navazany na mikrosféry a nasledné zabudovany do struktury scaffoldu (Fan et al.
2006, Isogai et al. 2005, Lee et al. 2004). Nicméné 1 tyto postupy maji své nevyhody, k nimz
patii naruSeni stability proteinli béhem vyroby scaffoldu a kritky polocas po uvolnéni do
télesnych tekutin (Chen et Mooney 2003).

Jako slibnd se proto jevi transfekce genti kddujicich rastové faktory do cilovych
bunék zajist'ujici kontinudlni expresi a uvoliiovani ristovych faktorti. Do struktury nosice je
inkorporovdna DNA kdédujici geny pro rustové faktory ve formé€ plazmidu, novéji v podobé
nanocasticovych polyplexti nebo polykationtovych kondenzacnich Cinidel nebo mikrosfér.
Timto zplsobem je ucinné zajisSténa transfekce a kontinudlni exprese genii a uvolilovani
rustovych faktortt (Nof et Shea 2002, Park et al. 2006, Sylvaya et Shea 2006, Jang et al.
2006, Guo et al. 2006).

Pres intenzivni usili neni otdzka optimdlniho strukturdlniho uspofddani a
materidlového slozeni scaffoldu zatim zodpovézena a zlstdva tak predmétem dalSiho

vyzkumu.
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2 Vymezeni cili prace

Vychozim bodem price bylo studium zdkladni histologické struktury a
imunofenotypu chondrocytli normdlni lidské usni chrupavky, kterym nebyla z pohledu
nékterych aspektli moderni histochemie a imunohistochemie dosud vénovdna dostate¢na
pozornost. Zaméfili jsme se pifedevSim na studium vyskytu jednotlivych izoforem aktinu.
v normdlni, patologicky zménéné a transplantované elastické a kloubni hyalinni chrupavkové
tkéni. Soustiedili jsme se na imunohistochemickou analyzu exprese aktinu na drovni proteinu,
ve vybranych piipadech jsme se vSak zabyvali analyzou jednotlivych izoforem aktinu i na
urovni transkribované mRNA. Dalsi oblasti zdjmu byla exprese riiznych izoforem S-100
proteinu a CD 34 i proliferacni aktivita chondrocyta.

Prvni vysledky pfinesly nckterd zjiSténi, kterd podstatnou mérou ovlivnila smér
naSeho dal§tho vyzkumu, nebot se podafilo identifikovat dosud nezndmé slozky
imunofenotypu chondrocyti elastické chrupavky, které jsme neocekdvali, a které bylo

soucasn¢ mozno sledovat i v lidské kloubni chrupavce.

Dil¢i cile prace 1ze shrnout do nasledujicich bodii:

1. Analyza zédkladni histologické struktury normdlni lidské usni chrupavkové tkdné se
zam¢efenim na distribuci chondrocytl i zdkladni komponenty mezibunééné hmoty tj.
elastickych vldken a porovnani s ndlezy v boltcich u nezralych lidskych plodi.

2. Podrobnd analyza imunohistochemickych markeri chondrocytii uSni chrupavky se
zaméefenim na otazku, zda chondrocyty usni chrupavky rovnéz exprimuji aktin hladké
svaloviny. V pozitivnim piipad¢ patrat po expresi jednotlivych izoforem aktinu a S-
100 proteinu v patologicky nezménéné lidské uSni chrupavce.

3. Histologické a imunohistochemické vySetteni patologicky zmeénénych usnich boltct od
pacienttl, u kterych doslo v této oblasti k traumatickému nebo zanétlivému poskozent,
vyZadujicimu 1é¢ebny chirurgicky zdkrok.

4. Histologické i imunohistochemické vySetteni vzorkl usni chrupavky transplantované
pacientim do oblasti nosniho skeletu, pokud bude provddéna z estetickych ¢i
funk¢nich divodii opera¢ni revize, za ucelem studia posttransplanta¢nich zmén a

vitality transplantované tkan¢.
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Sledovdani zmén exprese nejvyznamnéjSich markerd v intaktni, pfedoperacné
arteficidlné¢ traumatizované nebo v Zivném médiu kultivované lidské usni chrupavce
transplantované na urcitou dobu imunodeficitnim mysim.
Histologické ovéteni vysledkG kultivace chondrocytit lidské usni chrupavky na
riznych typech trojrozmérnych nosicu (scaffold) a ndslednd implantace
experimentdlnim mysim. Po 8 tydnech implantity vyjmout a vySetfit histologicky za
soucasného pouziti vyse uvedenych imunohistochemickych markert.
Sledovéani zmén usni chrupavky po jeji peroperacni traumatizaci v oblasti boltce a po
transplantaci autolognich stepii usni chrupavky subkutann¢ do oblasti dorza u krdlikii.
Analyza exprese jednotlivych izoforem aktinu v patologicky nezménéné,
osteoartrotické a posttraumaticky zménéné kloubni chrupavce.
Analyza autologni kultury kloubnich chondrocytit na nosici z esteru kyseliny
hyaluronové (Hyalograft® C, FIDIA Advanced Biopolymers, Italy) pfed transplantaci
do kloubnich defekti u lidi. Zaméfit se predevSim na hodnoceni zastoupeni aktin
pozitivnich chondrocytl a aktivity riznych izoforem S-100 proteinu.

10 mésicti po transplantaci vySe zminéné autologni kultury chondrocytii provést
patomorfologické vysetieni artroskopicky odebranych kontrolnich bioptickych vzorkii

nove vytvorené kloubni chrupavky.
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3 Material a metody

3.1 Experimentalni zviirata

Vsechny pokusy na laboratornich zvitatech byly provadény v centrdlnim
zvitetniku Centra pro experimentalni biomodely 1.LF UK Praha. Experimenty byly schvéleny
Etickou komisi VSeobecné fakultni nemocnice v Praze a byly odsouhlaseny Odbornou komisi

pro praci s pokusnymi zvitaty 1.LF UK Praha.

3.1.1 Mysi

V experimentech byly pouzity samice imunodeficitnich mysi NOD.129S7 (B6)
Ragl. (Pavod: The Jackson Laboratory, Bar Barbor, Maine, USA, mnoZeny v Centru pro
experimentélni biomodely 1.LF UK, Praha, CR). Mysi byly dod4ny v SPF kvalité (Specific
Patogen Free), stafi 3 mésice, vdha 20 g. Byly chovany a ustijeny po 5 v individudlné
ventilovanych boxech z polykarbondtu za sterilnich podminek. Krmeny byly dietou St-1
(Velaz s.r.o., Praha, CR), teplota ve zvéfinci byla podle vyhlasky 207/2004 Sb. 20 - 24°C a

doba sviceni 12 hodin.

3.1.2 Kralici

K chirurgickym experimentim jsme pouzili samice outbrednich kréliki
(Chinchilla Bastard, Charles River Deutschland, Germany), stafi 10 tydni, vdha 1800 —
2500g. Zvitata byla dodana firmou AnLab s.r.o.. Kralici byli chovéani v oddélenych kotcich.
Krmeni byli kompletni krmnou smési pro kraliky v laboratornich chovech KO 16 (Velaz
s.r.o., Praha, CR).
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3.2 Tkané

3.2.1 USni chrupavka

Vysettované vzorky lidské usni chrupavky jsme ziskali béhem indikovanych
chirurgickych zakroka (plastika usnich boltcli, odbér $t€pu usni chrupavky pro rekonstrukci
nosniho skeletu, revizni operace po augmentacni rinoseptoplastice s transplantaci uSni
chrupavky, plastika usniho bubinku, resekce Casti boltce pro rizné nadorové 1éze apod..)
provedenych na Odd¢€leni otorinolaryngologie VFEN a tyto vzorky byly rutinné biopticky
vySetfeny na Ustavu patologie 1. LF UK a VFN v Praze. VétSina vykond byla provedena
autorem této prace.

Dile jsme v ramci studie vysetfili také ¢asti boltcti od nedonoSenych, potracenych
plodii pitvanych na vyse zminéném ustavu.

Pro experimentdlni ucely jsme vyuzili Casti normdlni lidské usni chrupavky
nepouzité béhem rinoseptoplastiky pro rekonstrukci nosniho skeletu nebo fragmenty
chrupavky odebrané pfii plastice uSnich boltct. VSichni pacienti podepsali informovany
souhlas s pouzitim odebrané tkdn¢ pro vyzkumné ucely. Vzorky chrupavky jsme vlozili do
fyziologického roztoku a uchovévali v chladniGce pii teploté 4°C. Casovy interval mezi
odbérem chrupavky a transplantaci ve vétSiné piipadi nepiekrocil 24 hodin. Vyjimkou byly
dva piipady, kdy byla transplantace S§tépli provedena za 48 hodin po jejich odbéru. Osm
vzorkl chrupavky bylo pfed transplantaci uchovdvano 7 — 14 dna v Zivném roztoku pii
teploté 37°C.

V prvni cdsti experimentu jsme z chrupavky pfipravili riizné typy Stépi nebo
implantatl (trojrozmérné nosice s kulturou lidskych usnich chondrocyt), které byly nasledné
transplantovéany, resp. implantovany imunodeficitnim mySim do oblasti dorza. Za 8 az 16
tydnit po transplantaci byly S$tépy nebo implantity vyjmuty a histologicky a
imunohistochemicky vySetieny.

V druhé Ccasti experimentu provedené na krdlicich jsme rGznym zplisobem
traumatizovali usSni chrupavku u jednoho zvifete piimo v oblasti obou usnich boltct (bez
transplantace), u dalSich dvou kralikl jsme transplantovali autologni $té€py pfipravené z uSni

chrupavky subkutdnné do oblasti dorza. Po 8 tydnech byly Stépy odstranény a vySetieny.
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3.2.1.1 Normalni netransplantovana lidska usni chrupavka

Celkem jsme vysetiili 36 vzorkti nenddorové tkan¢ usni chrupavky. Jednalo se o :
1. 30 vzorkit normdlni elastické chrupavky usniho boltce, ktera byla soucasti vzorki
odebranych pro rtizné nadorové 1éze (nejcastéji bazaliomy), ddle béhem plastické
operace uSnich boltcii nebo myringoplastiky, event. pfi odbéru Stépu z usniho boltce
pro potieby rekonstrukce nosnitho skeletu ( 19 muzi ve véku 9 — 82 let; 11 Zen ve
véku 6 — 73 let)
2. Vzorky 6 usnich boltcii od nedonosenych a potracenych plodii v 20. — 22. tydnu
téhotenstvi, které nem¢ly samostatny pohfebni obfad. (4 plody muZzského pohlavi a 2

plody Zenského pohlavi)

3.2.1.2 Patologicky zménéna lidska usni chrupavka
Vysettili jsme vzorky patologicky zmenené lidské usni chrupavky od 5 pacientit, u
kterych doSlo v této oblasti k traumatickému (4 piipady) nebo zdnétlivému (1 piipad)

poskozeni, vyZadujicimu 1écebny chirurgicky zakrok.
3.2.1.3 Transplantovana usni chrupavka

3.2.1.3.1 Vzorky autologni usni chrupavky odebrané pri reviznich operacich nosu

V ramci indikovanych reviznich operaci nosu bylo nutné u dvou pacientii upravit
velikost a tvar Stépu z usSni chrupavky transplantované pti pifedchozi operaci provedené pred
13 resp. 67 meésici. Odstranéné Casti autotransplantitd jsme podrobili histologickému a

imunohistochemickému vySetfeni.
3.2.1.3.2 Lidska usni chrupavka transplantovana imunodeficitnim mySim

3.2.1.3.2.1 Priprava Stépi z lidské usni chrupavky pred transplantaci mySim

Celkem bylo pfipraveno a nasledn¢ transplantovano 23 imunodeficitnim mysim 32
stepi 7 lidské usni chrupavky. Vzhledem k tomu, Ze se jednalo o nevyuZzité zbytky chrupavky,
nebylo mozné vytvofit §tépy jednotného tvaru a velikosti. Piesto jsme se snazili dosdhnout
alespoil podobnych rozméra, které se pohybovaly v rozmezi cca 3 — 5 mm x 6 — 10 mm x 2

mm. Pro potieby studie vSak nebyla identickd velikost §t€pti rozhodujici.

38



A) Stépy z normalni chrupavky

Z vyse uvedeného poctu (32 stépli) jsme transplantovali celkem 6 stépii intaktni

usni chrupavky (Tab. 5), perichondrium bylo na obou stranach St€pu zachovéno.
B) Stépy z arteficidlné traumatizované chrupavky

Transplantovali jsme I8 stépu zlidské usni chrupavky (Tab. 6) upravenych
nasledujicimi zpusoby:

e 3 5tépy — perichodrium na jedné strané $t€pu zachovano, na druhé strané odstranéno

e 3 5tépy —perichondrium na obou strandch Stépu odstranéno

e 3 Stépy — perichondrium na jedné strané Stépu ponechdno, na druhé stran¢ odstranéno
a provedeno né€kolik incisi chrupavky vzdalenych od sebe 2 — 3 mm piiblizn¢ do
poloviny tloustky chrupavky

e 3 §tépy — perichondrium odstranéno z obou stran Stépu, na jedné stran¢ provedeno
n¢kolik incisi chrupavky vzdélenych od sebe 2 — 3 mm pfiblizné do poloviny tloustky
chrupavky

e 3 5tépy — chrupavka nafezdna na n€kolik drobnych fragmenti o velikosti 2 X 2 mm

e 3 3tépy — chrupavka mirné rozdrcena v drtici (Cottle bone crusher, 523900, Karl Storz,

Némecko)
C) Stépy z chrupavky uchované v Zivném roztoku

Osm vzorku usSni chrupavky (Tab.7) odebrané pii operaci bylo ocisténo od
okolnich mékkych tkani. RovnéZz byla Castecné odstranéna perichondrdlni vazivova tkan a
makroskopicky i perichodrium z obou stran. Poté byla chrupavka po dobu 7 — 14 dnt
kultivovdna v Zivném roztoku Nutriet mixture F12 Ham (Sigma, St. Louis, MO, USA)
doplnéném o 10% fetdlni teleci sérum, s 80 pug/ml gentamicinu ve vlhkém inkubdtoru pfi
teploté 37°C s 5% CO2. Po vyjmuti z media byly vzorky chrupavky promyty ve fosfatovém
pufru (PBS, Sigma, St. Louis, MO, USA) a ndsledn¢ transplantoviany imunodeficitnim

mySim.
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3.2.1.3.2.2 Priprava implantati ze scaffoldi a tkanové kultury lidskych uSnich

chondrocytiu

Operativné vyjmutd uSni chrupavka byla ociSténa od okolnich mékkych tkéani
véetn¢ perichondria, rozkrdjena na drobné fragmenty mens$i neZz 1 mm v priméru a
enzymaticky natrdvena kolagendzou II 2mg/ml (Sigma, St.Louis, MO, USA) a 0,1 mg/ml
hyaluroniddzou (Sigma, St..Louis, MO, USA), které byly rozpustétny v DMEM mediu
(Dulbecco’s Modified Eagle’s Minimal Essential Medium, Sigma, St.Louis, MO, USA) pfi
teploté 37°C po dobu 18 hodin.

Izolované buiiky byly kultivoviny v DMEM mediu doplnéném o 10% fetdlni
teleci sérum s 80 pg/ml gentamicinu pfi teploté 37°C s 5% CO2 po dobu 7 - 21 dni (vSechny
pouzité ingredience byly od firmy Sigma, St.Louis, MO, USA). Vyména média probihala
kazdy treti den kultivace.

Scaffoldy (viz déle) ve tvaru plochych diskli o priméru 6 mm a tloustce 2 mm
(Obr.VII A) byly nejprve ponofeny do fosfatového pufru (PBS, Sigma, St. Louis, MO, USA)
za Ucelem vypuzeni vzduchu z port, ndsledné byly ponofeny do media pouzitého pfi
kultivaci a osidleny vykultivovanymi chondrocyty. Druhy den po osidleni chondrocyty byly
scaffoldy opét ponofeny do PBS a po vyjmuti byly pfipraveny k vlastni implantaci. Zpocatku
jsme ponechdvali scaffoldy ponofené v kultivatnim mediu 4 dny, abychom dosahli co
nejvéts§tho poctu chondrocytli na nosi¢i. Opakované jsme mikroskopicky vySetfovali jak
suspenzi chondrocytd pted osidlenim scaffoldu i vlastni scaffoldy po 1 aZ 4 dnech kultivace
v zivném roztoku s vykultivovanymi chondrocyty. Zjistili jsme, Ze neni signifikantni rozdil v
poctu vitdlnich bunék po 1. a 4. dnu na scaffoldech, proto jsme dobu kultivace zkratili na 1
den.

Bylo pfipraveno celkem /4 implantdtii z riznych druht scaffoldti (Tab.8). Dva
nosi¢e ze Zelatiny byly ve formé pény, zbylych 12 bylo tvofeno nanovldkny z riznych
polymer. Nosi¢e s kulturou lidskych uSnich chondrocytii byly implantovany 11
imunodeficitnim mysSim.

Scaffoldy ve formé Zelatinové pény:

e 2 kusy z 5% zelatinové pény (Gelita Imagel BP Typ 68 917) v D H20

Scaffoldy z nanovlidken:

e 2 kusy PCL - polycaprolakton (Obr.VII A-C) (WAKO Pure Chemical Industries,

Japan), rozpusténo a zvlaknéno v roztoku chloroform/ethanol (9:1)
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e 2 kusy PLGA - kopolymer kyseliny mlécné a kyseliny glykolové (75/25) (Lakeshore
BiomaterialsTM, Birmingham, Alabama, USA)

e 2 kusy PVB — polyvinylbutyrat
e 6 kusi nanovldkna PVA/Chitosan — polyvinyl alkohol (Sloviol M — NCHZ a.s.,
Novaky, SR)/ Chitosan (Medicol), hmotnostni pomér 89:11 (obsah chitosanu v suSiné
- 2,3 wt%), sitovéano pti 140° C 15 minut, ndsledné zvldknéno
Viechny nosi¢e byly piipraveny v Laboratofi tkdfiového inZenyrstvi Ustavu experimentalni

mediciny AV CR v.v.i.
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Obrazek VII. Scaffold z PCL (nanovldkna). A, B makroskopicky;
C elektronmikroskopicky

Foto: Laskavosti Mgr. Prosecké, Laboratot tkanového inZzenyrstvi UEM AV CR v.v.i.

3.2.1.4 Usni chrupavka u kraliku

3.2.1.4.1 Zpusoby traumatizace usni chrupavky v oblasti boltce

Chrupavka obou usnich boltci u jednoho krilika byla upravena ndsledujicimi

zpusoby:

odstranéni ¢asti usni chrupavky obdélnikového tvaru o velikosti 15 x 20 mm,
odstranéni perichondria na jedné stran¢ a jeji opétovné vloZeni do mista odbéru
transkartilaginézni incize chrupavky v délce 30 mm a jeji naslednd sutura

pet inkompletnich incizi piiblizné¢ do poloviny tloustky chrupavky na jedné strané
dlouhych 30 mm a vzdalenych od sebe 2 mm

rozdéleni ¢asti usSni chrupavky na nékolik drobnych fragmentl o velikosti cca 2x2 mm

vcetné perichondria, jejich uvolnéni a ponechéani v blizkosti mista odb&ru
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3.2.1.4.2 Piiprava autolognich $tépu z usni chrupavky u kraliki

Z chrupavky obou usnich boltcti u dvou krélikti byly vytvotfeny ¢tvercové Stépy o
velikosti cca 10 x 10 mm. U kazdého zvifete jsme odebrali celkem ctyfi Stépy (dva z pravého
a dva z levého usniho boltce), dva z nich jsme zbavili z obou stran perichondria, u dalSich
dvou jsme perichondrium oboustranné ponechali. Bezprostiedné¢ poté nésledovala

autotransplantace Stépti subkutanné do oblasti dorza.

3.2.2 Kloubni chrupavka

Vzorky kloubni chrupavky byly ziskdny b¢hem chirurgickych zakroku
provedenych na Ortopedické klinice Nemocnice Na Bulovce. Déle byly vySetfeny tkané
odebrané v priib¢hu pitvy.

Kromé¢ toho byla studovdna kultura chondrocyti pouzitd k transplantaci (ACT -
autologous chondrocyte transplantation) v misté¢ traumatickych defektii distdlniho konce

femuru dodana italskou firmou (Hyalograft® C, FIDIA Advanced Biopolymers, Italy).

3.2.2.1 Normalni a patologicky zménéna kloubni chrupavka a novotvorena chrupavka

po ATC

Bylo vysetieno celkem 68 vzorkii normdlni i patologicky zménéné kloubni

chrupavky a chrupavky nové vytvotfené po transplantaci chondrocytl (Tab.9).

3.2.2.1.1 Normalni kloubni chrupavka

e 7 vzorkl patologicky nezménéné chrupavky hlavice femuru (nekropticky materidl
odebrany béhem pitvy pro nahlé imrti; 4 vzorky od muzi ve véku 23-45 let, 3 vzorky
od Zen ve véku 19-37 let).

e 15 vzorkli patologicky nezménéné chrupavky hlavice femuru (biopticky materiél
odebrany pfi operaci fraktury krcku femuru; 7 vzorkd od muzii ve véku 57-72 let, 8

vzorki od Zen ve véku 55-68 let).
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3.2.2.1.2 Patologicky zménéna kloubni chrupavka

12 vzorkil chrupavky hlavice femuru pfi osteoartréze (biopticky materidl odebrany
behem nahrady kycelniho kloubu; 6 vzorki od muza ve véku 52-67 let, 6 vzorki od
Zen ve véku 54-70 let).

7 vzorki tibidlni chrupavky hemofilikli (biopticky materidl odebrany béhem operace
kolenniho kloubu u pacientd s hemofilickou artropatii; 7 muzii ve véku 23-42 let).

15 vzorkt zoblasti posttraumatickych defekti chrupavky distdlntho femuru
(biopticky materidl odebrany bchem preoperativni artroskopie z oblasti rezidudlni
chrupavky v misté traumatického defektu; 12 muzi ve véku 23-35 let, 3 Zeny ve véku

21 - 34 let).

3.2.2.1.3 Novotvoiena kloubni chrupavka po ATC

12 vzorkll nové vytvofené chrupavky distdlniho femuru po autologni transplantaci
chondrocytt. Jednalo se o biopticky materidl odebrany béhem kontrolni artroskopie 10
mésict po transplantaci autolognich chondrocytli vdzanych na nosi¢ italské
provenience (Hyalograft® C, FIDIA Advanced Biopolymers, Italy; 12 muza ve véku
23-35 let)

3.2.2.2 Tkanova kultura kloubnich chondrocytiu

Pro potfeby srovnavaci histologické a imunohistochemické studie jsme vySetfili

pred transplantaci i kulturu chondrocyti pfipravenou v Itdlii s nosicem z esteru kyseliny

hyaluronové (Hyalograft® C) aplikovanou pacientim z Ortopedické kliniky Nemocnice na

Bulovce.
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3.3 Chirurgické postupy u experimentalnich zvirat

3.3.1 Chirurgické postupy pri transplantaci lidské uSni chrupavky a implantaci

scaffoldu s kulturami lidskych usnich chondrocyti mysim

Operaéni postup pfi transplantaci 32 transplantdtli pfipravenych z lidské uSni
chrupavky a implantaci 14 implantiti ze scaffoldii s kulturou lidskych usnich chondrocyti
byl identicky. K experimentli jsme pouzili celkem 34 samic imunodeficitnich mysi
NOD.129S7 (B6) Ragl.

