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1. Predmluva

V této ¢asti bych velmi rad pod€koval svému Skoliteli, doc. MUDr. Karlu Urbanovi, CSc.
za podporu, vedeni a cenné rady béhem mého postgradudlniho studia od zacatku az
po zpracovani dizertacni prace. De¢kuji rovnéZ prednostim Ortopedické kliniky FN a LF UK
Hradec Kralové, za jejichz vedeni prace vznikala — doc. MUDr. Karlu Karpasovi, CSc. a doc.

MUDir. Pavlu Sponerovi, Ph.D.

Zvlastni podékovani patti MUDr. Tomasi Soukupovi z Ustavu histologie a embryologie
a jeho spolupracovnikiim a dale MUDr. Otakaru Krsovi, CSc. z Anatomického ustavu LF UK
Hradec Kralové, bez jejichz pomoci by nevznikla experimentalni studie dizertani prace.
D¢kuji vedoucimu 1ékatfi Tkanové ustiedny FN Hradec Kralové MUDr. Pavlu Méfickovi,
Ph.D. za uvedeni do problematiky alogennich $t€épt a MUDr. AleSovi Kohoutovi, Ph.D.
z Fingerlandova ustavu patologie FN a LF UK Hradec Kralové za histologické zpracovani
biopsii. Déale dékuji RNDr. Richardu Brodnianskému a ing. Josefu Bukacovi, MS, Ph.D.
z Ustavu 1ékaiské biofyziky LF UK Hradec Kralové za pomoc pfi statistickém zpracovéni

vysledkd.

V neposledni fad¢é dékuji své roding za trpelivost a poskytnuti ¢asu ke studiu.

Dizertacni prace je rozdélena na tfi hlavni ¢asti — Givod, experimentalni a klinickou studii.
Pied jejim konenym zpracovanim prosSly jednotlivé ¢asti recenznim fizenim v odbornych

casopisech:

1. Uvodni &ast byla publikovana v ¢asopise Ortopedie (KUCERA,T., URBAN, K., SOUKUP,
T. Hojeni kostnich defektd. Ortopedie, 2009, ro€. 3, €. 5, s. 226-231).

2. Experimentalni studie byla recenznim fizenim pfijata do casopisu Acta Chir. orthop.
Traum. Cech. a ocekava se jeji publikace (KUCERA, T., SOUKUP, T., KRS, O., URBAN,
K., SPONER, P. Schopnost kostni reparace u pacientti podstupujicich implantaci TEP
kycelniho kloubu).

3. Klinicka studie byla pfijata a publikovana v impaktovaném Casopise Eur. J. Orthop. Surg.
Traumatol. (KUCERA, T., URBAN, K., RAGKOU, S. Healing of cavitary bone defects.
Eur. J. Orthop. Surg. Traumatol. [online first], 2011, DOI 10.1007/s00590-011-0831-9).
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2. Pouzité zkratky

Alfa-MEM - Eaglovo minimalni esencialni médium v alfa modifikaci
B-TCP - B-trikalciumfosfat

BMI - index télesné hmoty

BMPs - kostni morfogeneticky protein

cDNA - komplementarni deoxyribonukleova kyselina

CFU-F - kolonie formujici jednotka s buitkami vzhledu fibroblastu
DBM - demineralizovana kostni matrix

DEXA - dvouenergiova rentgenova absorpciometrie

DMEM - Dulbeccovo modifikované Eaglovo médium

EGF- epidermalni ristovy faktor

FCS - fetalni teleci sérum

FGF-2 - fibroblastovy rastovy faktor 2

HA150 - lisovany hydroxyapatit pii 150°C

IGF - inzulinu podobny ristovy faktor

MKB - mezenchymalni kmenové buiiky

PDGF-BB - destickovy rustovy faktor BB

PRP - plazma bohaté na krevni desticky

RANKL - ligand receptoru aktivujiciho nuklearni faktor kappa B
th M-CSF - rekombinantni lidsky kolonie-stimulujici faktor

SD - smérodatné odchylka

TGF-B - transformujici rastovy faktor 3

VEGEF - vaskularni endotelovy rustovy faktor



3. Uvod do problematiky

Soucasna ortopedie, stejn¢ jako ostatni l€¢kaiské obory, je konfrontovdna se skutecnosti, ze
se prodluzuje primérny veék a zvySuje se pocet senior. Z hlediska pohybového aparatu to
znamena nardstajici mnozstvi degenerativnich kloubnich onemocnéni a zlomenin
v osteoporotické kosti. Dosud prevladajici materidlové mechanicky pfistup vedl k nadhradé
poskozené tkan¢ a rozvoji endoprotetiky. Je tedy nyni nutné minimalizovat rizika selhéni
implantat a prodlouzit jejich Zivotnost. Zaroveil pii védomi naroc¢nosti tohoto tkolu u ¢asto
polymorbidnich pacientl - senioril je snaha hledat alternativni biologicky zaloZené postupy
ve smyslu tkanové reparace, které by oddalily nutnost implantace endoprotézy. Toto vyZaduje
nové poznatky v oblasti fyziologie a molekuldrni biologie. Jistd omezeni ovSem vyvstavaji
u starSich pacientli se sniZzenou kvalitou kosti. Pfedkladana prace se zamétuje na tento novy
smér - tkanovou reparaci kostnich defektd z hlediska vyuziti mezenchymalnich kmenovych

bun¢k (MKB) a jejich riznych nosict.

S problematikou hojeni kostnich defektd se setkdvame v kazdodenni ortopedické
a traumatologické praxi. Jsou to zejména primoimplantace u postdysplastickych koxartr6z,
revizni operace endoprotéz, rekonstrukce po infektech, 1écba afekci nadorim podobnych,
benignich tumorl, spondylochirurgické operace. V traumatologii pohybového ustroji pak
feSeni kostnich defektd vyzaduji nckteré typy zlomenin, pakloubl a rekonstrukce kostnich
defekti vzniklych urazem. V idedlnim piipadé je tieba zvolit takovou 1écbu, aby byl defekt
zcela vyplnén plnohodnotnou kostni tkani s moZnosti jeji remodelace a byla tak zajiSténa jeji
hlavni funkce, mechanickd pevnost. V klinické praxi je tento stav obtizn¢ dosazitelny zvlasté

v ptipadech vétsich kostnich defekta.

Pro optimalni vysledek je nezbytné ve zvoleném zplsobu lécby respektovat fyziologicky
proces kostniho hojeni. Na jeho kvalit¢ se podileji biochemické, bunécné, hormondlni,
biomechanické vlivy a zasahujici pfipadné patologické mechanizmy. Mezi prvnimi, kdo se
hojenim kosti a fyziologii kostnich $tépii zabyvali a nabytych znalosti uzivali v humanni
medicin€, byli Phemister, ktery pouzival kostni Stépy v 1é€bé pakloubti (Phemister, 1914),
a Albee, ktery vyuzival kostni S§té€py pfi spindlni fuzi (Albee, 1911).



3.1. Hojeni kostni tkané

Obecné lze rozlisit tfi fAze hojeni kostni tkané.

Casné zanétové stadium: Intenzita zanétové odpovédi je zavisla na typu zvolené vyplng,
zvlasté na jejich imunogennich vlastnostech. Nejmensi je pfi pouziti autolognich kostnich
Stépu. Trva nékolik hodin az dni. Vznikd hematom, vytvari se fibrinova sit, ktera slouzi jako
docasné leseni pro migraci a proliferaci bun¢k, véetné mezenchymalnich kmenovych bunék
a endotelii. Aktivované desticky produkuji fadu ristovych faktorti a cytokind, které tuto
migraci a proliferaci bun¢k potencuji. Neutrofily jsou brzy nahrazeny monocyty, které se
diferencuji v makrofagy, a T-lymfocyty. Vysledkem je vznik granulacni tkané, tedy jesté
nespecifické tkdn€ urcené k dalsi diferenciaci. Toto stadium Ize ovlivnit negativng i pozitivné.
Negativni vliv maji naptiklad poddvana nesteroidni antirevmatika, cytostatika, infekt, koutent,
malnutrice, diabetes mellitus, revmatoidni artritida, malignita, ozafeni. Nékterd vypln defektu,
jako naptiklad cerstvy aloStép, mlze vyvolat bouflivou zanétovou a imunitni odpovéd'.
Pozitivné lze do procesu zasdhnout eliminaci negativnich vlivii a pfipadnym podanim
autolognich rastovych faktorti z tzv. plasmatického destickového koncentratu (Pietrzak et

al.,2005).

Stadium reparace: V této fazi v pribchu tydni vznikd tkan specificka pro danou oblast,
v tomto piipadé kost. Ustiedni roli zde hraji mezenchymalni kmenové buiky. Na jejich
proliferaci a diferenciaci v osteoblasty a také zda vznikne kost v celém rozsahu defektu, ma
vliv mnoho faktorti. Zejména to jsou: pocet a distribuce mezenchymalnich kmenovych bunék
v defektu, osteogenni profil riistovych faktori a cytokint, hormont, pfisun Zivin a kysliku,
hodnota pH, mechanicka stabilita (Muschler et al.,2004). Diferencované osteoblasty pak
produkuji osteoid a vznika nejprve vldknita, poté lamelarni kost. Cely proces tvorby kosti je
koordinovan i prostfednictvim intercelularnich spojii mezi osteoblasty a pozdéji i osteocyty,
které umoziuji latkovou vyménu a pienos elektrického potencidlu (Shapiro,1988).
Vyznamnou funkci pro rist tkan€ ma cévni zdsobeni a neoangiogeneze. Pii pouziti kostniho
St€pu nebo resorbovatelného syntetického materidlu k vyplni defektu vedle novotvorby kosti
ptistupuje jesté resorpce nekrotické kosti $tépu nebo pouzitého materidlu, kterd mize ovlivnit
kvalitu hojeni.

Pro tuto fazi hojeni je z klinického hlediska dileZzity dostate¢ny pocet MKB. S touto situaci se
nejcastéji setkavame pii léCeni kostnich defektli u mladych jedincti, zejména u déti s nadorim

podobnymi afekcemi a benignimi tumory. V okoli defektu je v kosti a periostu dostatek
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mezenchymalnich kmenovych bun€k. Tam, kde je jich nedostatek, je nutné MKB dodat
v autolognich kostnich §tépech nebo v aspirdtu kostni diené. Nicméné pro vétsi kostni defekty
pfinasi pfidani aspiratu kostni dfené k nosici vyssi riziko vzniku centralni nekrézy pro velké

mnozstvi bunék soutézicich o nutrienty.

Pti dostate¢ném poctu MKB muzeme terapeuticky piisobit na jejich diferenciaci v osteoblasty
napf. rastovymi faktory. V opa¢ném piipad¢ (napf. vétSina defektli po aseptickém nebo
septickém uvolnéni endoprotéz, v postinfekénim nebo postiradiaénim terénu) je tieba zvysit
pocet MKB, poskytnout vhodny nosi¢ a kostni novotvorbu potencovat ristovymi faktory.

Samotné riistové faktory nemaji vyznam, protoZe chybi efektor.

Stadium remodelace: Tato faze trva mésice az roky. U vétSich defektd s centralni nekrézou
a naslednou fibréozou mize byt piivodni misto defektu mechanicky méné pevné a remodelace
trvd déle. Zaroven ma na toto stddium hojeni vliv zatéz kosti a eventudlni pfitomnost
osteosyntetického materidlu. Na remodelaci se podileji faktory lokalni, odpovidajici
aplikované zatézi kosti, které byly popsany Wolffem (Wolff,1892). Podle tohoto zdkona je
funk¢éni namahani kosti, jeji zevni tvar a vnitini struktura ve vzédjemném souladu, ktery je-li
porusen v nékteré ze slozek, vede k prestavbé kosti a dosazeni nové rovnovahy. Hlavnim
morfogenetickym podnétem pro tvorbu kosti je tlak (Bartonicek el at.,1991). Na bunécné
a molekularni Grovni je to autokrinni a parakrinni produkce osteoklastli a osteoblasti, kde
nejvyznamngj$imi faktory je osteoprotegerin jako inhibitor diferenciace osteoklastl
a RANKL, ktery naopak ptsobi na tuto diferenciaci pozitivn€. Zaroven jsou znamy i faktory

centralniho fizeni cestou hypothalamu (Haberland et al.,2001).

3.2. Mezenchymalni kmenové buiiky

MKB hraji klicovou roli v procesu kostniho hojeni. Jedna se tzv. adultni kmenové buiky
odpovédné za tkanovou homeostdzu a regeneraci. Jejich charakteristickym znakem je
moznost sebeobnovy. MKB jsou typické vyznamnym proliferanim (Colter et al.,2000)
a diferenciacnim potencidlem, jsou multipotentni, schopné diferenciace v osteoblasty,
chondrocyty, adipocyty a myoblasty (Pittenger et al.,1999). Jejich vyskyt lze predpokladat
ve veétsin€ tkdni a organl - kostni dfen, peritrabekuldrni tkan spongidzni kosti, periost,
chrupavka, sval, tukova tkan, cévni pericyty (Muschler et al.,2004). Tyto buniky davaji vznik

progenitorovym bunkam, které jiz maji schopnost sebeobnovy omezenou, ale maji moznost
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dalsi diferenciace. V kostni chirurgii je vyznamny vyvoj v pre-osteoblasty a osteoblasty.
MKB se vykytuji v kostni dfeni s frekvenci zhruba 2-5 na 1 milion mononuklearnich bunék
(Minguel et al.,2001). Pfitomnost této nehemopoetické populace kmenovych bunék v kostni
dfeni poprvé zminuje Clonheim (citovano podle Prockop,1997), ktery se domnival, ze kostni
den mize byt zdrojem fibroblastl produkujicich kolagenni vldkna jako ¢ast procesu hojeni
tkané. Prvni prikaz toho, ze kostni dieni obsahuje buiiky, které jsou schopny diferenciace
v mezenchymové tkan¢ ptinesla prace Friedensteina (Friedenstein et al.,1976). MKB maji
charakteristicky imunofenotyp a povrchové markery HLA-A,B,C, CD29, CD 44, CD 49,
CD63, CD 90, CD117, CD166 a jsou negativni na hematopoetické markery CD34 a CD45
(Bruder et al., 1997, Soukup et al.,2006). Bylo prokazano, ze MKB zachovavaji svoje funkéni
vlastnosti po kultivaci a kryopreservaci a jsou tak vhodné pro tkanové inzenyrstvi (Bruder et

al.,1997).
3.2.1. Moznosti izolace MKB

Lidsk¢é MKB jsou standardné izolovany z kostni diené. Ziskavaji se z prstence
mononuklearnich buné€k, ktery vznikd na rozhrani plazmy a koloidniho kfemicitého roztoku
po tzv. gradientové centrifugaci (Colter et al.,2000). Izolované mononukleary jsou nasledné
promyty fosfaitovym pufrem a resuspendovany v kultivacnim médiu vétSinou s 10% fetalnim
telecim sérem (FCS). MKB za 24-48 hodin adheruji ke dnu plastovych kultiva¢nich nadob.
Po pocatecni lag fazi (jejiz délka zavisi na charakteristikdch darce a kultiva¢nich podminkéch)
zacinaji buniky rychle proliferovat (Chamberlain et al.,2007). Rostouci kolonie bun¢k sestavaji
z heterogenni buné&cné populace — uzkych vietenitych bun€k a plochych polygonalnich
bunck. Reyesovd a spolupracovnici (Reyes et al,2001) kombinovali separaci
mononuklearnich  bunék  kostni diené¢ na  hustotnim gradientu  Ficoll-Paque
s imunomagnetickou separaci CD45 neg. a GlyA neg. bun€k. Ziskali tak kmenové buiky
z dospélych tkani, které maji dokonce SirS$i diferenciacni potencial, ktery se blizi
diferencia¢nimu potencidlu embryondlnich bunék (Jiang et al.,2002). MKB ze solidnich tkani
¢1 organt jsou nejcastéji izolovany procesem enzymatické disociace - bézné smési kolagendzy

typ I a dispazy (Seo et al.,2004; Shi et al.,2003).
3.2.2. Kultiva¢ni podminky pro MKB
Spole¢nym jmenovatelem kultiva¢nich postuptit MKB jsou vysoké naroky na €istotu prostiedi.

Bézny zpisob ptfipravy MKB probiha tak, Ze mononuklearni buiiky z kostni dfené jsou
10



resuspendovany v Zivném médiu v plastovych ¢i sklenénych nadobéach a jsou ponechény 1-3
dny adherovat k jejich povrchu. Po této dobé jsou neadherujici buiikky odmyty a k adherentnim
fibroblastoidnim elementtim je pfiddno médium nové, které je ddle ménéno vétSinou 2x tydné
(Digirolamo et al.,1999; Colter et al.,2000). Pti téchto manipulacich v laboratofich tkanovych
kultur je nutno nadoby otevirat, coZ zvySuje riziko mikrobidlni kontaminace. Za cca 2-3 tydny
kultivace je dno nadoby pokryto 70-90 % splyvavou vrstvou mezenchymovych bunék,
pfiCemz pro MKB izolované z kostni dfené plati, ze ze 7,5 -10 miliént jadernych bunék je
mozno ziskat kolem 0,4 — 1,0 milion buné¢k mezenchymovych (Colter et al,2000). Klasickym
prostfedim pro péstovani MKB je Dulbeccovo modifikované Eaglovo médium (DMEM) ¢i
Eaglovo minimalni esencidlni médium v alfa modifikaci (alfa-MEM) s 10-20 % fetalnim
telecim sérem (Coelho et al.,2000). Pouziti tohoto postupu v humanni mediciné omezuje
skutecnost, ze DMEM ani alfa-MEM nejsou t.C. schvaleny pro klinické pouziti a téZ pouziti
zviteciho séra je v soucasné dob¢é povazovano za velmi problematické vzhledem k moznosti
pfenosu virll a prionll (napf. bovinni spongiformni encefalopatie) a vzhledem k moznosti
vzniku prudkych anafylaktickych reakci na zviteci bilkovinu, zejména pokud by byly bunky

u té¢hoz pacienta transplantovany opakované (Mackensen et al.,2000).
3.3. Ristové faktory

Ristové faktory jsou proteiny produkované nékterymi buitkami, které se podileji na stimulaci
proliferace a diferenciace mezenchymalnich kmenovych bun€k a na tvorbé extracelularni
matrix. UGinek miZe byt autokrinni (faktory produkované osteoblastem puisobi
na osteoblasty), parakrinni (faktory z osteoblastii plisobi na nediferencované bunky v okoli),
endokrinni (faktory produkované v centrdlnim nervovém systému piisobi na osteoblasty).
Mezi nejvyznamngj$i riistové faktory Gcastnici se v jednotlivych fazich kostniho hojeni patii
BMPs (bone morphogenetic proteins) (Urist,1965), zejména BMP-2 a BMP-7, TGF-B
(transforming growth factor-f), FGF (fibroblast growth factor), PDGF (platelet-derived
growth factor), IGF (insulin-like growth factors) — Tab. 1.
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Tab. 1 Prehled ristovych faktoru kostniho hojeni podle Lieberman et al., 2002

Riistovy faktor Zdroj Funkce

TGF-B (transforming growth factor-B) | Desticky, kostni extracelularni matrix, Stimuluje proliferaci MKB

chrupav¢ita matrix

BMPs (bone morphogenetic proteins) | Osteoprogenitorové buiky, osteoblasty, | Podporuje diferenciaci MKB
kostni extracelularni matrix v osteoblasty a chondrocyty,
podporuje diferenciaci

osteoprogenitort v osteoblasty

FGF (fibroblast growth factor) Makrofagy, MKB, osteoblasty, Ma mitogenni vliv na MKB,
Chondrocyty osteoblasty, chondrocyty,
vliv na angiogenesi
PDGEF (platelet-derived growth factor) | Desticky, osteoblasty Ma mitogenni vliv na MKB,
osteoblasty, vliv na chemotaxi
makrofagi
IGF (insulin-like growth factors) Osteoblasty, chondrocyty, Podporuje diferenciaci
kostni extracelularni matrix a proliferaci osteoprogenitorovych
bunék

Utinek TGF-p byl prokazovan v experimentalnich studiich. Ukézal se vliv na proliferaci
MKB v inicidlni f4zi hojeni po uvolnéni z desti¢ek, ale jeho osteogenni potencial je velmi
limitovany. Toto omezeni a v ptipad¢ klinické aplikace nutnost opakovanych vysokych davek
s moznymi komplikacemi jeho pouZiti prakticky vylucuje (Lieberman et al.,2002, Critchlow
et al.,1995). V experimentu bylo zjisténo, Ze FGF urychluje kostni hojeni a ma pozitivni vliv
na remodelaci kostniho svalku (Kato et al.,1998, Nakamura et al.,1998), nicméné v klinické
praxi zatim tento ristovy faktor nebyl vyuzit tak, jako BMP. Uéinnost uziti samotného IGF
pro zlepSeni kostniho hojeni nebyla prokazana, uplatiiuje se vramci &by rlstovym
hormonem (Carpenter et al.,1992). PDGF ma chemotaktické a mitogenni vlastnosti, uvoliiuje
se zgranuli destiCek v inicidlni fazi hojeni. Pozitivni vliv na hojeni byl prokdzan
experimentalng, véetné urychleni hojeni pfi trakéni osteogenezi (Hollinger et al.,2008, Moore

et al.,2009), avSak ani tento rastovy faktor nenalezl $ir$i uplatnéni v klinické praxi.

