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Streszczenie

Urazy chrzgstki stawowej stanowig trudny prob-
lem terapeutyczny. Poznanie budowy oraz fizjologii
chrzgstki pozwala zrozumiec jej funkcje oraz patome-
chanizm odpowiedzialny za jej niszczenie w przebiegu
urazow, choréb zwyrodnieniowych oraz choréb auto-
immunologicznych. Aktualnie badania nad gojeniem
uszkodzen chrzgstki stawowej koncentrujg sie na
inzynierii tkankowe, modyfikacji metod chirurgicznych
oraz wykorzystaniu biomateriatow.

Badania pilotazowe przeprowadzone w Zaktadzie
Chirurgii Eksperymentalnej i Badania Biomateriatow
miaty na celu sprawdzenie mozliwosci odbudowy
uszkodzonej chrzgstki stawowej z zastosowaniem
autoprzeszczepu wibr chrzestno-kostnych i dwuwar-
stwowej btony kolagenowej.

Wstepne badania w 8 i 10 tygodniu nad auto-
przeszczepem wiér chrzestno-kostnych wykazywaty
przewage procesow regeneracyjnych nad repara-
cyjnymi.

Stowa kluczowe: procesy reparacji i regeneracji
chrzgstki, ubytek chrzgstki stawoweyj, wiory chrzestno-
kostne, btona kolagenowa

[Inzynieria Biomateriatéow, 99101, (2010), 76-79]

Wprowadzenie

Dane literaturowe jak i kliniczna praktyka wykazaty ze
ubytki chrzgstki stawowej ograniczajgce sie jedynie do war-
stwy nieunaczynionej chrzastki nie ulegajg procesowi repe-
racji z uwagi na brak wystgpienia krwawienia. Uszkodzenia
penetrujgce do unaczynionej kosci podchrzestnej powodujg
powstanie krwawienia i w konsekwencji dobroczynnego
skrzepu, ktory staje sie rusztowaniem dla nowopowstajgcej
tkanki. Tkanka wypetniajgca ubytek to wtdknista bliznowata
tkanka taczna lub szklistopodobna o innych parametrach
wytrzymatosciowych niz oczekiwane.

W odréznieniu do przeszczepdw chrzastki, przeszczepy
kosci wykonywane sg z powodzeniem. Jest to mozliwe
poniewaz ko$¢ ma wtasne naczynia krwionosne i uzyskuje
ukrwienie od otaczajgcych tkanek przez co moze wgoi¢ sie
w miejscu biorczym.

Od lat prowadzone badania nad autoprzeszczepem
chrzastki. W wiekszosci badania te konczg sie niepowo-
dzeniem z uwagi na wykorzystanie w przeszczepie jedynie
warstwy chrzgstki stawowej ktéra z czasem ulega martwicy.
W badaniu wykorzystano wiéry chrzestno-kostne, zawie-
rajgce fragmenty kosci, ktére mogg uzyskac¢ unaczynienie
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Abstract

Articular cartilage injuries are a difficult therapeutic
problem. Acquiring the knowledge of the structure
and physiology of cartilage is a key to understanding
its function and the pathogenesis responsible for its
destruction in the course of injury, degenerative dise-
ases and autoimmune disorders. Currently, research
on the articular cartilage healing focus on tissue en-
gineering, modification of surgical methods and the
use of biomaterials.

Pilot studies conducted at the Department of Ex-
perimental Surgery and Biomaterials Research aimed
to explore the possibilities of rebuilding the damaged
cartilage using autograft cartilage-bone chips and
double-layer collagen membrane.

Preliminary studies in 8 and 10 week of observa-
tion showed superiority over reparative regenerative
processes.

Keywords: reparations processes and regene-
ration of cartilage, cartilage damage, cartilagw-bone
chips, articular cartilage, collagen membrane

[Engineering of Biomaterials, 99-101, (2010), 76-79]

Introduction

Literature data and clinical practice have shown that
articular cartilage lesions confined only to the layer of
cartilage disable of blood vessels are not able to start the
repair process because of the lack of bleeding. Damage
penetrating to the vascular subchondral bone may give rise
to bleeding and, consequently, beneficial blood clot, which
becomes a scaffold for the newly-tissue. Tissue filling the
defect is fibrous scar tissue, or hyaline-like tissue with other
biomechanical properties than expected.

