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Abstrakt: Novotvorba a regenerace kostní tkáně s 

použitím kmenových buněk. 

Úvod: Dostatek kostní hmoty je limitujícím faktorem 

ošetření pacientů v ortopedii, traumatologii a maxilofaciální 

chirurgii. Cílem postgraduálního studia  bylo experimentálně 

ověřit efektivitu novotvorby kosti s použitím kmenových 

buněk a anorganického prekurzoru kosti, ověřit funkčnost 

potkaního modelu kostního defektu a navrhnout jednoduchý, 

časově nenáročný a levný model hojení zlomeniny u 

potkana.   

Materiály a metodika: Zkoumali jsme regeneraci kosti s 

použitím kmenových buněk z kostní dřeně s 

hydroxyapatitem a trikalcium fosfátem na potkaním modelu 

kostního defektu a modelu obratlové fúze. Zavedli jsme 

jednoduchý model obratlové fúze u potkana, který je snadno 

reprodukovatelný s minimální mortalitou a morbiditou. 

Experiment probíhal 8 týdnů. Poté byla zvířata humánně 

utracena. Získané vzorky jsme analyzovali 

imunohistochemicky, pomocí mikroCT a histomorfometrie.  

Výsledky: Na modelu defektu obratlového těla u potkana 

jsme experimentálně  ověřili, že kmenové buňky spolu s 

hydroxyapatitem a trikalcium fosfátem vedou k signifikantně 

vyšší novotvorbě kosti. Prokázali jsme, že nárůst kostní 

hmoty byl významnější při použití vyšší koncentrace 

kmenových buněk. Na modelu spinální fúze jsme zjistili, že 

kmenové buňky snižují zánět a zlepšují kvalitu kosti, aniž 

bychom dosáhli s jejich využitím signifikantně vyšší 

novotvorby kosti.  

Závěry: Z naší práce vyplývá, že kmenové buňky mají 

osteogenní potenciál, zlepšují osteogenezi v závislosti na 

hustotě a zřejmě mají protizánětlivé vlastnosti.   
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Abstract: New bone production and regeneration 

using stem cells. 

Introduction: A lack of bone mass poses limits on 

treatment in maxillofacial surgery, orthopaedics and 

traumatology. This post-gradual research aimed to confirm 

the hypothesis that inorganic or organic non-cellular bone 

matrix could act as a carrier for autologous stem cells able 

to differentiate into osteoblasts as well as to verify whether 

we could accelerate regeneration of the augmentation and 

the healing process, resulting in improving the bone 

quality.  

Materials and methods: Regenerative properties of the 

bone were explored using bone marrow stem cells with 

hydroxyapatite and tricalcium phosphate in a rat bone 

defect and spinal fusion model. A simple spinal fusion 

model was induced in a rat capable of easy reproduction, 

with the least possible mortality and morbidity. After the 

8-week experiment, the rodents were euthanized. All 

samples were analyzed using micro-CT and 

histomorphometry.  

Results: The research on a rat bone defect showed that 

stem cells with hydroxyapatite and tricalcium phosphate 

led to a significantly higher bone regeneration. It was 

proved that a higher concentration of stem cells caused a 

bigger body mass increase. The research on a spinal fusion 

model demonstrated that stem cells reduced inflammation 

and improved bone quality but did not significantly 

accelerate bone regeneration. 

Conclusion:  The experiment proved that stem cells have 

osteogenic potential, improve osteogenesis depending on 

their density, and may have anti-inflammatory qualities. 
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1. Úvod 

     Zlatým standardem rekonstrukcí defektů kosti 

v traumatologii, spondylochirurgii, ortopedii a 

maxilofaciální chirurgii stále zůstává kost autologní. 

