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1. SOUHRN

Dizertacni prace se zabyva nékterymi otdzkami souvisejicimi s problematikou kostni regenerace.
Je rozdélena na €ast experimentalni a klinickou. V experimentdlni studii je stanovovan pocet,
viabilita a prolifera¢ni schopnost mezenchymalnich kmenovych buné¢k ziskanych z kostni diené
proximalniho femuru od 24 pacientek s koxartrézou, kterym byla implantovana totalni
endoprotéza kycelniho kloubu. Zaroven je zjistovan vyskyt osteopenie/osteopordzy v koincidenci
s koxartrdzou a jejich vliv na vlastnosti mezenchymalnich kmenovych bunék. Vysledkem je nélez
vyznamné prevalence niz§i kostni denzity a jeji koincidence s koxartrdzou, dale pfi shodné
viabilit¢ mezenchymalnich kmenovych bunék je u kosti s niz§i denzitou mensi pocet a nizsi
proliferacni schopnost téchto bun¢k. V druhé fazi byla sledovéna aktivita mezenchymalnich
kmenovych bun€k na vybranych nosicich. Tyto buniky byly obsazeny bud’ v aspiratu kompletni
kostni difené nebo v monocytarnim koncentratu. Z nosi¢li jsme testovali spongidzni alostép,
demineralizovanou kostni matrix, porézni -trikalciumfosfat, lisovany hydroxyapatit
a kalciumsulfat. Hodnotili jsme tvorbu kolagennich vldken a mineralizované extracelularni
matrix. PouZili jsme expanzni médium a osteogenni diferenciacni médium. Zarovenl jsme
srovnavali aktivitu mezenchymalnich kmenovych bunék pii aplikaci kompletni kostni diené
a monocytarniho koncentratu. Nejvyraznéjsi tvorba kolagenu a extracelularni mineralizované
matrix byla jiz v expanznim médiu na alo$tépu, méné na demineralizované kostni matrix.
U umélych ndhrad v expanznim médiu nebyla tato tvorba patrna, museli jsme pouZit osteogenni
diferenciatni médium a nejlepsi vysledky byly zaznamendny u porézniho B-trikalciumfosfatu.
Dale bylo lepSich vysledki dosazeno pfi aplikaci kompletni kostni dfené neZ u monocytarniho
koncentratu.

V klinické c¢asti jsme hodnotili hojeni 87 kostnich defekti u nadorim podobnych afekcei
a benignich tumortl s primémym objemem 15 cm’. 28 defektd bylo vyplnéno autolognimi
kostnimi S$tépy, 44 poréznim P-trikalciumfosfatem (Poresorb-TCP®) a 15 kombinaci obou
material v poméru 1:2 ve prospéch B-trikalciumfosfatu. V pribéhu pooperacnich kontrol jsme
na rentgenovych snimcich hodnotili resorpci vypln€ a trabekulaci defektu. U vSech tfech vyplni
jsme zaznamenali rychlejsi fazi resorpce, resp. trabekulace do 12. mésice od operace,
nasledovanou pomalej$i fazi. U autolognich kostnich S§tépli byla resorpce jen nepatrna
a trabekulace ptfesahovala 70 % v 12 mésicich od operace, navic jsme zjistili jen minimalni
komplikace pii odbéru stépi z lopaty kosti kyc€elni. Poresorb-TCP® byl velmi dobie tolerovan
bez nezddoucich reakci, také v piipadé utniku do meékkych tkéni byl bez komplikaci plné
resorbovan. Nicméné resorpce vyplné a trabekulace materidlu byla relativné pomald. Srovnatelné
vysledky byly zaznamenany i u kombinace obou materidlli, pouze v prvnich Sesti mésicich byla
oproti samotnému Poresorbu rychlejsi jak resorpce, tak trabekulace. Umélé ndhrady kostnich
Stépu tak zatim nedosahuji kvalit autologni kostni tkané. Pti stanoveni kritéria spé$ného hojent -
80% trabekulace defektu 12 mésicti od operace byl nalezen hraniéni objem defektu 4 cm’, do
kterého byl vysledek trabekulace obdobny jak pfi vyplni autolognimi kostnimi S$té€py, tak
Poresorbem-TCP®. Nebyla zjisténa statisticky vyznamna zavislost hojeni defektd na véku, ani na
poloze defektu v kosti s pievahou spongidézni, kortikospongiézni nebo kortikalni. AvSak
v klinickém sledovani hojeni defektl v diafyzach trvalo déle. Bylo zjiSténo zpomaleni trabekulace
defektu pfi soucasné provedené osteosyntéze a zrychleni pifi progredujici povolované zatézi
koncetiny.

Standardem pro vyplii kostnich defektl zlstavaji autologni kostni $tépy. Poresorb-TCP® je vSak
spolehliva nahrada kostnich §tépli pouZzitelna u déti 1 dospélych. Lze ho pouZzit samostatné nebo
jako doplnéni kostnich $tépi. Nejlepsi vysledky byly dosaZeny pii vyplni defektd do 4 cm’
objemu.



2. BONE CARRIERS WITH MESENCHYMAL STEM CELLS
SUMMARY

Thesis deals with certain issues relating to bone regeneration. It is divided into experimental and
clinical part. In the experimental part is determined number, viability and proliferative ability of
mesenchymal stem cells obtained from the bone marrow of proximal femur of 24 female patients
with hip osteoarthritis, who had already undergone a total hip arthroplasty implantation. At the
same time is ascertained the incidence of osteopenia / osteoporosis in coincidence with hip
osteoarthritis and their influence on the properties of mesenchymal stem cells. The final outcome
is a significant prevalence of low bone density and its coincidence with hip osteoarthritis, and
moreover when identical viability of mesenchymal stem cells, in bones with lower density, there
is smaller number and reduced proliferative capacity of such cells. In the second phase was
monitored activity of mesenchymal stem cells in selected carriers. These cells were found either
in the aspirate of complete bone marrow or in monocyte concentrate. From the carriers we tested
cancellous bone allograft, demineralized bone matrix, porous P-tricalcium phosphate, molded
hydroxyapatite and calcium sulfate. We evaluated the formation of collagen fibers and the
mineralized extracellular matrix. We used expansion medium and osteogenic differentiation
medium. At the same time we compared the activity of mesenchymal stem cells during complete
bone marrow application and during monocyte concentrate application. The most significant
production of collagen and extracellular mineralized matrix was in the expansion medium for
allograft, and less in the demineralized bone matrix. When bone graft substitutes with
mesenchymal stem cells were present in the expansion medium such a formation was not evident,
thus we had to use the osteogenic differentiation medium, with best results noted when B-
tricalcium phosphate had been used. Furthermore, better results were achieved when applying
complete bone marrow, rather than monocyte concentrate.

In the clinical part, we evaluated the healing of 87 bone defects in tumors-like lesions and benign
tumors with an average volume of 15 cm’. 28 defects were filled with autologous bone grafts, 44
porous P-tricalcium phosphate ( Poresorb-TCP ®) and 15 combinations of both materials in a 1:2
ratio in favor of B-tricalcium phosphate. During the course of postoperative control, using
radiographs we evaluated the filling resorption and the defect trabeculation. Comparing all three
fillings we recorded faster resorption phase, respectively, trabeculation up to 12th month after the
operation, followed by a slower phase. In autologous bone graft resorption was only slight and
trabeculation exceeded 70% in the 1st year post-operatively. In addition, we noted minimal
complications harvetsing grafts from ones iliac crest. Poresorb-TCP ® was well tolerated without
any undesirable reactions, also in case of leakage into the soft tissues was fully absorbed with no
complications. However, filling resorption, and material trabeculation was relatively slow.
Comparable results were seen even in combinations of both materials, with evidently faster
resorption as well as trabeculation only during the first six months, compared to Poresorb itself.
Bone graft substitutes are so far inferior to autologous bone. In establishing criteria for successful
healing - 80% trabeculation of the defect during the 1st year after the operation has been
calculated as the borderline defect volume of 4 cm’, up to which trabeculation of the defect was
similar, either filled with autologous bone grafts, or Poresorb-TCP ®. There were no statistically
significant dependence of the defect healing with age, or the location of the defect in the bone,
with a predominance of cancellous, cortical, or cortical-cancellous bone. However, in clinical
monitoring healing of defects in diaphysis lasted longer. It was found deceleration of the defect
trabeculation in cases of a simultaneously performed osteosynthesis and acceleration when
progressively weight-bearing the concerned extremities.

Standard for filling bone defects remain autologous bone grafts. Poresorb-TCP ® however, is a
reliable substitute of bone grafts applicable in both children and adults. It can be used alone or
toge‘gher with bone grafts. The best results were obtained when filling defects with volume up to
4em’.



3. UVOD DO PROBLEMATIKY

S problematikou hojeni kostnich defekti se setkdvame v kazdodenni ortopedické
a traumatologické praxi. Pro optimalni vysledek je nezbytné ve zvoleném zpiisobu [éCby
respektovat fyziologicky proces kostniho hojeni. Na jeho kvalité se podileji biochemické,
bunécné, hormonalni, biomechanické vlivy a zasahujici pifipadné patologické mechanizmy.
Ustfedni roli hraji mezenchymalni kmenové buiiky, jejich diferenciace v osteogenni buiiky, dale
rustové faktory, proces neoangiogeneze. Pii hojeni kostnich defekti je proces migrace, proliferace
a diferenciace mezenchymadlnich kmenovych bunék ovlivnén vlastnostmi nosicii, respektive
vyplni téchto defektl. Vyplnit kostni defekt Ize autolognimi kostnimi §té€py, alogennimi kostnimi
Stépy nebo riznymi druhy umélych kostnich nihrad (kalciumfosfatovd keramika, bioinertni
keramika, kalciumsulfat, polymery, kovy, rizné kompozitni materidly). I pfes fadu publikovanych
praci z oblasti kostniho hojeni, mezenchymalnich kmenovych bunék, rastovych faktord, umélych
kostnich nahrad je tieba dle naseho ndzoru pokracovat ve vyzkumu zejména v téchto oblastech:

Pokracujici studium fyziologie kostniho hojeni a moZnosti jeho ovlivnéni, pficemz je nutné
vytvofit takové experimentdlni modely, které se budou co nejvice pfiblizovat klinickym
podminkdm v humanni medicin¢:
e vliv mnozstvi MKB a jejich proliferacnich schopnosti v misté¢ hojeni, otdzka
potencidlu kostni regenerace ve vysSim véku,
e otazky spojené s izolaci a kultivaci MKB — vyfeSeni bezpecnosti metodiky
z hlediska kultiva¢nich médii, rizika infek¢ni kontaminace, ztraty schopnosti jejich
diferenciace a také ekonomickych nakladu,
e porovnani ucinnosti zvySeni poctu osteogennich bunék v misté hojeni ve formé
aspiratu kostni dfen¢, monocytarniho koncentratu a nakultivovanych MKB,
e moznosti podpory diferenciace MKB v proosteogenni buiiky,
e problematika spojend s aplikaci ristovych faktord — které druhy, otazka
nejvhodnéjsiho nosice, davky a farmakokinetiky,
e ovéfeni terapeutické ti¢innosti autolognich rastovych faktort v PRP,
e problematika nosi¢i MKB, interakce MKB s jednotlivymi nosi¢i od autolognich
Sté€pi pies rizné formy alogennich $tépl az k jejich umélym nédhradam,
e moznosti a pfinos genetické terapie.

Hojeni kostnich defektii v terénech s rizné pfiznivymi podminkami pro kostni hojeni z hlediska
ptitomnosti MKB, riistovych faktorti a vaskularity:

e problematika fyziologie hojeni kostniho defektu s moznymi pozitivnimi

a negativnimi vlivy,

e moznosti ovlivnéni neoangiogeneze, piipadné vyuziti nosict kysliku,

e otdzka volby typu vyplné defektu a operaéni techniky,

e dosazeni optimdlni mechanické pevnosti kosti v mist¢ defektu, vliv podplrné

osteosyntézy na hojeni defektu,

ovlivnéni kostni remodelace, vliv zatéze koncetiny, fyzikalni terapie.

Na nékterd témata se zaméfuje naSe dizertani préace, kterd je clenéna na experimentdlni
a klinickou studii.



4. CIiLE DIZERTACNI PRACE

Experimentalni studie:

- VySetfeni kostni denzity u starSich pacientii s koxartrézou podstupujicich implantaci
totalni endoprotézy kycelniho kloubu.

- Zjisténi koincidence koxartrézy a nizsi kostni denzity.
- Odbér Kkostni dfené od téchto pacienti, izolace a kultivace MKB.

- Stanoveni poctu, viability a prolifera¢ni schopnosti MKB, porovnani nalezu

u pacientii s normalni a niZ$i kostni denzitou.

