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Summary

The aim of the study was to assess regeneration of hyaline cartilage femoral condylar articular surface
lesions after cultured autologous chondrocytes implantation. 42 implantations of autologous chon-
drocytes were performed. In 5 patients, 15-30 months after the first surgery, repeat knee arthrosco-
py was performed. During the repeat arthroscopy a microbiopsy from articular surface was taken
and histopathologic analysis was performed. In all cases lesion healing was observed and the general
appearance as well as cartilage resilience did not differ from the surrounding tissues. In 4 patients
the lesion was filled with hyaline-like cartilage while in 1 patient the lesion was filled with hyaline
and fibro-hyaline cartilage.
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Streszczenie

Celem pracy byta ocena regeneracji ubytkow chrzastki szklistej ktykei kosci udowej po przeszcze-
pie hodowanych autologicznych chondrocytow. Wykonano 42 przeszczepy autologicznych chon-
drocytow. U 5 chorych po uptywie 15-30 miesigcy od pierwszego zabiegu operacyjnego przepro-
wadzono powtorna artroskopig stawu kolanowego. W jej trakcie pobrano mikrobioptat z powierzchni
stawowej i wykonano badanie histopatologiczne. We wszystkich przypadkach zaobserwowano wy-
gojenie ubytku, ktorego wyglad i sprezysto$¢ nie roznity si¢ od otaczajacych tkanek. U 4 chorych
wypetniata go chrzastka podobna do szklistej a u 1 chrzastka szklista i wioknisto-szklista.
Stowa kluczowe: chondrocyty, przeszczep
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Articular cartilage is a highly specialized type of connec-
tive tissue that is neither vascularized nor innervated. It
is composed of small number of separately arranged
chondrocytes (constituting 1-5% of tissue volume) that
produce extracellular matrix. If the articular cartilage is
damaged due to injury or inflammatory processes it is
never fully regenerated and the lesion is usually filled
with fibrocartilage that is characterized with much poor-
er biomechanical properties than normal cartilage. The
described mechanism leads to rapid development of ar-
ticular degeneration (1).

One of the modern treatment methods for focal artic-
ular cartilage damage is cultured autologous chondrocytes
implantation. /n vitro culture of chondrocytes gives the
possibility to generate optimal conditions for fast artic-
ular cartilage lesion repair.

The aim of the study was to analyze the structure of
articular cartilage in cultured autologous chondrocytes
implantation site.

MATERIALS

The implantations of autologous chondrocytes cultured
in Regional Blood Center Tissue Bank in Katowice were
performed in 42 patients with femoral condylar articular
surface lesion. Only 5 patients needed repeat surgery that
allows taking a microbiopsy from cultured autologous
chondrocytes implantation site. Repeat surgery was not
performed due to pathologies in cultured autologous
chondrocytes implantation site.

The study was performed on the material obtained
from 2 females and 3 males aged from 27 to 48 years.
The size of femoral condylar articular surface lesion was
1-2 cm_. Repeat surgery was performed 15-30 months
after chondrocytes implantation. During the surgery
hyaline cartilage microbiopsy from femoral autologous
chondrocytes implantation site was taken. After fixing in
formalin, the slides were stained with hematoxylin-eosin
and Masson’s stain according to ICRS Histology End-
point Committee recommendations (2). To assess artic-
ular cartilage ICRS (2) and OsScore (3) scales were used.

RESULTS

During repeat arthroscopy no differences in the appear-
ance of chondrocytes implantation site in comparison to
the surrounding healthy tissue were observed. Arthro-
scopic probing did not reveal cartilage separation in the
site of implantation. The cartilage resilience was similar
to that of surrounding tissue. Histopathologic analysis of
microbiopsies taken from the implantation site have
shown hyaline-like cartilage (resembling normal carti-
lage) in 4 patients and hyaline-like cartilage with fibro-
cartilage in 1 patient (Fig. 1). OsScore analysis gave the
following results: 2 patients - 10 points, 2 patients - 9
points and one patient - 8 points. Similar results were
obtained using ICRS scale.
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Chrzastka stawowa jest wysoce wyspecjalizowanym
rodzajem tkanki lacznej, ktory pozbawiony jest ukrwie-
nia i unerwienia. Budujace ja nieliczne chondrocyty,
stanowiace 1-5 % jej objetosci produkuja macierz zewna-
trzkomorkowa i nie kontaktuja si¢ ze soba. Po uszkodze-
niu chrzastki stawowej w wyniku urazu Iub procesow
zapalnych nigdy nie dochodzi do jej pelnej regeneracji
a ubytek zazwyczaj wypeliany zostaje tkanka wiokni-
sto-chrzgstng charakteryzujaca si¢ o wiele gorszymi
wlasnosciami biomechanicznymi. Prowadzi to do szyb-
kiego rozwoju zmian zwyrodnieniowych [1].