Nejvyznamnéj$i postaveni z pohledu klinickych aplikaci maji BMPs. Protein byl objeven
Uristem (Urist,1965) a nasledné bylo identifikovano celkem 16 typi BMP-1 az BMP-16,
z nichz pouze BMP-2, BMP-7 a BMP-9 maji osteoinduktivni vlastnosti. Kli¢ovy je jejich vliv
na diferenciaci MKB v preosteoblasty a spolu s ostatnimi BMP 1 preosteoblastii v ostoblasty.
Pro tento ucinek je diilezitd optimalni davka proteinu v misté kostniho hojeni, mensi davka
nema osteoinduktivni efekt, vysokd davka naopak muiZze stimulovat resorpci kosti aktivaci

osteoklastli (Itoh et al.,2001). Vzhledem k rychlému lokdlnimu metabolizmu rdstovych
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faktori jsou uzivany 10 — 1000x vé&tsi davky nez je fyziologickd hodnota. Pro postupné
uvolnovani BMP v misté potiebného kostniho hojeni a zabranéni rychlé difuzi mimo tuto
lokalitu jsou hledany vstiebatelné biokompatibilni nosie s osteokonduktivnimi vlastnostmi
(Termaat et al.,2005). Napiiklad se pouzivaji demineralizovand kostni matrix (DBM),
kolagen, trikalcium fosfat, polymery — polylaktat, hydrogely a jejich kombinace. Bez nosice
je lokalni dostupnost BMP 5 %, s nosi¢em 15-30 % a pfi pouziti specidlniho proteinu, ktery
vaze BMP (BMP binding protein) az 90 % (Mc Govern et al.,2010). Pro klinické pouziti jsou
dostupné rekombinantni BMP-2 a BMP-7 na kolagennim nosi¢i. Zvazuje se jejich aplikace
ke stimulaci hojeni zlomenin, kostnich defektti, pakloubii a pfi spindlni fuzi. Byly provedeny
studie hojeni pakloubli tibie s rhBMP-2 versus autoStépy, se srovnatelnymi vysledky
(Govender et al.,2002) a thBMP-7 byl pouzit pfi 1é€bé otevienych zlomenin tibie, bylo

zjisténo rychlej$i hojeni zlomeniny, operacni rany a méné infektti (McKee et al.,2002).

Zakladnim problémem pro kliniky je udrzeni terapeutické davky rustového faktoru v misté
kostniho hojeni dostate¢nou dobu. Vyvinuti u¢innych nosict s vazebnymi proteiny vyrazné
zlepSuje farmakokinetiku BMP, snizuje inicidlni nutnou davku, ale na druhé stran¢ také
zvySuje jiz dost vysokou cenu preparatu. Pouziti bovinniho kolagenu muze byt také rizikem
pro pfenos vir a prionl. Je moznd i alergickd reakce na thBMP. Je samoziejmosti, Ze
zakladni podminkou lé¢ebného tUspéchu je dostate¢né mnozstvi mezenchymalnich

kmenovych bunék v cilové lokalizaci.
3.3.1. Plazmaticky destickovy koncentrat (PRP)

Ristové faktory (pfedev§im PDGF, TGF-B, IGF, VEGF) jsou také obsazeny v a-granulich
krevnich desti¢ek, z kterych jsou uvoliovany jejich aktivaci koagulacni kaskadou v inicidlni
fazi hojeni. Tyto faktory ovliviiuji pfedev§$im chemotaxi a proliferaci mezenchyméalnich
kmenovych bunék, angiogenezi, ale nestimuluji ptimo tvorbu kostni tkan¢ a neobsahuji BMPs
(Pietrzak et al.,2005). Bylo vyvinuto né€kolik systému, které vytvareji koncentrat destiCek
z odebrané krve pacienta (30 — 60 ml) centrifugaci a separaci. Pfidanim trombinu a kalcia
vznikd gel, ktery se aplikuje do postizeného mista. Z hlediska kostniho hojeni neni dosud
pozitivni vliv PRP jasné prokazan. V experimentu bylo zjisténo, Ze vysoké koncentrace TGF-
B a PDGF inhibuji osteoindukci (Aspenbeg et al.,1996, Ranly et al.,2005). Dalsi studie
ukdzaly, Zze PRP vbunécné kultufe inhibuje osteogenni diferenciaci, je sniZzena aktivita

alkalické fosfatdzy, zvySuje rist fibroblastli a sniZzuje riist osteoblastli (Arpornmaeklong et
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al.,2004, Cenni et al.,2005). Choi se spolupracovniky prokazali hor§i kostni regeneraci
pii kombinaci PRP a autologniho kostniho $t€pu neZ u kontrolniho autoStépu bez PRP (Choi
et al.,2004). PRP s kolagennim nosi¢em nemélo zadny vliv na hojeni velkého defektu tibie
v experimentu (Sarkar et al.,2006). V klinickych studiich na posterolateralnich fuzich patete
bylo zjisténo, Ze pii kombinaci autologniho kostniho $t€pu a PRP bylo zhojeno 62 % fuzi,
bez PRP 91 % (Weiner et al.,2003), podobné udava Castro vice pakloubii s posterolateralni
fazi patete pti pouziti PRP (Castro,2004). Uréitym vysvétlenim, pro¢ dochédzelo spise
k inhibici osteogeneze, je skuteCnost, ze pti pouziti trombinu je najednou uvolnéno velké
mnozstvi rustovych faktor, zejména TGF-B, které mohou byt v nadbytku inhibitory.
Bez pouziti trombinu, pii pfedpokladaném pomalém uvoliovani ristovych faktorii z a-granuli

desticek byl efekt PRP na DBM pozitivni (Han et al.,2009).
3.4. Nosi¢e pro mezenchymalni kmenové bunky

Patii sem autologni kostni §té€py, alogenni kostni §tépy v riznych formach a syntetické nosice.
Nahrady kostni tkan€ fungujici téZ jako nosi¢e MKB by videdlnim stavu mély mit
osteokonduktivni, osteoinduktivni a zvIasté osteogenni vlastnosti.

Osteokondukce znamend, Ze nosi¢ ma takové makroskopické a mikroskopické strukturalni
vlastnosti, které umoznuji migraci, proliferaci a diferenciaci vSech bun€k ucastnicich se
novotvorby kosti a cév a je také umoznén transport nutrientd.

Osteindukce je charakterizovana podporou proliferace MKB na a ve sténach kostniho
defektu, event. bungk, které se dostaly do kontaktu s vypliovanym materidlem. Dale je to
podpora jejich diferenciace v osteoprogenitorové buiikky se schopnosti tvofit kost. Tato
vlastnost je pfedevSim vazana na ptitomnost ristovych faktorti, zejména BMP.

Osteogeneze je novotvorba kosti v souvislosti s pfitomnosti zivych osteogennich bunék

Vv nosici.

3.4.1. Autologni kostni §tépy

Tyto Sté€py jsou oznaCovany jako zlaty standard pii vyplni kostnich defektl. Mohou byt
pouzity jako spongidzni, kortikalni, v tizkych indikacich také vaskularizované. Protoze $tép
nema odliSnou imunologickou charakteristiku, je zanétova reakce v ivodu inkorporace §tépu
mirnd. Pfezivajici osteogenni bunky a rustové faktory se zapojuji do kostni novotvorby.

Autologni kostni §t€p ma osteokonduktivni, osteoinduktivni a ¢aste¢né i osteogenni vlastnosti.
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Nicméné pieziva jen ¢ast bunck na povrchu Stépu, které mohou byt vyZivovany difuzi (Heiple
et al.,1963). I pfesto je vyhodné zvétSeni poctu osteoprogenitorovych bun€k v misté¢ hojeni
jejich transplantaci, zejména tam, kde je jich nedostatek. Spongidzni $tépy se rychle
inkorporuji s relativn€ rychle vzniklymi cévnimi anastomézami a ukladanim nové kosti na jiz
pritomné trabekuly s naslednou remodelaci (Khan et al.,2005). Spongiézni struktura
umoziuje difuizi Zivin. Nevyhodou je mald mechanické pevnost $tépu, ktera se po inkorporaci
Stépu obnovuje za 6 az 12 mésicli (Gazdak et al.,1995). Kortikalis ma piedevSim
osteokonduktivni vlastnosti a jejich hlavni vyhodou je poc¢ate¢ni mechanicka pevnost zejména
u trikortikdlnich $tépl. Tyto Sté€py se pouZzivaji nejcastéji jako nevaskularizované, ale lze je
pouzit i scévni stopkou. Do povrchu tohoto St€pu proristaji cévy z okoli a pfitomné
osteoklasty odpovédné za resorpci zvySuji porozitu kortikalni kosti. Nésleduje aktivace
osteoblastli a novotvorba kosti s postupnou remodelaci (Heiple et al,1963).
Nevaskularizovany §tép tak ztraci pivodni pevnost po prvnich 6 tydnech. Jako prevence
zlomeniny nebo komprese Stépu je nutnd vnitini nebo zevni fixace po dobu hojeni
(Stevenson,1999). Spongidzni kostni §tép svou osteointegraci a remodelaci ptispiva postupem
Casu od minimalni k dobré mechanické pevnosti mista hojeni, zatimco kortikalni $tép je
mechanicky odolny na zacatku, pak mechanickou pevnost ztraci do doby své remodelace.
Autologni kostni $t€py odebirdme nejcastéji z lopaty kosti kycelni, pfiCemz je mozny odbér
z distalniho radia, tibie, fibuly. Nevyhodou je nedostate¢né mnozstvi, obtiZze pacientii v misté
odbéru, riziko infekce, prodlouzeni opera¢niho casu a moznost vyssi krevni ztraty (Banwart et

al.,1995).

3.4.2. Alogenni kostni $tépy

Jsou dostupné prakticky v rtiznych tvarech a velikostech, odpada riziko morbidity po odbéru
St€épu. Miizeme si vybrat spongiozni, kortikospongiézni nebo kortikalni $tépy, strukturalni
alosteépy, piipadné celé osteochondralni segmenty. Teoreticky je moznost pouzit Cerstvé Stépy.
Pro riziko pfenosu infekce a imunitni reakce se prakticky nevyuzivaji, ptestoze jejich
vyhodou je pfitomnost zivych osteoprogenitorovych bunck. Alogenni Stépy jsou
zpracovavany ve tkdnovych bankach a setkdvame se nejcastéji se zmrazenymi $tépy, lze je
lyofilizovat a demineralizovat. Zpracovavani aloStépu vcetné sterilizace sniZuje jeho
imunogenni vlastnosti, ale zmenSuje se i1 jeho mechanicka pevnost (zejména v torzi a ohybu)

a Castetné se zhorSuji 1 biologické vlastnosti. Na rozdil od cerstvého autoStépu jsou
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osteogenni buniky nezivé a je zachovana jen limitovand osteoinduktivni schopnost, o jejimz
faktickém vyznamu se vedou spory (De Long et al.,2007). Integrace aloStépu je na bazi
osteokondukce, je pomalejsi nez u autoStépu, imunologické faktory ruSi proces
revaskularizace a reosifikace St€pu (Heiple et al.,1963). Strukturalni alo$tép se nepiestavuje
v celém objemu (Bishop,1999). Kvalita inkorporace je hlavné zéavislda na dostatku
osteoinduktivnich a osteogennich faktorii v misté transplantace. Ke zlepSeni osteointegrace
alo$tépu jako osteokonduktivni matrice miize vést pfidani osteoinduktivnich substanci jako
rekombinantni BMP-2, pfipadné 1 aspirdt kostni dfen¢ s potencidlnimi osteogennimi

vlastnostmi (Fiala et al., 1977, Jones et al.,2006).
3.4.3. Demineralizovana kostni matrix

Vyrabi se kyselou extrakcei z alo$tépt. Obsahuje sit’ z kolagenu 1. typu, nekolagenni proteiny
véetné osteoinduktivnich rastovych faktorti (zejména BMPs). Kromé demineralizace se také
snizuje obsah tuku. Ve srovnani s nedemineralizovanymi alo§tépy ma nejmensi imunogenni
vlastnosti, ale také mnohem mens$i mechanickou odolnost. Velkym pftislibem byl prokazany
obsah osteogennich rastovych faktori a tedy predpokladané osteoinduktivni vlastnosti
(Urist,1965). Ty jsou presvédCivé prokdzany v experimentu na zvifatech (De Long et
al.,2007), ale ne dosud u pacienti. Pfi¢in mtze byt nckolik — rtznd kvalita kosti
od jednotlivych darcli, proménlivé a pfedem nestanovené mnozstvi riistovych faktorti, rizna
technologie vyroby demineralizované kostni matrix. Uspéchy pii experimentech na zvifatech
mohou byt dany menSimi defekty ve srovnani s klinickou praxi. DBM nabizi kolagenni sit,
ktera je velmi dobrym nosi¢em pro migraci, proliferaci a diferenciaci bunék, navic se jedna
o nebovinni kolagen. Ve snaze zlepsit vlastnosti DBM byly zkousSeny kompozitni materialy.
Napt. Tiedman se spolupracovniky kombinoval DBM s kostni dieni u poranéni skeletu.
Jednalo se vSak o nehomogenni skupinu pacienti bez kontrolni skupiny, kdy z39
sledovanych pacientit doslo ke zhojeni u 30, v nezhojenych ptipadech pievazovaly paklouby
(Tiedman et al.,1995). Protichtidné klinické vysledky byly uvedeny pfi uziti kombinace DBM
a PRP (Han et al.,2009).
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3.4.4. Kolagen

Kolagen I tvofi zdklad extracelularni matrix kosti. Samotny kolagen neni vhodny jako
nahrada kosti, ale mohou byt na n¢j navazany ristové faktory, véetné¢ BMP. Dale miize byt
soucasti kompozitnich materidlt s kalciumfosfatovou keramikou, kde usnadnuje jeji
osteointegraci (napiiklad Collagraft, Zimmer, USA). Tyto kompozitni materidly mohou byt
obohaceny téz autologni kostni dieni. Nevyhodou vétSiny kolagennich materidli je bovinni

ptuvod kolagenu s riziky pienosu infekce a alergické reakce.

3.4.5. Syntetické nahrady kostnich Stépu

Ve snaze eliminovat nevyhody autolognich $tépti — nutnost odbéru dal$im operacnim
piistupem a jejich omezené mnozstvi, a alogennich kostnich $tépli — riziko pienosu infektu
a imunologické rekce, jsou k dispozici syntetické ndhrady kostnich $tépt, které se lisi
slozenim, strukturou a vlastnostmi. Jedna se o trojrozmérné matrice, které musi byt se svymi

chemickymi, fyzikalnimi a biologickymi vlastnostmi v souladu s fyziologickym prostiedim.

3.4.5.1. Kalciumfosfatové nahrady kostni tkané

Jsou nejpouzivanégjsi syntetickou ndhradou kostni tkdné. Obecné mizeme biokeramiku délit
na bioinertni, povrchové aktivni a vstiebatelnou. V klinické praxi se pouZivaji hydroxyapatit,
trikalciumfosfat, bifazicky kalciumfosfat (kombinace hydroxyapatitu a trikalciumfosfatu)
nebo tzv. nizkoteplotni kalciumfosfatové cementy. Neporézni (denzni) materidly jsou
mechanicky pevnéjsi, porézni méné pevné, maji strukuru, ktera tvoii velmi dobrou
osteokonduktivni matrix k tvorbé kosti za pfitomnosti osteogennich bungk a riistovych faktora
pfijemce. Nejprve byl kalciumfosfdt pouzivan ve form& praSku (Ferraro,1979). NaSe
pracovist¢ ma dlouholeté zkuSenosti s experimentalnim i klinickym pouzitim bioaktivni
sklokeramiky ve spolupraci s vyrobcem - firmou Lasak Praha, s.r.o. Nejprve to byl
nevstiebatelny material BAS-O, kdy prvni klinické zkuSenosti byly publikovany v roce 1993
(Urban et al.,1993). Material byl pouzivan k vyplni defekt pfi reviznich operacich totalnich
endoprotéz kycelniho kloubu (Urban et al.,1998). Bioaktivni sklokeramika byly vyuzivana
nejen jako nahrada kostni tkéné, ale také jako nosi¢ antibiotik (Zitko et al.,1998). Vysledky
téchto aplikaci byly zhodnoceny v del§im Gasovém odstupu od implantace (Sponer et al.,
1998). Zaroven vSak probihaly experimenty pro vyvoj vstfebatelného trikalciumfosfatu

(Urban et al.,1996), ktery je v klinické praxi pouzivan na nasem pracovisti od roku 2002 -
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Poresorb®, Lasak Praha, s.r.o. (porézni [B-trikalciumfosfat). Trikalciumfosfat se jevi jako
vhodnd nédhrada spongiozni kosti. Je k dispozici v riznych forméch. Pro osteokondukci je

podstatna jeho porézni struktura s interporéznimi spoji.

Nizkoteplotni kalciumfosfatové cementy vznikaji smichanim prasku a roztoku pfi pokojové
teploté¢ za vzniku tuhnouci smési. Jsou charakterizovany velkym aktivnim povrchem — 100
m’/g oproti 1 m*/g u denzniho hydroxyapatitu (Frankenburg et al.,1998), jsou tedy biologicky
daleko vice aktivni. Mikrostruktura je porézni s interporéznimi spoji, jejichz velikost je
nicméné okolo 1 pm a neumozni tak vrast kosti. Jejich vyznam vSak spociva v adsorpci
molekul proteind, zv1asté pak téch, které stimuluji osteogenezi (intrinsic osteoinduction). Tyto
materialy jsou odbourdvany vrstva po vrstvé a Uplnd resorpce je zdlouhava. Maji vSak lepsi
mechanické vlastnosti, zejména v kompresi a jsou zdokumentovana uspé$na vyuziti v kostni
traumatologii (Larsson et al,2002). Nevyhodou cementu je moZnost zateCeni mimo

pozadované ohraniceni, tedy napt. do kloubni dutiny nebo patefniho kanalu.

Kalciumfosfatové ndhrady  kostni tkdné¢ jsou pouzivany k vyplni kostnich defektl
po exkochleaci benignich tumorti, nddorim podobnych afekci, u defekti pti aseptickém
uvolnéni endoprotéz, u nékterych zlomenin v oblasti epifyz a metafyz s nutnosti nahradit

komprimovany kostni objem.

3.4.5.2. Kalciumsulfat

Pouziti kalciumsulfatu, respektive sadry k vyplni kostnich defekti bylo poprvé popsano
Dressmannem v roce 1892 (Dressmann,1892). V soucasné dob¢ je doddvan ve formé krystalt
stejné velikosti a tvaru, které se rozpoustéji béhem 30 az 60 dni (napiiklad OsteoSet, Wright
Medical Technology, USA). Kyselé prostiedi vznikajici pii jeho pomémé rychlém
rozpousténi mize byt vyhodné pti 1€cbeé kostniho infektu a také proto, Ze lze na kalciumsulfat

navazat antibiotika. Byly vSak popsdny zanétové a alergické reakce na vypli (Robinson et

al.,1999).

3.4.5.3. Inertni keramika

Bioinertni keramika je zaloZena na bazi oxidii o - AL O3, ZrO,, Y,03 a TiO,, které v kontaktu
s zivou tkani nevyvolavaji zanétové reakce. Tato keramika je pouzivana hlavné
na mechanicky namahané aplikace (korund, zirkoni¢itd keramika, zirkoni¢ito korundova
keramika) nebo jako nizkootérové povlaky (pyrolyticky uhlik, resp. ,,diamond-like carbon®),

vyuziti nachazi v kloubnich implantatech.
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3.4.5.4. Polymery

Syntetické polymery nejsou vyrdbény piimo z latek obsazenych v kosti. Jejich vyhodou je
moznost vyroby piimo v prostorovém tvaru defektu a presné definovana vnitini struktura
véetné¢ mechanickych vlastnosti odpovidajicim Zivé kosti. Ur€itym problémem mohou byt
degrada¢ni produkty polymerli — moznost toxicity nebo vyznamné zmény pH. Udava se
moznost polyglykolem indukovaného zanétu a synovialitidy (Ceonzo et al.,2006). Jednim
z materialii je PLGA [poly(lactic-co-glycolic acid)] s trojrozmérnou porézni strukturou, kde
vSak byla zjiSténa migrace osteoprogenitorii do materiadlu pouze do vzdéalenosti 200 pm a je
tedy doporucovano v humanni medicin€ pouziti jen u malych defektl (Ishaug-Riley et al.,
1997). Dale byly zkouSeny kombinované materialy polymert s kalciumfosfatovou keramikou,
napf. kombinace polylaktatu a trikalciumfosfatu s mechanickymi vlastnostmi podobnymi zivé
kosti (Kikuchi et al., 1999), kombinace polylaktatu s hydroxyapatitem s dobrou migraci bun¢k
dovnitt materidlu (Zhang et al.,1999), dale kombinace bifazického kalciumfosfatu
s methylhydroxypropylcelulozou — moznost aplikovat v injekéni formé. Oddifundovanim
methylceluldzy vzniké prostor pro novotvotrenou kost (Daculsi et al.,1999). Novymi materialy
jsou degradabilni polyuretany, napi. DegraPol-foam (Ab Medica, Itilie), u kterych byl
prokdzan velmi dobry rast osteoblasti uvniti materidlu a prakticky Zzadnd toxicita
degradacnich produktt (Kikuchi et al.,1999). Materidl Polyactive (Octo Plus, Nizozemi) na
bazi polymeru polyetylénoxidu a polybutylen tereftalitu ma vlastnosti hydrogelu. Tlak
vznikajici jeho nabobtnanim muize mimikovat nitrokostni fyziologicky tlak. Jinym feSenim
jsou polymery, které jsou degradovany pouze na povrchu vrstvu po vrstve, udrzuji si tak delsi
dobu dobré mechanické vlastnosti (polyortoestery, polyfosfazeny, polyanhydridy-ko-imidy)
(Attawia et al.,1999). V neposledni fad¢ je snaha obohatit polymery ristovymi faktory, napf.
polylaktat s BMP-2 a kolagenem (Winn et al.,1999).