- Interakce MKB s vybranymi nosi¢i — hodnoceni tvorby kolagenu a extracelularni
mineralizované matrix:

e porovnani aktivity MKB v aspiratu Kkostni diené a monocytarnim
koncentratu,

e porovnani aktivity MKB na alogennich Stépech a umélych kostnich
nahradach.

Klinicka studie:

- Hodnoceni hojeni kostnich defekti v zavislosti na jejich velikosti, poloze v kosti
kortikalni, kortikospongiézni a spongiézni a také na véku pacienta.

- Vyhodnoceni resorpce vyplné a trabekulace defektu pfi pouziti autolognich kostnich
§tépu, porézniho B-TCP a jejich kombinace.

- Zhodnoceni vlivu sou¢asné osteosyntézy a zatéZe koncetiny na hojeni defekti.

- Zjisténi indikaci pro pouZziti B-TCP jako nahrady kostnich $tépi.



5. EXPERIMENTALNI STUDIE
A/ MATERIAL A METODIKA

V experimentalni studii byla k testiim mezenchymalnich kmenovych bunék (MKB) pouzita kostni
drenn 24 pacientek odebrana z trochanterické krajiny kosti stehenni b&hem implantace totalni
endoprotézy kycelniho kloubu pro diagnoézu primarni artrézy I'V. stupné. Jejich pramérny vek byl
70 let (60 az 81 let, median 69 let). Z hlediska vlivu osteopenie/osteopordzy bylo provedeno
pfedoperacni denzitometrické vySetfeni v den nastupu na hospitalizaci, zarovenn byl stanoven
body-mass index.

V tomto souboru byla sledovana koincidence artr6zy a osteopenie/pordzy, izolovany byly MKB
a stanoven jejich pocet, viabilita a proliferacni schopnost. Déle bylo vySetfovano, jakym
zpusobem se MKB chovaji na vybranych nahradach kostni tkdn€¢ uzivanych v nasi ortopedické
praxi pii 1é€be kostnich defektt.

Odbér kostni diené od pacientek, kterym byla implantovéana totalni endoprotéza kycelniho kloubu
po seznameni a podepsani informovaného souhlasu, byl schvélen etickou komisi. Vylou¢eny byly
pacientky s anamnézou nddorového nebo infekéniho onemocnéni, nemocné podstupujici
dialyza¢ni lécbu 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 normalni a nizkou kostni denzitou dle T-skore.
Pted operaci byl vzdy proveden za standardnich podminek pfedozadni rentgenovy snimek
kycelniho kloubu. Metodikou dle Singha a spolupracovnikli byl na zéklad¢ patrné trabekulace
proximalniho femuru stanoven tzv. Singhtv index.

Implantace totdlni endoprotézy kycelniho kloubu probihala standardnim postupem. Pied
provedenim osteotomie krcku stehenni kosti byla standardnim zplisobem pomoci Jamshidiho
jehly aspirovéna z trochanterické oblasti femuru kostni diet v mnozstvi 2 x 10 ml do pfedem
heparinizovanych stiikacek. Bunétnd suspenze byla pfidana k vychlazenému (4°C) PBS pufru.
Pomér kostni diené a PBS pufru byl 1:1 Takto pfipravend kostni dien byla transportovana do
laboratofe tkafiovych kultur Ustavu histologie a embryologie. Zde byla ¢ast dfené oddélena,
z Casti byl ziskdn mononukledrni koncentrat a izolovany MKB. Mononukledrni buniky byly
separovany centrifugaci 30 min pfi 2800 ot/min na zdklad¢ Ficoll-Paque vztlakového gradientu
a byla vyuzita jejich adherence k plastim v pfipad¢ nasazeni plné kostni dfené a k hodnoceni
schopnosti tvofit kolonie (CFU). Bunky byly kultivovany na TPP Petriho miskach pii 37°C
za aerobnich podminek v expanznim médiu obsahujicim 2 % fetalniho teleciho séra. Toto
expanzni médium se skladalo z Eaglova minimdlniho esencidlniho média v alfa modifikaci -
alpha-MEM, fetalniho teleciho séra, 2-fosfatu kyseliny askorbové, dexametazonu, L-glutaminu,
penicilinu a streptomycinu. Po dosazeni 70% splyvavosti byly buiiky uvolnény 0,25% trypsinem-
EDTA. Bunky byly po¢itainy pomoci ptistroje Z2 Counter. Viabilita byla analyzovana pfistrojem
Vi-Cell XR. Primokultura byla pasdzovdna mezi 7. az 14. dnem, podle vzhledu kolonii. Dalsi
pasaze byly indikovany vzdy po dosaZeni 70% splyvavosti. V pribéhu dlouhodobé kultivace
v zékladnich médiich byly pro kazdou pasaz stanovovany dv¢ zakladni biologické charakteristiky:
pocet populacnich zdvojeni a ¢as potfebny na zdvojnasobeni populace. Izolované MKB byly
vizualizovany mikroskopii s fizovym kontrastem.

V dalsi fazi bylo testovano chovani MKB od vybranych déarci s normalni kostni denzitou
na trojrozmérnych nosicich kostni tkan¢é. Vzhledem k tomu, ze v soucasné dobé neni povolené
pouziti nakultivovanych MKB v klinické praxi, bylo nanaSeno na pfipravené nosice bud’ 3 ml
aspirované kostni dfen¢ nebo 3 ml monocytarniho koncentratu. Kultivace probihala v expanznim
médiu 2 tydny, poté byly vzorky zpracovany, pozorovany a fotografovany v rastrovacim
elektronovém mikroskopu Tesla BS 301 pii zobrazeni v moddu sekundarnich elektronti pfi



urychlovacim napéti 25 kV. Hodnotili jsme novotvorbu mineralizované extracelularni matrix
a pfitomnost kolagenu. Tam, kde nebyla jeho tvorba dostatecnd, bylo pouzito sérové diferenciaéni
médium s 10 % FCS a pridavkem kyseliny L-askorbové 0,5 mM/I, beta-glycerofosfatu 10 mM/1
a dexametazonu.

Z nosiCl byly testovany - zmrazeny alogeni spongidézni kostni S§tép z proximalni tibie
a demineralizovana kostni matrix vyrobena z alogenni hlavice femuru. Oba certifikované nosice
byly ziskany z Tkaové ustfedny Fakultni nemocnice Hradec Kralové. Cerstvy autologni kostni
S$té€p nebyl pouzit, protoze zvolenou metodou hodnoceni pfitomnosti kolagenu by nebyl odliSen
pivodni a nové vytvofeny kolagen. Dale byl testovan porézni -trikalcium fosfat (Poresorb-
TCP®, Lasak Praha, s.r.o., Ceské republika), lisovany hydroxyapatit pii 150 °C (HA 150, Lasak
Praha, s.r.0., Ceska republika), kalciumsulfat bez porézni struktury (Osteoset®, Wright Medical,
USA).

B/ VYSLEDKY

Dle vysledku denzitometrie byly Zeny rozdéleny na pacientky s normalni denzitou (12 Zen) a niz$i
denzitou, resp. osteopenii (10 zen) a osteopordzou (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 nizsi kostni denzitou 24 let. Body-mass index (BMI)
u pacientek s normalni denzitou byl primérné 29, u pacientek s niz§i denzitou 24. Zjistény
Singhtiv index se shodoval s vysledky denzitometrie pouze u 7 z 24 Zen.

Na vztlakovém gradientu Ficoll-Paque bylo izolovano v priméru pii pimém méfeni 23 x 10°
(11,6 x 10° — 125 x 10°) mononuklearnich bun&k. Z t&chto bun&k adherovalo na dno kultivaénich
nadob 123 (10 — 1100) bunék, coz odpovida 1230 CFU-F/ml.

Viabilita kultivovanych bunck byla dlouhodobé primémé 95 % (85 % - 99 %). U pacientek
s niz8$i kostni denzitou byla stejnd viabilita bunck, ale mezenchymalni bunky se odliSovaly
od pacientek s normalni denzitou mens$im poctem (pocet CFU/ml u pacientek s normalni denzitou
12354550, u pacientek s nizsi denzitou 239+150). Dalsi rozdil mezi MKB pacientek s normalni
a niz8i kostni denzitou byl v prolifera¢ni aktivité. Nejvyraznéji se to projevilo ve tieti pasazi, kdy
MKB z osteoporotické kosti potiebovaly ve tieti pasazi az 10 x delsi cas ke zdvojeni populace nez
buniky od pacientii s normalni denzitou.

Pfi naneseni kompletni kostni dfen¢ i monocytarniho koncentratu na alo§tép byla patrnd vyrazna
tvorba mineralizované extraceluldrni matrix a kolagenu jiz v expanznim médiu. Pfi aktivit¢ MKB
na demineralizované kostni matrix byla pozorovana rovnéz tvorba kolagenu v expanznim médiu,
ale novotvofena vldkna byla ve srovnani s aloS§tépem jemnéj$i a byla tedy ziejma aZ pfi vétSim
zvétSeni. Pro umélé ndhrady kostnich $tépti bylo spolecné, Ze novotvorba kolagenu po naneseni
kostni dfené 1 monocytarniho koncentratu nebyla prakticky patrna v expanznim médiu, proto bylo
pouzito diferenciatni médium. Nejvyraznéjsi tvorba kolagennich vldken a extracelularni
mineralizované matrix byla na poréznim B-trikalciumfosfatu. Na lisovaném hydroxyapatitu byla
zakladnim znakem dobré tvorba kolagennich vlaken, ale pouze na povrchu materidlu. Zaroven byl
1 jiny charakter vlaken — tvofily plo$né tUtvary z retikularnich vldken, kterd odpovidala
makroskopicky kolagenu III. Na kalciumsulfatu, ktery nema porézni strukturu, byla ojedinéla
tvorba kolagennich vlédken na povrchu a v okoli otvort.

Pti srovnani kompletni kostni dfené¢ a monocytarniho koncentratu byla obecné vyraznéjsi tvorba
kolagenu a extracelularni matrix pfi naneseni kompletni kostni dfen¢.

C/ DISKUZE
Kvalita kostni reparace je ovlivnéna celou fadou faktorti. Jednou z podminek je dostate¢ny pocet

a kvalita MKB v misté¢ pfedpokladaného hojeni. Muschler se spolupracovniky odebiral kostni
dren z lopaty kosti kycelni od pacientll rizné¢ho véku. Zjistili pokles po¢tu CFU-F produkujicich



alkalickou fosfatdzu nejen v zavislosti na zvySujicicm se v€ku, ale zaroven byl tento pokles
patrnéjsi u zen, coz bylo hodnoceno v souvislosti s postmenopauzalni osteopordzou (Muschler et
al.,2001). Faktor osteopenie/osteopordzy je tak z hlediska kostni reparace velmi vyznamny.

V ramci experimentalni prace byla odebirdna kostni dfenl u starSich pacientek s koxartrézou IV.
stupné. Jednim z pfedpokladd, které se diive ukazaly jako mylné, byla domnénka, ze
osteopenie/osteopordéza se nevyskytuje zaroven s artrozou (Healey et al.,1985). Naproti tomu
Glowacki et al. nalezli az 25% vyskyt osteopenie u koxartrdzy v souboru 68 Zen s primérnym
vékem 69 let (Glowacki et al.,2003). V nasem souboru je tato koincidence (50 % Zen) adekvatni
tomuto vysledku pfi mensim poctu sledovanych pacientek, pfi¢emz dominovala osteopenie.
Stejnou zkuSenost jsme ziskali i my pifi vyhodnocovani Singhova indexu, ktery neodpovidal
vysledkim denzitometrie. Vyskyt osteopenie/osteopordzy u pacientek s nizkym BMI a del§Sim
odstupem od menopauzy v naSem souboru odpovida udajim publikovanym Broulikem: riziko
osteoporotické zlomeniny u BMI < 22 a dale udava, Ze po pocatecnim odbouravani trabekularni
kosti dochdzi 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 pramérné 23 let)
(Broulik,2007).

Dle Cuomo et al. existuje Siroka variabilita v koncentraci MKB v aspiratu kostni diené — 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). Nami
zjistény praumérny pocet CFU-F/ml u pacientl s normalni kostni denzitou (1235 + 500 CFU-F/ml)
odpovidd vysSe uvedenym literd&rnim udajim. Na druhé strané primérny pocet CFU-F/ml
u pacientll s nizkou kostni denzitou byl vyrazné nizs$i (239 + 150 CFU-F/ml). Skute¢nost, Ze
proliferacni aktivita MKB u osteopenické kosti je vyrazné niz8i nezZ u kosti s normalni denzitou
neni pfili§ diskutovana. Touto problematikou se zabyval Soukup se spolupracovniky (Soukup et
al.,2006). Maximalni rozdil v ¢ase potiebného ke zdvojeni populace byl ve tieti pasazi. Z vyse
uvedenych skutecnosti vyplyva, Ze nemusi byt u ur¢itého pacienta zarucen v misté hojeni dostatek
MKB jak do poctu, tak prolifera¢ni schopnosti. V klinické praxi by bylo s vyhodou obohatit toto
misto hojeni MKB.

