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Abstrakt

Uvod: Dostatek kostni hmoty je limitujicim faktorem oSetfeni pacienti v ortopedii,
traumatologii a maxilofacidlni chirurgii. Cilem postgradudlniho studia bylo ovéfit
hypotézu, zda anorganicka ¢i organickd nebunécnd kostni matrix miize slouzit jako nosi¢
pro autologni kmenové bunky, které se mohou diferencovat v osteoblasty. DalSim cilem
bylo ovéfit, zda pouzitim vhodného média dosahneme zrychleni regenerace augmentatu,
jeho vhojeni a soucasné i vyssi kvality kosti.

Materialy a metodika: Zkoumali jsme regeneraci kosti s pouzitim kmenovych bun¢k z

kostni diené s hydroxyapatitem a trikalcium fosfitem na potkanim modelu kostniho
defektu a modelu obratlové fluze. Zavedli jsme jednoduchy model obratlové fize u
potkana, ktery je snadno reprodukovatelny s minimélni mortalitou a morbiditou.
Experiment probihal 8 tydni. Poté byla zvifata humanné utracena. Ziskané vzorky jsme
analyzovali imunohistochemicky, pomoci mikroCT a histomorfometrie.

Vysledky: Na modelu defektu obratlového téla u potkana jsme experimentalné ovéfili, ze
kmenové bunky spolu s hydroxyapatitem a trikalcium fosfatem vedou k signifikantn¢ vyssi
novotvorb¢ kosti. Prokéazali jsme, Ze nartst kostni hmoty byl vyznamnéjsi pti pouziti vyssi
koncentrace kmenovych bunék. Na modelu spinalni fuze jsme zjistili, ze kmenové buiky
snizuji zanét a zlepSuji kvalitu kosti, aniz bychom doséhli s jejich vyuZitim signifikantné
vy$$i novotvorby kosti.

Zavery: 7 na$i prace vyplyva, ze kmenové builky maji osteogenni potencial, zlepSuji

osteogenezi v zavislosti na hustot¢ a zfejm¢e maji protizdnétlivé vlastnosti.

Kli¢ova slova: kmenové bunky, mezenchymalni kmenové buiikky (MSCs), ristové faktory,

biomaterialy tkanového inZenyrstvi, kostni tkanové inZzenyrstvi, potkan, kost



Abstract:

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. AIll 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.

Key words: stem cells, mesenchymal stem cells (MSCs), growth factors, biomaterial in

tissue engineering, bone tissue engineering, rat, bone
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1 Uvod

Dostatek kostni tkané¢ je zakladnim piedpokladem uspésné 1€Cby pacienti po
ztratovych  poranénich, po resekénich vykonech u nadorovych onemocnéni,
Vv traumatologii, spondylochirurgii, u plastickych operaci vrozenych vad obliceje a u
rozstépa. V soucasné dob¢ se v klinické praxi pouzivaji rizné augmentacni materialy od
autologni kosti az po rizné smési syntetickych materiali. Soucasné se studuje vliv dalSich
faktorti jako napf. fibroblastového rastového faktoru (FGF), transformujiciho rustového
faktoru beta (TGF-pB), kostniho morfogenniho proteinu (BMP) ¢i endotelialniho rustového
faktoru (EDGF).

Kostni tkanové inzenyrstvi se zabyva regeneraci kosti. Regenerace na obecné
urovni znamena obnoveni formy a funkce daného organu. Na kost se na rozdil od
parenchymatoznich orgédnt klade i1 pozadavek na mechanickou pevnost a odolnost.
K regeneraci kosti miizeme pfistupovat dvéma zpusoby: klasicky pristup se zabyva
prenosem kompletni kostni tkané a pracuje s autografty, allografty a xenografty. Tento
pristup je historicky star§i. Novej$im ptistupem je metoda kostniho tkanového inzenyrstvi.
Tento pfistup analyzuje nejjednodussi stavebni jednotky kosti a déli je na kostni buiiky,
rustové faktory a extracelularni matrix s jeji slozkou organickou a anorganickou. Snazi se
zjistit jak jednotlivé slozky funguji, jak se ovliviiuji. Toto poznéni aplikuje na experiment,
snazi se vybudovat kost s pouzitim téchto zékladnich stavebnich kamenii. Tato prace se
zabyva timto nov¢jSim piistupem.
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2 Cil prace

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

o Ovéfit funkénost potkaniho modelu kostniho defektu.
o Navrhnout jednoduchy, ¢asové nenarocny a levny model hojeni zlomeniny u potkana

. Design experimentu pfizpusobit eventualnimu klinickému pouziti.
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3 Popis soucasného stavu FeSeného tématu vcetné literarni reSerse

V chirurgickych oborech mediciny se Iékaii potykaji s nedostatkem zdravé tkanég,
ktera by byla pacientovi vlastni a mohla nahradit irazem, tumorem a starnutim poskozené
organy. Soucasné techniky se snazi tento hendikep nahradit transplantaci organt od
riznych darct. Idedlem regenerativni mediciny je vypéstovat rozlicnymi metodami tkan,
ktera by byla na bunécné a imunologické urovni pacientovi vlastni. Tkanové inzenyrstvi se
zabyva vyvojem nahrad orgdnd nebo jejich ¢asti. Vyuziva matrix jako zékladni kostry
tkdn€, bunck, rastovych faktorti, signdlnich a adhezivnich molekul, které se snazi
kultivovat v Case a ziskat vitalni tkan schopnou samostatné existence a klinické aplikace.
Pocatkem tkanového inzenyrstvi, kdy se poprvé pouzilo biomateriali, bylo obdobi 2.
svétové valky. Tehdy vznikl velky tlak na rozvoj epitetiky a protetiky. Bylo pozorovéno,
ze piloti zranéni plastovymi ulomky plexisklového krytu kabiny z polymethylmetakrylatu
nemaji odmitavou reakci proti tomuto cizorodému materidlu. Proto se nasledné zacaly
vyuZivat polymethylmetakrylatové polymery jako nahrady kosti. V soucasné dobé je
tkanové inzenyrstvi rychle se rozvijejicim multidisciplinarnim oborem mediciny, chemie,
biologie a technologického inzenyrstvi. V pribehu zlepsSujicich se technik kostniho
tkanového inZenyrstvi se vyvinul tzv. triangular concept. Stal se standardem a zahrnuje
spoluptisobeni tii faktort, které funguji provazané: rastovych faktori, matrix (scaffolds)
a osteogennich bunék (kmenovych bunék). Tento koncept doplnili Giannoudis et al.,
(2007) o pojem ,,mechanical environment®“. Autoifi m¢li na mysli potfebu mechanické
stability jako zakladniho faktoru hojeni kosti. Novy koncept nazvali diamantovym
konceptem (diamond concept): spoluptisobeni 4 veli¢in: osteogennich bunék, ristovych
faktori, osteogeni matrix a mechanické stability [Giannoudis et al., 2007]. Nasledujici
text se zabyva nepostradatelnymi vySe zminénymi prvky ke zhotoveni kosti v ramci
tkanového inzenyrstvi.

3.1 Kmenové burky

Kmenové buiiky jsou nediferencované zivo€isné bunky. Jejich zékladni vlastnosti
je diferenciace ve specializované buniky a schopnost sebeobnovy. Sebeobnova znamena, ze
dcefinna nebo dcefinné bunky maji opét vlastnosti bunék kmenovych. Moznosti déleni
kmenovych bunék lze shrnout pod pojmem symetrické a asymetrické¢ déleni. V ranném
vyvoji zarodku na urovni zygoty se kmenové bunky déli symetricky a vznikaji dvé
kmenové buiiky totipotentni. V pozdni embryogenezi mluvime o asymetrickém déleni. Pti
ném vznika z kmenové bunky dcefinna kmenova bunka a buika diferencujici se ve funkéni
buriku. Pfikladem je hematopoeticka kmenova burika a dcefinné bunky hematopoetické a
progenitorové. Dal§im ptikladem asymetrického déleni je mitdza na irovni hematologické
progenitorové bunky, kterd se déli na diferencované buniky, napf. erytrocyt a granulocyt.
Schopnost diferenciace uvadi nasledujici tabulka 1.
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Tabulka 1 - Schopnost diferenciace

Schopnost Funkce Buiika Etymologie
Diferenciace
Totipotentni Jakykoliv typ bunky Zygota totus = vSechen

W

Pluripotentni

W

Multipotentni

L

Oligopotentni*

L
Tri- / bi-*
potentni

embryonalnich a

extraembryonalnich tkani
amnia, choria, placenty a
vcetné totipotentni bunky

Jakykoliv typ buiiky mimo
bunky totipotentni a mimo
bunky trofoblastu

Muize se diferencovat do vSech
bunék jednoho zarodeéného
listu

Synonymum progenitorové
bunky*. Tkanove vice
diferencované bunky

Synonymum progenitorové
bunky* Tkanove vice
diferencované bunky

Embryonalni kmenova
buiika — ESCs

Kmenové bunky
zarodecénych listl:
entodermu, ektodermu a
mezodermu.

Kmenové burniky organd.

Napft. hematopoeticka
kmenova burka

Kmenové bunky organd.

Napt. myeloidni nebo
lymfoidni progenitorova
bunka

plures = vice

multus = mnohy

OMyo- = malo

tri- = troj- /
bi- = dvoj-

1

Nulipotentni

Diferencovana bunka
neschopna déleni

Erytrocyt, Neutrofil, T-
lymfocyt.

nullus = zadny

Podle: National Institutes of Health (NIH): http://stemcells.nih.gov/info/scireport/pages/chapter5.aspx
* Oligopotentni a tri — bi potentni jsou u nékterych autorti synonyma

Totipotentni kmenové bunky se mohou diferencovat na jakykoliv jiny typ bungk,
véetné totipotentni bunky, bez omezeni. Vzniknou splynutim vajicka a spermie. Buiky
vzniklé prvnim délenim oplozeného vajicka jsou také totipotentni. Pluripotentni kmenové
buiiky jsou potomky totipotentnich bun¢k a mohou produkovat jakékoliv jiné bunky kromé
buiiky totipotentni.

Multipotentni kmenové builkky mohou produkovat pouze buiiky pifibuzné danému
typu buiiky. Kmenové bunky délime na embryondlni a adultni (syn: organové specifické
KB, tkanove specifické KB) [Leung et Verfaille 2005]. Embryonalni kmenové bunky
(angl. Embryonic Stem Cells, ESCs) jsou derivatem blastocysty, jsou totipotentni, jsou
schopny se diferencovat do jakékoliv bunécné linie entodermu, mezodermu a ektodermu
[Smith 2006]. Tuto schopnost si zachovavaji buiikky blastocysty pouze do 2. generace
déleni oplozeného oocytu. Tyto buiiky jsou schopny vysokého poctu déleni, toleruji dlouhé
doby kultivace a mohou se diferencovat do embryonalnich i extraembryonalnich tkéani
napf. placenty, pupecniku apod. Adultni kmenové buniky jsou pouze multipotentni a jsou
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schopné se diferencovat do riznych bunécnych linii, ale jen pfibuzného typu. V soucasné
dobé délime adultni kmenové buniky na kmenové bunky kostni dfené (angl. bone marrow
stem cells - BMSCs) a mezenchymalni kmenové burky (angl. mesenchymal stem cells -
MSCs). Kmenové bunky kostni dien¢ jsou schopné se diferencovat do vSech bunéénych
linii hematopoetického systému. Cetnost téchto bunék je v kostni dfeni pfiblizné 1 na 10
000 — 15 000 diferencovanych bun¢k kostni diené (Weissman 2000).

Mezenchymalni kmenové bunky jsou derivatem mezodermu, nachézime je v kostni
deni, ale i v dalsich tkanich. V kostni dfeni jsou zastoupeny malo, p¥iblizn& 1 na 10* — 10°
bunék kostni dfené¢. Mezenchymalni kmenové bunky pfedstavuji heterogenni skupinu
bungk, které jsou schopné se diferencovat do bunék kosti, chrupavky, tukové tkané, slach a
svali (Jones et al., 2002). V druhé polovin¢ 20. stoleti se pfedpokladalo, ze adultni
kmenové bunky maji jen omezenou schopnost dalsi diferenciace a Ze burka urcité tkané je
jiz odsouzena diferencovat se pouze do bun¢k dané tkan€. Naptiklad jaterni kmenova
buiika mé schopnost se diferencovat pouze do hepatocytu apod. V poslednich 10 letech
doslo k publikaci velkého mnoZzstvi praci, které tuto doktrinu vyvrétily. Piibyva praci,
které ukazuji, ze kmenové bunky kostni dien¢ (HSC) jsou schopny se diferencovat na
hepatocyty [Petersen et al., 1999], myocyty [Ferrari et al., 1998], kardiomyocyty [Tomita
et al., 1999], neuronalni buiky [Eglitis et Mezey 1997], endotelidlni buniky [Tomita et al.,
1999], epitelové buniky [Krause et al., 2001] a bunky pankreatickych ostrivk [lanus et al.,
2005].

3.2 Materialy kostnich nahrad

V tkanovém inZenyrstvi se uplatiiuji moderni metody vyroby trojrozmérné matrix.
Vyroba se opird zejména o rapid prototyping, coz je metoda konstrukce trojrozmérnych
pfedméti, n€kdy se oznacujici jako 3D tisk. Rapid prototyping zahrnuje rizné metody
trojrozmérného tisku z riznych materialti. Podle toho jej délime:

a) Stereolitografie (ve tkanovém inZenyrstvi se uziva mikrostereolitografie) je metoda
uzivajici tekuté pryskyfice, ktera polymeruje v UV svétle. Princip je moZné si
zjednoduSené predstavit jako vanu naplnénou touto pryskyfici. Na dn€ nadoby je ploSina,
ktera je tésn¢ pod hladinou. Digitalné fizeny laser ,tiskne* prvni vrstvu podle instrukei z
pocitace. Po jejim dokonceni se ploSina mirn€ ponofi a laser tiskne dalsi vrstvu. Tak vznika
trojrozmérny predmét [Gebhardt 2003], [Pandey, nedatovano]

b) Selective Laser Sintering (SLS) - selektivni laserové taveni. V celé komote se udrzuje
teplota tésn¢ pod bodem taveni substratu. Metoda vyuziva latky ve formé& prasku, ktery
nanadi na valec v tenké vrstv€. Laser fizeny pocitaCem vrstvu osviti a tim ji flzuje
dohromady. Valec opét nanese vrstvu substratu a proces pokracuje, dokud neni vyrobek
hotov. Na obecné urovni je tato metoda vhodnd mimo jiné k 3D tisku kovi. Takto se
mohou v tkanovém inzenyrstvi vyrabét napt. hydroxyapatitové trojrozmérné konstrukce
[Ryglova 2006], [Pandey, nedatovano]

¢) Laminated Object Manufacturing (LOM) je metoda, ktera vyuziva folie. Ta se odviji
z vélce. Z folie laser vyieze 2D objekt. Horky vélec piejede pies takto nafezanou folii a
spoji ji s podkladem tepelnou aktivaci pryskyftice. Z valce se odvine novy kus pryskyfice,
laser opét vyieze 2D objekt, valec za horka spece dalsi vrstvu a tak déle, dokud objekt neni
hotov [Pandey, nedatovano]

d) Fused Deposition Modeling (FDM) vyuziva tavnou hlavu, ktera ohfiva polymerujici
material t€sné nad teplotu tani. Hlava nanasi polymer na pfedchozi vrstvu a latka ihned po
kontaktu s pfedchozi vrstvou tuhne. Nékteré systémy maji dvé hlavy, jednu pro vlastni 3D
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tisk a druhou pro tisk vyztuhy, ktera nese vyrobek a na konci procesu je odstranéna
[Pandey, nedatovano]

e) Multi Jet Modeling (MJM - vlastni 3D tisk) — nanasi se mala vrstva fotopolymeru.
Vyhodou metody je pfesnost, hlava tiskne vétsi plochu vyrobku najednou. Jako vyztuha se
pouziva vosk, ktery ma nizsi teplotu tani nez vlastni fotopolymer vyrobku a je na konci
procesu vyplaven za vyssi teploty.

Materialy kostnich nahrad jsou velmi heterogenni skupinou. Zahrnuji na jedné
stran¢ vlastni kost pacienta a na stran¢ druhé syntetické polymery k nahradé kosti. Lze je
ruzn¢ delit, jako praktické se jevi rozdéleni na pfirodni a syntetické s mnoha podskupinami
viz tabulka 2

Tabulka 2 - Materialy kostniho tkanového inZenyrstvi:

Piirodni materialy
Autologni kost (autografts)
Alogenni kost (allografts)
Cerstva zmrazena kost (Fresh frozen bone - FFB)
Lyofilizovana a demineralizovanou alogenni kost (Demineralized freeze-dried bone
allograft — DFDBA)
Lyofilizovana alogenni kost (Freeze-dried bone allograft — FDBA)
Xenogenni kost (xenografts)
Enamel matrix derivative (Emdogain®)
Proteinové biomaterialy
Kolagen
Zelatina
Fibrin
Fibroin z hedvabi
Polysacharidové biomaterialy
Agar
Alginat
Kyselina hyaluronova

Chitosan

Syntetické biomaterialy
Derivaty kyseliny metakrylové
pHEMA
Bioplant HTR polymer
Polyéteréterketony (PAEK)
Nasycené alifatické polyestery
PLA
PGA
PLGA
Polykapronolakton- PCL
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Nenasycené alifatické polyestery
Polypropylen fumarat - PPF
Polyhydroxyalkanoaty - PHA

Polyetylénglykol - PEG

Syntetické peptidy

Biokeramika
Beta-trikalcium fosfat - B-TCP
Hydroxyapatit - HAP

Coralline

Materidly v kostnim tkdilovém inZenyrstvi podporuji novotvorbu kosti riznymi
mechanismy a jsou na n¢ kladeny urcité pozadavky. Nejlépe tato kritéria splituje vlastni
transplantovana kost.

Terminem osteogeneze rozumime vznik, vyvoj a vyzravani kosti.

Jako osteoindukci oznacujeme stimulaci osteogeneze osteoinduktivnimi peptidy,
které pomahaji diferenciaci osteoprogenitorovych bunék na osteoblasty a stimuluji tak
novotvorbu a vyzravani kosti.

Osteokondukce zajist'uje podporu osteoblastim piijemce jako trojrozmérna kostra,
kterou remodeluji ve vyzralou kost. Nejlepsi osteokonduktivni vlastnosti ma spongidzni
kost.

3.2.1 Pfirodni materialy

Autologni kost je ¢asto pouzivana pii augmentacnich vykonech a pfedstavuje zlaty
standard chirurgickych postupti. Autologni kost nejlépe spliiuje vSechna kritéria
osteogeneze, osteoindukce a osteokondukce. Dal§imi vyhodami je nulovy alergenni
potencial, nulovd moznost rejekce, vysoka biokompatibilita. Z chirurgického hlediska je
nevyhodou nutnost dalSiho odbérného mista, nejcastéji lopaty kosti kycelni, fibuly, brady,
ramus mandibulae, kalvy a s tim souvisejici vy$§i morbidita. Kostni $tépy obecné
podléhaji resorpci.

