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Abstrakt

Uvod

Pti rekonstruk¢nich 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$im cilem bylo vySetieni histologickych zmén a exprese
chondrocytarnich markert (a-SMA a S-100 proteinu) v intaktni, arteficielné traumatizované
nebo v Zivném médiu kultivované lidské uSni chrupavce transplantované imunodeficitnim
mySim, jakoZ i v chrupavce vytvofené po implantaci riiznych typil trojrozmérnych nosict
(scaffoldli) osidlenych kultivovanymi lidskymi us$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
piipadli nalezena uzlovitd loziska chrupavky elastického typu s chondrocyty, které
vykazovaly 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¢ly zadné histologické ani imunohistochemické znaky chondrocytli (neprokdzéna 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 posSkozeni 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 predmétem 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 (o-
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.



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



1 Uvod

Na Odd¢leni otorinolaryngologie VSeobecné fakultni nemocnice v Praze jsou jiz fadu let
provadény funkc¢ni a estetické operace zevniho nosu a nosniho septa (rinoseptoplastiky), které
patii k nejobtiznéjSim vykoniim v oblasti obli¢ejového skeletu. Nejen v rinochirurgii, ale i
v ramci chirurgie hlavy a krku obecné se v poslednich dvou az ttech desetiletich klade velky
diraz na co nejpresnéjsi rekonstrukci nebo nahradu poskozenych nebo chybéjicich tkéani
pfedev§Sim s ohledem na obnovu normdlni funkce, v pfipad€ struktur ovliviiujicich vzhled
pacienta pak i na co nejlepsi kosmeticky efekt. Splnéni téchto poZzadavkl s sebou obvykle
pfindsi 1 potiebu dostateného mnoZzstvi materidlu vhodného k tomuto ucelu. Nasledkem
predchoziho traumatu, rozsahlého operacniho vykonu nebo na vrozeném podklad¢ vsak cCasto
tkan€é vhodné k rekonstrukci pfimo v misté defektu nebo deformity ve vé&tSim nebo mensim
rozsahu chybi. MoZnosti jejich ndhrady jsou proto v soucasné dobé predmétem intenzivniho
zajmu jak klinické, tak experimentalni mediciny.

V chirurgii hlavy a krku patii ke standardnim postuptim transplantace riznych materiala
biologického plvodu (autologniho, allogenniho nebo xenogenniho) (1, 2, 3, 4) nebo
implantace materidll jiného nez biologického pluvodu (v literatufe oznacované jako
aloplastické ndhrady) napiiklad hydroxyapatitu, riznych kovii nebo syntetickych materidlti
typu silikonu, polytetrafluorethylenu, polyamidu, polyethylenu apod. (2, 4, 5, 6, 7).

Vzhledem k antigennim a mechanickym vlastnostem se jevi vyuZiti autolognich
materidlti, predevSim chrupavky nebo kosti, vnosni chirurgii jako velmi vyhodné.
Nejvhodnéj$im zdrojem chrupavcité tkdné je nosni septum. Odbér se provadi ze stavajiciho
pristupu, nevyzaduje tedy dal$i incizi v jiné anatomické lokalité, a pii spravné technice a
rozsahu neni zatiZzen komplikacemi. V piipadech, kdy v disledku traumatu nebo predchoziho
opera¢niho vykonu chrupavka nosniho septa v rizném rozsahu chybi (3, 7, 8 ), je nutné volit
jiné zdroje chrupavcité tkdné¢, nej€astéji usni boltec (2, 8, 9, 10, 11) nebo Zeberni chrupavka
(9, 12). Pro svoji snadnou dostupnost, minimdlni vyskyt komplikaci spojenych s odbérem,
mechanické vlastnosti a tvar je chrupavka usSniho boltce k rekonstrukci vétSiny nosnich
struktur vhodné&jsi a ¢asto vyuzivana (11, 13, 14, 15).

V poslednich letech jsme na ORL oddéleni VEN v Praze zavedli do klinické praxe
metodu autologni transplantace lidské wusSni chrupavky, kterd nebyla v Ceské
otorinolaryngologii, na rozdil od zahranici, v této indikaci standardné pouZivdna a v Ceské
otorinolaryngologické literatuie nebyly zkuSenosti s touto metodou dosud publikovéany (16,
17, 18). Nase zkuSenosti s touto technikou, kterou jsme dosud pouzili u 48 pacientll jsou
predmétem jiného naSeho sdéleni (Kana, 2011 v tisku).

Literarni zdroje poskytuji velmi malo informaci o zménéch v transplantované chrupavce
a o bunécnych reakcich identifikovatelnych souCasnymi metodami histologie a
imunohistochemie (19, 20, 21, 22).

Provedli jsme proto klinickou studii vétsi skupiny pacienti (neni soucdsti disertacni
prace), u kterych byly s tispéchem transplantovany Stépy z uSni chrupavky do oblasti skeletu
zevniho nosu a nosniho septa. S vyjimkou dvou piipadli jsme vSak nemé€li moZnost,
z etickych diivodii, histologicky podrobnéji ovéfit viabilitu téchto $tépl odbérem kontrolniho
vzorku po transplantaci. Rozhodli jsme se proto patomorfologické zmény chrupavcité tkané
po transplantaci studovat na zvifecim modelu v experimentédlnich podminkach.

Predmétem vyzkumu byly otdzky tykajici se ptfezivani chondrocyti jak v normalni
lidské usni chrupavce, tak v chrupavce, kterd byla piedoperacné¢ rliznym zplisobem
traumatizovdna nebo kultivovdna v zivném roztoku a ndsledné¢ transplantovana
imunodeficitnim mysSim pfijimajicim lidské tkdné. Soucasti experimentu bylo také sledovéani
zmén usni chrupavky u kralikii po jeji traumatizaci pfimo v oblasti boltce a po transplantaci
autolognich $téptli z usni chrupavky do oblasti dorza.



Pred vlastnim experimentem na zvifatech a ovéfenim vysledkli transplantace bylo
nezbytné nejprve provést podrobnou histologickou a imunohistochemickou studii doplnénou
o metody molekuldrni patologie na normélni lidské usni chrupavce

Transplantace autologni chrupavky v chirurgii hlavy a krku sice poskytuje dlouhodobé
dobré a stabilni vysledky, ale s ohledem na omezené zdroje dostupné chrupavkové tkané,
zejména v piipadech opakovanych rekonstrukénich operaci nebo pfi potiebé transplantatl
pozornost v poslednich dvaceti letech obraci smérem k autolognim chrupavkam vytvorenym
metodami tkdnového inZenyrstvi. Cilem je vytvofeni chrupavkové tkané¢ pozadovanych
vlastnosti v podminkéch in-vitro. Implantéty jsou obvykle sloZzeny z kultivovanych vlastnich
chondrocytl pacienta a biokompatibilniho, nejcastéji biodegradovatelného nosice (scaffoldu),
ktery zajist'uje prostiedi pro jejich trojrozmérny rast (24, 25, 26, 27, 28). Metoda se rozvinula
predevsim v souvislosti s 1é€enim velkych posttraumatickych defektii kloubnich chrupavek v
ortopedii, kde je jiz né€kolik let rutinné vyuZivdna (30, 31, 32, 33). Naproti tomu jsou
transplantace autolognich chondrocytarnich kultur vdzanych na nosice v oblasti hlavy a krku
stile pfedevSim pfedmétem experimentélnich studii.

Provedli jsme pokusy sautolognimi kulturami lidskych uSnich chondrocyta
kultivovanych na riznych typech nosi¢li, aniZ by byly pouZity jakékoliv podptirné ristové
faktory nebo cytokiny. Zajimalo nds piedevsim, zda takovato kultura vytvoii po transplantaci
mySim elastickou chrupavkovou tkan a zda se event. nezméni imunofenotyp chondrocyta ¢i
sloZeni mezibunécné hmoty.

Spoluprace s Ortopedickou klinikou FN Bulovka ndm umoZnila studium normélni
kloubni chrupavky a strukturdlnich zmén i promén imunofenotypu kloubni chrupavky u
pacientli s pokroCilymi formami osteoartrézy, vcetné ndlezii u hemofilikti. Ziskali jsme i
kulturu lidskych chondrocyti na nosiCi z esteru kyseliny hyaluronové ((Hyalograft® C,
FIDIA Advanced Biopolymers, Italy), kterd byla pouzita v humadnni medicin€ pii
trasplantacni 1é¢bé velkych posttraumatickych defektti distdlniho konce femuru na vyse
zminéné prazské ortopedické klinice. Bylo mozné pfitom porovnat vlastnosti kultury
kloubnich chondrocytii na scaffoldech s chondrocyty nové vytvoiené chrupavkové vrstvy
kloubni chrupavky odebrané z mista transplantace po 10 mésicich. Zaroven jsme zjiStovali
osud materidlu pouzitého jako nosi¢e predevsim s ohledem na jeho biokompatibilitu a
biodegradabilitu v misté transplantacniho zédkroku. Dosazené vysledky experimentdlni
transplantace autolognich kultur lidskych usnich chondrocytl na riznych typech nosic¢u jsme
porovnavali s kulturou autolognich chondrocyti kloubni chrupavky pfed a po transplantaci
pacientim.