Z klinického hlediska je technicky nejjednodussi odbér kostni dieng, prakticky jako aspirat
z lopaty kosti kycelni, ktery MKB obsahuje. Dal§i moznosti, jak zvySit koncentraci
mezenchychélnich kmenovych bunék, je centrifugace ziskaného aspiratu kostni dienég, kterou lze
provést v uzavieném systému v ramci jednoho opera¢niho vykonu. Metoda aspirace kostni dfen¢
vyluCuje nutnost dalSiho operacniho fezu a vyrazné tak snizuje morbiditu. Connoly se
spolupracovniky popsal pouziti aspiratu kostni dfen¢ jako alternativu k autolognimu kostnimu
Stépu (Connoly et al., 1986 et 1998). Z hlediska koncentrace MKB v aspiratu kostni diené
vyjadienych v poctu CFU-F/ml je nastolena otdzka, jaky je vlastné¢ dostate¢ny pocet MKB pro
usp&$né zhojeni, pomineme-li dalsi nezbytné faktory. Hernigou et al. stanovili minimalni pocet
30000 progenitorovych bunék nutnych v misté hojeni, resp. koncentraci vyssi nez 1500 CFU-F/ml
(Hernigou et al.,2005). Podle naSich vysledkl by koncentraci vyssi nez 1500 CFU-F/ml dosahla
pouze ¢ast naSich pacientl vy$siho véku s normalni kostni denzitou.

Moznym feSenim by byl nejprve odbér kostni diené, izolace a kultivace dostate¢ného mnozstvi
MKB, naneseni na nosi¢ s ristovymi faktory a transplantace do postizené¢ho mista. V prabéhu
jednorazové expanze neni mozné ziskat dostatecné mnozstvi MKB pro klinické ucely. Buiky je
proto nutné 1-2x pasazovat, coz zvySuje riziko kontaminace bunécné kultury a téz prodluzuje
dobu mezi odbérem dfetiové krve a ziskanim kone¢ného produktu pro bunéfnou terapii
na piiblizng 4-6 tydnd. V Ceské republice toho ¢asu neni mozno pfipravovat MKB in vitro
ke klinickym uceltim, a to pfedevsim z diivodll soucasné praxe piipravy mezenchymovych bunék.
Vzhledem k moznostem soucasné klinické praxe jsme tedy na piipravené nosice aplikovali
kompletni aspirovanou kostni dient nebo monocytarni koncentrat. Tento koncentrat lze pfipravit
v ramci operac¢niho vykonu, av§ak znamena to i pfesto ur¢itou manipulaci s rizikem kontaminace
a jisté téz predstavuje prodlouzeni doby operace. Zajimal nas tedy také rozdil vysledkil v naneseni



kompletni kostni dfen¢ a tohoto koncentratu. Otdzkou bylo, zda vySe uvedena omezeni jsou
nahrazena vys$i ti€innosti koncentratu.

V ptipadé alogenniho Stépu jsme pozorovali velmi dobrou tvorbu extracelularni mineralizované
matrix a kolagenu typu I pfi naneseni kompletni kostni difené jiz v expanznim médiu. Tato
novotvorba byla patrnd nejen na povrchu aloStépu, ale i v hlubSich vrstvadch. Pfi naneseni
monocytarniho koncentratu bychom ocekdvali vétsi koncentraci MKB a intenzivnéj$i tvorbu
extracelularni matrix vcetné kolagennich vlaken, ale vysledek byl opa¢ny. Mizeme pfedpokladat,
Ze pro osteogenezi je sice pocet MKB dilezity, ale zrovna tak jsou dilezité¢ i dal$i faktory
obsazené¢ v kompletni neseparované kostni dieni. Monocytarni koncentrat se tak nejevil jako
vyhodnéjsi. Na demineralizované kostni matrix v nasem experimentu byla vykazovédna 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. prokdzali, Ze samotna kostni
dent s demineralizovanou kostni matrix nezvySuje osteogenezu a zaroven zjistili, Ze naneseni
monocytarniho koncentratu na DBM nema lepsi vysledky nez kompletni kostni dfeit (Cuomo et
al.,2009). Vysledky nasi prace se tak s timto shoduji.

Spole¢nou vlastnosti testovanych umélych nahrad kostnich $tépt byla jen nepatrna tvorba
kolagenu v expanznim médiu. Naproti tomu v diferenciaénim médiu jsme pozorovali tvorbu
kolagenu rizné intenzity zévislou na vlastnostech biomaterialu. B-TCP byl ve form¢ porézni,
HA150 lisovany, kalciumsulfat mél na svém povrchu nepravidelnosti, prolakliny bez typického
porézniho povrchu. Nejméné intenzivni tvorba mineralizované extracelularni matrix a kolagenu
byla pravé na kalciumsulfatu. V diferenciacnim médiu jsme tuto tvorbu zaznamenali pouze
v oblasti proldklin. MoZnym vysvétlenim je nejen neporézni struktura, ale i rychlé rozpousténi
kalciumsulfatu se vznikem hyperosmolarniho prostfedi a kyselého pH (Muschler et al.,2004).
U lisovaného hydroxyapatitu jsme zaznamenali tvorbu kolagenu a extracelularni mineralizované
matrix pouze na povrchu vzhledem ke struktufe materidlu v diferenciaénim médiu. Zajimavym
nalezem byla tvorba plosnych siti jemnych kolagennich vldken odpovidajici kolagenu III. Nejlepsi
vysledky vykazoval porézni B-TCP. V expanznim médiu nebyla patrnd tvorba kolagennich
vlaken, ale pouze extracelularni mineralizované¢ matrix. Opét byl rozdil v naneseni kompletni
kostni dfené¢ a monocytarniho koncentratu, u kterého tato tvorba byla vyrazné mensi.
V diferencia¢nim médiu jsme zaznamenali vyraznou tvorbu kolagenu I jak pfi kompletni kostni
dfeni, tak pfi naneseni monocytarniho koncentratu. Tato tvorba byla patrna na povrchu 1 uvnitf
materialu. Porézni -TCP se tak jevi vhodnou nédhradou kostnich §tépa, 1 kdyz jesté lepsi vysledky
vykazoval alogenni kostni §tép vzhledem k vyrazné tvorbé kolagenu jiz v expanznim médiu.

D/ ZAVER

Schopnost kostni regenerace a hojeni je ovlivnéna fadou faktord. U seniori, zejména
postmenopauzalnich Zen je tato schopnost ovlivnéna vyskytem osteopenie/osteopordzy. Zjistili
jsme, Ze u téchto Zen je vyznamny vyskyt nizké kostni denzity. Je moznd koincidence artrozy
a osteopenie/osteoporozy, zejména u zen s delSim odstupem od menopauzy a nizkym BMI, coz
odpovidd publikovanym tdajim. K wurceni osteopenie/osteoporézy je nutné provést
denzitometrické vySetfeni, relativn¢ jednoducha metoda stanoveni Singhova indexu z rtg
kycelniho kloubu neni spolehliva.

V osteopenické/osteoporotické kosti je nizky poet MKB vyjadieny po¢tem CFU-F a tyto bunky
maji nizs§i prolifera¢ni aktivitu, naproti tomu viabilita bunék byla stejna jako u MKB z kosti
s normalni denzitou. Zaroven u seniortt s normalni kostni denzitou byla zjiSténa pomérné Siroka
variabilita v poctu MKB v aspiratu kostni dfené vyjadiend v CFU-F. Dle literarnich tdaju
o nutném minimalnim po¢tu CFU-F pro uspé$né zhojeni by tento pocet dosdhla jen ¢ast z téchto
pacientli. Nelze tedy spolehlivé doptedu fici, zda konkrétni aspirat nebo koncentrat obsahuje
dostatecny pocet MKB a zda tyto MKB maji dobrou proliferacni schopnost. MoZnym feSenim je
obohaceni mista hojeni MKB. Prakticky to lze v klinice provést aspirdtem kostni dfen¢ nebo
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pfipadné monocytarnim koncentratem. Uskalim obou metod je pfedem nejasné mnozstvi
odebranych bunék. Odbér kostni dien¢ s izolaci, kultivaci MKB a jejich zpétnou transplantaci
do mista hojeni by tento problém vyfesil, ale v sou¢asné dobé neni v klinické praxi tento postup
mozné provest.

Jinou alternativou je poskytnuti MKB vhodnou trojrozmérnou matrici, na kterou adheruji
a proliferuji do dostate¢ného poctu s naslednou osteogenezi. V piipad¢ alogenniho Stépu jsme
pozorovali velmi dobrou tvorbu extraceluldrni mineralizované matrix a kolagenu typu I pfi
naneseni kompletni kostni difené jiz v expanznim médiu. Tato novotvorba byla patrnd nejen
na povrchu alostépu, ale 1 v hlubsich vrstvach. Pfi naneseni monocytarniho koncentratu bychom
ocCekavali vétsi koncentraci MKB a intenzivnéjsi tvorbu extracelularni matrix véetné kolagennich
vlaken, ale vysledek byl opa¢ny. Nami pouzity spongidézni aloStép tvofil vhodnou matrici pro
MKB. Na demineralizované kostni matrix v nasem experimentu byla vykazovdna tvorba
extracelularni mineralizované matrix a kolagenu také v expanznim médiu, ale vldkna byla
jemn¢jsi a v mensi mife nez u kompletniho alostépu.

Spole¢nou vlastnosti testovanych umélych nahrad kostnich $tépt byla jen nepatrna tvorba
kolagenu v expanznim médiu. Naproti tomu v diferenciaénim médiu jsme pozorovali tvorbu
kolagenu rtzné intenzity zévislou 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 extracelularni 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
meékkych tkani. Nejlepsi vysledky vykazoval porézni B-TCP. V expanznim médiu nebyla patrna
tvorba kolagennich vlaken, 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 pfi
kompletni kostni dfeni, tak pfi naneseni monocytarniho koncentratu. Tato tvorba byla patrna
na povrchu i uvnitf materialu.

Aktivita MKB vyjadiena tvorbou mineralizované extracelularni matrix a kolagennich vlaken byla
vy$$i na aloStépech nez na umélych kostnich ndhradéach.

Obecné lepsi vysledky byly pozorovany pii pouziti aspirdtu kompletni kostni diené nez
monocytarniho koncentratu, coz ukazuje na nutnou piitomnost dalSich faktord k uspés$né
osteogenezi.
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6. KLINICKA STUDIE

A/ MATERIAL A METODIKA

V klinické studii byly hodnoceny vysledky 1écby kostnich defektli za obdobi 2003 az 2009 u 87
pacientil (49 muzii, 38 Zen) s prumérnym vékem 26 let (rozmezi 3 az 77 let, medidn 17 let).

Do studie byli zatazeni pacienti l1éceni na nasi klinice s kostnim defektem na horni nebo dolni
koncetiné vzniklym na podkladé benigniho nadoru nebo nadoru podobné afekce. Zaroven byl
vyzadovan odstup nejméné jeden rok od operace a plné¢ zachovana rentgenova dokumentace.
Vylou€eni byli pacienti s malignimi tumory, imunosuprimovani, uZzivajici kortikosteroidy
a cytostatika, kufaci.

Pted operaci byl zaznamenan vék a pohlavi pacientt, predpokladana diagnoza, kterd byla ovétrena
histologickym vySetienim, postizena kost, dominantni typ kosti v okoli loZiska (spongidzni,
kortikospongidzni nebo kortikélni) a vypocitan objem loZiska.

Metodika méteni objemu defektii byla pouzita dle Ankera a spolupracovnikli (Anker et al., 2005).
Za standardnich podminek byly zhotoveny dv€ na sebe kolmé rentgenové projekce postizené
lokality. Na téchto snimcich byl zmé&fen maximalni kraniokaudélni, transverzalni a pfedozadni
rozmér kostniho defektu a jeho objem byl vypoéitan jako objem kvadru v cm’. Operace probihaly
v celkové anestézii ze standardnich operacnich pfistupl. V misté 1éze byly provedena trepanace
kosti. Obsah loziska byl peclivé exkochleovan do makroskopicky zdravé kosti a odeslan
na histologické vySetfeni. Defekty byly vypliovany autolognimi kostnimi $tépy odebranymi
v ramci téhoz operacniho vykonu z lopaty kosti ky&elni nebo B-TCP (Poresorb-TCP®). Cast
defektl byla vyplnéna smési autolognich kostnich §tépt a B-TCP (Poresorb-TCP®) v poméru 1:2.
V 10 ptipadech byla provedena dlahova osteosyntéza kosti (ve 4 piipadech pro pfitomnou
patologickou zlomeninu v defektu, v 6 pifipadech pro vyrazné oslabeni kosti defektem a riziko
vzniku zlomeniny zejména pii namdhani v ohybu). PIné zatéZovani koncetin bylo povoleno mezi
6 tydny az 3 mésici po operaci v zavislosti na velikosti defektu, postupu hojeni a pacientovych
obtizich. Pfi odstraniovani kovového materialu po 12 mésicich byla moznost odebrat vzorek tkané
z ptivodniho defektu k histologickému vySetieni vyplné a jejiho okoli.