Alogenni kost je kostni matrix ziskand z lidskych darcii. Zpracovavad se rliznymi
postupy: napf. zmrazenim, suchym zmrazenim ve vakuu, gama zafenim, ozéafenim
svazkem elektront a sterilizaci etylenoxidem. RozliSujeme (i) ¢erstvou zmrazenou kost
(fresh-frozen bone FFB), (ii) lyofilizovanou a demineralizovanou alogenni Kkost
(demineralized freeze-dried bone allograft - DFDBA) a (iii) lyofilizovanou alogenni kost
(freeze-dried bone allograft - FDBA). Podle Geralda et al., (2005) nejsou vyraznéjsi
odchylky v tvorbé zralé kosti u pacientt mezi DFDBA a FDBA [Gerald et al., 2005].
Uvedené lyofilizacni a sterilizacni metody maji snizit alergenni potencial §t€pu a pienos
infek¢nich agens. Z téchto divodii byly zavedeny standardy Americké asociace tkanovych
bank (American Association of Tissue Banks - AATB), které doporucuji vylouceni
kostnich §tépti za urCitych okolnosti (viz tabulka 3). Dle téchto standardi je pouzivani
Stéepi DFDBA a FDBA bezpecné, St€épy FFB maji vyssi riziko ptfenosu infekce.
Z chirurgického hlediska je prace s alogenni kosti obdobna jako s autologni, odpada
morbidita vyplyvajici z dal§iho mista odbéru §tépu, nutného v ptipad¢ autologni kosti.

16



Tabulka 3 - Standardy Americké asociace tkanovych bank pro praci s kostnimi
allografty

Dérci se zvySenym rizikem

Daérci HIV pozitivni metodou ELISA

Dérci s jasnymi znamky choroby

Kostni $tép bakterialné kontaminovany

Darce HbsAg a HCV pozitivni

Darce pozitivni na syfilis

Zdroj: American Association of Tissue Banks

Xenogenni Kost je ziskavana z jinych zZivoc¢iSnych druhi nez je ¢lovek. Nejcastéji
se pouziva bovinni kost. Tyto xenomateridly se upravuji, deproteinizuji, ¢imz se z kosti
odstrafiuje organickd slozka a vysledny material je pouze trojrozmérnou anorganickou
kostrou s osteokonduktivnimi vlastnostmi. Material je remodelovan osteoblasty a
osteoklasty pfijemce. PouZziva se u fizené tkanové regenerace, fizené kostni regenerace i s
pouzitim membran. Zastupcem téchto preparatl je napt. Bio-oss®.

Enamel matrix derivative

Enamel matrix derivative (Emdogain® - EMQG) je ziskavan ze zubnich zarodkt 6
mési¢nich selat. Vyrobcem toho derivatu byla firma Biora (Malmo, Svédsko), kterou v
roce 2004 pievzal Straumann Biologics Division (Svycarsko), a nyni je pod nazvem
Emdogain® vyrabén touto firmou. Existuje pouze tento vyrobce, a proto se pro tuto
skupinu latek pouziva komercni nazev Emdogain®. Ptipravek obsahuje nizkomolekularni
hydrofobni proteiny skloviny a je z 90% tvofen amelogeniny [Qu et al., 2011]. Pfipravek
neni t€lu vlastni, ale amelogeniny se u savcu piili§ nelisi [Brookes et al., 1995]. V praxi se
diky tomu ukézalo, Ze EMG mé maly alergenni potencial. Pivodné bylo nutné EMG pted
pouzitim smichat s propylenglykolalgindtem. Firma vyvinula gel, ktery mé stejny ucinek
jako ptivodni EMG [Bratthall et al.,, 2001]. Komplexné¢ se ucinky EMG zabyvalo
Cochrane Collaboration® v metaanalyze osmi studii. Testovaly hypotézu, zda je EMG
lep$i nez placebo u nitrokostnich cirkumdentalnich defektd,” a dale zda je EMG lepsi nez
fizena tkafiova regenerace (RTR/GTR). Z této metaanalyzy vyplynulo, Ze po jednom roce
je EMG statisticky vyznamné lepsi nez placebo a ma pfiblizné stejné vysledky jako
RTR/GTR. Autofi metanalyzy kostatuji vysokou heterogenitu dat. Podle této metaanalyzy
lze kostatovat, ze EMG ma své misto v 1é¢bé furkac¢nich defekti zubi, zuba s chronickou
parodontitis, zubti s recesy a v kombinaci s RTR/GTR [Bratthall et al., 2001]. Ve
vSobecné chirurgii, spondylochirurgii a traumatologii se podle literatury tento material
nepouziva.

Proteinové biomaterialy

Kolagen je extracelularni, ve vod¢é nerozpustny skleroprotein. Tvoii zakladni
stavebni hmotu pojivovych tkani. Kolagenova vldkna maji vysokou odolnost v tahu, jsou
nepruzna, ohebnd a mékka. V soucasné dob¢ patii mezi nej€asteji se vyskytujici proteiny v
lidském organismu a zarovenl mezi nejlépe zdokumentované [PospiSil 2012]. Kolagen se
ve tkdnovém inzenyrstvi pouziva casto v riznych aplikacich. Michelini et al (2006) pouzili
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kolagen a embryonalni kmenové bunky k diferenciaci neurogennich bun¢k [Michelini et
al., 2006], Baharvand et al., (2006) uspésné testovali embryonalni kmenové bunky v
kolagenové 3D matrici k diferenciaci hepatocytti [Baharvand et al., 2006] aj. Chan et al.,
(2007) tspésné pouzili mezenchymalnich kmenovych bunék s kolagenovymi mikrosférami
k osteogenezi [Chan et al., 2007].

Zelatina, anglicky gelatin (z latinského gelatus, a, um — zamrzly). Etymologie
naznaduje, ze jde o priisvitnou, bezbarvou, pevnou latku. Zelatina je smési mnoha protein.
Ziskava se vafenim — denaturaci kolagenu z kosti, svali a S§lach. Takto hydrolyzovany
kolagen se preménuje na glutin, nejvyznamngjs$i slozku zelatiny. Pouzivd se v
potravinaistvi a dfive 1 ve fotografickém primyslu. Ve farmaceutickém pramyslu a
bioinzenyrstvi se pouziva k vyrobé 1ékovych kapsli, cévnich protéz, obvazl ran a jako
matrice v tkanovém inzenyrstvi. Hlavni vyhodou Zelatiny je jeji biodegradabilita.
Nevyhodou je mala pevnost a mechanické odolnost [Bigi et al., 2002]. Tuto nevyhodu se
snazi nékteré modely odstranit pouzitim Zelatiny ve smé&si napi. s polykapronolaktonem
(PCL) [Ghasemi-Mobarakeh et al., 2008] nebo zesitovanim jeji struktury [Bigi et al.,
2002].

Fibrin je vlaknity nerozpustny biopolymer, ktery vznika v zavéreéné fazi srazeni
krve. Fibrinové pény a gely jsou pouzivany jako adheziva v plastické a rekonstrukéni
chirurgii. Fibrin pfirozené vaze riistové faktory jako napt. fibroblastovy ristovy faktor
(bFGF), vaskularni endotelidlni rastovy faktor (VEGF), transformujici ristovy faktor-f,
rastovy faktor desticek (PDGF), IGF-1, interleukin-1 aj. Fibrin zlepSuje migraci bunék a
jejich proliferaci pfi hojeni ran a je trojrozmérnou kostrou pii syntéze extracelularni
matrix. Wong et al., (2003), Kawamura et al., (1988), Breen et al., (2009) dokazali, ze
fibrin mize byt i vehikulem exogennich ristovych faktort.

Fibroin z hedvabi. Hedvabi je pfirodni produkt vytvareny zejména housenkou
bource moruSového (Bombyx mori). Kukla se sklada z fibroinu a sericinu. Fibroin, ktery
obsahuje zejména aminokyseliny Gly-Ala-Gly-Ala-Gly-Ser, piedstavuje vlastni vlakno.
Toto vlédkno je spojené sericinem, ktery se sklada pfevazné€ z aminokyseliny serinu. Sericin
je zodpovédny za imunitni reakce hostitelského organismu a je ve vod& rozpustny.
Vyhodou fibroinu je pomala biodegradabilita v porovnani s jinymi pfirodnimi materialy,
napf. s kolagenem. DalSi pfednosti je pevnost a stabilita. Fibroinovych biomateriala se
pouziva jako prekurzori pro vyvoj kosti, chrupavek a ligament. Riosova et al., (2009)
prokazala dobré vyuziti fibroinového modelu u ovce. Béhem 84 dni doSlo k vétsi
osteogenezi v materialu sloZzném z fibroinu a chitosanu nez v porovnani s autologni kosti
[Rios et al., 2009]. Fibroin vytvofeny genovym inZenyrstvim vykazoval vyssi adhezi
lidskych fibroblastii nez Pronectin FTM, ktery je komer¢né vyrabénou obdobou fibroinu z
hedvabi [Yang et al., 2007].

Polysacharidové biomaterialy
Agar je pfirodni polysacharid - linedrni polymer galaktosy, ktery se vyrabi z
¢ervenych motskych fas rodu Floridae. Agar s kmenovymi bufikami je Casto pouzivan k

diferenciaci chrupavky, kardiomyocyti, neurontt apod. V kostnim tkanovém inzenyrstvi se
uplatiiuje velmi malo.
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Alginat je prirodni polysacharid ziskavany z bunécnych stén hnédych tas. Tkanové
inzenyrstvi uziva alginatu k diferenciaci kardiomyocytl, neuronti a chondrocytli. Adheze a
migrace bun¢k do alginatu se mize zlep$it obohacenim alginatu o arginin-glycin-kyselinu
asparagovou (RGD), pfidavanou jako integrinovy ligand. Zhao et al., (2010) vytvotili
injek¢ni kalcium-fosfatovy cement s alginatem, ktery testovali s pouzitim pupecnikovych
kmenovych bun¢k (angl. human umbilical cord mesenchymal stem cells -hUCMSCs).
Tento gel vykazoval vysokou pevnost a snadnou aplikovatelnost. Cement s alginatem mél
mechanickou pevnost jako kortikdlni kost. Autofi testovali schopnost osteogenni
diferenciace kmenovych bun¢k produkei osteogenni markert jako jsou alkalicka fosfataza,
kolagen typu I a osteokalcin a porovnavali tuto produkci v 1., 7., a 14. dnu po implantaci.
Ve skupiné s kmenovymi buitkami zjistili vyS$Si novotvorbu kosti vySe popsanymi
metodami. [Zhao et al., 2010]. Suarez-Gonzalez et al., (2010) uspé$n¢ pouzili alginat
obohaceny hydroxyapatitem s mezenchymalnimi kmenovymi buiikami [Suarez-Gonzélez
et al., 2010].

Kyselina hyaluronova (HA) je glykosaminoglykan, neboli linearni polysacharid.
Je sloZzena z opakujicich se disacharidovych jednotek (kyselina D-glukuronova a N-
acetylglukosamin). I pfesto, Ze ma pomérné jednoduchou strukturu, vykazuje HA velmi
rozdilné biologické ulinky v zavislosti na velikosti molekuly a jejim prostorovém
usporadani [Pospisil 2012]. Kyselina hyaluronova je hlavnim komponentem extracelularni
matrix. Svého vyuZiti nalezla s objevem potencidlu embryondlnich kmenovych bunck
diferencovat se v cévy, chrupavku, neurony a jiné bunééné typy.

Chitosan je dalsim polysacharidem pouzivanym v tkanovém inzenyrstvi. Je
ziskavan deacetylaci chitinu a sklada se z glukosaminovych jedotek [Willerth et Sakiyama-
Elbert 2008]. Je netoxicky, podléha biodegradaci a je biokompatibilni. Chitosanu se ¢asto
pouziva jako vehikula u¢innych latek. Adsorbci PDGF na chitosan dochazi k inicidlnimu
rychlému uvolnéni tohoto ristového faktoru a nasledné je PDGF pomalu uvoliiovan a
stupiiuje tak kostni regeneraci defektd kalvy u potkand [Lee et al., 2000] Lihai et al.,
(2010) zkoumali efekt chitosanu s kolagenem, s hydroxyapatitem a s kombinaci kolagenu s
hydroxyapatitem. Materidly byly zkoumany také pomoci elektronové mikroskopie.
Chitosan modifikoval 3D strukturu smési a zlepSoval i fyzikalni vlastnosti smési. Smé&s s
chitosanem je hodnocena jako lepsi pro adhezi osteoblastd a proliferaci in vivo [Lihai et
al., 2010].

3.2.2 Syntetické biomaterialy

Syntetické biomateridly nabizeji vice vyhod neZ materialy pfirodni. Syntetizuji se
s pevné danymi vlastnostmi, jsou uniformni, jejich chovani je predikovatelné, jsou méné
imunogenni. MiZeme vyuZivat kombinaci riznych latek a vytvafet kompozity a scitat
jejich  vyhodné vlastnosti nebo potlacovat méné¢ vyhodné. Patii mezi né
polyhydroxyethylmetakrylat (pHEMA), polymethylmetakrylat (pMMA).

Polyhydroxyethylmetakrylat (pHEMA) je hydrofilni gel. Pfed druhou svétovou
valkou byl syntetizovin  pro  vojenské  ucely  termoplasticky  polymer
polymethylmetakrylat (pMMA) [Stransky 2008], znamy jako ,,plexisklo®. Jak popsano
vyse, piloti zranéni za druhé svétové valky plastovymi tlomky plexisklového krytu kabiny
z polymetylmetakrylatu neméli odmitavou rekaci proti tomuto cizorodému materialu. Proto
se nasledné zacalo vyuzivat polymetylmetakrylatovych polymert jako kostnich ndhrad. V
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padesatych letech Lim a Wichterle syntetizovali chemicky zesitovany hydrogel -
polyhydroxyethylmetakryldat (pHEMA) [Wichterle et Lim, 1960]. Tento hydrogel ma
Siroké uplantnéni pii vyrobé kontaktnich Cocek, ve farmaceutickém primyslu a v
tkanovém inzenyrstvi. Polyhydroxyethylmetakrylat je hydrofilni a ma dobrou
biokompatibilitu, ale je neresorbovatelny. Muze kopolymerovat s dal§imi monomery a
ménit tak své biologické vlastnosti [Ratner et al., 2004]. Material pHEMA je odbouratelny
makrofagy, ale intenzita biodegradace je velmi nizkd [Mabilleau et al., 2004].

Bioplant™ HTR (Bioplant™ Hard Tissue Replacement) je neresorbovatelnym
kompozitnim materidlem, jez je kombinaci polymethylmetakrylatové (pMMA) a
polyhydroxyethylmetakrylatové (pHEMA) pryskyfice s hydroxidem a uhliCitanem
vapenatym. Dale obsahuje siran barnaty, aby byl radiokontrastni. Polymethylmetakrylat
(PMMA) je mechanicky odolny a pHEMA je hydrofilni. Castellon et al. (2004): je toho
nazoru, ze ,,imedidtni implantace dentdlnich intraosealnich implantati s augmentaci kosti
Bioplant™ HTR polymerem ma velmi dobré vysledky a je adekvatnim augmenta¢nim
materialem®, [Castellon et al., 2004].

Polyetheretherketony (PAEK)

Polyetheretherketony jsou skupinou termoplastickych polymerd. Skladaji se z
aromatickych jader navzdjem spojenych etherovou a ketonovou skupinou:
poly(aryl,ether,ether,keton) (PEEK) a poly(aryl, ether, keton, ether, keton, keton
(PEKEKK) [May 1988], [Kurtz et Devine 2007]. PEKEKK nebyl v osmdesatych a
devadesatych letech blize zkouman [Kurtz et Devine 2007]. Polyetheretherketon
(polyetheretherketone - PEEK) je semikrystalicky polyaromaticky linearni termoplast,
kterého se pouziva jiz 30 let. M4 Siroké vyuziti v pramyslu. Wiliams et al. (1987) ukazali,
ze PEEK by mohl byt nadéjnym biomateridlem [Wiliams et al., 1987]. PEEK ma vynikaji
mechanické vlastnosti, zejména nizkou abrazivitu [Harsha et Tewari 2003], je pfirozenc
rentgenkontrastni, MRI kompatibilni, neni toxicky [Wenz et al., 1990], [Katzer et al.,
2002], [Sagomonyants et al., 2008], je chemicky stabilni a odolny vuéi sterilizaci
[Sagomonyants et al., 2008], [Godara et al., 2007]. V celistni chirurgii se vyuziva také
jeho pfirozené bézové barvy a malé tepelné vodivosti [Sagomonyants et al., 2008]. U
titanovych dlah si nékdy pacienti v obli¢ejové chirurgii st€zuji na pocit namrzani, zvIasté u
dlah, které jsou umisténé tésné¢ pod tenkou vrsvou mékkych tkani oboci apod. U
polyetheretherketonu tato nevyhoda odpadd. PEEK kombinuje pevnost s pomérné nizkym
modulem pruznosti a je tedy mechanicky podobnéjsi lidské kosti nez titanovy material
[Sagomonyants et al., 2008].

Nasycen¢ alifatické polyestery

Nasycené alifatické polyestery jsou polymery kyseliny mlé¢né (polylactic acid-
PLA) nebo kyseliny glykolové (polyglycolic acid - PGA). Jsou biologicky odbouratelné
béZznymi metabolickymi drahami, tj. vétSinou hydrolyzou event. enzymaticky. Pouzivaji se
také kopolymery PLA + PGA. Dale mohou byt obohaceny o B-TCP nebo hydroxyapatit,
které jim zvySuji mechanickou pevnost a osteokonduktivni vlastnosti. Jsou jednou z
nejdéle a nejcastéji pouzivanou skupinou latek, v tkdlovém inZenyrstvi. Patii mezi né:
kyselina polymlécna (polylactic acid- PLA), kyselina polyglykolova (PGA), kopolymer
kyseliny polymlééné a polyglykolové (PLGA - polylactic-co-glycolic acid),
polykapronolakton (Poly-e-kaprolakton - PCL). Metabolizuji se riiznou rychlosti. Jejich
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degradace je nejrychlejsi u PGA a nejpomalejsi u PCL, u kterého muze trvat roky.
Rychlost degradace 1ze vyjadtit: PGA > PDLLA > PLLA > PCL [Rezwan et al., 2006].

Kyselina polymlééna (angl. polylactic acid - PLA) je alifaticky polyester
pripravovany polykondenzaci pfirozen¢ ziskané kyseliny mlé¢né. Vzhledem k chirdlnimu
charakteru kyseliny mlé¢né rozezndvame 2 enantiomery této slouceniny: PLLA (poly-L-
lactide) je produktem polymerace kyseliny poly-L-mlééné a obracené PDLA (poly-D-
lactide) je produktem polymerace kyseliny poly-D-mlééné. Oba enantiomery se také
pouzivaji jako kopolymery - PDLLA - v riznych pomérech. PDLA podléha rychlejsi
biodegradaci nez PLLA. Material se v obou piipadech rozpada na kyselinu mlé¢nou, ktera
je dale bézn€ metabolizovana na H;O a CO,.

Kyselina polyglykolova (angl. polyglycolic acid - PGA) vznika otevienim
cyklického diesteru kyseliny glykolové a linedrni polymerizaci. Pouziva se nejcastéji jako
kopolymer. PGA se v organismu rozkladd na kyselinu glykolovou, kterd se nasledné
metabolizuje v citratovém cyklu na CO; a H,O. Material se nejcastéji pouziva jako zaklad
Sicich vstfebatelych materiadli a vstiebatelnych pinti, Sroubii a dlah. Lze ho pouzit 1 v
tkanovém inzenyrstvi, ijako vehikula pro ,,controlled drug delivery*.