3.4.5.5. Kovy

K nahrad¢ kostni tkané, zejména v oblasti endoprotetiky, lze pouzit i kovy. Historicky

nejstar$im pouzivanym kovem je zlato, které nevyvolava alergické reakce. V soucasnosti jsou

pouzivany korozivzdorna ocel, slitiny kobaltu, chromu, molybdenu, titanu, pro vyplné

kostnich defektii je vyrabén porézni tantal. Porézni tantal s pfitomnymi interporéznimi spoji

umoziiuje rychly kostni vrist. Potazeni kovli hydroxyapatitem podporuje ptimou vazbu kosti
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v porech (Tisdel et al.,1994). Vzhledem k technologii vyroby jsou pouzitelné tyto nahrady
v pfesn¢ definovanych pravidelnych defektech a pro vysoké vyrobni teploty neni mozné
pfidani biologicky aktivnich latek jako jsou rastové faktory. DalSim typem jsou kompozitni
materialy, kdy kov s dobrymi mechanickymi vlastnostmi je pokryt vrstvou bioinertni (slitina

kobaltu a nitrid titanu) nebo bioaktivni (slitina kobaltu a hydroxyapatit) keramiky.

3.4.5.6. Struktura materidlu

Struktura biomaterialu urcuje jeho mechanické vlastnosti a vytvari prostfedi k ptichycent,
proliferaci, migraci a diferenciaci mezenchymadlnich kmenovych a osteoprogenitorovych
bun¢k. Zaroven predurcuje vhodné podminky pro angiogenezi, transport metabolitll a obecné
pro naslednou remodelaci kosti. Efektivni remodelace je zavisla na novotvorbé kosti v celém
rozsahu defektu. Jednotlivé matrice se 1i8i svou makro-, mikro- a nanostrukturou.

Jsou k dispozici biomaterialy s riznou makrostrukturou od pravidelnych geometrickych tvart
jako jsou naptiklad blocky po amorfni strukturu riznych granuli a vlaken, které umozni vypln

1 velmi nepravidelnych defekti.

Z hlediska mikro- a nanoarchitektury je preferovana porézni struktura, kdy jsou makropory
urcité velikosti jesté propojeny mikropory. Velikost, objem a hustota portt ma vliv na kvalitu
kostniho vriistu, spoje mezi makropory slouzi zejména k transportu metabolitli. Optimalni
velikost port pro vriist a preziti kostni tkané je diskutovana a od rliznych autord je uvadéna
v rozmezi 50 az 500 um, u mikropdéri < 10 um (Kuhne et al.,1994, Galois et al.,2004,
Karageorgiou et al.,2005, von Doernberg et al.,2006).

Novym smérem je vyvoj nanomateriald, jejichZ povrch je tvofen Casticemi o velikosti 1 az
100 nm. Takovyto povrch je vyhodny pro adsorpci proteinti, adhezi bunék, jejich diferenciaci
a tvorbu extracelularni matrix. Tento ptedpoklad vychazi ze skutecnosti, Ze kostni buiiky jsou
fyziologicky adaptovany na takovéto prostfedi — krystaly hydroxyapatitu (délka 20 az 80 nm
a tloustka 2 az 5 nm) a kolagenni vldkna o priméru menSim nez 500 nm (Sato et al.,2004).
Experimentalné¢ bylo prokdzano, Ze nanomateridly mohou pozitivné¢ ovlivnit aktivitu
osteoblastil a osteoklastii, mohou vézat rastové faktory a maji tak potencial k vyraznému
zlepSeni osteointegrace biomateridli. Pfi pouziti stiibra se vykazuji i antibakterialnimi

vlastnostmi (Nair et al.,2008).

Mechanické vlastnosti matrice jsou dané druhem biomaterialu a jeho strukturou. Je dulezité,

aby nedoslo k mechanickému selhani a kolapsu matrice dfive, nez bude dosazeno zhojeni.
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Stejné tak dilezité je i urcité napéti v matrici, nebot mechanické podnéty jsou nezbytné
pro kostni diferenciaci a remodelaci. Matrice z kovi a nevstiebatelné keramiky udrzuji svou
mechanickou pevnost, ale chybi moznost remodelace, je vysokd koncentrace napéti mezi
rigidnim materidlem a okolni kosti vedouci k bolestem a zvySuje se riziko zlomeniny.
V soucasné¢ dobé je davana piednost vstfebatelnym materidlim. ZvySené naroky
na mechanickou pevnost jsou Casto feSeny podplrnou osteosyntézou. Nicméné pii vyvoji
novych materiali by byla optimalni tzv. kontrolovand degradace materialu tak, aby bylo
jasné, za jak dlouho ztraci matrix své mechanické vlastnosti, kdy je zcela vstiebana, jaké latky
vznikaji degradaci matrix. Pfesné stanoveni, kdy dojde k signifikantni ztrat¢ mechanické
pevnosti biomateridlu, neni mozné, protoZze na této ztraté se podili nejen biodegradace
materialu, ale také individudlni nahromadéni sil vedoucich k jeho unavé a kolapsu (Muschler

et al.,2004).

3.4.5.7. Biochemicka charakteristika materidlu

Po implantaci jsou biomateridly pokryty proteiny a lipidy, které se adsorbuji na povrch
a po tomto kontaktu mohou ménit svou strukturu, v€etné ptipadné denaturace. Exponuji se tak
rizné proteiny, které reaguji s povrchovymi receptory bunck a modifikuji tak interakci
biomateridl — okolni tkan (Altankov et al.,2000). Je zndma dobra afinita hydroxyapatitu
a kalciumfosfatu k rastovym faktorim BMPs (Uludag et al.,2000). Vyuziti je mozné
v klinice, kdy je snaha pokryt matrice ristovymi faktory jiz pifed implantaci. Takto jsou
na kolagen navdzany BMP-2 (Infuse; Medtronic Sofamor Danek, USA) nebo BMP-7 (OP-1
Device; Stryker Biotech, USA).

Pro pfeziti bun€k v matrici je nutné udrZeni fyziologického prostfedi, zejména ve smyslu
osmolarity a pH. Vhodnd je hydratace biomateridlu izotonickym roztokem pied implantaci.
Problematicky mtize byt kalciumsulfat (CaSOs), ktery se pomerné rychle rozpousti a vytvari
tak hyperosmolarni prostfedi. Vliv na pH a osmolaritu maji i degradacni produkty matrice,
napf. negativné mohou pusobit produkty hydrolyzy polylaktath a polyglykolid. Vyhodné
spojeni degradace matrice a kostniho vristu je popsan Lutolfem a spolupracovniky. Gel
na bazi polyethylen oxidu obsahujici peptidy véetné bunéénych adhezivnich proteinti, které

jsou uvolinovany pti degradaci gelu (Lutolf et al.,2003).
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3.5. Geneticka terapie

Ttebaze se dosud jedna o experimentéalni aplikace, je nutné zminit moZnost genetické terapie.
Pozornost se obraci zejména na rlstové faktory, které jsou nyni klinicky pouzivany
na kolagennim nosi¢i a je nutné je davkovat az v milionkrat vétSich davkach, nez jsou
fyziologické koncentrace. Je zde tedy redlnd moznost nezadoucich ucinkl a zarovei nelze
zarucit postupné uvoliiovani riistového faktoru z nosi¢e po dobu nutnou ke zhojeni defektu
nebo zlomeniny. Genetickd 1é¢ba spociva v prenosu genetickych sekvenci kodujicich rastové
faktory do bun¢k v misté zlomeniny, které pak budou tyto faktory produkovat pouze v této

lokalité a ve fyziologickych davkach.

Komplementarni deoxyribonukleova kyselina (¢cDNA) kédujici ristovy faktor je prenesena
vektorem do cilové bunky. Pti pouziti virového vektoru hovofime o transdukci, pfi nevirovém
vektoru o transfekci. Lécba miize byt realizovana in vivo, kdy je podan vektor celkové nebo
lokaln¢ pacientovi, nebo ex vivo, kdy jsou cilové buiiky nejprve odebrany, kultivovany, je
provedena transdukce a buiky jsou zpét transplantovany na pozadované misto. In vivo
technika byla pouZzita experimentalné napiiklad Baltzerem a spolupracovniky. Vytvoftili
segmentalni defekt femuru u kralikid a lokaln€ injekéné aplikovali adenovirovy vektor nesouct
cDNA BMP-2. Béhem 12 tydnl se defekt zhojil dle radiologického i histologického nélezu
u vSech takto lécenych defektii, zatimco v kontrolni skupiné bez aplikace vektoru vznikl
fibrézni pakloub (Baltzer et al.,2000). Betz se spolupracovniky aplikovali stejny vektor
do kritickych defekti femurti u potkant a hodnotili nejen radiologické a histologické znamky
hojeni, ale i mechanické vlastnosti zhojenych femuri. Zjistili, Ze k radiologickym znadmkém
zhojeni doSlo u 75 % defekt, nicméné tyto dle rentgenovych snimkd zahojené defekty
vykazovaly pouze 25% mechanickou pevnost oproti zdravym femurim, zaroven lepsi
vysledky byly v ptipadé podani vektoru v odstupu 5 az 10 dnti od vytvoreni defektu (Betz et
al., 2007). Z nevirovych vektord jsou pouzivany plazmidy. Vyhodou in vivo pfistupu je
jednodoba procedura, niz§i cena. Nevyhodou je niz§i Gc¢innost, nejistota zasaZeni cilovych
bunék, imunitni reakce na virovy vektor, piipadné virulence. Vyhodou ex vivo pfistupu je
vys$si ucinnost, jistota zasazeni cilovych bunék, neni riziko virové inokulace. Nevyhodou je
dvoudoby postup, vyssi cena. Moznd je téZ kombinace dvou rustovych faktorti jako napft.

BMP-2 a VEGF (Peng et al.,2005).
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3.6. Shrnuti uvodu

Zavérem uvodni Casti lze shrnout dosud nevyjasnéné otazky v oblasti kostniho hojeni

a v moznostech nasi 1é¢ebné intervence. Nékteré z nich jsou pfedmétem nasi experimentalni

a klinické ¢asti a podil na jejich feSeni jsme si dali jako cile dizerta¢ni prace.

Podle naSeho nazoru je tfeba vyzkum v téchto oblastech:

- Pokracujici studium fyziologie kostniho hojeni a moZnosti jeho ovlivnéni, pficemz je

nutné vytvorit takové experimentalni modely, které se budou co nejvice pfiblizovat

klinickym podminkdm v humanni medicing:

vliv mnozstvi MKB a jejich proliferanich schopnosti v misté hojeni, otazka

potencidlu kostni regenerace ve vysSim véku,

otazky spojené s izolaci a kultivaci MKB — vyfeSeni bezpecnosti metodiky
z hlediska kultiva¢nich médii, rizika infekéni kontaminace, ztraty schopnosti

jejich diferenciace a také ekonomickych nakladd,

porovnani u¢innosti zvySeni poc¢tu osteogennich bunék v misté hojeni ve forme

aspiratu kostni dfen¢, monocytarniho koncentratu a nakultivovanych MKB,
moznosti podpory diferenciace MKB v proosteogenni buiiky,

problematika spojend s aplikaci rustovych faktori — které druhy, otdzka

nejvhodnéjsiho nosice, davky a farmakokinetiky,
ovéteni terapeutické ucinnosti autolognich ristovych faktorii v PRP,

problematika nosi¢ MKB, interakce MKB s jednotlivymi nosi¢i od
autolognich $tépl pfes rtizné formy alogennich Stépt az k jejich umélym

nahradam,

moznosti a ptinos genetické terapie.
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- Hojeni kostnich defektii v terénech s rizné ptiznivymi podminkami pro kostni hojeni

z hlediska ptitomnosti MKB, rastovych faktori a vaskularity:

problematika fyziologie hojeni kostniho defektu s moznymi pozitivnimi

a negativnimi vlivy,

e moznosti ovlivnéni neoangiogeneze, piipadné vyuziti nosici kysliku,

e otazka volby typu vypln¢ defektu a operacni techniky,

e dosaZeni optiméalni mechanické pevnosti kosti v misté¢ defektu, vliv podpirné

osteosyntézy na hojeni defektu,

e ovlivnéni kostni remodelace, vliv zatéze koncetiny, fyzikalni terapie.
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4. Cile prace

Experimentalni studie:

VySetieni kostni denzity u starSich pacienti s koxartrézou podstupujicich
implantaci totalni endoprotézy kycelniho kloubu.
Zjisténi koincidence koxartrozy a nizsi kostni denzity.
Odbér kostni di‘ené od téchto pacientii, izolace a kultivace MKB.
Stanoveni poctu, viability a prolifera¢ni schopnosti MKB, porovnani nalezi
u pacientii s normalni a niz8i kostni denzitou.
Interakce MKB s vybranymi nosi¢i — hodnoceni tvorby kolagenu a extracelularni
mineralizované matrix:

e porovnani aktivity MKB v aspiratu kostni diené a monocytarnim

koncentratu,

e porovnani aktivity MKB na alogennich S$tépech a umélych Kkostnich

nahradach.

Klinicka studie:

Hodnoceni hojeni kostnich defektii v zavislosti na jejich velikosti, poloze v kosti
kortikalni, kortikospongiézni a spongiozni a také na véku pacienta.

Vyhodnoceni resorpce vyplné a trabekulace defektu pri pouZziti autolognich
kostnich $tépi, porézniho B-TCP a jejich kombinace.

Zhodnoceni vlivu soucasné osteosyntézy a zatéZe koncetiny na hojeni defektii.

Zjisténi indikaci pro pouziti B-TCP jako nahrady kostnich Stépi.
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5. Experimentalni studie
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5.1. Uvod

U déti a mladSich dospélych lze predpokladat dostatecné mnozstvi MKB 1 jejich dobrou
proliferacni aktivitu a hojeni kostni tkan€ zpravidla za standardnich podminek nebyva
problematické. Na druhé strané obtiZe mohou nastat u seniori. Na kostni hojeni maji vliv
nejen fyziologické zmény vramci starnuti, ale také pfidruZzend onemocnéni. DileZitost
uvedenym obecnym trendem zvySovani poctu seniord, prodluZzovani veéku, zvySovanim
narokll na funk¢ni pohybovy aparat a s tim souvisejici nutnost feSeni zlomenin a kostnich

defektl v osteoporotickém terénu nebo v ramci reviznich operaci aloplastik.

Na intenzitu a kvalitu kostniho hojeni ma vliv mnoho faktorti. Pocet a proliferacni schopnost
MKB a jejich interakce s nosi¢em jsou vyznamné. Malo je vSak prozkoumany jejich vztah
k osteopenii nebo osteopordze. Casto navic neni snizena kostni denzita u pacientii odhalena.
Je tedy otazka skute¢ného vyskytu snizené kostni denzity u starSich pacientl, ptipadné jeji

koincidence s artrézou a jeji vliv na reparacni schopnost kostni tkané.

Z hlediska matric pro proliferaci a diferenciaci MKB jsou autologni kostni §tépy povaZzovany
za standard. Alogenni kostni $t€py v rizné formé se téz osvédCily. Pouzivany jsou nejen
zmrazené kostni aloSté€py, ale 1 demineralizovand kostni matrix. DBM nabizi kolagenni sit,
ale za cenu dalSich technologickych uprav. Nabizi se tedy otdzka, zda tim neztraci n€které
vyznamné biologické vlastnosti. Zaroveii neni plné prostudovdna problematika interakci
MKB s témito aloStépy. Tématem k feSeni je i indikace a forma transplantace MKB —
v aspiratu kostni dfen¢, monocytarnim koncentratu nebo jako kultivované MKB. Piiklad
uspésného pouziti masivniho alo$tépu z materidlu naseho pracovisté dokumentuji Obrazky la

a lb.
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Obr. la Obr. 1b

la/ Rentgenovy snimek kycelniho kloubu pacienta (roc. 1961) z roku 2007, kterému byl
transplantovan masivni alostép v roce 1981 pro parcialni nekrozu hlavice femuru (vyznacen
useci), klinicky byl bez obtizi. Po 28 letech byla implantovana totalni endoprotéza kycelniho
kloubu.

1b/ Rentgenovy snimek histologického rezu hlavici femuru doklada vybornou integraci Stépu
s prestavbou na okrajich alostépu (Sipky), centralni cast alostépu je skleroticka s vytvorenymi

pseudocystami.

V soucasné dobé¢ je k dispozici celd fada umélych néhrad kostnich $tépi. Na nasi klinice byla
testovana ve spolupraci s firmou Lasak Praha, s.r.o. pfedevs§im kalciumfosfatova keramika.
Byly provéadény testy in vitro, experimenty na zvifatech a probéhly implantace do kostnich
defekth u pacientli. Trendem je pouziti vstfebatelnych materidlti, na naSem pracovisti

porézniho B-TCP. Obrazky 2a a 2b zobrazuji jeho porézni strukturu.
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S 2 N
S4700 15.0kV 13.1mm x1.00k SE(V) 50.0um S4700 15.0kV 13.1mm x4.00k SE(V)

Obr. 2a Obr. 2b

Porézni struktura p-TCP (Poresorb, Lasak Praha,s.r.o.), obr 2a pri zvétseni 1000x, obr 2b pri

zvetseni 4000x v elektronovém mikroskopu.

Jednim z cilli experimentédlni prace bylo zjisténi interakci MKB s timto materidlem (zjiSténi
tvorby kolagennich vldken a extraceluldrni mineralizované matrix) a porovnani s alostépy

a nekterymi dalSimi umélymi ndhradami kostnich §tépt.
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5.2. Metodika

V experimentalni ¢asti byla k testim MKB pouzita kostni dfen 24 pacientek odebrana
z trochanterické krajiny kosti stehenni béhem implantace totdlni endoprotézy kycelniho
kloubu pro diagnézu primarni artrozy IV. stupné. Jejich primérny veék byl 70 let (interval 60
az 81 let, medidn 69 let). Z hlediska vlivu osteopenie/osteopordézy bylo provedeno
pfedoperacni denzitometrické vySetfeni v den ndstupu k hospitalizaci na pfistroji Discovery
(Hologic, USA) metodou dvouenergiové rentgenové absorpciometrie (DEXA). Zaroven byl

stanoven body-mass index (BMI).

V tomto souboru byla sledovana koincidence artrdézy a osteopenie/pordzy, izolovany byly
MKB a stanoven jejich pocet, viabilita a proliferacni schopnost. Déale bylo vySetfovano,
jakym zplsobem se MKB chovaji na vybranych nahradach kostni tkdn¢ uzivanych v nasi
ortopedické praxi pfi 1€cbé kostnich defektl. Jejich charakteristika je uvedena v dalsi ¢ésti

textu.

Odbér kostni diené¢ od pacientek, kterym byla implantovana totalni endoprotéza kycelniho
kloubu po seznameni a podepsani informovaného souhlasu, byl schvélen etickou komisi.
Vylouceny byly pacientky s anamnézou nadorového nebo infekéniho onemocnéni, nemocné
podstupujici dialyzacni 1é€bu a nemocné po transplantaci, dale pacientky s farmakologickou
anamnézou kortikosteroidni, cytostatické a imunosupresivni terapie. Pfed vlastni operaci byly
pacientky dle vysledku denzitometrie roztfidény na skupiny s normdlni a nizkou kostni
denzitou dle T-skore, kdy se naméfend hodnota srovnava s primérnou hodnotou u mladych
zdravych jedinc (30 rokt veéku). Vysledky jsou vyjadifeny pomoci smérodatné odchylky
(SD), kde kazda 1 SD je asi 10 % kostniho mineralu (Broulik, 2007). Kritéria pro hodnoceni
osteoporozy dle T-skore: do -1,0 SD zdrava populace, -1,0 az -2,5 SD osteopenie, rovno nebo
vétsi nez -2,5 SD osteoporoza a t€zké osteoporoza je definovand jako T-skoére vétsi nez -2,5
SD s kompresivnimi zlomeninami (WHO, 1994). Pted operaci byl vzdy proveden
za standardnich podminek pfedozadni rentgenovy snimek kycelniho kloubu. Metodikou dle
Singha a spolupracovnikl byl na zéklad¢ patrné trabekulace proximalniho femuru stanoven
tzv. Singhiv index, ktery na tomto principu vyjadiuje stupenn ubytku kostni tkan&. Hodnota
indexu se urcuje od 1 do 6, kdy stupent 6 je norma a stupen 1 je tézka osteopordza. Mezi
pro osteoporézu je stupein 3 (Singh et al., 1970) ( Obr. 3). Mista méteni kostni denzity
pii DEXA znézorniuje Obrazek 4.
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7in

1 — primarni medidlni tlakovy systém

2 — primarni lateralni tahovy systém

3 — sekundarni medialni tlakovy systém
4 — sekundarni lateralni tahovy systém
5 —tramce velkého trochanteru

Stupern 6
Vsechny skupiny tramcii
dobre patrny

Stupen 5

Dominuji primarni
medialni a lateralni
tramce

Stupen 4

Redukce primarnich
lateralnich tramcii bez
poruchy kontinuity

Stupen 3 — osteoporoza
Porucha kontinuity
primarnich laterdlnich
tramci

Stupen 2 — osteoporoza
Patrné jsou pouze
primarni medialni
tramce

Stupern 1 — osteoporoza
Redukované primarni
medialni tramce

Obr. 3 Méreni Singhova indexu na zakladeé trabekulace proximalniho femuru,

podle Singh et al., 1970
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1 — kréek femuru
2 — Wardiv trojuhelnik
3 — velky trochanter

Obr. 4 Mista méreni kostni denzity pri DEXA podle Koota et al., 1996

Implantace totalni endoprotézy kycelniho kloubu probihala standardnim postupem. VSechny
pacientky byly operovany ve spinalni anestézii. Zvolen byl anterolateralni ptistup. Po incizi
ktze, podkozi a fascia lata byl Castecné uvolnén Upon glutedlniho svalstva z velkého
trochanteru a zalozena Hohmannova elevatoria — za horni a dolni okraj krcku femuru
a za predni okraj acetabula. Dale nasledovala excize kloubniho pouzdra a ozfejméni
trochanterické oblasti. Pfed provedenim osteotomie krcku stehenni kosti byla standardnim
zptisobem pomoci Jamshidiho jehly (Jamshidi Monoject, 13G x 3 ” ~, Kendall, USA)
aspirovana z trochanterické oblasti femuru kostni dien v mnozstvi 2 x 10 ml do pfedem
heparinizovanych  stiika¢ek (10 ml). Roztok heparinu (Heparin Forte, Lé¢iva, Ceska

republika) byl po protazeni stiikackou ponechédn v jejim konusu (Obr. 5).