V takto nastavenych podminkéach pak bylo mozno sledovat promény chrupavkové tkané
jako takové na mikroskopické drovni za pouZziti imunohistochemickych metod, které
vychdzely z problematiky studované fadu let na Ustavu patologie 1. LF UK a VEN v Praze,
kterd byla zaméfena na vyskyt aktin pozitivnich chondrocytii (obsahujicich v cytoplazmé alfa-
hladkosvalovy aktin; a-SMA) v kostnim nddoru chondroblastomu (34).



2 Hypotézy a cile prace

Analyza zakladni histologické struktury normdlni lidské usni chrupavkové tkdné se
zamefenim na distribuci chondrocytll i zdkladni komponenty mezibunééné hmoty tj.
elastickych vldken a porovnani s ndlezy v boltcich u nezralych lidskych plodi.
Podrobnd analyza imunohistochemickych markert chondrocyti usni chrupavky se
zam¢fenim na otdzku, 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.
Histologické a imunohistochemické vySetieni patologicky zménénych usnich boltcti od
pacientl, u kterych doslo v této oblasti k traumatickému nebo zanétlivému poskozent,
vyZadujicimu 1é¢ebny chirurgicky zdkrok.
Histologické i imunohistochemické vysetieni vzorkll usni chrupavky transplantované
pacientim do oblasti nosniho skeletu, pokud bude provadéna z estetickych ci
funkénich divodu operacni revize, za dcelem studia posttransplantacnich zmén a
vitality.
Sledovdani zmén exprese nejvyznamnéjSich markerd v intaktni, pfedoperacné
arteficidln¢ traumatizované nebo v Zivném médiu kultivované lidské usni chrupavce
transplantované na urcitou dobu imunodeficitnim mysim.
Histologické ovéteni vysledkt kultivace chondrocytit lidské usni chrupavky na
riznych typech trojrozmérnych nosicii (scaffoldii) a naslednd implantace
experimentdlnim mysim. Po 8 tydnech implantiaty vyjmout a vysSetfit 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, posttraumaticky zménéné kloubni chrupavce.
Analyza autologni kultury kloubnich chondrocytit na nosic¢i z esteru kyseliny
hyaluronové (Hyalograft® C, FIDIA Advanced Biopolymers, Italy) pfed transplantaci
do kloubnich defektti u lidi. Zaméfit se pfedevSim na hodnoceni zastoupeni aktin
pozitivnich chondrocytl a aktivity riznych izoforem S-100 proteinu.

10 meésicti 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

Experimentalni zvirata

Vsechny pokusy na laboratornich zvifatech byly provddény v centrdlnim zvitetniku
Centra pro experimentélni biomodely 1.LF UK Praha. Experimenty byly schvéleny Etickou
komisi VSeobecné fakultni nemocnice v Praze a byly odsouhlaseny Odbornou komisi pro
préci s pokusnymi zvifaty 1.LF UK Praha.

Mysi

V experimentech byly pouZity samice imunodeficitnich mysi NOD.129S7 (B6) Ragl.
(Pavod: The Jackson Laboratory, Bar ]%arbor, Maine, USA, mnoZeny v Centru pro
experimentdlni biomodely 1.LF UK, Praha, CR) v SPF kvalit¢, stafi 3 mésice, vaha 20 g.

Kralici
K chirurgickym experimentiim jsme pouZili samice outbrednich kralikii (Chinchilla
Bastard, Charles River Deutschland, Germany), staii 10 tydnti, vdha 1800 — 2500g.

Tkané
USni chrupavka

A) Netransplantovana lidska usni chrupavka

Normalni a patologicky zménéna lidska usni chrupavka
Na Ustavu patologie 1.LF UK a VEN v Praze bylo rutinng biopticky vy3etfeno:

® 30 vzorku normdlni elastické chrupavky usniho boltce odebranych pro rtizné nadorové
1éze, dale béhem plastické operace usnich boltcti nebo pii odbéru St€pu z usniho boltce
pro rekonstrukci nosniho skeletu Oddéleni otorinolaryngologie VEN v Praze

® 6 vzorku usSnich boltcii od nedonoSenych a potracenych plodu v 20. — 22. tydnu
téhotenstvi, které nemély samostatny pohfebni obtad.

e vzorky patologicky zménené lidské usni chrupavky od 5 pacientii (4 ptipady
traumaticky a 1 pfipad zanétlivé poskozené usni chrupavky)

B) Transplantovana usni chrupavka

Transplantovana autologni usni chrupavka odebrana p¥i reviznich operacich nosu

V ramci indikovanych reviznich operaci nosu bylo nutné u dvou pacientii redukovat
velikost a upravit tvar Stépu zusSni chrupavky transplantované pii piedchozi operaci
provedené pred 13 resp. 67 mésici. Odstranéné Céasti autotransplantat jsme vySetfili
histologicky a imunohistochemicky.

Transplantovana usni chrupavka v experimentu na zviratech

Pro experimentdlni ucely jsme vyuzili ¢asti normalni lidské usni chrupavky nepouZzité
béhem rinoseptoplastiky pro rekonstrukci nosniho skeletu nebo fragmenty chrupavky
odebrané pfi plastice uSnich boltct.

V prvni cdsti experimentu jsme z chrupavky pfipravili riizné typy $tépli nebo implantéti
(nosi¢e s kulturou lidskych usnich chondrocytli), které byly ndsledné transplantovany, resp.
implantovdny imunodeficitnim mysSim do oblasti dorza. Za 8 az 16 tydnl po transplantaci
byly $té€py nebo implantity vyjmuty a histologicky a imunohistochemicky vySetfeny.
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V druhé cdasti  experimentu provedené na krédlicich jsme riznym zplsobem
traumatizovali uSni chrupavku u jednoho zvifete piimo v oblasti obou usnich boltcti, u dalsich
dvou krélikti jsme transplantovali autologni Stépy pfipravené z usni chrupavky subkutanné do
oblasti dorza. Po 8 tydnech byly §tépy odstranény a vySetieny.

1.¢ast experimentu

Lidska usni chrupavka transplantovana imunodeficitnim mysim
Celkem bylo pfipraveno a nésledné transplantovdno 23 imunodeficitnim mySim 32
stepu z lidské usni chrupavky o velikosti cca 3 —5 mm x 6 — 10 mm x 2 mm.

1. Priprava chrupavkovych Stépu :

® 6 stepii intaktni usni chrupavky, perichondrium zachovano na obou stranach $tépu.

e |8 stépii usni chrupavky traumatizované nize popsanymi zpiisoby:
- 3 $tépy - perichodrium zachovéno na jedné strané, na druhé stran¢ odstranéno
- 3 $tépy - perichondrium odstranéno z obou stran
- 3 $tépy — perichondrium na jedné stran¢ ponechdno, na druhé strané odstranéno a
soucasn¢ provedeny incise chrupavky (cca do poloviny tloustky) vzdalené od
sebe 2 — 3 mm
- 3 $tépy — perichondrium odstranéno z obou stran, incise na jedné strané
- 3 S$tépy — chrupavka nafezdna na drobné fragmenty o velikosti 2 x 2 mm
- 3 $tépy — chrupavka mirné rozdrcena v drtici

®  8vzorku usni chrupavky uchované v Zivném roztoku.
Vzorky chrupavky byly makroskopicky ocistény od okolnich mékkych tkéani a
perichondria z obou stran. Poté byla chrupavka po dobu 7 — 14 dnti kultivovédna
v zivném roztoku Nutriet mixture F12 Ham (Sigma, St. Louis, MO, USA)
doplnéném o 10% fetélni teleci sérum, s 80 pg/ml gentamicinu ve vlhkém
inkubatoru pfi teploté 37°C s 5% CO2. Po vyjmuti z media byly vzorky chrupavky
promyty ve fosfatovém pufru (PBS, Sigma)) a nésledn¢ transplantovény.

2. Priprava implantati ze scaffoldi a tkanové kultury lidskych usnich chondrocytiu
Operativné vyjmutd usni chrupavka byla ocisténa od okolnich mékkych tkdni vcéetné
perichondria, rozkrdjena na drobné fragmenty mensi neZ 1 mm v priméru a enzymaticky
natravena kolagendzou II 2mg/ml (Sigma) a 0,1 mg/ml hyaluroniddzou (Sigma), které byly
rozpu$téeny v DMEM mediu (Dulbecco’s Modified Eagle’s Minimal Essential Medium,
Sigma) pfi teploté¢ 37°C po dobu 18 hodin. Izolované buiiky byly kultivoviny v DMEM
mediu doplnéném o 10% fetélni teleci sérum s 80 pg/ml gentamicinu pfi teploté 37°C s 5%
CO2 po dobu 7 - 21 dni. Vyména média probihala kazdy tieti den kultivace. Scaffoldy ve
tvaru plochych diski (6x2 mm) byly nejprve ponofeny do PBS (Sigma), poté do media
pouzitého pii kultivaci a osidleny vykultivovanymi chondrocyty. Druhy den byly scaffoldy
ponofeny do PBS a po vyjmuti byly pfipraveny k vlastni implantaci.
Bylo piipraveno celkem 1[4 implantdtu z rtaznych druhii scaffoldt, které byly

implantovany 11 imunodeficitnim mySim.
Scaffoldy ve formé Zelatinové peny:

e 2kusy z 5% zelatinové pény (Jelita Imagel BP Typ 68 917) v D H20
Scaffoldy z nanovldken:

e 2 kusy PCL - polycaprolakton (WAKO Pure Chemical Industries, Japan)

e 2 kusy PLGA - kopolymer kyseliny mlé¢né a kyseliny glykolové (75/25) (Lakeshore

BiomaterialsTM, Birmingham, Alabama, USA)
e 2kusy PVB - polyvinylbutyrat
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e 6 kusi nanovldkna PVA/Chitosan — polyvinyl alkohol (Sloviol M — NCHZ a.s.,
Novaky, SR)/ Chitosan (Medicol), hmotnostni pomér 89:11
Vsechny nosice byly pfipraveny v Laboratofi tkaového inZenyrstvi Ustavu experimentdlni
mediciny AV CR, v.v.i.