Operace probihala v lamindrnim boxu s filtrovanym vzduchem v celkové anestézii
za sterilnich podminek. K anestézii jsme pouZili intraperitondlné¢ podanou smés Ketaminu
(Narkamon 5%, Spofa, Ceska republika) a Xylazinu (Xylased 2%, Bioveta, Ivanovice na
Hané, Ceskd republika) vdivce ketaminum hydrochloridum 1,9 mg a xylazinum
hydrochloridum 0,22 mg na mys 20g.. Po odstranéni chlupli z dorza cca v rozsahu 2x2 cm a
piipravé operacniho pole jsme vedli koZni incisi ve stiedni Cafe cca 2 cm dlouhou.
Paravertebraln¢ jsme vytvofili bud’ jednu podkozni kapsu na jedné stran¢ dorza nebo dvé
kapsy na obou strandch péatete, do nichZ jsme vlozili jednotlivé transplantaty. Ranu jsme seSili
vstiebatelnym §icim materidlem Chirlac 4/0 (Chirmax s.r.o., Praha, CR). Mysi byly po
operaci az do probuzeni umistény na vyhiivané podloZce s teplotou 37° C.

Explantace byla provedena po 8 tydnech v piipadé scaffoldi a po 12 nebo 16
tydnech v piipadé ostatnich transplantati. Tésné pfed vyjmutim Stépu byli mysSi usmrceny

cervikalni dislokaci.

3.3.2 Chirurgické postupy u kraliku

K chirurgickym experimentim jsme pouZili tfi samice outbrednich kralik
(Chinchilla Bastard, Charles River Deutschland, Germany). Opera¢ni vykony u krélikl
probihaly za sterilnich podminek v celkové intravendzni anestézii podanim smeési Ketaminu
(Narkamon 5%, Spofa, Ceskd Republika — 50mg/kg) a Xylazinu (Xylased 2%, Bioveta,
Ivanovice na Hané, CR - Smg/kg).

Experiment se skladal ze dvou casti. Prvni spocivala v traumatizaci uSni
chrupavky rtiznymi zplisoby piimo v oblasti uSniho boltce (jeden kralik), druhd pak
v transplantaci autolognich $té€pii usni chrupavky do oblasti dorza paravertebrdlné¢ (dva
kralici).

V prvnim piipadé jsme po odstranéni chlupt a piipravé opera¢niho pole vedli

kozni incisi dlouhou 6 — 8 cm uprostied ventrdlni strany boltce rovnobézné s jeho dlouho
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osou.. Uvolnili jsme kiZi a podkoZi, obnazili jsme chrupavku, kterou jsme upravili zptisoby
popsanymi v ¢asti 3.2.1.5.1. Poté jsme ranu seSili jednotlivymi stehy vstfebatelnym Sicim
materidlem Chirlac 4/0 (Chirmax s.r.o., Praha, CR).

V druhé casti pokusu jsme identickym chirurgickym pfistupem odebrali z obou
usnich boltct krélika autologni chrupavcité Stépy velikosti cca 10 x 10 mm a vySe popsanym
zpusobem upravili (viz kap. 3.2.1.5.2.) Po piipravé opera¢niho pole a odstranéni chlupd na
dorzu jsme vedli paravertebrdlné 4 kozni incise dlouhé cca 2 cm (dvé na kazdé stran¢).
Vytvorili jsme ¢tyfi podkoZni kapsy, do kazdé jsme vlozili po jednom autotransplantatu usSni
chrupavky, celkem tedy 4 transplantity u kazdého krilika..Rany jsme seSili jednotlivymi
stehy vstiebatelnym Sicim materidlem Chirlac 4/0 (Chirmax s.r.o, Praha, CR). Viechny riny
se zhojily bez komplikaci.

Po dvou mésicich jsme vSechny tii kraliky usmrtili letdlni ddvkou Thiopentalu 1g
intrakardidln¢ (Thiopental Valeant 1g, Valeant Czech Pharma, Praha, CR) a odebrali jsme
v prvnim piipad€é celé usni boltce s upravenou chrupavkou, v druhém pak chrupavcité

autotransplantaty z paravertebralni oblasti dorza.

3.4 Pouzité vySetrovaci metody

3.4.1 Histologické vySetieni

Vzorky obsahujici usni chrupavku odebranou z terapeutickych divodii pfi operaci
pacientll nebo vyjmutou z mista transplantace, resp. implantace experimentdlnim zvifatim
byly zpracovany zptsobem obvyklym pfi béZném bioptickém histologickém vySetieni.

Hlavice femuru byly po fixaci v 10% formolovém roztoku nafezdny na platky Site
3-5mm. Z periferie a centra povrchu kloubni hlavice jsme odebrali vzorky obsahujici kloubni
chrupavku i pfilehlou kosténou tkan. Kromé toho byly z povrchu hlavice odebrany vzorky
tvofené pouze chrupavkou. Vzorky obsahujici 1 kosténou tkan byly fixovany v 10%
pufrovaném formolu a dekalcifikovdny v roztoku EDTA pii 40 °C. Vzorky tvofené pouze
chrupavkou byly zpracovany bez odvapnéni.

Kultury chondrocytii vazané na nosice jsme zpracovali identickym zptisobem jako
bioptické vzorky, tj. po zaliti do parafinu.

Parafinové bloky se zalitymi vzorky vySetfovanych tkani byly krdjeny na

mikrotomu a po odparafinovani barveny hematoxylinem-eozinem, PASem a to i po natraveni
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amyldzou, dédle pak Safraninem O, alcidnovou modii a za pouZziti metody dle Massona

doplnéné o barveni na elastiku.

3.4.2 Imunohistochemicka vySeti‘eni

Imunohistochemickd vySetfeni byla provedena na 3-4 pum silnych fezech
montovanych na skla krytd poly-L-lyzinem. PouZili jsme standardni avidin-biotin
peroxiddzovou metodu. Jako chromogen byl vyuZit diaminobenzidin, jako enzym kifenova
peroxidaza.

Vsechny vzorky, s vyjimkou usni chrupavky kralikti, byly vySetieny s protilatkou
proti a-SMA (monoklondlni, klon 1A4, 1:100, Dako, Glostrup, Denmark) a svalové
specifickému aktinu (monoklondlni, klon HHF35, 1:100, Dako), coZ je protildtka reagujici se
vSemi tfemi izotypy a-aktinu (kosterniho, srdecniho a hladkého svalstva) a s vy-
hladkosvalovym aktinem. V jednotlivych analyzovanych skupinidch byla provedena i
vySetieni s dalSimi protildtkami jak je uvedeno nize.

Konkrétné se jednalo o protilatku proti desminu (1:200, Dako), h-caldesmonu
(1:50, Dako), vimentinu (1:300, Bio-Genex, San Ramon, CA, USA), CD68 (klon KP1, 1:20,
Dako), myogeninu (1:50, Dako), myoD1 (1:50, Dako).. Déle byly pouZity protildtky proti
GFAP (glidlni fibrilarni protein, 1:200, Dako) a polyklondlni protilatka proti S-100 proteinu
(1:1600, Dako) a jeho riznym izoformdm. Protilatky proti izoformam S-100 proteinu (Neo
Markers, Fremont, CA, USA) byly fedény ndsledujicim zptisobem — S-100 A1 (1:25), S-100
A2 (1:50), S-100 A4 (1:200) a S-100 A6 (1:200). Protilatka proti S-100 P (Smg/ml) a S-100
A10 (5 mg/ml) pochazely od R&D Systems (Minneapolis, MN, USA). Proliferacni aktivita
chondrocytli chrupavky boltce byla testovdna za pomoci protilatky Ki67 (klon MIB 1; 1:50,
Dako).

Vybrané vzorky lidské usni a kloubni chrupavky byly vySetieny s protilatkou proti CD 34 (1:

200, Immunotech S.A., Marseille, France).

3.4.3 RT-PCR analyza

Ve vybranych piipadech byla u vybranych vzorkli chrupavkové tkdné pouzita
metoda RT-PCR s pouZitim primerti pro vSechny zndmé izoformy aktinu a desmin (Tab.1).
Pouzili jsme deparafinované vzorky tvorené pouze chrupavkovou tkani. Celkem jsme touto
metodou analyzovali 17 vzorka (5 z patologicky nezménéné kloubni chrupavky, 5 z elastické

chrupavky usniho boltce, 5 z chrupavky s osteoartrotickymi a posttraumatickymi zménami, 2
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vzorky s kulturou autolognich chondrocytli vdzanych na nosi¢ a 2 vzorky z nové vzniklé

chrupavky odebrané 10 mésicti po autologni transplantaci chondrocyti).

Izolace celkové RNA, syntéza cDNA a RT-PCR analyza byly provedeny podle

standardnich postupti (Tvrdik et al. 2005). Podminky PCR byly nésledujici: denaturace pfi

95°C 3 minuty, annealing pfi 57 °C 1 minutu a extenze pii 72 °C 1 minutu. Nésledovalo 45

cykli s podminkami: denaturace pii 95 °C 1 minutu, annealing pfi 45-57 °C 1 minutu a

extenze pii 72 °C 1 minutu. Celd reakce byla ukoncena zadvérecnou extenzi trvajici 10 minut

pii 72 °C.

Tabulka 1. Seznam primerti pouZitych pro RT-PCR analyzu

Gen Primer Sekvence (57 - 37) fa PCR produkt
(°C) | (bp)

a-SKA sense TTCCATTTTCTTCCACAGGG 53 103

a-SKA antisense | GCTGCCATCGTAAACTGACA 53 103

a-SMA sense AGGTAACGAGTCAGAGCTTTGGC |53 199

a-SMA antisense | CTCTCTGTCCACCTTCCAGCAG 53 199

a-CAA sense CCTTCTCTCTCCATCTACCTTCC 47 177

a-CAA antisense | AGGTTGCAAGTCCTAGTCTGG 47 177

v-SMA sense CCACCTTCCAGCAGATGTG 47 155

v-SMA antisense | AGGCTTGTAGGTTTTAATGTTTCA |47 155

B-actin sense aggccaaccgcgagaagatgacc 53 332

B-actin antisense | gaagtccagggcgacgtagcac 53 332

y-actin sense GTCTGTGGCTTGGTGAGTCT 57 166

y-actin antisense | GAAACTGGGTCCTACGGCTT 57 166

Dezmin sense TCAGCTTCAGGAACAGCAGG 57 224

Dezmin antisense | GGTGTCGGTATTCCATCATC 57 224

Ta = annealing temperature; bp = base pairs; a-SKA = alfa-skeletdlni aktin; a-SMA alfa-

hladkosvalovy aktin; a-CAA = alfa-kardidlni aktin; y-SMA = gama-hladkosvalovy aktin
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4 Vysledky

4.1 UsSni chrupavka u lidi a experimentalnich zvitat

4.1.1 Histologické, imunohistochemické a molekularné biologické nalezy

v normalni lidské usni chrupavce

4.1.1.1 Nalezy v usnich boltcich u nedonosenych potracenych plodi

VySetfeni vzorkd uSnich boltci od 6 potracenych plodi prokdzalo, Ze uSni
chrupavkovy zdklad je tvofen nezralymi mezenchymovymi bunkami, které na rozdil od
elastické chrupavky dospélych neexprimuji S100 protein ani a-aktin hladké svaloviny (Tab.
2). Pocinajici produkce elastickych vldken byla prokazatelnd pouze v nékterych oblastech
usni chrupavky v fezech barvenych metodou k priikazu elastickych vldken (Obr.1). Dal$im
rozdilem zdsadniho vyznamu oproti usni chrupavce dospélych bylo zjisténi vysoké

proliferacni aktivity chrupavkovych bun€k zndzornéné protilatkou proti Ki67 (Obr.2)

4.1.1.2 Nalezy v normalnich usnich boltcich u déti a dospélych

Ve vSech 30 vySetfenych ptfipadech byla nalezena normdlni uSni chrupavka
elastického typu vyskytujici se v dané lokalizaci (Obr. 3-5). Komurkové buiiky byly uloZeny
v lakunach a obklopovala je mezibunétnd hmota bohatd na proteoglykany barvici se v reakci
k priikazu kyselych mukopolysacharidt tj. alcidnovou modii (Obr.6). Jen ojedinéle byly
komtrkové prostory prazdné. Vedle nefibrildrni komponenty mezibunéénd hmota obsahovala
cetnd elastickd vldkna, kterd vytvafela kolem jednotlivych chrupavkovych bun¢k hustou sit’
dobie identifikovatelnou v histochemické reakci k priikkazu elastiky, jako je tomu napf. pfi
pouziti barveni dle Massona kombinovaného s barvenim na elastiku (Obr.7).

Pti vySetfeni uSnich chrupavek odebranych z léCebnych diivodi jsme ucinili
n¢kolik nélezti, které vétSinou nebyly, pokud je ndm zndmo, dosud v pisemnictvi
zaznamendany. Jednd se o ndlezy ziskané pii histologickém vysSetfeni a také pii pouziti
imunohistochemickych  reakci s monoklondlnimi  protilitkami, které popisujeme

v nasledujicim textu.
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Pfi analyze histologickych prepardtti barvenych metodou k prikazu elastiky jsme
zjistili, Ze v centralni ¢4sti chrupavkové lamely uSniho botce se struktura chrupavkové tkdné
vyznacovala vétsi hustotou elastickych vldken ve srovndni s jejimi perifernimi ¢astmi. Nélez
imponoval jako by uSni chrupavka byla sloZena ze tii rizné silnych vrstev liSicich se hustotou
elastickych vldken (Obr.7-9). Hustota elastickych vldken, ale také koncentrace a tvar
chrupavkovych bunék se ménily podle toho, zda se jednalo o zevni vrstvu v oblasti konkavity
(scapha, fossa anthelicis) nebo zevni vrstvu na konvexni stran¢ (helix, eminentia scaphae,
anthelix). Zevni vrstva konkdvni strany byla mén¢ bunécnd, chondrocyty mély ovalny tvar a
obsahovala vétsi koncentraci bun€k vretenitého a protdhlého tvaru, které byly obklopeny méalo
pocetnymi elastickymi vlakny (Obr 8-11).

Pfi imunohistochemickém vySetfeni bunék normdélni uSni chrupavky jsme vedle
pozitivity S- 100 proteinu (Obr. 10 a 11) vtadé chondrocyti zjistili dosud nepopsanou
pozitivitu alfa aktinu hladké svaloviny, déle jen aktin (Kana et al..2006). Tyto aktin pozitivni
chondrocyty (Obr. 12 a 13) tvofily zhruba 60% bunécné populace usni chrupavky (Tab.2).
Chondrocyty s pozitivitou aktinu pievazovaly v perifernich oblastech, zatimco centrdlni zéna
obsahovala predev§im aktin negativni chondrocyty (Obr. 12 al3). Vyjimecné tyto bunky

davaly pozitivni reakci 1 s protilatkou proti svalové specifickému aktinu.

Tabulka 2. Vysledky analyzy exprese a-hladkosvalového aktinu v normélni usSni chrupavce

u déti a dospélych a u potracenych nedonosenych ploda

a-SMA pozitivni

Zdroj usni chrupavky P | Vi Fondroly _____ Eapese
vrstva zOna

Potracené nedonosené plody 6 ti?d;uzz - - -

Déti a dospéli 30 6-82 let | 60% <10% +

Pouzité zkratky: + = pozitivni vysledek; - = negativni vysledek
Dal$im neobvyklym a dosud nepopsanym nélezem byl vyskyt CD 34 pozitivnich

bunék v oblasti perichondria (Obr. 14). Zaznamenali jsme je pouze ve 20% vySetfenych

vzorkl, pfiCemZ se jednalo o ojedin€lé buiikky nebo jejich skupinky, jejichZ distribuce byla
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zcela nepravidelnd. Jejich piisluSnost k chondrocytim potvrzovala pozitivni reakce
s protilatkou proti S-100 proteinu.

Analyza exprese raznych izoforem S-100 proteinu ukédzala v nékterych piipadech
pozitivitu ve vSech vrstvach usni chrupavky. Tykalo se to S-100 proteinu prokazovaného za
pomoci polyklondlni protilatky (Obr. 15 a 16) a jeho izoforem Al, A6, B2 a P (Obr. 17-19).
Naproti tomu pii pouZziti protilatek proti izoformdm S-100 proteinu A2 a A10 (Obr. 20) byly
vysledky pozitivni piedev§Sim v chondrocytech obou perifernich zén nachdzejicich se
v blizkosti perichondria. Protilatka proti izoform¢ A4 S-100 proteinu déavala jen slabé
pozitivni vysledky ve vSech vrstvach. Vyjime¢né jsme zaznamenali pozitivitu nckterych
chondrocytl v reakci s protilatkou proti GFAP. Proliferacni aktivita chondrocytii stanovena za

pomoci protilatky proti Ki 67 byla kompletné negativni (Obr. 21).

4.1.1.3 RT-PCR analyza
RT-PCR analyza (Obr. VIII) potvrdila pfitomnost mRNA hladkosvalového alfa

aktinu v aurikuldrnich chondrocytech ve vSech 5 vysetienych vzorcich a vysledek byl v
souladu s vysledky imunohistochemického vySetteni. Pfitomnost mRNA dalSich tkdnové
specifickych izoforem aktinu (a-SKA, a-CAA a y-SMA) nebyla zjiSt€éna. Negativné vyznéla
také vysetieni k prikazu mRNA desminu a CD 34, coz bylo ddno vybérem vzorki. Pfitomny

byly mRNA pro beta- a gama-aktin pfedstavujici béZnou nespecifickou soucast bunécného

cytoskeletu.
< £ = g -
2 3 8 & 9 :
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Obrazek VIII. RT-PCR analyza pfitomnosti mRNA jednotlivych izoforem aktinu v usnich
chondrocytech. Produkty PCR byly separovany elektroforézou na agar6zovém gelu a vizualizovany
pomoci ethidium bromidu. Molekuldrni hmotnost DNA markerti je uvedena v parech bazi (bp).
Produkty PCR reakce zndzornéné na obrdzku odpovidaji ocekdvanym molekuldrnim hmotnostem.
Pouzité zkratky: bp = base pairs; a-SKA = alfa-skeletaln{ aktin; 0-SMA = alfa-hladkosvalovy aktin; a-
CAA = alfa-kardialn{ aktin; y-SMA = gama-hladkosvalovy aktin.
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4.1.2 Histopatologické nalezy v patologicky zménéné lidské usni chrupavce

4.1.2.1 Reaktivni patologické zmény usSni chrupavky u lidi
V bioptickém materidlu, ktery jsme méli k dispozici od pacientll oSetfovanych na
naSem odd¢leni ORL VEN, bylo moZno ziskat pfedstavu o charakteru reparativni reakce usni

chrupavky za rtiznych patologickych stavii.

4.1.2.1.1 Agresivni polychondritida

U pacienta s agresivni polychondritidou jsme zaznamenali destrukci jedné ze
zevnich vrstev uSni chrupavky, kterd byla doslova arodovdna po celé délce vySetfeného
vzorku z jedné tfetiny aZ poloviny tloustky chrupavkové vrstvy (Obr. 22). Misto defektu
vypliiovala bunécnd tkén s rysy tkdné granulacni, misty velmi cévnatd. Zanétliva celulizace
byla minimaln¢ zastoupena.

Ve vlastni zachované chrupavkové tkani pfitom nebylo moZno prokdzat Zadné
regresivni zmény, které by event. mohly ptredchédzet rozvoji tohoto patologického procesu.

Chondrocyty exprimovaly jak S-100 protein, tak aktin hladké svaloviny (Tab.3).

4.1.2.1.2 Posttraumatické zmény

S traumatickym poSkozenim uSni chrupavky nejspiSe mohou souviset nélezy
drobnych loZisek jizevnatého charakteru, které jsme obcas zaznamenali pfi vySetfovani
bioptického materidlu odebraného pfi operaci (3 ptipady). Jednalo se o mikroskopické okrsky
tvofené pouze vazivovou tkdni bez chondrocytli a elastickych vldken, které se vétSinou
nachdazely v perifernich ¢astech usni chrupavky. Jejich identifikace byla snadnd predevsim pii
vySetieni fezli barvenych metodou k prikazu vaziva a elastiky dle Massona. Exprese S-100
proteinu ani aktinu nebyla u vitdlnich chondrocyta sousedicich s témito loZisky nijak narusena
(Tab.3).

Neobvyklé posttraumatické zmény komplexniho charakteru jsme pozorovali
v usni chrupavce odebrané pacientovi se zdpasnickou minulosti (judo), u kterého byla
indikovdna plastickd dprava poskozeného boltce. V tomto piipadé byla rozsdhla ¢ast usSni
chrupavky nekrotickd, pfi¢emz chybéla jakdkoliv zanétlivd odezva v okolni tkani. Zaroven
byly pfitomny rozsdhlé i drobné vazivové jizvy (Obr. 23) podobného charakteru jak je
popsano v predchozim odstavci. V okolnim vazivu se nachdzely drobné fragmenty vitalni

chrupavky. Svédcil pro to ndlez chondrocyti bez zndmek regresivnich zmén.V téchto mistech
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mél povrch chrupavky jakoby vroubkovany charakter v disledku odlomeni drobnych
fragmentt této tkané.

Nejzajimavéjsi ndlez predstavovaly drobné proliferdty nové vytvorené chrupavky
vytvaiejici prominujici vyrastky na povrchu usni chrupavky. Zajimavé byly predevsim tim, Ze
se svoji zdkladni strukturou odliSovaly od pivodni elastické chrupavky, nebot’ pfipominaly
chrupavku vazivovou (Obr. 24). Chondrocyty pfitom exprimovaly S-100 protein i alfa
hladkosvalovy aktin (Tab.3), takze nebylo pochyb o chondrocytarnim pivodu buné¢k
vytvaiejicich tuto novou tkai. Pfi podrobn€j$im ohleddni bylo mozZzno navic prokazat

pfitomnost necetnych elastickych vldken mezi témito bunkami.

Tabulka 3. Histopatologické ndlezy v patologicky zménéné lidské usni chrupavce

Pacient | Vék Pohlavi | Patologické zmény chrupavky Exprese Exprese
(roky) (m/z) a-SMA S-100

agresivni polychondritida — resorpce

1 43 Z chrupavky, proliferace vaziva + +
v okol{
traumatické zmény (zdpasnik judo)

2 32 m nahrada vazivem, proliferace nové + +
chrupavky
drobnd loZiska jizevnatého

3 25 m charakteru + +
drobnd loZiska jizevnatého

4 32 m charakteru + +
drobnd loZiska jizevnatého

5 51 Z charakteru + +

Pouzité zkratky: + = pozitivni vysledek; - = negativni vysledek

4.1.3 Zmény v normalni lidské usSni chrupavce transplantované pacientim

s deformitami nosniho skeletu

Meéli jsme k dispozici materidl odebrany od dvou pacientii z oblasti deformity
nosniho skeletu po autotransplantaci uSni chrupavky. Jednalo se o prebytecnou tkan, ktera
byla odstranéna pfi revizni operaci.

V obou piipadech jsme ve vySetienych vzorcich zaznamenali rizné¢ velké
fragmenty transplantované usni chrupavky, ojedinéle byly zastiZeny i drobné casti ptivodni

chrupavky nosniho skeletu. Tkan usni chrupavky si i po nékolika letech uchovala svoji
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zakladni strukturdlni komponentu, to jest elastickd vlakna (Obr. 25 a 26), podle nichzZ ji bylo
mozné snadno odliSit od pivodni nosni chrupavky hyalinniho typu. Transplantovand u$ni
chrupavka byla z vétsi ¢asti vitdlni, to znamend, Ze pievazovaly bunky s barvitelnymi jadry
(Obr. 25-27). Vedle toho se vSak v transplantovanych fragmentech nachédzely i prazdné
lakuny bez jakychkoliv zbytkli po pivodnich bunikdch (Obr. 27). RovnéZz chybéla jakdkoliv
bunéénd reakce, avSak v okoli se nachdzelo hutné vazivo. Drobné ulomky chrupavky
zastizené ve vysetfovanych vzorcich pfitom byly prakticky bez zachovanych vitdlnich bunék
(Obr. 28).

Reakce k prikazu S-100 proteinu byla ve vétsi ¢asti bunécné populace zietelné
pozitivni. (Obr. 29). Naproti tomu pozitivitu alfa hladkosvalového aktinu jsme zjistili jen
v periferni zén¢ a to pouze ojedinéle (Tab.4). CD 34 pozitivni buiiky blizké bunkam

kmenovym, jsme viibec neprokézali.

