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$im cilem bylo vysetieni histologickych zmén a exprese
chondrocytarnich markert (a-SMA a S-100 proteinu) v intaktni, arteficidlné traumatizované
nebo v Zivném médiu kultivované lidské uSni chrupavce transplantované imunodeficitnim
mySim, jakoZ i v chrupavce vytvofené po implantaci riiznych typil trojrozmérnych nosict
(scaffoldli) osidlenych kultivovanymi lidskymi us$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
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¢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 pfedmétem experimentdlnich studii, a proto metodou volby je stédle
transplantace autologni chrupavky.
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