2.¢ast experimentu
USni chrupavka u kraliku

1. Zpisoby traumatizace usni chrupavky v oblasti boltce
Chrupavka obou uSnich boltcti u jednoho krdlika byla upravena ndsledujicimi
zpusoby:
® odstranéni Casti uSni chrupavky obdélnikového tvaru o velikosti 15 x 20 mm,
odstranéni perichondria na jedné stran¢ a jeji opétovné vloZeni do mista odbéru
e transkartilagin6zni incize chrupavky v délce 30 mm a jeji naslednd sutura
e pét inkompletnich incizi pfiblizn¢ do poloviny tloustky chrupavky na jedné strané¢
dlouhych 30 mm a vzdalenych od sebe 2 mm
e rozdéleni ¢asti usni chrupavky na n¢kolik drobnych fragmenti o velikosti cca 2x2 mm
vcetn¢ perichondria, jejich uvolnéni a ponechéni v blizkosti mista odbéru

2. Priprava autolognich $tépi z usni chrupavky u kraliki

Z chrupavky uSnich boltct u dvou krdlikit bylo vytvoreno celkem 8 ¢tvercovych §tépti 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.

Kloubni chrupavka

Vzorky kloubni chrupavky byly ziskdny béhem chirurgickych zakroki
provedenych na Ortopedické klinice Nemocnice Na Bulovce Ddéle byly vySetfeny tkiné
odebrané v priib¢hu pitvy.

Kromé toho byla studovana kultura chondrocyti pouZzitd k transplantaci (ACT -
autologous chondrocyte transplantation) v misté¢ traumatickych defekti distdlnitho konce
femuru dodani italskou firmou (Hyalograft® C, FIDIA Advanced Biopolymers, Italy).

Normalni, patologicky zménéna a nové vytvoirena kloubni chrupavka
Bylo vysetieno celkem 68 vzorkii normdlni i patologicky zménéené kloubni
chrupavky a chrupavky nove vytvorené po transplantaci chondrocytii. Konkrétné se jednalo o:
e 7 vzorku patologicky nezménéné chrupavky hlavice femuru (nekropticky material
odebrany béhem pitvy pro ndhlé umrti).
e 15 vzorkll patologicky nezménéné chrupavky hlavice femuru (biopticky materidl
odebrany pii operaci fraktury kr¢ku femuru).
e 12 vzorkl chrupavky hlavice femuru pfi osteoartréze (biopticky material).
e 7 vzorkl tibidlni chrupavky hemofilikt (biopticky materidl).
e 15 vzorkii zoblasti posttraumatickych defekti chrupavky distdlniho femuru
(biopticky materidl).
e 12 vzorkl nové vytvoiené chrupavky distdlniho femuru po ATC (biopticky materidl
odebrany béhem kontroln{ artroskopie 10 mésici po transplantaci).
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Chirurgické postupy u experimentalnich zvirat

¢ Chirurgické postupy pri transplantaci lidské uSni chrupavky a implantaci
scaffoldi s kulturami lidskych usnich chondrocyti mySim

Operace probihala v lamindrnim boxu s filtrovanym vzduchem v celkové anestézii za
sterilnich podminek. Z 2 cm dlouhé koZni incise oblasti dorza ve stfedni Care jsme vytvorili
bud’ jednu nebo dvé podkozni kapsy paravertebrdlné na jedné nebo obou strandch pétete, do
nichZ jsme vloZili jednotlivé transplantdty. Explantace byla provedena po 8 tydnech v piipadé

scaffoldli a po 12 nebo 16 tydnech v ptipad¢ ostatnich transplantati.

¢ Chirurgické postupy u kraliku

Operacni vykony u kralika probihaly za sterilnich podminek v celkové intravendzni
anestézii poddnim smési Ketaminu (Narkamon 5%, Spofa, Ceskd Republika — 50mg/kg) a
Xylazinu (Xylased 2%, Bioveta, Ivanovice na Hané, CR - 5mg/kg). Experiment se sklddal ze
dvou ¢4sti. V prvnim pripadé (jeden kralik) jsme vedli koZni incisi dlouhou 6 — 8 cm na
ventrdlni strané¢ obou boltcli a chrupavku jsme traumatizovali vySe popsanymi zplisoby in
toto. V druhé ¢éasti pokusu jsme odebrali z obou usnich boltci dvou kraliki autologni
chrupavcité stépy velikosti cca 10 x 10 mm, které jsme upravili (viz vySe) a transplantovali
do ¢tyt podkoznich kapes vytvofenych paravertebralné na obou stranich pétefe. Po osmi
tydnech jsme v prvnim piipad¢ resekovali celé boltce, v druhém jsme explantovali autologni
chrupavkové $tépy z oblasti dorza.

Pouzité vySetirovaci metody

e Histologické vySetieni

Vzorky obsahujici usni chrupavku odebranou z terapeutickych divodi pfi operaci
pacientli nebo vyjmutou z mista transplantace resp. implantace experimentdlnim zvitatim
byly zpracovany zptisobem obvyklym pfi béZném bioptickém histologickém vySetfeni.

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

Kultury chondrocytii vdzané na nosice jsme zpracovali identickym zplsobem jako
bioptické vzorkys, tj. po zaliti do parafinu.

Parafinové bloky se zalitymi vzorky vySetfovanych tkéni byly krdjeny na mikrotomu a
po odparafinovani barveny hematoxylinem-eozinem, PASem a to i po natrdveni amyldzou,
dale pak Safraninem O, alcidnovou modii a za pouZiti metody dle Massona doplnéné o
barveni na elastiku.

¢ Imunohistochemické vySetieni

Imunohistochemickd vySetfeni byla provedena na 3-4 um silnych fezech montovanych
na skla kryta poly-L-lyzinem. Pouzili jsme standardni avidin-biotin peroxiddzovou metodu.
Jako chromogen byl vyuzit diaminobenzidin, jako enzym kienova peroxidaza.

Vsechny vzorky, s vyjimkou usni chrupavky krélikd, byly vySetfeny s protildtkou proti
a-SMA (monoklonélni, klon 1A4, 1:100, Dako, Glostrup, Denmark) a svalové specifickému
aktinu (monoklonélni, klon HHF35, 1:100, Dako), coz je protilatka reagujici se vSemi tfemi
izotypy a-aktinu (kosterniho, srdecniho a hladkého svalstva) a s y-hladkosvalovym aktinem.
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V jednotlivych analyzovanych skupindch byla dédle provedena vysSetfeni s protilatkami proti
desminu (1:200, Dako), h-caldesmonu (1:50, Dako), vimentinu (1:300, Bio-Genex), CD68
(klon KP1, 1:20, Dako), myogeninu (1:50, Dako), myoD1 (1:50, Dako).. Déle byly pouzity
protilatky proti GFAP a polyklondlni protilatka proti S-100 proteinu (1:1600, Dako) a jeho
riznym izoformam (S-100 Al, A2, A4, A6, P a A10). Proliferacni aktivita chondrocyta
chrupavky boltce byla testovdna za pomoci protildtky Ki67 (klon MIB 1; 1:50, Dako).
Vybrané vzorky lidské usni a kloubni chrupavky byly vySetfeny s protilatkou proti CD 34 (1:
200, Immunotech S.A., Marseille, France).

e RT-PCR analyza

Ve vybranych piipadech byla u vybranych vzorkli usni a kloubni chrupavkové
tkdn¢ pouzita metoda RT-PCR s vyuZitim primert pro vSechny zndmé izoformy aktinu a
desminu. Pouzili jsme deparafinované vzorky tvofené pouze chrupavcitou tkani. Celkem jsme
touto metodou analyzovali 17 vzorkl. Izolace celkové RNA, syntéza cDNA a RT-PCR
analyza byly provedeny podle standardnich postupti (35).

4 Vysledky

USni chrupavka u lidi a experimentalnich zvirat

1. Histologické, imunohistochemické a molekularné biologické nalezy v normalni
lidské usni chrupavce

e Nalezy v usnich boltcich u nedonosenych potracenych plodi
Vysetieni prokdzalo, Ze usni chrupavkovy zéklad je tvofen nezralymi mezenchymovymi
bunikami, které neexprimuji S100 protein ani a-aktin hladké svaloviny. Poc¢inajici produkce
elastickych vldken byla prokazatelnd pouze v n€kterych oblastech uSni chrupavky. DalSim
rozdilem oproti usSni chrupavce dospélych bylo zjisténi vysoké proliferacni aktivity
chrupavkovych bun€k znazornéné protilatkou proti Ki67.

e Nalezy v normalnich usnich boltcich u déti a dospélych

Ve vsech 30 vySetienych piipadech byla nalezena normdlni usni chrupavka elastického
typu s komurkovymi buiikami uloZenymi v lakundch obklopenych mezibunéénou hmotou
bohatou na proteoglykany s cetnymi elastickymi vldkny. Pii histologickém a
imunohistochemickém vySetieni jsme ucinili nékolik ndlezi, které vétSinou nebyly, pokud je
nam zndmo, dosud v pisemnictvi zaznamenany.

