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STRESZCZENIE

Wstep. Ze wzgledu na stale rozwijajace si¢ techniki leczenia uszkodzen chrzastki stawowej, niektore systemy
klasyfikacyjne wykorzystywane sa rowniez do oceny jako$ci regeneratow tkanki chrzestnej. Ocena histologiczna
chrzastki stawowej jest bardzo waznym elementem stopniowania choroby zwyrodnieniowej, a takze $Sledzenia efek-
tow terapeutycznych. Celem pracy byla ocena histologiczna regeneratow chrzastki wzrostowej w hodowli bialych
krolikow nowozelandzkich jako element leczenia uszkodzen chrzastki wzrostowej z wykorzystaniem autologicznych
chondrocytow.

Material i metody. Grupa badana sktadata si¢ z 14 biatych krélikow rasy wsobnej w wieku 5 tygodni. Za pomoca
igly trepanacyjnej pobierali$my chrzastke wzrostowa w zakresie przysrodkowej 1/4 szerokosci piszczeli. Sredni czas
trwania zabiegu wynidst 25 minut (12-37 minut). Sumarycznie wykonali§my 25 pobran chrzastki nasadowej. W 21 spo-
$réd nich, na okres 22 dni w miejsce ubytku wstawili$my dren. Po usunigciu drenu do 14 ubytkéw wprowadzilismy
konstrukt chrzgstno-wldknikowy zawierajacy namnozone autologiczne chondrocyty. 4 ubytki pozostawilismy bez
interwencji. 3 chrzastki nasadowe stanowily nicinterwencyjng kontrole.

Wyniki. Na podstawie uzyskanych wynikow stwierdziliSmy: satysfakcjonujaca morfologi¢ przeszczepu oraz
integracje przeszczepu; brak reakcji zapalnej; dos¢ dobre odtworzenie architektury chrzastki wzrostowe;.

Whioski. 1. Uszkodzenie chrzastki wzrostowej moze prowadzi¢ do powstania deformacji katowej w nastgpstwie
zaburzenia przyrostu kosci na dlugos¢; 2. Przeszczep autologicznych chondrocytow jest dobra metoda leczenia
uszkodzen chrzastki wzrostowej; 3. Wada przeszczepiania autologicznych chondrocytdéw jest stosunkowo dtugi pro-
ces ich namnazania.

Stowa Kkluczowe: chrzastka wzrostowa, chondrocyty, uraz, system oceny histologiczne;j

SUMMARY

Background. With the continuous advances in the therapy of joint cartilage injury, some of those classification
systems are also being used for evaluating the quality of regenerating cartilage. Histological assessment of joint car-
tilage is a very important component in the staging of osteoarthritis and tracing therapeutic outcomes. We performed
a histological assessment of regenerating growth plate in a group of New Zealand white rabbits as a component of
autologous chondrocyte therapy for growth plate damage.

Material and methods. We studied a group of 14 five-week-old in-bred white rabbits. We used a trephine needle
to harvest growth plate from the medial fourth of tibial width. The mean duration of the procedure was 25 minutes
(range: 12-37 minutes). We conducted a total of 25 growth plate harvesting procedures. In 21 cases, we placed
a drainage tube at the site of the defect for 22 days. After removing the tube, we introduced a cartilago-fibrinous con-
struct containing cultured autologous chondrocytes into 14 defects, while 4 defects were left intact. Three growth
plates represented non-intervention controls.

Results. Our analysis showed satisfactory graft morphology and integration; absence of inflammatory response
and fair restitution of growth plate architecture.

Conclusions. 1. Growth plate damage can lead to the development of an angular deformity as a result of impaired
longitudinal bone growth; 2. Autologous chondrocyte grafting is a good method of treatment for growth plate dam-
age; 3. A weakness of autologous chondrocyte grafting is the relatively long time of chondrocyte culturing.

Key words: growth plate, chondrocyte, trauma, histology scoring system
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WSTEP

Istnieje wiele systemow klasyfikacji shuzacych do
histologicznej oceny chrzastki. Wigkszo$¢ z nich zos-
tata opracowana dla oceny chrzastki stawowej w cho-
robie zwyrodnieniowej stawoéw. Ze wzgledu na stale
rozwijajgce si¢ techniki leczenia uszkodzen chrzastki
stawowej, niektore systemy klasyfikacyjne wykorzy-
stywane sa rowniez do oceny jakoSci regeneratow
tkanki chrzestnej. Ocena histologiczna chrzastki sta-
wowej jest bardzo waznym elementem stopniowania
choroby zwyrodnieniowej, a takze $ledzenia efek-
tow terapeutycznych [1].

Pierwszy system mikroskopowej oceny chrzastki
w chorobie zwyrodnieniowej stworzyt w 1971 roku
Mankin, byl nim Histological-Histochemical Grad-
ing System (HHGS).

MODS (zmodyfikowana skala O’Driscoll) jako
pierwsza oceniata jako$¢ przeszczepionej tkanki
chrzestnej (uzyto jej do histologicznej oceny chrzastki
przeszczepionej u krolikow). ICRS 1 to przyktad ska-
li zaproponowanej w 2003 roku przez Histological
Endpoint Committee do oceny przeszczepdw chrzgst-
ki stawowej u ludzi. Skala ta obejmowata 6 parame-
trow oceny histologicznej przeszczepow chrzastki,
z ktorych kazdy oceniano w systemie 0-3.