Kopolymer kyseliny polymlécéné a polyglykolové (PLGA - polylactic-co-glycolic
acid). Degradace materidlu probihd, jak bylo popsano vySe. Materidl je zakladem
vstiebatelnych Sroubt a dlah a pouziva se ¢asto v maxilofacialni chirurgii, zejména u déti.
Jednim z nejstarSich zastupcii je Lactosorb®, coz je material s 82% PLLA a 18% PGA
[Fassmann et al., 2006]. K jeho resorpci dochazi podle vyrobce do 12 mésict. Dale se
PLGA pouZiva jako trojrozmérna strukturalni podpora v tkdnovém inZenyrstvi.

Polykapronolakton (Poly-e-kaprolakton - PCL) je synteticky biodegradabilni
alifaticky polymer. Jeho polymerace je zaloZzena na otevieni kruhu e-kaprolaktonu s
pouzitim katalyzatoru. Tento materidl je degradovan hydrolyzou a ma podobné
mechanické vlastnosti jako lidska trabekularni kost [Eshraghia et Das 2010]. Je mozné jej
vyrobit jako solidni PCL nebo jako porozni PCL. Material mize byt obrabén selektivnim
laserovym sintrovanim (selective laser sintering - SLS) a mohou z ného byt vyrobeny
linearni, ploché 1 trojrozmérné objekty o definované porozité [Eshraghia et Das 2010].
Tento materidl nemé osteokonduktivni ani osteoindukéni vlastnosti, coZ snizuje moznosti
jeho pouziti v tkanovém inzenyrstvi. Navazani rastovych faktord, napt. BMP, do kostry
tohoto materidlu tyto vlastnosti zlepSuje [Zhang et al., 2010]. Zhang et al (2010)
sledovali efekt PCL s adsorbovanym rhBMP-2 a PCL ptimo konjugovaného s thBMP-2.
Autofi prokazali, Ze PCL v konjugované varianté vyrazné zvySoval genovou expresi pro
markery osteogeneze (ALP, osteokalcin, kolagen I. typu) u potkanich mezenchymalnich

kmenovych bunék z kostni dfené¢ -fBMSCs [Zhang et al., 2010].

Nenasycené polyestery

Polypropylen fumarat (Polypropylene fumarate - PPF) je synteticky nenasyceny
linearni polyester. Kazdd jednotka PPF obsahuje nenasycenou vazbu, kterou mizeme
vyuzit k zesitovani. K tomuto procesu lze vyuzit riznych chemickych sloucenin, a tim
ovlivnit vyslednou mechanickou a biologickou povahu vzniklého PPF. Propylen fumaratu
je pouzivano v tkanovém inZenyrstvi k nahradé mechanicky namahanych kosti. Ma
osteokonduktivni vlastnosti. Degradace PPF probihd hydrolyzou na fumarat a
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propylenglykol. Tyto produkty jsou v téle metabolizovany [Sabir et al., 2009]. Degradace
PPF zévisi na mnoha faktorech jako jsou molarni hmotnost, ¢inidlo pouzité pii zesitovani,
denzita zesitovani, velikost porti, velikost implantované matrix, pH okoli a také dalsi
kopolymery [Sabir et al., 2009], [Hedberg et al., 2005].

Lee et al. (2011) pouzili fotokopolymeru PPF a diethylfumaratu (DEF) k vytvofeni

3D pfesné definované matrix. Pouzili metody mikrostereolihtografie (MSTL), kterd byla
popsana vyse. Takto vytvofenou matrix nasytili kulickami z PLGA s adsorbovanym
rekombinantnim lidskym kostnim morfogennim proteinem (rhBMP-2). Takto vzniklou
matrix testovali in vitro na kultufe preosteoblastii a pozorovali osteogenni diferenciaci.
Dale material testovali in vivo na potkanim modelu v defektu kalvy. Material
PPF+DEF+PLGA+rhBMP-2 m¢l signifikantné vyssi osteogenni potencial nez tradi¢ni
PLGA sycené rhBMP-2 [Kang et al., 2011].
Lee et al (2008) pouzili in vitro ¢tyf ruznych koncentraci hydroxyapatitu v kopolymeru s
PPF. Testovali jejich vlastnosti. Zjistili, ze v zZadné skupin€ se nezlepSily mechanické
vlastnosti PPF s pfidanym hydroaxyapatitem. PPF ma dobré mechanické vlastnosti jiz sdm
o sob¢. Pridany hydroxyapatit zlep$il hydrofilni vlastnosti a mél vyssi absorpci sérovych
proteind kultury, coz vedlo k lepsi vazbé, proliferaci a rozsiteni preosteoblastii v materidlu
[Lee et al., 2008].

Polyhydroxyalkanoaty (PHA) jsou alifatické polyestery, které jsou produkovany
nékterymi mikroorganismy jako forma zdsobniho uhliku a energie. Patii mezi latky, které
n¢kdy oznacujeme jako odbouratelné plasty. V minulosti se uvazovalo o jejich tovarni
vyrobé jako nahradé¢ za plasty vyrabéné z ropy. Jejich vyroba je drazsi nez vyroba plasti z
ropy. Polyhydroxybutyrat ma podobné vlastnosti jako polyethylen. Pro nahradu
polyethylenu se vzhledem k cené uzivé sporadicky. Na rozdil od néj je polyhydroxybutyrat
rozlozitelny v fadu mésict [Obruca 2007]. Podle Obruci (2009) byly provedeny pokusy,
jak extrahovat tyto latky z bakterii v pramyslovém métitku, a tak je cenové piiblizit
poyletylénu z ropy. V minulosti se tento postup provadél kultivaci bakterii v nddrzich, coz
bylo ekonomicky naro¢né. V posledni dobé se zkousi produkce pomoci transgennich
rostlin. Pro tkanové inZenyrstvi jsou vyuzitelné zejména poly 3-hydroxybutyrat (PHB),
kopolymery 3-hydroxybutyratu a 3-hydroxyvalerat (PHBV), poly 4-hydroxybutyrat
(P4HB), kopolymery 3-hydroxybutyratu a 3-hydroxyhexanoatu (PHBHHx) a poly 3-
hydroxyoctanoat (PHO). Maji dobrou biodegradabilitu a biokompatibilitu [Qiang Chen et
Wu 2005]. V medicin€ a tkanovém inZenyrstvi se pouzivaji napf. na Sici material, hieby,
chirurgickeé sitky, zaplaty pro kardiovaskularni chirurgii, ortopedické piny, stenty, pfi
fizené tkanové regeneraci (RTR/GTR) a dalsi [Qiang Chen et Wu 2005]. Vlastnosti
polyhydroxyalkanoatii uruje miseni jednoho PHA s jinym a jejich vzijemny pomér,
modifikace povrchu, smiseni s jinymi polymery nebo anorganickymi slouceninami [Qiang
Chen et Wu 2005].

Doyle et al. (1991) ukazali, ze materialy na zékladé polyhydroxybutyratu (PHB)
jsou vhodné pro kostni tkdflové inZenyrstvi a nevykazuji zanétlivou reakci v 12ti mési¢nim
sledovani [Qiang Chen et Wu 2005], [Doyle et al., 1991].

Polyethylenglykol
Polyethylenglykol (PEG), synteticky polyethylenoxid — PEO, polyoxyethylen -
POE), je nejvyznamnégjSim polyetherem. PEG je Siroce pouzivany jako biomateridl pro

svoji rezistenci k biodegradaci. Polyethylenglykolové materidly mohou byt ve tkdniovém
inZzenyrstvi chemicky modifikovany bioaktivnimi molekulami, peptidy, heparinem. V
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kombinaci s kmenovymi buiitkami mohou slouzit jako nahrady kosti, chrupavky, nervové
tkané, jater a cév [Willerth et Sakiyama-Elbert 2008].

Syntetické peptidy

Syntetické peptidy mohou tvofit dvojrozmérné, ale i trojrozmérné struktury.
Tkanova diferenciace zavisi vyraznym zpusobem na interakci bunék navzijem a bunék s
prostiedim, tj. s extracelularni matrix. Materialy pouzivané v tkanovém inzenyrstvi museji
splilovat vice podminek, nez jen pozadavek na pouhou toleranci, tj. absenci toxicity,
teratogenity, kancerogenity. Material nazyvdme bioaktivnim, kdyz aktivné podporuje
vazbu bun¢k a vlastniho bioaktivniho materidlu a podili se na jejich diferenciaci a rastu. Z
bioaktivniho pfistupu ke konstrukci tkaiiovych nahrad vychazi i piiprava peptidovych siti
jako 2D a 3D extraceluarni podptirné matrix. Tato struktura vaze bunky specificky. Buiiky,
které se maji diferencovat nebo kolonizovat takovy material, s nim interaguji ve velké §ifi.
O povaze téchto interakci s umélym materidlem rozhoduji jeho povrchové fyzikalni a
chemické vlastnosti, jako je polarita, smacivost, pritomnost urcitych chemickych funkénich
skupin na povrchu materidlu (vyznam maji napt. skupiny s obsahem kysliku,
aminoskupiny), dale elektricky néboj, elasticita ¢i hrubost povrchu, solubilita, pH, a rovnéz
jeho topografie [Bacakova et al.,, 2004], [Vagaska et al., 2010]. Bunky interaguji s
extracelularni komponentou pomoci bunéénych adhezivnich molekul (CAM - cell
adhesion molecules). Jsou to proteiny umisténé na povrchu bungk, zajistujici vazby mezi
bunikami navzajem a mezi buitkami a extraceluldrni matrix. Jsou nepostradatelné ve fazi
embryonalniho vyvoje v soudrznosti bun€k a tkani [Ganong et al., 1995]. Jednou ze
skupin adhezivnich molekul jsou integriny, které hraji roli v adhezi, bunécéné signalizaci,
tvaru bunék, mobilité a v regulaci bunééného cyklu. Ubikvitérnim receptorem bunéénych
integrini je oligopeptid ve slozeni arginin-glycin-kyselina asparagova (RGD). Podobné
existuji dal$i sekvence aminokyselin, které zprostfedkovavaji vazbu na adhezivni molekuly
specifickych bunék. Jsou to napf. lysin-arginin-serin-arginin (KRSR) s vazbou na
osteoblasty [Nelson et al., 2006], arginin-kyselina glutamova-kyselina asparagova-valin
(REDV) s vazbou na endotelové buiky, KQAGDV s vazbou na buriky hladké svaloviny
cév, IKVAV na neurony, aj. Navazani téchto oligopeptidlii na extracelularni syntetickou
matrix umoziuje specificky vazat konkrétni buiiky obvykle pfes receptory — tkanové
integriny [Bacakova et al.,, 2004]. Tyto peptidy obsahuji jak vazebné skupiny pro
specifické bunécné linie, tak se spojuji spontanné do polymernich struktur. V anglosaské
literatuie se oznacuji jako self-assembling scaffolds. Jsou zaloZeny na stale se opakujicim
monotonnim useku aminokyselin.

Biokeramika

Keramickych materidlli se pouzivad Casto. Z aloplastickych materialti piedstavuji
priblizné 60 % vSech ndhrad kostni tkané [Laurencin et Khan 2009].

Beta-trikalcium fosfat (B-TCP) je stechiometricky podobny amorfnimu
biologickému prekurzoru kosti, je osteokonduktivni a na rozdil od hydroxyapatitu je TCP
vice degradovan. V organismu je ¢astecné metabolizovan na hydroxyapatit a je snadnéji
resorbovan nez hydroxyapatit [Fassmann et al., 2006b]. Pfesto pfetrvavaji po péti letech
ostrivky TCP v tkénich [Lane 1995]. Lze jej pouzit v kombinaci s dalSimi materialy.
Zhang et al., (2008) testovali osteogenni aktivitu B-TCP s pouzitim rat bone marrow
stromal cells (r BMSCs). Po 4 a 8 tydnech byly vzorky vySetfeny histologicky. Ve skupiné
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B-TCP doslo k narlstu novotvotené kosti o 1,3 % resp. 4,7 %. Ve skupiné¢ B-TCP+
rBMSCs (potkani mezenchymalni kmenové buiiky z kostni dfen€) byl nariist mnohem
vyssi, o 6,3 % resp. 21,5 % [Zhang et al., 2008]. Tento experiment ukazuje
osteokonduktivni schopnosti B-TCP, které se zvysuji pfi pouziti kmenovych bunék.

Hydroxyapatit (HAP) je podobné&jsi lidské kosti a je puvodni anorganickou
slozkou kosti [Lane 1995]. Jde o pfirozenou formu vapniku a fosforu resp. apatitu se
vzorcem Capo(PO4)s(OH).. Jednd se o keramicky material. Je schopen vytvaiet pfimé
vazby s kosti. Bohuzel mé pomérné slabé mechanické vlastnosti, proto se jeho aplikace
omezuji na pouziti do nepfiliS§ namahanych mist. Pouziva se ve vice formach [Ryglova
2006]:

a) Cisty hydroxyapatit ma malou pevnost v ohybu a neni mechanicky odolny.
Ptipravuje se dvéma hlavnimi zplisoby: mokrou cestou (sraZzenim, hydrotermalni
technikou, hydrolyzou kalcium fosfatu) a reakcemi v pevném stavu — sintrovanim
[Ryglova 2006]. Vyznacuje se dobrou biokompatibilitou. Porozita, krystalickd struktura a
velikost povrchu maji vliv na vlastnosti hydroxyapatitu, zejména na resorbci a klinické
vlastnosti. Kontkrétni vlastnosti ¢istého hydroxyapatitu vyplyvaji z charakteru komeréné
vyrabénych materidl. Hydroxyapatit je osteokonduktivni, je dobfe snaSen a casto se
pouziva v kombinaci s TCP.

b) Hydroxyapatitové keramické kompozity mohou tvofit nékolik druhi vyztuzi
[Ryglova 2006] — castice, desticky, vldkna apod. Vyztuz v hydroxyapatitovych
kompozitech sice zvySuje pevnost a houZevnatost, ale mulze dojit k poklesu
biokompatibility. Pfimési mohou také podporovat rozklad HAP na B-TCP vedouci ke
zvySeni biodegradability. Hlavni vyhodou keramickych kompozitnich materialii jsou lepsi
mechanické vlastnosti nez u ¢istého hydroxyapatitu a minimalni tkdnové reakce. Prikladem
hydroxyapatitovych keramickych kompozitti jsou. HAP/ B-TCP [Ryglova 2006].

¢) Hydroxyapatitové kompozitni materialy s bioaktivnim sklem pfedstavuji
heterogenni skupinu komeréné dostupnych bioaktivnich sklenénych keramik. Tato velka
skupina materialii mé nejriznéjSi biologickou vazbu ke tkanim. Neékteré se vazou k
mekkym tkdnim 1 ke kosti (Bioglass®), dalsi maji afinitu jen ke kosti (Ceravital). Néktera
tato skla se ke kosti ani k mékkym tkanim nevaZou a jsou odbourdna béhem nékolika
tydni. Obecné plati, ze bioaktivni sklenénd keramika s adsorbovanou tenkou vrstovou
hydroxyapatitu usnadiiuje kostni vazbu k t€émto materidlim. Kombinace hydroxyapatitu s
bioaktivnim sklem vede ke zlepSeni mechanickych vlastnosti bez zmény degradability a
bez snizeni bioaktivity. Nej€asteji se pouzivaji pro méné mechanicky namahané aplikace.
NejvyznamnéjSim zastupcem je bioaktivni sklo 45S5, komerénim nazvem Bioglass®. Tato
bioaktivni keramika byla objevena profesorem Larry Henchem na Floridské univerzité ke
konci 60. let jako reakce na potfebu bioaktivniho materidlu k ndhrad€ kostnich defektl u
veterani valky ve Vietnamu. Hlavni vyhodou je dobr4d biokompatibilita a velmi nizka
tendence k formovani fibrozni tkdn€. Nevyhodou je nizka pevnost. Prvnim uZitim tohoto
materidlu byla nahrada kustek stfedniho ucha u pacienti s pievodni nedoslychavosti.
Materidl mize byt pouzivan i v rekonstrukéni chirurgii. Ve srovnani s autologni kosti ma
bioaktivni keramika mensi uplatnéni a vykazuje mensi formaci kostni hmoty v pokusu na
kralicich [Trindade-Suedam et al., 2010].

d) Hydroxyapatitové polymerni kompozity vykazuji hor$i mechanické vlastnosti nez
lidska kost, proto se jich neuziva v mistech s vyssi zatézi [Ryglova 2006]. Jsou znamy
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napi. hydroxyapatit s polylethylenem. S rostoucim obsahem hydroxyapatitu stoupa
pruznost a bioaktivita, naopak klesa houzevnatost. Nejsou vSak biodegradabilni,
pritomnost bioinertniho polyethylenu snizuje schopnost vazby s kosti. Hydroxyapatit s
kolagenem mé podobné slozeni jako kost, ale uz ne tak komplexni mikrostrukturu. Stale
vykazuje slabé mechanické vlastnosti, ale vyssi osteokonduktivitu nez samotny HA nebo
kolagen. Proto jsou povazovany za efektivni vyplné do vétsich defekti.

Coralline je material slozeny zejména z CaCOs3, izolovaného ze skeletu motskych
korald. Struktura tohoto materialu je podobna struktute lidské kosti, ale je kiehci. Tento
material se pouziva jiz od roku 1980. Umoziiuje vristani noveé tvofenych cév a je
osteokonduktivni 1 osteoinduk¢ni. Material se 1i$i velikosti své porozity. Mygind et al.,
(2007) zkoumali velikost téchto pord na rychlost osteogenni diferenciace lidskych
mezenchymalnich kmenovych bun¢k a zjistili, Ze pory mensi nez 200 mikrona Iépe
stimuluji osteogenezi [Mygind et al., 2006]. Geiger et al., (2007) pouzili coralline jako
matrix a testovali hojeni defektu vietenni kosti u kralika s pouzitim kmenovych bunék.
Testovali krali¢i mezenchymalni kmenové bunky z kostni diené¢ (BMSCs) samotné,
BMSCs infikované pomoci plasmidu genem pro VEGF-A a samotny plasmid-VEGF-A.
Zjistili, ze nejvyssi procento angiogeneze mély skupiny se samotnym plasmidem-VEGF a
BMSCs infikované plasmidem-VEGF-A. Nejvyssi procento novotoviené kosti ale méla
skupina neinfikovanych BMSCs 8. Tato prace ukazuje, Ze coralline je vhodnym
materidlem, je dobfe odbouravan a nevykazuje neZaddouci tkanové reakce [Geiger et al.,
2007].