In contrast to transplants of cartilage, bone transplants
are performed successfully. This is possible because the
bone has its own blood vessels and blood supply is obtained
from the surrounding tissues and thus transplant will be able
to ingrow in deposit place.

For years, studies cartilage transplantation are conduct-
ed. In most of these tests fail because of using only a layer
of cartilage which frequently became necrotic. The study
used cartilage-bone chips containing bone fragments, which
can get a vascularisation from exposed subchondral bone
at this point, and thus ensure the nourishment and survival
of cartilage fragments. A collagen membrane, which was
used in the study, had to prevent the movement of deposits
chips and was developed to stabilize the clot rich in recruited
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w miejscu biorczym od odstonietej w tym miejscu kosci, a
tym samym zapewni¢ odzywianie i przezycie fragmentom
znajdujgcej sie na niej chrzgstki. Wykorzystana w badaniu
btona kolagenowa miata na celu zapobieganie przemiesz-
czaniu sie zdeponowanych w miejsce ubytku wiér oraz
miafa stabilizowaé powstaty skrzep bogaty w rekrutowane
ze szpiku kostnego komorki pluripotencjalne.

Cel

Badania miaty na celu sprawdzenie mozliwosci wgojenia
wior chrzestno-kostnych zaopatrzonych btong kolagenowg
w ubytek chrzagstki stawowe;.

W projekcie wykorzystano zmodyfikowang metode chirur-
gicznego zaopatrywania ubytku, tgczac jg z wykorzystaniem
btony zaporowe;j.

Materiat i metody badan

Badania doswiadczalne przeprowadzono na kroélikach
rasy Nowozelandzkie;j.

| Lokalna Komisja Etyczna ds. Do$wiadczenh na Zwierze-
tach uznata wszystkie zaplanowane w ramach tego projektu
badania na zwierzetach za dopuszczalne.

Operacje

Kréliki znieczulano podajgc domiesniowo Ksylazyne w
dawce 5mg/ kg.m.c. (preparat: Rometar 2%, Spofa, Praha,
Czechy) oraz Ketamine w dawce 15mg/ kg.m.c. (preparat:
Bioketan, Vetoquinol Biovet S..A, Francja.

Po uzyskaniu petnej analgezji otworzono lewy staw
kolanowy. Ubytek o powierzchni okoto 5x2 mm wykony-
wano na ktykciu przysrodkowym nasady dalszej kosci
udowej.(RYC.1) Ubytek penetrowat do kosci podchrzestnej
co wyznaczano krwawieniem z podtoza ubytku.

W warunkach aseptycznych rozdrobniono pobrany z
ubytku materiat, az do uzyskania postaci wiér. Kolejnym
etapem byto wykonanie autoprzeszczepu pozyskanych wior
w miejsce ubytku. Autoprzeszczep zostat przykryty btong ko-
lagenowa OsseoGuard (prod.Biomed 3i USA)(RYC.2), ktérg
przymocowano do powierzchni chrzgstki za pomocg szwow
wchtanianych oraz resorbowalnych pinéw (Resor-Pin,
prod. Geistlich, Switzerland). Torebke stawowg zamykano
pojedynczym szwem ni¢mi wchianialnymi Dexon 3-0 (prod.
Syneture, UK), a skére szwami niewchtanialnymi Amifil M
(prod. SIMPO, Polska). W konczynie prawej w analogiczny
sposob przeprowadzono otwarcie stawu i wykonanie w nim
ubytku ktéry pozostawiano bez zaopatrzenia — kontrola. Po
operaciji krélikom nie stabilizowano stawoéw kolanowych.

RYC.1. ubytek penetrujacy do kosci podchrzestnej
FIG.1. Lesion penetrated to the subchondral bone

from bone marrow pluripotent cells.

Objective

The study aimed to explore the possibilities of cartilage-
bone chips ingrowing in articular cartilage defect using
collagen membrane. The project used a modified surgical
method of cartilage defect treatment and combining it with
the use of barrier collagen membrane.

Materials and methods

Experimental studies conducted on White New Zealand
rabbits. The Local Ethical Commission to Animal found all
planned animal tests to be admissible.