Hustota elastickych vldken, ale také hustota a tvar chrupavkovych bunék se meénily
podle toho, zda se jednalo o zevni vrstvu v oblasti konkavity (scapha, fossa anthelicis) nebo
zevni vrstvu na konvexni strané (helix, eminentia scaphae, anthelix). Zevni vrstva konkdvni
vldkna, zatimco povrchovd vrstva konvexni strany obsahovala vétsi koncentraci bunék
vietenitého a protahlého tvaru, které byly obklopeny mélo pocetnymi elastickymi vldkny.

Pfi imunohistochemickém vysSetieni jsme vedle pozitivity S- 100 proteinu v fadé
chondrocytt zjistili dosud nepopsanou pozitivitu alfa aktinu hladké svaloviny, déle jen
aktin (36). Tyto aktin pozitivni chondrocyty tvofily zhruba 60% bunécné populace usni
chrupavky a pievazovaly v perifernich oblastech, zatimco centrdlni zoéna obsahovala
predevsim aktin negativni chondrocyty.
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Dalsim neobvyklym a dosud nepopsanym ndlezem byl vyskyt CD 34 pozitivnich
bunék v oblasti perichondria. U 20% vysetienych vzorki, pficemz se jednalo o ojedinélé
bunky, jejichZ distribuce byla zcela nepravidelnd. Jejich pfislusnost k chondrocytim
potvrzovala pozitivni reakce s protilatkou proti S-100 proteinu.

Analyza exprese riznych izoforem S-100 proteinu ukdzala v nékterych piipadech
pozitivitu ve vSech vrstvach usni chrupavky. Tykalo se to S-100 proteinu prokazovaného za
pomoci polyklondlni protilatky a izoforem A1, A6, B2 a P. Naproti tomu pfi pouziti protilatek
proti izoformdm S-100 proteinu A2 a AlO byly vysledky pozitivni pfedevSim
v chondrocytech obou perifernich z6n nachdzejicich se v blizkosti perichondria. Protilatka
proti izoform& A4 S-100 proteinu davala jen slabé pozitivni vysledky ve vSech vrstvach.
Prolifera¢ni aktivita chondrocytli stanovena za pomoci protilatky proti Ki 67 byla kompletné
negativni.

RT-PCR analyza v souladu s vysledky imunohistochemického vySetfeni potvrdila
pfitomnost mRNA o-SMA v usnich chondrocytech ve vSech 5 vySetfenych vzorcich.
Pfitomnost mRNA dalSich tkanové specifickych izoforem aktinu nebyla zjiSténa stejné jako
prikaz mRNA desminu a CD 34.

2. Histopatologické nalezy v patologicky zménéné lidské usni chrupavce

e Agresivni polychondritida

Destrukce postihovala jednu ze zevnich vrstev uSni chrupavky. Misto defektu
vypliovala  cévnatd granulacni tkan s minimélni zanétlivou celulizaci. V zachované
chrupavkové tkani jsme neprokdzali Zadné regresivni zmény. Chondrocyty exprimovaly jak
S-100 protein, tak a-SMA.

¢ Posttraumatické zmény

Zaznamenali jsme obCasny vyskyt drobnych loZisek jizevnatého charakteru (vétSinou
v perifernich C¢astech chrupavky) ve form¢é mikroskopickych okrskii tvofenych pouze
vazivovou tkdni bez chondrocytii a elastickych vldken (3 ptipady). Exprese S-100 proteinu
ani aktinu nebyla u vitdlnich chondrocyti v sousedstvi téchto loZisek nijak narusena.

V usSni chrupavce pacienta se zdpasnickou minulosti jsme pozorovali neobvyklé
posttraumatické zmény komplexniho charakteru zahrnujici rozsdhlou nekrézu casti uSni
chrupavky bez jakékoliv zanétlivé odezvy, rozsdhlé 1 drobné vazivové jizvy, drobné
fragmenty vitalni chrupavky s chondrocyty bez znamek regresivnich zmén v okolnim vazivu s
,vroubkovanym* povrchem chrupavky, vyskyt drobnych proliferdti nové vytvorené
chrupavky, které vytvaiely prominujici vyristky na povrchu chrupavky a svoji zdkladni
strukturou pfipominaly chrupavku vazivovou a chondrocyty exprimovaly S-100 protein i o-
SMA.

3. Transplantovana usni chrupavka

e Zmény v normalni lidské usni chrupavce po transplantaci do nosniho skeletu

Byly nalezeny rtzné velké fragmenty transplantované usni chrupavky s elastickymi
vldkny, kterd ji odliSovala od piivodni nosni chrupavky hyalinniho typu, jejiz drobné casti
byly ojedinéle ve vzorcich zastizeny. Transplantovand uSni chrupavka byla z vétSi ¢asti
vitdlni, prevazovaly bunky s barvitelnymi jadry. Vedle toho se vSak nachézely i prazdné
lakuny bez jakychkoliv zbytki po piivodnich bunkéch, chybéla jakdkoliv bunécnd reakce.
Reakce k prikazu S-100 proteinu byla vétSinou pozitivni. Naproti tomu pozitivitu a-SMA
jsme zjistili jen ojediné€le v periferni zén€. CD 34 pozitivni buiiky jsme viibec neprokazali.
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e Zmény lidské usni chrupavky po transplantaci mySim

A) Intaktni usni chrupavka

Ve vsech pfipadech se Stépy dobie ujaly a vhojily bez rejekéni €i zanétlivé reakce.
Transplantit byl obvykle obklopen tenkym vazivovym pouzdrem, pfiCemz vazivova tkan byla
loZiskovité ve zvysené mife bunécnd. Zakladni struktura chrupavky zlstala zachovana, vcetné
sit¢ elastickych vldken a nevldknité mezibunééné hmoty a v nékterych vzorcich zlstalo
zachovdno 1 tzv. vrstevnaté usporddani, jak je popsdno vySe. Nekrotické chondrocyty,
identifikovatelné jako eosinofilni dtvary uvnitf lakun se zachovanou konturou jadernych
struktur, avSak bez barvici se jaderné bazofilni DNA, jsme ve vzorcich vySetienych pred
transplantaci zaznamenali pouze vyjime¢né, po transplantaci pak tvorily piiblizné¢ 4%
bunécné populace transplantitu. Zanétlivou reakci v okoli nekrotickych chondrocyti jsme
nezaznamenali. Apoptoticky zménéné chondrocyty nebyly ptitomny.

Imunohistochemické vySetfeni k zjiSténi proliferacni aktivity chondrocytii s protildtkou
proti Ki67 bylo u vitdlnich vzorkd negativni. VE&tSi ¢ast chondrocytli exprimovala a-SMA
stejné jako ve vzorcich vysetienych pted transplantaci. U ¢asti zvitat vSak byla exprese aktinu
patrnd pouze v uzké zén¢ chondrocyti uloZenych v perifernich ¢astech implantatu. Exprese
polyklondlniho S-100 proteinu, byla z hlediska intenzity i topografickych vztaht vyjadfena
identickym zpiisobem jako v kontrolnich vzorcich. O vitalit¢ transplantovanych vzork
svedcily i pozitivni ndlezy exprese riznych izoforem S-100 proteinu.

B) Chrupavka upravena traumatizaci

Odstranéni perichondria z jedné nebo obou stran pied transplantaci vitalitu Stépa
neovlivnilo, ale v tésném sousedstvi defektu ¢ast chondrocytl zanikla.

Incize vzorkii skalpelem zjedné strany, Castecné rozdrceni v drti¢i ani rozdéleni
chrupavky na drobné fragmenty nevedlo k vyznamné ztrat€ vitality, zvySené proliferaci nebo
vzniku vazivového spojeni sousednich okraju tkdn€ chrupavky. U nekterych vzorki jsme vSak
zaznamenali ojedin€lé drobné loZiskové nekrézy postihujici vétSinou jen jednotlivé
chondrocyty nebo chondrocyty v povrchové vrstveé transplantatu (lamindrni nekréza).

Drobné fragmenty chrupavky mechanicky traumatizované zustaly z vét$i ¢asti vitdlni
obklopené ptivodni tukové vazivovou tkéni.

Do arteficidlné vytvotrenych trhlin vrostla cévnatd vazivova tkan charakteru granulacni
tkané. Prevazné v blizkosti fezu jsme misty nachdzeli drobné loZiskové nekrézy jednotlivych
chondrocyti a prazdné lakuny bez chondrocyti. Ve vitdlnich oblastech transplantované
chrupavky chondrocyty exprimovaly jak S-100, tak i a-SMA.

