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Abstrakt: Novotvorba a regenerace kostni tkané s
pouzitim kmenovych bunék.

Uvod: Dostatek kostni hmoty je limitujicim faktorem
oSetfeni pacientll v ortopedii, traumatologii a maxilofacialni
chirurgii. Cilem postgradualniho studia bylo experimentalné
ovefit efektivitu novotvorby kosti s pouzitim kmenovych
bun¢k a anorganického prekurzoru kosti, ovéfit funkcnost
potkaniho modelu kostniho defektu a navrhnout jednoduchy,
Casové nenarocny a levny model hojeni zlomeniny u
potkana.

Materialy a metodika: Zkoumali jsme regeneraci kosti s
pouzitim  kmenovych bunék z kostni dien¢ s
hydroxyapatitem a trikalcium fosfdtem na potkanim modelu
kostniho defektu a modelu obratlové fuze. Zavedli jsme
jednoduchy model obratlové fize u potkana, ktery je snadno
reprodukovatelny s minimalni mortalitou a morbiditou.
Experiment probihal 8 tydnl. Poté byla zvifata humdnné
utracena. Ziskané vzorky jsme analyzovali
imunohistochemicky, pomoci mikroCT a histomorfometrie.
Vysledky: Na modelu defektu obratlového téla u potkana
jsme experimentalné ovetili, Ze kmenové burky spolu s
hydroxyapatitem a trikalcium fosfatem vedou k signifikantné
vys§i novotvorbé kosti. Prokdzali jsme, Ze nartst kostni
hmoty byl vyznamnéj$i pii pouziti vyssi koncentrace
kmenovych bunék. Na modelu spindlni fize jsme zjistili, Ze
kmenové bunky snizuji zanét a zlepsuji kvalitu kosti, aniz
bychom dosahli s jejich vyuZitim signifikantn€ vySsi
novotvorby kosti.

Zavery: 7 nasi prace vyplyva, ze kmenové bunky maji
osteogenni potencial, zlepSuji osteogenezi v zavislosti na
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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.




1. Uvod

Zlatym  standardem rekonstrukci  defekti  kosti
v traumatologii, spondylochirurgii, ortopedii a
maxilofacidlni chirurgii stdle zGstdvd kost autologni.
Nejvétsim problémem je morbidita vyplyvajici z nutnosti
dvou operacnich piistupli, oznaovana jako morbidita v
mist¢ odbéru (angl. donor site morbidity). DalSim
negativem je resorpce casti transplantované kosti a
limitovany objem S$tépu. Nalezenim alternativy se zabyva
kostni tkanové inzenyrstvi. Cilem je nalézt mechanicky
stabilni biokompatibilni matrix s osteokonduktivnimi,
osteoinduk¢énimi a osteogenetickymi vlastnostmi, které se
blizi vlastni kosti. Vysoky potencidl v kostnim tkanovém
inzenyrstvi se pfisuzuje autolognim mezenchymalnim
kmenovym buitkdm (MSCs) [Zhang et al., 2010]. Tyto
kmenové buiikky maji nékolik vyhod: maji osteogenni
potencial, snadno se ziskavaji, kultivuji a maji nizky
imunogenni potencial [Kim et al., 2008]. V kombinaci s
hydroxyapatitovou matrix stupiiuji osteogenezi a kostni
hojeni fraktur dlouhych kosti v ortopedii [Choi et al.,
2011], spindlni fuzi ve spondylochirurgii [Huang et al.,
2011] a Iécbu kraniofacialnich defekti v maxilofacialni
chirurgii [Miura et al., 2006]. Ugelem prace bylo ovéfit
novotvorbu kosti s pouZitim definovanych lidskych
kmenovych bunék z kostni difené — hBMSCs a
hydroxyapatitové matrix na potkanim modelu. Ve druhé
fazi jsme vytvofili levny a bezpe¢ny model obratlové fize u
imunosuprimovaného potkana s pouzitim stejnych bun¢k a
matrix.



2. Hypotézy a cile prace

Experimentalné ovéfit efektivitu novotvorby kosti s
pouzitim kmenovych bunék a anorganického
prekurzoru kosti.

Ov¢erit  funkcénost potkaniho modelu  kostniho
defektu.