W 2009 roku Histology Working Group stworzy-
fa klasyfikacje ICRS II, ktéra zostata potem wyko-
rzystana w duzym prospektywnym randomizowa-
nym badaniu poréwnujacym kliniczne i mikroskopo-
we efekty leczenia uszkodzen chrzastki stawowej
przy uzyciu metody mikroztaman i ACI (autologous
chondrocyte implantation) [2].

ICRS II obejmuje 14 parametroéw oceniajacych mi-
kroskopowo chrzastke stawowa [3].

Kazdy parametr jest dodatkowo oceniany za po-
mocg skali VAS 100 mm (wizualnej skali analogowe;),
gdzie 0 oznacza stabg jakos$¢ chrzastki i 100 wysoka
jako$¢ chrzgstki.

Przegladajac literature nie znalezlismy systemu, kt6-
ry oceniatby parametry histologiczne chrzgstki wzrosto-
wej. Plytka wzrostowa, zwana réwniez nasadowa, jest
wysoce wyspecjalizowang strukturg odpowiedzialng
za przyrost dtugosci kosci. Powstaje z komoérek me-
zenchymalnych, pod wplywem czynnikow transkryp-
cyjnych rodziny SOX [4,5]. Ptytka wzrostowa ma
struktur¢ warstwowg opartg o uktad chondrocytéw
1 ich morfologie.

Cykl zycia chondrocytow w obszarze plytki wzro-
stowej obejmuje proliferacje, dojrzewanie, przerost,
mineralizacj¢ zwigzang z procesem apoptozy, a na-
stepnie kostnienie [4,5].

Strefa spoczynkowa (I — resting zone) — sktada
si¢ z malych komorek otoczonych obfita macierza
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BACKGROUND

A number of classification systems are available
for histological assessment of cartilage. Most of these
have been developed to aid cartilage assessment in
osteoarthritic patients. With the continuous advances
in the therapy of joint cartilage injury, some of those
classification systems are also being used for evalu-
ating the quality of regenerating cartilage. Histologi-
cal assessment of joint cartilage is a very important
component in the staging of osteoarthritis and tracing
therapeutic outcomes [1].

The first system for microscopic evaluation of
cartilage in osteoarthritis was developed by Mankin
in 1971. It was called the Histological-Histochemical
Grading System (HHGS).

The MODS (Modified O’Driscoll Scale) was the
first system for assessing the quality of grafted carti-
lage (it was used for histological assessment of graft-
ed cartilage in rabbits). The ICRS I was a system pro-
posed by the Histological Endpoint Committee in
2003 for the evaluation of joint cartilage grafts in hu-
mans. Histological evaluation of cartilage grafts in-
volved six parameters, each of which was graded
from 0 to 3.

In 2009, the Histology Working Group presented
the ICRS II classification, which was subsequently
used in a large prospective randomised trial compar-
ing clinical vs. microscopic outcomes of the use of
microfractures and ACI (autologous chondrocyte im-
plantation) to treat joint cartilage injury [2].

The ICRS II comprises 14 parameters for micro-
scopic assessment of joint cartilage [3].

Each parameter is additionally scored with a 100
mm VAS (visual analogue scale), where 0 corresponds
to poor-quality and 100 to high-quality cartilage.

In a literature query, we could not find a system
for the evaluation of histological parameters of growth
plate cartilage. The growth plate (or epiphyseal plate)
is a highly specialised structure responsible for lon-
gitudinal bone growth. It develops from mesenchy-
mal cells in a process mediated by transcription fac-
tors of the SOX family [4,5]. The growth plate has
a laminar structure based on an arrangement of chon-
drocytes and their morphology.

The chondrocyte life cycle within the growth pla-
te involves their proliferation, maturation, hypertro-
phy, apoptosis-associated mineralisation and, finally
ossification [4,5].

The resting zone (I) is formed of small cells sur-
rounded by abundant extracellular matrix. The cells
are characterised by slow divisions and low proteo-
glycan and collagen type II synthesis. The proliferat-
ing zone (II) is characterised by multiple cell divi-
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pozakomoérkowa. Komorki tej warstwy charakteryzuja
si¢ wolnymi podziatami oraz niskim poziomem syn-
tezy proteoglikanoéw i kolagenu typu II. Strefa proli-
feracji (Il — proliferating zone) charakteryzuje sie
licznymi podziatami komorkowymi oraz dynamiczny-
mi procesami metabolicznymi. Chondrocyty sg ulo-
kowane w kolumnach, charakteryzuje je zwigkszo-
na synteza kolagenu typu Il i XI. W strefie przerosto-
wej (III — hypertrophic zone) — objetos¢ chondrocytow
wzrasta do 10 razy. Liczne sktadniki macierzy poza-
komorkowej tworzone sg w tej warstwie. Synteza fos-
fatazy alkalicznej jest typowa dla tej warstwy.
Regiony macierzy pozakomorkowej pomiedzy ko-
lumnami chondrocytéw ulegaja szybkiej mineraliza-
cji, poprzez odktadanie krysztatow hydroksyapatytu
dostarczanych przez naczynia krwiono$ne wrastaja-
ce mi¢dzy kolumny. Strefa degeneracji (IV — degene-
ration zone) zawiera chondrocyty w réznych stadiach
apoptozy. W pierwotne;j strefie gabczastej (V — primary
spongiosa zone), chondrocyty ulegajace apoptozie
zwalniajg miejsce dla nowotworzonych pod wply-
wem VEGF naczyn krwionosnych. W tej strefie ma-
cierz pozakomoérkowa obejmuje zaréwno produkty syn-
tezy chondrocytow, jak i osteoblastow w postaci ma-
cierzy kostnej. Proces roznicowania komorek ptytki
wzrostowej obejmuje 4 stadia: mezenchymalne ko-
morki prekursorowe (MPC); prechondrocyty; chon-
droblasty; zroznicowane chondrocyty [4,5].