Tabulka 4. Pacienti s vySetfenou transplantovanou usni chrupavkou do nosniho dorza

Pacient Vék Pohlavi | Umisténi | Doba od Exprese | Exprese
(roky) Stépu transplantace S-100
do odbéru a-SMA
vzorku
! 37 7 hosmi 67 + +
dorzum
2 3B |2 nosni 13 N "
dorzum

Pouzité zkratky: + = pozitivni vysledek;- = negativni vysledek;

4.1.4 Zmény v normalni lidské usni chrupavce po transplantaci mysim

Ve vsech ptipadech se Stépy dobte ujaly a vhojily bez rejekeni ¢i zanétlivé reakce

ze strany hostitelského zvitete. Transplantiat byl obvykle obklopen tenkym vazivovym
pouzdrem, pfi¢emz vazivova tkan byla loZiskovité ve zvySené mife bunécna.
Zakladni struktura chrupavky zlstala v téchto piipadech zachovéna, véetné sité elastickych
vldken a nevldknité mezibunécné hmoty, jak jsme mohli ovéfit v prepardtech barvenych
Safraninem O a alcidnovou modii. V nékterych vzorcich zlstalo zachovano i tzv. vrstevnaté
uspotadani, jak je popsano vyse.

Nekrotické chondrocyty jsme ve vzorcich vySetfenych pfed transplantaci
zaznamenali v bunééné populaci pouze vyjimecné. Po transplantaci tvorily takto zménéné
chondrocyty v priméru pfiblizné¢ 4% bunécné populace transplantatu (Obr 30). Zanétlivou

reakci v okoli nekrotickych chondrocytii jsme pfitom nezaznamenali. Apoptoticky zménéné
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chondrocyty nebyly rovnéz piitomny. Nekrotické chondrocyty bylo moZzné spolehlivé
identifikovat jako eosinofilni utvary uvniti lakun se zachovanou zakladni konturou jadernych
struktur avSak bez barvici se jaderné bazofilni DNA (Obr.30).

V nékterych vzorcich jsme pozorovali  zcela drobné vazivové jizvy, v jejichz
rozsahu chybély jak chondrocyty, tak elastickd vldkna (Obr. 31). Jejich vznik v souvislosti
s transplantaci neni vyloucen, av§ak na druhé stran€ je nutné pfipustit, Ze tyto zmény mohly
byt ve vzorku piitomny jiz pfed transplantaci, jak jsme ojedin€le zaznamenali u kontrolnich
pripad.

Jinou zménou, kterd vSak podle naSeho ndzoru s transplantaci bezprostfedné
souvisi, je ndlez ojedin€lych okrski jakéhosi myxoidniho prosdknuti chrupavkové tkdné¢ (Obr.
32), vjejimz rozsahu sice chybéla elastickd vldkna, ale chondrocyty volné lezici v fidké
mezibunécné hmot¢ prezivaly. Podobné zmény jsme pozorovali v lidské chrupavce u pacientti
s tézkym traumatickym poskozenim chrupavky boltce.

Imunohistochemické vySetfeni za tcelem zjisténi proliferacni aktivity chondrocytii
s protilatkou proti Ki67 vyznélo u vitdlnich vzorkli, podobné jako pfed transplantaci, zcela
negativné.

VEtsi ¢ast chondrocytli exprimovala a-hladkosvalovy aktin stejné jako ve vzorcich
vySetfenych pfed transplantaci (Tab.5). U ¢4sti zvitat vSak byla exprese aktinu patrna pouze
v izké z6né chondrocytl uloZenych v perifernich ¢astech implantatu (Obr.33).

Exprese polyklondlniho S-100 proteinu (Tab.5) byla z hlediska intenzity i
topografickych vztahii vyjadiena identickym zptisobem jako v kontrolnich vzorcich (Obr. 34).
O vitalité transplantovanych vzorkl svédc¢ily i pozitivni ndlezy v transplantatech vySetfenych
protilatkami proti rtiznym izoformam S-100 proteinu. Nejmarkantnéjsi byly vysledky reakce
s protilatkou proti S-100 A1, kdy reagovala pozitivné vétSina chondrocytl, samoziejmée bez
oblasti s pradzdnymi lakunami. Pozitivita izoforem S-100 A6, A10, AP byla rovnéz ztetelna,
ale védzala se na pouze na buniky obou perifernich z6n. Naproti tomu reakce s protilatkami

proti S-100A2, A4 vyznély prakticky kompletné negativné.
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Tabulka 5. Vysledky experimentalni subkutdnni transplantace normdln{ lidské usni

chrupavky
My Pacient Doba ponechani
yS [vx P exprese exprese
Vék | Pohlavi | any SMA P Vitalita $tépu
é. . o- S-100
(I'OkY) (m/z) (tydny)
vitalni, drobné vazivové
1 36 m 12 + +
jizvy
2 24 Z 12 + + zcela vitalni
3 27 zZ 12 + + zcela vitalni
ojedinélé nekrotické
4 41 m 16 + +
bunky
5 30 Z 16 + + drobné jizvy
ojedinélé nekrotické
6 45 m 16 + +
bunky

Pouzité zkratky: + = pozitivni vysledek; - = negativni vysledek

4.1.5 Zmény transplantované usni chrupavky upravené traumatizaci

N¢ekteré vzorky usni chrupavky pouzité k transplantaci byly pied transplantaci
zbaveny zjedné (Obr. 35 a 36) nebo obou stran perichondria, coZz vitalitu podstatné
neovlivnilo. V tésném sousedstvi defektu vSak ¢dst chondrocytl zanikla, jak pro to svédcil
nalez prazdnych lakun.

Jiné byly cCastecné incidovany z jedné strany skalpelem (Obr. 37 - 39) CasteCné
rozdrceny v drtici (Cottle bone crusher) nebo byly rozd€leny na drobnéjsi fragmenty. Ani pii
jednom z téchto postupli jsme vSak nepozorovali vyznamnou ztritu vitality, zndmky zvySené
proliferace nebo vznik vazivového spojeni sousednich okrajii tkdné chrupavky. U n¢kterych
vzorkl jsme vSak zaznamenali ojedinélé, nepravidelné rozmisténé, drobné loziskové nekrézy
postihujici vétSinou jen jednotlivé chondrocyty nebo chondrocyty v povrchové vrstve
transplantatu (laminérni nekréza).

Pokud se béhem mechanické traumatizace odd€lily drobné fragmenty chrupavky,

v v 7

zustaly kromé drobnych okrskli nekrotickych bunék z vétsi ¢asti vitdlni obklopené piivodni
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tukové vazivovou tkdni daného mista (Obr. 38 a 39). V jednom piipad¢ drcené chrupavky
jsme nalezli dva malé oddélené fragmenty, které byly zcela nekrotické.

Do arteficidlné¢ vytvofenych trhlin vrostla cévnatd vazivova tkan charakteru
granulaéni tkdné (Obr. 39). Pievdzné v blizkosti fezu jsme misty nachdzeli drobné loZiskové
nekrézy jednotlivych chondrocytli a prazdné lakuny bez chondrocytti.

Kromé vySe uvedenych ndlezli jsme nezaznamenali jiné patologické zmény napf.
ve smyslu aroze chrupavkové tkan¢ v souvislosti s proristinim cév anebo fibroblasti. Cévy
vrostly pouze do arteficidln¢ vytvofenych mikroskopickych Stérbin v chrupavkové tkani
(Obr. 37 — 39). Nepozorovali jsme ani Zadnou makrofdgickou reakci typu z cizich téles v
okoli drobnych fragmentii u$ni chrupavky.

Ve vitdlnich oblastech transplantované chrupavky chondrocyty exprimovaly jak S-

100, tak i a-hladkosvalovy aktin (Tab.6).
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Tabulka 6. Vysledky experimentalni subkutdnni transplantace traumatizované lidské usni chrupavky

Doba ponechani

. Uprava chrupavky pied transplantaci vex Exprese | Exprese
Pacient P pavky p P Stépu P P
. a-SMA | S-100
My (tydny)
S < x o te v
p y Stép €. 1 Vitalita Stépu
Vék Pohlavi
(roky) | (m/z)
Stép ¢. 2
perichondrium odstranéno na jedné strané 16 + + vrustani granulacni tkdné, ojedinélé
+ paralelni incise nekrotické bunky
1 40 m
perichondrium odstranéno na jedné strané 16 + + ojedinélé nekrotické buiiky
perichondrium odstranéno na obou strandch 16 + + ojediné€lé nekrotické buiky
2 35 m
perichondrium odstranéno oboustranné 16 + + vrustani granulacni tkdné, ojedinélé
+ incise jednostranné nekrotické bunky
Y s nekréza povrchové vrstvy bunck
narezani na fragmenty 2x2 mm 12 + + . b y
jednoho fragmentu
3 41 Z
perichondrium odstranéno na obou strandch 12 + + zcela vitaln{
¢aste¢né rozdrceni, perichondrium odstranéno 12 + 4 vetsi ¢ast vitdlni, nekréza dvou
na obou strandch oddélenych fragmentt
4 26 Z
perichondrium odstranéno na obou stranach 12 + + ojedinélé nekrotické buiiky
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Tabulka 6 — pokracovani. Vysledky experimentdlni subkutdnni transplantace traumatizované lidské usni chrupavky

. . . Doba ponechani
. Uprava chrupavky pred transplantaci L opap Exprese | Exprese
Pacient Stépu
. o-SMA | S-100
Mvs (tydny)
yS — RO
& Stép €. 1 Vitalita Stépu
) Vék | Pohlavi
rok m/z .
(roky) | (m/2) Stép ¢. 2
¢astecné rozdrceni, perichondrium odstranéno e
. 16 + + zcela vitalni
. na obou strandch
5 31 Z
nafezadni na fragmenty 2x2 mm 16 + + ojedinélé nekrotické bunky
. . y L y lamindrni nekrdza jedné zevni vrstvy
perichondrium odstranéno na jedné strané 16 + + “
5 bunék
6 33 Z : : —
perichondrium odstranéno na obou strandch 16 + + vristani granulacni tkdné, ojedinélé
+ incise jednostranné nekrotické buiky
perichondrium odstranéno na jedné strané 12 + + zcela vitdln{
7 31 m 1 - ]
Castecné rozdrceni, perichondrium odstranéno T gy
oenl, p 12 + + ojedinélé nekrotické bunky
na obou stranidch
perichondrium odstranéno na jedné stran¢ 12 + + vristani granulacni tkdn€, ojedinélé
+ paralelni incise nekrotické bunky
8 23 m : : —
perichondrium odstranéno na obou strandch 12 + + vristani granulacni tkdné, ojedinélé
+ incise jednostranné nekrotické buiky
perichondrium odstranéno na jedné stran¢ 12 + + vristani granulacni tkdné, ojedinélé
5 + paralelni incise nekrotické bunky
9 30 Z
nafezdni na fragmenty 2 X 2 mm 12 + + zcela vitdlni

Pouzité zkratky: FR = fyziologicky roztok; + = pozitivni vysledek; - = negativni vysledek
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4.1.6 Histopatologické nalezy v normalni lidské usni chrupavce uchovavané pired

transplantaci v kultivaénim mediu

U osmi zvifat byly transplantovany vzorky lidské usni chrupavky, které jsme pred
transplantaci makroskopicky zbavily perichondria a ponechali v kultivacnim médiu Nutriet
mixture F12 Ham (Sigma) po dobu 7 — 14 dnt pfi teplot¢ 37°C. Nasledné byly chrupavky
transplantovdny imunodeficitnim mysim na dobu 12 az 16 tydnii. Pfi mikroskopickém
vySetfeni jsme vSak zjistili, Ze pfi piipravé téchto Stépli vétSinou nebylo odstranéno
perichondrium, ale pouze perichondrdlni vazivova tkan. Tam, kde doslo soucasné
k odstranéni perichondria i periferni ¢asti chrupavky byl vysledek jiny. V tésném sousedstvi
defektu v lakuniach vétSinou chybély chondrocyty a na chrupavku naléhala tkan vazivové
tukova.

Jeden Stép nebyl pifi pokusu o explantaci vliibec nalezen. V dalSim piipad¢ jsme
zaznamenali prakticky kompletni oddmrt’ transplantitu, kde byly zdkladni struktury
zachovany pouze stinovité a na prvni pohled bylo mozné podle ztraty barvitelnosti jadernych
struktur rozpoznat, Ze tkdn je kompletné nekroticka (Obr. 40). Ojediné€le jsme zaznamenali
masivni zanétlivou reakci provdzenou hnisanim.

Ostatni vzorky se vhojily bez jakychkoliv morfologicky prokazatelnych zmén. To
znamend, Ze vétSina chondrocytl byla vitdlnich s dobie zachovanymi cytologickymi detaily,
véetné¢ dobife barvitelnych jader. Ojedinéle jsme nalezli drobné loZiskové nekrézy
jednotlivych chondrocyti. V okolni tkdni jsme nezaznamenali rejekcni reakci.

Imunohistochemické vySetfeni opét prokdzalo expresi S-100 proteinu i

hladkosvalového alfa aktinu. Vysledky jsou prehledné€ uvedeny v tabulce €.7.
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Tabulka 7. Vysledky experimentélni subkutdnni transplantace lidské usni chrupavky

kultivované v mediu

Mys | Pacient Kultivace | Doba exprese | exprese | Vitalita Stépu, resorpce
¢ chrupavky | ponecha | a- S-100
Vék | Pohlavi | v médiu ni §tépu | SMA
(roky) | (m/Z) | (dny) (tydny)
1 26 5 14 16 4 4 drobné 1021§kove nekrézy
chondrocytl
2 33 Z 14 16 + + zcela vitalni
3 33 m 7 16 - - resorpce Stépu
4 33 m 7 16 + + ojedin€lé nekrotické bunky
5 25 m 7 12 - - kompletni nekréza Stépu
6 18 m 7 12 + + ojedinélé nekrotické buiiky
7 38 m 8 12 + + zcela vitdln{
8 38 m 8 12 + + ojedinélé nekrotické buiky

Pouzité zkratky: + = pozitivni vysledek; - = negativni vysledek

4.1.7 Implantace nosici s kulturou lidskych uSnich chondrocyti mySim

4.1.7.1 Histologie kultury lidskych chondrocyti imobilizovanych na Zelatinovém nosici

pred implantaci

Kultury chondrocytt se scaffoldem ze zelatiny byly pfed implantaci histologicky

vySetifeny. Ve vSech piipadech jsme v prostorach mezi septy nosi¢e zaznamenali zcela drobné

skupinky mdlo diferencovanych bun¢k ovalného tvaru (Obr. 41-43), které byly pozitivni

v reakci k prikazu S100 proteinu (Obr.44). Pozitivita této imunohistochemické reakce muze

svedcit pro jejich piibuznost s chondrocyty. Expresi a-SMA jsme nezjistili. Bunék bylo jen

malé mnozstvi a vyskytovaly se pouze v drobnych skupinkdch bez znidmek produkce

mezibun&tné hmoty.
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4.1.7.2 Vyhodnoceni implantované kultury usnich chondrocyti se Zelatinovym nosi¢em

Po 8 tydnech byl transplantit vyjmut z podkozi (Tab.8) a pfi histologickém
vySetfeni bylo zjiSténo, Ze in vivo nedoSlo k resorpci nosie. V prostorich mezi septy
z materidlu nosi¢e jsme zaznamenali ostrivky chrupavkové tkdné a tkan tukové vazivovou
(Obr. 45-52). Ostruvky chrupavky sestdvaly z lakundrnich chondrocytii ¢asto oddélenych
jemnou siti elastickych vldken, jak jsme si ovéfili pfisluSnym barvenim k prikazu elastickych
vldken ( Obr. 49 a 50). V jednom vzorku byla zastiZena ojedin€lé shluky nezralych bunék.

Chondrocyty vykazovaly pozitivni vysledky reakce k priikazu S-100 proteinu
(Obr. 51). Pozitivni reakci jsme zaznamenali i pfi pouZiti protildtek proti riznym izoformam
S-100 proteinu. Pro podrobnéjsi hodnoceni exprese jednotlivych izoforem S-100 proteinu
vSak nebylo mnoZstvi materialu dostatecné.

V fad¢ chondrocytli bylo mozné prokdzat o-hladkosvalovy aktin (Obr.52). Na
periferii téchto chrupavcitych lozisek se nachdazely madlo diferencované vietenité bunky
rovnéZz pozitivni v reakci k prikazu S-100 proteinu a aktinu (Tab.8). V okoli nosice byla

patrnd obrovskobunécnd reakce typu z cizich téles (Obr. 48).

4.1.7.3 Vyhodnoceni implantované Kkultury usnich chondrocyti s riznymi nosici

z nanovlaken

Ve skupiné experimentdlnich zvitat, kde byly implantovany nosic¢e s kulturou
lidskych usSnich chondrocytii jsme zaznamenali resorpci celého implantitu v nékolika
piipadech. Jednalo se pouze o jeden typ nosice, a sice PVA/Chitosan 89:11, kdy bylo
resorbovédno celkem 5 ze 6 implantatd. V poslednim ptipadé jsme sice nebyli pii explantaci
schopni implantdat makroskopicky identifikovat, po odbéru bloku tkdné z mista plvodni
implantace vSak byly pfi mikroskopickém vySetieni nalezeny vazivové opouzdiené volné
uzliky chrupavky bez nosice.

Vysledky u nalezenych a vySetfenych implantati byly podobné jako u piedchozi
skupiny. Struktury nosi¢e nebylo jednoduché identifikovat. Pravdépodobné jim odpovidaji
zbytky vlaknitého bezbarvého materidlu (Obr. 55). Ve strukturdch myxoidni tkané se
nachézely pruhy bun¢k nejasného ptivodu, pravdépodobné fibroblastl, a kompaktni ostrivky
chrupavkové tkané (Obr. 53-56). Nov¢ narostld chrupavkova tkan vytvarela ostfe ohrani¢ena
uzlovitd loziska s diskrétnimi elastickymi vldkny (Obr. 57 a 58). Builky téchto ostravki
exprimovaly a-hladkosvalovy aktin 1 S-100 protein (Tab.8; Obr. 59 a 60). V okoli jednoho

nosice z PCL byla patrna obrovskobunécnd reakce typu z cizich téles (Obr. 50).
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Tabulka 8. Vysledky subkutdnni transplantace chondrocytii lidské usni chrupavky na scaffoldech

. - Doba od
Kultivace Imobilizace na T ¢ lantace do | Exorese | Exprese
Pacient chondrocyta scaffoldu yp ransprantace ¢o P P Vitalita implantatu, resorpce
scaffoldu explantace o-SMA | S-100
. (dny) (dny) .
Mys (tydny)
cislo Sex %
Vék | Pohlavi Step &l
(roky) |- (m/2) Step ¢.2
diferenciace v chrupavku malo
1 29 Z 21 4 Zelatina 8 + + vyznacena, obrovskobunécna
reakce
2 35 m 9 1 PVB 8 + + loziska chrupavky
loZiska elastické chrupavky ve
3 35 m 7 4 Zelatina 8 + + struktufe nosice,
obrovskobunécna reakce
PVA
8 4 Chitosan 8 - - resorpce implantétu
4 9 p 89:11
PVA
8 4 Chitosan 8 - - resorpce implantitu
89:11
PVA
5 9 Z 8 4 Chitosan 8 - - resorpce implantatu
89:11
PVA
6 9 Z 8 4 Chitosan 8 - - resorpce implantatu
89:11
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Tabulka 8. — pokracovani. Vysledky subkutanni transplantace chondrocytt lidské usni chrupavky na scaffoldech

. - Doba od
Kultivace Imobilizace T transplantace | Exprese | Exprese
Pacient chondrocyti na scaffoldu yp p P p Vitalita implantatu, resorpce
scaffoldu do explantace o-SMA | S-100
y (dny) (dny) p
Mys (tydny)
dislo Gexos X
A
Vék | Pohlavi Stép €
rok m/Z -
(roky) | (m/2) Stép &2
PVA
7 30 m 9 1 Chitosan 8 - - resorpce implantatu
89:11
PVA volné uzliky elastické chrupavky
8 30 m 9 1 Chitosan 8 + + vazivove opouzdiené,
89:11 bez scaffoldu
ostritvky elastické chrupavky a
21 1 PCL 8 + + myxoidni hmoty s obrovskobunécnou
9 18 m reakci, vazivové opouzdieno
9 1 PLGA 8 + + dtto
10 18 m 9 1 PVB 8 + + dtto
20 1 PCL 8 + + ostruvky chrupavky + elastika
11 29 m
20 1 PLGA 8 + + ostruvky chrupavky + elastika

Pouzité zkratky: a-SMA = a-hladkosvalovy aktin; nanovldkna: PV A= polyvinylalkohol, PCL= polycaprolakton; PLGA= kopolymer kyseliny

mlécné a glykolové; PVL= polyvinylbutyrat ; + = pozitivni vysledek; - = negativni vysledek
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4.1.8 Zmény usni chrupavky u kraliki po traumatizaci v oblasti boltce a po

autotransplantaci uSni chrupavky do oblasti dorza

Odstranénd ¢ast usni chrupavky zbavena perichondria z jedné strany a vlozena
zpét do mista odbéru se vhojila aniz by vznikly néjaké regresivni zmény chondrocyti (Obr.
61 — 63). Znamena to, Ze jsme nezaznamenali nekrotické chondrocyty ani zndmky resorpce
chrupavkového povrchu bez perichondria.

Kompletni rozdé€leni uSni chrupavky transverzdlni incizi s néslednou suturou
nevedlo ke zvyseni proliferacni aktivity chondrocytli. Oba konce ztlistaly oddéleny a spojily se
pouze vazivovou tkani bez jakykoliv zndmek tendence ke sristu konct usni chrupavky nové
vytvofenou chrupavkovou tkani (Obr. 64). V oblasti nékterych incizi dokonce doslo
k posunuti obou koncti pies sebe.

Inkompletni incize chrupavky vedla ke zvySené proliferaci chrupavkové tkané
s naslednym rozvojem uzlovitého ztlusténi tvofeného z¢asti nové vytvorenou chrupavkovou
tkani (Obr. 65) v misté ptivodniho defektu.

Cilené oddélené drobné fragmenty uSni chrupavky pfezivaly ve form& malych
implantati v mékkych tkani ucha bez jakychkoliv zndmek regresivnich zmén.

Stépy usni chrupavky transplantované pod kuzi zad krilikli se vhojily bez

jakékoliv rejekéni reakce a bez prokazatelnych regresivnich zmén chondrocytti, které ziistaly
vitdlni (Obr. 66).
Imunohistochemické vySetfeni uSni chrupavky u kréliki nebylo provedeno,

protoZe cilem prace bylo ovéteni jejich exprese v lidské usni chrupavce.

4.2 Lidska kloubni chrupavka

4.2.1 Zakladni histologické charakteristiky normalni lidské kloubni chrupavky

Patologicky nezménénd kloubni chrupavka méla ve vSech piipadech charakter
chrupavky hyalinni (Obr.67) a obsahovala velké mnoZstvi proteoglykand, jak jsme si mohli
ovéfit v fezech barvenych Safraninem O (Obr.68). Mezibunénd hmota byla homogenni bez
patrného vldknitého uspotadani, které je charakteristické pro vazivovou chrupavku.

Chondrocyty mély v povrchové vrstvé vietenity tvar a byly orientovany
rovnob&zn¢ s kloubnim povrchem dané oblasti . V dalSich vrstvach se nachdzely typické

komiurkové buniky vétsinou s jednim jadrem. Na hranici chrupavky a kosti se rozprostirala
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vrstva bazofilni kalcifikované chrupavkové tkan€, naléhajici na kostni plat6 tvofené lamelarni
kosti.