Navrhnout jednoduchy, ¢asové nenarocny a levny
model hojeni zlomeniny u potkana

Design experimentu pfizplsobit eventualnimu
Klinickému pouziti.

3. Material a metodika
Zvifeci model

V nasi studii jsme pracovali s defektem obratlového téla
na potkanim modelu kmene Wistar (Velaz, Praha, CR) s
hmotnosti mezi 300-350g. V dorzolateralni fizi jsme
experimentovali s kmenem Wistar (Anlab, Charles River
Laboratories, Kolin n/Rynem, Némecko) s vdhou mezi
300-350 g.

Experimentalni skupiny:
a) experiment s defektem obratlového téla, 30 zvitat :

Skupina 1: prazdny defekt ventralni plochy obratlového
téla L2 (n = 8);

Skupina 2: defekt ventralni plochy obratlového téla 12
vyplnény hydroxyapatitem (n = 7);

Skupina 3: defekt ventralni plochy obratlového téla 12
vyplnény hydroxyapatitem s 0,5 x 10° hBMSCs
(n=7);



Skupina 4: defekt ventralni plochy obratlového téla L2
vyplnény hydroxyapatitem s 5 x 10° hBMSCs
(n=8);

b) experiment s dorzolateralni fizi L patete, 10 zvitat:

Skupina 5: fize spindznich vybézkti sousednich obratli
lumbélni patefe se stabilizaci titanovym
mikroplate s titanovymi Srouby a s
hydroxyapatitem krytym kolagenni
membranou (n = 5);

Skupina 6: fize spindznich vybézkti sousednich obratld
lumbalni patefe se stabilizaci titanovym
mikroplate s titanovymi Srouby a s
hydroxyapatitem v kombinaci s 5 x 10°
lidskymi ~ mezenchymélnimi  kmenovymi
bukami z  kostni diené¢ (hBMSCs),
augmentacni material byl kryty kolagenni
membranou (n = 5);

Izolace a kultivace bun€k

Lidské MSCs byly izolovany z kostni dien¢ (hBMSCs)
od Ctyr riznych darct ve véku od 28 do 66 let. Veskera
pfiprava kmenovych bunék prob&hla v ramci ,,Spravné
vyrobni praxe ve spolecnosti Bionova s.r.o. (Praha, CR)“ a

byla odsouhlasena Statnim ustavem pro kontrolu léciv
(SUKL, CR).

Ptiprava kostni matrix pted implantaci

Suspenze bunek s koncentraci od 0,5 do 5,0 x 10° bunék/ml
jsme umistili do wvialek. Navlhéeny hydroxyapatitovy
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granulast ~CEM-OSTETIC®  (Berkeley = Advanced
Biomaterials, Inc., Berkeley, USA) (0.02 g) jsme
impregnovali suspenzi bunék.

Chirurgicky vykon

V celkové inhala¢ni anestézii v poloze na biise jsme po
odstranéni srsti potkanti a dezinfekci v ramci bézné asepse
operacniho pole, provedli kozni incizi v délce cca 3 cm na
urovni obratlti L1-L3. Cely opera¢ni postup jsme vykonali
s pomoci operacniho binokularniho mikroskopu (Carl
Zeiss, Jena, Némecko).

a) Experiment s defektem obratlového téla:

Extraperitonedlné jsme ziskali pfistup k ventrolateralni
plose obratlového téla L2. Tuto ¢ast jsme deperiostovali a
ocCistili od zbytkdh mékkych tkani. Sterilnim tvrdokovovym
kulovitym vrta¢kem jsme pii rychlosti 1500 otacek/min s
chlazenim sterilnim fyziologickym roztokem vytvofili
defekt obratlového t€la o velikosti 2 X 5 x 1,5 mm. Defekt
jsme dle vyse popsanych skupin nechali prazdny, event.
jsme jej vyplnili hydroxyapatitem, hydroxyapatitem s
kmenovymi buiikami v koncentraci 0,5 nebo 5,0 x 108,
Takto vyplnény defekt jsme pokryli vstiebatelnou
kolagenni membranou Hyprosorb® (Hypro, Otrokovice,
CR) v souladu s pravidly metody fizené kostni regenerace
(angl. guided bone regeneration). Svaly jsme sesili
neresorbovatelnym materidlem jednotlivymi stehy, kazi
jsme seSili plastickym stehem k prevenci vykousavani
Sictho materialu zvifaty. Zvifata jsme imunosuprimovali
denné¢ cyclosporinem davkou 10 mgkg im. (
Sandimmun®, Novartis, Bazilej, Svycarsko). K prevenci
bakterialni infekce jsme subkutanné podavali gentamicin
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10mg po 24 hod. po dobu prvnich 5 pooperacnich dni
(Gentamicine Lek®, Lek Pharmaceuticals, Lublana,
Slovinsko). Potkany jsme huménné usmrtili na konci 8.
tydne od operace. Provedli jsem histologicke,
histomorfometrické vysetfeni a mikroCT.