MATERIAL I METODY

Grupa badana sktadata si¢ z 14 biatych krolikow
rasy wsobnej w wieku 5 tygodni. Kazdorazowo zabieg
operacyjny pobrania chrzastki wzrostowej wykona-
liSmy po uzyskaniu dostepu do zyty brzeznej ucha,
w znieczuleniu z uzyciem Thiopentalu w dawce 25
mg/kg, monitorujgc oddech i czgsto$¢ akeji serca. Po
typowym przygotowaniu i obtozeniu pola operacyj-
nego, wykonywalismy ok 1,5 cm cigcie na koncu bliz-
szym koSci piszczelowej po stronie przysrodkowej
w rzucie chrzgstki nasadowej. Po odpreparowaniu tka-
nek migkkich docierali§my do chrzastki wzrostowe;.
Za pomocy igly trepanacyjnej pobieraliSmy chrzast-
ke wzrostowg w zakresie przysrodkowej 1/4 szero-
kos$ci piszczeli (kazdorazowo zakres pobrania oce-
nialiémy pod kontrolg monitora RTG — Siemens type
Multix Top, Munich, Germany). Sredni czas trwania
zabiegu wyniost 25 minut (12-37 minut). Po kazdej
z operacji kroliki mogly swobodnie chodzi¢ w klatkach.
Sumarycznie wykonali$my 25 pobran chrzastki nasado-
wej. W 21 sposrod nich, na okres 22 dni w miejsce ubyt-
ku wstawili$my dren. Po usunigciu drenu do 14 ubyt-
kéw wprowadzilismy konstrukt chrzgstno-wtdkniko-
wy zawierajacy namnozone autologiczne chondrocyty.

sions and dynamic metabolism. Chondrocytes are ar-
ranged in columns and produce increased amounts of
collagen type II and XI. In the hypertrophic zone
(ITI), the volume of a chondrocyte increases up to 10-
fold. Numerous components of extracellular matrix
form in this layer. Alkaline phosphatase is typically
produced here.

Areas of extracellular matrix outside chondrocyte
columns mineralise rapidly by means of deposition
of hydroxyapatite crystals supplied by blood vessels
growing in between the columns. The degeneration
zone (IV) contains chondrocytes at various stages of
apoptosis. In the primary spongiosa zone (V), apoptot-
ic chondrocytes free space for new blood vessels
whose formation is mediated by VEGF. In this zone,
extracellular matrix comprises the products of synthe-
sis of both chondrocytes and osteoblasts in the form of
bone matrix. The differentiation of growth plate cells
involves the following 4 stages: mesenchymal pre-
cursor cells (MPC); prechondrocytes; chondroblasts;
differentiated chondrocytes [4,5].

MATERIAL AND METHODS

We studied a group of 14 five-week-old in-bred
white rabbits. The operative harvesting of growth plate
was always performed after securing access to the
marginal ear vein under Thiopental 25 mg/kg anaes-
thesia and with respiratory and heart rate monitoring.
Following typical preparation and draping of the ope-
rative field, we would make an approx. 1.5 cm medi-
al incision at the proximal end of the tibia at the level of
the growth plate. Overlying soft tissue was dissected
and the growth plate was exposed. We used a trephine
needle to harvest growth plate from the medial fourth
of tibial width (the extent of harvesting was assessed
fluoroscopically with a Siemens type Multix Top mo-
nitor [Munich, Germany] in all animals). The mean
duration of the procedure was 25 minutes (range: 12-
37 minutes). After the procedure, the rabbits were
allowed to move about freely in their cages. We con-
ducted a total of 25 growth plate harvesting proce-
dures. In 21 cases, we placed a drainage tube at the site
of the defect for 22 days. After removing the tube, we
introduced a cartilago-fibrinous construct containing
cultured autologous chondrocytes into 14 defects, while
4 defects were left intact. Three growth plates represent-
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Tab. 1. Schemat eksperymentu. /+/ oznacza wykonanie procedury. /-/ oznacza nie wykonanie procedury

Tab. 1. Scheme of the experiment. /+/ indicates rabbits subjected to the procedure. /-/ indicates rabbits not subjected to the procedure

Pobranie ptytki wzrostowej /
Excision of growth plate
23.08.2011 23.08.2011

Interpozycja drenu /
Drainage tube in physis

Przeszczep autologicznych
chondrocytow /
Transplantation of autologous

Namnazanie chondrocytow /
Chondrocyte culture
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Lewa kos¢ piszczelowa / Left tibia

Pobranie ptytki wzrostowej /
Excision of growth plate

22.08.2011 22.08.2011

Interpozycja drenu /
Drainage tube in physis

Przeszczep autologicznych
chondrocytow /
Transplantation of autologous
chondrocytes in physis
12.09.2011

Namnazanie chondrocytéw /
Chondrocyte culture
22.08 to 12.09.2011

1“R”

+

7R’

3“R”

4 “R”

5 “R”

6 “R”
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Prawa ko$¢ piszczelowa / Right tibia

4 ubytki pozostawiliémy bez interwencji. 3 chrzastki na-
sadowe stanowity nieinterwencyjng kontrolg. Zwierzgta
zabito po uptywie 60 dni liczac od dnia drugiej operacji.
Schemat eksperymentu przedstawiono w Tabeli 1.