Jednym z nowoczesnych sposobow leczenia ognisko-
wych uszkodzen chrzastki stawowej jest przeszczepianie
hodowanych autologicznych chondrocytéw. Ich namno-
zenie w warunkach in vitro ma na celu stworzenie opty-
malnych warunkéw umozliwiajacych szybkie gojenie si¢
ubytku powierzchni stawowe;j.

Celem naszej pracy byta ocena struktury chrzastki
stawowej w miejscu gdzie uprzednio przeszczepiono
autologiczne chondrocyty.

MATERIAt

Przeszczepy autologicznych chondrocytow, wyhodowa-
nych w Banku Tkanek Regionalnego Centrum Krwio-
dawstwa w Katowicach, wykonane zostaty u 42 chorych
z ubytkami powierzchni stawowej ktykcia kosci udowe;.
Jedynie u 5 leczonych zaistniata konieczno$¢ przeprowa-
dzenia powtornego zabiegu operacyjnego, co umozliwi-
o pobranie mikrobioptatu chrzastki w miejscu przeszcze-
pu. Powtoérny zabieg operacyjny nigdy nie byt wykony-
wany z powodu patologii w miejscu przeszczepionych
chondrocytow.

Badania zostaly wykonane u 2 kobiet i 3 m¢zczyzn
w wieku od 27 do 48 lat. Wielko$¢ ubytku chrzastki po-
wierzchni stawowej ktykcia kosci udowej wynosita
1-2 cm?. Powtorny zabieg operacyjny przeprowadzono po
uptywie 15-30 miesigcy od przeszczepu chondrocytow.
W jego trakcie pobrano mikrobiopsje chrzastki szklistej
z miejsca przeszczepu autologicznych chondrocytow. Po
utrwaleniu w formalinie skrawki materialu barwiono
hematoksylina-eozyna oraz metoda Massona co zaleca
ICRS Histology Endpoint Committee [2]. Dla oceny
chrzastki stawowej postuzono si¢ skalami ICRS [2]
i OsScore [3].

WYNIKI

W czasie powtornego badania artroskopowego nie zaob-
serwowano réznic w wygladzie pomigdzy miejscem
wykonanego przeszczepu chondrocytow, a otaczajaca go
zdrowa chrzastka. Podczas oceny probnikiem chrzastka
w miejscu przeszczepu nie oddzielata si¢ od sasiaduja-
cych tkanek i posiadala podobna do nich sprezystosé.
W badaniu histopatologicznym mikrobioptatow pobra-
nych z miejsca przeszczepu zaobserwowano podobna do
prawidtowej chrzastke szklista u 4 chorych oraz chrzast-
ke podobna do szklistej i chrzgstno-widknista u 1 cho-
rego (Ryc. 1). W skali OsScore w 2 przypadkach uzyska-
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There are two ways to induce reparation of articular
cartilage: chondrocyte metabolism stimulation or implan-
tation of cells able to repair the damaged tissue. To
achieve that goal arthroscopic drilling or microfractures
of the damaged articular surfaces are performed. Next,
bone marrow is implanted to the prepared surfaces.
Unfortunately, this type of surgery leads to the genera-
tion of fibrocartilage that improves clinical state for
approximately 4 years. The results of periosteum and
perichondrium implantation with bone marrow cavity
opening are not always satisfactory, because the graft
calcification is observed. In case of mosaicplasty or
osteochondral grafting good clinical results are usually
maintained up to 5 years. This is why in selected group
of patients with articular surface damage cultured autol-
ogous chondrocytes implantations seems to be a prom-
ising solution (4).

In physiological conditions chondrocytes exist in GO
phase of cell cycle. After their isolation during cell culture
the chondrocytes enter cell cycle again. Owing to that the
cells grow forming monolayer cell culture. However, the
cells differentiate during the culture. Initially round cells
become flat and discoid, similar to fibroblasts. Moreover,
the cells start to produce embryonic markers and type
I collagen instead of typical for articular cartilage type
II collagen (4, 5, 6).

Fig. 1. Histopathologic analysis
of biopsy specimens taken from
cultured autologous chondrocy-
tes implantation site 30 days
after the surgery. Masson’s sta-
ining

Ryc. 1. Badanie histopatologicz-
ne bioptatu pobranego w miej-
scu przeszczepu hodowanych au-
tologicznych chondrocytéw po
uptywie 30 miesiecy od operacji.
Barwienie metoda Massona
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no wynik 10, w dwoch 9 a w jednym 8. Podobne rezul-
taty otrzymano w skali ICRS.