V poopera¢nim obdobi byli pacienti sledovani klinicky a radiologicky bezprostiedné po operaci,
v 6 tydnech, 3 mésicich, 6 mésicich, v 1 roce a déle v ro¢nich intervalech. Byly zaznamenany
komplikace hojeni, vcetné¢ komplikaci pfi odbéru autolognich kostnich $t€pid. Rovnéz byla
dokumentovéna 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 mé&kkych tkdnich. Opét podle Ankera a spolupracovnikl byl vypocitan
objem defektu, pfi¢emz rozméry defekti byly ziskdny jako primér ze dvou meéfeni. Byla
sledovédna resorpce materialu vyplng, ptfipadné radiolucentni zony v okoli, trabekulace defektu,
vazba rostoucich trabekul na vypliovy material. Trabekulaci defektu rozumime dle Ankera
ptitomnost kostnich trabekul na rentgenovém snimku, které znamenaji novotvotenou kostni tkan
v pivodnim defektu (Anker et al, 2005). ZmenSovani objemu defektu bylo hodnoceno jak
v absolutnich &islech v cm’, tak v procentualnim vyjadieni ve vztahu k pavodni velikosti.
Vysledky byly statisticky zpracovany. Pfi téchto vypoctech jsme pracovali s hladinou
vyznamnosti p = 5 %. Byl vyhotoven histogram velikosti defektii. Resorpci vyplné a trabekulaci
defektu jsme sledovali zvlast’ pro jednotlivé skupiny, vysledek byl zaznamenan graficky vcetné
standardnich odchylek v jednotlivych casovych odstupech od operace. Ddle jsme porovnali
vysledky trabekulaci defektii v jednom roce od operace v jednotlivych skupindch. Nejprve
analyzou rozptylu (ANOVA) a poté dvouvybérovym t-testem.
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Regresni analyzou byla hodnocena zavislost hojeni, resp. zmenSovani defektu na jeho plivodni
velikosti a pacientové véku pro tii typy vyplné v absolutnim i procentudlnim vyjadieni objemu.
Ke statistickému vypoctu byly pouZzity hodnoty ptivodni velikosti defektu a hodnoty trabekulace
12 mésicii od operace. Stanovovali jsme koeficienty determinace s grafickym vyjadfenim véetné
linedrni spojnice trendu. Stejnou metodu regresni analyzy jsme pouZzili k urceni zavislosti
dosazen¢ trabekulace defektu 12 mésicti od operace na véku pacienta.

Porovnavali jsme trabekulaci defektd v 6 tydnech, 3, 6 a 12 mésicich od operace vzhledem
k jejich poloze v kosti (pfevaha spongidzni, kortikospongidézni a kortikalni kosti). Nejprve byla
provedena analyza rozptylu (ANOVA) a poté dle vysledku byl pouzit neparametricky test.

U 10 pacientli s defekty vyplnénymi Poresorbem-TCP® byl sledovan vliv pfidatné osteosyntézy
a povolované zatéze dolni koncetiny na trabekulaci defektu. V jednotlivych ¢asovych odstupech
od operace byla vypocitana primérna trabekulace defektli a vyznacena graficky.

Vzorky tkané ziskané pii extrakci kovu z mista pivodniho defektu byly barveny hematoxylinem-
eosinem a dle Gomdriho na retikulin, byl hodnocen vyskyt pletivové ¢i trabekularni kosti.
ProhliZzeny byly pfi zvétSeni 200x.

Za spés$né zhojeni kostniho defektu byla povaZovana jeho nejméné 80% trabekulace 12 mésict
po operaci. Graficky jsme zndzornili pocty defektl splitujicich toto kritérium zvIast' pro vypli
autolognimi kostnimi $tépy a Poresorb-TCP® se zohlednénim piivodni velikosti defektu.

B/ VYSLEDKY

Primé&rny objem kostniho defektu byl 15 co’® (rozsah 0,4 — 144 cm’®, median 9 cm®). Autolognimi
kostnimi §tépy bylo vyplnéno 28 defektii, 44 poréznim B-TCP (Poresorb-TCP®) a 15 smési obou
biomateriali v poméru 1:2 ve prospéch B-TCP. Umisténi defektu bylo v kortikospongioézni kosti
(40 x), dale ve spongidzni (21 x), nejméné v kortikalni kosti (16 x).

Primérnéd doba sledovani pacientii byla 4 roky (rozsah 1 az 6 let) od operace. U 43 pacientii byl
provadén odbér autolognich kostnich §tépli z lopaty kosti kycelni. U téchto pacientii jsme
zaznamenali 2 pfipady prechodnych dysestezii v inervacni oblasti nervus cutaneus femoris
lateralis, ostatni odbéry byly bez komplikaci.

U 28 pacientli, kdyz byly k vyplni pouzity pouze autologni kostni $tépy, jsme béhem doby
sledovani zaznamenali v prvnich 6 tydnech od operace jejich mirnou resorpci — prumérné 19 %
(rozsah byl 10 az 40 %). Dominantni byla trabekulace kostniho defektu, kterd méla dvé faze:
rychlou, trvajici prvni rok od operace, nasledovanou pomalou fazi. 12 mésici od operace byla
prumérnd trabekulace kostniho defektu 71 % (SD = 17 %). Pti pouziti f-TCP (Poresorb-TCP®)
jako nahrady kostni tkan€ jsme nezaznamenali neZzadouci vedlejsi reakce. Resorpce Poresorbu-
TCP® v defektu byla pomala, zejména u vétSich defekt. 12 mésicti od operace bylo primérné
mnozstvi resorbovaného materidlu 59 % (SD = 30 %), coz je Siroké rozmezi zavislé zejména
na mnozstvi implantovaného materidlu. Trabekulace v kostnim defektu postupovala rovnéz
pomalu. 12 mésicli po operaci byla primérné 49 % (SD = 30 %) a déle se tato hodnota v Case
pfili§ nezvétSovala. Situace se liSila defekt od defektu a GspéSnost trabekulace byla rovnéz zavisla
na velikosti kostniho defektu. Poresorb-TCP® byl velmi dobie tolerovan, na rentgenogramech
v zadném piipad¢é nebyly nalezeny radiolucentni oblasti kolem materidlu. Zato jsme pozorovali
pfimou vazbu novotvofenych trabekul na ng. U 11 pacientd jsme granule materidlu nalezli
v mékkych tkanich, kam se dostaly pii operaci, v zddném ptipadé nebyly v prostoru kloubu.
U vSech pacientl tato ektopickéd lokalizace biomateridlu nezptisobila Z4dné nezadouci vedlejsi
ucinky (ve smyslu bolesti, otokil, zarudnuti, infektu apod.) a mezi 6. az 12. tydnem byl material
kompletné vstfebany. V ptipadé¢ kombinace vypliiového materidlu (pomér 1:2 ve prospéch (-
TCP) jsme v prvnich 6 mésicich od operace pozorovali rychlejsi resorpci materidlu i trabekulaci
kostniho defektu nez pti vyplni samotnym Poresorbem-TCP®.

Dale jsme porovnavali trabekulaci defektl pii jednotlivych vyplnich. Analyzou rozptylu bylo
zjiSténo, Ze skupiny nejsou stejné a dvouvybérovym t-testem byl zjistén vyznamny rozdil mezi
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vyplni autolognimi kostnimi $t€py a Poresorbem. Také mezi vyplni autolognimi kostnimi $tépy
a smési S§téptt s Poresorbem byl vyznamny rozdil. Statisticky vyznamny rozdil ve vyplni
Poresorbem a smé&si §té€pit s Poresorbem nebyl zaznamenan.

B-TCP se v kostnich defektech resorbuje od periferie do centra a stejnym smérem postupuje
na sténach defektu zacinajici novotvorba kostnich trameckii. Relativné castym nalezem byl
neresorbovany B-TCP v centrdlni ¢asti. Proto bylo zmensSovéani defektu hodnoceno v absolutnich
&islech v cnr’, tato hodnota zohlediiovala velikost defektu (¢im vétsi defekt, tim vice biomaterialu
se na periferii resorbuje) a v relativnich Cislech v procentech, kterd vyjadiuji, do jaké miry se
pivodni defekt zhojil. Stanovenim koeficienti determinace jsme zjistili  zavislost
trabekulovaného objemu kostniho defektu na jeho ptvodni velikosti, coz platilo pro vSechny tfi
typy vyplné, nejsilngjsi zavislost byla zjisténa pii vyplni autolognimi kostnimi Stépy. Na druhé
stran¢ nebyla nalezena zavislost pro vSechny tfi typy vyplné zhojeni defektu (Grovné trabekulace
defektu v procentudlnim vyjadieni) na jeho pivodni velikosti

Regresni analyzou nebyla zjisténa praktické zavislost zhojeni defektu (irovné trabekulace defektu
vyjadiend v procentech) na véku pacienta.

Ptfi sledovani hojeni defektu v zavislosti na jeho poloze v kortikalni, kortikospongiézni nebo
spongiozni kosti jsme zaznamenali obdobné vysledky trabekulace ve vSech ttech typech po dobu
1 roku od operace. Pro ¢asova obdobi od operace v 6 tydnech, 3, 6 a 12 mésicich byla provedena
analyza rozptylu, kde nebyla zjiSt€éna normalita rozdéleni. Proto byl pouZit neparametricky test
a potvrzena hypotéza, ze nebyl rozdil v trabekulaci defektu dle jeho polohy v kosti Nicméné pii
hodnoceni rentgenovych snimkll jsme pozorovali pomalejsi resorpci vyplné a trabekulaci defektu
zasahujiciho do kortikalni kosti v oblasti diafyzy. Zaznamenali jsme dvé zlomeniny u kostnich
defektli vyplnénych B-TCP v oblasti s pfevahou kortikalni kosti, prvni rok po vyplni, druhou dva
roky po vyplni a zaroven rok po odstranéni dlahy. Sledovali jsme zavislost trabekulace defektu
dolni koncetiny, kde byla zarovenn provedena dlahova osteosyntéza, na progredujici povolené
zatezi koncetiny. Takto bylo oSetfeno 10 pacient a byla nalezena pomérné rychla akcelerace
trabekulace po povoleni plné zatéZe mezi tfetim az Sestym mésicem po operaci a dale mirna
akcelerace trabekulace po 12 mésicich od operace po vyjmuti kovu PtileZitost odebrat ¢ast tkané
z vyplnéného defektu k histologickému vySetieni jsme méli u 5 pacientii v intervalu 12 az 14
meésicl od operace pfi extrahovani osteosyntetického materialu. Jednalo se o vyplné Poresorbem-
TCP® lokalizované v metadiadiafyzach 3x femuru a 2x tibie. Byla prok4zéna novotvofena kostni
tkann v defektu jak vlaknita, tak lamelarni, v€etné ptitomnych osteocyti a povrchovych
osteoblasti. Vzhledem k nalezu urovné trabekulace 12 mésicti po operaci u defekti vyplnénych
autolognimi kostnimi §tépy, ktera pfesahovala 70 %, jsme za uspé$nou trabekulaci v tomto obdobi
povazovali trabekulaci 80 a vice procent. Zaznamenali jsme cetnost defekti vyplnénych
autolognimi kostnimi §tépy nebo Poresorbem-TCP®, které dosahly této hranice. Defekty
do velikosti 4 cm’® mély obdobné vysledky trabekulace v 1 roce od operace pii vyplni autolognimi
kostnimi $t&py nebo poréznim B-TCP. U defekti nad 4 cm® byly takto usp&sné pouze ty, které
byly vyplnény autolognimi kostnimi $tépy

C/ DISKUZE

Na zacatku diskuse nutno zminit néktera omezeni této klinické studie. Vzhledem k zacatku
postgradudlniho studia v roce 2007 je ¢ast idaji hodnocena retrospektivné. S timto faktem souvisi
i nerandomizovanost studie. Do studie byly vzaty vSechny kostni defekty vyplnéné poréznim [3-
TCP od roku 2002 a defekty ze stejné indikace vyplnéné autolognimi kostnimi $té€py nebo
kombinaci obou. Dulezitym faktem, je také skutecnost, ze pfedmétem prace bylo hodnoceni
hojeni kostnich defekti jako takovych. Prace si neklade za cil diskutovat rizné moznosti 1écby
u jednotlivych diagnéz benignich tumorti a nddorim podobnych afekci. Jistou nevyhodou
z hlediska statistického hodnoceni mohla byt i1 velka Sife velikosti defektt (0,4 az 144 cm’),
nicméné median velikosti defektu byl 9 cm® a 70 z 87 defektd méfilo do velikosti 20 cm’.
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Otazkou bylo, zda v malém poctu vyskytujici se vétsi defekty v radmcei vEétsi homogenity souboru
ze studie nevyloucit. ProtoZe nds zajimala biologie hojeni téchto defektl, které dle naSeho soudu
budou ve svém poctu ptibyvat, zejména po uvolnénych endoprotézach, byly ve studii ponechany.
Anker et al., ktery méfil kostni defekty stejnym zplisobem u obdobnych indikaci mél soubor 24
pacienti rovnéz s velkym rozpétim velikosti 1,2 az 171 cm’, median 24 cm’, pii¢emz za velké
defekty povazoval ty, které méfily vice nez 43 cm’ (Anker et al.,2005).