Uzyskane po zabiciu krolikow preparaty konczyn
dolnych utrwalono w 10% Formaldehydzie. Po uprzed-
nim odwapnieniu (preparatem TBD2) i pocigciu ma-
terialu zawierajgcego regeneraty chrzastki nasadowe;j
(5 mikrometrow grubosci), preparaty histologiczne
zostaty wybarwione hematoksyling i eozyng (Ryc. 1)
oraz Safraning O (Ryc. 2). Preparaty ocenito niezalez-
nie dwoch patologéw (RT; AG) przy uzyciu mikro-
skopu typu Olympus BX51 (Olympus America Inc.,
Melville, New York). Poszczegdlne parametry histo-
logiczne oceniano wg skali VAS 0-100. Schemat oce-
ny histologicznej przeszczepow autologicznych chon-
drocytéw zawarto w Tabeli 2.

Hodowla chondrocytow: Pobrany materiat chrzgst-
ki wzrostowej wystaliémy do Laboratorium Banku
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ed non-intervention controls. The rabbits were killed 60
days after the second surgery. A schematic of the expe-
riment is shown in Table 1.

The lower limb specimens obtained after the rab-
bits had been harvested were preserved in 10% form-
aldehyde solution. Following TBD2 decalcification,
the specimens containing regenerating growth plates
were cut into 5 micrometre slices and stained with H
& E (Figure 1) and Safranin O (Figure 2). Specimens
were assessed independently by two pathologists (RT;
AQ) using an Olympus BX51 microscope (Olympus
America Inc., Melville, New York). The individual his-
tology parameters were assessed using a 0-100 VAS.
A schematic of the histological evaluation of the au-
tologous chondrocyte grafts is presented in Table 2.

Chondrocyte culture: The growth plate specimens
were sent to a tissue bank laboratory in Katowice.
The culturing of chondrocytes took 22 days (22 Aug
— 12 Sep).
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Ryc. 1. Obraz mikroskopowy przeszczepu po wybarwieniu H&E

Fig. 1. Microscopic view of graft after H&E staining

Tab. 2. Schemat oceny histologicznej przeszczepow
Tab. 2. Scheme of evaluation of the histological grafts

Morfologia przeszczepu w poréwnaniu do plytki wzrostowej/Graft morphology
1. compared to growth plate (pod mikroskopem polaryzacyjnym/viewed under

polarized light)

0%: Tkanka wioknista/Fibrous tissue
100%: Prawidtowa chrzastka
wzrostowa/Normal growth plate

2. Metachromazja macierzy/Matrix staining

0%: Brak barwienia/No staining
100%: Petna metachromazja/Full
metachromasia

3. Morfologia komorek/Cell morphology

0%: Komorki wrzecionowate/Elongated and
spindle shaped cells; 100%: Typowe
komorki/Typical cells.

4. Struktura warstwowa graftu/Growth plate architecture (laminar structure)

0%: Brak struktury warstwowej/Lack of
laminar structure

100%: Struktura warstwowa/Laminar
structure

5. Integracja z podtozem/Basal integration

0%:Brak integracji/ No integration
100%: Petna integracja/Complete integration

6. Zapalenie/Inflammation

0%: Obecne/Present
100%: Nieobecne/Absent

7. Ogolna ocena/Overall assessment

0%: Zta(tkanka wioknista)/Bad (fibrous
tissue)

100%: Dobra (prawidtowa chrzastka
wzrostowa)/Good (epiphyseal growth plate)

Tkanek w Katowicach. Proces proliferacji chondro-
cytow trwat 22 dni (22.08 - 12.09).

Materiat chrzastki wzrostowej umieszczono w ja-
fowej probowce zawierajacej pozywke HAM F12 (Me-
diatech Inc., Herndon, Virginia) z dodatkiem 50 g/ml
Gentamycyny (PAA, Linz, Austria) oraz 2 g/ml Amfo-
terycyny B (PAA). Nastgpnego dnia wszystkie prob-
ki opracowano oraz pocig¢to na mniejsze fragmenty.
Tak opracowany material pozostawiono w pozywce
HAM F12 uzupehionej o 0.1% kolagenaze typu 11
(Worthington, Lakewood, New Jersey). Po uptywie
6-7 godzin zawiesing komorkowsq jednokrotnie prze-
ptukano w pozywce HAM F12 (Mediatech), nastepnie
umieszczono w kolbie z pozywka DMEM/HAMF12
(PAA) zawierajaca 10% Newborn Calf Serum (PAA)