Surgical procedures

Rabbits were anesthetized by intramuscular administra-
tion of Xylazine in dose of 5mg / kg.mc (Rometar 2% Spofa,
Praha, Czech Republic) and Ketamine at a dose of 15mg /
kg.mc (Bioketan, Vétoquinol Biovet S. A, France).

After obtaining full analgesia the left knee joint were
opened. Lesion of approximately 5x2 mm were performed
on the medial condylus of femur. (FIG.1) Defect penetrated
the subchondral bone was determined at the ground bleed-
ing from the cavity.

The aseptically crushed material downloaded from the
loss, until a chip. The next step was the performance of
autograft in place of chips obtained loss. Autotransplat was
covered with collagen membrane OsseoGuard (3i prod.
Biomed USA) (FIG.2), which was fixed to the surface of
the cartilage with absorbable sutures and absorbable pins
(Resor-Pin, man. Geistlich, Switzerland). Joint capsule
were closed with a single suture absorbable threads Dexon
3-0 (prod. Syneture, UK), and skin sutures unabsorbable
Amifil M (prod. SIMPO, Poland). The right limp was carried
out in a similar way to open the joint and the execution of a
defect, lesion has been left without supplies - check. After
the operation, rabbits knee joints were not stabilized.

Postoperative observation

After the operation the rabbits showed a mild depression
that provides the discomfort after surgery. This condition
disappeared after one day, then the animals showed normal
activity. The wound healed properly. After 10 days the skin
sutures were removed.

Macroscopic and histological studies
At 8 and 10 weeks, euthanasia was performed by intra-
venous administration of pentoparbital (Morbital, producer

RYC.2 ubytek przykryty btong kolagenowg
FIG.2 Autotransplat covered with collagen memb-
rane
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Obserwacja pooperacyjna

Po operaciji kroéliki wykazywaty lekkg osowiatos¢ swiad-
czgcy o dyskomforcie zwierzecia po wykonanym zabiegu.
Stan ten ustgpit po jednym dniu, nastepnie zwierzeta wy-
kazywaty prawidtowg aktywno$c¢. Rana po operacyjna goita
sie prawidtowo. W 10 dniu obserwacji wszystkim krolikom
usunieto szwy skoérne.

Badanoia sekcyjne i histologiczne

W 8 i 10 tygodniach wykonano eutanazje krélikow po-
przez dozylne podanie pentoparbitalu (preparat: Morbital,
producent Biowet, Putawy), w maksymalnej dawce do
80mg/kg. m.c. W trakcie wykonywanych sekcji, w pierwszej
kolejnosci oceniano makroskopowo rane pooperacyjng oraz
wyglad stawu kolanowego. Nastepnie pobierano badane
stawy wraz z otaczajgcymi je tkankami do dalszych badan
histologicznych.

Preparaty barwiono hematoksyling i eozyng (HE) oraz
metodg Van Gieson (VG)

Wyniki

Badania sekcyjne makroskopowe

W 8 tygodni po operacji widoczne byto pogrubienie
torebki stawowej. Miejsce ubytku pokryte byto biatawg
twardo-sprezystg tkanka.

W 10 tygodniu stwierdzono pogrubienie torebki stawowej.
Ubytek pokrywata btyszczgca biatawa warstwa.

W obu terminach sekcyjnych nie udato sie makroskopowo
zlokalizowac btony kolagenowej. Widoczne byty natomiast
niezresorbowane piny mocujgce.

Badania mikroskopowe

W 8 tygodniu po zabiegu ubytek wypetniony byt od ze-
wnatrz btong kolagenowag, w dnie widoczna byta resorpcja
kosci, miejscami stwierdzono obecnos$¢ tkanki chrzestne;.