Aby doprowadzi¢ do odbudowy chrzastki stawowej
nalezy pobudzi¢ metabolizm chondrocytow lub dostar-
czy¢ do uszkodzonego miejsca komorki, ktore posiadaja
zdolno$ci do odbudowy uszkodzonej tkanki. W tym celu
wykonuje si¢ nawiercanie lub mikroztamania uszkodzo-
nych powierzchni stawowych oraz miejscowo podaje sig
szpik kostny. Niestety po tego typu operacjach w miej-
scu uszkodzenia pojawia si¢ tkanka wtoknisto-chrzgstna,
co umozliwia uzyskanie poprawy stanu klinicznego sta-
wu przez okoto 4 lata. Wyniki po przeszczepach okost-
nej 1 ochrzgstnej potaczonych z otwarciem jamy szpiko-
wej nie zawsze sa zadowalajace, bowiem dochodzi do
wapnienia przeszczepu. W przypadku plastyki mozaiko-
wej lub przeszczepdéw kostno-chrzegstnych dobre wyniki
kliniczne utrzymuja si¢ zwykle do 5 lat. Dlatego w nie-
ktorych uszkodzeniach powierzchni stawowej obiecuja-
cym rozwigzaniem wydaje si¢ stosowanie przeszczepow
hodowanych autologicznych chondrocytow [4].

Chondrocyty w warunkach fizjologicznych pozosta-
ja w fazie GO. Po ich izolacji w czasie hodowli ponow-
nie wchodza w cykl przemian komoérkowych. Pozwala to
na ich wzrost w postaci jednowarstwowej kultury tkan-
kowej. W czasie hodowli ulegaja one jednak odréznico-
waniu. Morfologicznie z okraglych staja si¢ ptaskie
i dyskowate, co upodabnia je do fibroblastow. Ponadto
zaczynaja produkowac kolagen typu I a nie typowy dla
chrzastki stawowej kolagen typu II oraz markery embrio-
nalne [4, 5, 6].
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After the implantation of cultured autologous chon-
drocytes into the articular cavity the cells should again
differentiate into normal articular cartilage chondrocytes.
The process is induced by periosteum that was initially
used to fill articular surface lesions. Nowadays it is
considered that collagen scaffolds possess similar prop-
erties. Cultured autologous chondrocytes adhere to the
bone and cartilage in close proximity to the site of im-
plantation and the tissues induce cells differentiation into
normal cartilage chondrocytes (7, 8, 9).

Layered structure of the articular cartilage is a major
problem for the process of chondrocytes taking. The
surface layer consists of flat, discoid cells producing
proteoglycans, middle layer consists of chondrocytes
producing type II collagen, aggrecan and characteristic
proteins while deep layer consists of cells producing type
X collagen and alkaline phosphatase. Moreover, the cells
obtained from various cartilage layers differ phenotypi-
cally. Hence, the determination of the most suitable type
of cultured cells is essential to assure the desired course
of regeneration processes.

We realize that the presented study material is not
large; however, the patients with good clinical results of
cultured autologous chondrocytes implantation did not
require repeat surgery. Other authors presented histo-
pathologic analysis of cartilage biopsy materials obtained
from 46 patients. In this study, hyaline-like cartilage was
found in 80% of cases (10). Nevertheless, the authors did
not assess remodeling of implanted autologous chondro-
cytes on the tissue glue.
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Po wszczepieniu hodowanych autologicznych chondro-
cytow do jamy stawowej powinny one ulec ponownie zroz-
nicowaniu do prawidtowych komorek chrzastki stawowe;.
Proces ten jest indukowany przez okostna, ktora poczat-
kowo zamykano ubytki powierzchni stawowej. Obecnie
uwaza si¢, ze podobne wlasnosci maja nosniki zbudowa-
ne z kolagenu. Hodowane autologiczne chodrocyty przy-
klejaja si¢ do sasiadujacej z miejscem przeszczepu kosci
i chrzastki, ktére ukierunkowuja ich dalszy rozwdj do
prawidlowych komérek chrzestnych [7, 8, 9].

Istotny problem w czasie pobierania chondrocytow do
hodowli stwarza warstwowa budowa chrzastki stawowe;j.
W warstwie powierzchownej znajduja si¢ ptaskie, dys-
kowate komorki wytwarzajace proteoglikany, w warstwie
srodkowej chondrocyty produkuja kolagen typu II, agre-
kan oraz charakterystyczne dla tej warstwy bialka,
w warstwie glebokiej wytwarzany jest kolagen typu X
i fosfataza zasadowa. Ponadto komorki pobrane z réznych
warstw chrzastki r6znia si¢ fenotypowo. Z tego powodu
dla zapewnienia prawidtowego przebiegu procesu rege-
neracji istotne byto by okreslenie, ktore z nich sa najbar-
dziej odpowiednie do hodowli [10].

Zdajemy sobie sprawe, ze prezentowany przez nas
material badawczy nie jest zbyt liczny, lecz u chorych,
u ktorych uzyskano dobry wynik kliniczny po zastosowa-
niu przeszczepu hodowanych autologicznych chondrocy-
tow nie byto wskazan do wykonania powtérnego zabiegu
operacyjnego. Inni autorzy badania histopatologiczne biop-
tatow chrzastki po przeszczepie chondrocytow wykonali
u 46 chorych. W 80% przypadkow stwierdzili obecnosc¢
tkanki podobnej do chrzastki szklistej [10]. Nie oceniali
oni jednak przebudowy przeszczepianych autologicznych
chondrocytéw osadzanych w kleju tkankowym.
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