C) Normalni usni chrupavka uchovavana v kultiva¢nim mediu

Vétsina chondrocytii byla vitdlnich s dobfe zachovanymi cytologickymi detaily, véetné
dobfe barvitelnych jader. Ojedinéle jsme nalezli drobné loZiskové nekrézy jednotlivych
chondrocyti. V okolni tkdni jsme nezaznamenali rejekéni reakci. Imunohistochemické
vySetieni opét prokdzalo expresi S-100 proteinu 1 a-SMA.

4. Implantace nosi¢u s kulturou lidskych usnich chondrocyti mysim

e Histologie kultury lidskych chondrocyti imobilizovanych na Zelatinovém
nosici pired implantaci
Ve vsech piipadech jsme v prostordch mezi septy nosic¢e zaznamenali drobné skupinky
malo diferencovanych bun€k ovélného tvaru , které byly pozitivni na S100 protein, coZ sveédci
pro jejich ptibuznost s chondrocyty. Expresi a-SMA jsme nezjistili. Bun¢k bylo jen malé
mnoZzstvi a vyskytovaly se pouze v drobnych skupinkdch bez zndmek produkce mezibunécné
hmoty.
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¢ Vyhodnoceni implantované Kkultury usSnich chondrocyti se Zelatinovym
nosi¢em

Po 8 tydnech byl transplantidt vyjmut a bylo zjiSténo, Ze in vivo nedoSlo k resorpci
nosice. V prostordch mezi septy nosice jsme zaznamenali ostrivky chrupavkové tkan¢ a tkan
tukové vazivovou. Ostrivky chrupavky sestdvaly z lakundrnich chondrocytli s jemnou siti
elastickych vldken, jak jsme si ovéfili pfisluSnym barvenim.

Chondrocyty vykazovaly pozitivni reakci na S-100 protein i proti jeho rGznym
izoformdm, ale pro podrobnéjsi hodnoceni exprese téchto izoforem nebylo mnoZstvi
materidlu dostate¢né. V fadé chondrocytli byl prokdzdn a-SMA.V okoli nosi¢e byla patrnd
obrovskobuné¢na reakce typu z cizich téles.

¢ Vyhodnoceni implantované Kultury usSnich chondrocyti s riznymi nosici
z nanovlaken

Resorpci celého implantatu jsme zaznamenali v 5 pfipadech. VZdy se jednalo o nosi¢ z
PVA/Chitosanu (89:11). V jednom piipadé byly nalezeny vazivové opouzdiené volné uzliky
chrupavky bez nosice.

Vysledky u nalezenych implantiati byly podobné jako u ptedchozi skupiny. Ve
strukturdich myxoidni tkdné se nachdzely pruhy bunck nejasného ptivodu, pravdépodobné
fibroblastd, a kompaktni ostrivky chrupavkové tkané. Nové narostld chrupavkova tkan
vytvaiela ostie ohraniend uzlovitd loziska s diskrétnimi elastickymi vldkny a.chondrocyty
exprimovaly o-SMA 1 S-100 protein. V okoli jednoho nosi¢e zPCL byla patrna
obrovskobuné¢na reakce typu z cizich téles.

5. Zmény usni chrupavky u kraliki po traumatizaci v oblasti boltce a po
autotransplantaci usni chrupavky do oblasti dorza

Odstranény S$tép usni chrupavky zbaveny perichondria z jedné strany a vlozeny zpét do
mista odbéru se vhojil, aniZ by vznikly n¢jaké regresivni zmény chondrocytu.

Kompletni rozdé€leni usni chrupavky transverzalni incizi s ndslednou suturou nevedlo
ke zvyseni proliferacni aktivity chondrocyti. Oba konce zustaly oddé€leny a spojily se pouze
vazivovou tkédni. Inkompletni incize chrupavky zptisobila zvySenou proliferaci chrupavkové
tkdn¢ v misté fezu.

Cilen¢ oddélené drobné fragmenty usSni chrupavky piezivaly ve form¢ malych
implantdtd v m&kkych tkani ucha bez jakykoliv zndmek regresivnich zmén.

Stépy usni chrupavky transplantované pod kazi zad kralikt se vhojily bez jakékoliv rejekéni
reakce a bez prokazatelnych regresivnich zmén chondrocytt.

Lidska kloubni chrupavka

e Zakladni histologické charakteristiky normalni lidské kloubni chrupavky

Normalni kloubni chrupavka méla ve vSech ptipadech charakter typické chrupavky
hyalinni. U vét§i ¢asti chondrocytii jsme prokazali expresi S-100 proteinu. Malé mnoZstvi
chondrocytll exprimujicich a-SMA bylo nalezeno ve vSech vrstvach chrupavky, jejich
distribuce v hlubokych vrstvach se vSak v jednotlivych ptipadech liSila. Shodnym rysem ve
vSech piipadech byla exprese a-SMA asi ve 20% chondrocytii povrchové vrstvy chrupavky.

¢ Chrupavka ze spodiny kloubnich defektii po traumatu
Chondrocyty exprimujici a-SMA a S-100 protein tvofily vétSinu bunécné populace ve
vSech vzorcich odebranych z oblasti traumatickych defektii. V jednom piipadé¢ byla
v chondrocytech soucasné nalezena exprese desminu.
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¢ Osteoartroticky zménéna kloubni chrupavka

V preparatech barvenych hematoxylin-eozinem byly zfetelné degenerativni zmény
chrupavky s fragmentaci tkan¢, superficidlni fibrilaci a sniZzenim vySky chrupavcité tkané.
V nékterych oblastech byly patrny reparativni zmény s tvorbou chrupavky fibrézniho typu,
jinde prevazovaly oblasti s tzv. klondlni proliferaci chondrocytti. V oblastech nahrazenych
fibr6zni chrupavkou se v mezibunécné hmot€ nachdzely nepravidelné orientované snopce
kolagenniho vaziva. Bunky exprimujici a-SMA se vyskytovaly hlavné v oblastech tzv.
klondlni proliferace a v mistech, kde pii reparativnich procesech vznikla chrupavcitd tkan
fibr6zniho typu. V oblastech se strukturou podobnou normdlni chrupavce byla exprese o-
SMA v necetnych chondrocytech nepravidelna ve vSech zondch a pocet pozitivnich bunck se
lisil ptipad od pfipadu. VétSina aktin pozitivnich bunék soucasné exprimovala S-100 protein.
Expresi desminu ani CD34 jsme v Zddném ze vzorkl nenalezli

¢ Kultura chondrocyti pouzita k transplantaci pro 1é¢bu kloubnich defekta

Ve vySettované kultufe bunc¢k (Hyalograft® C) prevazovaly vietenité elementy
exprimujici a-SMA bez soucasné exprese S-100 proteinu, které piipominaly fibroblasty
event. myofibroblasty. VSechny bunky byly pfiblizn¢ stejné vyzrdlé, znamky diferenciace
smérem k chondrocytim jsme nepozorovali.

¢ Nové vytvorena kloubni chrupavka po transplantaci chondrocytiu

Ve vzorcich odebranych znové vytvorené chrupavky 10 meésici po autologni
transplantaci chondrocytil méla tkan charakter hyalinni chrupavky s pfimési chrupavcité tkané
fibr6zniho typu. Distribuce chondrocytii v matrix byla ireguldrni. Zéna kalcifikované
chrupavcité tkan€ byla neuplna. Tento nélez svédc¢il pro inkompletni maturaci nové vytvorené
chrupavky. VSechny bunky byly vitdlni. V subchondrdlni kosténé tkani byly zndmky
remodelace.Vétsina chondrocyti exprimovala a-SMA a vétSinou simultanné i S-100 protein.
Prikaz desminu a CD34 vyznél negativné. V dfefiovych prostordch subchondrdlni kosti se
nachdzely makrofdgy s fagocytovanym materidlem nosice.

e RT-PCR analyza

Ve vSech vySetfenych vzorcich kloubni chrupavky jsme prokdzali ptitomnost
mRNA o-SMA a - a y-cytoplazmatického aktinu. V jednom vzorku odebraném z mista
defektu chrupavky po traumatu byla prokdzédna pfitomnost mRNA desminu (jednalo se o
vzorek, ve kterém byla exprese desminu prokdzdna rovnéZ imunohistochemicky).
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Tabulka 9. Souhrnné vysledky analyzy exprese a-hladkosvalového aktinu v riznych typech chrupavky.

a-SMA pozitivni chondrocyty

Typ chrupavkové tkané Pocet Vek
yp chrdp piipadi | (roky) |  superficidlni hluboké
vrstva oblasti
< " 20-22

potracené a nedonosené plody 6 tydni - -
lidsk4 usni chrupavka normdlni chrupavka uSniho boltce 30 6- 82 60% <10%
traumatizovand u lidi 25-51 60% <10%

Usni transplantovand u lidi 33a37 <10% -
intaktn{ 27-45 60% <10%
lidska usSni chrupavka traumatizovani 18 23-41 60% <10%
transplantovana mysim uchovavand v médiu 26-38 60% <10%
nové narostld na nosicich 9-35 60% <10%
n(,)rma,lm hlav1ce. ferfluru (ng’llle 7 19-46 18 % 10 %

normélni umrti — nekropticky material)
normélni hlavice femuru

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

hlavice femuru pfi osteoartrdze 12 52-70 klonalniho seskupeni

Kloubni 80 % ve fibrokartilagin6zni tkani
patologicky zménéna tibidlni chrupavka u hemofilika 7 23-42 80 % ve fibrokartilaginézni tkéni
posttraumatické defekty distalniho 15 71-35 i 30 %
femuru
chrupavka po autologni ] chrupavka dlste}lnﬂlo femurt: po 12 7335 30 % 30 %
transplantaci chondrocytu transplantaci chondrocytl
Celkem 150
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5 Diskuze