Odbér  kostni  drené  pomoci
Jamshidiho jehly z trochanterické
oblasti femuru behem implantace
totalni  endoprotézy kycelniho
kloubu. Odber pred provedenim
osteotomie krcku femuru.

Obr. 5 Odber kostni dienée
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Buné¢na suspenze byla pfidana k vychlazenému (4°C) PBS pufru (Invitrogen, USA) fedéného
s aqua pro inj. v poméru 1:10. Pomér kostni dfen€ a PBS pufru byl 1:1 (Obr. 6).

Obr. 6 Smichana kostni dieni s PBS pufrem pripravena k transportu

Takto piipravena kostni dfefi byla transportovana do laboratofe tkanovych kultur Ustavu
histologie a embryologie. Zde byla ¢ast diené¢ oddé€lena, z ¢asti byl ziskdn mononukledrni
koncentrat a izolovany MKB. Mononuklearni buiiky byly separovany centrifugaci 30 minut
pfi 2800 ot/min. na zakladé Ficoll-Paque (Amersham Biosciences, Svédsko) vztlakového
gradientu a byla vyuzita jejich adherence k plastim v pfipadé nasazeni plné kostni diené
a k hodnoceni schopnosti tvofit kolonie (CFU). Bunky byly kultivovany na TPP Petriho
miskach (Nunc, Dansko) pii 37°C za aerobnich podminek (5% CO2) v expanznim médiu
obsahujicim 2 % fetalniho teleciho séra. Toto expanzni médium se sklddalo z Eaglova
minimalniho esencidlniho média v alfa modifikaci - alpha-MEM (Invitrogen, USA), fetadlniho
teleciho séra (PAA, Rakousko), 2-fosfatu kyseliny askorbové (Sigma, USA), dexametazonu
(Sigma, USA), L-glutaminu (Invitrogen, USA), penicilinu a streptomycinu (Invitrogen, USA).
Po dosazeni 70% splyvavosti byly buiikky uvolnény 0,25% trypsinem-EDTA (Invitrogen,
USA). Bunky byly pocitdny pomoci ptistroje Z2 Counter (Beckman Coulter, USA). Viabilita
byla analyzovana pftistrojem Vi-Cell XR (Beckman Coulter, USA), ktery ji stanovuje pomoci
barveni trypanovou modii, kterd barvi cytoplazmu, ale neprochazi pies intaktni bunéénou
membranu - barvi se tedy pouze mrtvé burnky. Primokultura byla pasdZzovana mezi 7. az 14.
dnem, podle vzhledu kolonii. Dal§i pasaze byly indikovany vzdy po dosazeni 70%

splyvavosti.
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V pribchu dlouhodobé kultivace v zakladnich médiich byly pro kazdou pasaz stanovovany
dvé zakladni biologické charakteristiky:
- pocet populacnich zdvojeni (number of population doublings),

- Cas pottebny na zdvojnasobeni populace (doubling time).

K vypoctu byly pouzity tfi zdkladni parametry:
- pocet nasazenych bungk,
- pocet bun¢k v kultuie po pasézi,

- Cas, ktery uplynul mezi pasazemi.
Izolované MKB byly vizualizovany mikroskopii s fdzovym kontrastem.

V dalsi fazi bylo testovano chovani MKB od vybranych darcli s normalni kostni denzitou
na trojrozmérnych nosicich kostni tkang. Vzhledem k tomu, ze v soucasné dob¢ neni povolené
pouziti nakultivovanych MKB v klinické praxi, bylo nandseno na ptipravené nosice bud’ 3 ml
aspirované kostni dfené¢ nebo 3 ml monocytdrniho koncentratu. Kultivace probihala
v expanznim médiu 2 tydny, poté byly vzorky zpracovany pro elektronovou mikroskopii -
trojrozmérné agregaty byly fixovany 24 hodin ve 4% roztoku formaldehydu, po promyti
destilovanou vodou byly vzorky odvodnény vzestupnou etanolovou ftadou, pievedeny
do 100% hexametyldisilazanu a vysuSeny na vzduchu v digestofi pii teploté laboratofe
(Slizova et al.,2003). Potom nasledovalo pokoveni napraSenim zlata v tloustce 15 nm
v pfistroji Polaron SC 7620 (Quorum Technologies, Velka Britanie). Vzorky byly pozorovany
a fotografovany v rastrovacim elektronovém mikroskopu Tesla BS 301 (Tesla, Ceska
republika) pfi zobrazeni v médu sekundérnich elektronti pifi urychlovacim napéti 25 kV.
Hodnotili jsme novotvorbu mineralizované extraceluldrni matrix a pfitomnost kolagenu. Tam,
kde nebyla jeho tvorba dostate¢na, bylo pouzito sérové diferencia¢ni médium s 10 % FCS
a pridavkem kyseliny L-askorbové (Sigma, USA) 0,5 mM/I, beta-glycerofosfatu (Sigma,
USA) 10 mM/I a dexametazonu (Sigma, USA) 0,1 M/1.

Z nosicl byly testovany - zmrazeny alogeni spongiozni Kostni $tép z proximalni tibie
a demineralizovana kostni matrix vyrobena z alogenni hlavice femuru. Oba certifikované
nosi¢e byly ziskany z Tkafové ustfedny Fakultni nemocnice Hradec Kralové. Cerstvy
autologni kostni S$tép nebyl pouzit, protoze zvolenou metodou hodnoceni piitomnosti
kolagenu by nebyl odliSen piivodni a nové vytvoreny kolagen. Dale byl testovan porézni p-

trikalciumfosfat (Poresorb-TCP®, Lasak Praha, s.r.o., Ceska republika), lisovany
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hydroxyapatit pii 150 °C (HA 150, Lasak Praha, s.r.o., Ceska republika)*, kalciumsulfat

bez porézni struktury (Osteoset®, Wright Medical, USA). Ptehled nosicii je uveden v Tab. 2.

Tab. 2 Nosice MKB pouzité v experimentdlni ¢dsti

Nosi¢

Charakteristika

Alogenni spongiozni kostni Stép

MraZeny §tép z proximalni tibie dle standard Tkaiové ustredny

Demineralizovana kostni matrix

Vyrobena kyselou extrakei z alogenni hlavice femuru dle standardt

Tkanové ustredny

Porézni B-trikalcium fosfat

B-Ca3(P04)2, velikost granuli 1,3+0,7 mm, velikost makroporti
100 pm, velikost mikroportt 3+2 pm, porozita 35+5 %, specificka
hustota 305050 kg/m’, teplota sinterovani 1180 °C

Lisovany hydroxyapatit pti 150 °C

Cal0O(PO4)6(OH)2, velikost granuli 0,6 — 1 mm, velikost
makrop6rt > 100 pm, stiedni velikost mikroporti 5 nm, porozita 83

%, mérny povrch 78,3 m%/g

Kalciumsulfat

Alfa hemihydrat CaSO4 s krystalickou strukturou ve forme 4,8 mm
pelet

* HA 150 byl nové vyroben v dobé& jiz probihajicich experimentl, proto byl zafazen az

v dalsi fazi testovani v diferencia¢nim médiu.
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5.3. Vysledky

5.3.1. Vyskyt osteopenie a osteoporozy

Dle vysledku denzitometrie byly Zeny rozdéleny na pacientky s normdlni denzitou (12 Zen)
a niz8i denzitou, resp. osteopenii (10 Zen) a osteopordézou (2 zeny). U zen byla tedy
koincidence artrozy a osteopenie nebo osteopordzy 50 %. Interval menopauza — operace byl
ve skupiné s normalni kostni denzitou 15 let, ve skupiné s niz§i kostni denzitou 24 let. Body-
mass index (BMI) u pacientek s normalni denzitou byl primérné 29,4, u pacientek s nizsi
denzitou 24,2. Zjistény Singhiiv index se shodoval s vysledky denzitometrie pouze u 7 z 24

zen (Graf' 1).

Graf 1 Vztah T-skore a Singhova indexu
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5.3.2. Poéty MKB

Na vztlakovém gradientu Ficoll-Paque bylo izolovano v priméru pii pfimém méfeni 23 x 10°
(11,6 x 10° — 125 x 10°) mononuklearnich bun&k. Z tchto bundk adherovalo na dno

kultiva¢nich nadob 123 (10 — 1100) bunék, coz odpovida 1230 CFU-F/ml.

Viabilita kultivovanych buné¢k byla dlouhodobé primémé 95 % (85 % - 99 %). U pacientek
s nizsi kostni denzitou byla stejnad viabilita bunck, ale mezenchymalni buiiky se odliSovaly
od pacientek s normalni denzitou mensim poctem (pocet CFU/ml u pacientek s normalni
denzitou 1235+550, u pacientek s nizsi denzitou 239+150). Tato situace je dokumentovana

na Obr. 7 a 8, graficky pak vyjadiena poctem CFU/ml v Grafu 2.

Typicky vretenovity tvar
kultivovanych MKB, na
Obr. 7 od pacienta
s normalni denzitou, na

Obr. 8 vyrazné mensi

pocet bunek od pacienta
s osteporozou,
mikroskopie s fdazovym

kontrastem, zvétseno200

Obr. 8 MKB u pacientii s osteoporozou
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Graf 2 Srovndni poctu CFU/ml u normalni a nizsi denzity kosti
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5.3.3. Proliferac¢ni aktivita MKB

Dalsi rozdil mezi MKB pacientek s normalni a niz8i kostni denzitou byl v proliferacni
aktivité. Nejvyraznéji se to projevilo ve tfeti pasazi, kdy MKB =z osteoporotické kosti
potfebovaly ve tieti pasazi az 10 x delsi ¢as ke zdvojeni populace nez builkky od pacientd

s normalni denzitou, v dalSich pasazich se rozdily vyrovnavaly (Graf 3).

Graf 3 Doubling time v jednotlivych pasazich
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5.3.4. Aktivita MKB na testovanych nosic¢ich

5.3.4.1. Alogenni kostni $tép
Pfi naneseni kompletni kostni dfen¢ i monocytarniho koncentratu byla patrna vyrazna tvorba

mineralizované extracelularni matrix a kolagenu jizZ v expanznim médiu.

Obrazky 9a-c: Novotvofend mineralizovand extracelularni matrix a vldkna kolagenu

po naneseni kompletni kostni dfené na aloStép v riznych zvétSenich v expanznim médiu.

Tmavsi struktura (silna Sipka) je
ptvodni alostép, svétlejsi struktura
(slaba Sipka) ukazuje novotvorenou

mineralizovanou extraceluldarni
matrix. Silna vildkna odpovidaji
kolagenu 1.

E &
i = s A RS -

Obr. 9a Alostép, zvétseno 100 x.

Vyrazna tvorba kolagenu v celém
zorném poli. Je patrna nejen na
povrchu (silna Sipka), ale také
pronika dovniti  alostépu  (slaba
Sipka).

"
oy

Obr. 9b Alostep, zvetseno 600 x.
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Detail silného viakna
kolagenu I a mineralizované
extraceluldarni matrix

s drobnymi depozity.

Obr. 9c Alostép, zvétseno 2000 x.

Obrazky 10a-b: Dokumentace podobného vysledku pii naneseni monocytarniho koncentratu,
avSak tvorba extracelularni mineralizované matrix je méné vyrazna ve srovnani s nanesenim

kompletni kostni dfen¢, pouZito rovnéz expanzni médium.

)

Obr. 10a Alostép, zvetseno 100 x. Obr. 10b Alostep, zvetseno 2000 x.

Dobra novotvorba kolagenu (slaba Detail silneho viakna kolagenu I
Sipka) na piivodnim alostépu (silna s méné zastoupenou mineralizovanou
Sipka). extracelularni matrix

40



5.3.4.2. Demineralizovana kostni matrix

Pii aktivit¢ MKB na demineralizované kostni matrix byla pozorovéna rovnéz tvorba kolagenu
v expanznim médiu, ale novotvofena vladkna byla ve srovnani s alostépem jemné;jsi a byla tedy

patrnd az pii vétsim zvétseni (Obr. 11a-b).

Obr. 11a DBM, zvétseno 600 x.
Dobra adherence bunék na matrix Vyborna adherence bunék s tvorbou
Jjemna kolagenni vidkna nejsou kolagennich vidken (Sipka), hojné
DFi tomto zvétSeni patrnd. zastoupenda mineralizovana
extraceluldarni matrix.
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5.3.4.3. Umélé nahrady kostnich Stépi

Pro umélé nahrady kostnich $tépt bylo spole¢né, Ze novotvorba kolagenu po naneseni kostni
dfené¢ 1 monocytarniho koncentratu nebyla prakticky patrnd v expanznim médiu. Obrazky

12a-b zobrazuji B-TCP (Poresorb-TCP®) a obrazky 13a-b kalciumsulfat (Osteoset®).

Obr. 12b S-TCP a monocytarni koncentrat,

zvetseno 2000 x. zvetseno 2000 x.
Mnohocetné ostriivky mineralizované Ojedinélé  ostrivky mineralizované
extracelularni matrix na p-TCP, extraceluldarni matrix (Sipka), bez
ale bez patrné tvorby kolagennich patrné tvorby kolagenu.
vidken (Sipky).

Na obrazcich 12a a 12b je rovnéZ patrna porézni struktura B-TCP: jak makroporozita, tak
mikroporozita. Mineralizovana extracelularni matrix adheruje k povrchu materialu, ale je

zietelna rovnéz v porech.

V elektronové mikroskopii byl patrny rozdil v Cetnosti ostrivkil extraceluldrni matrix pii
naneseni kompletni kostni dfen¢ a monocytarniho koncentratu. Pfi naneseni monocytarniho

koncentratu je jejich tvorba ojedinéla.
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N LT

Obr. 13a Kalciumsulfat a kompletni Obr. 13b Kalciumsulfat a monocytarni
kostni dren, zvétseno 2000 x. koncentrat, zvétseno 600 x.
Tvorba mineralizované extraceluldrni Bez zrejmé tvorby kolagennich vidken
matrix ani tvorba kolagenu nejsou a mineralizované extraceluldrni matrix.
ziejmé.  Jsou  patrny  nerovnosti Pri mensim zvétSeni patrny defekty
a proldakliny materidlu, ktery nemad a nerovnosti materialu.
porézni strukturu (Sipky).

Pti zvéteni 2000 x je ziejmy rozdil ve struktufe obou materidlli. Zatimco Poresorb-TCP® ma
jasnou porézni strukturu, Osteoset® vytvaii v pribéhu své resorpce spiSe nerovnosti
a prolakliny, zaroven pfi tomto zvétSeni je patrny vyrazny rozdil v tvorbé mineralizované

extracelularni matrix, na Osteosetu® prakticky chybi.

Vzhledem k nedostate¢né tvorbé kolagenu na umélych ndhradach kostnich §tépti v expanznim
médiu byly na tyto ndhrady nanaSené kompletni kostni diei a monocytarni koncentrat,
kultivované v proosteogennim sérovém diferencianim médiu. K obéma predchozim
testovanym materidlim (porézni B-trikalciumfosfat a kalciumsulfat) byl jeste pfidan lisovany
nizkoteplotni HA 150 (Lasak Praha, s.r.o., Ceska republika) vzhledem k dobré adherenci
bun¢k na kalciumfosfatové materidly. Tento materidl s pfedpokladanymi vybornymi
bioaktivnimi vlastnostmi byl ve firm¢ Lasak Praha s.r.o. vyroben az v dobé probihajicich

experimentll, proto nebyl zafazen v piedchozi fazi.

43



Obrazky 14a-c dokumentuji vytvofend kolagenni vlakna po naneseni kompletni kostni diené

na porézni B-TCP (Poresorb-TCP®) v diferenciaénim médiu v riznych zvétSenich.

Pri naneseni kompletni kostni drené
na porézni [-TCP je ziejmad vyrazna
tvorba silnych kolagennich vidken
typu I na povrchu i uvniti materidalu

(ipka).

Pri vétsim zvétSeni je patrna husta
sit kolagennich vidken typu 1

prekryvajici prvodni material.

v &l
Obr. 14b B-TCP, zvétseno 540 x.

Detail kolagennich vldken
pokryvajich material
a zasahujicich i do jeho
nitra (Sipka).

Obr. 14c B-TCP, zvétseno 2400 x.
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Obrazky 15a-c zobrazuji novotvofenou sit’ kolagennich vldken po naneseni monocytarniho

koncentratu na porézni B-TCP a kultivaci v diferenciaénim médiu v riznych zvétSenich.

Novotvorba kolagennich
vidken typu [ pokryvajici
porézni B-TCP.

Pri veétsim zvétseni je ziejma tvorba
kolagennich vidken typu [ i wuvnitr
materialu (Sipka).

Detailne patrna husta kolagenni sit
kolagenu [ zasahujici do nitra
biomaterialu.

Obr. 15¢ p-TCP, zvétseno 2300 x.
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Obrazky 16a-c: Po naneseni monocytarniho koncentrdtu na lisovany HA 150
v diferenciaénim médiu byla zakladnim znakem dobré tvorba kolagennich vldken, ale pouze
na povrchu materidlu. Zarovenn byl i1 jiny charakter vldken — tvofily plosné utvary

z retikularnich vlaken, kterd odpovidala makroskopicky kolagenu III.

Vyrazna tvorba plosnych utvarii
z kolagenu na lisovaném HA 150

(Sipky).

Pri vetsim  zvetSeni  byly
pozorovany  kolagenni  vidkna
pouze na povrchu materidalu.
Mely charakter  retikularnich
vidken, resp. sité z kolagnu I11.

Na detailu dobre patrny biomaterial
a retikuldarni kolagenni vidkna, ktera
nezasahuji do jeho nitra (Sipka).

3 -/

Y " —

Obr. 16¢c HA 150, zvétseno 1480 x.
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Obrazky 17a-b: Po naneseni monocytdrniho koncentritu v diferenciaénim médiu na
kalciumsulfat (Osteoset®) byla ojedinéld tvorba kolagennich vldken na povrchu a v okoli
otvord. Tento materidl nema porézni strukturu.

Patrna  tvorba  kolagenu  pouze
v mistech nékterych defektii materialu

(Sipky).

Tvorba kolagenu bunkami kolem
otvoru v materialu.

Obr. 17b Kalciumsulfat, zvétseno 630 x.
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5.4. Diskuze

Kvalita kostni reparace je ovlivnéna celou fadou faktorti. Jednou z podminek je dostatecny
pocet a kvalita MKB v misté pfedpokladaného hojeni. Dale to jsou piitomnost signalnich
faktor, dobra vaskularizace, mechanicka stabilita, mistni a celkova onemocnéni, uzivané
Iéky. Z mistnich vlivll jsou to zejména: ptfitomnost infektu, nekrézy, stav po ozéfeni
a z celkovych: podvyziva, imunosupresivni a maligni onemocnéni. Svlij vliv maji vék
a pohlavi pacienta (Muschler et al.,2001). U starSich pacientl, u kterych indikujeme totalni
endoprotézu kycelniho kloubu, se mohou tyto vlivy vyskytovat a ovlivilovat tak naslednou
integraci endoprotézy do kosti nebo v pfipad¢é reviznich vykonli obecné hojeni kostnich
defektli. Protoze vétSina pacientd ma v anamnéze béznd onemocnéni odpovidajici jejich véku
(hypertenze, diabetes mellitus, ischemicka choroba srde¢ni), soustiedili jsme se na faktor
osteopenie/osteoporozy, u kterého jsme predpokladali vyssi prevalenci ve srovnani s vyse

uvedenymi rizikovymi faktory, a snazili jsme se zjistit jeho vliv na pocet a kvalitu MKB.

D Ippolito se spolupracovniky odebiral kostni dfeil z obratlovych tél a zkoumal pocet MKB
ve vztahu k véku pacientt. Zjistili pokles poctu CFU-F produkujicich alkalickou fosfatazu pti
zvySujicim se véku, od ¢ehoz odvodili nizs$i pocet osteoblasti a tak moznou souvislost
s ostepordzou (D’Ippolito et al.,1999). Muschler se spolupracovniky odebiral kostni dien
z lopaty kosti kycelni od pacientii rizného veku. Zjistil pokles poctu CFU-F produkujicich
alkalickou fosfatazu nejen v zavislosti na zvySujicicm se v€ku, ale zaroven byl tento pokles
patrn€j$i u Zen, coz bylo hodnoceno jako souvislost s postmenopauzalni osteopordzou
(Muschler et al.,2001). Faktor osteopenie/osteoporozy je tak z hlediska kostni reparace velmi
vyznamny. Vzhledem k vyznamnosti tohoto faktoru se tedy nabizi otdzka, jaky je vibec
vyskyt osteopenie/osteopordzy. Studie NORA (National Osteoporosis Risk Assessment) se
ucastnilo vice nez 200 tisic postmenopauzalnich zen starSich 50 let, u nichZz nebyla dosud
diagnostikovana osteopor6za. VSem ucastnicim byla zméfena kostni denzita. Osteopenie byla
nalezena u 39,4 procenta, osteopordza u 7,2 procenta sledované populace (Siris et al.,2001).
Pokud bychom pricetli 1é€ené Zeny s osteopordzou, jeji prevalence by byla jest¢ vyssi.

Osteoporodza Casto neni diagnostikovana a lécend (Broulik,2007).