Analyza exprese jednotlivych izoforem aktinu v patologicky nezménéné,
osteoartrotické, posttraumaticky zménéné a transplantované kloubni chrupavce, v kulturdch
chondrocytl pouzitych pfi transplantaci je uvedena niZe.

Ve vSech piipadech jsme ve vétsi Casti chondrocytl prokdzali expresi S-100
proteinu a v né€kterych chondrocytech expresi a-SMA, kterd byla rozsahem shodna s vysledky
vySetieni s protildtkou proti svalové specifickému aktinu. Pfesnd lokalizace a mnozstvi
bunck exprimujicich a-SMA jsou uvedeny v ndsledujicim textu a v tabulce €. 9.

Malé mnozZstvi chondrocytii exprimujicich a-SMA bylo nalezeno ve vSech
vrstvach chrupavky, jejich distribuce v hlubokych vrstvach se vSak v jednotlivych piipadech
liSila. Shodnym rysem ve vSech ptipadech byla exprese a-SMA pfiblizné ve 20% chondrocytt
povrchové vrstvy chrupavky (Obr. 69 a 70). Pfevaznd vétSina aktin pozitivnich chondrocyt
byly bunky vietenitého tvaru. Distribuce téchto bun€k pfitom byla zcela nepravidelnd.
Znamky zondlni distribuce jsme nezjistili. Expresi desminu ani CD34 jsme v Zddném vzorku

nenalezli.

4.2.2 Chrupavka ze spodiny kloubnich defekti po traumatu

Ve vSech vysetienych vzorcich odebranych ze spodiny traumatickych defekta
vykazovaly zbytky chrupavkové tkané znaky vazivové chrupavky (Obr.71). Chondrocyty
exprimujici a-SMA tvorily vétSinu bunécné populace, a to ve vSech zastiZzenych oblastech
chrupavky (Obr.72). Je nutné dodat, Ze vétSinou jsme zastihli pouze spodni vrstvy zbyvajiciho
kloubniho krytu a ¢ast pfilehlé subchondrdlni kosti. Ve vSech piipadech jsme ve vétsi
¢asti chondrocytl prokdzali expresi S-100 proteinu (Tab.9; Obr.73). V jednom piipadé¢ byla
v chondrocytech souCasné nalezena exprese desminu. Bunky exprimujici desmin byly
prevazné lokalizovany v hloubi hyalinni chrupavky nad zénou kalcifikované chrupavcité

tkané€. Expresi CD34 jsme v zddném vzorku neprokazali.
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4.2.3 Osteoartroticky zménéna kloubni chrupavka

V preparatech barvenych hematoxylin-eozinem byly zietelné degenerativni zmény
chrupavky s patrnou fragmentaci tkan€, superficidlni fibrilaci a snizenim vysky chrupavkové
tkdn¢ (Obr. 74), event. se zndmkami edématézniho prosdknuti a s ojedinélymi nekrotickymi
chondrocyty. V nékterych oblastech byly patrny reparativni zmény s tvorbou chrupavky
fibrézniho typu, jinde pfevaZovaly oblasti s tzv. klondlni proliferaci chondrocytii a misty byla
chrupavka obvyklého vzhledu. V oblastech nahrazenych fibrézni chrupavkou se
v mezibunééné hmot€ nachdzely nepravidelné orientované snopce kolagenniho vaziva.

Buniky exprimujici a-SMA se vyskytovaly hlavné v oblastech tzv. klondlni
proliferace (Obr.75) a v mistech, kde pfi reparativnich procesech vznikla chrupavcitd tkan
fibr6zniho typu (Obr.76). V mistech klondlni proliferace se jednalo o skupiny chondrocyti,
které se v histologickém obraze nijak neliSily od ostatnich chrupavkovych bunék. Jejich
pozitivita v reakci k prikazu aktinu byla nipadna.

V oblastech, které mély strukturu podobnou normalni chrupavce, byla exprese o-
SMA v necetnych chondrocytech nepravidelnd ve vSech zéndch a pocet pozitivnich bunék se
liSil piipad od pfipadu (Tab.9). VétSina aktin pozitivnich bunék soucasné exprimovala S-100

protein. Expresi desminu ani CD34 jsme v Zddném ze vzorkl nenalezli.

4.2.4 Kultura chondrocyti pouzita k transplantaci pro 1é¢bu kloubnich defekti

Ve vySetfované kultufe bunék italské provenience (Hyalograft® C) pievazovaly
vietenité elementy (Obr. 77) exprimujici a-SMA bez soucasné exprese S-100 proteinu (Obr.
78). Tyto bunky nevykazovaly Zadné rysy typické pro chondrocyty, spiSe piipominaly
fibroblasty event. myofibroblasty. Nékteré lezely volné, jiné byly v tésném kontaktu s vlakny
kyseliny hyaluronové, kterd byla pouZzita jako nosi¢. Vldkna nosiCe se barvila hematoxylinem
v modrém odstinu. VSechny bunky byly pfiblizné stejn€ vyzralé, znamky diferenciace

smérem k chondrocytliim jsme nepozorovali.

4.2.5 Nové vytvorena kloubni chrupavka po transplantaci chondrocyti

Ve vzorcich odebranych z oblasti nové vytvofené chrupavky 10 mésict po
autologni transplantaci chondrocytli méla tkan charakter hyalinni chrupavky (Obr. 79 a 80)
s piimé&si chrupavcité tkdné fibrézniho typu. Distribuce chondrocyt v matrix byla iregularni,
stejné tak sloupcovité usporddani bunék v hluboké zdéné bylo nepravidelné. Zoéna
kalcifikované chrupavcité tkdn¢ byla netplnd. Tento ndlez svédcil pro inkompletni maturaci

nove vytvorené chrupavky. VsSechny bunky byly vitdlni. V subchondrélni kosténé tkéani byly
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znamky remodelace, o cemz svédcila ptitomnost osteoklastli na povrchu kostnich trameckt
nebo dokonce usurujicich spodni Cast nové vytvorené kloubni chrupavky. Ve vétSing
chondrocytl byla nalezena exprese a-SMA (Tab.9; Obr. 81) vétSinou simultdnné s pozitivitou
S-100 proteinu (Obr. 82). Pozitivita S-100 proteinu doklddala chondrogenni diferenciaci.
Prikaz desminu a CD34 vyznél negativné. Ve dreniovych prostordch subchondralni kosti jsme
u dvou piipadi nasli makrofidgy obsahujici ve své cytoplazm¢é modravy fagocytovany

materidl nejspiSe odpovidajici reziduim materidlu nosice (Obr. 83).
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Tabulka 9. Souhrnné vysledky analyzy exprese a-hladkosvalového aktinu v rtiznych typech chrupavky.

a-SMA pozitivni chondrocyty

Typ chrupavkové tkané Pocet ek
yp p ptipadu (roky) superficidlni hluboké
vrstva oblasti
< " 20-22

potracené a nedonosené plody 6 tydni - -
lidsk4 u$ni chrupavka normalni chrupavka usniho boltce 30 6- 82 60% <10%
traumatizovand u lidi 5 25-51 60% <10%

Usni transplantovana u lidi 33a37 <10% -
intaktn{ 6 27-45 60% <10%
lidsk4 u$ni chrupavka traumatizovand 18 23-41 60% <10%
transplantovana mysim uchovdvand v médiu 6 26-38 60% <10%
nové€ narostla na nosicich 9 9-35 60% <10%
n?rma/lm hlav1ce‘ ferPuru (n.a/hle 7 19-46 18 % 10 %

norméalni umrti — nekropticky materidl)
normélni hlavice femuru

(po fraktute kréku) 15 3572 22 % 15 %
100 % bunék v oblastech

hlavice femuru pfi osteoartroze 12 52-70 klondlniho seskupeni

Kloubni 80 % ve fibrokartilagindzni tkani
patologicky zménéna tibidlni chrupavka u hemofilika 7 23-42 80 % ve fibrokartilaginézn tkéni
posttraumatické defekty distalniho 15 71-35 i 30 %
femuru
chrupavka po autologni ] chrupavka dlSt?.lIlﬂlO femurt: po 12 23-35 30 % 30 %
transplantaci chondrocytu transplantaci chondrocytl
Celkem 150
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4.2.6 RT-PCR analyza

Ve vSech vySettenych vzorcich kloubni chrupavky jsme prokdzali pfitomnost
mRNA o-SMA a B- a y-cytoplazmatického aktinu (Obr. IX). V jednom vzorku odebraném
z mista defektu kloubni chrupavky po traumatu byla prokdzana ptfitomnost mRNA desminu
(jednalo se o vzorek, ve kterém byla exprese desminu prokdzdna rovnéz imunohistochemicky)

(Obr. X).

o-SMA
o-SKA
a-CAA
-SMA
B-actin
v-actin

a b ¢ d B f

Obr. IX RT-PCR analyza jednotlivych izoforem aktinu v kloubni chrupavce bez
patologickych zmén. PouZité zkratky: bp = base pairs; a-SKA = alfa-skeletalni aktin;
a-SMA = alfa-hladkosvalovy aktin; a-CAA = alfa-kardidlni aktin; y-SMA = gama-

hladkosvalovy aktin.
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Obr. X RT-PCR analyza jednotlivych izoforem aktinu v kloubni chrupavce s osteoartrézou.
Pouzité zkratky: bp = base pairs; a-SKA = alfa-skeletdlni aktin; a-SMA = alfa-
hladkosvalovy aktin; a-CAA = alfa-kardidlni aktin; y-SMA = gama-hladkosvalovy
aktin.
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5 Diskuze

Normalni netransplantovana lidska usSni chrupavka - histologie a porovnani

imunohistochemickych nalezi s transplantovanou usni a kloubni chrupavkou

Histologické a imunohistochemické vysetfeni nezménénych tj. normalnich
lidskych usnich chrupavek piineslo nékteré poznatky, které nejsou v odborné literatuie
zminovany (Gnepp 2009, Sternberg 1997). Obé povrchové vrstvy chrupavky usniho boltce se
vzdjemné liSi nejen hustotou elastickych vldken, coz bylo moZné rozpoznat pouze
v preparatech barvenych metodami k prikazu elastiky, ale i tvarem a hustotou chondrocytd.
V oblasti konvexit byla v povrchové vrstvé usni chrupavky elastickd vldkna méné Cetnd a
obklopovala pouze jednotlivé chondrocyty. Ty vSak byly ¢etnéjsi a vietenitého tvaru. Naopak
v konkdvnich oblastech obsahovala povrchova vrstva méné chondrocytl ovalného tvaru, mezi
nimiz byla hojnéjsi vlakna elastickd. Tento fenomén vrstveni pravdépodobné ovliviiuje nebo
piimo urcuje mechanické vlastnosti usni chrupavky. Lze napiiklad uvazovat, Ze odliSnosti ve
struktufe povrchovych vrstev chrupavky usniho boltce se mohou uplatiiovat pfi formovani a
udrzovani jeho reliéfu s Cetnymi konvexitami a konkavitami. Je napf. zndmo, Ze kovové
materidly rizné hustoty nebo lisici se jinymi svymi vlastnostmi jsou v rizné mife roztaZzitelné
pii razné teploté. Dva platky raznych kovii se za ménicich se teplotnich podminek proto
chovaji zcela odlisSné. Zistava zatim nevysvétlené, jak se chovaji dva razné biologické
materidly tvofici jednu vrstvu, jako je tomu v ptipadé€ vrstevnaté usporadané uSni chrupavky.
Samoziejmé, Ze na udrZeni znamého reliéfu uSniho boltce se nepochybné podileji 1 jiné
struktury jako k chrupavce fixovana tukové vazivova tkan a misty i svazky pificné pruhované
svaloviny. Piesto nelze vyloucit, Ze tzv. vrstveni uSni chrupavky muze hrét roli pfi zachovani
ptuvodniho reliéfu piedevSim v souvislosti s nékterymi plastickymi operacemi, pii kterych
bude pravdépodobné tieba brit tuto skutecnost na védomd.

Nalez CD34 pozitivnich bunék v oblastech blizkych perichondriu ukazuje, Ze
nekteré okrsky povrchu usni chrupavky obsahuji buniky blizké mezenchymovym buiikdm
kmenovym, pro které je CD34 pozitivita typickym znakem. Tyto elementy by mohly
pfedstavovat rezervodr bunck se schopnostmi proliferace, kterd se uplatiuje pfti
regenerativnich pochodech chrupavkové tkané, které zatim nebyly bliZe objasnény. Ze
statické histologické studie vSak neni mozné vyvodit Zadné blizsi zavéry o proliferacnich

Ve

schopnostech té&chto CD 34 pozitivnich bun¢k. Situace je o to komplikovangjsi, Ze v dospé€lé
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usni chrupavce jsme ani soucasnymi modernimi metodami neprokazali zndmky proliferacni
aktivity.

Togo et al. (2006) identifikovali v perichondriu boltce dosp€lych jedinct
progenitorové bunky chrupavky, které byly udspéSné pouzity v experimentu pro piipravu
arteficidlni chrupavky metodami tkanového inZenyrstvi. Jejich morfologické charakteristiky
ani imunofenotyp vSak bliZze nespecifikovali. Vyhodou je snadny odbé&r bez nutnosti odbéru
usSni chrupavky, nicméné podle jinych autorti jsou vysledky piipravy chrupavkové tkané
s vyuzitim téchto bunék nekonzistentni , obtizné reprodukovatelné a navic zfejmé hraji roli i
dalsi faktory, jako je vék nebo kultivacni podminky (Shieh et al. 2004).

Reakce k prikazu Ki67 byla v uSnich chrupavkidch u dospélych kompletné
negativni, na rozdil od chrupavek boltci nedonoSenych plodi. Toto zjisténi velmi
pravdépodobné zarovenn demonstruje, Ze s piibyvajicim vékem ve fazi vyzralé elastické
chrupavky se bunécny cyklus uSnich chondrocytli ziejmé vyznamnou mérou prodluzuje.
V literatute jsme nenasli Zadné ddaje tykajici se této problematiky, a tak lze predpokladat, Ze
problém nebyl dosud blize studovan.

V rdmci imunohistochemické analyzy vzork normadlni elastické usni chrupavky
jsme se poprvé pokusili blize specifikovat expresi jednotlivych izoforem S-100 proteinu.
Polyklondlni protilitka proti S-100 proteinu je, krom¢ melanocytirnich 1€ézi,
neuroektodermovych nddorti a myoepitelii, vétSinou vyuzivana pii identifikaci chondrocyti,
at’ uZ nenadorového nebo nadorového ptivodu. Jak uvadi sdm vyrobce protilitky (DAKO),
S-100 protein navic reaguje s lipocyty, s retikularnimi bunkami lymfatickych uzlin a
s buitkkami glie. Je smési protilatek proti ttem podjednotkdm S-100 proteinu bovinniho
mozku, a to proti proteinim S100 A1, A6 a S100 B. Specifita bézn¢ pouzivané protilatky
proti tomuto proteinu je tedy do jisté miry omezend, s ¢imZ je tfeba pocitat pii interpretaci
imunohistochemickych nélezti, jak uvddime v jedné z naSich praci (Povysil et al. 2008). To
byl hlavni divod, pro¢ jsme pouzili protilatky i proti dalSim zndmym podjednotkdm této
bilkoviny.

Dnes predstavuje S-100 protein skupinu 19 nizkomolekuldrnich proteint vazicich
Ca2+, které jsou exprimovany fadou rtiznych bunécnych typt, kromée jiného téz chondrocyty.
Podileji se na regulaci fady intraceluldrnich procest jako je fosforylace proteini, aktivita
enzymu, bunécnd proliferace a diferenciace, strukturdlni organizace cytoskeletu a bunénych
membran ¢i intraceluldrni homeostdza kalcia. Navic nekteré izoformy S-100 proteinu jsou
secernovany do extracelularniho prostoru a uplatiiuji se jako chemoatraktanty leukocytt,

moduluji proliferaci bun¢k a reguluji aktivaci makrofagii. Bylo doloZeno (Povysil et al. 2008),
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Ze nekteré S-100 proteiny ovliviuji progresi nddorového rastu, naptiklad prostfednictvim
tumor supresorového genu. Pozitivita S-100 proteinu je tedy v mnohych piipadech vyrazem
urcité bunécné aktivity, kterou nelze zatim dostate¢né specifikovat.

Pfesto jsme povazovali za uZitené sledovat expresi S-100 proteinu v
chondrocytech usni chrupavky za riiznych experimentdlnich podminek ve srovndni s ndlezy
v chrupavce normdlni. Ukédzalo se, Ze zatimco vétSina chondrocyti reaguje s polyklondlni
protilatkou, pii pouziti dostupnych protilitek proti riznym izoformdm S-100 proteinu se
vysledky do urcité miry liSi. Zd4 se, ze aktivita S 100 proteinu v chondrocytech je urcitym,
dosud bliZe nejasnym zplsobem modifikovdna v zdvislosti na jejich uloZeni v jednotlivych
odliSnych zénach usni chrupavky. Protilatky proti polyklondlnimu S100 proteinu a S100 Al,
A6, B2 a P proteiniim vykazovaly silnou pozitivitu chondrocytli ve vSech vrstvach uSni
chrupavky. S protilatkou proti S-100 A4 byla reakce ve vSech vrstvach minimdlni. Protilatky
proti S-100 A2 a A10 prokdazaly aktivitu pouze v zevnich vrstvich usni chrupavky, zatimco v

7 Mz

centrdlni ¢asti byla reakce chondrocytii negativni nebo slaba. Tyto ndlezy by mohly svédcit ve
prospéch predpokladu, Ze metabolicky nejaktivnéjsi budou pravdépodobné chondrocyty obou
zevnich vrstev v sousedstvi perichondria.

U transplantovanych riznych typu Stépu lidské usni chrupavky imunodeficitnim
mySim jsme aktivitu S-100 proteinu prokazovali pouze loZiskovité, coZz ukazuje na urcité
zmény jejich metabolické a biologické aktivity. V piipad¢ kultury usnich chondrocytii na
Zelatinovém nosic¢i pfed implantaci a u nové narostlé chrupavky na riznych typech nosicii po
jejich implantaci mySim jsme reakci k prikazu polyklondlniho S-100 proteinu vyuZili
predevsim pro potvrzeni jejich chondrogenniho plivodu. Exprese jednotlivych izoforem S-100
proteinu nebyla blize studovdna. Celd otdzka aktivity rtznych izoforem S-100 proteinu
v chondrocytech je zatim nejasnd a Cekd na dalsi objasnéni (Cross et al. 2005, Donato 1999,
Povysil et al. 2008).

V nasi studii zaroven poprvé informujeme o vyskytu aktin pozitivnich
chondrocytii, které tvofily az 60% celkové bunééné populace a vyskytovaly se pfevdzné
v povrchovych vrstvach normalni usni chrupavky (Kana et al. 2006). Aktin pozitivni buniky,
které v identickych vzorcich mély také pfisluSnou mRNA prokdzanou metodou RT-PCR,
mély charakter typickych chondrocytli, coZ bylo ovéfeno i pozitivitou v reakci k prikazu S-
100 proteinu. Ojedinéle bunky tohoto typu vykazovaly pozitivitu v reakci se svalové
specifickym aktinem a s protildtkou proti CD 34. UsSni chrupavka z rovnych oblasti boltce
m¢éla v obou zevnich vrstvach pfiblizné stejné Sirokou vrstvu aktin pozitivnich vfetenitych

chrupavkovych bunék. Naproti tomu v oblastech obloukovit€¢ zahnutych se vSak struktura
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zevnich vrstev liSila. V povrchové vrstvé v oblasti konvexity uSni chrupavky pievazovaly
aktin pozitivni vietenité buiiky, zatimco v protilehlé povrchové vrstvé konkdvni strany se
nachézely bunky ovoidniho tvaru rovnéz vykazujici pozitivitu alfa hladkosvalového aktinu.
Navic toto uspotrddani korelovalo s mnozstvim elastickych vldken, jak je popsano v tvodu
diskuze.

Vna$i prici jsme potvrdili pifitomnost exprese a-SMA v osteoartroticky
zménéné kloubni chrupavce, ktera je vyrazné vyjadiena hlavné v oblastech tzv. klondlni
proliferace a v mistech, kde v rdmci reparativnich procest vznikla chrupavcita tkan fibrézniho
typu (Povysil et al. 2008). Krom¢ toho jsme prokazali expresi a-SMA i v nékterych
chondrocytech patologicky nezménéné kloubni chrupavky, coz dosud nebylo popsano
(Povysil et al.2008). V patologicky nezménéné kloubni chrupavce byla exprese a-SMA
vyjadiena nejvyraznéji ve vietenitych chondrocytech povrchové prvni zony. Déle jsme
prokazali expresi a-SMA v defektni kloubni chrupavce po traumatu, v nové vytvorené
kloubni chrupavce po transplantaci. V kultufe chrupavkovych bunék pouZzité k transplantaci
(Hyalograft® C) pievazovaly vfetenité builkky exprimujici a-SMA bez soucasné exprese S-
100 proteinu. V jednom piipadé jsme ve vzorku chrupavky odebraném ze spodiny defektu po
traumatu kromé& a-SMA prokdzali i expresi desminu (Povysil et al. 2005).

Imunohistochemické vySetfeni chrupavky uSniho boltce stejné jako studium
kloubni chrupavky za normdlnich i riznych patologickych okolnosti znovu otevielo otdzku
vyskytu a vyznamu a-aktinu hladké svaloviny v chondrocytech riznych chrupavkovych tkani.
Jednoznacné se ukdzalo, Ze za normalnich okolnosti aktin pozitivni chondrocyty prevazuji
vusni chrupavce, zatimco v chrupavce kloubni se tyto bunky za normadlnich okolnosti
vyskytuji pouze v povrchové vrstvé a k jejich zmnoZeni dochdzi pfedevSim za rtznych
patologickych stavli v¢etné situace po transplantaci kultury chondrocytl. V této souvislosti
stoji za to v kratkosti zrekapitulovat soucasné poznatky o raznych typech aktina tak, jak je
tato problematika v soucasné dob¢ zndma.

Aktiny jsou ubikvitni eukaryotické proteiny vyskytujici se nejen v buiikdch
svalovych, ale také v dalSich elementech rGzné histogeneze. Uplatiiuji se v rdmci raznych
bunécnych funkci vCetné svalové kontrakce, bunécné motility, bunécného transportu,
bunééné adhezivity, fagocytdzy, déleni a udrzovani tvaru a integrity bunky (Ramaekers et
Bosman 2004, Vandekerckhove et Weber 1981). V jinych nez svalovych bunikéch se priblizné
polovina cytoplazmatického aktinu vyskytuje jako aktinovy monomer, coz je globularni
protein asociovany s ATP (G-aktin). Elektronmikroskopickym vysSetfenim Ize dobie

identifikovat druhou formu aktinu, kterd je polymerizovand ve formé aktinovych filament (F-
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aktin). Aktinova filamenta jsou polarizovand a maji plus a minus konec. Kazdé aktinové
vldkno predstavuje stoCeny fetézec sloZeny z globuldarnich molekul aktinu smétujicich
stejnym smerem podél osy vldkna (Reisler et Egelman 2007). Stabilita i funkce aktinovych
filament jsou modifikovany velkym poctem aktin-vazajicich proteinti. Aktinova vldkna jsou
vétSinou nestabilni, mohou vSak vytvafet 1 stabilni struktury jako napiiklad stresovd vldkna,
kontraktilni prstenec béhem bunécného déleni, stabilni struktury v mikroklcich ¢i kontraktilni
systém ve svalech (Alberts et al. 1998).

Pomoci elektroforézy lze u obratlovct rozlisit 6 izoforem aktinu, které se déli do
dvou tfid (Vandekerckhove et Weber 1981). Do prvni tfidy se fadi cytoplazmaticky [-aktin,
cytoplazmaticky vy-aktin a y-hladkosvalovy aktin. Druhou tfidu tvofi a-kardidlni aktin, o-
skeletdlni aktin a a-hladkosvalovy aktin (a-SMA). Cytoplazmaticky B-aktin a y-aktin jsou
ubikvitni. Geny jednotlivych izoforem jsou lokalizovany na odliSnych chromozémech.. Dalsi
Ctyfi izoformy aktinu jsou tkdnové specifické a vyskytuji se ve svalstvu skeletdlnim (o-
skeletdlni aktin), kardidlnim (o-kardidlni aktin, o-skeletdlni aktin) a ve svaloviné cév a
zazivaciho traktu (o- a y-hladkosvalovy aktin).