Normalni netransplantovand lidska usSni chrupavka - histologie a porovndni
imunohistochemickych ndlezit s transplantovanou usni a kloubni chrupavkou

Histologické a imunohistochemické vySetieni normadlnich lidskych usnich chrupavek
piineslo nékteré poznatky, které dosud nebyly publikovany (37, 38). Ob¢ povrchové vrstvy
usni chrupavky se v n¢kterych oblastech 1isi hustotou elastickych vldken a tvarem a hustotou
chondrocytli. V oblasti konvexit byla v povrchové vrstvé usSni chrupavky elastickd vldkna
méné Cetnd a chondrocyty byly vietenitého tvaru a pocetnéjSi. V konkavnich oblastech
obsahovala povrchova vrstva méné chondrocytli ovélného tvaru, elastickd vldkna byla
urcuje mechanické vlastnosti usni chrupavky. Lze uvazovat, Ze odliSnosti ve struktufe
povrchovych vrstev chrupavky usniho boltce se mohou uplatiiovat pfi formovéni jeho reliéfu
s ¢etnymi konvexitami a konkavitami.

Nalez CD34 pozitivnich bunék v blizkosti perichondria ukazuje, Ze tyto buitky mohou
byt blizké mezenchymovym buikdm kmenovym, pro néZz je CD34 pozitivita typickym
znakem. Tyto elementy by mohly pfedstavovat rezervodr bunék s prolifera¢énimi schopnostmi
proliferace, které se uplatiiuji pfi regenerativnich pochodech a zatim nebyly bliZze objasnény.

Reakce k pritkazu Ki67 byla v uSnich chrupavkédch dospélych negativni na rozdil od
chrupavek boltcti nedonosenych ploda. Toto zjisténi demonstruje, Ze s ptibyvajicim vékem se
ve vyzrdlé elastické chrupavce bunéény cyklus usnich chondrocyti  pravdépodobné
prodluzuje

Pti sledovani exprese S-100 proteinu v chondrocytech usni chrupavky se ukazalo, Ze
aktivita S 100 proteinu v chondrocytech je uritym zpisobem modifikovana v zdvislosti na
jejich uloZeni v jednotlivych zéndch uSni chrupavky. Protilatky proti S-100 A2 a AlO
prokdzaly aktivitu pouze v zevnich vrstvach usni chrupavky, zatimco v centrdlni ¢asti byla
reakce chondrocytll negativni nebo slaba. Tyto ndlezy by mohly svéd¢it pro hypotézu, Ze
metabolicky nejaktivnéjsi jsou pravdépodobné chondrocyty obou zevnich vrstev v sousedstvi
perichondria.

U transplantovanych ruznych typi Stépu lidské usni chrupavky imunodeficitnim mysSim
jsme loZiskovité aktivitu S-100 proteinu viibec neprokdzali, coz ukazuje na zménu jejich
metabolické a biologické aktivity. V piipad¢ kultury uSnich chondrocyti na Zelatinovém
nosi¢i pfed implantaci a u nové narostlé chrupavky na riiznych typech nosici po jejich
implantaci mySim jsme reakci k pritkazu polyklondlniho S-100 proteinu vyuzili k potvrzeni
jejich chondrogenniho ptvodu. Exprese jednotlivych izoforem S-100 proteinu nebyla blize
studovana. Celd otdzka aktivity riaznych izoforem S-100 proteinu v chondrocytech je zatim
nejasnd a ¢ekd na dalsi objasnéni (39, 40, 41).

V nasi studii poprvé informujeme o aktin pozitivnich chondrocytech, které tvotily az
60% celkové bunécné populace a vyskytovaly se prevazné v obou povrchovych vrstvich
normdlni usni chrupavky (36). Aktin pozitivni bunky, které v identickych vzorcich mély také
ptislusnou mRNA prokdzanou metodou RT-PCR, mély charakter typickych chondrocytl, coz
bylo ovéieno i pozitivitou v reakci k prikazu S-100 proteinu. Ojedinéle buniky tohoto typu
vykazovaly pozitivitu v reakci se svalové specifickym aktinem a s protilatkou proti CD 34.

V nasi praci jsme potvrdili piitomnost exprese a-SMA v osteoartroticky zmenéné
kloubni chrupavce zejména v oblastech tzv. klondlni proliferace a v mistech, kde v ramci
reparativnich procestt vznikla chrupavcitd tkan fibrézniho typu (39). Ddle jsme prokazali
expresi a-SMA 1 v nékterych chondrocytech normdlni kloubni chrupavky, coz dosud nebylo
popsano. V normdlni kloubni chrupavce byla exprese a-SMA vyjadfena nejvyraznéji ve
vietenitych chondrocytech povrchové prvni zony. Ddle jsme prokazali expresi o-SMA v

21



defektni kloubni chrupavce po traumatu, v nové vytvorené kloubni chrupavce po transplantaci
a v kulturach bundk pouZitych k transplantaci. V kultufe chrupavkovych bunék (Hyalograft®
C) prevazovaly vietenité bunky exprimujici a-SMA bez soucCasné exprese S-100 proteinu.
V jednom piipad€ jsme ve vzorku chrupavky odebraném ze spodiny defektu po traumatu
kromé& a-SMA prokazali i expresi desminu (42).

Imunohistochemické vySetfeni chrupavky usSniho boltce a kloubni chrupavky za
normdlnich i patologickych okolnosti znovu otevielo otizku vyskytu a vyznamu a-aktinu
hladké svaloviny v chondrocytech rtznych chrupavkovych tkani. Ukdzalo se, Ze za
normdlnich okolnosti v uSni chrupavce aktin pozitivni chondrocyty pievazuji, zatimco
v chrupavce kloubni se tyto buiiky vyskytuji pouze v povrchové vrstvé a k jejich zmnozeni
dochdzi za riznych patologickych stavii nebo po transplantaci kultury chondrocytt.

V roce 1997 Povysil (34) a spol. poprvé popsali u benigniho chondroblastomu vyskyt
chrupavkovych bunck obsahujicich ve své cytoplazmé aktinovd filamenta, jak potvrdilo
imunohistochemické a elektronmikroskopické vysetteni. Jednalo se o alfa-hladkosvalovy
aktin (a-SMA), jednu ze zndmych izoforem aktinu. Autofi tehdy pro tyto buiikky navrhli
oznaceni myochondroblasty a myochondrocyty, coZ bylo nékterymi americkymi autory
akceptovano a zaroven se tyto ndlezy staly stimulem pro jejich hledani u dalSich kostnich
nddorit i v nenddorovych mezenchymovych tkénich (43, 44, 45). Od té doby se této
problematice vénovala vétSi pozornost, nebot’ tyto nélezy poprvé prokdzaly, Ze samotnd
exprese o-SMA neni dokladem hladkosvalové, myofibroblastické, myoepitelidlni i
pericytarni diferenciace, jak se dosud predpokladalo.

Aktiny jsou ubikvitni eukaryotické proteiny vyskytujici se v buiikich svalovych a
v dalSich elementech rizné histogeneze. Uplatnuji se pfi riiznych bunécnych funkcich vcetné
svalové  kontrakce, bunééné motility, bunééného transportu, bunécné adhezivity,
fagocytézy, déleni a udrZzovéani tvaru a integrity buiikky (46, 47). Exprese jednotlivych
izoforem se béhem vyvoje v n¢kterych tkdnich méni, coZ zatim zlstava nevysvétlené.

Alfa- a y- hladkosvalovy aktin se typicky vyskytuji pfedevSim v buinikdch hladké
svaloviny se schopnosti kontrakce. Alfa- hladkosvalovy aktin (a-SMA) je dominantni
izoformou v hladké svaloviné cév, naopak v hladké svaloviné zazivaciho traktu pfevazuje v-
hladkosvalovy aktin (47). a-SMA je bcéhem embryondlniho vyvoje pfechodné exprimovan
také v pricné pruhovaném kosternim svalstvu a v myokardu(48). a-SMA se vyskytuje také
v myofibroblastech, myoepiteliich a pericytech (44, 45, 49, 50). Na rozdil od hladké
svaloviny vSak ani jedna z téchto bun¢k neobsahuje h-caldesmon.

Vyznam exprese o-SMA jako jedné z kontraktilnich izoforem aktinu v buiikkdch
normdlni i riznym zplisobem poskozené chrupavky zlistivd nejasny. Jeho dloha muze byt
v prenosu intraceluldrni tenze do extracelularni matrix, coz miiZze ovlivitiovat krom¢ jiného i
tkanoveé specifické usporadani této matrix (51, 52). V piipadé elastické chrupavky uSniho
boltce se mohou chondrocyty exprimujici a-SMA podilet spolu s elastickymi vldkny na
neobvyklé elasticit¢ této chrupavky a jeji schopnosti  ménit  tvar pod vlivem
mechanickych podnéth  bez  poskozeni  tkdné (36). NaSe histologické nélezy tzv.
vrstevnatého uspofddani nékterych oblasti uSni chrupavky zaroven naznacuji, Ze aktin
pozitivni chondrocyty mohou pravdépodobné podstathou mérou prispivat spolu
s rozvrstvenim elastickych vldken k udrzeni fixniho reliéfu usniho boltce.