V ramci experimentalni prace byla odebirdna kostni dfel u starSich pacientek s koxartrozou
IV. stupné. Jednim z ptfedpokladii, které se dfive ukdzaly jako mylné, byla domnénka, Ze

osteopenie/osteopordza se nevyskytuje zaroven s artrézou. Healey et al. porovnavali skupinu
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50 Zen s primarni koxartrézou a 50 zen s osteopordézou s primérnym vékem 69 + 5 let.
Zjistili, Ze pacienti s osteoporézou mohou mit i artrézu, ale pacienti s artrézou maji jen ziidka
osteporozu (Healey et al.,1985). Naproti tomu Glowacki et al. nalezli az 25% vyskyt
osteopenie u koxartrézy v souboru 68 zen s primérnym vékem 69 let (Glowacki et al.,2003).
V nasem souboru byla tato koincidence (50 % zen) adekvatni tomuto vysledku pfi menSim
poc¢tu sledovanych pacientek, pficemz dominovala osteopenie. ZjiStény véEtsi vyskyt
osteopenie/osteopordzy u artrdzy je dan metodikou, kdy byla pouzita denzitometrie na rozdil
od Healeyho et al., ktefi vyhodnocovali rentgenové snimky. Stejnou zkuSenost jsme ziskali
1 my pii vyhodnocovani Singhova indexu, ktery neodpovidal vysledkiim denzitometrie.
Salamat et al porovnavali hodnoceni rentgenovych snimkl 72 pacientli tfemi ortopedy, ktefi
stanovovali Singhiiv index a dale byla provedena denzitometrie. Hodnoty Singhova indexu se

lisily od jednotlivych Iékaiti a neodpovidaly vysledkiim denzitometrie (Salamat et al.,2010).

Vyskyt osteopenie/osteopordzy u pacientek s nizkym BMI a del§im odstupem od menopauzy
v nasem souboru odpovidd Udajim publikovanych Broulikem: riziko osteoporotické
zlomeniny u BMI < 22 a déle udava, Ze po pocate¢nim odbourdvani trabekuldrni kosti
dochazi po 14 - 15 letech od menopauzy k odbouradvani kosti kortikalni (v nasem souboru
primérny BMI u pacientek s nizs§i denzitou kosti byl 24 a odstup od menopauzy prumérné 23

let) (Broulik,2007).

Jak jiz bylo uvedeno v teoretickém tuvodu, za normalnich okolnosti se v kostni dfeni
vyskytuje 2 az 5 MKB na 1 milion mononuklearnich bun¢k (Minguel et al.,2001). U naSich
pacientii odpovidala hodnota 5 MKB na 1 milion. Dle Cuomo et al. existuje Siroka variabilita
koncentrace MKB v aspiratu kostni dfené¢ — 1010 + 960 CFU-F/ml, v koncentratu 6150 +
6660 CFU-F/ml. Pocet monocytarnich bun¢k v aspiratu kostni diené je 21 000 + 7 000/ul,
v koncentratu 91 000 £ 19 000/ul (Cuomo et al.,2009). V Connolyho studii obsahoval aspirat
kostni dfené€ 1,4 az 2,6 milionti monocytarnich bun¢k v jednom mililitru a v koncentratu 3,0
az 8,6 miliont monocytarnich bunék v jednom mililitru (Connoly et al.,1989). Nami zjistény
primérmy pocet CFU-F/ml u pacientl s normdlni kostni denzitou (1235 + 500 CFU-F/ml)
odpovidd vyse uvedenym literarnim tdajim. Na druhé stran¢ primérny pocet CFU-F/ml

u pacientd s nizkou kostni denzitou byl vyrazné nizsi (239 = 150 CFU-F/ml).

Skutecnost, Ze proliferacni aktivita MKB u osteopenické kosti je vyrazné niz$i nez u kosti

s normalni denzitou, neni pfili§ diskutovana. Touto problematikou se zabyval Soukup
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se spolupracovniky (Soukup et al.,2006). Maximdalni rozdil v ¢ase potfebné¢ho ke zdvojeni
populace byl ve tieti pasdzi. Od ctvrté pasaze se proliferacni aktivita MKB z osteopenické
kosti blizila aktivit¢ MKB z kosti s normalni denzitou. Dle Soukupa by se tak otevirala
moznost 1é¢by osteopordzy piipadnou zpétnou transplantaci takto pasdzovanych MKB.

Z vyse uvedenych skutecnosti vyplyva, ze u urcitého pacienta nemusi byt zaruCen v misté
hojeni dostatek MKB jak co do poctu, tak co do proliferaéni schopnosti. V klinické praxi by
bylo s vyhodou obohatit toto misto hojeni MKB.

Z klinického hlediska je technicky nejjednodussi odbér kostni diené, prakticky jako aspirat
z lopaty kosti kycelni, ktery MKB obsahuje. Tento aspirat je 20x az 40x ziedén periferni krvi,
proto je dilezitd technika odbéru — z jednoho mista aspirace maximaln¢ 2 ml (Muschler et
al.,1997). Pfi spondylochirurgickych vykonech je mozny odbér kostni dfené¢ piimo
z obratlového téla. Bylo prokazano, Ze tato kostni dien obsahuje vice jadernych bunck nez
z lopaty kosti kycelni (McLain et al.,2005). Dal$i mozZnosti, jak zvySit koncentraci
mezenchychélnich kmenovych bunék, je centrifugace ziskaného aspiratu kostni dfené, kterou
lze provést v uzavieném systému v ramci jednoho opera¢niho vykonu. Metoda aspirace kostni
dené vylucuje nutnost dalsiho operacniho fezu a vyrazné€ tak snizuje morbiditu. Connoly se
spolupracovniky popsal pouziti aspiratu kostni dien¢ jako alternativu k autolognimu kostnimu
St€pu (Connoly et al.,1986 et 1998). Dobré vysledky této metody prezentovali i dalsi autofi,
ale vzdy se jednalo o nekontrolované, nerandomizované studie (Wientroub et al., 1989, Grag
et al.,1993, Goel et al.,2005). Prace Connolyho jsou citovany jako prvni ohledné pouziti
aspiratu kostni diené, nicméné jiz o nékolik let diive popsal pouziti tohoto aspiratu
v experimentalni 1 klinické praxi Fiala z Ortopedické kliniky v Hradci Kralové (Fiala et

al.,1977,1980).

Z hlediska koncentrace MKB v aspiratu kostni dfen¢ vyjadfenych v poctu CFU-F/ml je
nastolena otdzka, jaky je vlastné dostatecny poc¢et MKB pro spésné zhojeni, pomineme-li
dal$i nezbytné faktory. Hernigou et al. uzili monocytarni koncentrat z aspiratu kostni diené
(350 ml!) do 60 pakloubii tibie a uvedli zhojeni u 53, pfiCemz byl pozitivni vztah mezi
objemem svalku ve 4 mésicich od aplikace a po¢tem CFU-F. Stanovili minimalni pocet 30000
progenitorovych bunék nutnych v misté hojeni, resp. koncentraci vyssi nez 1500 CFU-F/ml.
Nelze tedy pln€ zarucit dostatecny pocet MKB 1 pfi pomérné velkém mnoZzstvi odebraného
aspiratu (Hernigou et al.,2005). Podle naSich vysledkli by koncentraci vyssi nez 1500 CFU-

F/ml doséahla pouze ¢ast nasich pacientli vyssiho véku s normalni kostni denzitou.
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Nelze tedy spolehlivé predpoveédét, zda konkrétni aspirat nebo koncentrat obsahuje dostate¢ny
pocet MKB a zda tyto MKB maji dobrou prolifera¢ni schopnost.

Moznym feSenim by byl nejprve odbér kostni dfené, izolace a kultivace dostate¢ného
mnozstvi MKB, naneseni na nosi¢ s ristovymi faktory a transplantace do postizeného mista.
V pribéhu jednorazové expanze neni mozné ziskat dostate¢né mnozstvi MKB pro klinické
ucely. Buiiky je proto nutné 1-2x pasazovat, coz zvysuje riziko kontaminace bunééné kultury
a téz prodluzuje dobu mezi odbérem dieniové krve a ziskanim kone¢ného produktu

pro bunécnou terapii na ptiblizné€ 4-6 tydnt.

Pro klinické vyuziti je nejprve tteba MKB rychle expandovat z kostni diené. To piedpoklada
kultivaci MKB v nadobach schvalenych k tomuto ucelu, v médiich schvéalenych
ke klinickému pouziti a v certifikovanych prostorach (v CR schvalenych Statnim tistavem pro
kontrolu 1é¢iv). V Ceské republice toho &asu neni mozno piipravovat MKB in vitro
ke klinickym tcelim, a to pfedevSim z didvodi soucasné metodiky piipravy
mezenchymovych bun€k. V soucasnosti probihaji experimentalni studie, které se snazi

odstranit jednotlivé piekdzky ke klinickému pouziti.

Zakladni ptekazky klinického pouziti kultivovanych MKB jsou:

- riziko infek¢ni kontaminace pfi manipulaci v laboratofi,

- pouzivani FCS s rizikem anafylaktické reakce a pfenosu infekce,

- pouzivani kultiva¢nich médii neschvalenych pro klinickou praxi,

- dlouha doba mezi odbérem diené a ziskanim dostate¢ného mnozstvi MKB,

- riziko ztraty schopnosti diferenciace ve specializované tkan¢ béhem pasazovani MKB
(Suguira et al. 2004),

- potencionalné také selekce urcitého klonu bunék s rizikem kancerogeneze.

Z nas$i zkuSenosti je jisté riziko infekéni kontaminace pfi manipulaci vyznamné. Odbér kostni
dfené¢ byl sice proveden za aseptickych kautel na operacnim séle, ale nésledovala série
manipulaci se vzorky vcetné transportu do vzdalené laboratote, kde byl systém nékolikrat
otevien pfi opakovanych pasazich. Nami pouzivana kultivacni média nejsou t.¢. schvalena pro
klinické pouziti. Vyuziti zvifeciho séra je v soufasné¢ dob& povazovano za velmi
problematické vzhledem k moZnosti pfenosu virG a priondt (napf. bovinni spongiformni

encefalopatie) a vzhledem k mozZnosti vzniku prudkych anafylaktickych reakci na zviteci

51



bilkovinu, zejména pokud by byly buiiky u téhoZ pacienta transplantovany opakované
(Mackensen et al.,2000). Dle naSich vysledki se méni nckteré vlastnosti MKB b&hem
pasazovani (viz zmény casu potiebného ke zdvojeni populace u osteopenickych MKB)

a existuje tedy i1 potencidlni riziko selekce urcitého klonu bunék s rizikem kancerogeneze.

Uvedena omezeni se snazila vyfesit celd fada autord. V prvé fadé to bylo vyuziti ristovych
faktorti a suplementt. Gronthos a Simmons zjitili, Ze nejlepsiho ristu MKB je mozno docilit
kombinaci kyseliny askorbové, dexametazonu, destiCkového ristového faktoru BB (PDGF-
BB) a epidermalniho rtstového faktoru (EGF) (Gronthos et Simmons,1995). Tsutsumi dale
prokédzal, ze MKB expandované s fibroblastovym rastovym faktorem 2 (FGF-2) si
zachovavaji vy$si schopnost diferenciace ve srovnani s MKB expandovanymi bez tohoto
faktoru (Tsutsumi et al.,2001). Z uvedeného vyplyva, ze uziti nékterych ristovych faktorii
miZze byt vyhodné jak pro zvySeni mnozstvi MKB, tak i pro zachovani jejich schopnosti

vytvaret specializované tkané.

Dalsi autofi se snazili obejit se bez pritomnosti fetdlniho teleciho séra v kultiva¢nim médiu.
Péstovani MKB ve zcela bezsérovych podminkdch nemélo uspéch (Hankey et al.,2001).
Dobrych vysledkl bylo dosahovano s lidskym sérem (Stute et al.,2004) a lidskou plazmou
(Schecroun et Delloye,2004). Studie Kuznetsova vSak tyto vysledky nepotvrdila (Kuznetsov
et al, 2000). Velice slibnou metodou se jevi prace ceskych autord Pytlika
a spolupracovnikil. Jedna se o jednordzovou expanzi velkého mnozstvi MKB s kultivaénim
médiem bez pouziti zvifecich bilkovin, s lidskym sérem, rekombinantnimi rastovymi faktory
a suplementy béhem 2 tydnii bez separace hemopoetickych bunék (Pytlik et al.,2009). Neni
tedy pouzito FCS, je zkraceny interval odbér diené — transplantace, mensi riziko infekéni
kontaminace vzhledem k neprovadéné separaci bunck, zaroven je prokazano zachovani
proliferaéniho a diferenciaéniho potencialu. Uspé$né pouziti pasazovanych MKB

v budoucnosti bude tedy vyZadovat kladné vyfeSeni téchto problémd.

Druhou moznosti, jak dosdhnout dostate¢ného poctu MKB v misté hojeni, je poskytnou
bunikdm vhodné trojrozmérné matrice, na kterych adheruji a proliferuji. Nékteré tyto matrice

byly testovany v druhé ¢asti experimentélni prace.

Vzhledem k moznostem soucasné klinické praxe v Ceské republice jsme tedy na ptipravené
nosice aplikovali kompletni aspirovanou kostni dienn nebo monocytarni koncentrat. Tento

koncentrat lze pfipravit vramci operacniho vykonu, avSak i pfesto to znamena urcitou
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manipulaci s rizikem kontaminace a jisté téz predstavuje prodlouzeni doby operace. Zajimal
nas tedy také rozdil vysledkil v naneseni kompletni kostni dfené¢ a tohoto koncentratu.

Otazkou bylo, zda vySe uvedend omezeni jsou nahrazena vyssi uc¢innosti koncentratu.

V piipadé¢ alogenniho S$tépu jsme pozorovali velmi dobrou tvorbu extracelularni
mineralizované matrix a kolagenu typu I pfi naneseni kompletni kostni diené jiz v expanznim
médiu. Tato novotvorba byla patrna nejen na povrchu alo$tépu, ale i1 v hlubSich vrstvach. Pfi
naneseni monocytarniho koncentrdtu bychom ocekavali vétSi  koncentraci MKB
a intenzivnéjsi tvorbu extraceluldrni matrix véetné kolagennich vldken, ale vysledek byl
opacny. Miizeme piedpokladat, ze pro osteogenezi je sice pocet MKB diilezity, ale zrovna tak
jsou dulezité 1 dalsi faktory obsazené v kompletni neseparované kostni dfeni. Monocytarni
koncentrat se tak nejevil jako vyhodnéjsi. Empiricky je skutecnost dobré osteogeneze pii
pouziti alos$tépu uspésné prokazovana jiz dlouhodobé pii 1é€bé defektti kosti po resekci
tumorti, u primarnich a reviznich ndhrad kloubl spojenych s kostnimi defekty, v 1écbé
pakloubti. Nami pouzity spongidézni aloStép tvofil vhodnou matrici pro MKB. V soucasné
dob¢ je snaha zlepSit a zejména zrychlit osteointegraci alo$tépli tvorbou kompozitnich
materialQ. Je to zejména na zakladé pozadavki fesit segmentalni defekty kosti, Casto v oblasti
diafyz, kdy vzhledem k mechanické pevnosti by byl vhodny kortikalni alostep, ktery vSak, jak
bylo uvedeno v tivodu, tuto vlastnost béhem osteintegrace postupné ztraci. Experimentalné
jsou zkouSeny impregnované alosté¢py MKB (Nather et al.,2010), stejna kombinace
s ristovym faktorem osteogennim proteinem 1 (Di Bella et al.,2010). ZlepSeni angiogeneze
a remodelace $té€pu je zkouSeno jeho potazenim geneticky upravenym adeno-associated virem
koédujici ristovy faktor VEGF a RANKL (Ito et al.,2005). I ptes dobré vysledky
v experimentech je pfeneseni téchto metod do bézné klinické praxe jeste vzdalené. Je otdzka,
jaké by byly vysledky v humanni medicing, kdy se mohou ptidavat dalsi faktory nutné
k osteointegraci aloStépu. I v naSem experimentu davala lepsi vysledky kompletni kostni dieni
ve srovndni s monocytarnim koncentrdtem. Vyznamna je téZ ekonomickd stranka téchto
metod. Klinické pouziti kombinace aloStépu a rlstového faktoru ukazuje prace Jonese
a spolupracovmikii v rdmci studie BMP-2 evaluation in surgery for tibial trauma-allograft
(BESTT-ALL) study group. Porovnavali hojeni zlomenin tibie v diafyze s pfitomnym
kortikdlnim defektem, 15 pacientli bylo 1éceno autolognimi kostnimi Stépy a 15 pacientl
kombinaci BMP-2 v bovinnim kolagenu a spongidéznimi alostépy. Bez dalsi intervence se

zhojilo 10 pacientii z prvni skupiny a 13 pacientli z druhé skupiny. Zaroven byly zjiStény
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pfechodné protilatky proti bovinnimu kolagenu I u jednoho pacienta druhé skupiny (Jones et
al.,2006). Vyhodami druhé skupiny byly uvadény niZ§i krevni ztrata a vyhnuti se rizikiim pti
odbéru autolognich $tépl. Nicméné rizika pouziti bovinniho kolagenu a vysokd cena této

metody favorizuji spiSe prvni postup v rutinni praxi.

Na demineralizované kostni matrix v nasem experimentu byla vykazovana tvorba
extracelularni mineralizované matrix a kolagenu také v expanznim médiu, ale vldkna byla
jemngjsi a v mensi mife nez u kompletniho alostépu. Cuomo et al. prokazali, ze uziti samotné
kostni dien¢ s demineralizovanou kostni matrix nezvySuje osteogenezu a zaroven zjistili, Ze
naneseni monocytarniho koncentratu na DBM nema lepsi vysledky nez pouziti kompletni
kostni dfen¢ (Cuomo et al.,2009). Vysledky nasi prace se s timto shoduji. Nicméné¢ DBM je
komerén¢ dostupnd od raznych firem: lisi se velikosti, tvarem, rezidudlnim mnozstvim
minerald a pfitomnosti dal§iho nosie: s glycerolem Grafton'™ (Osteotech, USA),
s kalciumsulfiatem AlloMatrix' ™ (Wright Medical Technology, USA), s hyaluronovou
kyselinou DBX® (Synthes, Svycarsko), s kolagenem Osteofil ™ (Regeneration Technologies,
USA), s karboxymethylcelulézou Dynagraft™ (Gen-Sci OrthoBiologics, USA). Avsak neni
zatim zndma radomizovand kontrolovana studie, kterd by srovnala pouziti autolognich
kostnich $t€pi a DBM. DBM je v USA doporucovéana ne jako kostni ndhrada, ale expander
Stépt (Novicoff et al., 2008). Ptikladem klinického pouziti DBM a aspiratu kostni diené je
prace Docquiera a Delloyeho, kteti vyplnili timto materidlem 13 aneurysmatickych kostnich

cyst au 11 zaznamenali zhojeni (Docquier et Delloye,2005).

Spole¢nou vlastnosti testovanych umélych nahrad kostnich $tépt byla jen nepatrnd tvorba
kolagenu v expanznim médiu. Naproti tomu v diferencia¢nim médiu jsme pozorovali tvorbu
kolagenu rtizné intenzity zavislou na vlastnostech biomaterialu. f-TCP byl ve formé porézni,
HA150 lisovany, kalciumsulfait mél na svém povrchu nepravidelnosti, prolédkliny bez
typického porézniho povrchu. Nejméné intenzivni tvorba mineralizované extracelularni
matrix a kolagenu byla pravé na kalciumsulfatu. V diferencia¢nim médiu jsme tuto tvorbu
zaznamenali pouze v oblasti prolaklin. Moznym vysvétlenim je nejen neporézni struktura, ale
1 rychlé rozpousténi kalciumsulfatu se vznikem hyperosmolarniho prostfedi a kyselého pH
(Muschler et al.,2004). U lisovaného hydroxyapatitu jsme zaznamenali tvorbu kolagenu
a extraceluldrni mineralizované matrix pouze na povrchu vzhledem ke struktufe materidlu
v diferencia¢nim médiu. Zajimavym nalezem byla tvorba plosnych siti jemnych kolagennich

vldken odpovidajici kolagenu III, ktery se vyskytuje spiSe v oblasti mékkych tkani — svaly,
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ktze apod. O tvorbé tohoto kolagenu na lisovaném hydroxyapatitu jsme v nami dostupné
literatufe nenalezli zminku a bude pfedmétem dalSiho vyzkumu jiz mimo ramec této
dizertatni prace. Nejlepsi vysledky vykazoval porézni B-TCP. V expanznim médiu nebyla
patrna tvorba kolagennich vldken, ale pouze extracelularni mineralizované matrix. Opét byl
rozdil v naneseni kompletni kostni dfené¢ a monocytarniho koncentratu, u kterého tato tvorba
byla vyrazné mensi. V diferenciacnim médiu jsme zaznamenali vyraznou tvorbu kolagenu I
jak pii kompletni kostni dieni, tak pfi naneseni monocytarniho koncentratu. Tato tvorba byla
patrna na povrchu i1 uvniti materidlu. Erbe se spolupracovniky také kombinoval B-TCP
s kostni dfeni a zjistil v experimentu na psech, Ze buiiky z kostni dfen¢ vyborn& adheruji
na povrch materialu, pronikaji s nutrienty dovnitf, jsou viabilni a je novotvofena kostni tkan
(Erbe et al.,2001). Nase poznatky odpovidaji i dalsim dlouhodobym dobrym zkuSenostem
s poréznim B-TCP (Knaack et al., 1998, Wiltfang et al.,2002, Szpalski et Gunzburg,2002).
Fredericks se spolupracovniky zkoumal interakce porézniho trikalciumfosfatu v bunééné
kultute a dale jej implantoval do segmentédlniho defektu kosti u kralika s dobrymi vysledky
a doporucenim tohoto materidlu jako mozné alternativy pro autoStépy (Fredericks et
al.,2004). Porézni B-TCP se tak jevi vhodnou ndhradou kostnich $tépi, 1 kdyz jesté lepsi
vysledky vykazoval alogenni kostni $t€p vzhledem k vyrazné tvorbé kolagenu jiz

v expanznim médiu.