Na granicy faz btona kolagenowa a tkanka kostna
widoczne byly pasma tkanki chrzestnej, ktére wnikaty w
przebudowywujgcy sie tkanke kostng (RYC.3). U podsta-
wy widoczne byly komarki pluripotencjalne oraz ogniska
chrzestnienia. W bezposrednim sgsiedztwie kosci widoczna
byta wysoka aktywnos¢ osteoblastow. W miejscu bezpo-
Sredniego kontaktu btony kolagenowej z tkanka kostna, bez
warstwy posredniej — wior chrzestno-kostnych, widoczna
byta aktywnosc¢ osteoklastow (RYC.4)

W 10 tygodniu po implantacji miejsce ubytku wypetnione
byto tkanka chrzestng z wyspami tkanki kostnej splotowatej

RYC.3 ognisko chrzestnienia 8tyg.
FIG.3 Band of cartilage penetrated to the rebuilding
bone 8 weeks (40x VG)

Biowet, Putawy),in maximum dose of 80mg/kg. During
autopsy the surgical wound was assessed macroscopically
and appearance of the knee were observed. Subsequently,
the knee joints with the surrounding tissue for further histol-
ogy were taken.

Preparations were stained with hematoxylin and eosin
(HE) and by Van Gieson method (VG).

Results

Macroscopic post-mortem examination

At 8 weeks after surgery was evident thickening of the
articular capsule. Place of the defect was covered with a
whitish, elastic hard tissue.

In the 10th week was thickening of the articular capsule.
Loss covered with shiny whitish layer. In both periods autop-
sy failed to locate the macroscopic collagen membrane.

Microscopic investigations

At 8 weeks after surgery defect was filled with collagen
membrane on the outside, the bottom was visible bone
resorption, cartilage were found in places.

At the interface collagen membrane and bone tissue,
there was a band of cartilage which penetrated to the
rebuilding bone(FIG.3). Pluripotent cells were visible at
the base of the cartilagecreating focuses. In the immedi-
ate vicinity of the bone there was a visible high activity of
osteoblast. In place of direct contact of collagen membrane
and the bone tissue, there was a visible activity of osteo-
clasts (FIG.4).

At 10-week post-implantation observation the loss was
filled with islands of cartilage and spongy bone tissue with

<

)& RYC.4 Granica
A miedzy btonag
kolagenowg a
tkanka kostna
— widoczne ak-
tywne osteokla-
sty 8tyg.

FIG.4 of direct
contact of col-
lagen membra-
ne and the bone
tissue — osteoc-
lasts 8 weeks
(400x VG)

RYC.5 bogata w naczynia tkanka kostna, widoczna
tkanka chrzestna 10tyg.

FIG.5 Condyle surface covered with regenerating
cartilage 10 weeks (100x VG)
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regenerujgca sie tkanka chrzestna lub widknista tkanka
taczna(RYC.5). W sgsiadujacej tkance kostnej widoczne
byly liczne naczynia krwionosne $wiadczgce o procesach
przebudowy.

W ubytku do 10 tygodnia obserwacji stwierdzano procesy
naprawcze z przewaga procesow regeneracyjnych prowa-
dzacych do wytworzenia tkanki chrzestnej oraz mniej liczne
procesy reparacyjne.

Podsumowanie

Przeprowadzone badania pilotazowe pozwolity stwierdzi¢
ze zastosowane procedury operacyjne nie prowadzity do
uposledzenia ruchowego zwierzat.

Podczas obserwacji pooperacyjnej, trwajgcej odpowied-
nio 8 oraz 10 tygodni, nie obserwowano objawéw bolowych
u operowanych krolikow.

Histologicznie stwierdzono obecnos$¢ procesu chrzest-
nienia na wszystkich mozliwych podiozach z niewielkim
udziatem procesow reparacyjnych.

Dla potwierdzenia uzyskanych wynikéw nalezatoby wy-
dtuzy¢ okres obserwacji na reprezentatywnej liczbie zwierzat
oraz wykonac¢ badania uzupetniajgce.
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active osteoblasts. Condyle surface was covered with
regenerating cartilage or fibrous tissue (FIG.5). In the ad-
jacent bone numerous blood vessels were seen what were
demonstrating the processes of reconstruction

After 10 weeks of observation the loss was showing a
predominance of regenerative processes over repair proc-
esses which led to the generation of cartilage and smaller
reparations processes.

Summary

Pilot studies allowed us to state that the used procedures
do not lead to motor impairment of animals.

During the postoperative follow-up, lasting respectively
8 and 10 weeks, there were no symptoms of pain in the
operated rabbits.

The presence of histologically cartilagecreating proc-
esses was noticed at all possible substrates with a minor
contribution reparation processes.

To confirm the results is necessary to extend the period
of observation of a representative number of animals and
perform additional tests.
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