Growth plate material was placed in a sterile test
tube with the HAM F12 nutrient mixture (Mediatech
Inc., Herndon, Virginia), to which were added 50 g/ml
Gentamycin (PAA, Linz, Austria) and 2 g/ml Amfo-
tericin B (PAA). The following day, all samples were
processed and cut into smaller fragments. These were
left in the HAM F12 medium with an addition of
0.1% collagenase type II (Worthington, Lakewood,
New Jersey). After 6-7 hours, the cellular suspension
was washed once in the HAM F12 medium (Media-
tech) and then placed in a flask with the DMEM/
HAMF12 medium (PAA) containing 10% Newborn
Calf Serum (PAA) with an addition of 50 g/ml Gen-
tamycin (PAA, Linz, Austria), 2 g/ml Amfotericin B
(PAA) and 50 g/ml L-ascorbic acid (PLIVA, Krakow,
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Ryc. 2. Obraz mikroskopowy przeszczepu po wybarwieniu Safraning O

Fig. 2. Microscopic view of graft after Safranin O staining

z dodatkiem 50 g/ml Gentamycyny (PAA, Linz,
Austria), 2 g/ml Amfoterycyny B (PAA) oraz 50 g/ml
kwasu L-askorbinowego (PLIVA, Krakéw, Poland).
Komorki hodowano w inkubatorze w temperaturze
37°C, w $rodowisku 5,5% CO.. Komérki rozpoczety
podziaty po okoto 3 dniach. Pozywke wymieniano
co 48 godzin. Proliferacje komdorkowa monitorowa-
no za pomocg mikroskopu odwroconego (Carl Zeiss,
Oberkochen, Niemcy). Dzien przed wtdrnym zabie-
giem zawiesing komérkowa pasazowano do probo-
wek hodowlanych zawierajacych ludzki fibrynogen
pozyskany od dawcow Regionalnego Centrum Krwio-
dawstwa w Katowicach. Zamrozone do temperatury
-80°C osocze rozmrozono w tazni wodnej. Skoncen-
trowany fibrynogen w temperaturze 4°C odwirowa-
no przy 1000 x g w Heraeus Cryofuge (Thermo Scien-
tific, Wilmington, Delaware) przez 15 minut. Super-
natant odrzucono, a uzyskany koncentrat fibrynoge-
nu wykorzystano do wytworzenia kleju fibrynowe-
go. Kazdorazowo krew dawcy badano na obecno$é
HIV, HBV, HCV oraz kretkoéw kity. Przed zabiegiem
zawiesing chondrocytow mieszano z klejem fibryno-
wym celem uformowania fibrograftu. Oddzielnie dla
kazdego preparatu potwierdziliSmy obecnos¢ chondro-
cytow (immunohistochemicznie wykrywajgc antygen
S-100 z wykorzystaniem poliklonalnego przeciwcia-
ta kroliczego przeciwko S-100; Ryc. 3). Kazdy prze-
szczep przed implantacja kontrolowano celem potwier-
dzenia numeracji przeszczepu i zwierzecia. Tak przy-
gotowany fibrograft kazdorazowo dopasowano do
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Poland). Cells were incubated at 37°C in a 5.5% CO:
environment. Cell divisions began after approxima-
tely 3 days. The nutrient medium was replaced every
48 hours. The proliferating cells were monitored with
an inverted microscope (Carl Zeiss, Oberkochen,
Germany). One day before the second surgery, the
cell suspension was passaged into culture tubes con-
taining human fibrinogen obtained from donors at-
tending the Regional Blood Donation Centre in Ka-
towice. Plasma, stored at -80°C, was defrosted in
a water bath. The concentrated fibrinogen at 4°C was
centrifuged at 1000 x g in a Heraeus Cryofuge (Ther-
mo Scientific, Wilmington, Delaware) for 15 minu-
tes. The supernatant was discarded and the resulting
fibrinogen concentrate was used to produce fibrin glue.
Donor blood was always tested for the presence of
HIV, HBV, HCV and T pallidum. Before the implan-
tation procedure, the chondrocyte suspension was
mixed with the fibrin glue to produce a fibrograft.
The presence of chondrocytes was confirmed indi-
vidually for each preparation by immunohistochemi-
cal detection of antigen S-100 with an anti-S-100
polyclonal rabbit antibody; Figure 3). Before implan-
tation, each graft was inspected to confirm the graft’s
ID number and the animal’s ID number. Following
this preparation, each fibrograft was fitted to match
the growth plate defect it was filling, following which
the periosteum was sutured gently with PDS 4-0
threads (Ethicon) without any graft fixation. Graft sta-
bility was confirmed before the skin was sutured.
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Ryc. 3. Immunohistochemicznie wybarwione antygeny S-100

Fig. 3. Histological examination of S-100 antigens of cultured chondrocytes (x 400)

ubytku ptytki wzrostowej, a nastepnie, bez mocowa-
nia graftu, delikatnie zamykano okostna stosujac nici
PDS 4-0 (Ethicon). Przed zaszyciem skory potwier-
dzano stabilno§¢ wprowadzonego graftu.

WYNIKI

Ocena histologiczna
Prawa ko$¢ piszczelowa (probki 1-14 ,R”) .