Se zjisténou velikosti defekti v klinické praxi souviseji také otazky porovnani vysledki
v experimentech na zvifatech a jejich pfeneseni do humanni mediciny. Objem experimentalnich
defekt 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).

Z hlediska vyplné€ kostnich defektl byva jako diivodem pro pouziti nahrad kostnich §tépti udavano
nedostatecné mnozstvi autolognich kostnich §tépti a komplikace vznikajici pfi jejich odbéru
(Banwart et al., 1995, Goulet et al.,1997). Podobné¢ jako Ghassemi se spolupracovniky jsme
nenasli vyznamnéj$i komplikace po odbéru autolognich kostnich $tépti (Ghassemi et al.,2009).

Pti kontrole po 6 tydnech od operace jsme zjistili resorpci Casti autolognich kotnich $tépt
v defektu, dale pak byla zaznamenana pouze trabekulace. Resorpci 1ze vysvétlit tim, Ze osteogenni
buriky piezivaji pouze na povrchu §tépu a jsou ziveny difuzi. Cast §tépu pak podléha nekroze
a resorpci (Heiple et al.,1963). Trabekulace defektu pifi vyplni autolognimi kostnimi S$tépy
probihala ve své rychlé fazi po cely rok od operace a v dalSim obdobi jen pomalu v ramci
remodelace kosti, pficemz dosahovala nejlepsSich vysledkli ze vSech tii skupin. Je nutné si vSak
uvédomit, ze v kostni dieni nastavaji zmény ve vztahu k v€ku a pohlavi pacienta a klesa pocet
osteoprogenitorovych bunc¢k (Muschler et al.,2001), zaroven se uplatiuji 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 dobfe tolerovan. Nebyly zjitény zadné nezadouci reakce
na implantovany material, novotvofené kostni trabekuly na n¢j ptimo navazovaly bez ptitomného
vazivového interpozita a netvofily se radiolucentni zony v okoli materidlu. Také v literatuie jsou
prezentovany jen velmi ojedinélé komplikace po implantaci B-TCP. Kromé infekéni komplikace
byla popséna reakce makrofagli na ¢astice keramiky vzniklych jeji destrukci béhem impakéniho
St€povani defektu acetabula s vytvofenim vazivového pouzdra, piipadné tyto ¢astice mohou byt
pfi¢inou otéru ,tfetim té€lesem* endoprotézy nebo iritaéni synovialitidy pfi priniku do kloubu
(Arts et al., 2005). Dobrou toleranci B-TCP podporuje 1 jeho vstiebani z mékkych tkani, které
jsme pozorovali v n€kolika pfipadech. Pro tyto vlastnosti je snaha vyuzit trikalciumfosfat jako
nosic ristovych faktora (Laffargue et al.,1999), antibiotik (Prat-Poiret et al.,1996) nebo cytostatik
(Ueda et al.,1997).

Resorpce materidlu a trabekulace defektu byla relativné pomald, avSak jejich primérné hodnoty
byly doprovazeny vyznamnymi smérodatnymi odchylkami. Vysledky nékterych takto vyplnénych
defekth odpovidaly vyplni autolognimi kostnimi $tépy. Na intenzitu resorpce ma vliv
mikrostruktura biomateridlu, ktera se 1isi u jednotlivych implantatii vyrobenych riznymi vyrobci
na bazi porézniho B-TCP. Galois s Mainardem revidovali literarni tidaje o optimalni velikosti pora
pro kostni vriist. Pohled na tuto problematiku neni mezi autory jednotny, nicméné jako optimum
je povazovéana velikost 80 az 250 pum (Galois et Mainard,2004). VéEtSi pory umoziuji lepsi
neovaskularizaci a osteogenezi, avSak ztraci se mechanickd pevnost materidlu (Karageorgiou et
al.,2005). Poresorb-TCP® ma velikost port pii dolnim limitu uvadéného rozpéti (100 pm), coz
muze byt pfi¢inou pomalejsi resorpce a trabekulace defektu. Na druhé strané je vSak tieba
poznamenat, Ze po implantaci se pory zvétSuji rozpousténim biomateridlu a reakci makrofagi (Lu
et al.,1999). Ve vétsich defektech s objemnéjsi vyplni jsme pozorovali neresorbovany material
1 po n¢kolika letech v centradlni oblasti. Podobné zkuSenosti publikovali také Hirata se
spolupracovniky (Hirata et al.,2006) a Nicholas s Langem (Nicholas et Lange,1994).
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Smés autolognich kostnich §tépli a Poresorbu-TCP® byla pouzita k vyplni vétSich defekti, kdy
byla snaha obohatit B-TCP o urit¢é mnozstvi riistovych faktori a osteoblastli. Arts se
spolupracovniky vyplioval defekty acetabula smési autolognich Stépti a B-TCP v poméru 1:1
s dobrym efektem (Arts et al.,2005). V naSem piipadé pievazoval podil B-TCP (1:2). Pfevaha
trikalciumfosfatu ve smési a vypliovani vétSich defektl se odrazily na vysledcich relativné
pomalé resorpce materidlu a trabekulace defektu. Kombinace byla dobfe tolerovana, nezjistili
jsme zadné nezadouci reakce. Kfivky prib€hu resorpce materidlu a trabekulace defektu byly
obdobné jako pfi vyplni samotnym Poresorbem-TCP®. Rychlejsi priibéh v prvnich 6 mésicich
vysvétlujeme pritomnosti autolognich kostnich §tépt. Vzhledem k témto naleziim lze dle naseho
nazoru pouzit Poresorb-TCP® jako doplnéni autolognich kostnich §tépli tam, kde jejich mnoZzstvi
je vzhledem k velikosti defektu nedostatecné.

Statisticky jsme porovnali vSechny tfi typy vyplni. Nejlepsi vysledky byly podle ocekavani
u autolognich kostnich $tépl. Vyplné Poresorbem a smési autolognich kostnich §tépti s B-TCP
vykazovaly mezi sebou srovnatelné vysledky. Oba postupy byly pomalejsi jak v resorpci, tak
v trabekulaci. I pfes dobrou osteointegraci a nadéjné vysledky nedosahuji zatim umélé kostni
nahrady kvality kostni tkané, coz je 1 vysledkem nasi experimentalni prace.

Z hodnoceni hojeni kostnich defektii bylo ztejmé, ze jednu z klicovych tloh hraje jejich velikost.
Hlavnim diivodem, pro¢ v centru vétSich kostnich defektli nevznika kostni tkéan, je nedostatecny
ptivod zivin, kysliku a odstrafiovani produkti metabolismu. Tkan v centru nekrotizuje a nasledné
z okoli vrista do tohoto mista tkan vazivova, kterd ma mensi naroky na tenzi kysliku a pomalejsi
metabolimus. Vzhledem k resorpci od periferie defektu do centra je ziejmé, Ze ¢im vétsi defekt,
tim vEétsi mnozstvi biomateridlu  se na obvodu vstiebd a vétsi objem defektu trabekuluje
(vyjadieno v absolutnich ¢islech) — prokdzand zévislost ve vSech tfech skupiniach. Pokud vSak
zjiStujeme zavislost Urovné zhojeni defektu na jeho velikosti (vyjadfeno v procentech),
nenachazime zavislost ani u vypln¢ autolognimi $tépy. Nelze obecné tvrdit, Ze ¢im mensi defekt,
tim kompletnéjsi je jeho zhojeni. Na druhé strané jsme v nasem souboru empiricky zjistili, Ze
ur¢itd zavislost existuje. U malych defektti dochazelo k velmi dobrému zhojeni bez ohledu
na typu vyplné. Pokud bychom za hlavni pfi¢inu tohoto jevu pokladali omezenou vzdélenost
ucinné difuze kysliku a zivin, lze ptredpokladat, ze lze zjistit ur¢itou hranic¢ni velikost kostniho
defektu pro uspésné zhojeni.

Otazkou bylo, co lze povazovat za uspéSné zhojeni defektu. Na zdkladé vysledku trabekulace
defektu po vyplni autolognimi kostnimi $tépy a klinickych zkuSenosti jsme stanovili jako hranici
uspéchu hojeni 80% trabekulaci defektu ve 12 mésicich od operace. Zjistény hrani¢ni objem
4 em’ by odpovidal objemu krychle o hrang p¥iblizng 1,6 cm. P predpokladu difize Zivin ze
vSech stran krychle odpovidd tento rozmér schopnosti nutrientd difundovat do centra defektu
(Muschler et al.,2004). Objem 4 cm3 miize byt tak povazovan za hrani¢ni pro vypli Poresorbem-
TCP®. Problémem, ktery vyzaduje optimalni feSeni, zlistava, jak zlepsit hojeni kostnich defektu,
zejména téch s vétSim objemem. Zvlastni pozornost je vénovana posileni angiogeneze v kostnim
defektu, protoze novotvoiené cévy jsou klicové pro transport nutrientll zejména v jeho centralni
Casti, kde je difuze nedostate¢nd. Probihaji experimentdlni studie, které vyuzivaji metod
tkaniového inZenyrstvi a genetické terapie. Vyuzivaji ristové faktory vdzané na nosice vcetné f-
TCP schopné indukovat angiogenezi, zatim vSak bez moznosti vyuziti v klinické praxi (Zisch et
al., 2001, Parikh, 2004, EI-Ghannam,2005, Guo et al.,2006). DalSi 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).

DalSim diskutovanym tématem je porovnani hojeni defektl ve spongidzni, kortikospongiézni
a kortikalni kosti. Statisticky nebyl rozdil v hojeni defektli s ohledem na polohu v kosti. AvSak pti
sledovani hojeni jednotlivych defekti jsme pozorovali ¢asto pomalejsi hojeni v kortikalni kosti.
Z naSich pozorovani vyvozujeme, ze B-TCP jako ndhrada spongiézni kosti je piedev§im
indikovan do defektl ve spongidzni a kostikospongidzni kosti. Na druhé strané také v defektech
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s prevahou kortikalni kosti byl Poresorb-TCP® velmi dobfe integrovan i pies pomalejsi resorpci.
Vzniklé zlomeniny a obecné riziko jejich vzniku je vztahovédno k zevnimu primeéru kosti
a tloust’ce kortiky (Broulik,2007).

Ne zcela vyfeSenym problémem je vliv pfidatné osteosyntézy a zatéze koncetiny na hojeni
kostnich defektli. Osteosyntéza prave v piipadech zvySeného rizika zlomeniny zejména u oslabené
kortiky brani jejimu vzniku. Z pribchu trabekulace vyplyva, Ze pfitomnost osteosyntézy tento
proces zpomaluje (pramérna trabekulace v 1 roce 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 pfenos zatéze na kost. Vyznam zatéze na kostnim hojeni je
demonstrovan 1 vzrlstajici Grovni trabekulace pfi zvySovani povolené¢ho zatéZovani koncetiny.
Fyziologicka zatéz kosti je tak vyznamnym faktorem hojeni (Buckwalter et Grodzinsky,1999).
Histologicka vySetfeni tkdn¢ z mista pivodniho defektu prokézala novotvorbu plnohodnotné
lamelarni kosti po vyplni Poresorbem-TCP®. Tkan byla odebrana z povrchu defektu, nelze tedy
hodnotit postup kostni novotvorby smérem do jeho pivodniho centra. Nevyhodou je i malé
mnozstvi vzorkll od 5 pacientd. Nicméné dilleZitym nalezem je absence zanétlivého infiltratu
v okoli plivodni vyplné, coz svéd¢i o jeji dobré osteointegraci.