Největším problémem je morbidita vyplývající z nutnosti 

dvou operačních přístupů, označovaná jako morbidita v 

místě odběru (angl. donor site morbidity). Dalším 

negativem je resorpce části transplantované kosti a 

limitovaný objem štěpu. Nalezením alternativy se zabývá 

kostní tkáňové inženýrství. Cílem je nalézt mechanicky 

stabilní biokompatibilní matrix s osteokonduktivními, 

osteoindukčními a osteogenetickými vlastnostmi, které se 

blíží vlastní kosti. Vysoký potenciál v kostním tkáňovém 

inženýrství se přisuzuje autologním mezenchymálním 

kmenovým buňkám  (MSCs) [Zhang et  al., 2010].  Tyto 

kmenové buňky mají několik výhod: mají osteogenní 

potenciál, snadno se získávají, kultivují a mají nízký 

imunogenní potenciál [Kim et  al., 2008]. V kombinaci s 

hydroxyapatitovou matrix stupňují osteogenezi a kostní 

hojení fraktur dlouhých kostí v ortopedii [Choi et  al., 

2011], spinální fúzi ve spondylochirurgii [Huang et  al., 

2011] a léčbu kraniofaciálních defektů v maxilofaciální 

chirurgii [Miura et  al., 2006]. Účelem práce bylo ověřit 

novotvorbu kosti s použitím definovaných lidských 

kmenových buněk z kostní dřeně – hBMSCs a 

hydroxyapatitové matrix na potkaním modelu. Ve druhé 

fázi jsme vytvořili levný a bezpečný model obratlové fúze u 

imunosuprimovaného potkana s použitím stejných buněk a 

matrix. 
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2. Hypotézy a cíle práce 

· Experimentálně ověřit efektivitu novotvorby kosti s 

použitím kmenových buněk a anorganického 

prekurzoru kosti.  

· Ověřit funkčnost potkaního modelu kostního 

defektu.  

· Navrhnout jednoduchý, časově nenáročný a levný 

model hojení zlomeniny u potkana   

· Design experimentu přizpůsobit eventuálnímu 

klinickému použití. 

 

3. Materiál a metodika 

Zvířecí model 

     V naší studii jsme pracovali s defektem obratlového těla 

na potkaním modelu kmene Wistar (Velaz, Praha, ČR) s 

hmotností mezi  300–350g. V dorzolaterální fúzi jsme 

experimentovali s kmenem Wistar (Anlab, Charles River 

Laboratories, Kolín n/Rýnem, Německo) s váhou mezi 

300–350 g.  

Experimentální skupiny: 

a) experiment s defektem obratlového těla, 30 zvířat : 

Skupina 1:  prázdný defekt ventrální plochy obratlového 

těla L2 (n = 8); 

Skupina 2:  defekt ventrální plochy obratlového těla L2 

vyplněný hydroxyapatitem (n = 7); 

Skupina 3:  defekt ventrální plochy obratlového těla L2  

vyplněný hydroxyapatitem s 0,5 x 10
6
 hBMSCs 

(n = 7); 
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Skupina 4: defekt ventrální plochy obratlového těla L2 

vyplněný hydroxyapatitem s 5 x 10
6
 hBMSCs 

(n = 8); 

 

b) experiment s dorzolaterální fúzí L páteře, 10 zvířat: 

Skupina 5: fúze spinózních výběžků sousedních obratlů 

lumbální páteře se stabilizací titanovým 

mikroplate s titanovými šrouby a s 

hydroxyapatitem krytým kolagenní                

membránou (n = 5); 

Skupina 6: fúze spinózních výběžků sousedních obratlů 

lumbální páteře se stabilizací titanovým 

mikroplate s titanovými šrouby a s 

hydroxyapatitem v kombinaci s 5 x 10
6
  

lidskými mezenchymálními kmenovými 

buňkami z kostní dřeně (hBMSCs), 

augmentační materiál byl krytý kolagenní 

membránou (n = 5); 

 

Izolace a kultivace buněk 

      Lidské MSCs byly izolovány z kostní dřeně (hBMSCs) 

od čtyř různých dárců ve věku od 28 do 66 let. Veškerá 

příprava kmenových buněk proběhla v rámci „Správné 

výrobní praxe ve společnosti Bionova s.r.o. (Praha, ČR)“ a 

byla odsouhlasena Státním ústavem pro kontrolu léčiv 

(SÚKL, ČR). 

 

Příprava kostní matrix před implantací 

Suspenze buněk s koncentrací od 0,5 do 5,0 x 10
6
 buněk/ml 

jsme umístili do vialek. Navlhčený hydroxyapatitový 
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granulát CEM-OSTETIC® (Berkeley Advanced 

Biomaterials, Inc., Berkeley, USA) (0.02 g) jsme 

impregnovali suspenzí buněk.  