Jsme si védomi, Ze pfi velkém mnozstvi riznych faktort ovliviiujicich osteogenezi je slozité
vytvofit experimentalni model in vitro nebo na zvifeti, jehoz vysledky by byly spolehlivé
transformovatelné do huméanni mediciny. Proto jsou nutné klinické studie. Zhodnoceni
vysledkl hojeni kostnich defekti vyplnénych poréznim B-TCP nebo autolognimi kostnimi
Stépy nebo jejich kombinaci je pfedmétem klinické Casti disertacni prace. Jednim z cill je

urcit indikace pro vypln defektu poréznim B-TCP.
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5.5. Zavér

Schopnost kostni regenerace a hojeni jsou ovlivnény fadou faktorti. U senioril, zejména
postmenopauzalnich  Zen je tato  schopnost ovlivnéna  cCastym  vyskytem
osteopenie/osteoporozy. Zjistili jsme, Ze u téchto zen je vyznamny vyskyt nizké kostni
denzity. Je moznd koincidence artrdézy a osteopenie/osteopordzy, zejména u Zen s delSim
odstupem od menopauzy a nizkym BMI, coz odpovidad publikovanym tdajim. K urceni
osteopenie/osteopordzy je nutné provést denzitometrické vysSetfeni, relativné jednoducha

metoda stanoveni Singhova indexu z rtg kycelniho kloubu neni spolehliva.

V osteopenické/osteoporotické kosti je nizky pocet MKB vyjadieny poctem CFU-F a tyto
bunky maji nizs8i prolifera¢ni aktivitu, naproti tomu viabilita bun¢k byla stejnd jako u MKB
z kosti s normalni denzitou. Maximalni rozdil v ¢ase potiebnym ke zdvojeni populace byl
ve tieti pasazi. Od ctvrté pasdze se proliferacni aktivita MKB z osteopenické kosti blizila
aktivit¢ MKB z kosti s normalni denzitou. Zaroven u seniori s normalni kostni denzitou byla
zjiSténa pomerné Siroka variabilita v po¢tu MKB v aspiratu kostni dfen¢ vyjadiena v CFU-F.
Dle literarnich idaji o nutném minimélnim poctu CFU-F pro Gsp&$né zhojeni by toho doséhla
jen Cast ztéchto pacientl. Nelze tedy spolehlivé pfedem fici, zda konkrétni aspirat nebo
koncentrat obsahuje dostatecny pocet MKB a zda tyto MKB maji dobrou prolifera¢ni
schopnost. MoZznym feSenim je obohaceni mista hojeni MKB. Prakticky to lze v klinické
praxi provést aspiritem kostni diené nebo piipadné monocytarnim koncentratem. Uskalim
obou metod je nejasné mnozstvi odebranych bun¢k. Odbér kostni diené s izolaci, kultivaci
MKB a jejich zpétnou transplantaci do mista hojeni by tento problém vytesil, ale v soucasné

dobé& neni v klinické praxi tento postup mozné provést.

Jinou alternativou je poskytnuti MKB vhodnou trojrozmérnou matrici, na kterou adheruji
a proliferuji do dostate¢ného poctu s naslednou osteogenezi. V piipad¢ alogenniho $tépu jsme
pozorovali velmi dobrou tvorbu extracelularni mineralizované matrix a kolagenu typu I
pfi naneseni kompletni kostni dfen€ jiz v expanznim médiu. Tato novotvorba byla patrna
nejen na povrchu alostépu, ale 1 v hlubSich vrstvach. Pfi naneseni monocytarniho koncentratu
bychom oc¢ekavali vyssi koncentraci MKB a intenzivnéj$i tvorbu extracelularni matrix véetné
kolagennich vlaken, ale vysledek byl opaény. Nami pouzity spongiozni alostép tvofil vhodnou
matrici pro MKB. Na demineralizované kostni matrix v naSem experimentu byla vykazovana
tvorba extraceluldrni mineralizované matrix a kolagenu také v expanznim médiu, ale vlakna

byla jemnéjsi a v mensi mife nez u kompletniho alostépu.
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Spole¢nou vlastnosti testovanych umélych nahrad kostnich $téph byla jen nepatrnd tvorba
kolagenu v expanznim médiu. Naproti tomu v diferencia¢nim médiu jsme pozorovali tvorbu
kolagenu riizné intenzity zdvislou na vlastnostech biomateridlu. Nejméné intenzivni tvorba
mineralizované extracelularni matrix a kolagenu byla pravé na kalciumsulfatu.
V diferenciaénim médiu jsme tuto tvorbu zaznamenali pouze v oblasti prolaklin. U lisovaného
hydroxyapatitu jsme zaznamenali tvorbu kolagenu a extraceluldrni mineralizované matrix
pouze na povrchu vzhledem ke struktufe materidlu v diferenciacnim médiu. Zajimavym
nalezem byla tvorba plosnych siti jemnych kolagennich vldken odpovidajici kolagenu III,
ktery se vyskytuje spiSe v oblasti mékkych tkani. Nejlepsi vysledky vykazoval porézni -
TCP. V expanznim médiu nebyla patrné tvorba kolagennich vlaken, ale pouze extraceluldrni
mineralizované matrix. Opét byl rozdil v naneseni kompletni kostni dfen¢ a monocytarniho
koncentratu, u kterého tato tvorba byla vyrazné¢ mens$i. V diferencianim médiu jsme
zaznamenali vyraznou tvorbu kolagenu I jak pfi kompletni kostni dfeni, tak pfi naneseni

monocytarniho koncentratu. Tato tvorba byla patrna na povrchu i uvniti materidlu.

Aktivita MKB vyjadiena tvorbou mineralizované extracelularni matrix a kolagennich vlaken

byla vys$si na alostépech nez na umélych kostnich ndhradach.

Obecné lepsi vysledky byly pozorovany pii pouziti aspirdtu kompletni kostni dfené nez
monocytarniho koncentratu, coz ukazuje na nutnou piitomnost dalSich faktort k Gspés$né

osteogenezi.

Dle literarnich daja, tak jak bylo uvedeno v teoretickém uvodu, l1ze osteogenezi podpofit
pfidanim proosteogennich a proangiogennich faktord, tvorbou kompozitnich materialti ¢i
uzitim genetické terapie. Jedna se vSak zatim spiSe o experimentalni prace. Zavedeni téchto

metod do klinické praxe brani také finan¢ni naro¢nost 1écby.
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6. Klinicka studie
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6.1. Uvod

Chirurgicka 1écba kostnich defektlh ma za cil obnoveni funkce postizeného skeletu, jeho tvar,
strukturu, pevnost, odolnost viici stresu (mechanické faktory) a schopnost remodelace, reakce

na zmeény zatéze, produkce signalnich proteinii (biologické faktory).

Hojeni kostnich defektl z biologického hlediska ptedstavuje sloZitou problematiku — zdroj
bunék Gcastnicich se reparacniho procesu, signalni proteiny a rustové faktory, osteokondukéni
material a to vSe provazené vcasnou angiogenezou k poskytnuti energetickych zdroju
a kysliku pro naro¢ny metabolicky proces, se kterym neoddélitelné souvisi nutnost eliminace

vznikajicich katabolitt.

Vada v kostni tkdni, kterd je pfiméfené zatézovana, mize (podle velikosti a rozsahu) zpisobit
patologickou zlomeninu ¢i uvolnéni implantatu (napf. endoprotézy). V ortopedické praxi
nejcastéji feSime nadortim podobné afekce a benigni kostni nadory, ve vys$§im véku problémy
posttraumatické, defekty po zanétech nebo v okoli implantovanych endoprotéz uvolnénych

v dtsledku nemoci z otérovych polyetylénovych ¢astic.

Pro rentgenologické sledovani postupu hojeni kostnich defektd jsme zvolili skupinu nddoriim

podobnych afekci a benignich kostnich nadorti zejména proto, ze lze k zobrazeni pouzit

vvvvvv

Na nasem pracovisti ke kostni substituci pouzivame kostni $tépy autologni, morselizované

Stépy alogenni a za ur€itych okolnosti porézni resorbovatelny B-TCP Poresorb-TCP®.

Biologii autolognich kostnich $tépi se dlouhodobé zabyva fada studii, v popfedi zajmu
o bioaktivni sklokeramické materidly je v poslednich desetiletich pravé B-TCP, material
resorbovatelny, s osteokondukénimi vlastnostmi, ale bez schopnosti osteoindukce. Autologni
$t€p do defektu dodava osteokondukéni matrix — mineralni i proteinovou, signdlni proteiny
a bunécnou slozku, ktera ptezije odbér a transplantaci. B-TCP porézni s mikropory a spoji
mezi nimi tvofii ,,leSeni s osteokonduk¢énim povrchem,* ale osteoindukce a osteogeneze musi
vychézet ze stén a okoli defektu. Postupné, jak je rozkladan a resorbovén, je nahrazovan

vlastni kostni tkani.

Na rentgenovych snimcich mizeme sledovat postup této resorpce u uvedeného materialu, ale

i autolognich kostnich $tépl. V tomto procesu hraje vyznamnou roli plocha kontaktu
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a hloubka, resp. vzdalenost stfedu vypln€é od stén defektu. Zarovenn se novotvoii kostni
trabekuly a defekt se zmenSuje. Studium téchto problému je naplni klinické studie, ktera
sleduje hojeni kostnich defekti vyplnénych autolognimi spongiéznimi Stépy, B-TCP

a kombinaci obou uvedenych vypliiovych materiala.
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6.2. Metodika

Klinickd studie se zabyva hodnocenim vysledkii 1é€by kostnich defekti za obdobi 2003 az
2009 u 87 pacientil (49 muzi, 38 Zen) a primérného véku 26 let (rozmezi 3 az 77 let, median

17 let).

Do studie byli zatazeni pacienti léCeni na nasi klinice s kostnim defektem na horni nebo dolni
koncetiné vzniklym na podkladé benigniho nadoru nebo nadoru podobné afekce. Zaroven byl
vyzadovan Casovy odstup nejméné jeden rok od operace a plné zachovand rentgenova
dokumentace. Vylouceni byli pacienti s malignimi tumory, imunosuprimovani, uzivajici

kortikosteroidy a/nebo cytostatika, kufaci.

Pied operaci byly zaznamenany: v€k a pohlavi pacientii, pfedpokladand diagnoza, kterd byla
ovefena histologickym vySetienim, postizend kost, dominantni typ kosti v okoli loZiska

(spongidzni, kortikospongidzni nebo kortikélni) a byl vypocitdn objem loziska.

Metodika méteni objemu defektli byla pouzita dle Ankera a spolupracovnik (Anker et al.,
2005). Za standardnich podminek byly zhotoveny dvé na sebe kolmé rentgenové projekce
postizené lokality. Na téchto snimcich byl zméfen maximalni kraniokaudalni, transverzalni
a predozadni rozmér kostniho defektu a jeho objem byl vypogitan jako objem kvadru v cm’

(Obr. 18a-b).

Obr. 18a,b Mereni maximdlnich rozmerii defektu ve trech rovindch k vypocitani jeho objemu

61



Operace probihaly v celkové anestézii ze standardnich operacnich pfistupl. V misté 1éze byla
provedena trepanace kosti. Obsah loziska byl peclivé exkochleovan do makroskopicky zdravé
kosti a odesldn na histologické vySetieni. Defekty byly vypliiovany autolognimi kostnimi
Stépy odebranymi v ramci téhoz opera¢niho vykonu z lopaty kosti kycelni nebo B-TCP
(Poresorb-TCP®). Cast defektii byla vyplnéna smési autolognich kostnich $tépt a B-TCP
(Poresorb-TCP®) v poméru 1:2. V 10 ptipadech byla provedena dlahovéa osteosyntéza kosti
(ve 4 ptipadech pro ptitomnou patologickou zlomeninu v defektu, v 6 ptipadech pro vyrazné
oslabeni kosti defektem a riziko vzniku zlomeniny zejména pii namahani v ohybu). Stehy
byly odstraiiovany 12. pooperacni den a plné zatéZovani koncetin bylo povoleno
v poopera¢nim obdobi za 6 tydnil az 3 mésice v zavislosti na velikosti defektu, postupu hojeni
a pacientovych obtizich. Pfi odstrafiovani kovového materidlu po 12 mésicich byla moznost
odebrat vzorek tkdné z ptivodniho defektu k histologickému vySetfeni vyplné a jejiho okoli,

které bylo provedeno ve Fingerlandové ustavu patologie FN a LF UK Hradec Kralové.

V' pooperacnim obdobi byli pacienti sledovani klinicky a radiologicky bezprostiedné
po operaci, v 6 tydnech, 3 mésicich, 6 mésicich, v 1 roce a dale v ro¢nich intervalech. Byly
zaznamenany komplikace hojeni, v€etné komplikaci pfi odbéru autolognich kostnich §tépt.
Rovnéz byla dokumentovana ordinovana zatéz dolnich koncetin v pribéhu rekonvalescence.
Pii kazdé kontrole pacienta byly zhotoveny za stejnych podminek dvé standardni kolmé
rentgenové projekce operované oblasti. Na pooperacnich snimcich byla hodnocena
kompletnost vyplné¢ a piipadna lokalizace ¢astic B-TCP v mékkych tkanich. Opét podle
Ankera a spolupracovnikli byl vypocitdn objem defektu, pfi¢emz rozméry defektl byly
ziskany jako prumér ze dvou méteni. Byla sledovdna resorpce materialu vyplné, ptipadné
radiolucentni zény v okoli, trabekulace defektu, vazba rostoucich trabekul na vypliovy
material. Trabekulaci defektu rozumime dle Ankera pfitomnost kostnich trabekul
na rentgenovém snimku, které znamenaji novotvofenou kostni tkan v plivodnim defektu
(Anker et al., 2005). ZmenSovani objemu defektu bylo hodnoceno jak v absolutnich ¢islech

v cnr’, tak v procentualnim vyjadieni ve vztahu k ptivodni velikosti.

Vysledky byly statisticky zpracovany. Pii téchto vypoctech jsme pracovali s hladinou
vyznamnosti p = 0,05. Byl vyhotoven histogram velikosti defektd. Resorpci vyplné
a trabekulaci defektu jsme sledovali zvlast pro jednotlivé skupiny, vysledek byl zaznamenan

graficky véetné standardnich odchylek v jednotlivych ¢asovych odstupech od operace. Dale
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jsme porovnali vysledky trabekulaci defektli v jednom roce od operace v jednotlivych

skupinach. Nejprve analyzou rozptylu (ANOVA) a poté dvouvybérovym t-testem.

Regresni analyzou byla hodnocena zavislost hojeni, resp. zmenSovani defektu na jeho
puvodni velikosti a pacientové v€ku pro tfi typy vyplné¢ v absolutnim i procentualnim
vyjadieni objemu. Ke statistickému vypoctu byly pouZzity hodnoty ptivodni velikosti defektu
a hodnoty trabekulace v 1 roce od operace. Stanovovali jsme koeficienty determinace
s grafickym vyjadfenim vcetné linearni spojnice trendu. Stejnou metodu regresni analyzy
jsme pouzili k uréeni zavislosti dosazené trabekulace defektu v 1 roce od operace na véku

pacienta.

Porovnavali jsme trabekulaci defektii 6 tydnii, 3, 6 a 12 mésicl po operaci vzhledem k jejich
poloze v kosti (pfevaha spongidzni, kortikospongiozni a kortikalni kosti). Nejprve byla

provedena analyza rozptylu (ANOVA) a poté dle vysledku byl pouzit neparametricky test.

U 10 pacientii s defekty vyplnénymi Poresorbem-TCP® byl sledovan vliv ptidatné
osteosyntézy a povolované zatéZe dolni koncetiny na trabekulaci defektu. V jednotlivych
casovych odstupech od operace byla vypocitana primérna trabekulace defekti a vyznacena

graficky.

Vzorky tkan¢ ziskané pii extrakci kovu z mista plvodniho defektu byly barveny
hematoxylinem-eosinem a dle Gomoriho na retikulin, byl hodnocen vyskyt pletivové ¢i

trabekularni kosti. ProhliZzeny byly pfi zvétSeni 200x.

Za Gspésné zhojeni kostniho defektu byla povaZovéana jeho nejméné 80% trabekulace v 12.
mésicich po operaci. Graficky jsme zndzornili pocty defekti spliiujicich toto kritérium zv1ast
pro vyplii autolognimi kostnimi $t€py a Poresorb-TCP® se zohlednénim plvodni velikosti

defektu.
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6.3. Vysledky

6.3.1. Obecna charakteristika souboru
Zakladni diagnézou byly nadorim podobné afekce nebo benigni kostni tumory.

V Tabulce 3 jsou uvedeny pocty defekti zpiisobené patologickymi stavy.

Tab. 3 Prehled patologickych stavii s pritomnymi kostnimi defekty

Pricina kostniho defektu Pocet
Kostni cysta 44
Enchondrom 24
Neosifikujici fibrom 9
Fibrozni dysplazie 6
Intraossealni ganglion 2
Intraossealni lipom 1
Chondroblastom 1

Piehled postizenych kosti je uveden v Tabulce 4, pficemz pievazovalo umisténi defektu

v kortikospongidzni kosti (40 x), dale ve spongiozni (21 x), nejméné v kortikalni kosti (16 x).

Tab. 4 Prehled postizenych kosti

PostiZen4 kost Pocet
Femur 14
Tibie 18
Fibula 3

Talus 3
Kalkaneus 9
Humerus 12
Radius 2
Metakarpy 8
Falangy 18
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Primérny objem kostniho defektu byl 15 cm’ (interval 0,4 — 144 cm’, median 9 cm’). Graf 4

znazoriiuje Setnosti jednotlivych velikosti objemi v intervalech po 10 cm’.

Graf 4 Histogram velikosti defektii
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Autolognimi kostnimi $tépy bylo vyplnéno 28 defektii, 44 poréznim B-TCP (Poresorb-TCP®)

a 15 smési obou biomateridlti v poméru 1:2 ve prospéch B-TCP.
Primérna doba sledovani pacientii byla 4 roky (interval 1 az 6 let) od operace.
6.3.2. Vyplii autolognimi kostnimi Stépy

U 43 pacientl byl provadén odbér autolognich kostnich §tépii z lopaty kosti kycelni. U téchto
pacientll jsme zaznamenali 2 ptipady piechodnych dysestezii v inervacni oblasti nervus

cutaneus femoris lateralis, ostatni odbéry byly bez komplikaci.

U 28 pacientl, kdyz byly k vyplni pouzity pouze autologni kostni $tépy, jsme béhem doby
sledovani zaznamenali v prvnich 6 tydnech od operace jejich mirnou resorpci — pramérné

19 % (rozsah byl 10 az 40 %). Dominantni byla trabekulace kostniho defektu, ktera méla
dvé faze: rychlou, trvajici prvni rok od operace, nasledovanou pomalou fazi. Tuto situaci
zobrazuje Graf 5 véetné¢ znazornénych smérodatnych odchylek. 12 mésici od operace byla

pramérnd trabekulace kostniho defektu 71 % (SD = 17 %).
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Graf' 5 Trabekulace kostniho defektu vyplnéného autolognimi kostnimi stépy v case
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Na nasledujicich rentgenovych snimcich 12-leté divky s defektem distalni tibie zplsobené
neosifikujicim fibromem demonstrujeme pooperacni trabekulaci defektu, kdyz k vyplni byly

pouZity autologni kostni §tépy (Obr. 19a-d).

Obr. 19a Obr. 19b
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Obr. 19¢ Obr. 19d
Rentgenogramy a,b zobrazuji predoperacni nalez, c,d je stav po 4 letech. Je patrna velmi
dobrd trabekulace, kostnimi tramecky je pivodni defekt témér zaplnén. Sipky oznacuji mista

projasneéni, kde byla kortikalis puivodné perforovana.

6.3.3. Vyplii poréznim B-TCP
Pti pouziti B-TCP (Poresorb-TCP®) jako ndhrady kostni tkané jsme nezaznamenali nezadouci

vedlejsi reakce.

Resorpce Poresorbu-TCP® v defektu byla pomald, zejména u vétSich defektli. V 12 mésicich
od operace bylo primérné mnozstvi resorbovaného materialu 59 % (SD = 30 %), coz je Siroké
rozmezi zavislé zejména na mnozstvi implantovaného materidlu. Uvedeny proces zobrazuje

Graf 6.

Trabekulace v kostnim defektu postupovala rovnéz pomalu. V 12 mésicich od operace byla
pramérné 49 % (SD = 30 %) a dale se tato hodnota v Case pfili§ nezvySovala. Situace se liSila
defekt od defektu a uspésnost trabekulace byla rovnéz zavisla na velikosti kostniho defektu.

Tento stav ukazuje Graf 7.

Poresorb-TCP® byl velmi dobie tolerovan, na rentgenogramech v zddném ptipad¢ nebyly
nalezeny radiolucentni oblasti kolem materidlu. Zato jsme pozorovali piimou vazbu

novotvofenych trabekul na n¢;j.
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Graf 6 Resorpce porézniho f-TCP vyplijiciho kostni defekt
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Graf 7 Trabekulace kostniho defektu vyplnéného poréznim p-TCP
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Ptikladem celé resorpce B-TCP a prakticky kompletni trabekulace defektu je rentgenova
dokumentace ptipadu 17-leté¢ divky s enchondromem zidkladniho ¢lanku palce béhem 12

meésicl po operaci (Obr. 20a-c).

68



Obr. 20a Obr. 20b Obr. 20c

a/ Predoperacni snimek. Defekt zpiisobeny enchondromem byl vyplnén poréznim -TCP.

b/ Pooperacni snimek. Na snimku je patrna prakticky kompletni vypln a malé mnozZstvi
granuli Poresorbu-TCP® v mekkych tkanich (Sipka).

¢/ Snimek po 12 mésicich. Poresorb-TCP® je kompletné vstiebany jak v mékkych tkanich, tak

v kosti, jejiz struktura se obnovila.

Nasledné je demonstrovan piipad nelplné resorpce B-TCP (Poresorb-TCP®) na konci 12.

meésice pooperacné (Obr. 21a-b).