W preparatach 1-6, 11, 13 stwierdzono obecnos¢
chrzastki wzrostowej o regularnym ksztalcie oraz struk-
turze warstwowej. Chondrocyty odtworzyly uktad
kolumn w strefie proliferacyjnej, obecna byta row-
niez warstwa chondrocytow hipertroficznych ponizej.
W warstwie degeneracyjnej obecne byly chondrocyty
w réznych stadiach apoptozy oraz pojedyncze naczy-
nia krwiono$ne. Na kazdym poziomie przeszczepu
stwierdzono wlasciwy dla prawidlowej chrzastki
wzrostowej stosunek elementow komorkowych do ma-
cierzy zewnatrzkomorkowej. Preparaty 7-9 przedsta-
wialy nieregularny ksztatt chrzastki wzrostowej z obec-
noscig pojedynczych lakun, ale z zachowaniem zr6zni-
cowania morfologicznego typowego dla poszczegol-
nych warstw prawidlowej chrzastki wzrostowej. Nie
stwierdzilis$my obecnosci mostkéw kostnych. W pre-
paracie 14 doszto do utworzenia mostka kostnego po
stronie przysrodkowej regeneratu (w przyblizeniu 15%
szerokosci), pozostata czes¢ graftu wykazywata niere-
gularne utkanie z obecno$cig lakun. Reakcji zapalnej
na przeszczep nie obserwowano w zadnym z prepa-
ratdw po stronie prawe;.

Lewa ko$¢ piszczelowa (probki 1-14 ,,L”).
W preparatach 1-11 doszto do uformowania tkan-
ki widknistej 1 kostnej mostujgcej nasade i przynasa-

RESULTS

Histological findings
Right tibia (samples 1-14 “R”).

Preparations 1-6, 11 and 13 demonstrated the pre-
sence of growth plates of regular shape and laminar
structure. The chondrocytes had reproduced the co-
lumnar arrangement in the proliferating zone and
a layer of hypertrophic chondrocytes was present be-
low. The degeneration zone contained chondrocytes
at various stages of apoptosis and isolated blood ves-
sels. The ratio of cellular elements to extracellular ma-
trix was typical of normal growth plate at all levels of
the grafts. Preparations 7-9 demonstrated irregularly
shaped growth plates with isolated lacunas while show-
ing normal morphological differentiation typically
seen in the individual layers of a normal growth plate.
No bony bridges were found. Preparation 14 showed
a medial bony bridge (occupying approximately 15%
of the width of the regenerating growth plate), while
the remaining part of the graft showed irregular histol-
ogy with lacunas. Inflammatory response to the graft
was not seen in any preparation on the right side.

Left tibia (samples 1-14 “L”).
Preparations 1-11 demonstrated the formation of
fibrous and bony tissue bridging the epiphysis and

491



Tomaszewski R. i wsp. Leczenie uszkodzen chrzqstki wzrostowej na modelu zwierzecym

de na poziomie ptytki wzrostowej. Nie stwierdzili-
$my tendencji do regeneracji pozostawionej chrzast-
ki wzrostowej, dobocznie w kierunku ubytku. W pre-
paratach 12-14 (bez operacji) nie wykazaliSmy zad-
nych zmian w obrebie ptytki wzrostowej (chrzastka
wzrostowa o prawidlowej strukturze histologiczne;j).

Kréliki oznaczone numerem 10 i 12 padty podczas
eksperymentu, a uzyskane preparaty histologiczne zo-
staly wylaczone z oceny koncowe;.

Analiza statystyczna
Analize statystyczng przeprowadzono przy uzy-
ciu systemu 12,5 Statistica (Tabela 3, 4). Dla celow
analizy statystycznej zalozyliSmy nastgpujaca gradu-
acje wynikow: staby wynik — VAS 0-20; $redni wy-
nik — VAS 20-40; do$¢ dobry wynik — VAS 40-60;
dobry wynik — VAS 60-80; bardzo dobry wynik — VAS

Table 3. Analiza statystyczna
Tab. 3. Statistical analysis

metaphysis at the level of growth plate. We found no
tendency to regeneration of native growth plate left
in place laterally towards the defect. Preparations 12-
14 (no surgery) presented no growth plate abnormal-
ities (normal histology of growth plate cartilage).

Rabbits 10 and 12 died during the experiment and
the respective histological preparations were exclud-
ed from the final evaluation.

Statistical analysis
Statistical analysis used Statistica 12.5 (Table 3, 4).
The following gradation of outcomes was assumed for
the purposes of the statistical analysis: poor = VAS 0-
20; mediocre = VAS 20-40; fair = VAS 40-60; good =
VAS 60-80; excellent = VAS 80-100. A significance
level of 0.05 was assumed for all analyses.

Srednia/ Mediana/ . . Odchylenie
. Minimum Maximum standardowe//
Mean Median L
Standard deviation
Morfologia przeszczepu w poréwnaniu do ptytki wzrostowej 85.75 86,50 66,00 100,00 8.51
/ Graft morphology compared to growth plate
Metachromazja macierzy / Matrix staining (metachromasia) 74,75 80,00 46,00 91,00 12,95
Morfologia komérek / Cell morphology 66,08 67,00 35,00 93,00 16,78
Strul_(tura warstwowa graftu / Growth plate architecture 65.54 65.00 38,00 85,00 14,04
(laminar structure)
Integracja z podlozem / Basal integration 85,54 86,50 68,00 100,00 7,73
Zapalenie / Inflammation 89,04 90,00 78,00 96,00 4,97
Ogolna ocena / Overall assessment 79,96 80,00 72,00 87,00 4,75
Srednia / Mean 80,61 81,46 76,21 84,50 3,10
Tab. 4. Analiza statystyczna (c.d.)
Tab. 4. Statistical analysis (cont.)
Srednia/ Odchylenie Punkt odniesienia /
Mean Standardowe Reference point df p
/Standard deviation p
Morfologia przeszczepu w poréwnaniu do ptytki
wzrostowej / Graft morphology compared to growth 85,75 8,51 80,00 3,31 23 0,003
plate
Metachromaz-]'a macierzy / Matrix staining 7475 12,95 60,00 5,58 23 0.00001
(metachromasia)
Morfologia komorek / Cell morphology 66,08 16,78 60,00 1,78 23 0,089
Strulftura warstwowa graftu / Growth plate 65.54 14,04 60,00 1.93 23 0.066
architecture (laminar structure)
Integracja z podtozem / Basal integration 85,54 7,73 80,00 3,51 23 0,002
Zapalenie / Inflammation 89,04 4,97 80,00 8,91 23 0,000001
Ogolna ocena / Overall assessment 79,96 4,75 60,00 20,58 23 0,000001
Srednia / Mean 80,61 3,10 60,00 32,59 23 0,000001