 

Chirurgický výkon 

     V celkové inhalační anestézii v poloze na břiše jsme po 

odstranění srsti potkanů a dezinfekci v rámci běžné asepse 

operačního pole, provedli kožní incizi v délce cca 3 cm na 

úrovni obratlů L1–L3. Celý operační postup jsme vykonali 

s pomocí operačního binokulárního mikroskopu (Carl 

Zeiss, Jena, Německo).  

a) Experiment s defektem obratlového těla: 

     Extraperitoneálně jsme získali přístup k ventrolaterální 

ploše obratlového těla L2. Tuto část jsme deperiostovali a 

očistili od zbytků měkkých tkání. Sterilním tvrdokovovým 

kulovitým vrtáčkem jsme při rychlosti 1500 otáček/min s 

chlazením sterilním fyziologickým roztokem vytvořili 

defekt obratlového těla o velikosti 2 × 5 × 1,5 mm. Defekt 

jsme dle výše popsaných skupin nechali prázdný, event. 

jsme jej vyplnili hydroxyapatitem, hydroxyapatitem s 

kmenovými buňkami v koncentraci 0,5 nebo 5,0 x 10
6
. 

Takto vyplněný defekt jsme pokryli vstřebatelnou 

kolagenní membránou Hyprosorb® (Hypro, Otrokovice, 

ČR) v souladu s pravidly metody řízené kostní regenerace 

(angl. guided bone regeneration). Svaly jsme sešili 

neresorbovatelným materiálem jednotlivými stehy, kůži 

jsme sešili plastickým stehem k prevenci vykousávání 

šicího materiálu zvířaty. Zvířata jsme imunosuprimovali 

denně cyclosporinem dávkou 10 mg/kg i.m. ( 

Sandimmun®, Novartis, Bazilej, Švýcarsko). K prevenci 

bakteriální infekce jsme subkutánně podávali gentamicin 
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10mg po 24 hod. po dobu prvních 5 pooperačních dní 

(Gentamicine Lek®, Lek Pharmaceuticals, Lublaňa, 

Slovinsko). Potkany jsme humánně usmrtili na konci 8. 

týdne od operace. Provedli jsem histologické, 

histomorfometrické vyšetření a mikroCT. 

 

b) Experiment s dorzolaterální fúzí lumbální páteře: 

     Paravertebrální svaly jsme odpreparovali. Dorzální 

plochy processus transversus et spinosus stejně jako kost 

dorzální plochy arcus vertebrae jsme pečlivě očistili od 

zbytků měkkých tkání. Takto jsme očistili vždy dva obratle 

nad sebou bez průniku do míšního kanálu. Vrtáčkem z 

mikroinstrumentária (Jeil Medical Corporation, Soul, Jižní 

Korea) jsme vytvořili otvory v processus spinosus dvou 

sousedních obratlů a spojili je titanovými šrouby a 

mikrodlahami s tloušťkou 0,5 mm z medicínsky čistého 

titanu Grade IV (Jeil Medical Corporation, Soul, Jižní 

Korea). Na odvrácené straně od titanové dlahy mikroplate 

jsme vyplnili prostor mezi tranverzálními a spinózními 

výběžky pastou z augmentačního materiálu samotného 

(skupina 5) nebo pastou z augmentačního materiálu s 5 × 

10
6
 hBMSCs (skupina 6). V obou skupinách jsme kolem 

augmentátu vytvořili komůrku z kolagenní membrány 

Hyprosorb® (Hypro, Otrokovice, ČR) k prevenci vrůstání 

buněk vaziva do augmentátu  dle pravidel metody řízené 

tkáňové regenerace. Zádové svalstvo jsme sešili obdobně 

jako u skupin 1-4. Antibiotika a imunosupresi jsme 

podávali stejně jako u skupin 1-4. Potkany jsme humánně 

usmrtili na konci 8. týdne od operace. Provedli jsme 

radiografické, histologické, histomorfometrické vyšetření a 

mikroCT.  
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4. Výsledky 

Histologické vyšetření 

a) Experiment s defektem obratlového těla: 

     Ve skupině s prázdným defektem obratlového těla 

(skupina 1) jsme histologicky zaznamenali známky 

kostního hojení s reaktivní osteoplázií a fokální 

kartilaginózní metaplázií. Ve skupině s defektem 

vyplněným pouze hydroxyapatitovou matrix (skupina 2) 

jsme zjistili depozita lámavého granulárního materiálu, 

místy s granulomatózní reakcí proti exogennímu materiálu. 