3.3 Riistové faktory

Ristové faktory jsou velkou skupinou latek obvykle proteinové a steroidni povahy,
které se Ucastni interakce s bunéénymi receptory. Na obecné Urovni zajistuji [Varkey et
al., 2004], [Chen et al., 2010] : chemotaxi, morfogenezi, apotézu, maji mitogenni efekt,
metabolicky efekt ¢i kombinaci vySe popsanych efektii. Riistové faktory fidi proliferaci,
diferenciaci, rist, dé€leni a apoptdézu bunck [Varkey et al., 2004], [Chen et al., 2010]. Jde o
Sirokou rodinu chemickych substanci, které nejcastéji pisobi autokrinnim, juxtakrinnim,
parakrinnim a endokrinnim zptisobem. V kostnim tkanovém inzenyrstvi se pouziva téchto
latek casto. Vyuzivaji se tfemi zpiisoby: a) pouziva se jich pfimo s kostni matrix; b)
genem pro rastovy faktor infikujeme vnimavou populaci bun€k, jez bude tento faktor
zvySené produkovat; c) kmenové buiky dostatecné namnoZené v odpovidajicim mediu a
odpovidajici matrix budou rtstové faktory spontanné produkovat. NejCastéji se pouziva
kostnich morfogennich proteinti (BMP), vaskuldrnich endotelidlnich rastovych faktorti
(VEGF), transformujicich rustovych faktord beta TGF-B, destickovych rustovych faktort
PDGF a rtstovych diferenciac¢nich faktort GDF. Do této kategorie se fadi také krevni
plazma bohata na trombocyty (PRP) a na trombocyty bohaty fibrin (PRF). Nejedna se o
jasné biochemicky definovanou latku. Jde o koncentrat desticek, ktery prostfednictvim
stoleti se rastové faktory testovaly v monoterapii. Postupné se objevovaly studie
s kombinacemi téchto latek. Po roce 2000 jsou pomérné Casté prace s transfekci gent pro
rustové faktory do vnimavych bunék, obvykle pomoci adenovira.
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Skupina transformujiciho rustového faktoru beta

Transformujici ristovy faktor beta (Transforming Growth Factor p - TGF-p) je
skupinou mnoha cytokini, a proto je v anglické literatufe oznacovéna jako superfamily —
superrodina. Tyto cytokiny sestavaji ze strukturaln¢ podobnych regulacnich proteind.
Jméno ziskaly podle prvniho objeveného zastupce této skupiny TGF-B1, popsaného v roce
1983 [Assoian et al., 1983 ] Cela rozsahla skupina se sklada s homo- nebo heterodimertu
spojenych disulfidovym mustkem. Tyto cytokiny zahrnuji skupinu TGF-$ s izoformami
TGF-B1, TGF-B2, TGF-B3, kostni morfogeneticky protein — ( angl. bone morphogenetic
protein — BMP) s priblizné 20 zastupci, skupinu rastovych a diferenciacnich faktort
(growth and differentiation factor - GDF), skupinu aktivini/inhibina (aktivin A, AB, B,
inhibiny A, B), dale skupinu glidlniho neurotrofického faktoru (angl. glial cell-derived
neurotrophic factor - GDNF) a nékolik dalSich ¢lent jako napi. MIH (angl. Miillerian
inhibiting substance). Viz tabulka 4. [Knight et Glister 2006].

Tabulka 4 - Skupina transformujiciho ristového faktoru beta TGF-f:

Podskupiny TGF-§ Anglicky nazev Zkratka
Kostni morfogenni proteiny Bone Morphogenetic Proteins ~ BMP
Rustové a diferencia¢ni faktory Growth Differentiation Factors GDF
Glialni neurotroficky faktor Glial cell line-Derived GDNF

Neurotrophic Factor
Transformujici ristovy faktor beta Transforming Growth Factor TGF-beta
Beta
Aktivin/Inhibin Activins/Inhibins
Dal§i TGF-beta Ligandy --- Zastupci: Lefty, MIH
Zdroj: Knight et Glister (2006)

Na obecné urovni podskupina TGF kontroluje proliferaci, diferenciaci, bunééné
rozpoznavani, apotéozu a embryogenezi od hmyzich druhli az po savce [Shi et Massagué
2003].

TGF-p ligand se vaze na serin/threonin kinasovy receptor na porchu buiky. Kaskadovou
fosforylaci dochézi k aktivaci SMAD proteint a tim k pfimé regulaci transkripce cilovych
gentl v jadie [Shi et Massagué 2003]. VSechny tfi TGF- se syntetizuji v rliznych buiikach
véetné makrofagii. Homodimer TGF-B po syntéze interaguje s Latency Associated Peptide
(LAP). Vznikly protein se nazyva Small Latent Complex (SLC). Tento se spojuje s dalSim
proteinem Latent TGF-B-Binding Protein (LTBP) za vytvofeni je$té¢ rozsahlejsiho
proteinového konstruktu: Large Latent Complex (LLC). V této formé se TGF-B vylucuje
do extracelularniho prostoru [Rifkin 2005]. Existuji ¢tyfi izoformy LTBP (LTBP-1, LTBP-
2, LTBP-3, LTBP-4). Mutace alterujici LAP nebo LTBP mohou vést k poruse signalizace
TGF-B. Mysi s mutaci v genu pro LTBP-3 nebo LTBP-4 maji stejny fenotyp jako mysi s
alterovanym genem piimo pro TGF-B [Annes et al., 2003]. Volny a G¢inny TGF- miiZe
byt uvolnén celou fadou rtznych latek, napt. v plazmé plasminem, v cilovych tkanich
makrofagy, trombospondinem I (glykoprotein zprostfedkovavajici interakci mezi buitkami
a extracelularni matrix). Jméno transformujiciho riistového faktoru vychéazi z pozorovani,
ze TGF byl piivodné nalezen v extraktech z malignich tumort a byl vysloven ptredpoklad,
ze vede k maligni transformaci [Centrella et Canalis 1985], [Schliephake 2002]. Pozdé&;ji
bylo zji$téno, Ze tento ristovy faktor inhibuje proliferaci epitelovych bunék a je zvySené
exprimovan v epitelidlnich malignitach. V karcinomu prostaty ztraceji maligni bunky sviij
receptor pro TGF a jsou rezistentni na jeho antiproliferativni plisobeni. Vysoka exprese
TGF v téchto tumorech simulovala pfi¢inu nadorového rastu [Schliephake 2002],
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[Wilkstrom et al., 2001]7,8. V hepatocelularnim karcinomu byla zvySena exprese TGF
pozorovana a je spojena se ztratou schopnosti apoptdzy [Schliephake 2002], [Rossmanith
et Schulte-Hermann 2001]. P#i embryogenezi hraje TGF-B duleZitou roli. Ztrata aktivity
nebo defekt receptorti vede ke zvySeni perinatalni mortality [Schliephake, 2002], [Duneas
et al., 1998]. TGF-p hraje ziejmé roli pii srustu $vi lebky v prubéhu ristu lebeénich kosti
[Schliephake 2002]. V kostni tkani byly nalezeny vSechny tfi izoformy TGF-f (TGF-B1,
TGF-B2, TGF-B3). Dominantni tlohu v kostni regeneraci hraje ve srovnani s ostatnimi
izoformami TGF-B1 [Virolainen et al., 1998]. TGF- stimuluje ¢asnou proliferaci
osteoblasti a limituje diferenciaci pozdnich stadii osteoblasti. Pouziti TGF- v kostnim
tkanovém inzenyrstvi v monoterapii ptineslo nejednoznacné vysledky.

Nikolidakis et al. (2009) studovali titanové zubni implantaty, které zavedli do stehenni
kosti ovce. Zjistili, ze Cisté titanové implantaty mély nejvétsi procento osseointegrace.
Signifikantn¢ nizsi uroven osseointegrace mély implantaty spolu s 1,0ng TGF-BI.
Negativni efekt na osseointegraci méla davka 0,5ug TGF-B1 [Nikolidakis et al., 2009].
Tielinen et al., (2002) pouzili 50 pg TGF-B1 do defektu stehenni kosti u potkana spolu s
celulosou a PLLA. Po 3 tydnech nebyl mezi skupinami 1é¢enymi TGF-B1 a neléCenymi
zadny rozdil v ptirastku kosti.[Tielinen et al., 2002] Hong et al., (2000) testovali TGF-p1
spolu s zelatinou na defektu kalvy u kralika. Prokéazali signifikantné vyssi narist kostni
hmoty ve skupin€é s TGF-B1 [Honk et al.,, 2000]. M¢éné obvyklym testem se zabyvali
Sumner et al., (2006). Testovali mechanickou pevnost zavedeného titanového implantatu
do pazni kosti psa. Zjistili aditivni efekt rhTGF-beta2 and rhBMP-2. Skupina s témito
rustovymi faktory méla nejvyssi pevnost implantatu 28 dni od zavedeni [Sumner et al.,
2006]. Ehrhart et al., (2004) potvrdili signifikantn¢ vys$S$i novotvorbu kosti s pouzitim
rhTGF-betal v zelatinovém nosic¢i v defektu loketni kosti u kralika [Ehrhart et al., 2004].
Simmons et al., (2004) vyuzili potkanich kmenovych bunék z kostni diené (rat bone
marrow stem cells - rBMSCs) spolu s alginatem. Testovali efekt kombinace TGF- B3 a
BMP-2 na eventualni fizené uvoliiovani rastovych faktora z alginatu. Alginat kovalentné
upravili navazanim peptidovych ligandt RGD. Pouzili ektopicky model mysi. Zjistili, Ze
spolecné pouziti TGF- 3 a BMP-2 ukazalo nejvyssi novotvorbu kosti [Simmons et al.,
2003]. Lietal., (2014) provedli méné obvykly postup. PouZili chitosanovou membranu s
TGF-B1, kterou piekryli obnazenou zubni dfen na psim modelu a testovali novotvorbu
dentinu. Popsali, Ze chitosanovd membrana obsahujici TGF-B1 zajistila 3—-6x vySsi
novotvorbu reparativniho dentinu [Li et al., 2014]. Ferreira et al., (2013) provedli obsahlé
testovani TGF- B1 a BMP-4, jednotlivé spolu s PBS, jednotlivé spolu s liposomy a
dohromady. Zjistili, ze signifikantné nejvyssi nartist nové kosti mély skupiny s liposomy s
TGF- B1, s BMP-4 a TGF- 1+ BMP-4. Mezi témito skupinami jiz rozdily nebyly [Ferreira
et al., 2013]. Porovnani Gspésnosti TGF- B1 viz tabulka 5.
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Tabulka 5 - Porovnani uspésnosti TGF- g1

Ristové Matrix Model Metoda analyzy Vysledek Ref.
faktory/
kmenové
bunky
TGF-B1 Titanovy Titanové Histomorfometrie Pouziti TGF- p1 mélo Nikolidakis
implantat implantaty signifikantné negativni vliv ((a;gcl).g)al.,
implantované do na osseointegraci. Cisty titan
kondylu femuru vykazoval nejlepsi kontakt
ovce s kosti.

TGF-B1  Poly-ld-lactic  Defekt femuruu RTG, histologie Histologicky bez rozdilu Tielinen et

50pg  acid (PLLA)  potkana mezi skupinami. al., (2002)
TGF-B1  Zelatina Defekt lebky u RTG, histologie Zelatina s TGF- p1 méla Hong et al.,
0.5 pg kralika nejvyssi narist novotvorené (2000)
kosti. Samotna Zelatina a
samotné TGF- B1
singifikantné nizsi
novotvorbu kosti
12 ug Titanovy Humerus u psa ~ Mechanické Aditivni efekt v mechanické Sumner et
rhTGF-  implantat testovani stabilité titanového al., (2006)
beta2/ implantatu pfi Pouziti thTGF-
25 ug beta2 ad rhBMP-2
rhBMP-2 dohromady
rhTGF-  Zelatina Defekt ulny u Histomorfometrie Signifikantné vys$si Ehrhart et
Bl kralika RTG novotvorba kosti ve skuping & (2004)
s TGF- B1 nez ve skuping se
samotnym nosi¢em
20 ng Alginat ozafeny Ektopicky model Histomorfometrie Neozafeny alginat: bez Simmons et
TGF- B3 gama zafenim u mysi efektu. al., (2004)
200ng  upraveny RGD* Ozareny alginat: skupina
BMP-2 TGF- B3
rBMSCs s BMP-2 se signifikantné
vyS$8i novotvorbou kosti.
2 ug chitosanova Uzavér obnazené Histologie Chitosanova membrana Lietal.,
rhTGF- membrana zubni pulpy obsahujici (2014)
p1 ﬁig;‘g;lnu osa TGF- B1 zajistila
3-6x vyssi novotvorbu
reparativniho dentinu.
20 ng Lipozomy Hojeni rany po  Histomorfmetrie Signifikantné vyssi Ferreira et
TGF- Bl extrakei stolicky  imunohistochemie novotvorba kosti ve al., (2013)
20 ng u potkana fibronektin (FN) a  skupinach TGF- 1, BMP-4
BMP-4 kolagen typ Il a TGF- p1+ +BMP-4 oproti

kontrole. Tyto skupiny se
navzajem signifikantné
nelisily.

* RGD - oligopeptid ve sloZeni arginin-glycin-kyselina asparagova

Z vyse popsan¢ho vyplyvd, ze nejlepSim kandidatem v ramci skupiny TGF je
izoforma TGF- B1 [Nikolidakis et al., 2009], [Honk et al., 2000], [Ehrhart et al., 2004],
[Liet al., 2014], [Ferreiraet al., 2013].

Cast vysledki zistava kontroverzni [Sumner et al., 2006]. Jak bylo popséano vyse,
dominantni ulohu v této skupiné mé izoforma TGF- Pl ale i ostatni izoformy maji
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pozitivni efekt na novotvorbu kosti [Sumner et al., 2006], [Simmons et al., 2004].
Skupina TGF patii spolu s BMP ke zlatému standardu kostniho tkdniového inzenyrstvi.

Kostni morfogenni protein — BMP

Poprvé osteoinduktivni aktivitu BMP pozoroval M. R. Urist v 60. letech 20. stoleti.
Predpokladal, Ze demineralizovana a lyofilizovana kost obsahuje latku s osteoindukéni
aktivitou [Urist 1965]. Vlastni nazev "Bone Morphogenetic Protein" navrhl Urist v roce
1971 [Urist et al., 1971]. Dlouho nebylo jasné, jaké latky se za touto schopnosti skryvaji.
V 80. letech byl purifikovan BMP-3 (osteogenin) a izolovan lidsky BMP-2 a BMP-4
[Wozney et al., 1988].

Studie na transgennich mysich ukazaly, ze BMP hraje dulezitou roli ve vyvoji
srdce, chrupavky a nervového systému. BMP ma také dilezitou roli pfi formovani kosti
[Chen et al., 2004]. Dnes BMP ptedstavuji celou skupinu vice nez 20 proteini. Sedm z
nich ma osteoinduktivni vlastnosti [Riley et al., 1996]. Piehled jednotlivych BMP s jejich
funkei viz nésledujici tabulka 6.

Tabulka 6 - Prehled jednotlivych BMP s jejich funkci
Typ BMP Synonymum  Funkce

BMP-1 - Formovani chrupavky in vivo, je metaloproteinasou, neni soucasti
skupiny TGF-j

BMP-2 BMP-2a Embryonalni vyvoj chrupavky a kosti

BMP-3 Osteogenin Indukuje osteogenezi

BMP-4 BMP-2b Enchondralni osifikace. Snizena exprese byla popsana u
fibrodysplazie

BMP-5 Vyvoj chrupavky, podili se na vyvoji trabekularni kosti. Potencialni
role v etiopatogenezi glaukomu

BMP-6 VGR Exprimuje se v ¢asné embryogenezi. Ma vztah k BMP-5 a BMP-7,

spekuluje se o jeho osteoindukéni funkci. Kontroluje metabolismus
zeleza cestou hepcidinu.

BMP-7 OP-1 Indukce osteogeneze podporou diferenciace osteoblastil

BMP-8a  --- Neni zji§téno

BMP-8b OP2, BMP8 Spekuluje se o osteogennim potencidlu

BMP-10  --- U mysi se podili na vyvoji srdce

BMP-11  GDF-11 Razeno mezi GDF

BMP-12  GDF-7 Razeno mezi GDF

BMP-13  GDF-6 Razeno mezi GDF

BMP-14  GDF-5 Razeno mezi GDF

BMP-15  GDF9B Maturace oocytu, vyvoj ovarialniho folikulu. Defekt v genu pro

BMP-15 vede k ovarialni dysgenezi
Zdroj: Genova banka americké Narodni l€kai'ské knihovny, www.ncbi.nlm.nih.gov/gene

Transdukce signdlu BMP probiha pies serin/threonin - kinasovou kaskadu. Tato
kaskada je stejna pro celou TGF-beta skupinu, a proto se BMP do této skupiny fadi. Ptes
kaskadu fosforylaci je uvolnén transkripéni faktor, ktery v jadie ptimo reguluje transkripci
DNA. Na zdkladé sekvence aminokyselin mizeme osteoinduktivni BMP rozdélit do
nékolika skupin: BMP-2/-4 a skupinu osteogenetického proteinu-1 neboli skupinu OP-1,
kam patii BMP-5 az BMP-8. BMP se sklada ze 2 polypeptidovych_podjednotek spojenych
disulfidovymi mustky. Podle toho miiZzeme BMP rozd¢lit na homodimery a heterodimery.
In vivo nebyly heterodimery nalezeny [Diederik et al., 2010].

29



Zheng et al., (2010) porovnavali ucinek heterodimerii rekombinantniho humanniho
BMP2/7 (thBMP2/7). Pozorovali, ze tento heterodimer indukuje osteogenezi a migraci
bunék v signifikantné niz$i koncentraci nez homodimery thBMP-2 a rhBMP-7. V této
studii autofi pozorovali, ze stejné koncentrace heterodimert rhBMP2/7 vedou k
nékolikanasobné vys§imu depozitu vapniku nez stejné koncentrace thBMP-2, respektive
rhBMP-7. Stejného efektu je pak mozné dosdhnout s niz$imi koncentracemi thBMP2/7
[Zheng et al., 2010].

Smith et al., (2008) testovali pouziti kolagenové trojrozmérné matrice spolu s
rhBMP-2 na kralicich. Ve skupin¢ s rhBMP zaznamenali signifikantné vy$$i zhojeni
defektti v kalvé jak s pouzitim 2D a 3D CT, tak i histologicky [Smith et al., 2008].

Hong et al., (1998) pouzili thBPM-2 v hydrogelové matrici. Po 21 dnech
pozorovali signifikantné vyssi denzitu kosti s pouzitim rhBMP-2 [Hong et al., 1998].

Zajimavou studii pfedlozili Zheng et al., (2006). Testovali standardni a zvySenou
rychlost distrakce mandibuly u kralika. Zrychlena distrakce dosédhla trojnasobkt obvyklych
hodnot. U kralika byl podavan rhBMP na jednu stranu distrahovaného tuseku. Podle
mikroCT a histologické mofrometrie neni statisticky signifikantni odchylka mezi pomalou
a rychlou distrakci. Jinak feceno, thBMP zajisti stejné dobrou osteogenezi i u rychle
distrahovanych ¢asti dolni Celisti u kralika [Zheng et al., 2006].

Alonso et al., (2010) provedli klinické testovani na 16 pacientech s rozstépem rtu a
patra. Pacienti byli randomizovani do 2 skupin. Chybéjici kost v horni Celisti byla u
pacienti 1. skupiny nahrazena autologni kosti z lopaty kosti kycelni. U 2. skupiny byla
pouzita resorbovatelnd kolagenni matrix s thBMP-2. Po 12 mésicich od vykonu byl defekt
v horni Celisti u 1. skupiny zaplnén z 65 % a ve druhé skupiné z 83,8 %. Autofi hodnoti
vysledek jako velmi dobry, zvlast s ptfihlédnutim ke snizeni morbidity eliminaci dalSiho
opera¢niho vykonu v misté odbéru kosti (angl. donor site morbidity) [Alonso et al.,
2010].

Bessa et al., (2010) pouzili partikuli fibroinu z hedvabi, do kterych uzavieli
rhBMP-2. Experiment provadéli in vitro i in vivo. In vitro byla po dvou tydnech aktivita
ALP a mineralizace vyssi ve skupin€ enkapsulovaného thBMP-2 nez ve skupiné¢ rhBMP-2
ptidaného jako roztok do testovaného media. In vivo pouzili enkapsulovaného rhBMP-2 do
mikropatikuli fibroinu na potkanim ektopickém modelu osteogeneze. Histologicky a
pomoci mikroCT pozorovali po dvou a ctyfech tydnech od implantace zvySenou
ektopickou novotvorbu kosti pii pouziti 5 nebo 12,5 ug rhBMP-2. Nebyla pozorovana
zadna cytotoxicita. Autofi se domnivaji, Ze se jednd o mozny model ke klinickému
testovani [Bessa et al., 2010].