D/ ZAVER

Velikost objemt vétSiny kostnich defektl u afekei nadortiim podobnych a benignich tumort v nasi
klinické studii byla do 20 cm’. Tyto objemy jsou v&tsi nez lze modelovat v experimentu
na béznych laboratornich zvitatech a je tak nesnadné porovnani vysledkil experimentélnich praci
s vysledky klinickymi.

Pti vyplni kostnich defektli autolognimi kostnimi $tépy jsme nezaznamenali zadvazné komplikace
po odbéru §tépi, jejich resorpce v defektu byla omezena na prvnich 6 pooperacnich tydnt.
Trabekulace defektu méla rychlejsi fazi do 12 mésicti od operace, po které nasledovala pomalejsi
faze.

Vyplii Poresorbem-TCP® vykazovala obdobnou dynamiku, nicméné resorpce materidlu
a trabekulace defektu byla relativné pomald, avSak jejich primérmné hodnoty byly doprovazeny
vyznamnymi smérodatnymi odchylkami. Vysledky nékterych takto vyplnénych defektt
odpovidaly vyplni autolognimi kostnimi $t€py. B-TCP ve form¢ Poresorb-TCP® byl velmi dobie
tolerovan. Nebyla zjisténa Zaddnéd nezadouci reakce na implantovany material, novotvotené kostni
trabekuly na ng piimo navazovaly bez pfitomného vazivového interpozita, netvotily se
radiolucentni zoény v okoli materidlu. V ptipad¢ lokalizace B-TCP v mékkych tkanich byl bez
komplikaci plné resorbovan.

Vétsi defekty byly vyplilovany autolognimi kostnimi $t€py v kombinaci s Poresorbem-TCP®
v poméru 1:2. Pfevaha B-TCP a vyplilovani vétSich defektd se odrazily na vysledcich relativné
pomalé resorpce materialu a trabekulaci defektu. Smés byla dobie tolerovana, nezjistili jsme
zadné nezddouci reakce. Ktivky prubéhu resorpce materialu a trabekulace defektu byly obdobné
jako pfi vyplni samotnym Poresorbem-TCP®. Rychlejsi pribéh jsme zaznamenali v prvnich 6
mésicich, které vysvétlujeme pritomnosti autolognich kostnich stépi. Vzhledem k témto ndlezim
1ze dle naseho nazoru pouzit Poresorb-TCP® i jako doplnéni autolognich kostnich $tépt tam, kde
jejich mnozstvi je vzhledem k velikosti defektu nedostate¢né.

Pii porovnani jednotlivych skupin vyplné nejlepsi vysledky vykazovala vypli autolognimi
kostnimi S$té€py, mezi vyplnémi B-TCP a smési obou nebyl statisticky rozdil. I ptfes dobrou
osteointegraci a nad&jné vysledky nedosahuji zatim umélé kostni nadhrady kvality kostni tkéné,
coz jsme téZ prokézali v nasi experimentalni praci.

Resorpce materialu a trabekulace defektu probihala od periferie do centra defektu. Cim vétsi
defekt, tim v¢Etsi byla resorpce a trabekulace vyjadiena v cm3. Z hlediska kompletnosti zhojeni
defektu (vyjadfeno v procentech trabekulace celého defektu) neni prokazan vztah, ze ¢im mensi
defekt, tim kompletnéj$i zhojeni. Pfi stanoveném kritériu 80 % trabekulace defektu ve 12
mésicich od operace jako ispéchu hojeni byl nalezen hranicni objem 4 cm3, ktery svou velikosti
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odpovida moznostem difuze nutrientd do centra defektu. Tuto hodnotu lze povaZzovat za hranici
indikace pro Poresorb-TCP®, protoze u vétSich defekti stanovenou mez uspéchu hojeni dosahlo
35 % vyplnénych autolognimi kostnmi §tépy, ale Zadny s vyplni B-TCP.

Nebyla zjisténa statisticky vyznamna zavislost hojeni defektii na v€ku. Nicméné Poresorb-TCP®
byl velmi dobfe tolerovan v détském véku, plné kompenzoval nemoznost odbéru nebo
nedostate¢né mnozstvi autolognich kostnich $tépi.

Statisticky nebyl zjiStén rozdil v hojeni defektli v zavislosti na poloze v kosti s ptevahou
spongidzni, kortikospongidozni nebo kortikdlni. V klinickém sledovani vSak hojeni defekti
v diafyze trvalo déle.

Bylo zjisténo zpomaleni trabekulace defektu pfi soucasné provedené osteosyntéze a zrychleni pii
progredujici povolované zatézi koncetiny. Histologickd vySettfeni tkdné z mista plivodniho defektu
a nasledné vypln¢ prokazala novotvorbu lamelarni kosti. Nebyla zaznamendna zadnd zanétliva
reakce na vypli.

Mame za to, Ze B-TCP jako nahrada spongiozni kosti je pfedevSim indikovan do defektt
ve spongidzni a kostikospongiozni kosti. Na druhé strané také v defektech s ptevahou kortikélni
kosti byl Poresorb-TCP® velmi dobfe integrovan i pfes pomalejsi resorpci. Lze ho doporudit
do oblasti spongiozni a kortikospongiozni kosti. U defektl v kortikalni kosti je ho moZzné rovnéz
pouzit, ale je nutné zvazit i dalsi faktory (Sifka kosti, tloustka kortiky, mala mechanickd pevnost
B-TCP), ptipadné uvazovat o ptidatné osteosyntéze tak, aby nebylo zvysSené riziko zlomeniny.
Standardem pro vypli kostnich defektl zlistavaji autologni kostni §tépy.

Poresorb-TCP® je vSak spolehliva nahrada kostnich $téph pouzitelnd u déti i dospélych. Lze ho
pouzit samostatné nebo jako doplnéni kostnich §tépii. Nejlepsi vysledky byly dosazeny pfi vyplni
defektd do 4 cm’ objemu.
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	1. SOUHRN
	Dizertační práce se zabývá některými otázkami souvisejícími s problematikou kostní regenerace. Je rozdělena na část experimentální a klinickou. V experimentální studii je stanovován počet, viabilita a proliferační schopnost mezenchymálních kmenových buněk získaných z kostní dřeně proximálního femuru od 24 pacientek s koxartrózou, kterým byla implantována totální endoprotéza kyčelního kloubu. Zároveň je zjišťován výskyt osteopenie/osteoporózy v koincidenci s koxartrózou a jejich vliv na vlastnosti mezenchymálních kmenových buněk. Výsledkem je nález významné prevalence nižší kostní denzity a její koincidence s koxartrózou, dále při shodné viabilitě mezenchymálních kmenových buněk je u kosti s nižší denzitou menší počet a nižší proliferační schopnost těchto buněk. V druhé fázi byla sledována aktivita mezenchymálních kmenových buněk na vybraných nosičích. Tyto buňky byly obsaženy buď v aspirátu kompletní kostní dřeně nebo v monocytárním koncentrátu. Z nosičů jsme testovali spongiózní aloštěp, demineralizovanou kostní matrix, porézní β-trikalciumfosfát, lisovaný hydroxyapatit                     a kalciumsulfát. Hodnotili jsme tvorbu kolagenních vláken a mineralizované extracelulární matrix. Použili jsme expanzní médium a osteogenní diferenciační médium. Zároveň jsme srovnávali aktivitu mezenchymálních kmenových buněk při aplikaci kompletní kostní dřeně          a monocytárního koncentrátu. Nejvýraznější tvorba kolagenu a extracelulární mineralizované matrix byla již v expanzním médiu na aloštěpu, méně na demineralizované kostní matrix.             U umělých náhrad v expanzním médiu nebyla tato tvorba patrná, museli jsme použít osteogenní diferenciační médium a nejlepší výsledky byly zaznamenány u porézního β-trikalciumfosfátu. Dále bylo lepších výsledků dosaženo při aplikaci kompletní kostní dřeně než u monocytárního koncentrátu.
	V klinické části jsme hodnotili hojení 87 kostních defektů u nádorům podobných afekcí                a benigních tumorů s průměrným objemem 15 cm3. 28 defektů bylo vyplněno autologními kostními štěpy, 44 porézním β-trikalciumfosfátem Poresorb-TCP® a 15 kombinací obou materiálů v poměru 1:2 ve prospěch β-trikalciumfosfátu. V průběhu pooperačních kontrol jsme   na rentgenových snímcích hodnotili resorpci výplně a trabekulaci defektu. U všech třech výplní jsme zaznamenali rychlejší fázi resorpce, resp. trabekulace do 12. měsíce od operace, následovanou pomalejší fází. U autologních kostních štěpů byla resorpce jen nepatrná                   a trabekulace přesahovala 70 % v 12 měsících od operace, navíc jsme zjistili jen minimální komplikace při odběru štěpů z lopaty kosti kyčelní. Poresorb-TCP® byl velmi dobře tolerován bez nežádoucích reakcí, také v případě úniku do měkkých tkání byl bez komplikací plně resorbován. Nicméně resorpce výplně a trabekulace materiálu byla relativně pomalá. Srovnatelné výsledky byly zaznamenány i u kombinace obou materiálů, pouze v prvních šesti měsících byla oproti samotnému Poresorbu rychlejší jak resorpce, tak trabekulace. Umělé náhrady kostních štěpů tak zatím nedosahují kvalit autologní kostní tkáně. Při stanovení kritéria úspěšného hojení - 80% trabekulace defektu 12 měsíců od operace byl nalezen hraniční objem defektu 4 cm3, do kterého byl výsledek trabekulace obdobný jak při výplni autologními kostními štěpy, tak Poresorbem-TCP®. Nebyla zjištěna statisticky významná závislost hojení defektů na věku, ani na poloze defektu v kosti s převahou spongiózní, kortikospongiózní nebo kortikální. Avšak v klinickém sledování hojení defektů v diafýzách trvalo déle. Bylo zjištěno zpomalení trabekulace defektu při současně provedené osteosyntéze a zrychlení při progredující povolované zátěži končetiny.
	Standardem pro výplň kostních defektů zůstávají autologní kostní štěpy. Poresorb-TCP® je však spolehlivá náhrada kostních štěpů použitelná u dětí i dospělých. Lze ho použít samostatně nebo jako doplnění kostních štěpů. Nejlepší výsledky byly dosaženy při výplni defektů do 4 cm3 objemu.
	2. BONE CARRIERS WITH MESENCHYMAL STEM CELLS  SUMMARY
	3. ÚVOD DO PROBLEMATIKY
	4. CÍLE DIZERTAČNÍ PRÁCE
	5. EXPERIMENTÁLNÍ STUDIE
	A/ MATERIÁL A METODIKA
	V experimentální studii byla k testům mezenchymálních kmenových buněk MKB použita kostní dřeň 24 pacientek odebraná z trochanterické krajiny kosti stehenní během implantace totální endoprotézy kyčelního kloubu pro diagnózu primární artrózy IV. stupně. Jejich průměrný věk byl 70 let 60 až 81 let, medián 69 let. Z hlediska vlivu osteopenie/osteoporózy bylo provedeno předoperační denzitometrické vyšetření v den nástupu na hospitalizaci, zároveň byl stanoven body-mass index.
	V tomto souboru byla sledována koincidence artrózy a osteopenie/porózy, izolovány byly MKB    a stanoven jejich počet, viabilita a proliferační schopnost. Dále bylo vyšetřováno, jakým způsobem se MKB chovají na vybraných náhradách kostní tkáně užívaných v naší ortopedické praxi při léčbě kostních defektů.
	Odběr kostní dřeně od pacientek, kterým byla implantována totální endoprotéza kyčelního kloubu po seznámení a podepsání informovaného souhlasu, byl schválen etickou komisí. Vyloučeny byly pacientky s anamnézou nádorového nebo infekčního onemocnění, nemocné podstupující dialyzační léčbu a nemocné po transplantaci, dále pacientky s farmakologickou anamnézou kortikosteroidní, cytostatické a imunosupresivní terapie. Před vlastní operací byly pacientky dle výsledku denzitometrie roztříděny na skupiny s normální a nízkou kostní denzitou dle T-skóre. Před operací byl vždy proveden za standardních podmínek předozadní rentgenový snímek kyčelního kloubu. Metodikou dle Singha a spolupracovníků byl na základě patrné trabekulace proximálního femuru stanoven tzv. Singhův index.
	Implantace totální endoprotézy kyčelního kloubu probíhala standardním postupem. Před provedením osteotomie krčku stehenní kosti byla standardním způsobem pomocí Jamshidiho jehly aspirována z trochanterické oblasti femuru kostní dřeň v množství 2 x 10 ml do předem heparinizovaných stříkaček. Buněčná suspenze byla přidána k vychlazenému 4 C PBS pufru. Poměr kostní dřeně a PBS pufru byl 1:1 Takto připravená kostní dřeň byla transportována do laboratoře tkáňových kultur Ústavu histologie a embryologie. Zde  byla část dřeně oddělena,         z části byl získán mononukleární koncentrát a izolovány MKB. Mononukleární buňky byly separovány centrifugací 30 min při 2800 ot/min na základě Ficoll-Paque vztlakového gradientu    a byla využita jejich adherence k plastům v případě nasazení plné kostní dřeně a k hodnocení schopnosti tvořit kolonie CFU. Buňky byly kultivovány na TPP Petriho miskách při 37 C        za aerobních podmínek v expanzním médiu obsahujícím 2 % fetálního telecího séra. Toto expanzní médium se skládalo z Eaglova minimálního esenciálního média v alfa modifikaci - alpha-MEM, fetálního telecího séra, 2-fosfátu kyseliny askorbové, dexametazonu, L-glutaminu, penicilinu a streptomycinu. Po dosažení 70% splývavosti byly buňky uvolněny 0,25% trypsinem-EDTA. Buňky byly počítány pomocí přístroje Z2 Counter. Viabilita byla analyzována přístrojem Vi-Cell XR. Primokultura byla pasážována mezi 7. až 14. dnem, podle vzhledu kolonií. Další pasáže byly indikovány vždy po dosažení 70% splývavosti. V průběhu dlouhodobé kultivace        v základních médiích byly pro každou pasáž stanovovány dvě základní biologické charakteristiky: počet populačních zdvojení a čas potřebný na zdvojnásobení populace. Izolované MKB byly vizualizovány mikroskopií s fázovým kontrastem.
	V další fázi bylo testováno chování MKB od vybraných dárců s normální kostní denzitou            na trojrozměrných nosičích kostní tkáně. Vzhledem k tomu, že v současné době není povolené použití nakultivovaných MKB v klinické praxi, bylo nanášeno na připravené nosiče buď 3 ml aspirované kostní dřeně nebo 3 ml monocytárního koncentrátu. Kultivace probíhala v expanzním médiu 2 týdny, poté byly vzorky zpracovány, pozorovány a fotografovány v rastrovacím elektronovém mikroskopu Tesla BS 301 při zobrazení v módu sekundárních elektronů při urychlovacím napětí 25 kV. Hodnotili jsme novotvorbu mineralizované extracelulární matrix       a přítomnost kolagenu. Tam, kde nebyla jeho tvorba dostatečná, bylo použito sérové diferenciační médium s 10 % FCS a přídavkem kyseliny L-askorbové 0,5 mM/l, beta-glycerofosfátu 10 mM/l    a dexametazonu.
	Z nosičů byly testovány - zmrazený alogení spongiózní kostní štěp z proximální tibie                      a demineralizovaná kostní matrix vyrobená z alogenní hlavice femuru. Oba certifikované nosiče byly získány z Tkáňové ústředny Fakultní nemocnice Hradec Králové. Čerstvý autologní kostní štěp nebyl použit, protože zvolenou metodou hodnocení přítomnosti kolagenu  by nebyl odlišen původní a nově vytvořený kolagen. Dále byl testován porézní  β-trikalcium fosfát Poresorb-TCP®, Lasak Praha, s.r.o., Česká republika, lisovaný hydroxyapatit při 150  C HA 150, Lasak Praha, s.r.o., Česká republika, kalciumsulfát bez porézní struktury Osteoset®, Wright Medical, USA.