Rozdily mezi jednotlivymi izoformami aktinu jsou minimalni a vétSinou spadaji na
vrub délky polypeptidovych fetézcli aminokyselin, které se 1iSi maximdlné o jednu
aminokyselinu (374 nebo 375 aminokyselin). Oproti tomu jsou rozdily v sekvenci
aminokyselin pfece jen ndpadnéjSi. Byvaji lokalizovany hlavné v oblasti N-termindlniho
konce, ktery je exponovdn na povrchu molekul G-aktinu i na povrchu polymerizovanych
aktinovych filament (F-aktinu). Nejvice jde o 25 odliSnych aminokyselin mezi
cytoplazmatickym y-aktinem a a-skeletdlnim aktinem. Cty¥i svalové izoformy aktinu jsou si
vzajemn¢ jeSté¢ podobnéjsi, nejveétsi rozdil v primarni struktufe téchto polypeptidi je 8
aminokyselin (Vandekerckhove et Weber 1981). Jednotlivé izoformy aktinu jsou in vivo i
pies minimalni strukturdlni rozdily do urcité miry funk¢éné heterogenni (Mounier et al. 1997,
Khaitlina 2001). Mechanizmy této funkéni heterogenity nejsou jednoznacné objasnény.
Pravdépodobné se na ni podili rizné dalsi proteiny odli$né se vazajici na N-termindlni konec
molekuly aktinu v zdvislosti na primarni struktufe jednotlivych izoforem (Lehman et al.
2001).

Exprese jednotlivych isoforem se béhem vyvoje v nékterych tkanich podstatné
meéni, coZ zatim zUstdvd nevysvétlené. Napiiklad ve skeletdlnich svalech v pocatku
embryondlniho vyvoje pievazuje exprese a-hladkosvalového aktinu a pozdéji pievladne
exprese a-kardidlniho aktinu (Babai et al. 1990, Gunning et al. 1983). Alfa-skeletdlni aktin

prevlada pfi narozeni a ndsledné pak zustdva hlavni izoformou dospélych skeletdlnich svalt
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(Moll et al. 2006). Analogicka situace je u svaloviny myokardu, kdy je exprese a-SMA
béhem vyvoje nahrazena a-skeletdlnim a a-kardidlnim aktinem (Clement et al. 2007). Pro
spravny vyvoj a funkci srde¢ni svaloviny je pfechodna exprese a-SMA v Casnych fazich
vyvoje nezbytnd. Vzhledem k tomu, Ze nejsou mechanizmy tohoto pusobeni jednoznacné
objasnény, nebudeme se touto otdzkou bliZe zabyvat.

Cytoplazmaticky p- a y-aktin jsou ubikvitni proteiny, které se vyskytuji ve
vSech bunkéch vcetné¢ svalovych. Tyto proteiny se ucastni bunécné motility, transportu,
adhezivity, déleni a udrZovani tvaru i integrity bunky. Pfes zna¢nou strukturdlni homologii je
jejich prostorova lokalizace v buiice a jejich funkce do urcité miry odliSnd. Zatimco je gama-
cytoplazmaticky aktin pfednostné syntetizovdn a lokalizovdn v centrdlni Casti bunky,
vyskytuj se B-aktin v oblasti vedouciho okraje pohybujicich se bun¢k (Kashina 2006).

Alfa- a y- hladkosvalovy aktin se typicky vyskytuji pfedevsim v bunikdch hladké
svaloviny, jejiz hlavni schopnosti je schopnost kontrakce. Alfa- hladkosvalovy aktin je
dominantni izoformou v hladké svaloviné cév, naopak v hladké svaloviné zaZivaciho traktu
pfevaZzuje y-hladkosvalovy aktin (Vandekerckhove et Weber 1981). Alfa-hladkosvalovy aktin
je bcéhem embryondlniho vyvoje pfechodné exprimovan také v pii¢né pruhované kosterni
svaloviné a ve svaloviné myokardu, jak jizZ bylo zminéno v pfedchozim textu (Woodcock-
Mitchell et al. 1988). Alfa-hladkosvalovy aktin se krom¢ hladké svaloviny vyskytuje také
v myofibroblastech, myoepiteliich a pericytech (Chaponnier et Gabbiani 2004, DeNofrio et al.
1989, Hinz et al. 2003, Schmitt-Graff et al. 1994, Willems et al. 1994). Na rozdil od hladké
svaloviny vSak ani jedna z téchto bunék neobsahuje h-caldesmon. V piipadé myofibroblastli
je mnozstvi a-SMA rozhodujicim faktorem pro silu kontrakce vyvinutou témito bunkami. Ta
je totiz v piipadé exprese a-SMA podstatné vyssi nez u bunék, které tuto formu neexprimuji
nebo ji exprimuji v mensim mnozstvi. Pfesny mechanizmus zvySovani sily kontrakce sice
neni zndm, pravdépodobné vSak souvisi s integraci a-SMA do stresovych vldken (Hinz et al.
2002, Katoh et al. 1998). Exprese tézkého fetézce hladkosvalového myozinu neni potfebnd ke
zvySeni kontraktilniho potencidlu fibroblastti a myofibroblastli a a-SMA tak pravdépodobné
interaguje s nesvalovymi myoziny. Koncentrace téchto myozini se vSak nezvySuje a
neovliviiuje kontraktilni potencidl téchto bun¢k (Hinz et al. 2001).

V pticné pruhované a srdecni svaloviné se typicky vyskytuji a-skeletdlni aktin a
a-kardidlni aktin oznaCované také jako sarkomerické aktiny. Postnatdlné tvoii vétSinu
sarkomerickych aktinii pficné pruhované svaloviny a-skeletdlni aktin. Exprese a-SMA v
srde¢ni svaloviné je béhem embryondlniho vyvoje nahrazena a-skeletdlnim a a-kardidlnim

aktinem (Clement et al. 2007). Exprese o-skeletdlnitho aktinu v srde¢ni svaloviné se po
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narozeni, sniZzuje, nicméné i u dospélych tvoii tato izoforma asi 20% sarkomerickych aktinti
myokardu (Vandekerckhove et al. 1986). Za urcitych patologickych stavii, jako je srdecni
hypertrofie ¢i nékteré kardiomyopatie, dochdzi k vyraznému zvySeni exprese a-skeletdlniho
aktinu v bunikdch srdec¢ni svaloviny, u idiopatické dilatacni kardiomyopatie vSak zlistava
nezménéna (Adachi et al. 1998, Bakerman et al. 1990, Suurmeijer et al. 2003).

Béhem embryondlniho vyvoje lze expresi a-kardidlniho aktinu prokdzat nejen ve
svalovin€ srdeCni, ale i ve fetdlnich (umbilikdlnich) cévach a ve vétSim mnozstvi také ve
skeletdlni svaloving, kde je po narozeni nahrazena a-skeletdlnim aktinem. Za normadlnich
okolnosti je pak a-kardidlni aktin exprimovén pouze v modifikovanych svalovych bunkdch v
oblasti nervovésvalového vieténka a v ur€itém mnoZstvi i v dalSich bunkich skeletalni
svaloviny (Clement et al. 1999). Podle né€kterych praci tvoii tato izoforma aktinu ve skeletalni
svalovin€¢ u dospélych jedincii méné nez 5% piitomného mnozstvi sarkomerickych aktint
(Ilkovski et al. 2005), podle jinych literarnich prameni je to az 10-15% (Ravenscroft et al.
2008). Vyjimkou jsou okohybné svaly, kde o-kardidlni aktin tvoii pfiblizn¢ 65%
sarkomerickych aktinti. Podil této izoformy je tak jen o néco nizsi, nez je obvyklé u srdecni
svaloviny (Ravenscroft et al. 2008). Krom¢ vysokého procenta a-kardidlniho aktinu, jsou
v okohybnych svalech exprimovany i dal§i proteiny neobvyklé pro ostatni skeletalni
svalovinu, jako je napfiiklad utrofin. Diky tomuto specifickému sloZeni okohybnych svali
nedochazi k jejich poskozeni pii vétSiné riiznych kongenitdlnich myopatiich vzniklych na
podkladé¢ mutace genu ACTA1 pro a-skeletdlni aktin (Andrade et al. 2000, Ilkovski et al.
2005).

Za urcitych patologickych stavii dochazi k vyraznému zvyseni exprese
o-kardidlniho aktinu v pricne pruhované kosterni svaloviné. Ptikladem mulze byt
degenerativni atrofie nebo Duchennova svalova dystrofie, ke zvySeni ale také dochazi
napiiklad i béhem svalové regenerace (Moll et al. 2006). Role a-kardidlniho aktinu ve vyvoji
a funkci srde¢ni svaloviny nenfi sice jednoznacné objasnéna, nicméné je zndmym faktem, zZe
mutace genu pro tuto izoformu aktinu vedou ke vzniku idiopatické dilata¢ni kardiomyopatie a
familidrni hypertrofické kardiomyopatie (Mogensen et al. 1999, Olson et al. 2005).

Exprese a-kardidlniho aktinu byla rovnéz postnatdlné¢ prokdzédna v bunkich
hladké svaloviny cév pfi aterosklerdze, kde dochdzi k fenotypické preméné hladkosvalovych
bungk s alteraci cytoskeletu. V téchto buiikdch se v ramci fenotypickych zmén sniZuje exprese
a-SMA a naopak se zvySuje exprese B-cytoskeletdlniho aktinu a je exprimovan a-kardidlni

aktin. Alfa-kardidlni aktin je v téchto buikdch distribuovan podobnym zpiisobem jako
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cytokeratin 8 a 18, coZ jsou intermedidlni filamenta typicky pfitomnd v dediferencovanych
hladkosvalovych bunkéch (Bea et al. 2000).

Z uvedeného prehledu vyplyvd, Ze problematika exprese riznych izoforem aktina
je znacn¢€ komplikovand, protoZe v buikkdch nékterych tkéani se vyskytuji izoformy, které pro
danou tkén jsou proti ocekdvani malo specifické. Zminéna skutecnost na jedné stran¢ ukazuje,
Ze tato problematika neni dostate¢n¢ objasnéna a vyZaduje dalsi cilené studie. Na druhé strané
je ziejmé, Ze interpretace pozitivnich ndlezli spojenych s expresi aktinu predevsim z hlediska
diagnostickych zavért v bioptické praxi muze byt znacné sloZzita.

Vyznam exprese a-SMA jako jedné z kontraktilnich izoforem aktinu v buiikach
patologicky nezménéné i riiznym zpusobem poskozené chrupavky zlstdva nejasny. Jeho
uloha muze byt v pfenosu intracelularni tenze do extracelularni matrix, coZ muze ovlivilovat
kromé jiného i tkanové specifické usporadani této matrix (Kim et Spector 2000, Kinner et
Spector 2002). V piipadé elastické chrupavky uSniho boltce se mohou chondrocyty
exprimujici a-SMA podilet spolu s elastickymi vldkny na neobvyklé elasticité této chrupavky
a jeji schopnosti meénit tvar pod vlivem mechanickych podnéti bez poskozeni tkané
(Kana et al. 2006). Nase histologické ndlezy tzv. vrstevnatého usporadani né¢kterych oblasti
uSni chrupavky zaroven naznacuji, Ze aktin pozitivni chondrocyty mohou pravdépodobné
podstatnou mérou pfispivat spolu s rozvrstvenim elastickych vldken k udrZeni fixniho reliéfu
usniho boltce.

Z literatury také neni jasné, jestli je exprese a-SMA v chondrocytech elastické
usni a hyalinni kloubni chrupavky pfitomna trvale, ¢i jde o vysledek patologického procesu
nebo mechanické zatéze. Ukazuje se vSak, Ze exprese a-SMA v buiikach Kkloubni
chrupavky i menisku miiZe byt regulovana urcitymi rastovymi faktory, jako je napi. TGF-p1,
ktery expresi a-SMA v téchto bunkach zvySuje, ¢i PDGF, ktery expresi a-SMA naopak
sniZuje (Zaleskas et al. 2001). Vysledky nasi studie ukazaly, Ze urcité procento chondrocyta
exprimujicich a-SMA je pfitomno jak vnormdlni uSni chrupavce, tak v patologicky
nezménéné chrupavcee kloubni. V kloubni chrupavce se nicméné jejich mnoZstvi v piipadé
poskozeni v rdmci osteoartrézy nebo posttraumatickych zmén zvySuje

Na rozdil od hyalinni kloubni chrupavky jsme u transplantované usni chrupavky
jak v experimentu u mysi, tak u dvou pacient s deformitami nosniho skeletu ndriist aktin
pozitivnich chondrocytii v souvislosti s poskozenim nepozorovali. V piipadé patologicky
zménéné lidské usni chrupavky (polychondritida, posttraumatické zmény) jsme ndrtst aktin
pozitivnich chondrocyti rovnéz nezaznamenali. V jednom piipadé€ u pacienta se zdpasnickou

minulosti, kdy traumatické zmény uSni chrupavky byly vyrazné vystupiiovdny, vSak byla
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patrnd ndhrada rozsédhlejSich poSkozenych oblasti chrupavkou vazivového typu tj. chrupavkou
bez elastické komponenty a hodnoceni zmén v expresi alfa hladkosvalového aktinu nebylo

mozné.

Transplantovana lidska usni chrupavka u lidi a imunodeficitnich mysi

Vysledky nasich pokusit na experimentdlnich mysich stejné¢ jako vySetfeni
transplantované autologni u$ni chrupavky do nosniho skeletu u lidi potvrdily, Ze uSni
chrupavka je biologickym materidlem, ktery je vhodny pro transplantaci do oblasti deformit
nosniho skeletu rizné etiologie. Nezaznamenali jsme Zddné rejekcni zmény v misté
experimentdlnich transplantdtii ani implantdtii u mysi. Valnd ¢ast bun€k usni chrupavky
zustala vitdlni, jak jsme si mohli ovéfit pfi histologickém vySetfeni doplnéném o specidlni
metody vySetfeni imunohistochemického, vcetné vySetieni aktivity riznych izoforem S-100
proteinu, které dobfe monitoruji riizné biologické funkce bunék.

Pfi pouziti transplantati lidské usni chrupavky uchovédvanych ve fyziologickém
roztoku po dobu maximdln¢ 24 hodin jsme sice zaznamenali urCity nartist poctu nekrotickych
chondrocytli, avSak v mife, kterd v Zddném piipad¢€ nenarusila funk¢énost transplantované usni
chrupavky. MnoZstvi nekrotickych bunék bylo vétSi v nékterych ptipadech, kdy byly
transplantdty traumatizoviany nebo byly zbaveny perichondria a po dobu 7 - 14 dna
uchovavany v kultivaénim mediu. Otdzkou pii porovndvani raznych typl transplantati se
situaci v normdlni netransplantované usni chrupavce zistdvd stanoveni pfesného poctu
odumfelych chondrocytl. Problém je v tom, Ze neni jasné jak hodnotit tzv. prazdné lakuny, ve
kterych v pfislusné roviné¢ v dobé vysetfeni chybi jakékoliv alespoii stinovité¢ zachované
bunécné zbytky. Nelze totiZ vyloucit, Ze nepfitomnost bunécnych struktur at’ uz vitdlnich ¢i
odumfelych je ddna pouze rovinou fezu v dobé vysetieni, pfi¢emz lakuna zbytky chondrocytt
obsahuje.

Podobné vysledky jsme mohli potvrdit i ve vzorcich transplantdtii odebranych
z terapeutickych diivodu v oblasti nosniho dorza dvou z naSich pacientui.

Pti transplantaci Stépu z normdlni, netraumatizované elastické lidské usni

chrupavky imunodeficitnim mysim nedoSlo k naruSeni zdkladni sit¢ elastickych vldken. Je

vSak nutno pocitat s moZznosti vzniku drobnych vazivovych jizev mikroskopického rozméru,
jejichz pritomnost vSak negativné neovlivni zdkladni vlastnosti usni chrupavkové tkané.
Nélez ojedin€lych okrski myxoidniho prosdknuti chrupavkové tkané¢ rovnéz vitalitu

chrupavkové tkdné zdsadnim zpiisobem neovlivnilo.
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Traumatizace usni chrupavky ptred vlastnim transplantacnim vykonem nevedla ke
zvySeni proliferacni aktivity, jak jsme mohli ovéfit pii pouZziti protilatky proti Ki67, pomoci
niz se zcela bézné¢ ovéfuje proliferacni aktivita rGznych tkdni vcetné aktivity raznych
nadorovych procesti. USni chrupavka se tedy nelisi od ostatnich typt chrupavkové tkané svoji
extrémné nizkou proliferacni aktivitou, kterou neni mozné za pomoci v souCasné dobé
pouzivané imunohistochemické reakce, tj. vySetfenim Ki67, béZn€ monitorovat. Mohli jsme si
vSak ovéfit, Ze v ptipad¢ nedonoSenych plodi, které byly potraceny piiblizn¢ kolem 22. tydne
téhotenstvi, je naopak proliferacni aktivita zfetelna a tyka se pfiblizn¢ 20% bunck. S ristem
plodu a hlavné s nastupem dospélosti se pravdépodobné proliferace vyrazné omezi, coz vSak
nemuzeme v souvislosti s chybénim piislusného materidlu ovéfit.

V souvislosti s traumatizaci usni chrupavky jsme nepozorovali vyznamnou ztratu
vitality nebo zndmky zvySené resorpce. Rozlomené nebo incizi naruSené struktury uSni
chrupavkové tkané€ se znovu nespojily novotvoienou chrupavkovou tkani, jak uvadéji nékteré
literarni prameny (Bonisch et al 2007, Nolst Trenité et al. 1988), nybrz do Stérbin vrostla
cévnatd granulacni tkan, kterd ale viabilitu chrupavky podstatnym zpiisobem nenarusSila.
Rovnéz oddéleni perichondria s ¢asti povrchové vrstvy chrupavky vitalitu transplantitu
zasadné neovlivnilo. Transplantat zlstal z 90% vitdlni, odumiely pouze chondrocyty v tésné
blizkosti fezu.

Konec¢né rozdrceni chrupavky nevedlo (aZ na dvé vyjimky) k zdniku chondrocyt
v drobnych fragmentech, které piezivaly obklopené vazivovou tkani. V tomto piipade
dasledky traumatizace chrupavkové tkané¢ pravdépodobné zdvisi na sile mechanizmu
pouzitého pfi jejim drceni. V naSem experimentu byla traumatizace relativné Setrnd, coZ by
vysvétlovalo prezivani bun¢k v drobnych fragmentech.

V otdzce resorpce chrupavky po transplantaci se nazory v literatuie rizni. Zatimco
u transplantiti z intaktni chrupavky vétSina praci uvadi pies 90% zivotaschopnych
chondrocytll, u traumatizované chrupavky jsou tdaje v tomto sméru znacné rozdilné. Yilmaz
et al. (2001) uvadéji, Ze i1 znacné traumatizovand chrupavka zlstdva Zivotaschopnd.
K podobnym zdvériim dospéli i Rudderman et al.1994, kdy se viabilita chondrocytl drcené
chrupavky v experimentu u kralikd pohybovala mezi 70% - 90%. Oproti tomu Bujia (1994)
uvadi, Ze po rozdrceni chrupavky pieziva jen 10-30% chondrocytii. V zdvislosti na pouZité
technice drceni chrupavky Verwoerd-Verhoef et al. (1991) prokdzali v experimentu se
septalni chrupavkou mladych kralika jen 10% - 30% vitalnich chondrocyti. Na rozdil od
pozorovani jinych autorti byly nekrotické okrsky nahrazovany novotvofenou chrupavcitou

tkani z pfezivajicich chondrocytt.

80



Cakmak et al. (2005) se pokusili podle sily pouzité k drceni 1épe kvantifikovat
stupen rozdrceni usSni chrupavky. Viabilita chondrocytli se v experimentu u kralika
pohybovala, v zdvislosti na stupni rozdrceni, vrozmezi 10% - 70%. Autofi soucasné
konstatuji, Ze lehkym nadrcenim chrupavky je mozné indukovat proliferaci chrupavky a
metaplastickou osifikaci. Se stupném rozdrceni chrupavky vSak vzristd i pocet nekrotickych
chondrocytl a transformace chrupavky ve vazivovou tkai. Vysledkem nepravidelné resorpce,
ke které u drcené chrupavky castéji dochézi, jsou nerovnosti na povrchu §tépu, které mohou
byt velmi ndpadné zejména u dorzdlnich Stépu (Sicdk 2007). Cakmak et al. 2005 ovétovali
také viabilitu lidskych chondrocytt v chrupavce odebrané z nosniho septa, kterou opét nadrtili
riznou intenzitou pouZzité sily a kultivovali v Zivném roztoku. V téZce traumatizované
chrupavce nalezli po 10ti dnech kultivace jen 68% viabilnich chondrocytli, zatimco v lehce
drcené chrupavce to bylo az 93%. Dlouhodobé stabilnich a ptfedvidatelnych vysledkt
augmentace pomoci $tépl z nepatrné nebo mirné drcené chrupavky (septdlni i usni) dosdhli
stejni autofi i v klinickém souboru 462 pacienti (Cakmak et Buyuklu 2007). Na zdklad¢ vyse
uvedenych poznatki 1ze konstatovat, Ze stupeni resorpce transplantované chrupavky zavisi na
rozsahu traumatizace zpusobené drcenim a tento fakt je tieba zohlednit pii piipravé Stépu
z drcené chrupavky a volb¢é vhodné lokality k jeho umisténi. Pro doplnéni je tfeba uvést, Ze
vetsi stupen resorpce ve srovndni s autologni chrupavkou je zminovan v literatufe u allogenni
chrupavky nebo kosti (Dolezal 1999, Huizing et de Groot 2003, Kridel et Konior 1993).

Ke korekci sedlovité deformity nosniho dorza pouzivaji néktefi autofi (Calvert et
al. 2006, Daniel et Calvert 2004, Kelly et al. 2007) fragmenty chrupavky (septélni, u$ni nebo
Zeberni) o pruméru 0,5 — 1 mm (,,diced cartilage*) proplachnuté antibiotickym roztokem,
kterymi vyplni vak z tempordlni fascie ve tvaru ,,rukdvu‘ umistény na nosni dorzum. Fascie
sice neni bezpodmine¢né nutnd pro pteziti chrupavky, ale pokud jsou fragmenty chrupavky
pouzity samostatn¢, dochdzi k urcité resorpci v mistech, kde chybi perichondrium. Vak
z fascie nahrazuje perichondrium, udrzuje spravny tvar a hladky povrch Stépu a zistava
dlouhodobé viabilni. Postupné dojde k vytvofeni solidni masy z fragmentl chrupavky
vzdjemné spojenych vazivem. Poprvé byl tento postup pouZit Peerem, ktery jiz v roce 1944
publikoval stat’ o pouZziti takto upravené chrupavky pro rekonstrukci boltce pfi mikrocii a
vyplnéni depresi v oblasti kalvy. Calvert et al. 2006 zaznamenali pfi pouZiti této techniky
vyborné vysledky, zvlast¢ u pacientd indikovanych k reviznim vykonim. V drobnych
fragmentech chrupavky piezivd asi 85% bunék (Bujia 1994). Kazikdas et al. (2007)
publikovali experimentdlni studii, kde u kréliki srovnavali viabilitu drcené usni chrupavky a

usSni chrupavky rozdé€lené na drobné fragmenty (,,diced cartilage®) transplantované bud’
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samostatné nebo obalené v Surgicelu nebo v HYAFFu. HYAFF je komeréné vyrdbénd
esterifikovand forma kyseliny hyaluronové, kterd se pro svij pfiznivy vliv na hojeni ran a
antiadhezivni vlastnosti pouzivd v pevné form¢ v riznych -chirurgickych indikacich
(tamponddy apod.). Nejlepsi vysledky stran zachovani integrity St€pu, viability chondrocytl a
novotvorby chrupavcité tkdné na periferii vzorkt, poskytovaly $tépy jak z drcené chrupavky,
tak na drobné fragmenty rozdélené (,,diced*) chrupavky, oboji obalené v HY AFFu.