Ling-ling et al., (2010) studovali interakce mezi stromalnimi buiikami z tukové
tkadné€ potkana — potkani kmenové bunky z tukové tkané (rat adipose derived stromal cells -
rASCs), rhBMP-2 a beta-TCP. Po 12 tydnech nepozorovali signifikantni rozdil v
novotvorbé kosti mezi skupinami beta-TCP/rhBMP-2 a beta-TCP. Singifikantné vyssi
nartst kosti byl u skupiny rASCs/b-TCP oproti skupiné beta-TCP. Ale nejvyssi nartst
novotvorby kosti byl u skupiny s kmenovymi buitkami s beta-TCP i rhBMP-2 [Ling-Ling

et al., 2010].

Velka cast studii se vé€nuje testovani optimalni koncentrace ptislusného ristového
faktoru. Jiang et al., (2009) testovali optimalni davku rhBMP-7. Na modelu
mezenchymalnich kmenovych bunék z kostni dfené¢ (angl. human bone marrow
mesenchymal stem cells; hBMSCs) in vitro testovali vzestupné davkovani rhBMP-7 [Jiang

et al., 2009].
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Hsu et al., (2007) pouzili lentivirus jako vektor pro gen pro BMP-2, kterym
infikovali potkani MSC (rBMSCs). Pozorovali, ze takto infikované bunky byly schopné

dlouhodobé produkce BMP-2 in vivo a in vitro byly schopné novotvorby kosti [Hsu et al.,
2007].

) Z vyse uveden¢ho je patrné, ze BMP ma vyznamné osteoinduktivni ucinky.
Ucinngj$im je heterodimer thBMP2/7 [Zheng et al., 2010]. Pouziti kmenovych bunék
riznych linii s thBMP vede k vét§simu nartstu kosti [Ling-Ling et al., 2010], [Jiang et
al., 2009]. Porovnani efektu proteinti ze skupiny BMP spolu s jinymi rdstovymi faktory a
s kmenovymi bunkami viz tabulka 7.

Tabulka 7 - Porovnani uspés$nosti riznych podtypi BMP na riznych modelech

Ruistové faktory/ Matrix Model Vysledek Ref.
kmenové burky

BMP-4/ Kolagen | Nezhojené fraktury BMP na kolagennim nosici Friedlaender
autologni kost tibie u ¢lovéka mélo stejné vysledky jako etal., (2001)

pouziti autologni kosti bez
morbidity v mist¢ odbéru

BMP-7/VEGF/ MSC HA/TCP Ektopicka Bez efektu* Roldéan et al,,
intramuskularni (2010)
implantace u mysi

VEGF/BMP-2/ Alginat Defekt femuru u my$i  Synergicky efekt s pouzitim Kanczleret al.,

hBMSCs PDLLA VEGF+BMP-2+hBMSCs (2010)

BMP-7/MSCs Kollagen Defekt metatarzalnich ~ Synergicky efekt ve skupiné Di Bellaet al.,
kosti u ovce MSCs+BMP-7 (2010)

PLGA/BMP-2 PLGA+ Defekt kondylu Bez efektu Ueki etal.,

Zelatina femuru u kralika (2003)

ASCs/BMP-2 Kolagen Defekt kalvy u kralika  Synergicky efekt ve skupiné Smith etal.,

BMP-2+MSCs (2008)
hASC+BMP-2** - in vitro Synergicky efekt Songetal.,

hASC+vitamin D hASC+D3+BMP-2** (2011)

hASC+D;+BMP-2

VEGF/BMP-2 Polypropylén  Subkutanni Synergicky efekt obou Kempen et al.,
implantace/ defekt riistovych faktort (2009)
femuru u potkana Zadny rozdil mezi skupinami

VEGF+BMP-2 a samotnym
BMP-2
BMP-2 PPF+DEF/ Defekt kalvy u Synergicky efekt**** Leeetal.,
PLGA*** potkana (2011)

Transfekce genem - Fetalni buiky z kalvy ~ Synergicky efekt@ Yehetal,

pro BMP-7 a IGF-I potkana (fetal rat (2006)

genem calvaria -FRC) , in
Vitro

* VEGEF vyrazné zvysilo angiogenezi, bez zvySeni osteogeneze

** Na davce a ¢asu zavisly osteogenni effekt vitaminu D3 a BMP-2s ASCs

el Trojrozmérna matrix vyrobena pomoci mikrostereolithografie (MSTL) s pouzitim Poly(propylen

fumaratu) (PPF)/diethyl fumaratu (DEF) fotopolymeru

Na davce a Casu zavisly osteogenni effekt vitaminu D3 a BMP-2 s ASCs

@ Synergicky efekt ve skupiné na 3D modelu PPF+ DEF+ PLGA+ BMP-2 v porovnani se skupinou
PLGA+ BMP-2

*khkk

Skupina BMP je nejvice celosvétoveé studovanou skupinou rastovych faktort v
kostnim tkanovém inzenyrstvi. BMP se testuje in vitro, in vivo, ale i v preklinickych a

klinickych studiich [Nauth et al., 2011]. V klinickém vyzkumu byl BMP testovan
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zejména v hojeni zlomenin [Friedlaender et al., 2001], [Zimmermann et al., 2009], v
hojeni kostnich defekti [Ekrol et al.,, 2008], [Jones et al., 2006] a ve spinalni fuzi
[Dimar et al., 2006], [Vaccaro et al., 2004]. Bylo publikovano velké mnozstvi praci s
BMP. Piesto nelze BMP a ani jiny rastovy faktor v soucasné dobé povazovat za idealni.
Dokonce nejsou znamy ani kombinace ristovych faktori, které bychom mohli prohlésit za
zlaty standard. Tabulka 7 shrnuje rozsah pouziti BMP samostatné¢ nebo v kombinaci s
jinymi rastovymi faktory, eventuelné kmenovymi bunikami.

Vaskularni endotelovy ristovy faktor - VEGF

Vaskularni endotelovy rustovy faktor (vascular endothelial growth factor - VEGF)
byl poprvé popsan Sengerem jako VPF (tumour Vascular Permeability Factor) v roce 1983
[Senger et al., 1983]. Ale az v roce 1989 jej charakterizovali Ferrara et al [Keramarisa et
al., 2008], [Ferrara et al., 1989]. Po objeveni prvniho VEGF oznaceného jako VEGF-A
byly objeveny i dalsi podtypy: VEGF-B, VEGF-C ( také nazyvany VEGF-2), VEGF-D, a
placentarni ristovy faktor (placental growth factor - PLGF). Déle byly objeveny i virové
endotelové faktory — VEGF-E a endotelové faktory hadiho jedu VEGF-F [Yla-Herttuala
et al., 2007], [Ogawa et al., 1998], [Yamazaki et al., 2003]. Kazdy z vysSe popsanych
VEGF ma rizné izoformy, které vznikaji alternativnim sestiihem pre-mRNA do mRNA.
Sestiih (angl. splicing) ptredstavuje odstranéni ¢asti vzniklych pfepisem intrond, které
nekoduji zadnou genetickou informaci. Vzniklé tseky mRNA mohou byt rizné spojeny a
tim vznikaji rizné izoformy VEGF. V kostnim tkanovém inZenyrstvi ma nejvétsi vyznam
VEGF-A. Nejdilezitejsimi izomery VEGF-A jsou VEGF-A121, VEGF-A165, VEGF-
A189, VEGF-A206. U¢inek VEGF-A zavisi na koncentraci v cilové tkani. Nizké hladiny
VEGF-A zajistuji homeostazu, pteziti endotelovych bun¢k, produkci oxidu dusnatého a
prostacyklinu. Jinak feceno v nizkych koncentracich zajiStuje vazodilataci, inhibici ristu
bun¢k hladké svaloviny, maji antitromboticky efekt a celkové vaskuloprotektivni ptisobeni
[Yla-Herttuala et al., 2007], [Yla-Herttuala et al., 2004]. P#i vyssich hladinach ma
vaskulogenni efekt, vede k migraci endotelovych bunék, jejich mitdze a vytvareni novych
cév [Yla-Herttuala et al., 2007]. Porovnani efektu VEGF spolu s jinymi ristovymi

faktory a s kmenovymi buikami viz tabulka 8.

Tabulka 8 - Porovnani efektu VEGF s jinymi rastovymi faktory a kmenovymi

buiikami

Ristové Matrix Model Metoda Vysledek Ref.

faktory/

kmenové

buiiky

Tranfekce Coralline Defekt RTG, uCT, Bez efektu na Geiger et

VEGF- radia u Histologie osteogenezi*. al., (2007)

plasmidem/ kralika imunohistochemie  Synergicky efekt na

rBMMSCs histomorfometrie resorpci matrix.

VEGF PLGA/ Defekt mikroCT, Vyssi vskularizace, Leach et
biokeramika/ kalvy u imunohistochemie  bez efektu na al. (2006)
alginat potkana osteogenezi.

BMP-7, HA/TCP Oboustr. ESEM***, Bez efektu Roldan et

VEGF,MSCs  60:/40.** podkozni  Histologie v jakékoliv skuping ., (2010)

implantace

u mysSi

32



RhVEGF Kolagen | Defekt Histologie, Bez efektu na o
mandibuly  histomorfometrie,  osteogenezi, vyssi :t'::”he'nz
ukralika  imunohistochemie  vaskularizace (2005)

*  VEGF- samotné and VEGF-v infikovanych bunikach vedlo k signifikantn¢ vys$si vaskularizaci a
resorpci matrix. Nejvyssi stupeit novotvorby kosti byl ve skupin€ matrix + rBMSCs.

**  HA - hydroxyapatit, TCP — beta-trikalcium fosfat

*** Environmental scanning electron microscopy (ESEM)

@ Skupina | : BMP-7 vs. BMP-7/VEGF; Skupina Il: BMP-7 vs. BMP-7/MSCs, Skupina Ill: BMP-7
vs. kontrola. Plocha novotvofené kosti se signifikantné nelisila

Geiger et al., (2007) pouzili coralline jako matrix a testovali hojeni defektu radia u
kralika s pouzitim kmenovych bun¢k. Testovali kralici mezenchymalni kmenové bunky z
kostni dien¢ (BMSCs) samotné¢, BMSCs infikované pomoci plazmidu genem pro VEGF-
A a samotny plazmid-VEGF-A. Zjistili, ze nejvyssi procento angiogeneze mély skupiny se
samotnym plazmidem-VEGF a BMSCs infikované plazmidem-VEGF-A. Nevyssi procento
novotoviené kosti v§ak méla skupina neinfikovanych BMSCs [Geiger et al., 2007]. Tato
prace také ukazuje, Ze VEGF nezajiStuje osteogenezi, ale piisobi na ni sekundarné
novotvorbou cév. Podobné vysledky predstavili Leach et al. (2006). Vytvotili polymerni
matrix slozenou z bioaktivni keramiky (Bioglass 45S®) s kopolymerem kyseliny
polymlééné a polyglykolové (PLGA - polylactic-co-glycolic acid) s alginatem a VEGF.
Testovali, zda takto vytvoieny kompozitni material vede k postupnému uvoliiovani VEGF.
Zjistili singifikantné vysSi neovaskularizaci v prvnich 2 tydnech. VIliv VEGF na
osteogenezi neprokazali [Leach et al., 2006].

Sojo et al. (2005) provadéli distrakci na stehenni kosti potkand. Ovéfili hypotézu, ze
aktivita VEGF, respektive angiogeneze, Casoveé predchazi osteogenezi [Sojo et al., 2005].

Roldan el al., (2010) pouzili hydroxyapatitovy keramicky kompozitni material s
poméry hydroxyapatitu/B-TCP 60:40 s mezenchymalnimi kmenovymi buitkami (MSCs) a
testovali ucinnost BMP-7, VEGF, samostatné i dohromady a v kombinacich s MSCs. Na
ektopickém modelu mys$i v Zadné skupiné nepozorovali vys$S$i osteogenezi ani v
elektronovém mikroskopu, ani histologicky [Roldédn et al., 2010]. Na tento vysledek
zfejmée méla vliv ektopickd implantace subkutanné [Roldan et al., 2010].

Kanczler et al., (2010) testovali VEGF na algindtovém nosi¢i a BMP-2 na nosici z
obou D, L enantiomért kyseliny polymlééné — PDLLA s lidskymi kmenovymi buiikami z
kostni diené — hBMSCs. V prvnich 7 dnech in vitro pozorovali zvysené uvoliiovani VEGF
ve tkanové kulture. BMP-2 se uvoliovalo pozdgji, ale dosahovalo vysSich hodnot nez
VEGF do 28. dne. In vivo pozorovali osteogenni potencial u skupiny VEGF/BMP-2/
hBMSCs. Autofi povazuji zvolenou matrix a riistové faktory jako velmi vyhodné pro
kostni tkanové inzenyrstvi [Kanczler et al., 2010].

Kleinheinz et al., (2005) vytvofili defekt v mandibule u kralikd. Pouzili Colagen I
jako matrix s VEGF. Ve skupin¢ s VEGF nepozorovali ve srovnani s kontrolni skupinou
vyS$8i novotvorbu kosti, ale vyssi denzitu [Kleinheinz et al., 2005]. Ukazuje se, ze VEGF
je dulezitym ristovym faktorem, ktery nestimuluje novotvorbu kosti ptimo, ale podili se na
ni zlepSenim angiogeneze.

Destickovy rustovy faktor - PDGF

Destickovy rastovy faktor (angl. platelet-derived growth factor - PDGF) je
dimericky glykoprotein sloZzeny ze dvou podjednotek spojenych disulfidovou vazbou.
PDGF je kodovan 4 geny (PDGF-A, PDGF-B, PDGF-C a PDGF-D), které¢ tvoii
homodimery (PDGF-AA, -BB, -CC, -DD) a heterodimery PDGF-AB. Obé¢ podjednotky se
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mohou kombinovat jako homodimery AA nebo BB nebo jako heterodimery AB. Receptor
pro PDGF (PRGFR) patii do skupiny tyrozin-kinasovych receptori a ma 2 podtypy
PDGFR-o. a PDGFR-B3. Chung et al., (2009) zkloumali roli PDGF-BB jako
potenciondlniho ristového faktoru pro mezenchymalni kmenové builkky po poranéni
rastovych plotének kosti. Autofi experimentalné zptsobili poranéni ristové ploténky tibie
u potkanti. Experimentalnim zvifatim injikovali imatinib, inhibitor tyrozin-kinasy. Tento
1ék se pouziva v humanni mediciné zejména u myeloidni leukémie. Imatinib blokuje
ptenos informace o navazani PDGF do buiiky a tim eliminuje jeho efekt. Autofi zjistili, ze
zvirata 1écena Imatinibem, inhibitorem PDGFR, vedla k mensSimu nartGstu chrupavky a
kosti v misté poranéni. Prokazali také, ze PDGF-BB zvySuje migraci mezenchymalnich
kmenovych bun¢k z kostni dfené do mista poranéni [Chung et al., 2009]. To ukazuje na
roli PDGF jako chemotaktického faktoru pro vlastni kmenové buiiky, PDGF je mitogenem
pro mezenchymalni buniky [Diederik et al., 2010]. Tento ristovy faktor hraje tlohu ve
vyvoji tkdni a organd, zejména CNS, cév a glomeruld [Schliephake 2002]. Je dilezity
V embryogenezi, zejména gastrulaci, vyvoji neuralni listy, vyvoji gliovych bunék, skeletu,
hematopoéze a angiogenezi. Na obecné trovni mé efekt mitogenni, podporuje angiogenezi,
bunécnou migraci a proliferaci. Studie na knockout mySich ukézaly velkou dulezitost
tohoto cytokinu. Tak velkou, Ze knockout mySi mély velkou prenatdlni 1 perinatalni
mortalitu, coz omezuje moznosti experimentalniho studia tohoto faktoru. PDGF je dilezity
pfi patogenezi nadorovych a vaskularnich onemocnéni. Strukturdln€ a funkéné je blizky
vaskuldrnimu endotelidlnimu ristovému faktoru — VEGF3. Po poranéni, v rané fazi,
desticky agreguji a uvoliiuji PDGF. Tento cytokin plisobi chemotakticky na neutrofily,
makrofagy a mezenchymalni buniky, které poté slouzi jako dalsi zdroj PDGF béhem hojeni
[Diederik et al., 2010]. K porovnani G¢inku PDGF spolu s jinymi rGstovymi faktory a
s kmenovymi buiikami viz tabulka 9.