Kvalitativní rozdíl jsme zaznamenali ve skupině  

hydroxyapatitové matrix s 0,5 milionem hBMSCs (skupina 

3). Histologicky měla tato skupina větší kostní trámce 

kolem augmentačního materiálu. Matrix byla částečně 

inkorporována do nově formované kosti. V poslední 

skupině hydroxyapatitové matrix s 5 miliony hBMSCs 

(skupina 4) lze popsat signifikantně vyšší novotvorbu kosti 

v defektu.  

b) Experiment s dorzolaterální fúzí lumbální páteře: 

     Ve skupině s hBMSCs (skupina 6) byla novotvořená 

kost lépe integrovaná do okolní kosti a vykazovala dokonce 

i lamelární charakter. V této skupině jsme nezaznamenali 

zánětlivou reakci okolí. Naproti tomu ve skupině s čistým 

hydroxyapatitem (skupina 5) jsme v některých řezech 

pozorovali smíšenou zánětlivou reakci v okolí 

augmentačního materiálu s neutrofily a makrofágy, 

formujícími se do obrovských buněk z cizích těles. Barvení 

chloracetát esterázou ukázalo menší zánětlivou reakci ve 

skupině č. 6 (s hBMSCs) než ve skupině bez MSCs. 
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 Histomorfometrické vyšetření 

a) Experiment s defektem obratlového těla:  

     Kvantitativní analýza vzorků ukázala nesignifikantní 

rozdíl v procentu novotvořené kosti mezi skupinou  s 

prázdným defektem (skupina 1) (33,84 ± 1,84 %) a 

skupinou léčenou samotným hydroxyapatitem  (40,34 ± 

3,85 %). Toto zjištění naznačuje malý osteoindukční 

charakter hydroxyapatitu. Signifikantně vyšší (p<0,01) 

novotvorbu kosti jsme zaznamenali ve skupině 

hydroxyapatitu s 5 miliony hBMSCs  (65,60 ± 4,89 %) v 

porovnání  se skupinou léčenou hydroxyapatitem s 0,5 

milionem hBMSCs (38,91 ± 5,76 %), ve srovnání s matrix 

(p<0,05) a prázdným defektem (p<0,01)- obrázek 1.  

 

Obrázek 1 – Histomorfometrické vyšetření  

Scaffold -  reziduální kostní matrix 

 

 

 



13 

 

b) Experiment s dorzolaterální fúzí lumbální páteře: 

     Kvantitativní analýza vzorků neukázala singifikantní 

rozdíl mezi množstvím novotvořené kosti (p=0,56) mezi 

skupinou č. 5 (28,54 ± 6,22 %) a skupinou č. 6 (24,01 ± 

4,36 %). Množství reziduální matrix (p=0,17) se mezi 

skupinou č. 5 (31,52 ± 6,96 %) a skupinou č. 6 (42,75 ± 

4,24) signifikantně nelišilo – obrázek 2. 

 

Obrázek 2 – Histomorfometrické vyšetření 

experimentálních zvířat s dorzolaterální fúzí lumbální 

páteře. Scaffold -  reziduální kostní matrix 

 

Radiografické vyšetření   

     Prosté RTG snímky jsme prováděli pouze u experimentu 

se spinální fúzí, jak bylo vysvětleno výše. Nepozorovali 

jsme zlomeninu titanové mikrodlahy, pouze jeden šroub se 

mírně uvolnil z očka dlahy aniž byl dislokován mimo oko 

mikrodlahy. 
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MikroCT vyšetření 

a) Experiment s defektem obratlového těla: 

     Ve skupině č. 4 s hydroxyapatitem kombinovaným s 5,0 

miliony hBMSCs  jsme našli vyšší úroveň resorpce 

hydroxyapatitové matrix s novotvorbou kosti nad niveau 

původního defektu.  

b) Experiment s dorzolaterální fúzí lumbální páteře: 

    Místo spinální fúze bylo na axiální projekci dobře patrné. 

Ve skupině č. 6 (hyroxyapatit s 5 mil. hBMSCs) jsme 

zjistili vyšší novotvorbu kosti než ve skupině č. 5.  

 

5. Diskuse 

    V našem experimentu jsme zaznamenali nulovou 

mortalitu ve všech skupinách. V první části naší práce jsme 

hodnotili vliv kmenových buněk při použití 

hydroxyapatitové matrix na kostní regeneraci defektu 

obratlového těla u potkana. Nejlepších výsledků v 

novotvorbě kosti jsme dosáhli při použití lidských 

kmenových buněk z kostní dřeně ve vyšší koncentraci. Ve 

srovnání s koncentrací hBMSCs 0,5 milionu měla skupina s 

koncentrací 5 milionů signifikantně vyšší nárůst kosti s 

lepší inkorporací reziduální matrix a menším množstvím 

zbytkového hydroxyapatitu. Naše výsledky potvrzují práce 

dalších autorů, kteří testovali vliv hustoty MSCs na kvantitu 

novotvořené kosti [Choi et  al., 2011]. Fenotyp kmenových 

buněk a jejich charakteristika je výsledkem dodržení 

standardů Mezinárodní společností pro buněčnou terapii 

(International Society for Cellular Therapy - ISCT) 