Z literatury neni jasné, zda 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 buiikkich kloubni chrupavky i
menisku miiZe byt regulovana urcitymi ristovymi faktory, jako je napt. TGF-B1, ktery expresi
a-SMA v téchto bunikkdch zvysuje, ¢i PDGF, ktery expresi a-SMA naopak sniZuje (53).
Vysledky na$i studie ukdzaly, Ze urcité procento chondrocytli exprimujicich a-SMA je
pfitomno jak v normdlni uSni chrupavce, tak v patologicky nezménéné chrupavce kloubni.
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V kloubni chrupavce se nicméné jejich mnoZstvi v pripade poskozeni v ramci osteoartrézy
nebo posttraumatickych zmén zvysuje. Na rozdil od hyalinni kloubni chrupavky jsme u
transplantované usni chrupavky jak v experimentu u mysi, tak u dvou pacientti s deformitami
nosniho skeletu ndriist aktin pozitivnich chondrocytit v souvislosti s poskozenim nepozorovali.

Transplantovand lidskd usni chrupavka u lidi a imunodeficitnich mysi

Vysledky naSich pokusi na experimentdlnich mySich stejné¢ jako vySetfeni
transplantované autologni uSni 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 zmeny v misté
experimentdlnich transplantdtii ani implantdtii u mysi. Valnd ¢ast bun€k usni chrupavky
zustala vitdlni, jak jsme si mohli ovéfit pfi histologickém a imunohistochemickém vySetfent,
véetn¢ vysetieni aktivity riznych izoforem S-100 proteinu..

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

Pti transplantaci Stépu z normdlni, netraumatizované elastické lidské usni chrupavky
imunodeficitnim mysim nedoslo k naruseni zdkladni sité elastickych vlaken. Je vSak nutno
pocitat s moznosti vzniku drobnych vazivovych jizev mikroskopického rozméru.

Traumatizace usni chrupavky ptred vlastnim transplantacnim vykonem nevedla ke
zvySeni proliferacni aktivity, jak jsme mohli ovéfit pfi pouziti protildtky proti Ki67. USni
chrupavka se tedy nelisi od ostatnich typt chrupavkové tkané svoji extrémné nizkou
proliferaéni aktivitou. V pifipadé nedonoSenych plodi potracenych kolem 22. tydne
téhotenstvi je naopak proliferacni aktivita zfetelnd a tyka se ptiblizn¢ 20% bunc¢k.

V souvislosti s traumatizaci uSni chrupavky (oddéleni perichondria, rozdrceni) jsme
nepozorovali vyznamnou ztritu vitality nebo zndmky zvySené resorpce. Nekteré literarni
prameny uvadéji, Ze za urCitych okolnosti mize dojit ke spojeni oddelenych fragmenti
septdlni chrupavky novotvofenou chrupavkovou tkani.(20). V nasem experimentu s usSni
chrupavkou do $térbin po incisi nebo mezi oddélené fragmenty chrupavky vrostla cévnata
granulacni tkan, kterd ale viabilitu chrupavky podstatnym zptisobem nenarusila.

Na zdklad¢ naSich zkuSenosti lze konstatovat, Ze uchovdvdni $tépu z lidské uSni
chrupavky po urcitou dobu pied vlastni transplantaci v kultivacnim médiu pfti teploté 37°C sice
neovlivnilo ve vétSin€ pifpadii podstatnym zpiisobem vitalitu chrupavky, ale ani nepfineslo
pro vysledky transplantace Zadné vyhody, naopak mohlo zvysit riziko kontaminace Stépu a
jeho nésledné nekrézy a rezorpce

USni chrupavka u krdlikii — zmény po traumatizaci v oblasti usniho boltce a po autologni
transplantaci

U krdliku jsme v mistech po provedené inkompletni incisi zaznamenali zvySenou
proliferaci chrupavkové tkan€ s naslednym rozvojem uzlovitého ztlusSténi tvoreného zC4sti
noveé vytvorenou chrupavkou. Obdobné zmény, ovSem u drcené krali¢i usni chrupavky,
popisuji Cakmak et al. 2005 (54). Potvrdili jsme, Ze v ptipadé€ chrupavky rozdélené kompletni
incizi a nésledné seSité dochdzi ke sristu pouze vazivovou tkdni (55). Znadmky zvySené
proliferacni aktivity chondrocytli a tendenci ke srlstu novotvorenou chrupavkovou tkdni jsme
nepozorovali.

Implantace nosicu s kulturou lidskych usnich chondrocytii imunodeficitnim mysim

V casti prace, ve které jsme testovali moznosti kultivace usnich chondrocyti ve tkdanové
kulture jsme potvrdili, Ze autologni kulturu lze vypéstovat a pfenést na vhodny nosi¢. Pii
histologickém vysSetieni autologni kultury chondrocyti na Zelatinovych nosi¢ich jsme ve
vSech pfipadech v prostordch mezi septy nosice zaznamenali zcela drobné skupinky malo
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diferencovanych bun¢k ovalného tvaru bez znamek produkce mezibunécné hmoty, které byly
pozitivni v reakci k prikazu S100 proteinu, coZz sved¢éi pro jejich piibuznost s chondrocyty.
Expresi a-SMA jsme nezjistili.

U nalezenych a vysetienych scaffoldi ze Zelatiny i z nanovldken z rGznych materidlii
jsme ve vétSin¢ piipadd zaznamenali vznik loZisek chrupavkové tkan¢ se vSemi
charakteristikami elastické chrupavky. Buinky byly pozitivni v reakci k pritkazu S-100
proteinu a nékteré byly i o-SMA pozitivni. Navic mezibunénd hmota obsahovala
prokazatelnd elastickd vldkna. Po osmi tydnech od implantace nebyl materidl nosicli ze
Zelatiny ve vétsi mitfe rezorbovan. U nanovldken nebylo moZno resorpci blize posoudit pro
jejich obtiznou identifikovatelnost. V okoli nosicu ze Zelatiny, ale i tif nosi¢ii z nanovldken
z raznych polymerti (PCL, PVB i PLGA) byla v okoli patrnd obrovskobuné¢na reakce typu
zcizich téles, kterd je v literatufe bézn€ popisovdna (56, 71). U casti vzorkd jsme
zaznamenali, podobn¢ jako jini autofi (26, 58) i vznik vazivového pouzdra kolem implantétu.

V nékterych prostorach mezi strukturami nosi¢e vSak vyrostla i tkdn tukové vazivova
nebo madlo diferencovand tkan mezenchymova. Tento fenomén je mozno vysvétlit v souladu
se soucasnymi predstavami o kmenovych butikdch (60) dvojim zplsobem. Bud’ byly pfti
piipravé tkanové kultury ziskdny kmenové mezenchymové buiiky schopné diferenciace do
nékolika bunéfnych typl, nebo se nové vznikld tkan vyvinula ze dvou ¢i tif typl
unipotentnich  kmenovych bunék somezenou jednosmérnou potenci diferenciace,
pochazejicich z bunék, které osidlily implantat spolecné s uSnimi chondrocyty nebo mohly
migrovat do implantidtu z okolni pojivé tkané piijemce (58). Nepozorovali jsme zadné
podstatné rozdily z hlediska vlivu jednotlivych typi nosi¢ii na novotvorbu chrupavkové tkang.

Jedinou klinickou aplikaci jsou zatim transplantace, resp. implantace autolognich kultur
kloubnich chondrocytli vdzanych na nosi¢e z kyseliny hyaluronové (30, 32) nebo jako
suspenze bunék ve fibrinovym lepidle (31, 33) do oblasti velkych posttraumatickych defekti
kloubnich (zejména kolennich) chrupavek.

Oproti tomu je klinickd aplikace arteficidlné pfipravené chrupavkové tkané v oblasti
hlavy a krku zatim zcela vyjime¢na (61, 62) a diky fadé dosud nevyfeSenych otazek tak
zustava stdle predmétem experimentélnich studii. Na rozdil od ortopedickych indikaci, kdy je
nosi¢ osidleny chondrocyty umistén do tzv. imunoprivilegované oblasti kloubu (63), vede
subkutanni pozice implantitu v oblasti hlavy a krku u imunokompetentnich jedinct
k zanétlivé reakci a jeho nasledné rezorpci (24, 57).

Hlavnim pfedmétem této ¢asti nasi prace bylo studium bunécnych zmén kultur lidskych
usnich chondrocytii, ke kterym dochdzi po implantaci s riznymi typy nosi¢i. Nezabyvali jsme
se proto blize dal$imi aspekty tkdnového inzenyrstvi, napiiklad podrobnéjSim zkoumdnim
vlivu sloZeni, struktury a vlastnosti jednotlivych scaffoldii na novotvorbu chrupavkové tkéané,
mechanickymi vlastnostmi novotvofené chrupavkové tkan€ nebo sledovdnim zmén tvaru
implantatd apod.