Obr. 21a Obr. 21b

a/ Pooperacni snimek Poresorbem-TCP® vyplnéného defektu po exkochleaci neosifikujiciho
fibromu u 17-leté divky.

b/ Rentgenogram po 12 mésicich. Material je z¢asti jesté pritomen. Je patrna jeho resorpce

a trabekulace defektu z periferie smeérem do centra puvodniho defektu.
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U 11 pacientli jsme granule materidlu nalezli v mékkych tkanich, kam se dostaly pfi operaci,
v zadném piipad¢ nebyly v prostoru kloubu. U vSech pacientl tato ektopickd lokalizace
biomateridlu nezplsobila zadné nezadouci vedlejsi ucinky (ve smyslu bolesti, otoku,
zarudnuti, infektu apod.) a mezi 6. az 12. tydnem pooperacné¢ byl material kompletné

vstiebany.

6.3.4. Vyplii smési autolognich kostnich §tépu a porézniho p-TCP
V ptipad¢ kombinace vypliiového materialu (pomér 1:2 ve prospéch B-TCP) jsme v prvnich 6
mésicich od operace pozorovali rychlejsi resorpei materialu 1 trabekulaci kostniho defektu nez

pii vyplni samotnym Poresorbem-TCP®.

V dal§im casovém prubehu byly vykazany obdobné vysledky v resorpci materidlu, uroven
dosazené trabekulace byla niz$i. Nicméné smérodatné odchylky ukazuji pomérné velky

rozptyl hodnot. Situace je zobrazena na Grafech 8 a 9.

Graf 8 Resorpce smési autolognich Stépii a porézniho f-TCP v defektu
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Graf 9 Trabekulace kostniho defektu vyplnéného autolognimi kostnimi stépy

a poréznim B-TCP
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Na Obrazcich 22a-d demonstrujeme rentgenové snimky 21-letého pacienta s cystickym
utvarem v oblasti krcku femuru, histologicka diagnéza byla fibrézni dysplazie. Po

exkochleaci byly k vyplni pouZity autologni kostni §tépy v kombinaci s Poresorbem-TCP®.

e A

Obr. 22a

Obr. 22b
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Obr. 22¢ Obr. 22d

a/ Rozsah léze v krcku femuru pred operaci.

b/ Kompletni vyplnéni defektu bez rezidui fibrozni dysplazie (pooperacni snimek).

¢/ Resorpce autolognich stépii 5 mésicu po operaci. Vypli je znacné nehomogenni.

d/ Osteointegrace [-TCP 24 mésicii po operaci - trabekuldrni struktura je jen mdlo patrnd
(slaba Sipka), v misté po resorpci Stépu je cast trabekulovana, zéasti je rezidudlni dutina

(silna Sipka).

6.3.5. Porovnani irovné trabekulace defektii mezi jednotlivymi typy vyplni

Byla porovnéana trabekulace defektl pii jednotlivych vyplnich analyzou rozptylu (ANOVA)

(Graf 10) a dvouvybérovym testem 12 mésicii po operaci (Tab. 5).
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Graf 10 Analyza rozptylu
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Tab. 5 Porovnani trabekulact defektii dvouvybérovym t-testem 12 mésicii po operaci

Hodnoceni P
Autologni kostni Stépy
- Poresorb 0,000215
Autologni kostni Stépy
- Poresorb + Autologni kostni Stépy 0,000025
Poresorb
0,457053

- Poresorb + Autologni kostni Stépy

Analyzou rozptylu bylo zjisténo, Ze skupiny nejsou stejné a dvouvybérovym t-testem byl
zjiStén statisticky vyznamny rozdil mezi vyplni autolognimi kostnimi §tépy a Poresorbem.
Také mezi vyplni autolognimi kostnimi $t€py a smési $tépl s Poresorbem byl vyznamny
rozdil. Statisticky vyznamny rozdil ve vyplni Poresorbem a smési §tépti s Poresorbem nebyl

prokazan.

Z grafii trabekulaci je zfejmé, ze v 12 mésicich po operaci byla ve vSech tfech typech vyplni
ukoncena rychlejsi faze trabekulace kostniho defektu. Vzhledem ke vstupnimu kritériu doby
sledovani minimalné rok bylo na konci 12. mésice pooperaéné¢ nejvice tidaji o trabekulaci
defektl. Proto byla zjiStovana zavislost trabekulace dosaZena v jednom roce od operace na

jednotlivych proménnych.
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B-TCP se v kostnich defektech resorbuje od periferie do centra a stejnym smérem postupuje
na sténdch defektu zacCinajici novotvorba kostnich trdmeckt (Obr. 23). Relativné Castym
nalezem byl neresorbovany B-TCP v centralni ¢asti, jak je patrné na jiz diive uvedeném Obr.
21a-b. Proto bylo objemové zmensovani defektu hodnoceno v absolutnich &islech v cm’. Tato
hodnota zohlediiovala objem defektu (¢im vétsi defekt, tim vice biomateridlu se na periferii

resorbuje) a v mife jeho zhojovani v procentech.

50-ti  leta  pacientka s neosifikujicim
fibromem dle histologického vySetieni.
Provedena exkochleace a vypln autolognimi
Stépy a Poresorbem-TCP®. Plnd Cdcara
oznacuje puvodni velikost kostniho defektu,
prerusovana cara je stav 12 mésicii po
operaci. Resorpce materialu vyplné a
trabekulace defektu probiha od periferie do
centra.

Obr. 23 Postup resorpce vyplné a trabekulace defektu

6.3.6. Zavislost trabekulace defektu na jeho velikosti

Stanovenim koeficientil determinace jsme zjistili zavislost trabekulovaného objemu kostniho
defektu na jeho piivodni velikosti, coz platilo pro vSechny tfi typy vyplné. Nejsilnéjsi
zavislost byla zjisténa pfi vyplni autolognimi kostnimi $tépy. Na druhé stran€ nebyla nalezena
zavislost pro vSechny tfi typy vyplné zhojeni defektu (miry trabekulace defektu v procentech)

na jeho plivodni velikosti (Grafy 11 — 16).
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6.3.6.1. Vyplii autolognimi kostnimi $tépy

Graf 11 Zavislost urovné trabekulace na velikosti defektu
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Graf 12 Zavislost trabekulovaného objemu defektu na jeho velikosti
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6.3.6.2. Vyplii Poresorbem-TCP®

Graf 13 Zavislost urovné trabekulace na velikosti defektu
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Graf 14 Zavislost trabekulovaného objemu defektu na jeho velikosti
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6.3.6.3. Vyplii smési autolognich kostnich $tépu a porézniho f-TCP

Graf 15 Zavislost urovné trabekulace na velikosti defektu
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Graf 16 Zavislost trabekulovaného objemu defektu na jeho velikosti
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6.3.7. Zavislost trabekulace defektu na véku pacienta

Regresni analyzou nebyla zjiSténa prakticka zdvislost zhojeni defektu (Grovné trabekulace
defektu vyjadiena v procentech) na véku pacienta (p = 0,037 urcuje jistou zavislost, ale
koeficient determinace R* = 0,0517 ji specifikuje jako velmi volnou, pro predikci prakticky

nepouzitelnou (Graf 17).

Graf 17 Zavislost urovné trabekulace defektu na véku
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6.3.8. Zavislost trabekulace defektu na poloze v kortikalni, kortikospongiozni nebo

spongiozni kosti

Pti sledovani hojeni defektu v zavislosti na jeho poloze v kortikdlni, kortikospongiézni nebo
spongidzni kosti jsme zaznamenali obdobné vysledky trabekulace ve vSech tfech typech
po dobu 12 mésicti od operace. Pro casova obdobi od operace: 6 tydnil, 3, 6 a 12 mésich byla
provedena analyza rozptylu a nebyla zjiSténa normalita rozdé€leni. Proto byl pouZzit
neparametricky test a potvrzena hypotéza, Ze neni rozdil v trabekulaci defektu dle jeho polohy

v kosti (Tab. 6).
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Tab. 6 Hladina vyznamnosti v casovych intervalech pri testovani hypotézy stejné urovné

trabekulace defektu v kosti kortikalni, kortikospongiozni nebo spongiozni

Doba od operace 6 tydnt 3 mésice 6 mésict 12 mésict

p 0,604533 0,078782 0,401594 0,883205

Nicméné pti hodnoceni rentgenovych snimkli jsme pozorovali pomalejsi resorpci vyplné
a trabekulaci defektu zasahujiciho do kortikdlni kosti v oblasti diafyzy (Obr. 24a-b).
Zaznamenali jsme dvé zlomeniny u kostnich defektli vyplnénych B-TCP v oblasti s ptevahou

kortikalni kosti, 12 mésici po vyplni, druhou 24 mésicti po vyplni a zdroven 12 mésicii po

odstranéni dlahy.

Obr. 24a Pooperacni snimek  Obr. 24b Snimek 12 mésicii po operaci

a/ Solitarni kostni cysta humeru u dvandctileté divky. Provedena exkochleace, vypln
Poresorbem-TCP®.

b/ Voblasti metafyzy kompletni trabekulace defektu, v oblasti diafyzy je resorpce
implantovaného materialu pomalejsi, je vsak dobre integrovan. Kompletni resorpce

S-TCP, ktery byl v méekkych tkanich.
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6.3.9. Zavislost trabekulace defektu dolni koncetiny na jejim zatéZovani a pritomnosti

podpiirné dlahové osteosyntézy

Sledovali jsme zavislost trabekulace defektu dolni koncetiny, kde byla zaroven provedena
dlahovéd osteosyntéza, na progredujici povolené zatézi koncetiny. Takto bylo oSetfeno 10
pacientl a byla nalezena pomérné rychlé akcelerace trabekulace po povoleni plné zatéze mezi
tietim az Sestym mésicem po operaci a dile mirna akcelerace trabekulace po 12 mésicich od

operace po vyjmuti kovu (Graf 18, Obr. 25a-c).

Graf 18 Uroveri trabekulace defektu na dolni koncetiné s pritomnou dlahovou osteosyntézou
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Obr. 25a Obr. 25b Obr. 25¢

a/ Pivodné patologicka zlomenina bérce u trindctiletého chlapce v loZisku neosifikujiciho
fibromu. Defekt byl vyplnén Poresorbem-TCP® a provedena dlahova osteosyntéza. Stav pred
zatezovanim koncetiny ve 3 mésicich.

b/ Po 6 mésich pri plné zatézi — patrna progrese resorpce materialu a trabekulace defektu
(Sipka).

¢/ Stav bérce za 14 mésicu po prvni operaci a 2 mésice po extrakci dlahy. Jsou patrny dalsi

resorpce materidalu, ktery je jesté v centru puvodniho defektu a pokracujici trabekulace.

6.3.10. Histologické vySetieni tkané z piivodniho defektu

Ptilezitost odebrat ¢ast tkdn€ z vyplnéného defektu k histologickému vySetfeni jsme méli u 5
pacientl v intervalu 12 az 14 mésicli od operace pii extrahovani osteosyntetick¢ého materialu.
Jednalo se o vyplné Poresorbem-TCP® lokalizované v metadiafyzach 3x femuru a 2x tibie.
Na Obrazcich 26 a 27 demonstrujeme novotvotenou kostni tkan v defektu jak vlaknitou, tak

lamelarni, véetné ptitomnych osteocytl a povrchovych osteoblastii.
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Tkan  z defektu  vyplnéném
Poresorbem-TCP®

12 mésicu po  operaci,
odebrand pri extrakci kovu.
Patrna  lamelarni  struktura
kosti s osteocyty a povrchovymi

osteoblasty (Sipka).

Obr. 26 Zvétseno 200 x, hematoxylin-eosin.

Vzorek tkané odebrany z defektu
pri  extrakci kovu, ktery byl
vyplnén Poresorbem-TCP®.

13 meésicii po operaci. Patrnd
novotvorba jak vldknité (slaba
Sipka), tak lameldrni kosti (silnd

Sipka).

Obr. 27 Zvétseni 200 x, Gomori na retikulin.

6.3.11. Uspé&nost trabekulace defektii vzhledem k jeho velikosti p¥i porovnani vyplni

autolognimi kostnimi $tépy a g-TCP

Vzhledem k nalezu urovné trabekulace v 1 roce od operace u defekt vyplnénych autolognimi
kostnimi $tépy, kterd ptesahovala 70 % (Graf 5), jsme za tispé$nou trabekulaci v tomto obdobi

povazovali trabekulaci 80 a vice procent. Zaznamenali jsme Cetnost defekti vyplnénych
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autolognimi kostnimi $té€py nebo Poresorbem-TCP®, které dosdhly této hranice. Defekty
do velikosti 4 cm’® mély obdobné vysledky trabekulace v 12 mésicich po operaci pii vyplni
autolognimi kostnimi §t&py nebo poréznim B-TCP. U defektd velikosti nad 4 cm’ bylo
dosazeno podobné uspésného vysledku pouze tehdy, kdyz byly vyplnény autolognimi
kostnimi §tépy (Graf 19).

Graf 19 Trabekulace > 80 % v 12 mésicich po operaci ve vztahu k velikosti defektii
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6.4. Diskuze

Tato prace navazuje na dlouholeté zkuSenosti Ortopedické kliniky FN a LF UK v Hradci
Kralové s vyuzivanim kostnich $té€pi a jejich ndhrad (Fiala et al.,1977,1980, Urban et al.,
1993,1996,1998, Sponer et al.,1998,2011). Kvyplni kostnich defekti po exkochleaci
benignich tumorti a nddorim podobnych afekci se na nasi klinice od roku 1990 pouzival
bioaktivni neresorbovatelny sklokeramicky materidl BAS-0 (Lasak Praha, s.r.o.), od roku
2002 porézni B-TCP (Poresorb-TCP®, Lasak Praha, s.r.0.). Vzhledem k béznému vyskytu
téchto afekci u déti nahradil Casto nedostatecné mnozstvi autolognich kostnich §tépt nebo jiz
opusténé alogenni Stépy od rodicl (primérny vek ve sledovaném souboru pacientii 26 let,
median 17 let). Predkladané prace hodnoti sttednédobé vysledky jeho pouzivéani a srovnava je
s autolognimi kostnimi §té€py. Na zaklad€ zjisténych vysledkl je pak jednim z cild této prace

upiesnéni indikaci k pouzivani porézniho B-TCP.

Na zacatku diskuze nutno zminit n€kterd omezeni této klinické studie. Vzhledem k zacatku
postgradudlniho studia v roce 2007 je ¢ast dajii hodnocena retrospektivné. S timto faktem
souvisi 1 nerandomizovanost studie. Do studie byly zatazeny vSechny kostni defekty vyplnéné
poréznim B-TCP od roku 2002 a defekty ze stejné indikace vyplnéné autolognimi kostnimi

S$tépy nebo kombinaci obou.

Dulezitym faktem je také skutecnost, Ze predmétem prace bylo hodnoceni hojeni kostnich
defektd jako takovych. Prace si neklade za cil diskutovat rizné moznosti 1é¢by u jednotlivych

diagn6z benignich tumort a nddoriim podobnych afekci.

Jistou nevyhodou z hlediska statistického hodnoceni mohla byt i velka Sife velikosti defekt
(0,4 a7 144 cm’). Median velikosti defektu byl 9 cm’ a tabulka &etnosti ukazuje, Ze 70 z 87
defektii dosahovalo 20 cm’. Otazkou bylo, zda v malém poétu vyskytujici se vétsi defekty
v ramci vEétsi homogenity souboru ze studie nevyloucit. ProtoZe nas zajimala biologie hojeni
téchto defekt, které dle naseho soudu budou ve svém poctu piibyvat, zejména po uvolnénych
endoprotézach, byly ve studii ponechany. Anker et al., ktery méfil kostni defekty stejnym
zptisobem u obdobnych indikaci mél soubor 24 pacientl rovnéz s velkym rozpétim velikosti
1,2 az 171 cm’, median 24 cm’, pricemz za velké defekty povazoval ty, které méfily vice nez

43 cm® (Anker et al.,2005).

84



Se zjisténou velikosti defektd v klinické praxi souviseji také otazky porovnani vysledkil
v experimentech na zvifatech a jejich pfeneseni do huméanni mediciny. V experimetech se
pouzivaji mysi, potkani, kralici, psi, ovce, kozy, primati. U mysi a potkanli jsou vytvéareny
defekty kalvy nebo tvz. defekty kritické velikosti, které slouzi jako modely hojeni. Testuji se
rastové faktory, peptidy, rtizné typy vyplni, vcetné¢ keramickych materidlli, metody
genetického inZenyrstvi. Studie na vétSich zvifatech jsou finanén€ ndrocné. Objem
experimentalnich defektl neni v téchto studiich velmi ¢asto uvadén, kdyz ano, pohybuji se dle
velikosti experimentalniho zvifete od 0,1 do 3 cm’ (Lane et al., 1999, Fredericks et al.,2004,

Artzi et al.,2004, Gao et al.,1997, Arts et al.,2005).

Ve vétsiné studii je velikost experimentdlnich defekti mnohem mensi nez v nasi studii.
Ktomu nutno jes$t€¢ poznamenat, Ze se piipojuji jeSte¢ dalsi vlivy — rizné délky hojeni
v zavislosti na druhu a véku zvifete, riizné typy hojeni, napt. pfevaha enchondralni osifikace

u mysi a potkanti (Padhraig et al.,2008).

Mefteni velikosti defektii, resorpce materidlu a trabekulace defektu je vzhledem k jejich
nepravidelnosti tvard jisté ne zcela piesné. Vyhodnégjsi pro zjisténi hojeni defektli by bylo CT
vySetieni, eventudlné kvantitativni vySetfeni multidetektorovym CT (Riegger et al.,2011).
Znamenalo by to ovS§em mnohondsobn¢ vétsi ddvku ozafeni pti opakovanych vysetienich, coz
bylo nepftipustné i vzhledem k tomu, Ze vétSinu pacientl tvofily déti a osoby v reprodukénim
véku. Nami sledované kostni defekty byly lokalizované na koncetinach, kde bylo mozné
standardizovat dvé na sebe kolmé projekce a odectem maximalnich rozmérti ve tfech rovinach
tak objem vSech defektli pfevést na objem kvadru. Tato technika vyhodnoceni byla nejen
pfevzata z pivodni prace (Anker et al.,2005), ale také pfijata v rdmci publikace klinické ¢asti

této prace (Kucera et al.,2011).

Z hlediska vyplné kostnich defektli byvéa jako diivodem pro pouziti ndhrad kostnich §tépt
udavano nedostatecné mnozstvi autolognich kostnich $tépt a komplikace vznikajici pfi jejich
odbéru (Banwart et al.,1995, Goulet et al.,1997). Z nasi klinické studie miizeme potvrdit, ze
zejména u déti mize byt jejich mnozstvi nedostatecné, na druhou stranu jsme zaznamenali
pouze 2 ptipady ptrechodnych dysestezii v inervacni oblasti nervus cutaneus femoris lateralis
z43 odbéri. Podobné¢ jako Ghassemi se spolupracovniky jsme nenalezli vyznamngjsi

komplikace po odbéru autolognich kostnich §tépti (Ghassemi et al.,2009).
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Pii kontrole po 6 tydnech od operace jsme zjistili resorpci ¢asti autolognich kotnich §tépt
v defektu, dale pak byla zaznamenédna pouze trabekulace. Resorpci lze vysvétlit tim, Ze
osteogenni buiiky pieZivaji pouze na povrchu §tépu a jsou Ziveny difuzi. Cast $tdpu pak
podléha nekroze a resorpci (Heiple et al.,1963). Trabekulace defektu pfi vyplni autolognimi
kostnimi $tépy probihala ve své rychlé fazi po cely rok od operace a v dalsim obdobi jen
pomalu v ramci remodelace kosti, pfiCemz dosahovala nejlepSich vysledk ze vSech tii
skupin. Obecné jsou autologni kostni $t€py nazyvany zlatym standardem pro vypln defektd
(Parikh,2002). Je nutné si vSak uvédomit, Ze v kostni dieni nastavaji zmeény ve vztahu k véku
a pohlavi pacienta a klesa pocet osteoprogenitorovych bun¢k (Muschler et al.,2001), zaroven
se uplatnuji 1 dalsi vlivy (velikost defektu, vaskularita, dostupnost signalnich molekul). Neni

tedy zaruceno dokonalé zhojeni kostniho defektu ani pfi této vyplni.

B-TCP Poresorb-TCP® byl velmi dobie tolerovan. Nebyly zjitény zadné nezadouci reakce
na implantovany materidl, novotvofené kostni trabekuly na néj pfimo navazovaly
bez piitomného vazivového interpozita a netvofily se radiolucentni zoény v okoli materialu.
Také v literatufe jsou prezentovany jen velmi ojedinélé komplikace po implantaci B-TCP.
Galois se spolupracovniky vypliioval defekty kosti v traumatologické indikaci B-TCP, zjistil
velmi dobrou integraci materidlu bez vzniku fibrézniho pouzdra a zaznamenal 3 infekty.
Nicméné tyto infekty se vyskytly v defektech u otevienych zlomenin, kde je indikace
pro pouziti této vyplné sporna (Galois et al.,2000). Krom¢ infekéni komplikace byla popsana
reakce makrofagl na ¢astice keramiky vzniklych jeji destrukei béhem impakéniho §tépovani
defektu acetabula s vytvofenim vazivového pouzdra, piipadné tyto ¢astice mohou byt pficinou
otéru ,tfetim télesem* endoprotézy nebo iritacni synovialitidy pfi priniku do kloubu (Arts et
al., 2005). Dobrou toleranci B-TCP podporuje 1 jeho vstiebani z mékkych tkani, které jsme
pozorovali v nékolika pfipadech. Pro tyto vlastnosti je snaha vyuzit trikalciumfosfat jako
nosi¢ rastovych faktori (Laffargue et al.,1999), antibiotik — naptiklad gentamicinu (Prat-

Poiret et al.,1996) nebo cytostatik (Ueda et al.,1997).