Na rychlost resorpce ma vliv pomér mezi povrchem a objemem S$tépu, proto se
tensi Stépy rychleji (Bujia 1994, Huizing et de Groot 2003, Lattyak et al. 2003). Pfi¢inou vétsi
resorpce chrupavky mohou byt i cévy vrustajici do drobnych otvorti vzniklych napiiklad po
sutufe vicevrstevnych (,,sendvi¢ovych®) §tépil nebo pfi fixaci Stépu ke stavajicim strukturdm
nosniho skeletu (Huizing et de Groot 2003). Resorpce je ddle ovlivnéna i mistem odbéru.
Rychleji se resorbuji Stépy pochdzejici z jiné lokality, nez je misto jejich inzerce. K pfezivani
transplantdt pfispivd i nizkd metabolickd a imunologicka aktivita n€kterych oblasti (nosni
dorzum a Spicka) usnadnuje preZivani transplantiti na rozdil od nosniho septa, kde je tato
aktivita vétsi (Huiznig et de Groot 2003). Lattyak a spol. (2003) pozorovali vétsi rozsah
resorpce u chrupavcitych $tépti v oblasti nosniho dorza ve srovnani se St€py pouZitymi v
oblasti nosni Spicky.

Goriir et al. (2007) upozornuji na roli apoptézy, kterd je podstatné castéji
detekovdna u posttraumaticky vzniklé deviace, neZ u deviace jiné etiologie nebo u
nedeviované septélni chrupavky. Doporucuje proto odebirat materidl z netraumatizovanych
oblasti septa, protoZze apoptdza zvySuje pravdépodobnost resorpce a zmény tvaru Stépu.
Arslan et al. (2007) se zabyval problematikou apoptézy u Stépit z tzv. ,diced cartilage*
obalené v Surgicelu® (oxidovana regenerovana celul6za). Ve skupiné pacientti, u nichz byla
pouzita k augmentaci nosniho dorza traumatizovana chrupavka, doslo ve vSech piipadech k
¢astecné nebo uplné resorpci Stépu, na rozdil od skupiny s netraumatizovanou chrupavkou,
kde byl objem Stépu témét u vSech pacientli dlouhodobé stabilni. Jako jednu z pfi¢inu tohoto
selhani vidi pravé v apoptotickych zménéch, které nemusi byt pti odbéru chrupavky patrné a
mohou byt potencovany dalsi traumatizaci pii odbéru a zpracovani chrupavky. Je nutné
ovSem uvést, Ze proces degradace Surgicelu sdm o sob& zvysuje pravdépodobnost resorpce
chrupavky tim, Ze vyvolava reakci proti cizimu télesu spojenou s lymfocytarni infiltraci,
obrovskobunécnou reakci a pozdni fibrézou (Calvert et al. 2006). Lidsky organismus totiZ
nedisponuje enzymatickym vybavenim potiebnym pro metabolické zpracovani celuldzy

(Ertas et al. 2000).
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Resorpci vétsitho rozsahu lze podle nékterych autorG zabranit ponechdnim
perichondria alespoil na jedné stran€ Stépu. Na druhou stranu lze v ojedinélych ptipadech
zaznamenat rust transplantované chrupavky, pravé u chrupavditych St€pt s ponechanym
perichondriem, piipadné u mladsSich jedincti, kde neni rtist nosu jesté zcela ukoncen (Huizing
et de Groot 2003, Nolst Trenité 2005, Tardy et al. 1985).

Ve skupiné Stepii z usni chrupavky, které byly pted vlastni transplantaci zbaveny

perichondria a poté uchovavany po urcitou dobu v kultivacnim médiu, jsme jeden Stép pfti

pokusu o explantaci nenalezli, predpokladame proto, Ze doslo k jeho resorpci. U dalSiho Stépu
doSlo k uplné nekrdze Stépu provdzené misty zanétlivou reakci provédzenou hnisdnim.
Pravdépodobnou pii¢inou mohla byt kontaminace béhem transportu a manipulaci se Stépem a
naslednd zanétlivd reakce s nekrézou nebo nechténd traumatizace Stépu pii opakované
manipulaci, nelze vyloucit ani podil zhorSené vyzivy chrupavkového Stépu. V ostatnich
ptipadech se kromé drobnych loZiskovych nekréz jednotlivych chondrocytli vzorky vhojily
bez jinych prokazatelnych morfologickych zmeén. Na zdkladé naSich zkuSenosti Ize
konstatovat, ze uchovavani Stépi z lidské usni chrupavky po urCitou dobu pied vlastni
transplantaci v kultivacnim médiu pfi teplot¢ 37°C nepfineslo pro vysledky transplantace
zadné vyhody, naopak mohlo zvysit riziko kontaminace St€épu a jeho ndsledné nekrozy a
resorpce. Podle literdrnich ddaji Ize autologni chrupavku ptfed transplantaci uspéSné
dlouhodob¢ uchovévat naptiklad ve fyziologickém roztoku s pfidanim antibiotik v chladu cca
pii -16% - -18°C (Guyuron et al. 1994), déle v 70% isopropyl alkoholu, Merthiolatu, Cialitu
apod. (Bujia et al. 1991, Clark et Cook 2002, Guyuron et Friedman 1994, McGlynn et Sharpe

1981, Pankin et Chirkova 1973, Wong et al. 2003)

USni chrupavka u kraliki — zmény po traumatizaci v oblasti uSniho boltce a po

autologni transplantaci

Krilici jsou vhodnym zvifecim modelem pro studium histologickych zmén u$ni
chrupavky nebo chrupavky nosniho septa za riiznych experimentdlnich podminek (Ale de
Souza et al. 2008, Bonisch et al. 2007, Cakmak et al. 2005, Kazikdas et al. 2007, Wiseman et
al. 2000). Z tohoto diivodu jsme vyuZili moZnost zkoumat histologické zmény usni chrupavky
jednak po traumatizaci v oblasti usnich boltct, jednak po transplantaci autolognich Stépii
subkutanné do oblasti dorza experimentdlnich zvitat. Cilem prace nebylo zjiStovéani exprese
aktinu v chondrocytech jinych zivocisSnych druhi, proto jsme imunohistochemické vysetieni

zam¢fené timto smérem neprovadéli.
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V mistech po provedené inkompletni incisi jsme zaznamenali zvySenou proliferaci
chrupavkové tkané sndslednym rozvojem uzlovitého ztluSténi tvoreného zC4sti nove
vytvofenou chrupavkou. Obdobné zmény, ovSem u drcené krali¢i usni chrupavky, popisuji
Cakmak et al. 2005. V piipadé chrupavky, kterd byla rozdélend kompletni incizi a nasledné
seSitd doSlo ke sriistu pouze vazivovou tkani. Zndmky zvySené proliferaéni aktivity
chondrocytl a tendenci ke sriistu novotvofenou chrupavkovou tkani jsme nepozorovali.

Misty doslo k posunu okrajii chrupavky ptes sebe. Posun okraji s jejich ¢astecnym
prekrytim (,,overlap®) popisuji u septdlni chrupavky v experimentu na kralicich napiiklad
Bonisch et al (2007) nebo Nolst Trenité et al. (1988).

Wiseman et al. (2000) pozorovali na krali¢im modelu nartist celkového objemu a
plochy Stépti slozenych ze dvou vrstev uSni chrupavky po autotransplantaci do
druhostranného boltce. Na nérGstu objemu a plochy Stépu se podilela pifedevSim novée
vytvofend vazivova tkdn a v mensi mife i novotvofend chrupavka na okrajich St€pu. Sutura
Stéplt neméla Zadny vliv na vyslednou tloustku nebo celkovy objem $tépt. U €asti vzorki
byla pozorovana fibroprodukce a chondrogeneze jednak mezi vrstvami chrupavky, jednak
mezi Stépem a puvodni chrupavkou uloZenou pod nim. RovnéZz byly pozorovany jen
minimélni zmény ve smyslu osifikace, resorpce ¢i zdnétu.

V nasi studii jsme u kraliki zmény ve smyslu resorpce transplantované u$ni
chrupavky, zanétlivé zmeény ani zvySenou fibroprodukci v okoli $t€pii po dvou mésicich

nezaznamenali.

Implantace nosic¢u s kulturou lidskych usnich chondrocyti imunodeficitnim mysim

V ¢asti nasi prace, ve které jsme testovali moZnosti kultivace uSnich chondrocytia
ve tkanové kultuie jsme potvrdili, Ze autologni kulturu lze vypéstovat a prenést na vhodny
nosi¢. Pfi histologickém vySetteni autologni kultury chondrocytii na Zelatinovych nosicich
jsme ve vSech ptipadech v prostordch mezi septy nosi¢e zaznamenali zcela drobné skupinky
madlo diferencovanych bunék ovalného tvaru bez zndmek produkce mezibunééné hmoty, které
byly pozitivni v reakci k prikazu S100 proteinu, coz nejspisSe svéd¢i pro jejich piibuznost
s chondrocyty. Expresi a-SMA jsme nezjistili.

Po 8 tydnech od implantace doSlo v nckolika ptipadech k resorpci celého
implantatu. Jednalo se vSak pouze o jeden typ implantatli, kdy by pouzit nanovldkenny nosic z
PVA/Chitosanu 89:11. Resorbovano bylo celkem 5 ze 6 implantatli, pfiCemZ v poslednim

piipadé jsme sice nebyli pfi explantaci schopni implantat makroskopicky identifikovat, po
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odbéru bloku tkdné z mista piivodni implantace byly pfi mikroskopickém vysSetfeni nalezeny
vazivove opouzdiené volné uzliky chrupavky bez nosi¢e. Pravdépodobnou pti€inou resorpce
nosic vySe uvedeného slozeni byl jednak nevhodny vzdjemny pomér jednotlivych
homopolymert nosice s vy$§im hmotnostnim pomérem PVA, ktery vedl k jeho rychlému
rozpadu. PVA se vyuZzivd predevSim jako nosi¢ nejriznéjsich 1é¢iv, kde je jeho relativné
rychly rozklad ve vodnych roztocich vyhodny, nicméné vhodnou chemickou modifikaci by
jist€¢ bylo mozné zmeénit vlastnosti tohoto polymeru tak, aby se doba jeho degradace
prodlouzila azZ na n€kolik tydnt (Dailey et al. 2005, Chung et Park 2007).

V ostatnich piipadech, kdy byl implantat nalezen a nasledné vySetten, jsme jak u
scaffoldl ze Zelatiny, tak z nanovldken z riznych materidlli, ve vétsin¢ piipadii zaznamenali
vznik loZisek chrupavkové tkdné se vSemi charakteristikami elastické chrupavky, kterd se
v zdkladnich rysech neliSila histologickou strukturou ani imunofenotypem od normadlni uSni
chrupavky. Buiiky byly pozitivni v reakci k prukazu S-100 proteinu a nékteré byly i a-SMA
pozitivni. Navic mezibunéénd hmota obsahovala prokazatelna necetnd elasticka vladkna. Po
osmi tydnech od implantace nebyl materidl nosi¢l ze zelatiny ve vétSi mite rezorbovan. U
nanovldken nebylo mozno resorpci bliZze posoudit pro jejich obtiznou identifikovatelnost.
V okolf nosict ze Zelatiny, ale i tff nosic¢l z nanovldken z riznych polymerti (PCL, PVB i
PLGA) byla v okoli patrnd obrovskobunécnd reakce typu z cizich téles. U ¢asti vzorkl jsme
zaznamenali, podobn¢ jako jini autofi (Christophel et al. 2006, Haisch et al. 2002, Rotter et al.
1999, Shieh et al. 2004) i vznik vazivového pouzdra kolem implantétu.

V nékterych prostordch mezi strukturami nosi¢e vSak vyrostla 1 tkan tukové
vazivova nebo madlo diferencovana tkdin mezenchymova. Tento fenomén je mozno vysvétlit
v souladu se sou€asnymi predstavami o kmenovych buiikdch ( Alison et al. 2009) dvojim
zpusobem. Bud’ byly pii pfipravé tkanové kultury ziskdny kmenové mezenchymové bunky
schopné diferenciace do n€kolika bunéénych typii, nebo se nové¢ vznikld tkan vyvinula ze
dvou ¢i tifi typt unipotentnich kmenovych bunék somezenou jednosmérnou potenci
diferenciace, pochdzejicich z bunék, které osidlily implantdt spolecné s uSnimi chondrocyty
nebo mohly migrovat do implantatu z okolni pojivé tkan¢ ptijemce (Christophel et al. 2006).

Tuto otazku nelze spolehlivé rozhodnout bez dalSich ndro¢nych a finan¢né
ndkladnych pokust, které by mohly byt predmétem naseho zdjmu az v pozdéjsim obdobi.
Z nasSich nalezi také vyplyva, Ze vypéstovani Cisté kultury bunék elastické chrupavky nemusi
byt jednoduché, nebot chrupavkova tkan wusSniho boltce tésné souvisi s riznymi
komponentami mezenchymovych tkdni t€sné na ni naléhajicimi a jejich oddéleni miiZe byt pii

preparaci z pochopitelnych divodii obtiZné.
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Problematice tkanového inZenyrstvi zabyvajici se pfipravou ruznych typt tkani
véetné chrupavkové je vénovdna velkd pozornost a tomu odpovidd i velké mnoZstvi
publikovanych studii. Vyzkumné tymy se soustied’uji na n€kolik zakladnich oblasti. Jedna se
pifedevSim o nalezeni co nejvhodnéjsiho zdroje bunc€k pro vytvoieni arteficidlni chrupavky.
Dile se vyviji znacné usili k nalezeni idealniho nosice téchto bunék z biokompatibilniho a
biodegradovatelného materidlu  a vhodného strukturdlntho uspofddéani, ktery umoZni
rovnomeérnou distribuci bunék ve scaffoldu, jejich adhezi, rist, proliferaci a rovnomérné
ukladani mezibunéné hmoty. Scaffold by se m¢l odbourdvat postupné a jeho degradacni
produkty by nemély byt toxické a nemély by jakymkoliv zplisobem brénit ristu a maturaci
chrupavkové tkané. DileZité jsou rovnéZz otdzky tykajici se dlouhodobého zachovani
mechanické stability a udrzeni vhodného tvaru a velikosti novotvorené tkan¢, coZ ma velky
vyznam praveé v oblasti hlavy a krku. V poslednich letech se dostavaji do popiedi i otazky
imunologické tykajici se tolerance arteficidln€ vytvorené autologni tkdné€. S tim souvisi i
pokusy o vytvofeni novych tkdni pomoci novych kultivacnich technik, kdy je nové tkan
piipravena bez pouZiti nosice.

Pro feSeni vyse uvedenych otdzek se vyuZivaji nejruznéjsi postupy jak in vitro, tak
in vivo. Zna¢nd C4ast studii probihd in vitro, kdy se hledaji optimdlni zdroje bunck pro
kultivaci. Preferovanym zdrojem bunék pro tkanové inZenyrstvi chrupavky byly po dlouhou
dobu kloubni chondrocyty. Souviselo to i srychle se rozvijejicim klinickym vyuzitim
autolognich transplantaci chondrocytti (ACT) v ortopedii pti 1é¢bé velkych posttraumatickych
defektli kloubnich (pfedevsim kolennich) chrupavek Ukazuje se vSak, Ze kloubni chrupavka
nemusi byt idedlnim zdrojem bunék, jednak diky nutnosti dal$i traumatizace kloubu pfi jejich
odbéru, jednak také proto, Ze chondrocyty nemaji idedlni rastové a proliferacni charakteristiky
ve srovnani s jinymi zdroji chondrocytii. Proto se pozornost v posledni dob¢ obraci i k jinym
zdrojiim, tzn. chondrocytim zuSniho boltce, chrupavky nosniho septa nebo zeberni
chrupavky (Christophel et al. 2006, Farhadi et al. 2006, Fujihara et al. 2010, Haisch et al.
2002, Isogai et al. 2006, Jeon et al. 2007, Kafienah et al. 2002, Nabzdyk et al. 2009, Rotter et
al. 1999, Tanaka et al. 2010, Tay et al. 2004, Watson et al. 2010).

Nekteii autoii predpokladaji urcitou plasticitu chondrocyti pochdzejicich
z ruznych zdrojl, tzn. Ze by mohlo dojit plisobenim mistnich faktorti ke zméné fenotypu
téchto buné¢k, napiiklad pfi vyuZiti uSnich chondrocytli pro chrupavkové ndhrady v oblasti
kloubli, smérem k hyalinnimu typu chrupavkové tkané (van Osch et al. 2004). Min et al.
(1996) pozoroval u transplantované lidské usni chrupavky do defektli nosniho septa po 4

tydnech novotvorbu tkdn€ podobné hyalinni chrupavce. V této studii se vSak nejednalo o
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chrupavku arteficidlné pfipravenou metodami tkdnového inzenyrstvi. Isogai et al. (2006)
porovnavali chondrocyty bovinniho piivodu odebrané z kloubi, nosniho septa, boltce a Zebra.
Zjistili, ze proliferaci chondrocytli a produkci mezibunééné hmoty sice urcuji i lokdlni faktory
prostiedi, v némz se nachézeji, ale na druhou stranu se riizné typy chondrocytl na tyto lokalni
faktory adaptuji odliSnym zplsobem a pro svilj optimalni riist potiebuji specifické podminky
(napf. kloubni chondrocyty synovidlni tekutinu a mechanickou zat€z, uSni chondrocyty
subkutanni pozici apod.). Autoti pfedpokladaji, Ze si chondrocyty zachovavaji svoje vyvojové
charakteristiky i po vyjmuti z jejich pfirozeného prostiedi, pravdépodobné diky odliSnému
genetickému naprogramovéini, které do znacné miry urcuje jejich fenotypové znaky.
K obdobnym z4vérim na podobné usporddaném modelu dospéli i Kusuhara et al. (2009).

Pfidanim rtstovych faktorti do kultivaéniho média nebo inkorporaci do struktury
scaffoldu lze chovani a vlastnosti buné€k sice ovlivnit, ale zatim nejsou zndmy vSechny jejich
biologické funkce vcetné jejich lokdlnich, ale i celkovych neZadoucich dcinka (Stoop 2008).
To plati 1 v pfipad€ kultivace mezenchymovych kmenovych bunék kostni diené (Chen et al.
2005, Han et al. 2008, Lee et al. 2004, Liu et al. 2008, Park et al. 2009, Zhang et al. 2009),
z tukové tkané (Huang et al. 2004, Lee et al. 2004). apod.. Tyto kmenové bunky jsou, diky
své vySS§i schopnosti proliferace ve srovndni s diferencovanymi bunéénymi typy a moZnosti
diferenciace na rizné bunééné typy pojivové tkané, pro tkanové inZenyrstvi chrupavky velmi
perspektivni (Goessler et al. 2007, Johnstone et al. 1998, Peltari et al. 2008, Pittenger et al.
1999, Reyes et al. 2001).. Byla také ptfipravena chrupavkova tkan z chondroprogenitorovych
bunék perichondria (Togo et al. 2006), ale vysledky nekterych studii nebyly presvédcivé stran
struktury a vlastnosti takto vytvofené tkané (Shieh et al. 2004).

Pro provadéni studif in vivo existuji v podstaté dva zakladni zviteci modely. Prvni
vyuziva imunodeficitni zvitata, nejcastéji atymické holé mysi, kde jako zdroj bunék slouZzi
nejcastéji chondrocyty xenogenniho plivodu (bovinni, krali¢i, krysi, ov¢i, praseci, lidské
apod.) (Cao et al. 1997, Baek et al.2002, Fujihara et al. 2010, Haisch et al. 2005, Isogai et al.
2006, Jeong et al. 2010, Kamil et al. 2004, Kusuhara et al. 2009, Rotter et al. 2005, Shieh et
al. 2004, Tanaka et al. 2010) nebo mezenchymové kmenové buiiky (Caplan 2007, Lee et al.
2004, Peltari et al. 2008, Zhang et al. 2009). Mysi funguji jako optimédlni ,,bioreaktor*, ktery
je velmi vhodny pro hodnoceni arteridlné vytvorené tkané. Hlavni nevyhodou
imunodeficitnich mysi je nedostate¢né bunécnd slozka imunitni reakce zprostfedkovana T-
lymfocyty casteCny defekt ve vyvoji B lymfocytli, coz neumoznuje spolehlivé hodnotit

bunécnou odpoveéd’ hostitele. Zvitata jsou rovnéz piiliS mald pro pouziti implantati v redlné
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velikosti (napf. usni boltec), aby byla imitace redlnych podminek dostate€nd. Omezena délka
Zivota holych mysi také nedovoluje dlouhodobé sledovani (Shieh et al. 2004).

Druhy model slouzi pro testovani implantata s kulturami autolognich, piipadné
allogennich chondrocytli u imunokompetentnich zvitat, vétSinou kralika (Christophel et al.
2006, Filova et al. 2008, Shieh et al. 2004) nebo prasat (resp. miniprasat) (Filova et al. 2007,
Kamil et al. 2004, Rotter et al. 2005), coz je dal$im zdsadnim a logickym krokem smérem ke
klinické aplikaci arteficidlné pfipravené tkan€. VSechny dosud pouzivané zviteci modely maji
své vyhody a nevyhody, ale i specifické indikace. Pti vybéru vhodného zvifectho modelu je
nutné predevsim zohlednit poZadavky vyplyvajici z konkrétnich cilti dané studie, ale také to,
aby zkoumané jevy byly z patogenetického hlediska co nejvice analogické situaci v lidském
organizmu.

Pro potieby nasi prace byl vhodny prvni model s vyuZitim imunodeficitnich mysi
kmene NOD.129S7 (B6) Raglnull, které nemaji funk¢ni jak T, tak B lymfocyty a navic maji
defekt i pfirozené imunity. Hlavnim pfedmétem nasi prace bylo provedeni histologického a
imunohistochemického vysetfeni novotvoiené chrupavky se zamétenim na analyzu exprese o-
SMA a S-100 proteinu po jejich transplantaci na riiznych typech nosi¢ii. Nezaznamenali jsme
7Zadné podstatné rozdily mezi jednotlivymi typy nosi¢i z hlediska vlivu na novotvorbu
chrupavkové tkang.

Povzbudivé vysledky implantace u imunodeficitnich zvifat jsou bohuzel velmi
Casto provazeny selhdnim téchto postupt u imunokompetentnich jedinct (Shieh et al. 2004).
Pfesto, Ze u imunodeficitnich zvitat neni vyvinuta T-lymfocyty zprostifedkovand bunécnd
imunita, dochdzi i u téchto jedincl v souvislosti s implantaci arteficidln¢ pripravené tkané
k zanétlivym projeviim (Haisch et al. 2005), i kdyz jsou vétSinou podstatné méné vyjadieny,
nez u imunokompetentnich zvitat (Christophel et al. 2006, Kamil et al. 2004, Rotter et al.
2005). Tato reakce vedouci v konecném dusledku az k destrukci a resorpci implantétu,
probiha nejcastéji ve form¢ zanétu v misté implantace (Haisch et al. 2005, Kabelka et al.
2005) na némZ se podileji pfedev§sim makrofdgy a autoprotilatky proti riznym typtim
kolagenu (Bujia et al. 1994, Fujihara et al. 2009, Naumann et al. 1994). Pfi€inou vzniku
zéanétlivé reakce byva predevsim piitomnost cizorodého materidlu nosice a jeho degradac¢nich
produktli, piipadn¢ zbytkd kultivaéniho média (Fujihara et al. 2010, Haisch et al. 2002,
Haisch et al. 2005, Rotter et al. 2005). V ramci reakce proti cizimu télesu je stimulovdna
migrace bunc¢k imunitniho systému do scaffoldu a sekrece katabolickych faktori, ¢imz
dochdzi k naruSeni procesu regenerace tkan¢ a ndslednému vrastani cév a vaziva do

implantatu, kalcifikacim, pfipadné i osifikaci chrupavkové tkané (Christophel et al. 2006,
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Haisch et al. 2005, Kamil et al. 2004, Kusuhara et al. 2009, Rotter et al. 1999, Zhang et al.
2009).