t —test t Studenta/Student's t-test
df — stopnie swobody/degrees of freedom
p — prawdopodobienstwo/probability value
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80-100. Dla wszystkich analiz przyj¢to poziom istot- On the basis of our results, we found: excellent
no$ci rowny 0,05. graft morphology (median of 86.50), excellent basal

Opierajac si¢ na uzyskanych wynikach stwierdzo- integration (median of 86.50), no inflammatory res-
no: bardzo dobra morfologi¢ przeszczepu (mediana ponse to the graft (median of 90.00) and good graft
rowna 86,50), bardzo dobra integracja z podtozem architecture (median of 65.00).

(mediana roéwna 86,50), brak reakcji zapalnej na prze-
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Graft morphology compared to growth plate (viewed under polarized light) - pathologist AG.
Merfologia przeszczepu w porownaniu do ptytki wzrostowej{widok w mikroskopie
polaryzacyjnym) - patolog AG.

Ryec. 4. Wykres przedstawiajacy podobienstwo wynikéw uzyskanych przez patologdw niezaleznie oceniajacych morfologie prze-
szczepu. Wspolczynniki korelacji rang Spearmana: patolog RT /0§ 0X/; patolog AG /0$ 0Y/

Fig. 4. Diagram showing similarity of the results obtained by the pathologists independently evaluating the morphology of the
graft. Spearman's rank correlation coefficient: pathologist RT /axis 0X/; pathologist AG /axis 0Y/
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Graft architecture (laminar structure) - pathologist AG.
Struktura warstwowa graftu - patolog AG.

Ryc. 5. Wykres przedstawiajacy podobienstwo wynikéw uzyskanych przez patologéw niezaleznie oceniajacych architekture
przeszczepu. Wspotezynniki korelacji rang Spearmana: patolog RT /0§ 0X/; patolog AG /0$ 0Y/

Fig. 5. Diagram showing similarity of the results obtained by the pathologists independently evaluating the graft architecture.
Spearman's rank correlation coefficient: pathologist RT /axis 0X/; pathologist AG /axis 0Y/
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szczep (mediana rowna 90,00), dos¢ dobrg architektu-
r¢ przeszczepu (mediana rowna 65,00).

Na podstawie wspotczynnika korelacji rang Spear-
mana i testu U Manna-Whitneya potwierdzono podo-
bienstwo wynikow uzyskanych przez niezaleznych pa-
tologow (Ryc. 4-5).

DYSKUSJA

Przegladajac literature znaleziono wiele systemow
klasyfikacji oceniajacych chrzgstke stawowa. Zosta-
Iy one stworzone dla celow oceny chrzastki stawowe;j
w chorobie zwyrodnieniowej oraz dla oceny przeszcze-
poéw/regeneratéw chrzastki. Nie znalezlismy klasyfi-
kacji oceniajacej chrzastke wzrostows. Uszkodzenie
chrzastki wzrostowej moze prowadzi¢ do wytworze-
nia mostu kostnego migdzy nasadg i przynasada,
a w konsekwencji tego do powstania deformacji ka-
towej w nastepstwie zaburzenia przyrostu kosci na dtu-
2o$¢ po stronie mostu. Istnieje wiele przyczyn uszko-
dzen ptytki wzrostowej. Statystycznie najczgstszg przy-
czyng sg urazy [7,10,12-14]. Gdy uszkodzeniu ulega
obwodowa cze$¢ chrzastki wzrostowej, pozostata nie-
uszkodzona chrzgstka wzrostowa nie regeneruje eks-
centrycznie w kierunku ubytku, konsekwencja czego
jest formowanie blizny tacznotkankowej podlegaja-
cej z czasem kostnieniu [15,16,17]. Gdy blok kostny
ptytki wzrostowej zlokalizowany jest obwodowo, po-
zostata nieuszkodzona czg$¢ chrzastki, kontynuujac
przyrost kosci, wytwarza deformacj¢ katowa konczy-
ny. Roznorodne techniki zostaty opracowane do le-
czenia uszkodzen ptytki wzrostowej. Technika Lan-
genskiold’a obejmuje resekcje mostu kostnego oraz
wypelnienie ubytku materialem sztucznym, aby unik-
na¢ formowania si¢ nowego mostu tgczacego nasade
i przynasade [12,15,18,19]. Materiat interponujacy
moze by¢: biologiczny (tluszcz, autologiczne zebro,
chrzastka stawowa) lub sztuczny (silikon, guma, me-
takrylan metylu). Epifizjoliza dystrakcyjna jest pro-
cedura chirurgiczng stosowang do rozerwania mostu
kostnego [14]. Komorki macierzyste byly rowniez
stosowane jako materiat wypetiajacy ubytkek w ptyt-
ce wzrostowej [7,20,21]. W literaturze znaleziono
prace opisujace auto — lub allogeniczne przeszczepy
chondrocytoéw w miejsce uszkodzonej chrzastki wzro-
stowej [16,17,20,22,23]. W naszej pracy zastosowa-
liSmy autologiczne chondrocyty. Zaletg przeszczepu
autologicznego jest brak reakcji immunologicznej na
graft. Wada tej metody jest stosunkowo dtugi proces
namnazania chondrocytow z niewielkiej puli komo-
rek pobranych ze zdrowej ptytki wzrostowej. W naszej
opinii, stale rozwijajace si¢ techniki leczenia, gtéwnie
dotyczace zmian pourazowych chrzastki wzrostowe;,
W tym przy uzyciu autologicznych chondrocytow,
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The similarity of scores obtained by independent
pathologists was confirmed on the basis of the values
of Spearman’s rank correlation coefficient and the
Mann-Whitney U test statistic (Figure 4-5).