Resorpce materidlu a trabekulace defektu byla relativné pomald, avSak jejich primérné

hodnoty byly doprovdzeny vyznamnymi smérodatnymi odchylkami. Vysledky nékterych

takto vyplnénych defektl odpovidaly vyplni autolognimi kostnimi S$t€py. Na intenzitu

resorpce ma vliv mikrostruktura biomateridlu, kterd se liSi u jednotlivych implantath

vyrobenych riznymi vyrobci na bazi porézniho B-TCP. Mikrostrukturou se rozumi porozita,

velikost makropérii, mikroport, piitomnost interporéznich spoji, specificka plocha (Sponer et
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al.,2011). Galois s Mainardem revidovali literarni udaje o optimalni velikosti port pro kostni
vrust. Pohled na tuto problematiku neni mezi autory jednotny, nicméné jako optimum je
povazovana velikost 80 az 250 pm (Galois et Mainard,2004). Vétsi pory umoznuji lepsi
neovaskularizaci a osteogenezi, avSak ztraci se mechanickd pevnost materidlu (Karageorgiou
et al.,2005). Vliv porozity zkoumali in vitro a in vivo Kasten se spolupracovniky, kdy
porovnavali porozitu 25 %, 65 % a 75 % a dosli k zaveru, Ze vétsi porozita neznamend
automaticky vetsi aktivitu alkalické fosfatazy ve tkanové kultute. Vice zavisi na velikosti port
a interporéznich spoji (Kasten et al.,2007). Poresorb-TCP® ma velikost pért pii dolnim
limitu uvadéného rozpéti (100 um), coz muze byt pfi¢inou pomalejsi resorpce a trabekulace
defektu. Na druhé strané je vSak tfeba poznamenat, Ze po implantaci se pory zvétSuji
rozpouSténim biomateridlu a reakci makrofagli (Lu et al.,1999). Takto zvétSené pory
umoziuji vrist kapilar a osteogenezi, kterd byla potvrzena histologickymi vySetfenimi tkéni
zpuvodniho defektu. Ve vétSich defektech sobjemnéjsi vyplni jsme pozorovali
neresorbovany materidl i po nékolika letech v centrdlni oblasti. Podobné zkuSenosti
publikovali také Hirata se spolupracovniky (Hirata et al.,2006) a Nicholas s Langem
(Nicholas et Lange,1994).

Smés autolognich kostnich §tépli a Poresorbu-TCP® byla pouzita k vyplni vétSich defektd,
kdy byla snaha obohatit B-TCP o urcité mnozstvi ristovych faktori a osteoblastl. Arts se
spolupracovniky vyplioval defekty acetabula smési autolognich $tépt a B-TCP v poméru 1:1
s dobrym efektem (Arts et al.,2005). Rovnéz byly publikovany dobré vysledky pii pouZiti této
smeési u spindlni posterolateralni fize (Moro-Barrero et al.,2007). V nasem ptipad¢€ ptevazoval
podil B-TCP (1:2). Pfevaha trikalciumfosfatu ve smési a vypliovani vétSich defektd se
odrazily na vysledcich relativné pomalé resorpce materidlu a trabekulace defektu. Kombinace
byla dobfe tolerovana, nezjistili jsme z&4dné nezadouci reakce. Kiivky pribchu resorpce
materialu a trabekulace defektu byly obdobné jako pfi vyplni samotnym Poresorbem-TCP®.
Rychlejsi prabeh v prvnich 6 mésicich vysvétlujeme ptitomnosti autolognich kostnich $tépi.
Vzhledem k témto naleziim Ize dle naSeho nazoru pouzit Poresorb-TCP® jako doplnéni
autolognich kostnich S$tépid tam, kde jejich mnozstvi je vzhledem k velikosti defektu

nedostatec¢né.

Statisticky jsme porovnali vSechny tii typy vyplni. Nejlepsi vysledky byly podle ocekéavani
u autolognich kostnich §tépti. Vyplné Poresorbem a smési autolognich kostnich §tépti s B-TCP

vykazovaly mezi sebou srovnatelné vysledky. Oba postupy byly pomalejsi jak v resorpci, tak
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v trabekulaci. I pfes dobrou osteointegraci a nadéjné vysledky nedosahuji zatim umélé kostni
nahrady kvality kostni tkané, coZ je i vysledkem nasi experimentalni prace. Moznou cestou
budou kompozitni materidly, kde osteokonduktivni vlastnosti umélych nahrad by byly

potencovany osteoinduktivnimi, piipadné osteogennimi biologickymi soucastmi.

Z hodnoceni hojeni kostnich defektii bylo zifejmé, Ze jednu z kli€¢ovych uloh hraje jejich
velikost. Resorpce vyplné a trabekulace defektu postupovala od periferie do jeho centra.
U vétsich defektl perzistoval Poresorb-TCP® uprostied plivodniho defektu, resp. pfi vyplni

autolognimi kostnimi $tépy nebyla v centru patrnd trabekulace.

Hlavnim dGvodem, pro¢ v centru vétSich kostnich defektd nevznika kostni tkan, je
nedostate¢ny piivod Zivin, kysliku a odstrafiovani produktii metabolizmu. Tkan v centru
nekrotizuje a nasledné z okoli vristd do tohoto mista tkan vazivova, kterd ma mensi naroky
na tenzi kysliku a pomalej$i metabolizmus. Hlavnim mechanismem piisunu kysliku a Zivin je
pasivni difuze po koncentracnim gradientu, pficemzZ pro pomalou difuzi a velkou spotiebu je
limitujicim faktorem transport kysliku (Muschler et al.,2004). V trabekularni kosti je
vzdalenost, kterou musi kyslik difundovat z lumen kapilary k bunécné stén¢ maximalné
do 200 pm (Chow et al.,2001). Pti vzdalenosti 1 cm do centra defektu je tato vzdalenost 50x
vétsi. V hypoxickém prostiedi centra pak soutézi o kyslik nejen mezenchymalni kmenové
bunky mezi sebou, ale i s buikami zanétlivé odpovédi. Rozsah ptipadné centralni nekrozy je
zavisly na nékolika proménnych — koncentrace kysliku na okraji defektu, koncentrace
a distribuce bunék v defektu a jejich spotieba kysliku, tok tekutiny v defektu, difuzni
konstanta kysliku a biologicka odpovéd’ bun€k na hypoxii (Muschler et al.,2004). Metodami
tkanového inzenyrstvi lze spocitat, Ze napt. v defektu 2cm tloustky vyplnéném biomateridlem
mizZe byt bez rizika vzniku centralni nekrézy maximaln& 70 000 bungk na cm’. Pro srovnani
v aspirdtu kostni dfené, napf. pro transplantaci do defektu, je pfiblizn¢ 40 000 000 bunék
na cm’ (Muschler et al.,2001). Porovnani velikosti kostnich defektdi vyskytujicich se v nasi
klinické praxi s vySe uvedenymi fakty vysvétluje obtize s dosazenim kompletniho zhojeni
a remodelace bez ohledu na typ vyplné. Potvrzuji to také vysledky regresni analyzy.
Vzhledem k resorpci od periferie defektu do centra je ziejmé, ze ¢im vétsi defekt, tim vétsi
mnozstvi biomaterialu se na obvodu vstfeba a vEtsi objem defektu trabekuluje (vyjadieno
v absolutnich ¢islech) — prokazana zavislost ve vSech tfech skupinach. Pokud vsak zjistujeme
zavislost urovné zhojeni defektu na jeho velikosti (vyjadfeno v procentech), nenachazime

zavislost ani u vypln¢ autolognimi $tépy.
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S problematikou transportu kysliku, nutrientd, riistovych faktorii, migrace buné¢k, riistem cév
do defektu jisté souvisi kvalita oSetieni jeho stén. Peclivd exkochleace tkané¢ z defektu
a odstranéni sklerotické kosti umozni pfimou komunikaci mezi ,,matefskou‘ kosti véetn¢ cév
a vyplni. Zvlast’ dalezity je tento debridement defektu u vyplné B-TCP jako osteokondukéniho
materidlu, ktery je pfimo zavisly na pfisunu vySe uvedenych faktorii potfebnych pro kostni

novotvorbu z okoli defektu.

v

Nelze obecné tvrdit, ze ¢im mensi defekt, tim kompletngjsi je jeho zhojeni. Na druhé strané
jsme vnasem souboru empiricky zjistili, Ze urCita zavislost existuje. U malych defekta
dochazelo k velmi dobrému zhojeni bez ohledu na typu vyplné. Pokud byhom za hlavni
pri¢inu tohoto jevu pokladali vySe uvedenou omezenou vzdélenost G¢inné difuze kysliku
a zivin, lze predpokladat, Ze lze zjistit urcitou hrani¢ni velikost kostniho defektu pro Gspésné

zhojeni.

Otazkou bylo, co lze povazovat za UspéSné zhojeni defektu. V idedlnim ptipad¢ by to
znamenalo 100% trabekulaci defektu. V klinické praxi se pravidelné setkdvame s netiplnou
trabekulaci v centru piivodniho defektu a nezaznamendvame pfitom zadné obtize pacientl pfi
plné zatézi. Z kiivek trabekulace defektl vyplyva, jak jiz bylo uvedeno, Ze rychlejsi faze
tohoto procesu kon¢i ve 12. mésici od operace. Dale bylo uvedeno, Ze nejlepsi vysledky byly
dosazeny pii vyplni autolognimi kostnimi Stépy. Pfi této vyplni piesahovala primérna
trabekulace defektu 12 mésici od operace 70 %. Na zaklad¢ téchto udajii a klinickych
zkuSenosti jsme stanovili jako hranici uspéchu hojeni 80% trabekulaci defektu 12 mésict
od operace. V dostupné odborné literatufe nebylo nalezeno obdobné kritérium, se kterym
bychom mohli nase vysledky porovnat. Zjistény hrani¢ni objem 4 cm’ by odpovidal objemu
krychle o hrané pfiblizné 1,6 cm. Pti pfedpokladu difuze Zivin ze vSech stran krychle
odpovida tento rozmér schopnosti nutrienti difundovat do centra defektu dle vyse uvedenych
Gidajii (Muschler et al.,2004). Objem 4 cm® miiZe byt tak povazovan za hraniéni pro vypli
Poresorbem-TCP®. Obdobné vysledky uvadi i Sponer, ktery hodnotil mnozstvi B-TCP
pottebné k vyplni defektu a zjistil, ze u vypln¢ do 3,5 g Poresorbu-TCP® doslo k tplné
resorpci materialu a zhojeni defektu (Sponer et al.,2011). Anker pouzival k vyplni defekti
také porézni B-TCP (Vitoss, Orthovita, USA), uvedl obdobné kiivky resorpce a trabekulace,
nicméné delil defekty na malé a velké, kde hranice pro rychlou a pomalou resorpci
a trabekulaci byla 43 cm’, tuto hodnotu viak odvodil jako primémy objem u 24 pacienti

(Anker et al.,2005). Objem 43 cm’ odpovida krychli o hran& p¥iblizn& 3,5 cm. Pfi téchto
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hodnotach lze pfijmout moznou resorpci materialu, ale pro uspéSnou trabekulaci se jevi
vzdalenost od periferie do centra defektu vzhledem k moZnostem difuze ptili§ velka. Pokud
bychom pouzili stejnou metodu a vzali primérnou hodnotu objemu zmétenych defektt (15
cnr’), jisté bychom ziskali signifikantni rozdil mezi obéma skupinami (autologni kostni §tépy

versus B-TCP).

Problémem, ktery vyZzaduje optimalni feSeni, zlstava, jak zlepSit hojeni kostnich defekti,
kdy je nesnadné vytvofit experimentalni model, ktery by se velikosti defektii a podminkam
hojeni co nejvice blizil humanni mediciné (Buma et al.,2004). MoZné obohaceni mista hojeni
MKB a pouziti rekombinantnich rstovych faktort s finanéni naro¢nosti lécby bylo uvedeno
v uvodu do problematiky a diskutovano v experimentdlni ¢asti se vS§emi moznymi problémy.
Rovnéz vyuziti v soucasné dobé popularnich autolognich ristovych faktori obsazenych

v PRP pro podporu osteogeneze neni dle citovanych studii v ivodu vhodné.

Zvlastni pozornost je vénovana posileni angiogeneze v kostnim defektu, protoze novotvorené
cévy jsou kliCové pro transport nutrientli zejména v jeho centrdlni casti, kde je difuze
nedostate¢na. Probihaji experimentalni studie, které vyuzivaji metod tkanového inzenyrstvi
a genetické terapie. VyuZzivaji rGstové faktory vdzané na nosie vcetné B-TCP schopné
indukovat angiogenezi, zatim vSak bez moZnosti vyuziti v klinické praxi (Zisch et al., 2001,
Parikh, 2004, El-Ghannam,2005, Guo et al.,2006). Dal§i moznosti je preadaptace MKB
pfed transplantaci na hypoxické podminky (Muschler et al.,2004). Moznd je i implantace
biomateridlu do vysoce vaskularizované tkané (napt. mezenteria) s predpokladem vristu cév

a naslednou transplantaci do kostniho defektu (Szpalski et al.,2010).

Velikost defektu a moznosti difuze nutrienti do jeho centra hraji podstatnou roli. Podle
naseho nazoru je tato skutecnost divodem, pro¢ nebyla zjiSténa statisticky vyznamna
zavislost hojeni defektli na v€ku pacientli. Zejména u déti bychom predpokladali rychlejsi
a kompletnéjsi zhojeni. Pozitivnim zjist€énim v souvislosti s vékem pacientli byla vyborna

osteointegrace Poresorbu-TCP® u déti bez jakychkoliv nezddoucich tcinkii.

Dal$im diskutovanym tématem je porovnani hojeni defektli ve spongiozni, kortikospongiozni
a kortikalni kosti. Statisticky nebyl rozdil v hojeni defekti s ohledem na polohu v kosti.
Avsak pii sledovani hojeni jednotlivych defektd jsme pozorovali ¢asto pomalejsi hojeni

v kortikalni kosti. Zejména pii vyplni B-TCP, kdy je patrnd pomalejsi resorpce a trabekulace
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defektu nez u autolognich kostnich §tépt, se naskyta otdzka indikace vyplné timto materidlem
v diafyzarnich defektech. V této souvislosti jsme také zaznamenali 2 zlomeniny v diafyzarnim
defektu vyplnéném Poresorbem-TCP® zplsobené padem z kola. Z nasSich pozorovani
vyvozujeme, zZe B-TCP jako nahrada spongidzni kosti je predevSim indikovan do defekti
ve spongiozni a kostikospongidézni kosti. Na druhé strané také v defektech s prevahou
kortikalni kosti byl Poresorb-TCP® velmi dobie integrovan i ptes pomalejsi resorpei. Vzniklé
zlomeniny a obecné riziko jejich vzniku je vztahovano k zevnimu priméru kosti a tloust’ce

kortiky (Broulik,2007).

Ne zcela vyfeSenym problémem je vliv pfidatné osteosyntézy a zatéZe koncetiny na hojeni
kostnich defekti. Osteosyntéza pravé v piipadech zvySen¢ho rizika zlomeniny zejména

u oslabené kortiky brani jejimu vzniku.

Z grafi popisujicich trabekulaci vyplyva, Ze pfitomnost osteosyntézy tento proces zpomaluje
(primérnd trabekulace po 12 mésicich dle typu vypln€ 45 % — 71 %, u osteosyntézy 35 %).
Pfi jejim odstranéni opét doSlo k dalSimu mirnému vzestupu trabekulace. Osteosynteticky
material, v naSem piipad€ dlahy, méni pienos zatéZze na kost. Vyznam zatéZe na kostnim
hojeni je demonstrovan i vzrastajici urovni trabekulace pfi zvySovani povoleného zatézovani
koncetiny. Fyziologickd zatéz kosti je tak vyznamnym faktorem hojeni (Buckwalter et

Grodzinsky,1999).

Histologicka vySetfeni tkdn¢ z mista ptivodniho defektu prokdzala novotvorbu plnohodnotné
lamelarni kosti po vyplni Poresorbem-TCP®. Tkan byla odebirdna z povrchu defektu, nelze
tedy hodnotit postup kostni novotvorby smérem do jeho plvodniho centra. Nevyhodou je
1 malé mnozstvi vzorkd od 5 pacientii. Nicmén¢ dulezitym nélezem je absence zanétlivého

infiltratu v okoli pivodni vyplné, coz svéd¢i o jeji dobré osteointegraci.
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6.5. Zavér

Velikost objeml vétSiny kostnich defektl u afekei nadorim podobnych a benignich tumort
vnadi klinické studii byla do 20 cm’. Tyto objemy jsou vét§i, nez lze modelovat
v experimentu na béznych laboratornich zvifatech a je tak nesnadné porovnani vysledkt

experimentalnich praci s vysledky klinickymi.

Pii vyplni kostnich defektii autolognimi kostnimi $tépy jsme nezaznamenali zavazné
komplikace po odbéru S$tépl, jejich resorpce v defektu byla omezena na prvnich 6
pooperacnich tydnl. Trabekulace defektu méla rychlejsi fazi do 12 mésici od operace,

po které nasledovala pomalejsi faze.

Vyplit Poresorbem-TCP® vykazovala obdobnou dynamiku, nicméné resorpce materidlu
a trabekulace defektu byla relativné pomald, avSak jejich praimérné hodnoty byly doprovazeny
vyznamnymi smérodatnymi odchylkami. Vysledky nékterych takto vyplnénych defektt
odpovidaly vyplni autolognimi kostnimi stépy. B-TCP ve formé Poresorb-TCP® byl velmi
dobfe tolerovan. Nebyla zjiSt€éna zaddna nezadouci reakce na implantovany material,
novotvofené kostni trabekuly na néj pfimo navazovaly bez pfitomného vazivového
interpozita, netvorily se radiolucentni zoény v okoli materidlu. V piipadé lokalizace B-TCP

v mékkych tkanich byl bez komplikaci pln¢ resorbovan.

Vétsi defekty byly vyplilovany autolognimi kostnimi $tépy v kombinaci s Poresorbem-TCP®
vpoméru 1:2. Prevaha B-TCP a vyplhovani vétSich defekt se odrazily na vysledcich
relativné pomalé resorpce materidlu a trabekulaci defektu. Smés byla dobfe tolerovana,
nezjistili jsme Zadné nezadouci reakce. Kiivky prubcéhu resorpce materidlu a trabekulace
defektu byly obdobné jako pii vyplni samotnym Poresorbem-TCP®. Rychlejsi prubéh jsme
zaznamenali v prvnich 6 mésicich, které vysvétlujeme pifitomnosti autolognich kostnich stépt.
Vzhledem k témto nalezlim lze dle naSeho nazoru pouzit Poresorb-TCP® i jako doplnéni
autolognich kostnich S$tépti tam, kde jejich mnozstvi je vzhledem k velikosti defektu

nedostatecné.

Ptfi porovnani jednotlivych skupin vyplné nejlepsi vysledky vykazovala vyplii autolognimi
kostnimi $tépy. Mezi vyplnémi B-TCP a smési obou nebyl nalezen statisticky rozdil. I ptes
dobrou osteointegraci a nad&né vysledky nedosahuji zatim umélé kostni ndhrady kvality

kostni tkané, coz jsme téZ prokazali v nasi experimentalni praci.
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Resorpce materialu a trabekulace defektu probihala od periferie do centra defektu. Cim vétsi
defekt, tim vétsi byla resorpce a trabekulace vyjadiené v cnr’. Z hlediska kompletnosti zhojeni
defektu (vyjadieno v procentech trabekulace celého defektu) neni prokazan vztah, ze ¢im
mensi defekt, tim kompletné&j§i zhojeni. Pfi stanoveném kritériu 80 % trabekulace defektu
12 mésicti od operace jako tspéchu hojeni byl nalezen hrani¢ni objem 4 cm’, ktery svou
velikosti odpovidd moZznostem difuze nutrientli do centra defektu. Tuto hodnotu Ize povazovat
za hranici indikace pro Poresorb-TCP®, protoze u vétSich defektli stanovenou mez Gspéchu

hojeni dosahlo 35 % vyplnénych autolognimi kostnmi §tépy, ale zadny s vyplni B-TCP.

Nebyla zjiSténa statisticky vyznamna zéavislost hojeni defekti na v€ku. Poresorb-TCP® byl
rovnéz velmi dobfe tolerovan v détském véku, plné kompenzoval nemoznost odbéru nebo

nedostate¢né mnozstvi autolognich kostnich $tépi.

Statisticky nebyl zjistén rozdil v hojeni defektd v zavislosti na poloze v kosti s pfevahou
spongidzni, kortikospongiézni nebo kortikalni. V klinickém sledovani vsak hojeni defektt

v diafyze trvalo déle.

Bylo zji§téno zpomaleni trabekulace defektu pfi soucasné provedené osteosyntéze a zrychleni
pii progredujici povolované zatézi koncetiny. Histologicka vysetfeni tkan€ z mista ptivodniho
defektu a nasledné vyplné prokdzala novotvorbu lamelarni kosti. Nebyla zaznamenana zZadna

zanétliva reakce na vyplil.

Mame za to, ze B-TCP jako ndhrada spongidzni kosti je pfedevsim indikovan do defektl ve
spongidzni a kortikospongiozni kosti. Na druhé strané také v defektech s pirevahou kortikalni
kosti byl Poresorb-TCP® velmi dobie integrovan i pies pomalejsi resorpci. Je ho zde mozné
rovnéz pouzit, ale je nutné zvazit i dalsi faktory (Sitka kosti, tloustka kortiky, mala
mechanickd pevnost B-TCP), pfipadné uvazovat o piidatné osteosyntéze tak, aby nebylo

zvySené riziko zlomeniny.
Standardem pro vypln kostnich defektl ziistavaji autologni kostni §tepy.

Poresorb-TCP® je vSak spolehliva ndhrada kostnich §tépl pouzitelnd u déti 1 dospélych. Lze
ho pouzit samostatné nebo jako doplnéni kostnich §tépl. Nejlepsi vysledky byly dosazeny pti

vyplni defekti do 4 cm’ objemu.
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