Je znamo, Ze n¢které polymery (napf. alginat, PGA/PLLA), které mohou aktivovat
makrofadgy a monocyty v ramci reakce na cizi télesa a indukovat syntézu interleukinu -1 (IL-
1) a tumor nekrotizujictho faktoru a (TNF-a) a prostaglandinu E2 (PGE 2) (Au et al. 2007,
Rotter et al. 2005, van Schilfgaarde et de Vos 1998, Villinger 1998, Weber et al. 1994). Tyto
cytokiny jsou zndmé schopnosti potlacovat syntézu proteoglykanti (TNF-a) a produkci
kolagenu II a aggrecanu (IL-1).

Reakce na cizi télesa je charakterizovdna tfemi fizemi: zaCatkem, progresi a
rezoluci (Luttikhuizen et al. 2006). Fujihara et al. (2010) poukazuji na skuteCnost, Ze vliv
makrofadgli mize byt u implantatd tvofenych nosi¢em a autolognimi chondrocyty ve fazi
progrese v urcitych ohledech komplikovany. Jednak nékteré cytokiny a rtustové faktory, jako
jsou IL-1, IL-6, IL-10, IL-12, IL-18, TNF-a, TGF- B a dalsi, mohou negativn¢ ovlivnit
viabilitu chondrocytll v implantatu. Pti regeneraci chrupavky mize katabolicky cytokin IL-1f3
stimulovat chondrocyty k sekreci aggrekanidzy a metaloproteindz matrix (MMPs), které
mohou rozkladat proteoglykany v novotvotené chrupavce (Goldring 2000, Jeong et al. 2010,
Loeser 2006, Peltari et al. 2008). Dédle makrofagy ovliviuji také aktivitu a proliferaci T
lymfocyt, které mohou také zesilovat intenzitu tkanové reakce, jejimZz vysledkem je
poskozeni regenerované tkané. Zatimco ve fazi progrese hraji makrofagy hlavni roli
v udrzovani zanétlivych procest, ve fazi rezoluce mohou stimulovat fibroprodukci diky
sekreci TGF-B. V této fazi, kterd nastdvd pfiblizn¢ 2-3 tydny po transplantaci, mohou
rezidudlni makrofadgy naopak podporovat zrani arteficidlni chrupavky sekreci TGF-, ktery
ucinn¢ podporuje tvorbu ECM a diferenciaci chondrocytli (Moulharat et al. 2004). Proto je
dualezité pro dspéSnou regeneraci chrupavky udrzet viabilitu transplantovanych buné¢k béhem
faze progrese, tzn. po dobu né¢kolika tydnli po transplantaci. Intenzita imunitni reakce na
nosice osidlené chondrocyty ve srovndni s reakci na implantaci samostatnych nosicli se mize
lisit. Pfi implantaci nosi¢t osidlenych lidskymi uSnimi chondrocyty atymickym mySim
zaznamenali Fujihara et al. (2009) niz8{ pocet makrofdgii a krevnich cév infiltrujicich
implantat a nizsi hladinu interleukinu-18 (IL-1 ). Chrupavka je povazovana za jednu z tzv.
imunoprivilegovanych tkdni, jejiz antigeny normdlné€ nevyvoladvaji imunitni reakci (Bolano et
al. 1991). Nekteré faktory, jako je napiiklad faktor inhibujici migraci makrofagi (MIF), Fas
ligand (FasL) nebo TGF- B vytvafené v transplantovanych chondrocytech, mohou byt béhem
vyzravani arteficidlni chrupavkové tkané zodpoveédné za toto imunitni privilegium. Vysledky

vySe uvedenych studii ukazuji, Ze se cytokiny nebo humoralni faktory secernované makrofagy

89



béhem reakce proti cizimu télesu, vtomto piipadé implantitu, mohou podilet na
imunoprivilegovaném postaveni chrupavky, na némz se aktivné podileji chondrocyty, které
reguluji migraci a aktivitu makrofagu.

Hromadéni kyselych degradacnich produktti scaffoldit z PLA nebo PGA muzZe vést
k poklesu pH, které negativn¢ ovliviiuje adhezi a riist chondrocyti (Athanasiou et al.1995,
Rotter et al. 1999, Stoop 2008). Podobné, jako napi. Haisch et al. (2005) jsme v naSi praci
opakovan¢ zaznamenali reakci na cizi téleso v podobé pfitomnosti obrovskych
mnohojadernych bunék z cizich téles. Je vSak nutné konstatovat, Ze presny mechanismus
zénétlivé reakce na implantované nosice osidlenych kultivovanymi chondrocyty neni dosud
plné€ objasnén.

Jedinou Kklinickou aplikaci, kdy se jiz fadu let rutinn¢ vyuzivaji zkuSenosti
dosazené ve tkdnovém inzenyrstvi, jsou transplantace, resp. implantace autolognich kultur
kloubnich chondrocytli vdzanych na nosic¢e z kyseliny hyaluronové (Grigolo et al. 2002,
Pavesio et al. 2003, Podskubka et al.2006) nebo jako suspenze bun€k ve fibrinovém lepidle
(Handl et al.2006, Visna et al. 2004) do oblasti velkych posttraumatickych defektii kloubnich
(zejména kolennich) chrupavek.

Oproti tomu je klinickd aplikace arteficidlné pfipravené chrupavkové tkané
v oblasti hlavy a krku zatim zcela vyjimecnd (Yanaga et al. 2004, Yanaga et al. 2006, Yanaga
et al. 2009) a diky tad€¢ dosud nevyfeSenych otdzek tak zlstdvd stile predmétem
experimentdlnich studii. Na rozdil od ortopedickych indikaci, kdy je nosi¢ osidleny
chondrocyty umistén do tzv. imunoprivilegované oblasti kloubu (Brittberg et al. 1994), vede
subkutdnni pozice implantitu v oblasti hlavy a krku u imunokompetentnich jedinct
k zanétlivé reakci a jeho nasledné resorpci (Biicheler et Haisch 2003, Peiseler 2001, Rotter et
al. 2005).

Hledaji se zpilisoby, jak ochranit implantovanou tkan pied destrukci zptsobenou
vySe uvedenymi faktory. Kromé hleddni novych materidldi, které nebudou interferovat
s regeneracnim procesem chrupavkové tkdné se testuji postupy, jak eliminovat neziddouci
zénétlivou reakci. Jednou =z moZnosti, jak ochrdnit implantdt, je jeho enkapsulace
v biokompatibilni membran¢ ptlisobici jako imunologicka bariéra (Haisch et al. 2005, Taguchi
et al. 2005). Nicméné nejsou vyfeSeny problémy s biokompatibilitou a stabilitou pouzdra,
protoZe pouZzity materidl mize rovnéZ vyvoldvat imunitni odpovéd’.

Rychlost degradace a uvolnovani degradac¢nich produkta se 1isi jednak v zavislosti
na struktufe, sloZeni a fyzikdlnich a chemickych vlastnostech daného nosiCe, ale i na

vlastnostech prostiedi (pH, teplota, pfitomnost riznych enzymt in vivo apod.), ve kterém je
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uloZen (Zeng et al. 2004). Gong et al. (2007) zjistili, Ze doba degradace scaffoldi z PLLA
[poly (L- lactid)] osidlenych aurikuldrnimi chondrocyty novozélandskych kralika a
implantovanych atymickym mysim byla vyrazné kratsi, neZ pti kultivaci in vitro, coz vedlo
ke zhorSeni mechanickych vlastnosti implantatu. Proto autofi povazuji za idedlni z hlediska
mechanické stability novotvotfené chrupavkové tkdné, aby byla struktura nosice zlstala
zachovéna pokud moZno béhem celého regenera¢niho procesu.

Na druhou stranu, jak jiz bylo uvedeno, miiZe materidl nosi¢e vyvoldvat chronické
zénétlivé zmény vedouci v konecném disledku k rozpadu a resorpci celého implantétu,
jednak mohou degradacni produkty uvoliiované pii jeho rozkladu nosic¢li branit vzniku
plnohodnotné tkané (Stoop 2008, Weidenbecher et al. 2007). Z tohoto diivodu je nékterymi
autory doporucovano dokoncit proces regenerace chrupavky in vitro, dokud nedojde k dplné
degradaci materidlu nosi¢e a ndahradé¢ materidlu nosice novotvorenou tkani a teprve poté
provést implantaci (Kamil et al. 2003).

V poslednich letech se sice rozvijeji i metody piipravy tkani bez pouZiti scaffoldu,
které davaji zejména pii rekonstrukcich laryngotracheélnich defektl u zvitat slibné vysledky.
Tyto postupy jsou vsak zatim podstatné méné rozsiteny ve srovnani s metodami vyuZzivajicimi
nosi¢e bunék (Furukawa et al. 2008, Gilpin et al. 2010, Naumann et al. 2004, Tani et al. 2010,
Yanaga et al. 2006). Jejich vyhodou je, Ze odpadaji rizika spojend s implantaci cizorodého
materidlu nosice, ale chrupavkové tkan¢ pfipravené témito metodami zatim nespliuji
predevsim pozadavky na mechanickou stabilitu.

V oblasti hlavy a krku popsali Yanaga et al. (2004, 2006 a 2009) opakované
autologni transplantaci suspenze kultivovanych lidskych usnich chondrocytl bez nosice, které
pii kultivaci v médiu s autolognim sérem a FGF (v druhém souboru bez FGF) secernovaly
hojné mnoZstvi ECM gelovité konzistence, kterd byla u mensich defekth v lokdlni, u vétSich
pak v celkové anestesii injikovdna do predem piipravené podkozni kapsy v oblasti defektu..
K zevni fixaci pouZili pouze ndplastovou fixaci a na nosnim dorzu je$t€¢ zevni dlahu.
Injikovand hmota ztvrdla v mist¢ defektu béhem 7-10 dnii. MRI i kontrolni biopsie po
nc¢kolika mésicich prokdzala novotvofenou chrupavku snormdlné diferencovanymi
chondrocyty obklopenou jemnym vazivovym pouzdrem podobnym perichondriu, které
obsahovalo krevni cévy. Klinické vysledky po 3-34 mésicich sledovani byly velmi dobré, u
74dného pacienta nedoSlo k resorpci injikovaného materidlu nebo k jeho uniku do okolnich
tkdni. Touto metodou vSak neni mozné pfipravit pfedem vhodny tvar, ktery je zavisly na
velikosti podkozni kapsy a té€snosti zevni fixace, tkan lze pouZit pouze pro vyplnéni defektt

nikoliv do mist, kde mé plnit funkci mechanické opory okolnich mékkych tkani.. Otdzkou
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zustavaji také biologické a biofyzikdlni vlastnosti takto vytvotfené tkdn¢ v dlouhodobém
horizontu.

Obdobny zplsob kultivace pouZzili Yanaga et al. (2009) spolu s dvoufdzovou
implantacni technikou k vytvofeni ndhrady uSniho boltce u 4 pacientii. Kultivované usSni
chondrocyty s gelovitou ECM ale nejdfive injikovali subkutdnné do oblasti hypogastria na 6
mésict. Po explantaci upravili novotvofenou chrupavkovou tkdn do tvaru uSniho boltce a
transplantovali do mista chybéjiciho usniho boltce. Béhem 2-5 letitého sledovani nedoslo
k resorpci tkang, estetické vysledky popisuji autoii jako dobré.

Z vySe uvedenych skutecnosti vyplyva, Ze problematika tkdnového inZenyrstvi je
znacné slozitd a ke klinickému vyuZiti arteficidlné ptfipravené chrupavkové tkané, ktera by
byla srovnatelné s normalni chrupavkou zbyva jesté relativné dlouha cesta.

Hlavnim predmétem této Casti nasi prace bylo studium bunécnych zmén kultur
lidskych usSnich chondrocytd, ke kterym dochdzi po implantaci srliznymi typy nosicu.
Nezabyvali jsme se proto blize dalSimi aspekty tkanového inZenyrstvi, napiiklad
podrobné€jsim zkoumanim vlivu sloZeni, struktury a vlastnosti jednotlivych scaffoldi na
novotvorbu chrupavkové tkan€, mechanickymi vlastnostmi novotvofené chrupavkové tkané
nebo sledovanim zmén tvaru implantat apod.

Na zdklad¢ studia dostupné literatury k této problematice vSak miiZzeme
konstatovat, Ze histologické popisy chrupavkové tkdn¢ vytvofené metodami tkanového
inZenyrstvi jsou cCasto pomérn¢ povrchni. VEtSinou jsou zameéfeny na prikaz obsahu
proteoglykant, kolagenu typu I a II, vyjimecné i elastiky (Haisch et al. 2002, Shieh et al.
2004, van Osch et al. 2004). Charakter chondrocytl v¢etné priikkazu S-100 proteinu nebo o-

SMA neni, na rozdil od nasi prace, blize sledovan.

Tkanova kultura lidskych kloubnich chondrocytu pired a po autologni transplantaci

Vyznam prekurzorovych bunék chondrogenni fady exprimujicich a-SMA (viz
uvodni ¢ast diskuze) by mohly dokumentovat i ndlezy ve tkanovych kulturach, které byly
pouzity k transplantaci chondrocyti pii 1écbé posttraumatickych defekti kloubni
chrupavky. Ve tkanové kultufe kloubnich chondrocyt dominovaly vietenité bunky zfetelné
exprimujici a-SMA. Tyto buiikky daly vzniknout nové kloubni chrupavce, kterd po 10
mesicich od transplantace obsahovala velké mnoZzstvi chondrocytii exprimujicich a-SMA a S-
100 protein. Lze tedy predpokladat, Ze bunky exprimujici a-SMA na jedné strané predstavuji

mladsi elementy blizké buitkdm prekurzorovym a snad i elementiim vazivové chrupavky. Pro
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tuto domnénku by svédcily 1 ndlezy nddorovych chrupavkovych bunék exprimujicich a-SMA
blizkych chondroblastim v kostnich nddorech charakteru benigniho chondroblastomu a
chondromyxoidniho fibromu (Povysil et al. 1997). Na druhé strané se jednd o bunky, které
budou mit pravdépodobné schopnost znacné proliferace, samoziejmé té€Z pod vlivem ucinku
mistnich faktort.

VysSetieni novotvofené kloubni chrupavky po transplantaci autologni kultury
kloubnich chondrocyti na nositi z esteru kyseliny hyaluronové (Hyalograft® C) bylo pro
nds velmi dulezité, protoZe se jednalo o klinickou aplikaci tohoto postupu u lidi. Pfi vySetieni
kontrolnich vzorkli odebranych po 10 mésicich z nové narostlé kloubni chrupavky jsme
zjistili, Ze se vytvofila novd kloubni chrupavka sestdvajici u C¢é4sti pacientll prevaziné
z chrupavky hyalinni nebo tvofend smési chrupavky hyalinniho a fibrézniho typu (Povysil et
al. 2008). S postupem ,dozravani“ nové narostlé kloubni chrupavky by vSak velmi
pravdépodobné doslo k jeji prestavbé v chrupavku cisté hyalinniho typu. To jsme vSak u
nasich pacientll nem¢li mozZnost ovéfit, nebot” odbér dalSich vzorkl v pozdéj$im obdobi po
operaci nebyl mozny z etickych divodu.

Materiél nosice byl v podstaté dobie rezorbovatelny, i kdyz jsme zaznamenali jeho
zbytky ve form¢& hematoxylinem se barvictho materidlu v cytoplazmé makrofagt kostni dfené
a ojedinéle téZ v neCetnych chondrocytech nové vytvorené kloubni chrupavky. Na zédkladé
vySetfeni omezeného poctu pacientl Ize konstatovat, Zze pouzitd autologni kultura kloubnich
chondrocytl na nosici z esteru kyseliny hyaluronové (Hyalograft® C) dava z morfologického
hlediska a s ohledem na klinické nélezy velice dobré vysledky (PodSkubka et al. 2006,
Povysil et al. 2008).

Roberts et al. (2009) hodnotili biopsie znovotvoiené chrupavky vcetné
subchondralni kosti kolennich kloubt odebranych béhem kontrolni artroskopie provedené
pramérné po 12 meésicich po ACI u 58 pacientli. 65% vzorkii bylo tvofeno pifevazné
vazivovou chrupavkou, 15% hyalinni chrupavkou, 17% smiSenou hyalinni a vazivovou
chrupavkou a 3% pouze vazivovou tkdni. Autofi pfi imunohistochemickém vySetfeni
stanovovali pfitomnost kolagenu typu I a Il a prokolagenu IIA, ktery je syntetizovan
prekurzorovymi builtkami chondrogenni fady (tzn. chondrogenni mezenchymové buiky a
buniky perichondria) a je dilezity pfi vyvoji chrupavky, zejména v Casnych stadiich. V této
studii byla pfitomnosti prokolagenu IIA prokdzdna u 96% vzorki jak hyalinni, tak smiSené
hyalinni a vazivové chrupavky, pficemZz pomér kolagenu II a prokolagenu IIA se zvySoval
s Casovym odstupem od operace. Podle autorti je tak pifitomnost prokolagenu IIA znakem

aktivnich reparativnich procesti v novotvoiené chrupavce s vysokym stupném bunééné
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aktivity. Toto zjisténi koresponduje se zavery jinych studii, které popisuji aktivni remodelacni
procesy probihajici v novotvofené chrupavce, kdy s rostoucim €asovym odstupem od ACI
dochdzi k vyzravani této tkané (Brun et al. 2008, Marcacci et al. 2005, Roberts et al. 2001).

Je tfeba ale vzit v uvahu, Ze interpretace histologickych ndlezli v publikovanych
pracich nenfi zcela jednotnd. Hodnoceni novotvofené tkdn¢ se mohou lisit z nékolika davodi.
Zpisob odbéru vzorku muize byt v jednotlivych studiich odli$§ny, odebird se pouze maly
vzorek tkdné¢ zjednoho mista a nejsou stanovena jednotnd kritéria pro hodnoceni
histologickych nélezi (Podskubka et al. 2006).

Predpoklada se, Ze na regeneracni proces kloubni chrupavky mé pozitivni vliv i
pfiméiené zatéZovani kloubu (Filova et al. 2007), a z téchto divodu je mechanickd zaté7z a
chemické slozeni okolniho prostfedi velmi dulezité pro chondrogenezu in vivo (Bueno et al.
2009, Mouw et al. 2005).

Pres intenzivné probihajici vyzkum a dosazeny pokrok ve tkdnovém inzenyrstvi
zustava vytvoreni chrupavkové tkang, kterd by byla svoji strukturou a vlastnostmi srovnatelna
s nativni chrupavkou a rutinné vyuzitelnd v rekonstruk¢ni chirurgii v oblasti hlavy a krku,
jeste relativné vzdalenym cilem (Stoop 2008). Velka ¢ast studii je totiz stdle provdadéna bud’ in
vitro nebo in vivo na imunodeficitnich zvifecich modelech. Ke zhodnoceni piinosu
arteficidlné pripravenych tkani je nutné provést prospektivni, randomizované a kontrolované
studie na imunokompetentnich zvifecich modelech zalozené na dlouhodobém sledovéani a
kontrole kvality implantovanych tkani.

Je pravdépodobné, Ze v budoucnu budou v tkdlovém inZenyrstvi vyuZivany
pfedevSim lidské adultni nebo embryondlni kmenové bunky. Nicméné klinické vyuZziti
vysledkl védeckého pokroku v této oblasti zlistava spojeno také s vyieSenim nekterych dosud
nezodpovézenych etickych otazek.

Ptipravu chrupavkovych tkani pomoci metod tkanového inzenyrstvi je ovSem
nutné chépat také jako velmi efektivni prostiedek pro modelaci biologickych a molekuldrnich
procest, které probihaji béhem vyvoje chrupavky. Takto ziskané poznatky pak bude moZzné,
podle nékterych autorti (Pelttari et al. 2009), vyuZit pro indukci regeneracnich procesti, které
by mohly vbudoucnu, vridmci tzv. moderni regenerativni mediciny nahradit tradi¢ni

implantaci arteficidlné vytvorenych tkani.
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6 Zavéry

1. Histologické vySeti‘eni normalni lidské usni chrupavky piineslo nékterd nova
zjisténi, kterd dosud nebyla v odborné literatuie zaznamenéna.

Jednd se o tkdn s minimdlni proliferacni aktivitou, jak jsme si mohli ové&fit
s protilatkou proti Ki67. S tim kontrastovala vysokd proliferacni aktivita v usni chrupavce u
nedonoSenych plodii. Proces vyzravani této tkan¢ je tedy spojen s vyraznym ubytkem jeji
proliferacni aktivity.

Poprvé jsme podrobn€ popsali vrstevnaté uspordddni chrupavky usniho boltce
v histologickém obraze. Centrdlni a ob¢é povrchové vrstvy chrupavky se 1iSi mnoZstvim
elastickych vldken, poctem, tvarem a usporadanim chondrocytii, v misté zahybt vykazuji ob&
zevni vrstvy odlisSné usporadani

2. Poprvé jsme prokdzali pritomnost o-aktinu hladké svaloviny (a-SMA)

v chondrocytech usni chrupavky, ptedev§im v obou perifernich vrstvach uloZzenych v blizkosti

perichondria. Tento novy imunohistochemicky ndlez byl ovéfen i metodou RT-PCR, kterd
zéaroven vyloucila pfitomnost dalSich izoforem aktinu s vyjimkou beta a gama izoformy, které
vSak jsou ubikvitni. Pozitivni expresi nékterych izoforem S-100 proteinu (Al, A6, B2 a P)
jsme nalezli ve vSech vrstvach usni chrupavky, zatimco pozitivita izoforem A2 a A10 byla
zaznamenana v chondrocytech obou perifernich z6n.

Poprvé jsme také prokazali, ze u Casti vySetfenych vzorkili se v blizkosti

perichondria vyskytuji drobné skupiny CD 34 pozitivnich chondrocytu  blizkych

mezenchymovym kmenovym bunikdam, které souc¢asné exprimuji S-100 protein.

3. Patologické zmény lidské wusni chrupavky zéanétlivého (agresivni
polychondritida) nebo traumatického ptivodu vedly v zdvislosti na rozsahu poSkozeni ke
vzniku loZisek jizevnatého charakteru, pfipadné aZ k nekréze a destrukci menSich ¢i vétSich
oblasti chrupavky. Exprese jak S-100 proteinu, tak a-SMA ve vitdlnich chondrocytech
zachované chrupavky nebyla nijak naruSena.

Na rozdil od kloubni chrupavky jsme u patologicky zménéné lidské uSni
chrupavky nezaznamenali nartst aktin pozitivnich chondrocytl v souvislosti s poSkozenim.

4. Histologickym vySetfenim vzorkti us$ni chrupavky transplantované lidem do
oblasti nosniho skeletu (2 pozorovani) jsme ovéfili, Ze tkan zistava z valné vétSiny vitdlni.
Reakce k prukazu S-100 proteinu byla vétSinou ztetelné pozitivni, oproti tomu byla pozitivita

alfa hladkosvalového aktinu zjiSténa jen ojedinéle v periferni zo6né€ chrupavky.
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5. U stépu zlidské usSni chrupavky transplantovanych imunodeficitnim
mySim kmene NOD.129S7 (B6) Raglnull jsme zjistili pouze urcité zmény, a to i za pomoci
imunohistochemického vySetteni rtiznych izoforem S-100 proteinu, které transplantaci mohou
provdzet, ale nenarusuji zdsadnim zptisobem funkci a strukturu transplantatt.