Tabulka 9 - Porovnani u¢inku PDGF spolu s jinymi ristovymi faktory a
s kmenovymi buiikami

Ristové Matrix Model Metoda analyzy Vysledek Ref
faktory/

Kmenové

buiky

Transfekce  Biosklofibroin ~ Defekt MikroCT, Synergicky efekt PDGF a Zhang et
genem pro femuru histologie, BMP-7 Signifikantné vyssi ?2612)
PDGF-b a potkana imunohistochemie novorvorba kosti ve skupiné s

BMP-7 (kolagen I typu, PDGF-b a BMP-7 ve srovnani

osteopontin, BSP) s matrix samotnou anebo se
samotnym BMP-7

PDGF-BB  Vinyl--styrenové Defekt Histomorfometrie Vinylstyrenové partikule m&ly ~ Marzouk
partikule kalvy u pozitivni vliv na novotvorbu ?;gén
potkana kosti. PRGF-BB m¢lo
negativni vliv na novotvorbu
kosti.
DNA Kolagen Defekt MikroCT, Signifikatné vy$§i novotvorba Ross et
plasmid kalvy u histologie, kosti u skupiny infikované al.,
PP : ; . : (2014)
kodujici potkana imunohistochemie plazmidem s genem pro
PDGF-B// PDGF-B v porovnani
BMSCs S prazdnym defektem nebo
¢istou matrix.
PDGF PDLLA+PLGA Periodon--  MikroCT, Signifikantné vyssi objem Chang et
mikro-partikule* talni defekt histologie kosti ve skupiné PDLLA- ?;508)
maxily u PLGA+Simvastatin +PDGF
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potkana V porovnani s ostatnimi

skupinami.
rhPDGF beta-TCP Periodon- Histomorfometrie Signifikantné vyssi Kwon et
Versus talni defekt u novorvorba cementu u ?;610)
rhGDF-5 psa rhGDF-5/beta-TCP oproti
rhPDGF/ beta-TCP
PDGF Kolage-nova In vitro: Hladiny ALP, CM/GDF-5 Signifikatné vyssi Yamano
Versus mem-bréna mysipre-  Runx2, néartist ALP, proliferace bunék ?281'4)
GDF-5 osteoblasty  Osteokalcinu v porovnani s CM/PDGF nebo
CM samotné
DNA Chitosan Subkutanni ~ Histologie, HPLCs vykazovaly lepsi Zhang et
plasmid implantace imunohistochemie prolifera¢ni aktivitu v matrix ?5607)
kédujici mysi RT-PCR*** s genem pro PDGF-B, tato
PDGF-B S agenezi skuina vykazovala vyssi
gen// thymu expresi PDGF-B a kolagenu
hPLCs** typu I nez skupina s Cistym
chitosanem.
rhPDGF-BB  Bi0-0ss© Celistupsa Histologie, Signifikantn& vyssi Schwarz
imunohistochemie novotvorba kosti ve skupiné s ?;glo)
rhPDGF-BB
* Partikule z kyseliny polymlé¢né a polyglykolové: poly-(p-L-lactide) a poly-(p-L-lactide-co-

glycolide) (PDLLA-PLGA)
*x hPLCs - human periodontal ligament cells
***  RT-PCR - reverse transcription-polymerase chain reaction

Zhang et al., (2012) pouzili adenoviru jako vektoru k transfekci geny pro PDGF a
BMP-7 u ovariektomovanych potkanti s osteoporozou. Zjistili, Zze v kombinaci maji PDGF
a BMP-7 synergicky efekt. Signifikantné vyssi novotvorbu kosti pozorovali ve skuping s
PDGF-b a BMP-7 ve srovnani s matrix samotnou nebo se samotnou transfekci genu pro
BMP-7 [Zhang et al., 2012]. Marzouk et al., (2007) testovali vinylstyrenové partikule
spolecn¢é s PDGF-BB v defektu kalvy u potkana. Ve skupiné s PDGF-BB zjistili negativni
efekt rustového faktoru na novotvorbu kosti [Marzouk et al., 2007]. Zhang et al., (2007)
pouzili lidskych periodontalnich bun€k (angl. human periodontal ligament cells — HPLCs)
spolu s plazmidem kodujicim gen pro PDGF-B. Zjistili lepsi proliferacni aktivitu hPLCs v
matrix s genem pro PDGF-B. Tato skupina vykazovala vyssi expresi PDGF-B a kolagenu
typu I nez skupina s ¢istym chitosanem jako matrix [Zhang et al., 2007]. Elangovan et al.,
(2014) pouzili DNA plazmy k transfekei lidskych kmenovych bunék z kostni diené (angl.
human bone marrow stromal cells -BMSCs) genem pro PDGF-B. Pouzili kolagenni matrix
v defektu kalvy u potkana. Popsali signifikatné vy$si novotvorbu kosti u skupiny
infikované plazmidem s genem pro PDGF-B v porovnani s prazdnym defektem nebo
¢istou matrix [Elangovan et al., 2014]. Chang et al., (2013) pouzili kopolymeru kyseliny
polymlécéné a polyglykolové (PDLLA-PLGA) se simvastatinem a PDGF do parodontalnich
defektlh v horni celisti u potkana. Zjistili signifikantné vyssi objem kosti ve skupiné
PDLLA-PLGA+Simvastatin +PDGF v porovnani s ostatnimi skupinami. V této skupiné
méla parodontalni vlakna anatomicky spravny tvar a byla inzerovana do povrchu kofene se
znamkami cementogeneze [Chang et al., 2013]. Schwarz et al., (2010) testovali
izoformu rhPDGF-BB na defektech mandibuly u psa s pouzitim deproteinizované bovinni
kosti. Potvrdili pozitivni efekt thPDGF-BB 10, kterého se pouZzivalo v devadesatych letech
spiSe v monoterapii. Po roce 2000 se zkoumaly kombinace ristovych faktori [Kwon et
al., 2010], [Yamano et al.,, 2014] a v poslednich letech pfibyva praci s uspé$nou

transfekci kmenovych bunc¢k genem pro PDGF [Zhang et al., 2012], [Mello et al.,
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2014], [Zhang et al., 2007]. Pouziti vinylstyrenovych partikuli jako matrix v kostnim
tkanovém inzenyrstvi je neobvyklé a je mozné, Ze tento fakt vedl k negativnimu vysledku
pii pouziti PDGF [Marzouk et al., 2007]. Na zakladé¢ vySe uvedeného muizeme
konstatovat, ze PDGF je dobrym a ovéfenym ristovym faktorem v kostnim tkanovém
inzenyrstvi.

Riistovy a diferenciacni faktor — GDF

Rastové a diferenciacni faktory (GDF) jsou podskupinou transformujiciho ristového
faktoru beta (TGF-beta). GDF piedstavuji skupinu proteini, které se exprimuji v rtiznych
tkanich, reguluji embryogenezi, apoptozu, zanétlivou reakci a dalsi procesy. Tato skupina

ma 15 zastupcti: GDF1 — GDF15 viz tabulka 10.

Tabulka 10 - Pi‘ehled jednotlivych GDF s jejich funkci

Zastupce Synonymum Popis

GDF1 V casné embryogenezi zodpoveédny za pravolevou asymetrii a
vyvoj nervového systému v pozdni embryogenezi.

BMP9 Dulezity pro vyvoj cholinergni ¢asti CNS. Podili se na fizeni
produkce hepcidinu, jaterniho peptidu pro metabolismus
zeleza.

GDF3 Vg-related gene  Osifikace kosti v embryonalnim vyvoji

2" (Vgr-2)

GDF5 BMP14. Pouziva se v tkanovém inzenyrstvi k regeneraci kosti a

chrupavky. Mutace v tomto genu zpisobuji nékteré typy
brachydaktylie a chondrodysplasie. Toto naznacuje, ze ma
velky vliv ve vyvoji kostry. Vyvoj CNC s mediatorem
dopaminem.

GDF6 BMP13 Zodpovédny za tvorbu kosti, kloubd, koncetin, lebky a axialni
kostry. Mutace v genu pro GDF6 vede ke kolobomtim,
Klippel-Feilovu syndromu

GDF8 myostatin- MSTN Negativni regulator vyvoje kosternich svala.

GDF9 Reguluje folikulogenezi v ovariich

GDF10 Svym u¢inkem blizky BMP3. Synonymum BMP-b.
Morfogeneze skeletu.

GDF11 BMP11 Vyvoj mezodermu, vyvoj ¢ichového epitelu a ¢asti sitnice.

GDF15 TGF-PL, PTGFb  Regulace zanétu, apoptdzy

Zdroj: Genova banka americké Narodni Iékatské knihovny, www.ncbi.nlm.nih.gov/gene

Jak vyplyva z tabulky 10 skupina GDF je skupinou ¢aste¢né heterogenni. Mnoho
GDF ma rznd synonyma a ¢ast zastupcii této skupiny je fazeno mezi BMP. V kostnim
tkanovém inZenyrstvi je nejvice zkoumano GDFS5. GDFS5 se povazuje za klicovy faktor pfi

vyvoji chrupavky pti embryogenezi [Kleinschmidt et al., 2013], [Francis-West et al.,
1999]. Bylo pozorovéano, Ze ztrata funkce GDFS5 vede ke zpomalenému hojeni zlomenin
[Kleinschmidt et al., 2013], [Chhabra et al., 2005], mistni aplikace GDF5 vedla ke
zvysSeni kostni regenerace [Kleinschmidt et al., 2013], [Magit et al., 2006]. Ptesto se
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GDF5 povazuje za méné efektivni v kostnim tkanovém inZenyrstvi nez BMP2.
[Kleinschmidt et al., 2013], [Depprich et al., 2005]. Z téchto ditvodi se Kleinschmid et
al., (2013) pokusili zkombinovat uc¢ineck BMP2 a GDF5. Syntetizovali novou variantu
proteinu, ve které zkombinovali ¢ast aminokyselin GDF a BMP2. Testovali, zda takto
vznikly konstrukt bude G¢inéjsi nez ¢isté GDF5 a BMP2 in vivo a in vitro na MSCs. Zjistili
pozitivni efekt tohoto nového mutantu na novotvorbu kosti [Kleinschmidt et al., 2013].
Min et al.,, (2011) testovali injektovatelny gel z kopolymeru kyseliny polymlécné a
polyglykolové (PLGA) spolu s rhGDF-5 v jednosténném defektu periodoncia u pst.
Testovali GDF proti prazdnému defektu a dale rhGDF-5 s rGznou koncentraci (188
pg/defect, 37 pg/defect, 1.8 pg/defect). Zjistili signifikantn¢ vyssi nariist novotvorené kosti
u thGDF v zavislosti na davce [Min et al., 2011]. Kwon et al., (2010) také testovali
jednosténny periodontalni defekt u psa. Testovali rhGDF-5 s beta-TCP oproti rhPDGF s
beta-TCP. Zjistili, ze GDF-5 ptinasi signifikantné vyssi novotvorbu cementu nez thPDGF
[Kwon et al., 2010]. Lee et al., (2010) pouzili stejného periodontalniho modelu a
testovali rhPDGF s beta-TCP oproti beta-TCP a prazdnému periodontalnimu defektu.
Zjistili nejvyssi narist kosti a cementu ve skupin€ s hGDF-5/betaTCP [Lee et al., 2010].
Yamano et al., (2014) testovali mysi preosteoblasty in vitro a porovnavali GDF-5 a PDGF
na kolagenni membran¢. Pozorovali signifikatn¢ vyssi nariist ALP a proliferaci bunék v
porovnani s PDGF nebo kolagenni membranou (CM) samotnou. Déle testovali oba tyto
rustové faktory na modelu defektu mandibuly u potkana. Popsali signifikatné vyssi
novotvorbu  kosti, kterou mizeme matematicky zndzornit takto: CM/GDF-
5>CM/PDGF>CM samotna nebo v porovnani s kontrolou [Yamano et al., 2014]. Arnold
et al (2007) pouzili miniprasatka jako model pro oboustranny sinus lift. Jako matrix pouzili
beta-TCP. Zjistili nejvys$si nartst kosti ve skupiné¢ s malou davkou rh-GDF-5 (400 pg)
oproti skupiné s vysokou davkou rh-GDF-5 (800 pg). Po 12 tydnech byl nartst kosti stejny
[Arnold et al., 2007]. K porovnani Géinku GDF spolu s jinymi rdastovymi faktory a
s kmenovymi bunikami viz tabulka 11.

Tabulka 11 - Porovnani u¢inku GDF spolu s jinymi ristovymi faktory a s kmenovymi

bunkami
Ristové  Kmenové Matrix Model Metod analyzy Vysledek Ref.
faktory  buiiky /scaffold
konstrukt  MSC in vitro - defekt radia u in vitro: hladina  Vys3i novotvorba Kleinschmidt
GDF5+  hUVEC* MSC kralika VEGF, ALP kosti u konstruktu ©tal- (2013)
+BMP2 in vivo: in vivo: mikroCT, GDF5+BMP2 nez
hUVEC+ histologie, u ¢istého GDF5 a
kolagen denzitometrie ¢istého BMP2
GDF5 --- kolagen I,  posterolateralni  palapce, CT, RTG, Pozitivni efekt Magit et al,
hydroxy-  fiize ukralika histologie GDF5 oproti (2006)
apatit autograftu
rhGDF-5 --- PLGA** jednosténny Histomorfometrie Pozitivni efekt ~ Minetal. al,,
periodontlni rhGDF-5 zavisly (2011)
defekt u psa na davce
rhGDF-5 --- beta-TCP  jednosténny Histomorfometrie Signifikantné Kwon et al.,
Versus periodontalni vyssi novotvorba (2010)
rhPDGF defekt u psa cementu u
rhGDF-5/beta-
TCP oproti
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rhPDGF/ beta-
TCP

hGDF-5 -

beta-TCP

jednosténny
periodontalni
defekt u psa

Histomorfometrie

Skupina s hGDF-
5/beta-TCP méla
signifikantné
vyssi novotvorbu
cementu a kosti
nez skupina

s beta-TCP a nez
skupina

S prazdnym
defektem

Leeetal.,
(2010)

PDGF -
vesrusu
GDF-5

kolagenova
membrana

(CM)

defekt mandibuly pCT, histologie

u potkana

Signifikatni
novotvorba kosti
CM/GDF-5>
CM/PDGF> CM
samotna nebo

V porovnani

s kontrolou.

Novotvorba kosti p

Yamano et
al., (2014)

umérna davece GDF

PDGF -
Versus
GDF-5

kolagenova
membrana
(CM)

in vitro: mouse
preosteoblasts

Hladiny ALP,
Runx2,0steokalci
nu

CM/GDF-5
signifikatné vyssi
narust ALP,
proliferace bun¢k
V porovnani s
CM/PDGF nebo
CM samotné

Yamano et
al., (2014)

rh-GDF-5: ---
400 pg a

800 nug /g
beta-TCP

Beta-TCP

sinus lift i
miniprasat

CT denzitometrie
a volumetrie

Po 4 tydnech
skupina s nizkou
koncetraci méla
nejvyssi denzitu
novotvorené
kosti. Po12
tydnech bez
rozdilu.

Arnold et al.,
(2007)

* hUVEC - human umbilical vein endothelial cells
** Poly-lactide-co-glycolide-acid

V ramci GDF se v kostnim tkanovém inZenyrstvi pouzivd prakticky pouze GDF-5.
Ukazuje se, ze GDF-5 ma pozitivni efekt na novotvorbu cementu a kosti [Lee et al.,
2010]. Jedna se o efektivni ristovy faktor pro novotvorbu kosti [Min et al., 2011],
[Kwon et al., 2010], [Lee et al., 2010]. GDF ma vyssi u¢innost nez PDGF [Kwon et
al., 2010], [Yamano et al., 2014]. Ukazuje se, ze davka rhGDP ma vliv na rychlost
regenerace Kosti, ale po delsi dobé se kvalita regeneratu mezi davkami GDF-5 vyrovnava
[Arnold et al., 2007]. Vice praci s pouzitim GDF s kmenovymi bufikami v kostnim
nepodafilo dohledat. Zde je oteviend moznost dalSich

tkanovém inZenyrstvi se

experimentll.
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Inzulinu podobné rustové faktory - IGF

Inzulinu podobné rustové faktory (angl. insulin-like growth factors - IGFs) jsou
malé polypeptidy, které hraji dillezitou roli v kostnim metabolismu, ristu a udrzeni kostni
hmoty [Diederik et al., 2010]. Zname dvé izoformy IGF-1 (70 aminokyselin) a IGF-11 (67
aminokyselin). Ob¢ izoformy jsou z 40-50 % shodné navzéjem mezi sebou a s inzulinem.
Ptes casteCnou homologii interaguji IGFs a inzulin se svymi specifickymi receptory
[Schliephake et al., 2002], [O’Connor 1998]. Ptsobi na dva receptory oznacované jako
IGFIR a IGF2R a v plasmé se vazi na Sest vazebnych proteini IGF-binding proteins
(IGFBP-1 az IGFBP6) [Diederik et al., 2010]. Vazebné proteiny jsou zodpovédné za
transport a regulaci jejich funkce [O’Connor 1998]. Receptor pro IGF-1, tj. IGFIR, ma
nejvyssi afinitu k IGF-1, 2-50% nizsi afinitu k IGF-Il1 a 100-500% nizsi afinitu k inzulinu.
Naproti tomu IGF2R vaze jen IGF-1I [Schliephake et al., 2002], [Morgan et al., 1987].
Fungovani a ucinky inzulinu podobnych ristovych faktori Ize dobie ukazat na
transgennich mysich. Mysi diplosuficientni pro gen pro IGF-I trpély vyraznou embryonalni
retardaci rastu, prodlouzenou mineralizaci skeletu a vysokou postnatalni mortalitou [Liu et
al., 1993], [Baker et al., 1993], [Jiang et al., 2006].

Mysi haplosuficientni v genu pro IGF-I, které mély jen jednu alelu genu pro IGF-I
funkéni, dobte prospivaly postnatalné a pouze mély mirn€ nizsi vahu a niz$i hladinu IGF-I
v séru [Powell-Braxton et al., 1993], [Bikle et al., 2001], [He et al., 2006].

Mysi s chybénim receptoru pro IGF-I na zralych osteoblastech mély mensi objem
trabekularni kosti a porusenou mineralizaci kostni matrix, coz naznacuje kli¢ovou ulohu
IGF-I pfi mineralizaci [Zhang et al., 2002], [Jiang et al., 2006]. Receptor pro IGF-II se
exprimuje jiZ ve stadiu dvou buné¢k pii vyvoji mysi. IGF-II hraje vétsi roli pfi prenatdlnim
vyvoji, IGF-I je dulezity prenatalné i postnatalné [Schliephake et al., 2002]. Toto zjisténi
je v souladu se zvySujicim se pomé&rem IGF-I/IGF-II se stoupajicim vékem [Bikle et al.,
1994]. V souladu s timto zjiSténim jsou nélezy hladin IGF-I, které byly popsany nejvyssi v
IGF-I byla pfimo umérna objemu kostni hmoty [Schliephake et al., 2002], [Ravn et al.,
1995]. Z vyse uvedeného vyplyva, ze inzulinu podobné rastové faktory (IGFs) jsou
dialezité pro prenatalni a postnatalni vyvoj. Cirkulujici IGF-I je primarné z velké Casti
produkovan jatry. Presto IGF-l1 a IGF-II byly nalezeny v dalSich tkanich jako napt. v
kosternich svalech, chrupavkach a kostech [Brennan-Speranza et al., 2011], [Slater et
al., 1994], [Wong et al., 1990]. Selektivni potlaceni jaterni produkce IGF-I u mysi snizi
hladinu sérového IGF-I o 80 %, ale vede ke snizZeni télesné hmotnosti jen o 10 %. Naproti
tomu knockout mysi s celkovym potlacenim produkce IGF-I maji o 50 % sniZzenou
télesnou hmotnost pfi narozeni. Z toho vyplyva, ze tkanové IGF-I je velmi vyznamné
[Brennan-Speranza et al., 2011], [Clemmons 2007], [Vardatsikos et al., 2009], [Liu

et al., 1993]. Piehled pusobeni jednotlivych zastupct viz tabulka ¢. 12.
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Tabulka 12 - Porovnani G¢inku IGF-1 spolu s jinymi ristovymi faktory a
s kmenovymi buiikami

Rustové Matrix Model Metody analyzy Vysledek Ref.
faktory/
kmenové
bunky
IGF-1* - Transgen. mysi pCT, Signifikantné vyssi Brennan-
(TM) versus Histomorfometrie, novotvorba kosti ve (S;(f{i;‘za etal,
normalni mysi  Mechanické testy, skupiné transgen. mysi
nanoindentace s genem pro IGF-1
rhiIGF-1+  Titan. Defekt tibieu  RTG, mechanické Titanovy implantat Schmidmaier
rhTGF-B1  implantdt  potkana testy, sPDLLA+IGF-1 + TGF-  etal. (200)
PDLLA histomorfometrie B1, nejvyssi novotvorba
kosti**
rhiGF-1+  PDLLA  Ektopicka RTG, Zadné novotvorba kosti u  Kandziora et
rhTGF-B1/ formace kosti  histomorfometrie 74dné skupiny al., (2004)
rhBMP- ve svalu u ovce
2***
Systémové ~ ------ Fraktura tibie u  Histologie,in-situ Signifikantné nejvetsi Myers et al.
podani mysi hybridizace, novotvorba kosti ve (2012)
rhIGF-1+ mechanické testy skupiné: BMSCs +
BMSCs systémové podani thIGF-1
rhiIGF-1+ Bovinni  Defekt 3D CT, Signifikantng vyssi Srouji et al.,
rhTGF-B1  Zelatina ~ mandibuly u histomorfometrie novotvorba kosti ve (2005)
potkana skuping rhIGF-1 +
rhTGF-B1 oproti
samotnym ristovym
faktorim
* IGF-1 Transgenni mysi: selektivné zvysena exprese IGF-1 v osteoblastech

** Skupina I: Ti. implantat nepovlakovany; Skupina II: Ti. implantat povlakovany s PDLLA; Skupina
Ii: Ti. implantat povlakovany PDLLA+IGF-1+TGF-31, Novotvorba kosti: Skupina I< Skupina
I1< Skupina 11l

Fx Skupina I: Titanovy disk nepovlakovany, Skupina II: T. disk s PDLLA, Skupina III Ti. disk s
PDLLA + IGF-1+ TGF-B1. Skupina IV: Ti. disk s PDLLA + BMP-2

Brennan-Speranza et al., (2011) pouzili transgenni mysi se zvySenou tvorbou IGF-I
osteoblasty. Testovali, zda IGF-I produkovany osteoblasty je schopny kompenzovat
nizkokalorickou dietu. Testované mySi byly vySettovany pomoci mikroCT,
histomorfometrie a také mechanickymi testy. Ve vSech skupindch zvifata zhubla a
vykazovala nizsi plasmatické hladiny IGF-1. Ve skupiné transgennich mysi, ale zvySena
exprese IGF-I osteoblasty vedla k nartstu kortikalni tloustky, vétsi denzité¢ a mechanické
odolnosti tibie a patefe [Brennan-Speranza et al., 2011].