b) Experiment s dorzolateralni fizi lumbalni patefe:

Paravertebralni svaly jsme odpreparovali. Dorzélni
plochy processus transversus et spinosus stejné jako kost
dorzélni plochy arcus vertebrae jsme peclivé ocistili od
zbytki mékkych tkani. Takto jsme ocistili vzdy dva obratle
nad sebou bez priniku do misniho kanalu. Vrtickem z
mikroinstrumentéria (Jeil Medical Corporation, Soul, Jizni
Korea) jsme vytvorili otvory v processus spinosus dvou
sousednich obratli a spojili je titanovymi Srouby a
mikrodlahami s tloustkou 0,5 mm z medicinsky ¢istého
titanu Grade IV (Jeil Medical Corporation, Soul, Jizni
Korea). Na odvracené stran¢€ od titanové dlahy mikroplate
jsme vyplnili prostor mezi tranverzalnimi a spindznimi
vybézky pastou z augmenta¢niho materidlu samotného
(skupina 5) nebo pastou z augmenta¢niho materidlu s 5 x
10° hBMSCs (skupina 6). V obou skupinach jsme kolem
augmentatu vytvofili komtrku z kolagenni membrany
Hyprosorb® (Hypro, Otrokovice, CR) k prevenci vriistani
bun¢k vaziva do augmentitu dle pravidel metody fizené
tkanové regenerace. Zadové svalstvo jsme seSili obdobné
jako u skupin 1-4. Antibiotika a imunosupresi jsme
podavali stejné jako u skupin 1-4. Potkany jsme humanné
usmrtili na konci 8. tydne od operace. Provedli jsme
radiografické, histologické, histomorfometrické vysetieni a
mikroCT.
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4. Vysledky
Histologické vySetteni
a) Experiment s defektem obratlového téla:

Ve skupiné¢ s prazdnym defektem obratlového téla
(skupina 1) jsme histologicky zaznamenali znamky
kostntho hojeni s reaktivni osteopldzii a fokalni
kartilaginbzni metaplazii. Ve skupin¢ s defektem
vyplnénym pouze hydroxyapatitovou matrix (skupina 2)
jsme zjistili depozita lamavého granularniho materialu,
misty s granulomat6zni reakei proti exogennimu materialu.
Kvalitativni rozdil jsme zaznamenali ve skuping
hydroxyapatitové matrix s 0,5 milionem hBMSCs (skupina
3). Histologicky méla tato skupina vétsi kostni tramce
kolem augmentacniho materidlu. Matrix byla cCastecné
inkorporovana do nové formované kosti. V posledni
skupiné hydroxyapatitové matrix s 5 miliony hBMSCs
(skupina 4) lze popsat signifikantné vyssi novotvorbu kosti
v defektu.

b) Experiment s dorzolateralni fuzi lumbalni patete:

Ve skupiné s hBMSCs (skupina 6) byla novotvofena
kost 1épe integrovana do okolni kosti a vykazovala dokonce
1 lamelarni charakter. V této skupiné jsme nezaznamenali
zanétlivou reakci okoli. Naproti tomu ve skuping s Cistym
hydroxyapatitem (skupina 5) jsme v néckterych fezech
pozorovali smiSenou  zanétlivou reakci v  okoli
augmentacniho materidlu s neutrofily a makrofagy,
formujicimi se do obrovskych bunék z cizich teles. Barveni
chloracetat esterazou ukazalo mensi zanétlivou reakci ve
skuping €. 6 (s hBMSCs) nez ve skupiné bez MSCs.
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Histomorfometrické vySetieni
a) Experiment s defektem obratlového téla:

Kvantitativni analyza vzorkli ukézala nesignifikantni
rozdil v procentu novotvorené kosti mezi skupinou s
prazdnym defektem (skupina 1) (33,84 = 1,84 %) a
skupinou 1é¢enou samotnym hydroxyapatitem (40,34 =+
3,85 %). Toto zjisténi naznacuje maly osteoindukéni
charakter hydroxyapatitu. Signifikantné vyssi (p<0,01)
novotvorbu  kosti jsme zaznamenali ve skupiné
hydroxyapatitu s 5 miliony hBMSCs (65,60 + 4,89 %) v
porovnani se skupinou lécenou hydroxyapatitem s 0,5
milionem hBMSCs (38,91 + 5,76 %), ve srovnani s matrix
(p<0,05) a prazdnym defektem (p<0,01)- obrazek 1.

100
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80
z 70
3
< 60 B Kost
= 50
S B Scaffold
s 40
S 30
20
10
0
Prazdny Hydroxyapatit Hydroxyapatit Hydroxyapatit
defekt +rMsc +hMSC

Obrazek 1 — Histomorfometrické vySetieni
Scaffold - rezidualni kostni matrix
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b) Experiment s dorzolateralni fizi lumbalni patete:

Kvantitativni analyza vzorkll neukazala singifikantni
rozdil mezi mnozstvim novotvotené kosti (p=0,56) mezi
skupinou €. 5 (28,54 £ 6,22 %) a skupinou ¢. 6 (24,01 +
4,36 %). Mnozstvi rezidualni matrix (p=0,17) se mezi
skupinou €. 5 (31,52 + 6,96 %) a skupinou €. 6 (42,75 +
4,24) signifikantné neliSilo — obrazek 2.

-
§ 35

T’; 30 " m NovotvoFena
2257 kost

§ 20 - m Scaffold

Skupina 5 Skupina 6

Obrazek 2 — Histomorfometrické vySetieni
experimentalnich zvitat s dorzolateralni fizi lumbalni
patete. Scaffold - rezidualni kostni matrix

Radiografické vySetieni

Prosté RTG snimky jsme provadéli pouze u experimentu
se spinalni fuzi, jak bylo vysvétleno vySe. Nepozorovali
jsme zlomeninu titanové mikrodlahy, pouze jeden Sroub se
mirn¢ uvolnil z o¢ka dlahy aniz byl dislokovan mimo oko
mikrodlahy.
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MikroCT vySetieni
a) Experiment s defektem obratlového téla:

Ve skupiné €. 4 s hydroxyapatitem kombinovanym s 5,0
miliony hBMSCs  jsme nasli vys§i uroven resorpce
hydroxyapatitové matrix s novotvorbou kosti nad niveau
pavodniho defektu.

b) Experiment s dorzolateralni fazi lumbalni patete:

Misto spinalni fiize bylo na axialni projekci dobte patrné.
Ve skupiné €. 6 (hyroxyapatit s 5 mil. hBMSCs) jsme
zjistili vys$si novotvorbu kosti nez ve skupiné €. 5.