Transplantace $tépti z normalni, netraumatizované usni chrupavky nenarusila
zdkladni sit' elastickych vldken, je vSak nutno pocitat s moZnosti vzniku drobnych
mikroskopickych jizev. Vitalita transplantované chrupavky byla pfitom natolik zachovana, Ze
chondrocyty exprimovaly prakticky vsechny izoformy S-100 proteinu i a-SMA.

Traumatizace usni chrupavky nevedla k vyznamné ztraté vitality nebo zvySené
resorpci. Do Sté€rbin rozlomené nebo incizi naruSené struktury usni chrupavkové tkdné vrostla
cévnatd granulacni tkan. Rozdrceni chrupavky nevedlo (az na dvé vyjimky) k zaniku
chondrocyti v drobnych fragmentech, které piezivaly obklopené vazivovou tkani. Ve
vitdlnich oblastech transplantované chrupavky chondrocyty exprimovaly jak S-100, tak i o-
SMA.

Uchovani usni chrupavky v kultiva¢nim médiu po urcitou dobu pied vlastni
transplantaci nepiineslo pro vysledek transplantace zadné podstatné vyhody. U vétSiny Stépa
jsme sice nezaznamenali zhorSeni vitality chrupavkového St€pu po transplantaci ve srovnéani
s normdlni chrupavkou, na druhou stranu je nutné pocitat se zvySenym rizikem nekrézy a
resorpce Stépu, jak jsme mohli pozorovat u dvou piipadl. Chondrocyty vitdlnich vzorki
exprimovaly jak S-700 protein, tak a-SMA

6. Histologické a imunohistochemické vySetfeni kultury lidskych usSnich
chondrocyti na nosicich ze Zelatiny pred implantaci prokdzalo pfitomnost drobnych
skupinek madlo diferencovanych ovalnych bunék mezi septy nosice, které byly pozitivai
v reakci k pritkazu S-100 proteinu, coZ nejspiSe sveédci pro jejich ptibuznost s chondrocyty.
Expresi a-SMA jsme nezaznamenali.

Implantace trojrozmérnych nosic¢u s kulturou lidskych usnich chondrocytu ze
Zelatiny nebo z nanovliken z riznych polymernich materidli vedlo ve vétsiné piipadd ke
vzniku uzlovitych lozisek chrupavky elastického typu v potfebné lokalizaci. Chondrocyty
vykazovaly pozitivni vysledky reakce k prukazu S-100 proteinu i o-SMA.

7. Histologické zmény traumatizované usni chrupavky u kralika byly obdobné
jako u traumatizované lidské uSni chrupavky transplantované imunodeficitnim mySim.
Jedinym rozdilem byla zvySend proliferace a novotvorba chrupavkové tkan¢ v mistech po

inkompletnich incizich. Po autologni transplantaci usni chrupavky subkutinné¢ do dorza
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jsme nezaznamenali zmény ve smyslu resorpce, rejekce, zanétlivé reakce ani zvySené
fibroprodukce v okoli $tépi.

8. Znac¢ny teoreticky vyznam by mohly mit ndlezy chondrocyti exprimujicich a-
SMA v kloubni chrupavce. Prokazali jsme, Ze u patologicky nezménéné kloubni chrupavky
Ize tyto buiky identifikovat prevazné jen v povrchové vrstveé, kterd nejspiSe hraje roli
V procesu regenerace 1 reparace, a vietenité chondrocyty pravdépodobné predstavuji jakousi
zéloZni jednotku. Jejich ristova potence vSak zatim nebyla spolehlivé ovétena.

Zjistili jsme, Ze mnoZstvi bunék exprimujicich a-SMA cCasto nartistd v kloubnich
chrupavkich s artrotickymi zmeénami, pravdépodobné v souvislosti s ndhradou kloubnich
defekti tkéani s charakteristikami chrupavky vazivové. V mistech fibrilace povrchu kloubni
chrupavky stzv. klondlnimi zménami se vSak  obvykle nachédzeji lakunarni bunky
s identickym fenotypem a tak lze pfedpoklddat, ze vysvétleni miiZe byt komplikovang;jsi.
Vyznam této transformace neni bliZe objasnén, jsou vSak prokdzany urcité zmény genotypu
chondrocytt artrotické chrupavky, které by mohly byt pti¢inou zmény jejich imunofenotypu.

9. Vysetfeni kultury lidskych kloubnich chondrocyti na nosi¢i z kyseliny
hyaluronové (Hyalograft®C) prokazalo pfitomnost nezralych vietenitych bunék, které
nem¢ly Zadné histologické ani imunohistochemické znaky chondrocytl. Jednalo se o vietenité
buiiky se zfetelnou pozitivitou aktinu hladké svaloviny, takZe je nebylo mozno odliSit od
myofibroblastii. Reakce k prikazu S-100 proteinu, jako relativné specifického markeru
chondrocytt, byla negativni.

Vysledky autologni transplantace chondrocyti (ATC) do defekti kloubni
chrupavky s vyuZzitim vySe uvedené kultury ovéfené na 10 pacientech pfitom byly po 10
meésicich vyborné. Nové vytvorend kloubni chrupavka v misté¢ defekti méla vSechny znaky
chrupavky hyalinni avSak loziskovité promichané s okrsky vazivové chrupavky. VétSina
chondrocytli byla a-SMA i S-100 pozitivni. Lze pfitom piedpokladat, Ze po delsi dobé by

doslo k postupné prestavbé v chrupavku hyalinni.
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7 Vyuziti uSni chrupavky v nosni chirurgii na ORL oddéleni

VFN v Praze

Funk¢ni a estetickou rinoseptoplastiku provddime na ORL oddéleni VEN v Praze
oddéleni jiz po dobu nékolika let. Od ledna 2003 do zaii 2009 bylo provedeno celkem 334
operaci zevniho nosu a nosniho septa (rinoseptoplastik) u 170 muzi a 164 Zen. U vSech
pacientl se jednalo o funk¢éné-estetickou operaci, kde hlavnim cilem bylo obnoveni normaln{
respiracni funkce nosu se soucasnou korekci deformity skeletu zevniho nosu.

K rekonstrukci nosniho skeletu byla chrupavka usniho botce tspésné pouZzita u 48
pacienttl, z toho v 11 pfipadech jsme odebrali uSni chrupavku z obou usnich boltcti (Obr.XI).
Odbér byl proveden vzdy z fezu na zadni ploSe boltce (posteriorni piistup). Po operaci byli
pacienti sledovani pramérné 31 mésici (rozmezi 3 — 78 mésici).

Vysledky hodnoceni naSeho souboru, které nejsou soucasti disertacni préce,
potvrdily, Ze uSni chrupavka je pro rekonstrukci deformovanych nebo chybéjicich
anatomickych struktur zevniho nosu i nosniho septa velmi vhodnym materidlem, coZ
potvrzuji i ndlezy z histologického vysetfeni §tépli odebranych pfi reviznich operaci, stejné
jako naSe experimentdlni studie. USni boltce se po odbéru chrupavky zhojily bez jakychkoli
zévaznéjsi Casné nebo pozdni komplikaci v misté inserce v oblasti nosniho skeletu nedoslo.
Jak funkéni, tak estetické vysledky operaci byly ve vétSin€ ptipadii velmi dobré a srovnatelné
s vysledky zahrani¢nich studii.

V soucasné dobé piipravujeme pokracovani naSi pilotni experimentdlni studie
s vyuzitim scaffoldl osidlenych kultivovanymi autolognimi u$nimi chondrocyty. V prvni fazi
je na$im cilem uspé&Sné aplikace novotvorené chrupavky do oblasti nosniho skeletu (primarné
do oblasti nosniho septa) na imunokompetentnim zvifecim modelu. Pokud budou vysledky
této studie piiznivé, budeme v druhé fazi usilovat ve spolupraci s dal§imi pracovisti (AV CR)

o aplikaci arteficidlné pfipravené chrupavky do nosniho skeletu u lidi.
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Obr.XI Odbér usni chrupavky s ptikladem inserce Stépu
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Obr. 1- Usni chrupavka plodu potraceného ve Obr. 2- Usni chrupavka potraceného plodu ve

22. tydnu téhotenstvi. Chrupavkova tkan je ve 22. tydnu tehotenstvi v reakci k prukazu

srovnani s chrupavkou dospélych ndpadné proliferacni aktivity s protildtkou proti Ki67.

bunécnd a obsahuje jen ojedinéla elastickd Priblizné 5% chondrocyti se nachdzi v

vlakna. Masson el., x50 proliferacni f4zi. Jadra proliferujicich bunék se
barvi hnéd¢. x50

Obr. 3- Normalni usSni chrupavka dospélého Obr. 4- Detail normaln{ uSni chrupavky

jedince pii barveni hematoxylinem a eozinem. barvené metodou PAS. Chondrocyty obsahuji

HEx100 ve své cytoplazmé Cervend depozita
glykogenu. x200
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Obr. 5- Detail komurkovych chrupavkovych buné¢k v
polotenkém fezu demonstrujici pfitomnost pomérné cetnych v
cytoplazmé uloZenych tukovych kapének. x400

7 > o7 :
Obr. 7 — Usni chrupavka v metod¢ k prikazu elastiky a vaziva. Fialova elastickd
vlakna tvofi velkou ¢ast mezibunécné hmoty v centralnich pfiblizné 2/4 Sitky usSni
chrupavky. Barveni dle Massona se soucasnym pritkkazem elastiky. x50

131



Obr. 8 — fiveni Obr. 9 — Detail usni chrupavky z oblasti
boltce v metodé k prukazu elastiky a vaziva. zakftiveni boltce. Na konvexni stran€ zevni
Zretelné 1ze vidét rozdilné uspotddéani obou vrstva sestdva z vietenitych bun¢k (Sipka),
zevnich vrstev, které prakticky postradaji zatimco v konkavit€ jsou necetné ovalné
elastickd vldkna a li8i se tvarem bunék a jejich bunky. Mass. el., x100

octem (detail 1ze vidét na obr. 9). Mass. el., x50

Obr. 10 — Uspotadani chondrocytll zevnich Obr. 11 — Detail ptedchoziho zabéru.x100
vrstev usni chrupavky v oblasti zakiiveni

boltce v metod¢ k prikazu S-100 proteinu.

Zevni vrstva na konvexni stran€ je bunécnéjsi

a chondrocyty maji vietenity tvar, zatimco na

konkdvni stran€ je bun€k mén¢ a maji ovalny 132

tvar. S-100 protein, x50




Obr. 12 — Imunohistochemicky prikaz alfa aktinu hladké svaloviny v
chondrocytech usni chrupavky. Exprese aktinu je zfeteln¢ vyjadiena v bunkéich
zevnich vrstev. SMA_ x40

Obr. 13 — Detail z pfedchoziho obrazku. x100

Obr.14 — Loziskovd exprese CD 34 v bunikdch zevni vrstvy usni
chrupavky. CD 34, x100
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Obr. 15 — Exprese S-100 v oblasti mirného zaktiveni, x40

Obr. 16 - Exprese S-100 v oblasti vyrazného zakfiveni, x25

Obr. 17 - Exprese S-100A1 byla patrné ve vét$iné uSnich
chondrocyt.x 100 134



Obr. 18 — Exprese S 100 A6 byla rovnéZ zietelna. x200

Obr. 19 — Exprese S-100 B2 v detailu. x200

Obr. 20 — Expresi S 100A2 bylo moZno pozorovat predevsim v
perifernich oblastech uSni chrupavky. x100
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Obr. 21 — Prolifera¢ni aktivita chondrocytl usni chrupavky prokdzand za pomoci
protildtky proti Ki67 byla kompletné nulova. Jako pozitivni kontrola slouZila
epidermis a struktury koZnich adnex (vpravo dole). Ki67, x50

Obr. 22 — Histologicky nélez na usnim boltci u pacienta s agresivni polychondritidou v
misté hluboké aroze uSni chrupavky. Defekt je vyplnén bunéénou vazivovou tkéni.
Mass. el. x50

Obr pavka judisty se zménami po opakované traumatizaci. V chrupavce
jsou drobné vazivové jizvy (modie), ve kterych chybi chondrocyty i elasticka vldkna.
Mass el x100 136



Obr. 24 — Posttraumatické zmény chrupavky uSniho boltce u pacienta provozujictho
judo.Hluboky defekt je vyplnén hutnym kolagennim vazivem. Mass.el, x50
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Obr. 25 — Vyjmuté cast nadbyte¢ného transplantétu vitalni usni chrupavky z oblasti
nosu. Hlavni ¢4st transplantitu je kompaktni se zachovanymi chondrocyty i plivodni
mezibunécnou hmotou vcetné elastiky. V sousedstvi jsou drobné fragmenty chrupavky
stejného typu bez zndmek jakékoliv rejekeni reakce. Mass.el, x50

Obr. 26 — Detail vyjmutg :[céésti transplantatu usni chrupavky v sousedstvi s pivodni
nosni chrupavkou hyalinniho typu. Mass.el, x50



Obr. 27 — Detail vitdlnich chondrocytl transplantované usni chrupavky v oblasti nosu.
V jejich sousedstvi se nachdzeji prazdné komuirky po odumielych chondrocytech n¢kdy
se stinovitvmi zhvtkv bunéén¥ch tél. HE. x400

. e -
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Obr. 28 — Drobné oddélené fragmenty elastické chrupavky v sousedstvi hlavni ¢4sti
transplantatu usni chrupavky v nose jsou rovnéz ¢astecné vitdlni. Mass.el, x400

Obr. 29 — Chondrocyty transplantatu usni chrupavky v nose exprimuji S-100 protein,
coz je dokladem jejich vitality. S-100 protein, x200
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Obr. 30 - Transplantat intaktni lidské usni chrupavky explantovany z mysi po 12
tydnech. PieZivajici chondrocyty s dobfe zachovanymi jadry, kterd se barvi bazofilné

hematoxylinem. Nekrotické chondrocyty jsou eozinofilni. HE, x400

Obr. 31 — Transplantat intaktn{ lidské usni chrupavky vyjmuty z mysi po 12 tydnech.
Jedinou zménou, kterd vznikla v souvislosti s regresivnimi zménami jen drobna
vazivovd jizva.Mass.el. x200

Obr. 32 — Transplantét intaktn{ lidské usni chrupavky vyjmuty po 12 tydnech z mysi s
loziskem myxoidniho prosdknuti, v jehoZ rozsahu je patrny ibytek chondrocytt a

o 4

mezibinécéna hmota neohsahnie vliakniton komnonentun. HE. x200
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Obr. 33 - Chondrocyty transplantatu intaktni lidské usni chrupavky
exprimovaly a-SMA ve stejném rozsahu jako pfed transplantaci. SMA, x200

Obr. 34 - Chondrocyty transplantatu intaktni lidské uSni chrupavky exprimovaly
S-100 protein jako vyraz zachované vitality. S-100 protein.x200

Obr. 35 - Transplantat usni chrupavky zbaveny pted transplantaci z jedné strany

perichondria zUstal ¢aste¢né vitdlni. Chondrocyty v misté defektu odumftely. HE,x 40.
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Obr. 36 — Transplantat uSni chrupavky zbaveny pied transplantaci mysi perichondria z
jedné strany zustal i po 16 tydnech ¢astecné vitdlni. Chondrocyty v sousedstvi defektu
odumftely . HE, x40

Obr. 37 — Transplantét lidské usni chrupavky naruSeny pied transplantaci incizi
zustal i po 16 tydnech vitalni. Do incize vrostla cévnatd vazivova tkan charakteru
tkané granulacni. HE, x100
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Obr. 38 — Transplantované fragmenty lidské uSni chrupavky mySim se zachovanymi
vitalnimi chondrocyty. HE, x100

Obr. 39 — Transplantét z pfedchoziho obrazku se zvyraznénymi strukturami cév v
reakci s protilatkou proti CD 34, kterd je exprimovana endoteliemi. CD 34, x100

br. 40 — Kompletni nekrozu transplantatu usni chrupavky uchovavané 7 dnti pied
transplantaci v kultivatnim médiu a ndsledn¢ transplantované mysi jsme zaznamenali
zcela vyjimecné. V daném piipad¢ byl vzorek vySetfen po 12 tydnech. HE, x100
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Obr. 41 — Zelatinovy nosié po 7 dnech Obr. 42 — Skupinky nezralych prekurzort
kultivace lidskych chondrocytd, které pti chondrocytt, které narostly na zelatinovém
tomto malém zvétSeni je obtizné nosici po 21 dnech kultivace. HE, x100
identifikovat. HE, x50

Obr. 43 — Detail skupinky nezralych Obr. 44 - Skupinky chondrocyti z

prekurzorii chondrocytt, které narostly na predchoziho vzorku narostlé na parafinovém

Zelatinovém nosici po 21 dnech kultivace, nosici exprimovaly S-100 protein, jehoZ

x200 pozitivita ukazuje mozny chondrocytarni
charakter zachycenych bunék pted
transplantaci.x200




Obr. 45 — Zelatinovy nosi¢ s kulturou
chondrocyti 8 tydnil po transplantaci
mySim. V prostordch mezi septy nosice
narostla mdlo diferencovand chrupavkova
tkan( hvézdicka) i tukové vazivova tkan
(Sipka). HE, x40

Obr. 47 - Detail nové narostlé malo
diferencované chrupavkové tkdné. HE,
x200

Obr. 46 - Detail nov¢ narostlé mélo
diferencované chrupavkové i tukové
vazivové tkané. HE, x100

Obr. 48 — Zelatinovy nosi¢ s kulturou
chondrocytt 8 tydnt po transplantaci mysi.
Ptitomnost obrovskych vicejadernych
bunck je vyrazem reakce na piitomnost
cizorodého materidlu, ktery je soucdsti
nosice. HE, x400




Obr. 49 — Lozisko nové narostlé
chrupavkové tkané€ po transplantaci kultury
lidskych chondrocyti s Zelatinovym
nosi¢em v histochemické metodé k priikazu
elastiky. Mass.el, x200
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Obr. 51 — Buitky nové narostlé
chrupavkové tkan¢ po transplantaci kultury
lidskych aurikuldrnich chondrocyti s

Zelatinovym nosicem zteteln€ exprimovaly

S-100 protein. S-100 protein, x200
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Obr. 50 — Detail loZiska nové¢ narostlé
chrupavkové tkané€ po transplantaci kultury
lidskych aurikuldrnich chondrocytt s
Zelatinovym nosi¢em. V mezibunécné
hmoté bylo moZno prokézat pfitomnost
elastickych vldken. Mass.el, x400
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Obr. 52 — Buiiky nové narostlé
chrupavkové tkan¢ ze vzorku z
pfedchoziho obrazku exprimovaly také alfa

aktin hladké svaloviny. SMA, x200



Obr. 53 — Transplantat kultury Obr. 54 — Jin4 oblast transplantitu z
aurikularnich chondrocytt kultivovanych pfedchoziho vzorku. HE, x100

na nosici z nanovlaken (PGLA).

Transplantdt sestdval z malo bunééného

materidlu myxoidniho charakteru s okrsky

bunék nejistého ptivodu vytvaiejicich

pruhovité formace. HE, x100

Obr. 55 — Zbytky vldknitého materidlu Obr. 56 — LoZiska nové narostlé

nosic¢e z nanovldken ve vzorku z chrupavkové tkdn¢ v transplantatu kultury

predchozich obrazka. HE, x400 aurikularnich chondrocytt kultivovanych
na nosici z nanovlaken. HE, x100




Obr. 57 — LoZiska nov¢ narostlé
chrupavkové tkan¢ po transplantaci kultury
lidskych aurikuldrnich chondrocytii
obsahovala i jemn4 elasticka vldkna v
mezibunéé¢né hmoté. Mass.el., x400
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Obr. 59 - Loziska nov¢ narostlé
chrupavkové tkdn¢ ve vzorku z
pfedchozich obrazki v reakci k pritkkazu
alfa aktinu hladké svaloviny. Exprese
aktinu je pouze slabd. SMA, x200
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Obr. 58 — LoZisko nov¢ narostlé
chrupavkové tkan¢ po transplantaci kultury
lidskych aurikuldrnich chondrocytt
obsahovalo 1 jemna elastickd vlakna

v mezibunééné hmoté. Mass.el., x400
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Obr. 60 — LoZiska nové€ narostlé
chrupavkové tkdn¢ ve vzorku z
pfedchozich obrazki v reakci k prikazu S-
100 proteinu, x100
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Obr. 61 Autologni transplantat usni Obr. 62 — Detail z pfedchoziho snimku.
chrupavky krdlika zbaveny z jedné strany Transplantovana chrupavka zistala vitdln{ i
perichondria ztistal i za této situace vitalni. po odstranéni perichondria. HE, x100

V tésném sousedstvi se nachazi ptivodni

lamela u$ni chrupavky. HE,x40

Obr. 63 — Detail jako na pfedchozim Obr. 64 - Kompletné pieruSeny

snimku. HE, x100 transplantat chrupavky. Okraje obou ¢asti
se spojily pouze vazivem bez zndmek
novotvorby chrupavkové tkdné. HE, x40
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Obr. 65 — Hojeni incize usni chrupavky Obr. 66 — Usni chrupavka transplantovand
bylo spojeno s proliferaci chrupavkové subkutdnné do paravertebralni oblasti dorza
tkang, kterd v nadmérné mife vyplnila se dobfe vhojila a zistala vitdlni. HE, x40
arteficidlné vytvofeny defekt. HE, x100
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Obr. 67 —Normalm hyahnnl chrupavka z oblasti kloubm hlavice femuru. HE, x30

Obr. 69 — Piehledny snimek
kloubni hlavice s aktin
pozitivnimi chondrocyty

v povrchové vrstvé. X50



Obr.70 Detail aktin pozitivnich chondrocytti v povrchové vrstvé kloubni chrupavky.x200

Obr. 71 — Vzorek kloubni chrupavky z posttraumatického defektu distalni ¢4sti

sV v

femuru . Chrupavkova tkan ma prevazné charakter chrupavky vazivové. HE, x100

-
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Obr. 72 — Chrupavkov4 tkai ze spodiny posttraumatického defektu obsahovala
pievazné aktin pozitivni chondrocyty. HE, x200

151



Obr. 73 — Chondrocyty z oblasti defektu soucasné vykazovaly pozitivitu S-100
proteinu. x100

Obr. 74 — Vyrazné ziizend vrstva kloubni chrupavky z artrotické hlavice femuru. HE,
x100

Obr. 75 —Aktin pozitivni chondrocyty z oblasti s tzv. klondlni proliferaci artrotické

hlavice femuru. x200
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Obr. 76 — Chondrocyty z oblasti artroticky zénéné hlavice femuru vykazovaly
z VEtsi C4sti pozitivitu a-SMA. x200
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Obr. 77 —Tkanova kultura italského ptivodu v histologickém obraze. Mezi vlakny
kyseliny hyaluronové jsou vietenité prekurzorové bunky. HE, x200
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dbr. 78 — Bunky tkéﬁové kultury vykazovaly zietelnou pozitivitu a-SMA. X400
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Obr. 79 — Biopticky vzorek nove narostlé kloubni chrupavky v misté transplantace

autologni kultury chondrocytt. Kloubni chrupavka ma pievazné hyalinni charakter. x40

Obr. 80 — Biopticky vzorek nové narostlé kloubni chrupavky v misté defektu po
transplantaci v detailu. HE, x100

Obr. 81 — Chondrocyty nové narostlé kloubni chrupavky po transplantaci vykazovaly
zietelnou pozitivitu a-SMA. x100
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Obr. 82 — Chondrocyty nové narostlé kloubni chrupavky po transplantaci vykazovaly
zietelnou pozitivitu S-100 proteinu, x200

Obr. 83 — Skupina makrofagu v intertrabekuldrnich prostorach subchondralni kosti
v misté transplantace. V jejich cytoplazmé je namodraly materidl pravdépodobné
predstavujici rezidua kyseliny hyaluronové pochézejici z nosice. HE, x400
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