Schmidmaier et al., (2001) pouzili titanovych Kirschnerovych dratd potazenych
PDLLA (kyseliny poly(D,L-mlé¢né) k fixaci zlomenin tibie u krys. PDLLA byla nasycena
IGF-1 a TGF-B1. Skupina s PDLLA méla lepsi vysledky hojeni neZz kontrolni skupina,
skupina PDLLA nasycena IGF-1 a TGF-B1 vykazovala nejlepsi vysledky hojeni
[Schmidmaier et al., 2001].

Wildemann et al.,, (2004) pouzili titanovych diskii potazenych PDLLA, které
implantovali do svalu ovce. Testovali ektopickou novotvorbu kosti. Kontrolni skupina
meéla disky s Cistym titanem, dalsi skupiny disky s PDLLA, PDLLA s IGF-1 a TGF-B1,
PDLLA s BMP-2. V zadné skupiné nepozorovali zadnou novotvorbu kosti [Wildemann

et al., 2004].
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Myers et al., (2012) zkoumali mezenchymalni kmenové buiiky z kostni diené
(angl. bone marrow-derived mesenchymal stem cells - BMSCs) a systémové subkutanni
podavani IGF-1 na hojeni zlomenin tibie u mysi. Nejlepsi vysledky histologické a ziskané
mechanickym testovanim zjistili u skupiny BMSCs s podavanim IGF-1[Myers et al,,
2012].

Srouji et al., (2005) vytvotili defekt v mandibule potkana. Sledovali miru
novotvorby kosti a zjistili, ze ve skupinach s thIGF-1 a rhTGF-B81 je vyssi produkce kosti
nez u kontrolni skupiny a dale ze pouziti thIGF-1 + rhTGF-81 dohromady ma synergicky
efekt a lepsi vysledky nez pouziti téchto ristovych faktorii samostatn€. Autofi se
domnivaji, ze tato kombinace miize mit potencidl v pouziti v klinické praxi [Srouji et al.,
2005]. Stejna skupina prokazala obdobné vysledky hojeni defektu tibie u potkana [Srouji et
al., 2004].

Fibroblastové ristové faktory — FGFs

Nazev fibroblastové ristové faktory (FGF) je do jisté miry zavadéjici. Dnes je
tvoren Sirokou skupinou ristovych cytokint, jejichz funkci neni jen podpora fibrogeneze.
Jsou povazovany za regulatory bunécného ristu a hojeni. Armelin et al., v roce 1973
pozorovali, ze extrakt z hypofyzy obsahuje latku, kterd stimuluje fibroblasty k rdstu
[Armelin et al.,, 1973]. Odtud prameni nazev celé této skupiny. Pomoci kyselého a
zasaditého pH byl izolovan kysely ,,acidic fibroblast growth factor (FGF-1) a zéasadity,
resp. "basic fibroblast growth factor" (FGF2) [Arese et al., 1999]. Proto se muzeme u
FGF-2 setkat s oznaCenim bFGF-2. Dnes znadme 18 sav¢ich FGF (FGF1-FGF10 a
FGF16-FGF23), které se déli do 6 podskupin na zéklad¢ jejich struktury a funkce
[Beenken et al., 2009]. Mnoho FGF bylo fazeno do skupiny fibroblastovych rustovych
faktori (dfive oznacovany jako FGF11-FGF14). Tyto FGF maji podobnou sekvenci
aminokyselin, ale nejsou schopné aktivovat FGF receptor (FGFR), a proto nejsou
povazovany za FGF 11. Tuto skupinu (FGF11-FGF14) oznaCujeme jako fibroblast
homologous factors (FHFs). Tyto cytokiny ovliviiyji intraceluldrni domény sodikovych
kanali a jejich mutace zplsobuji na mySich modelech Sirokou $kalu neurologickych
abnormalit. U ¢lovéka jejich mutace zpusobi cerebelarni ataxii [Beenken et al., 2009],

[Goldfarb 2005]. Piehled zastupct FGF véetné FHF viz tabulka 13.

Tabulka 13 - Typy FGF véetné FHF
Zastupce Synonymum  Popis
FGF-1. acidic FGF, Normalni kostni hojeni [Arese al., 1999] Migrace a proliferace

FGFA endotelidlnich bun€k. Podili se na organogenezi, mitogen pro bunky
mezodermu a neuroektodermu. Siln€jsi angiogeneticky faktor nez
VEGF
FGF-2 basic FGF, Vyvoj konéetin a nervového systému, hojeni ran a rist tumort. Silné&;si
FGFB angiogeneticky faktor nez VEGF
FGF-3 HBGF-3 Transformace neoplazmat, riist tumord. U kufat ma roli v morfogenezi
vnitiniho ucha. Pfedpoklada se stejné ptisobeni u lidi.
FGF-4 - Rozvoj trofoblastu, ve vyvoji srde¢nich chlopni a koncetin [Beenken et

Mohammadi 2009]. Prognosticky marker v onkologii. FGFR-4 je
$patnym prognostickym markrem pro spinocelularni karcinom hlavy a
krku [Streit et al., 2004]. Transformace neoplazmat, zvySend
exprimovan u tumort ledvin

FGF-5 --- Onkogenni ptisobeni

FGF-6 HST2 Diferenciace a regenerace svalli. Ma onkogenni aktivitu.
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FGF-7 KGF Rustovy faktor pro epitelie. Morfogeneze kiize, vyvoj vlast a ¢asny
vyvoj plic. Epitelizace rany.
Jako rekombinantni thFGF-7 je na trhu v EU k dispozici pod nazvem
Palifermin k 1é¢b& mucositid u onkologickych pacientii [Beenken et
Mohammadi 2009].
Poznamka: Synonymum - keratinocyte growth factor (KGF)

FGF-8 Fyziologicky exprimovan v ovariich a testes. Podporuje rist na
androgenech zavislych tumort. Epitelialni faktor
v embryogenezi.Gastrulace embrya, embrygeneze stfedniho mozku,
koncetin

FGF-9 = Podporuje proliferaci glie. Produkovéan neurony a ziejmé je dilezity pro
vyvoj glidlnich bun¢k. Podili se na testikularni embryogenezi.

FGF-10 - Podobna funkce jako FGF-7. Podporuje proliferaci keratinocytt.
V embryogenezi vyvoj kiize, plic a iniciace vyvoje koncetin.

FGF-11@ FHF3 Funkce neni zcela jasna. Zfejme se podili na vyvoji nervového systému.

FGF-12@ FHF1 Funkce neni jasna

FGF-13@ FGF2 Funkce neni zcela jasna. Gen pro FGF-13 lezi blizko oblasti na
chromozomu X, ktera je asociovana s Borjeson-Forssman-Lehmann
syndromem. Je mozné, Ze mutace v genu pro FGF-13 je zodpovédna za
familiarni vyskyt této choroby s mentalni retardaci.

FGF-14@ FHF4 Mutace v genu pro FGF-14 je asociovano s cerebralni ataxii.

FGF-15  --- Existuje jen u mys$i domaci

FGF-16  FGF-16 Exprimovan v embryonalni hnédé tukové tkani.

FGF-17  FGF-13 Exprimovan v mozecku a mozkové kure. Podili s na vyvoji mozku, cév
a kosti.

FGF-18 FGF-18 Pleiotropni rustovy faktor v mnoha tkanich. U knockout mysi vede
absence FGF-18 ke snizeni exprese osteogennich markerd a prodlouzeni
kostni osifikace [Beenken et Mohammadi 2009], ], [Liu et al., 2002],
[Ohbayashi et al.2002]. FGF-18 ma chondrogenni potencial a vede ke
zhojeni kloubni chrupavky po traumatu [Moore et al., 2005].

FGF-19  --- Exprimovan ve fetalni mozku, podili se na vyvoji vnitiniho ucha.

FGF-20 - Exprimovan fyziologicky v mozecku. Zfejmé reguluje funkcei a vyvoj
CNS. Geneticklé varianty genu pro FGF-20 jsou spojeny
s Parkinsonovou chorobou.

FGF-21  --- Funkce neni jasna

FGF-22  --- Vyvoj vlasového folikulu

FGF-23  ADHR Klic¢ovy regulator homeostazy fosforull a mutace genu pro FGF-23

byla pozorovana u pacientii s hypofosfatemickou rachitis [Beenken et
Mohammadi 2009], [White et al. 2000], .Ridi metabolismus vitaminu D
a fosforu v ledvinach. V piistitnych téliscich inhibuje sekreci
parathormonu [Ben-Dov et al., 2007] . U chronickych renalnich
onemocnéni je klicovym faktorem postizeni mineralového a kostniho
metabolismu [Armelin et al., 1973].

Zdroj: Genova banka americké Narodni 1ékatské knihovny, www.ncbi.nlm.nih.gov/gene
@ FGF11-FGF14 maji podobnou sekvenci aminokyselin, ale nejsou schopné aktivovat FGF

receptor (FGFR) a proto nejsou povazovany za FGF

11. Oznaéujeme je jako fibroblast

homologous factors (FHFs). Ovliviyji intracelularni domény sodikovych kanali

V kosti je produkuji rizné bunky, zejména osteoblasty, makrofagy a endotelidlni
buniky [Diederik et al., 2010]. V kostnim tkanovém inZenyrstvi je nejlépe prostudovan

FGF-2 [Diederik et al., 2010]. Podili se na regulaci normalniho kostniho hojeni [ Arese et
al., 1999]. Ptima aplikace FGF-2 in vivo vede k rychlé denaturaci a degradaci cytokinu
[Kawaguchi et al., 2001], [Abbaspour et al., 2008]. Tuto nevyhodu fesili Jiang et al.,

(2009) pouzitim adenoviru. Pouzili jej jako vektor k pienosu genu pro FGF-2 do
mezenchymalnich kmenovych bunék kostni dfené (angl. bone marrow mesenchymal stem
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cells - BMSCs). U distrakce mandibuly kralikti pozorovali nejvyssi narust kostni hmoty u
této skupiny [Jiang et al., 2009]. Nakamura et al., (2005) testovali novotvorbu kosti na
ektopickém modelu mysi. Zjistili, ze nizké koncentrace FGF-2 zvySuji expresi receptoru
pro BMP-2 (BMPR) a tim zvysuji novotvorbu kosti. Naproti tomu vyssi koncentrace FGF-
2 mély inhibi¢ni G¢inek [Nakamura et al., 2005].

Nakamae et al.,, (2004) pozorovali vyrazné¢ vyssi stupen neovaskularizace na
rozhrani nekrotické kosti ve skupiné s aplikaci FGF-2 [Nakamae et al., 2004]. Mabilleau
et al., (2008) pouzili kopolymeru pHEMA s 2-vinylpyrrolidonem- p(HEMA-co-VP) jako
vehikula FGF-2 na krali¢cim modelu. Vysledky nebyly pfesvédcivé. Ve skupiné p(HEMA-
co-VP) + FGF-2 byl po 2 mésicich narust kosti signifikantné vyssi nez v kontrolni skuping,
ale po 3 mésicich se mnozstvi novotvorené kosti vyrovnalo [Mabilleau et al., 2008].

Role FGF-4 v kostnim tkanovém inzenyrstvi je diskutabilni. Receptor pro FGF-4
(FGFR4) ma potencialni roli jako prognosticky marker v onkologii. Argi388 v molekule
FGFR-4 je Spatnym prognostickym markrem pro spinocelularni karcinom hlavy a krku
[Streit et al., 2004]. Vlastni FGF-4 ma celou fadu fysiologickych funkci: je dilezity pro
rozvoj trofoblastu, ve vyvoji srde¢nich chlopni a koncetin [Beenken et al., 2009]. U

knockout mysi je chybéni FGF-4 letalni ve stadiu trofoblastu [Feldman et al., 1995].

Kubota et al., (2002) implantovali nosi¢ s hBMP-2 do oblasti hrudniku potkant.
Zjistovali pomoci exprese mRNA, histomorfometriec a RTG denzitometrie novotvorbu
kosti a cytokinl. Zjistili, Ze prvnich 7 dni stoupéd exprese FGF-4, poté klesa, ale stale se
drzi vysoka exprese FGFR indukované thBMP-2. Dale testovali efekt podani thFGF-4 a
zjistili synergicky efekt na novotvorbé kosti spolu s hBMP-2 [Kubota et al., 2002]. Seo et
al., (2009) testovali FGF-4 na hydroxyapatitové matrix spolu s bone marrow mesenchymal
stem cells (BMSCs). Ve skupiné s FGF-4 pozorovali spiSe novotvorbu vaziva [Seo et al.,
2009]. Jak je patrné z vySe uvedeného, vysledky pouzZiti FGF-4 v kostnim tkanovém
inZenyrstvi jsou kontroverzni a v poslednich letech se FGF-4 pii regeneraci kosti
nepouziva.

FGF-7 se v kostnim tkdiiovém inzenyrstvi nepouziva. Neékdy je oznacovan jako
rustovy faktor keratinocytl (angl. keratinocyte growth factor, KGF). Jako rekombinantni
rhFGF-7 je na trhu v EU k dispozici pod nazvem Palifermin k 1é¢bé mukositid u
onkologickych pacientii [Beenken et al., 2009].

Nedostatek FGF-18 u knockout mysi vede ke snizeni exprese osteogennich
markert a prodlouzeni kostni osifikace [Beenken et al., 2009], [Liu et al., 2002],
[Ohbayashi et al., 2002]. FGF-18 ma chondrogenni potencial a vede ke zhojeni kloubni
chrupavky po traumatu [Moore et al., 2005]. Podle www.ClinicalTrialsFeeds.org
probihaji ¢tyfi klinické studie v USA zaméfené na regeneraci chrupavky kolen.

Behr et al., (2011) zkoumali haplosuficientni mysi FGF4+/-v genu pro FGF-18.
Pozorovali zhorSené hojeni unikortikdlniho defektu tibie. V dalSi casti experimentu
aplikovali rhFGF-18 a doslo k normalizaci hojeni kostniho defektu. Autofi dale zjistili, Ze
haplosuficientni mysi nemély zhorSenou Casnou fazi hojeni véetné angiogeneze. FGF-18
ma vyznam v pozdnich stadiich kostniho hojeni [Behr et al., 2011]. Liu et al., (2002)
pozorovali ve studii na diplosuficientnich mySich — knockout mysich FGF4 -/-, Zze tyto
my$i mély mensi porodni vdhu. VétSina méla rozstép patra a skeletalni defekty dlouhych
kosti [Liu et al., 2002]. Jeon et al., (2012) pouzili krysich kmenovych bunék z kostni
dfené (rat bone marrow mesenchymal stem cells — rBMSCs) spolu s FGF-18. V pokusu in
vitro dokazali osteogenni diferenciaci ve skupiné s FGF-18. Tato zjisténi podporuji tlohu
FGF-18 v osteogenezi [Jeon et al., 2012].
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FGF-23 se ze skupiny FGF vymyka. Svoji povahou je spiSe hormonem. Je
klicovym regulatorem homeostazy fosforu [Beenken et al., 2009] a mutace genu pro
FGF-23 byla pozorovana u pacienti s hypofosfatemickou rachitis [Beenken et al., 2009],
[White et al. 2000]. FGF-23 se exprimuje v kostech [Riminucci et al., (2003) ], [Liu et al.,
(2003) ], v preosteoblastech a osteocytech [Riminucci et al., (2003) ]. Je vyplavovan do

krve a fidi metabolismus vitaminu D a fosforu v ledvinach [Beenken et al., 2009],
[White et al., 2000]. FGF23 zvySuje vyluCovani fosforu ledvinami sniZzenim jeho
reabsorpce. Také snizuje aktivitu enzymu, ktery pfeméiuje vitamin D na aktivni vitamin D
[Beenken et al., 2009]. V piistitnych téliscich inhibuje sekreci parathormonu [Ben-Dov
et al., 2007]. U chronickych renalnich onemocnéni (angl. chronic kidney disease - CKD)
je klicovym faktorem postiZeni mineralového a kostniho metabolismu [Wesseling-Perry
2010]. V relevantni literatufe nebylo uziti FGF-23 ani anti-FGF23 nalezeno. Porovnani
ucinku FGF s kmenovymi bunikami viz tabulka 14.

7w

Tabulka 14 - Porovnani i¢inku FGF s kmenovymi buiikami

Rustové Matrix Model Metoda analyzy Vysledek Ref.
faktory/
kmenové
bunky
Transfekce --- Distrakce mikroCT, Signifikantné vyssi Jiang etal.,
genem pro mandibuly u histologie, novotvorba kosti ve (2010)
FGF-2// kralika mechanické skupiné BMSCs
BMSCs testovani infikované genem pro

TGF-2
FGF-4// Hydroxyapatit Spinalni fizeu RTG, pCT, Signifikantné vyssi [Seoet al.,
BMSCs (HAP) potkana palpace novotvorba kosti ve 2009]

skupin¢ BMSCs +
HAP. FGF-4 indukoval

vznik vaziva
FGF-2/BMP-2 Kolagen Kolagenni disky RTG, Synergicky efekt. Nizké [Nakamura
s BMP-2 Histomorfometrie, davky FGF-2spolus @l 2005]
a FGF-2 Northern blot, BMP-2 zvysovaly
implantovany do Western blot ektopickou novotvorbu
svalu mysi kosti.*
FGF-2 p(HEMA-co- Defekt femuruu mikroCT, Bez efektu [Mabilleau
VP)** kralika Histomorfometrie etal., 2008]
rhFGF-18// in vitro Efekt rhFGF-18 real-time PCR, Signifikantni nartst [Jeon et al.,
rBMSCs na rBMSCs histologie novotvorby kosti, 2012]

rhFGF-18 zvySovalo
proliferacni aktivitu
rBMSCs
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. Nizké davky FGF-2 dle autorti zvySovaly novotvorbu kosti ziejm¢ mechanismem zvySeni exprese
BMPR na povrchu osteoprogenitorovych bun¢k

faled Poly(2-hydroxy,ethyl methakrylat) pHEMA kopolymerovany s 2-vinyl,pyrrolidonem - VP, pomér
80:20%

Plazma bohata na desticky - PRP

Plazma bohata na desticky (angl. Platelet-Rich Plasma, PRP), v literatufe méné
Casto nazyvana autologous platelet concentrate (APC) nebo platelet-rich growth factor
(PRGF).

Hojeni tkdn¢ na obecné trovni probihd ve tfech fazich: a) stddium reparativniho
zanctu, ktery zahrnuje agregaci desticek a jejich aktivaci, migraci granulocyti a
markofagt, b) proliferace mezenchymalnich bun¢k a jejich diferenciace, c) regenerace
tkan¢ specifickymi buiikami [Intini 2012], [Kumar et al., 2003].