5. Diskuse

V naSem experimentu jsme zaznamenali nulovou
mortalitu ve vSech skupinach. V prvni ¢asti nasi prace jsme
hodnotili ~ vliv  kmenovych  bun&k pii  pouziti
hydroxyapatitové matrix na kostni regeneraci defektu
obratlového t€la u potkana. NejlepSich vysledki v
novotvorb&é kosti jsme dosdhli pii pouziti lidskych
kmenovych bun¢k z kostni difené ve vyssi koncentraci. Ve
srovnani s koncentraci hBMSCs 0,5 milionu méla skupina s
koncentraci 5 milionli signifikantné vysSi nértst kosti s
lepsi inkorporaci rezidudlni matrix a menSim mnozstvim
zbytkového hydroxyapatitu. Nase vysledky potvrzuji prace
dalsich autort, ktefi testovali vliv hustoty MSCs na kvantitu
novotvorené kosti [Choi et al., 2011]. Fenotyp kmenovych
bun€k a jejich charakteristika je vysledkem dodrZeni
standardi Mezinarodni spolec¢nosti pro bunécnou terapii
(International Society for Cellular Therapy - ISCT)
[Dominici et al., 2006]. Nektefi autofi ukazali, ze
transplantované MSCs prezivaji pouze po kratkou dobu a
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nepiimo podporuji migraci vlastnich bunék organismu, coz
vede k novotvorbé kosti [Boukhechba et al., 2010]. V
nasem experimentu obratlového defektu jsme ve skupiné
prazdného defektu (skupina 1) pozorovali reaktivni
osteoplazii s okrsky kartilagin6zni metaplazie. Ve skuping s
hydroxyapatitem samotnym (skupina 2) jsme vid¢li na
povrchu augmenta¢niho materialu izolované ostrivky
novotvorené kosti a osteoidu. Tato novotvorba kosti miize
znamenat aktivaci télu vlastnich MSCs z kostni dien¢ na
zakladé operacniho traumatu. V naSem experimentu
novotvoiena  kost  pravdépodobné  pochazela z
experimentalniho zvifete. Domnivame se tak na zakladé¢
nalezu jen velmi malého mnozstvi lidskych bun€k na konci
experimentu v barveni na pfitomnost lidskych mitochondrii
- MT-CO2. Muizeme jen spekulovat, zda po transplantaci
lidskych MSCs tyto produkovaly rtizné ristové faktory
[Baraniak et al., 2010] a tim doslo k atrahovani kmenovych
bunék hostitelského organismu a zlepSenému hojeni. Ve
skupiné s MSCs jsme pozorovali vyrazné redukovanou
zangtlivé granulomatdzni reakci. Toto zjisténi vysvétluje
imunomodulacni efekt MSCs [Nauta et Fibbe 2007], ktery
mize signifikantné vést k zlepSeni kostniho hojeni
[Hoogduijn et al., 2010]. Nepozorovali jsme deformaci
obratle nebo kompresi patefniho kanalu, coz naznacuje, Ze
defekt obratlového t€la a jeho regenerace s pouZitim
kmenovych buné€k jsou bezpecné.

Ve druhé ¢asti naseho experimentu jsme vyuzili zjiSténé
idealni denzity kmenovych bunék a navrhli jsme novy
model spindlni fize u potkana. Modeli spindlni fize na
malych zvitatech se stale vice vyuziva pro jejich prednosti:
jsou levné, rychle se hoji, coz vede k cetnéjSim
experimentum a rychlej§imu vysledku [Reid et al., 2011].
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Nas novy experimentalni model fixace processus spinosus
ukazuje, ze je bezpecny vzhledem k nulové morbidité a
mortalit¢. Ve skupiné s MSCs (skupina 6) jsme
zaznamenali vySS§i novotvorbu kosti, kterd se vSak
signifikantné neliSila od novotvorby kosti u skupiny bez
MSC:s (skupina 5). Domnivame se, Ze zhojeni Ctyfsténného
augmentacniho materidlu. Vlastnosti mikroprostiedi se
mohou vyrazné liSit a ovliviiovat novotvorbu kosti mezi
zhojenim metafyzarniho defektu a dorzolateralni fazi
(Boden et al., al., 1999).

6. Zavéry

Experimentalné jsme overili, ze pouziti
mezenchymalnich kmenovych bun¢k vede u jednosténného
defektu obratlového téla potkana k signifikantné vyssi
novotvorbé kosti v porovnani s kontrolou nebo s pouZitim
pouze matrix bez kmenovych bunck. Narlst novotvorené
kosti byl zavisly na hustoté¢ pouZitych kmenovych bunck
pfimo tmérné.

Béhem experimentu jsme navrhli levny a snadno
reprodukovatelny model hojeni zlomeniny u potkana
metodou obratlové fiuze s fixaci titanovymi dlahami a
Srouby. Narast kostni hmoty u obratlové fize nebyl
signifikantné vyssi ve srovnani s kontrolou. Testovali jsme
jednoduchou pfipravu matrix a kmenovych bunék, vhodnou
k pouziti v klinické medicin€. Oba popsané modely, tj.
model defektu obratlového téla a spinalni fuze, byly levné,
bezpecné, snadno reprodukovatelné.
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