Tkdrnovd kultura lidskych kloubnich chondrocytii pied a po autologni transplantaci
Vyznam prekurzorovych bunék chondrogenni fady exprimujicich a-SMA (viz uvodni
¢ast diskuze) by mohly dokumentovat i ndlezy v autologni kultufe kloubnich chondrocyt
transplantované do oblasti posttraumatickych defekti kloubni chrupavky. V této kultute
dominovaly vfetenité bunky zfetelné exprimujici a-SMA, které daly vzniknout po 10
mésicich od jeji transplantace nové kloubni chrupavce obsahujici velké mnoZstvi chondrocyt
exprimujicich a-SMA a S-100 protein. Lze tedy piedpokladat, Ze buniky exprimujici a-SMA
na jedné stran¢ predstavuji mladSi elementy blizké bunkdm prekurzorovym a snad i
elementim vazivové chrupavky. Pro tuto domnénku by svédCily i ndlezy nadorovych
chrupavkovych bunék exprimujicich a-SMA blizkych chondroblastim v kostnich nddorech
charakteru benigniho chondroblastomu a chondromyxoidniho fibromu (34). Na druhé stran¢
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se jednd o bunky, které budou mit pravdépodobné schopnost zna¢né proliferace, samoziejmeé
téZ pod vlivem tucinku mistnich faktorti. Nové narostld kloubni chrupavka byla tvofena u
¢asti pacientd prevazné chrupavkou hyalinni nebo smési chrupavky hyalinniho a fibr6zniho
typu (39). S postupem ,,dozridvdni“ nov¢é narostlé kloubni chrupavky by vSak velmi
pravdépodobné doslo k jeji prestavbé v chrupavku ¢isté hyalinniho typu.

Materidl nosiCe (ester kyseliny hyaluronové - Hyalograft® C) byl v podstat¢ dobie
rezorbovatelny, i kdyZ jsme zaznamenali jeho zbytky ve form¢ hematoxylinem se barviciho
materidlu v cytoplazmé makrofdgi kostni diené a ojedinéle téZ v neCetnych chondrocytech
nov¢ vytvorené kloubni chrupavky. Vysledky vysetfeni omezeného poctu pacientli ukazuji, Ze
pouzitd autologni kultura kloubnich chondrocytl na vySe zminéném nosi¢i ddva
z morfologického hlediska a s ohledem na klinické nalezy velice dobré vysledky.

Ptes intenzivné probihajici vyzkum a dosaZeny pokrok ve tkanovém inZenyrstvi zstdva
vytvofeni chrupavkové tkan¢, kterd by byla svoji strukturou a vlastnostmi srovnatelna
s nativni chrupavkou a rutinné vyuzitelnd v rekonstrukéni chirurgii v oblasti hlavy a krku,
jeste relativné vzdalenym cilem (64). Je pravdépodobné, Ze v budoucnu budou v tkdiiovém
inZenyrstvi vyuzivany predevs§im lidské adultni nebo embryondlni kmenové bunky. Nicméné
klinické vyuziti vysledkii védeckého pokroku v této oblasti ziistiva spojeno také s vyfesenim
nckterych dosud nezodpovézenych etickych otdzek.
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6 Zavéry

1. Histologické vySetfeni normalni lidské usSni chrupavky pfineslo nékterd nova
zjiSténi, ktera dosud nebyla v odborné literatue zaznamenéna.

Jednd se o tkan s minimdlni proliferacni aktivitou, jak bylo ovéfeno s protilatkou proti
Ki67. S tim kontrastovala vysokd proliferacni aktivita v usni chrupavce u nedonosSenych
plodii. Proces vyzravani této tkdné je tedy spojen s vyraznym ubytkem jeji proliferacni
aktivity. .

Poprvé jsme podrobné popsali vrstevnaté uspordddni chrupavky usniho boltce
v histologickém obraze. Centrdlni a ob¢é povrchové vrstvy chrupavky se 1iSi mnoZstvim
elastickych vlaken, poctem, tvarem a uspofddanim chondrocytli, v misté zdhybt vykazuji obé
zevni vrstvy odliSné usporadani

2. Poprvé jsme prokazali pritomnost e-aktinu hladké svaloviny v chondrocytech
usni chrupavky, predevsim v obou perifernich vrstvach uloZenych v blizkosti perichondria.
Tento novy imunohistochemicky nélez byl ovéfen i metodou RT-PCR, kterd zéaroven
vyloucila ptfitomnost 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 vrstvdch uSni chrupavky, zatimco pozitivita izoforem A2 a Al0 byla
zaznamenana pouze v chondrocytech obou perifernich zén.

Poprvé jsme také prokazali, Ze u Casti vysetienych vzorkl se v blizkosti perichondria
vyskytuji drobné skupiny CD 34 pozitivnich chondrocyta blizkych mezenchymovym
kmenovym buiikdm, které soucasné exprimuji S-100 protein.

Vrstevnaté uspotadéani chondrocytti 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 podnétli bez poskozeni tkané.

3. Patologické zmény lidské usni chrupavky zanétlivého (agresivni polychondritida)
nebo traumatického pivodu vedly v zdvislosti na rozsahu poskozeni ke vzniku lozZisek
jizevnatého charakteru, pfipadné az k nekroze 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 ndriist aktin pozitivnich chondrocytii v souvislosti s poskozenim.

4. Histologickym vysetienim vzorkli uSni chrupavky transplantované lidem do
oblasti nosniho skeletu (2 pozorovani) jsme ovéfili, Ze tkan zustava z valné vétSiny vitdlni.
Reakce k prukazu S-100 proteinu byla vétSinou ztetelné pozitivni, oproti tomu byla pozitivita
a-SMA zjisténa jen ojedinéle v periferni zon€ chrupavky.

5. U stépi z lidské usni chrupavky transplantovanych imunodeficitnim mysim jsme
zjistili pouze urCit€é zmeény, které transplantaci mohou provézet, ale nenaruSuji zdsadnim
zpusobem funkci a strukturu transplantata.

A) Transplantace $tépt z normalni, netraumatizované usni chrupavky nenarusila
zékladni 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.

B) Traumatizace usni chrupavky nevedla k vyznamné ztraté vitality nebo zvysSené
resorpci. Do $térbin rozlomené nebo incizi narusené struktury usni chrupavkové tkané vrostla
cévnatd granulacni tkdn. 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.

26



C) Uchovani usni chrupavky v kultivaénim médiu po urcitou dobu pted vlastni
transplantaci nepfineslo pro vysledek transplantace Zadné podstatné vyhody. Chondrocyty
vitdlnich vzorkt exprimovaly jak S-100, tak a-SMA.

6. Vysetieni kultury lidskych usnich chondrocyti na nosi¢ich ze Zelatiny pied
implantaci prokazalo pfitomnost drobnych skupinek malo diferencovanych ovalnych bun¢k
mezi septy nosice, které byly pozitivni v reakci k pritkazu S-100 proteinu, coZ nejspise svedci
pro jejich ptibuznost s chondrocyty. Expresi a-SMA jsme nezaznamenali.

Implantace trojrozmérnych nosic¢i s kulturou lidskych usSnich chondrocytu ze
Zelatiny nebo z nanovlaken z riznych polymernich materidlti 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 zvySena proliferace a novotvorba chrupavkové tkané v mistech inkompletnich
incizi. Po autologni transplantaci usni chrupavky do dorza jsme nezaznamenali resorpci nebo
rejekci $tépl ani zvysenou fibroprodukei v jejich okoli.

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

Mnozstvi bunc¢k exprimujicich a-SMA casto nartistd v kloubnich chrupavkich
s artrotickymi zménami, pravdépodobné v souvislosti se zménami pii hojeni kloubnich
defekti, kdy je pivodni tkdn nahrazena tkdni s charakteristikami chrupavky vazivové.
V mistech fibrilace povrchu kloubni chrupavky s tzv. klondlnimi zménami se vSak obvykle
nachdzeji lakundrni bunky s identickym fenotypem a tak lze predpokladat, Ze vysvétleni
muze byt komplikovangj$i. Vyznam této transformace neni blize objasnén, jsou vSak
prokdzany urcité zmény genotypu chondrocytli artrotické chrupavky, které by mohly byt
pric¢inou zmény jejich imunofenotypu.

9. Vysetieni kultury lidskych kloubnich chondrocyti na nosi¢i z Kkyseliny
hyaluronové (Hyalograft®C) prokazalo pfitomnost nezralych vietenitych bunck
exprimujicich a-SMA, které nemé€ly Z4adné histologické ani imunohistochemické znaky
chondrocytt (reakce k pritkazu S-100 proteinu byla negativni).

Vysledky autologni transplantace chondrocyti (ATC) do defektt kloubni chrupavky
s vyuzitim vySe uvedené kultury ovéfené na 10 pacientech pfitom byly po 10 mésicich
vyborné. Nov¢ vytvorend kloubni chrupavka v misté defekti méla vSechny znaky chrupavky
hyalinni avSak nckde loziskovit€¢ promichané okrsky vazivové chrupavky. Lze pfitom
predpokladat, Ze po delsi dobé by doslo k postupné prestavbé v chrupavku hyalinni. VétSina
chondrocytli exprimovala a-SMA a S-100 protein.
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