DISCUSSION

During our literature review, we found a number
of scoring systems for the assessment of joint carti-
lage. These systems were developed to enable evalua-
tion of joint cartilage in osteoarthritis and evaluation of
cartilage grafts/regenerating cartilage. We could not
find a classification for assessing growth plate carti-
lage. Growth plate cartilage injury may lead to the for-
mation of a bony bridge between the epiphysis and
metaphysis and, consequently, to the development of
an angular deformity as a result of impaired longitu-
dinal bone growth on the side of the bridge. Statisti-
cally, physical injury is the most common cause [7,
10,12-14]. If a circumferential part of a growth plate
becomes damaged, the remaining intact growth plate
does not regenerate eccentrically towards the defect
and a soft tissue scar forms that later becomes ossi-
fied [15,16,17]. When the osseous block of a growth
plate is located peripherally, the remaining intact part
of the growth plate continues bone growth, produc-
ing an angular deformity of the limb. Diverse tech-
niques have been elaborated to treat growth plate
defects. Langenskiold’s technique involves resection
of the bony bridge and filling the defect with artifi-
cial material to prevent the formation of a new bridge
between the epiphysis and metaphysis [12,15,18,19].
The interpositional material may be biological (fat,
autologous rib, joint cartilage) or artificial (silicone,
gum, methyl methacrylate). Distraction epiphysioly-
sis is a surgical procedure performed to rupture a bony
bridge [14]. Stem cells have also been used to fill
growth plate defects [7,20,21]. We found papers des-
cribing auto — or allogenous chondrocyte grafting to
replace the damaged growth plate [16,17,20,22,23].
In our study, we used autologous chondrocytes. An
advantage of autologous grafting is the absence of an
immune response to the graft. A weakness of this
method is the relatively long duration of the cultur-
ing of chondrocytes from the small pool harvested
from the intact part of the growth plate. In our opi-
nion, the continued development of treatment tech-
niques, mainly in the area of traumatic lesions of the
growth plate, including the use of autologous chon-
drocytes, is in need of reliable clinical, radiographic
and histological assessment to enable monitoring and
predicting treatment outcomes. Based on our own cli-
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wymagaja wiarygodnej oceny klinicznej, radiologicz-
nej 1 histologicznej, w celu monitorowania i przewi-
dywania efektow leczenia. Bazujac na wilasnym
doswiadczeniu klinicznym nabytym w trakcie lecze-
nia urazo6w plytki wzrostowej, a takze podczas oceny
preparatow histologicznych prawidlowej i uszkodzo-
nej chrzgstki wzrostowej w oparciu o nowoczesne
systemy klasyfikacji histologicznej chrzastki stawo-
wej, stworzyliSmy wiasny protokot oceny mikrosko-
powej chrzastki wzrostowej. W naszej pracy ocenia-
liSmy: fenotyp ptytki wzrostowej (morfologia komo-
rek, barwienie macierzy), struktur¢ warstwowg plyt-
ki wzrostowej (architektura ptytki), integracje prze-
szczepu. Zastosowanie klasyfikacji VAS dla oceny kaz-
dego parametru wydaje si¢ by¢ mocng strong naszego
systemu, pozwala to minimalizowa¢ r6znice powstate
przy ocenie poszczegdlnych parametrow przez rdéznych
patologow. Podsumowujgc, przeszczepianie autolo-
gicznych chondrocytéw stanowi jedng z opcji leczenia
uszkodzen chrzastki wzrostowej. Technika ta wymaga
jednak dalszego rozwoju oraz obserwacji.

WNIOSKI

1. Uszkodzenie chrzastki wzrostowej moze prowa-
dzi¢ do powstania deformacji katowej w nastep-
stwie zaburzenia przyrostu kosci na dtugosé.

2. Przeszczep autologicznych chondrocytow jest dobra
metoda leczenia uszkodzen chrzastki wzrostowe;.

3. Wada przeszczepiania autologicznych chondrocy-
tow jest stosunkowo dtugi proces ich namnazania.
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