[Dominici et  al., 2006]. Někteří autoři ukázali, že 

transplantované MSCs přežívají pouze po krátkou dobu a 
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nepřímo podporují migraci vlastních buněk organismu, což 

vede k novotvorbě kosti [Boukhechba  et  al., 2010].  V 

našem experimentu obratlového defektu jsme ve skupině 

prázdného defektu (skupina 1) pozorovali reaktivní 

osteoplázii s okrsky kartilaginózní metaplazie. Ve skupině s 

hydroxyapatitem samotným (skupina 2) jsme viděli na 

povrchu augmentačního materiálu izolované ostrůvky 

novotvořené kosti a osteoidu. Tato novotvorba kosti  může 

znamenat aktivaci tělu vlastních MSCs z kostní dřeně na 

základě operačního traumatu. V našem experimentu 

novotvořená kost pravděpodobně pocházela z 

experimentálního zvířete. Domníváme se tak na základě 

nálezu jen velmi malého množství lidských buněk na konci 

experimentu v barvení na přítomnost lidských mitochondrií 

- MT-CO2. Můžeme jen spekulovat, zda po transplantaci 

lidských MSCs tyto produkovaly různé růstové faktory 

[Baraniak et  al., 2010] a tím došlo k atrahování kmenových 

buněk hostitelského organismu a zlepšenému hojení. Ve 

skupině s MSCs jsme pozorovali výrazně redukovanou 

zánětlivě granulomatózní reakci. Toto zjištění vysvětluje 

imunomodulační efekt MSCs [Nauta et Fibbe 2007], který 

může signifikantně vést k zlepšení kostního hojení 

[Hoogduijn et  al., 2010]. Nepozorovali jsme deformaci 

obratle nebo kompresi páteřního kanálu, což naznačuje, že 

defekt obratlového těla a jeho regenerace s použitím 

kmenových buněk jsou bezpečné.  

   Ve druhé části našeho experimentu jsme využili zjištěné 

ideální denzity kmenových buněk a navrhli jsme nový 

model spinální fúze u potkana. Modelů spinální fúze na 

malých zvířatech se stále více využívá pro jejich přednosti: 

jsou levné, rychle se hojí, což vede k četnějším 

experimentům a rychlejšímu výsledku [Reid et  al., 2011]. 
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Náš nový experimentální model fixace processus spinosus 

ukazuje, že je bezpečný vzhledem k nulové morbiditě a 

mortalitě. Ve skupině s MSCs (skupina 6) jsme 

zaznamenali vyšší novotvorbu kosti, která se však 

signifikantně nelišila od novotvorby kosti u skupiny bez 

MSCs (skupina 5). Domníváme se, že zhojení čtyřstěnného 

defektu je obtížnější a hůře se kontroluje vrůstání vaziva do 

augmentačního materiálu. Vlastnosti mikroprostředí se 

mohou výrazně lišit a ovlivňovat novotvorbu kosti mezi 

zhojením metafyzárního defektu a dorzolaterální fúzi 

(Boden et  al.,  al., 1999).  

 

6. Závěry 

     Experimentálně jsme ověřili, že použití 

mezenchymálních kmenových buněk vede u jednostěnného 

defektu obratlového těla potkana k signifikantně vyšší 

novotvorbě kosti v porovnání s kontrolou nebo s použitím 

pouze matrix bez kmenových buněk. Nárůst novotvořené 

kosti byl závislý na hustotě použitých kmenových buněk 

přímo úměrně.  

     Během experimentu jsme navrhli levný a snadno 

reprodukovatelný model hojení zlomeniny u potkana 

metodou obratlové fúze s fixací titanovými dlahami a 

šrouby. Nárůst kostní hmoty u obratlové fúze nebyl 

signifikantně vyšší ve srovnání s kontrolou. Testovali jsme 

jednoduchou přípravu matrix a kmenových buněk, vhodnou 

k použití v klinické medicíně. Oba popsané modely, tj. 

model defektu obratlového těla a spinální fúze, byly levné, 

bezpečné, snadno reprodukovatelné. 
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