	Dle výsledku denzitometrie byly ženy rozděleny na pacientky s normální denzitou 12 žen a nižší denzitou, resp. osteopenií 10 žen a osteoporózou 2 ženy. U žen byla tedy koincidence artrózy   a osteopenie nebo osteoporózy 50 %. Interval menopauza – operace byl ve skupině s normální kostní denzitou 15 let, ve skupině s nižší kostní denzitou 24 let. Body-mass index BMI               u pacientek s normální denzitou byl průměrně 29, u pacientek s nižší denzitou 24. Zjištěný Singhův index se shodoval s výsledky denzitometrie pouze u 7 z 24 žen.
	Na vztlakovém gradientu Ficoll-Paque bylo izolováno v průměru při přímém měření 23 x 106 11,6 x 106 – 125 x 106 mononukleárních buněk. Z těchto buněk adherovalo na dno kultivačních nádob 123 10 – 1100 buněk, což odpovídá 1230 CFU-F/ml.
	Viabilita kultivovaných buněk byla dlouhodobě průměrně 95 %  85 % - 99 %. U pacientek         s nižší kostní denzitou byla stejná viabilita buněk, ale mezenchymální buňky se odlišovaly          od pacientek s normální denzitou menším počtem počet CFU/ml u pacientek s normální denzitou 1235±550, u pacientek s nižší denzitou 239±150.  Další rozdíl mezi MKB pacientek s normální    a nižší kostní denzitou byl v proliferační aktivitě. Nejvýrazněji se to projevilo ve třetí pasáži, kdy MKB z osteoporotické kosti potřebovaly ve třetí pasáži až 10 x delší čas ke zdvojení populace než buňky od pacientů s normální denzitou.
	6. KLINICKÁ STUDIE
	Při sledování hojení defektu v závislosti na jeho poloze v kortikální, kortikospongiózní nebo spongiózní kosti jsme  zaznamenali obdobné výsledky trabekulace ve všech třech typech po dobu 1 roku od operace. Pro časová období od operace v 6 týdnech, 3, 6 a 12 měsících byla provedena analýza rozptylu, kde nebyla zjištěna normalita rozdělení. Proto byl použit neparametrický test     a potvrzena hypotéza, že nebyl rozdíl v trabekulaci defektu dle jeho polohy v kosti Nicméně při hodnocení rentgenových snímků jsme pozorovali pomalejší resorpci výplně a trabekulaci defektu zasahujícího do kortikální kosti v oblasti diafýzy. Zaznamenali jsme dvě zlomeniny u kostních defektů vyplněných ß-TCP v oblasti s převahou kortikální kosti, první rok po výplni, druhou dva roky po výplni a zároveň rok po odstranění dlahy. Sledovali jsme závislost trabekulace defektu dolní končetiny, kde byla zároveň provedena dlahová osteosyntéza, na progredující povolené zátěži končetiny. Takto bylo ošetřeno 10 pacientů a byla nalezena poměrně rychlá akcelerace trabekulace po povolení plné zátěže mezi třetím až šestým měsícem po operaci a dále mírná akcelerace trabekulace po 12 měsících od operace po vyjmutí kovu Příležitost odebrat část tkáně  z vyplněného defektu k histologickému vyšetření jsme měli u 5 pacientů v intervalu 12 až 14 měsíců od operace při extrahování osteosyntetického materiálu. Jednalo se o výplně Poresorbem-TCP® lokalizované v metadiadiafýzách 3x femuru a 2x tibie. Byla prokázána novotvořená kostní tkáň v defektu jak vláknitá, tak lamelární, včetně přítomných osteocytů a povrchových osteoblastů. Vzhledem k nálezu úrovně trabekulace 12 měsíců po operaci u defektů vyplněných autologními kostními štěpy, která přesahovala 70 %, jsme za úspěšnou trabekulaci v tomto období považovali trabekulaci 80 a více procent. Zaznamenali jsme četnost defektů vyplněných autologními kostními štěpy nebo Poresorbem-TCP®, které dosáhly této hranice. Defekty            do velikosti 4 cm3 měly obdobné výsledky trabekulace v 1 roce od operace při výplni autologními kostními štěpy nebo  porézním β-TCP. U defektů nad 4 cm3 byly takto úspěšné pouze ty, které byly vyplněny autologními kostními štěpy
	C/ DISKUZE
	Na začátku diskuse nutno zmínit některá omezení této klinické studie. Vzhledem k začátku postgraduálního studia v roce 2007 je část údajů hodnocena retrospektivně. S tímto faktem souvisí i nerandomizovanost studie. Do studie byly vzaty všechny kostní defekty vyplněné porézním  β-TCP od roku 2002 a defekty ze stejné indikace vyplněné autologními kostními štěpy nebo kombinací obou. Důležitým faktem, je také skutečnost, že předmětem práce bylo hodnocení hojení kostních defektů jako takových. Práce si neklade za cíl diskutovat různé možnosti léčby      u jednotlivých diagnóz benigních tumorů a nádorům podobných afekcí. Jistou nevýhodou             z hlediska statistického hodnocení mohla být i velká šíře velikostí defektů 0,4 až 144 cm3, nicméně medián velikosti defektu byl 9 cm3 a 70 z 87 defektů měřilo do velikosti 20 cm3. Otázkou bylo, zda v malém počtu vyskytující se větší defekty v rámci větší homogenity souboru ze studie nevyloučit. Protože nás zajímala biologie hojení těchto defektů, které dle našeho soudu budou ve svém počtu přibývat, zejména po uvolněných endoprotézách, byly ve studii ponechány. Anker et al., který měřil kostní defekty stejným způsobem u obdobných indikací měl soubor 24 pacientů rovněž s velkým rozpětím velikostí 1,2 až 171 cm3, medián 24 cm3, přičemž za velké defekty považoval ty, které měřily více než 43 cm3  Anker et al.,2005.
	Se zjištěnou velikostí defektů v klinické praxi souvisejí také otázky porovnání výsledků                 v experimentech na zvířatech a jejich přenesení do humánní medicíny. Objem experimentálních defektů není v těchto studiích velmi často uváděn, když ano, pohybují se dle velikosti experimentálního zvířete od 0,1 do 3 cm3 Lane et al.,1999, Fredericks et al.,2004, Artzi               et al.,2004, Gao et al.,1997, Arts et al.,2005.
	Z hlediska výplně kostních defektů bývá jako důvodem pro použití náhrad kostních štěpů udáváno nedostatečné množství autologních kostních štěpů a komplikace vznikající při jejich odběru Banwart et al.,1995, Goulet et al.,1997. Podobně jako Ghassemi se spolupracovníky jsme nenašli významnější komplikace po odběru autologních kostních štěpů Ghassemi et al.,2009.
	Při kontrole po 6 týdnech od operace jsme zjistili resorpci části autologních kotních štěpů             v defektu, dále pak byla zaznamenána pouze trabekulace. Resorpci lze vysvětlit tím, že osteogenní buňky přežívají pouze na povrchu štěpu a jsou živeny difuzí. Část štěpu pak podléhá nekróze        a resorpci Heiple et al.,1963. Trabekulace defektu při výplni autologními kostními štěpy probíhala ve své rychlé fázi po celý rok od operace a v dalším období jen pomalu v rámci remodelace kosti, přičemž dosahovala nejlepších výsledků ze všech tří skupin. Je nutné si však uvědomit, že v kostní dřeni nastávají změny ve vztahu k věku a pohlaví pacienta a klesá počet osteoprogenitorových buněk Muschler et al.,2001, zároveň se uplatňují i další vlivy velikost defektu, vaskularita, dostupnost signálních molekul. Není tedy zaručeno dokonalé zhojení kostního defektu ani při této výplni.
	ß-TCP Poresorb-TCP® byl velmi dobře tolerován. Nebyly zjitěny žádné nežádoucí reakce          na implantovaný materiál, novotvořené kostní trabekuly na něj přímo navazovaly bez přítomného vazivového interpozita a netvořily se radiolucentní zóny v okolí materiálu. Také v literatuře  jsou prezentovány jen velmi ojedinělé komplikace po implantaci  ß-TCP. Kromě infekční komplikace byla popsána reakce makrofágů na částice keramiky vzniklých její destrukcí během impakčního štěpování defektu acetabula s vytvořením vazivového pouzdra, případně tyto částice mohou být příčinou otěru „třetím tělesem“ endoprotézy nebo iritační synovialitidy při průniku do kloubu Arts et al., 2005. Dobrou toleranci ß-TCP podporuje i jeho vstřebání z měkkých tkání, které jsme pozorovali v několika případech. Pro tyto vlastnosti je snaha využít trikalciumfosfát jako nosič růstových faktorů Laffargue et al.,1999, antibiotik Prat-Poiret et al.,1996 nebo cytostatik Ueda et al.,1997. Resorpce materiálu a trabekulace defektu byla relativně pomalá, avšak jejich průměrné hodnoty byly doprovázeny významnými směrodatnými odchylkami. Výsledky některých takto vyplněných defektů odpovídaly výplni autologními kostními štěpy. Na intenzitu resorpce má vliv mikrostruktura biomateriálu, která se liší u jednotlivých implantátů vyrobených různými výrobci na bázi porézního ß-TCP. Galois s Mainardem revidovali literární údaje o optimální velikosti pórů pro kostní vrůst. Pohled na tuto problematiku není mezi autory jednotný, nicméně jako optimum je považována velikost 80 až 250 µm Galois et Mainard,2004. Větší póry umožňují lepší neovaskularizaci a osteogenezi, avšak ztrácí se mechanická pevnost materiálu Karageorgiou et al.,2005. Poresorb-TCP® má velikost pórů při dolním limitu uváděného rozpětí 100 µm, což může být příčinou pomalejší resorpce a trabekulace defektu.  Na druhé straně je však třeba poznamenat, že po implantaci se póry zvětšují rozpouštěním biomateriálu a reakcí makrofágů Lu et al.,1999. Ve větších defektech s objemnější výplní jsme pozorovali neresorbovaný materiál          i po několika letech v centrální oblasti. Podobné zkušenosti publikovali také Hirata se spolupracovníky Hirata et al.,2006 a Nicholas s Langem Nicholas et Lange,1994.
	Směs autologních kostních štěpů a Poresorbu-TCP® byla použita k výplni větších defektů, kdy byla snaha obohatit β-TCP o určité množství růstových faktorů a osteoblastů. Arts se spolupracovníky vyplňoval defekty acetabula směsí autologních štěpů a β-TCP v poměru 1:1         s dobrým efektem Arts et al.,2005. V našem případě převažoval podíl β-TCP 1:2. Převaha trikalciumfosfátu ve směsi  a vyplňování větších defektů se odrazily na výsledcích relativně pomalé resorpce materiálu a trabekulace defektu. Kombinace byla dobře tolerována, nezjistili jsme žádné nežádoucí reakce. Křivky průběhu resorpce materiálu a trabekulace defektu byly obdobné jako při výplni samotným Poresorbem-TCP®. Rychlejší průběh v prvních 6 měsících vysvětlujeme přítomností autologních kostních štěpů. Vzhledem k těmto nálezům lze dle našeho názoru použít Poresorb-TCP® jako doplnění autologních kostních štěpů tam, kde jejich množství je vzhledem k velikosti defektu nedostatečné.
	Statisticky jsme porovnali všechny tři typy výplní. Nejlepší výsledky byly podle očekávání           u autologních kostních štěpů. Výplně Poresorbem a směsí autologních kostních štěpů s β-TCP vykazovaly mezi sebou srovnatelné výsledky. Oba postupy byly pomalejší jak v resorpci, tak       v trabekulaci. I přes dobrou osteointegraci  a nadějné výsledky nedosahují zatím umělé kostní náhrady kvality kostní tkáně, což je i výsledkem naší experimentální práce.
	Z hodnocení hojení kostních defektů bylo zřejmé, že jednu z klíčových úloh hraje jejich velikost. Hlavním důvodem, proč v centru větších kostních defektů nevzniká kostní tkáň, je nedostatečný přívod živin, kyslíku a odstraňování produktů metabolismu. Tkáň v centru nekrotizuje a následně z okolí vrůstá do tohoto místa tkáň vazivová, která má menší nároky na tenzi kyslíku a pomalejší metabolimus. Vzhledem k resorpci od periferie defektu do centra je zřejmé, že čím větší defekt, tím větší množství biomateriálu  se na obvodu vstřebá a větší objem defektu trabekuluje vyjádřeno v absolutních číslech – prokázaná závislost ve všech třech skupinách. Pokud však zjišťujeme závislost úrovně zhojení defektu na jeho velikosti vyjádřeno v procentech, nenacházíme závislost ani u výplně autologními štěpy. Nelze obecně tvrdit, že čím menší defekt, tím kompletnější je jeho zhojení. Na druhé straně jsme v našem  souboru empiricky zjistili, že určitá závislost existuje. U malých defektů docházelo k velmi dobrému zhojení bez ohledu          na typu výplně. Pokud bychom za hlavní příčinu tohoto jevu pokládali omezenou vzdálenost účinné difúze kyslíku a živin, lze předpokládat, že lze zjistit určitou hraniční velikost kostního defektu pro úspěšné zhojení.
	Otázkou bylo, co lze považovat za úspěšné zhojení defektu. Na základě výsledku trabekulace defektu po výplni autologními kostními štěpy a klinických zkušeností jsme stanovili jako hranici úspěchu hojení 80% trabekulaci defektu ve 12 měsících od operace. Zjištěný hraniční objem         4 cm3 by odpovídal objemu krychle o hraně přibližně 1,6 cm. Při předpokladu difúze živin ze všech stran krychle odpovídá tento rozměr schopnosti nutrientů difundovat do centra defektu Muschler et al.,2004. Objem 4 cm3 může být tak považován za hraniční pro výplň Poresorbem-TCP®. Problémem, který vyžaduje optimální řešení, zůstává, jak zlepšit hojení kostních defektů, zejména těch s větším objemem. Zvláštní pozornost je věnována posílení angiogeneze v kostním defektu, protože novotvořené cévy jsou klíčové pro transport nutrientů zejména v jeho centrální části, kde je difúze nedostatečná. Probíhají experimentální studie, které využívají metod tkáňového inženýrství a genetické terapie. Využívají růstové faktory vázané na nosiče včetně β-TCP schopné indukovat angiogenezi, zatím však bez možnosti využití v klinické praxi Zisch et al., 2001, Parikh, 2004, El-Ghannam,2005,  Guo et al.,2006. Další možností je preadaptace MKB před transplantací na hypoxické podmínky Muschler et al.,2004. Možná je i implantace biomateriálu do vysoce vaskularizované tkáně např. mezenteria s předpokladem vrůstu cév         a následnou transplantací do kostního defektu Szpalski et al.,2010.
	Dalším diskutovaným tématem je porovnání hojení defektů ve spongiózní, kortikospongiózní        a kortikální kosti. Statisticky nebyl rozdíl v hojení defektů s ohledem na polohu v kosti. Avšak při sledování hojení jednotlivých defektů jsme pozorovali často pomalejší hojení v kortikální kosti.    Z našich pozorování vyvozujeme, že β-TCP jako náhrada spongiózní kosti je především indikován do defektů ve spongiózní a kostikospongiózní kosti. Na druhé straně také v defektech    s převahou kortikální kosti byl Poresorb-TCP® velmi dobře integrován i přes pomalejší resorpci. Vzniklé zlomeniny a obecně riziko jejich vzniku je vztahováno k zevnímu průměru kosti              a tloušťce kortiky Broulík,2007.
	Ne zcela vyřešeným problémem je vliv přídatné osteosyntézy a zátěže končetiny na hojení kostních defektů. Osteosyntéza právě v případech zvýšeného rizika zlomeniny zejména u oslabené kortiky brání jejímu vzniku. Z průběhu trabekulace vyplývá, že přítomnost osteosyntézy tento proces zpomaluje průměrná trabekulace v 1 roce dle typu výplně 45 % – 71 %, u osteosyntézy 35 %. Při jejím odstranění opět došlo k dalšímu mírnému vzestupu trabekulace. Osteosyntetický materiál, v našem případě dlahy, mění přenos zátěže na kost. Význam zátěže na kostním hojení je demonstrován i vzrůstající úrovní trabekulace při zvyšování povoleného zatěžování končetiny. Fyziologická zátěž kosti je tak významným faktorem hojení Buckwalter et Grodzinsky,1999.
	Histologická vyšetření tkáně z místa původního defektu prokázala novotvorbu plnohodnotné lamelární kosti po výplni Poresorbem-TCP®. Tkáň byla odebrána z povrchu defektu, nelze tedy hodnotit postup kostní novotvorby směrem do jeho původního centra. Nevýhodou je i malé množství vzorků od 5 pacientů. Nicméně důležitým nálezem je absence zánětlivého infiltrátu       v  okolí původní výplně, což svědčí o její dobré osteointegraci.
	D/ ZÁVĚR
	Velikost objemů většiny kostních defektů u afekcí nádorům podobných a benigních tumorů v naší klinické studii byla do 20 cm3. Tyto objemy jsou větší než lze modelovat v experimentu              na běžných laboratorních zvířatech a je tak nesnadné porovnání výsledků experimentálních prací  s výsledky klinickými.
	Při výplni kostních defektů autologními kostními štěpy jsme nezaznamenali závažné komplikace po odběru štěpů, jejich resorpce v defektu byla omezena na prvních 6 pooperačních týdnů. Trabekulace defektu měla rychlejší fázi do 12 měsíců od operace, po které následovala pomalejší fáze.
	Výplň Poresorbem-TCP® vykazovala obdobnou dynamiku, nicméně resorpce materiálu               a trabekulace defektu byla relativně pomalá, avšak jejich průměrné hodnoty byly doprovázeny významnými směrodatnými odchylkami. Výsledky některých takto vyplněných defektů odpovídaly výplni autologními kostními štěpy. ß-TCP ve formě Poresorb-TCP® byl velmi dobře tolerován. Nebyla zjištěna žádná nežádoucí reakce na implantovaný materiál, novotvořené kostní trabekuly na něj přímo navazovaly bez přítomného vazivového interpozita, netvořily se radiolucentní zóny v okolí materiálu. V případě lokalizace β-TCP v měkkých tkáních byl bez komplikací plně resorbován.
	Větší defekty byly vyplňovány autologními kostními štěpy v kombinaci s Poresorbem-TCP®        v poměru 1:2. Převaha ß-TCP a vyplňování větších defektů se odrazily na výsledcích relativně pomalé resorpce materiálu a trabekulaci defektu. Směs byla dobře tolerována, nezjistili jsme žádné nežádoucí reakce. Křivky průběhu resorpce materiálu a trabekulace defektu byly obdobné jako při výplni samotným Poresorbem-TCP®. Rychlejší průběh jsme zaznamenali v prvních 6 měsících, které vysvětlujeme přítomností autologních kostních štěpů. Vzhledem k těmto nálezům lze dle našeho názoru použít Poresorb-TCP® i jako doplnění autologních kostních štěpů tam, kde jejich množství je vzhledem k velikosti defektu nedostatečné.
	Při porovnání jednotlivých skupin výplně nejlepší výsledky vykazovala výplň autologními kostními štěpy, mezi výplněmi  β-TCP a směsí obou nebyl statistický rozdíl. I přes dobrou osteointegraci  a nadějné výsledky nedosahují zatím umělé kostní náhrady kvality kostní tkáně, což jsme též prokázali v naší experimentální práci.
	Resorpce materiálu a trabekulace defektu probíhala od periferie do centra defektu. Čím větší defekt, tím větší byla resorpce a trabekulace vyjádřená v cm3. Z hlediska kompletnosti zhojení defektu vyjádřeno v procentech trabekulace celého defektu není prokázán vztah, že čím menší defekt, tím kompletnější zhojení. Při stanoveném kritériu 80 % trabekulace defektu ve 12 měsících od operace jako úspěchu hojení byl nalezen hraniční objem 4 cm3, který svou velikostí odpovídá možnostem difúze nutrientů do centra defektu. Tuto hodnotu lze považovat za hranici indikace pro Poresorb-TCP®, protože u větších defektů stanovenou mez úspěchu hojení  dosáhlo 35 % vyplněných autologními kostnmi štěpy, ale žádný s výplní β-TCP.
	Nebyla zjištěna statisticky významná závislost hojení defektů na věku. Nicméně Poresorb-TCP® byl velmi dobře tolerován v dětském věku, plně kompenzoval nemožnost odběru nebo nedostatečné množství autologních kostních štěpů.
	Statisticky nebyl zjištěn rozdíl v hojení defektů v závislosti na poloze v kosti s převahou spongiózní, kortikospongiózní nebo kortikální. V klinickém sledování však hojení defektů            v diafýze trvalo déle.
	Bylo zjištěno zpomalení trabekulace defektu při současně provedené osteosyntéze a zrychlení při progredující povolované zátěži končetiny. Histologická vyšetření tkáně z místa původního defektu a následné výplně prokázala novotvorbu lamelární kosti. Nebyla zaznamenána žádná zánětlivá reakce na výplň.
	Máme za to, že β-TCP jako náhrada spongiózní kosti je především indikován do defektů             ve spongiózní a kostikospongiózní kosti. Na druhé straně také v defektech s převahou kortikální kosti byl Poresorb-TCP® velmi dobře integrován i přes pomalejší resorpci. Lze ho doporučit       do oblasti spongiózní a kortikospongiózní kosti. U defektů v kortikální kosti je ho možné rovněž použít, ale je nutné zvážit i další faktory šířka kosti, tloušťka kortiky, malá mechanická pevnost β-TCP, případně uvažovat o přídatné osteosyntéze tak, aby nebylo zvýšené riziko zlomeniny.
	Standardem pro výplň kostních defektů zůstávají autologní kostní štěpy.
	Poresorb-TCP® je však spolehlivá náhrada kostních štěpů použitelná u dětí i dospělých. Lze ho použít samostatně nebo jako doplnění kostních štěpů. Nejlepší výsledky byly dosaženy při výplni defektů do 4 cm3 objemu.
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