Desticky jsou bezjaderné drobné buniky vznikajici z megakaryocytt. Maji hlavni
roli ve vzniku primarniho uzavéru rany krevni srazeninou. Jsou ditlezité v modulaci zanétu,
usnadiiuji bunécnou chemotaxi a proliferaci, usnadiiuji hojeni, angiogenezi a formovani
kosti [Orlando et al., 2013]. PRP ptedstavuje koncentrat desti¢ek v malém objemu plasmy.
Desticky uvoliuji ze svych granuli velké mnozstvi riznych cytokinli a rastovych faktora
[Intini 2012]. Studie ukazuji, Ze desticky obsahuji vice nez 800 proteinii s rdznymi
posttransla¢nimi modifikacemi, jako je napt. fosforylace, kterd vede k vytvoreni vice nez
1500 bioaktivnich latek [Zhu et al., 2013]. Z nejvyzamngjSich a nejvice popsanych
jmenujme napt. Connective Tissue-Activating Peptide III (CATP III), epidermalni ristovy
faktor (epidermal Growth Factor, EGF), faktor V, XI, XIII, fibrinogen, fibroblastovy
rustovy faktor 2 Fibroblast Growth Factor (Fibroblast Growth Factor - FGF2), fibronektin,
inzulinu podobny ristovy faktor I (Insulin-like Growth Factor-l1 - IGF-I), osteokalcin,
platelet-derived endothelial cell growth factor - PDECGF, destickovy ristovy faktor
(Platelet-derived Growth Factor - PDGF), serotonin, transformujici ristovy faktor beta-1
(Transforming Growth Factor-bl - TGF-bl), vaskularni endotelidlni ristovy faktor
(Vascular Endothelial Growth Factor -VEGF), Von Willebrandtv faktor [Intini 2012],
[Kumar et al., 2003], [Frechette et al., 2005], [Lacoste et al., 2003], [Hoffman et al.,

2000], [Thiede et al., 1994]. Z vyse uvedeného vyplyva dulezitost desticek v reparaci a
regeneraci tkani. Cast ristovych faktorGi destiGek je zfejmé jesté neobjevena. Pouziti
desticek ve form& PRP v tkdnovém inzenyrstvi misto Cistych rustovych faktordt ma mnoho
vyhod: a) mensi riziko alergickych reakci, b) mensi riziko ptenosu infek¢nich chorob, c)
vSestranné ovliviiovani regenerace tkan¢ nejen konkrétni smési rustovych faktord, ale i
pfimou interakci mezi intermembranovymi glykoproteiny a receptory desticek, d) je levny,
e) dobie dostupny. Piiprava PRP je moznd dvéma technikami pomoci: a) viceucelovych
bunéénych separatorti (centrifug), b) destickovych separatorti [Raja et Naidu 2008]. Jedna

se 0 metody jednostuptiové a dvoustupniové centrifugace [Zhu et al., 2013]. U
viceucelovych separatorti se uziva vetSstho mnozstvi krve (cca 450 ml) s citritovym
antikoagulantem, kterd se centrifuguje piiblizné pii 5600 otackach za minutu. Poté se
otaCky snizi na cca 2400 otacek/min. a vysledkem je cca 30 ml PRP. Oddélena ¢ast vzorku
cca 420 ml se mulZze vratit pacientovi nebo je zniena [Raja et Naidu 2008]. U
jednoucelovych separatorii se pouziva malé mnozstvi krve, coz tyto pfistroje predurcuje k
pouziti v klinické praxi, naptf. v zubnim Iékafstvi a maxilofacidlni chirurgii. Jsou k
dispozici rizné centrifugy, které pouzivaji rizné antikoagulanty. Princip pfipravy PRP je
popsan v tabulce 15.
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Tabulka 15 - Piiprava PRP

Poradi  Popis

1. Odbér vendzni krve do zkumavky s antikoagulantem

2. Prvni centrifugace o nizkych otackach, ktera separuje krev na nejnize polozenou vrstvu
cervenych krvinek (55 % objemu), nejvyse je acelularni plasma nazyvana také PPP
(platelet poor plasma- 40 % objemu), a mezi t€mito vrstvami je PRP vrstva (5 % objemu),
ktera se v transfiznim 1ékaftstvi nazyva také ,,buffy coat” [Raja et Naidu 2008]

3. Sterilni stiikackou se odebere PPP, PRP a drobné mnozstvi cervenych krvinek do dalsi
zkumavky bez antikoagulantu

4, Druha centrifugace o vysokych otackach, kdy separujeme PRP na dno zkumavky a PPP
(80 % objemu) je nad vrstvou PRP

5. PRP se odsaje a roztiepe

6. PRP se smicha s bovinnim trombinem a chloridem vapenatym, ktery zrusi efekt

citratového antikoagulantu. Bovinni trombin aktivuje fibrinogen na fibrin [Raja et Naidu
2008], [Sonnleitner et al., 2000]
Zdroj: [Zhu et al., 2013]

Vyse popsaného mechanismu se pouziva v tkdnovém inzenyrstvi, kde potfebujeme
ziskat matrix pro kmenové buiikky. V klinickych aplikacich se PRP  pfipravuje s
vynechanim bodu 6., coz mé za dasledek vznik injektabilni formy PRP. Koncentraci
desticek ovliviiuje pohlavi (u Zen vyssi koncentrace) a fyzickd kondice subjektu, ale neni
ovlivnéna vékem. Obsah rustovych faktorti nezavisi ani na pohlavi, ani na véku a jinych
faktorech [Zhu et al., 2013].

V maxilofacialni chirurgii prvni klinické testovani PRP provedli Marx et al., v roce
1998. Autofi prokazali, ze PRP obsahuje ristové faktory a v koncentrované formé je
dodava regenerujici tkdni. Dale uvadéji, ze pouziti PRP statisticky signifikantné vedlo k
lepSimu hojeni kostni rany [Marx et al., 1998]. Od té doby se PRP zacalo zkoumat a
uzivat i v klinické praxi. Pouziti PRP v klinické praxi eliminuje riziko pfenosu infek¢nich
onemocnéni, protoze se jednd o autologni aplikaci, dale je levné a rychlé pro klinické
pouziti. Mezi vyhody PRP patii 1 absence nezddoucich imunitnich reakci, jaké jsou zndmy
u pienosu allogenich a xenogenich materialti. Néktetfi autofi uvadéji riziko imunitnich
reakci pii pouziti bovinniho trombinu. Toto tvzeni podporuje prace Raja et Naidu z roku
(2007) a rovnéz Lansbergové et al., (1998), [Raja et Naidu 2008], [Landesberg et al.,
1998]. Autofti diskutuji o rizicich spojenych s pouzivanim PRP ve form¢ gelu, ktery se
ziskava smichani PRP s bovinnim trombinem.

Landbergova varuje pfed pouzitim bovinniho trombinu, ktery mize vést k rozvoji
zavaznych zivot ohrozujicich koagulopatii [Raja et Naidu 2008], [Landesberg et al.,
1998]. Toto riziko, jak zminéno vyse, se nevyskytuje u PRP pouZivané v klinickych
studiich bez bovinniho trombinu. V souvislosti s PRP se diskutuje o optimalni koncentraci
desticek.

Choi et al., (2005) studovali zavislost koncentrace PRP in vitro na kostnich
bunkach ziskanych z alveolarnich vybezk Celisti. Zjistili, Ze vysoké koncentrace PRP maji
supresorovy efekt na viabilitu a proliferaci kostnich bunék. Naopak nizké koncentrace PRP
okolo 1-5% zlepsovaly signifikantn¢ viabilitu a proliferaci kostnich bunék. Jejich zjisténi
ziejme vysvétluje heterogenitu dat, respektive uspésnost pouzivani PRP v raznych studiich
[Choi et al., 2005].

Marx publikoval v roce 2004 ¢lanek, ve kterém se vénuje kontroverzi v hodnoceni
PRP. Uvadi, Ze fada studii prob&hla na zvifecich modelech jejichz velikost znemoziovala
ziskéani vétsiho mnozstvi krve. V téchto studiich se pouZzivalo krve od jiného jedince. Proto
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nemaji dle Marxe vypovédni hodnotu, nebot” se jednalo pouze o homologni, ale ne
autologni krev. PRP je vzdy autolognim materialem [Marx 2004].

V tkanovém inzenyrstvi se PRP Siroce pouziva. Zhang et al., (2011) studovali efekt
PRP in vitro, kdy testovali obsah alkalické fosfatazy (ALP), a in vivo na mysich s pouzitim
koralu jako matrix spolu s mezenchymalnimi kmenovymi bunkami z kostni dien¢
(BMSCs). Nejvyssi novotvorbu kosti pozorovali ve skupiné s PRP s BMSCs, a to jak
histomorfometricky, tak i v hladin¢ ALP [Zhang et al., 2011].

Kasten et. al., (2008) testovali efekt PRP na modelu defektu diafyzy radia u kralika
s pouzitim hydroxyapatitové matrix a mezenchymalnich kmenovych bunék z kostni dfené
(BMSCs). Novotvoienou kost vySetfovali pomoci mikroCT a histomorfometrie. Zjistili
vys$si novotvorbu kosti u skupiny s PRP. Prekvapivé ve skupiné PRP s BMSCs nebyl dalsi
narast novotvorby oproti skupiné¢ pouze s PRP. Pii mechanickém testovani nepozorovali
zadny rozdil mezi skupinami [Kasten et al., 2008]. Dalsi efekt PRP na novotvorbu kosti
stale zstava kontroverzni.

Sarkara et al.,, (2006) nepotvrdili pozitivni efekt PRP v novotvorbé kosti na
kolagennim nosici.

Khojasteh el al., (2008) testovali mezenchymalni kmenové bunky z kostni diené
(BMSCs) a porovnavali jejich efekt spolu s efektem PRP. Zjistili hor$i vysledky
novotvorby kosti ve skupiné s PRP oproti skupiné s BMSCs [Khojasteh et al., 2008].

V kostnim tkafiovém inzenyrstvi zistava role PRP kontroverzni — viz tabulka 15.
Obecné lze konstatovat, ze PRP zlepSuje proliferaci bunck, snizuje obsah alkalické
fosfatasy jako markeru osteogeneze [Arpornmaeklong et al., 2004].

Kruger et al., (2012) pozorovali, Ze PRP podporuje proliferaci bun¢k a podporuje
chondrogenezi [Kruger et al., 2012]. Mishra et al., (2009) pozorovali stejny efekt PRP

[Mishra et al., 2009]. Ukazuje se, ze role PRP bude spiSe v chondrogenni diferenciaci
kmenovych bunék a tim klinicky pouZitelné spise v 1écbé osteoartrdzy.

Tento nazor podporuje Kiitiik et al., (2014). Autofi pozorovali zlepSeni
osteoartr6zy temporomandibuldrniho kloubu po aplikaci PRP.

Pozitivni efekt PRP potvrdili ve své praci Machon el al., (2013), kdy v klinické
studii na 30 pacientech porovnavali efekt intraartikularni aplikace kyseliny hyaluronové,
efekt PRP a pouze rezimovych opatieni. Ve skupiné s PRP pacienti udavali v 70% zlepSeni
bolesti [Machon et al., 2013].

V kostnim tkanovém inZenyrstvi se o roli PRP Siroce diskutuje. V ramci
konstruktivistického pfistupu ke kostnimu tkanovému inzenyrstvi se uvazuje o PRP jako o
médiu k dodani Siroké palety riistovych faktord v idealnich koncentracich. Jiz nyni se
Vv ortopedii a Celistni chirurgii uplatiiuje v 1écbé osteoartrozy pro svij vétsi chondrogenni
potencidl. Porovnani i€¢inku PRP s kmenovymi bunikami viz tabulka 16.
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Tabulka 16 - Porovnani idinku PRP s kmenovymi buiikami

Ristové Matrix Model Metoda analyzy =~ Vysledek Ref.
faktory/
kmenové
buiiky
PRP//  Coralline invitro/  Hladina ALP Signifikantné vy$8i nariist ~ Zhang et
5x10° invivo:  histomorfometrie  kosti ve skuping al., (2011)
rBMSC mys$ PRP+MSCs+coralline.
S*
PRP// Hydroxyapatit  defekt uCT, Podle mikroCT a Vogela et
BMSCs (HA) diafyzy  histomorfometrie, histomorfometrie: vyssi al., (2008)
* radia u mechanické novotvorba kosti u skupiny
kralika testovani PRP+HA. Ve skupiné
PRP+HA+BMSCs nebyl
dalSi narist novotvorby
oproti PRP+HA.
Mechanické testovani:
Zadny rozdil mezi skupinami
PRP Kolagen defekt RTG, uCT, Bez efektu Sarkara et
tibieu histologie, al., (2006)
ovce mechanické
testovani
PRP//  Bio- defekt Histomofrometrie  Nejvy$si nartst kosti ve Khojasteh et
rMSCs  oss®/HA+p- kalvy u skupiné: al., (2008)
TCP, krysy HA+B-TCP +BMSCs.
Skupiny: PRP bez pozitivniho efektu
Bio-0ss®+PRP na novotvorbu kosti
Bio-
0ss®+BMCS
HA+B-TCP +
PRP
HA+p-
TCP+BMSCs
PRP Kolagen invitro  méfeni ALP a PRP na davce zavisla
2.5x10® obsahu vapniku podpora proliferace bun¢k ﬁ;pogrsr;aek
-1.6x10’ v 3 dennich s poklesem aktivity ALP a (20%8) "’
desticek intervalech obsahu vapniku.
/kulturu) U skupin s rhBMP-2
inhibice proliferacni aktivity,
rhBMP- nartist ALP a obsahu
2 (300 vapniku. PRP inhibuje
ng), osteogenni diferenciaci pre-
osteoblastu z BMSCs. PRP
PPP**// nemuze nahradit thBMP-2
BMSCs
* 4x10*
bunck
PRP// Kolagen Defekt RTG, histologie Skupiny s kmenovymi Niemeyer et
BMSCs, tibie u buitkami vétsi nariist kosti & (2010)
ASCs ovce nez prazdny defekt. Nejvyssi

nardst kosti
BMSCs>+ASCs+RPR>ASCs
>prazdny defekt. Zaveér: PRP
kompenzuje novotvorbu kosti
u ASC.

*  BMSCs - Bone marrow derived mesenchymal stem cells; ASCs - adipose-tissue derived stem cells

** PPP -

Plasma chudé na desticky
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Fibrin bohaty na desticky - PRF

Fibrin bohaty na desticky (angl. Platelet-Rich Fibrin — PRF) je druhou generaci
destickového koncentratu po plasmé bohaté na desticky — PRP. PRF je fibrinové koagulum
bohaté na desticky bez pfidaného trombinu [Dohan et al., 2006]. Dohan and Choukroun et
al., (2006) uvadeji, ze by PRF mél mit jiné biologické chovani nez PRP. PRP podle téchto
autorti uvoliluje rastové faktory a dalsi ptisobky nekontrolované a velmi rychle. PRF by
naproti tomu mél tyto piisobky uvoliovat mnohem pomaleji vzhledem k jejich ,,uvéznéni‘
v zesitované fibrinové matrix PRF [Dohan et al., 2006]. PRF obsahuje stejné pusobky,
které byly popsany u PRP. Protokol na ptipravu PRF je jednoduchy a obdobny jako vyroba
PRP. Po odbéru vzorku venozni krve se vzorky umisti do centrifugy. Ve zkumavce neni
zadny antikoagulant. Centrifugace probiha s 3000 otackami/min po dobu 10 min. Poté
muzeme ve zkumavce pozorovat 3 vrstvy: horni vrstva je tvofena acelularni plazmou,
dolni, Cervena, vrstva obsahuje erytrocyty a stfedni vrstva je fibrinovou srazeninou. Horni
vrstva se odsaje, stfedni vrstva se 2 mm pod linii mezi stfedni a dolni vrstvou oddé¢li.
Stfedni vrstva s malym lemem dolni erytrocytarni vrstvy predstavuje PRF. Stfedni vrstvu
tvoii fibrinova sit’ se zachycenymi desti¢kami. Uspé&ch metody je zavisly na rychlosti mezi
odebranim krve a centrifugaci, protoze krev se zaina srazet ihned po kontaktu se sténou
odbérové zkumavky [Naik et al., 2013]. Vyhody PRF oproti PRP viz tabulka 17.

Tabulka 17 - Vyhody pouZiti PRF oproti PRP

Jednoducha a levna procedura

Odpada pouziti bovinniho trombinu

Nepouzivaji se antikoagulancia

Lepsi hojeni tkdn¢ dané pomalym uvoliiovanim ristovych faktort
Lepsi proliferace a migrace bunék

PRF ma pozitivni efekt na imunitni systém

Usnadiiyje hemostazu [Dohan et al., 2006], [Naik et al., 2013]
Zdroj: [Dohan et al., 2006], [Naik et al., 2013]

Dohan et al.,, (2004), Dohan et al., (2006) spolu s autorem konceptu PRF
Choukrounem testovali kvantitativné obsah PDGF, TGFB-1 a IGF-I v horni vrstvé
centrifugatu tj. PPP (angl. platelet poor plasma) a ve vlastnim PRF. Autofi naznacuji, ze
pomald polymerace fibrinu vede k inkorporaci desti¢ek, coZz by mohlo vést k
dlouhodobéjsimu uvolilovani rastovych faktorti desti¢ek a tim by PRF bylo kvalitnéj$im
vehikulem ristovych faktort [Dohan et al., 2004], [Dohan et al., 2006]. Stejni autofi
demonstruji uspéSnost PRF na pfipadu vyplnéni kostni cystické dutiny po exstirpaci cysty
z celisti. Uvadgji, Ze cystickd dutina se po exstirpaci zaplni koagulem, coZz ma byt
jednodussi verze PRF. Spontanni zhojeni cystické kostni dutiny trva 6—12 mésict, dle
autor k nému dojde pomoci PRF za 2 mésice [Choukroun et al., 2004].

He et al., (2009) porovnavali klinicky efekt PRP a PRF in vitro na potkanich
osteoblastech. Autofi analyzovali ziskané PRP a PRF a kvantifikovali PDGF (angl.
platelet-derived growth factor) a TGF-B1 (angl. transforming growth factor B1;TGF-B1)
vzdy 1., 7., 14., 21. a 28. den. Dale ptsobili pomoci PRP a PRF na potkani osteoblasty.
Zjistili, ze PRP uvoliuje nevyssi koncentrace PDGF a TGF-B1 prvni den a v dalSich dnech
uvoliovani téchto ristovych faktorid singifikantné klesa. PRF uvoliiovalo TGF-B1 nejvice
14. a PDGF 7. den. Na buné¢nych kulturach byla produkce alkalické fosfatasy (ALP) vyssi
ve skupiné¢ PRF [He et al.,, 2009]. Takto zajimavé potvrdili pifedpoklady Dohana a
Choukrouna [Dohan et al., 2006a], [Dohan et al., 2006a], [Choukroun et al., 2004].
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Kobayashi et al., (2012) zlepsili a standardizovali ptipravu PRF. Pokusili se také
kvantifikovat, jaky je obsah rastovych faktorti v PRF v zavislosti na piipraveé [Kobayashi et
al., 2012]. Jeong et al., (2014) augmentovali horni ¢elist u pst s pouzitim metody sinus
liftu. Misto vzniklé po elevaci sliznice sinus maxillaris vyplnili PRF. Po 6 mésicich
nezjistili dostatecny narust kosti s pouzitim PRF [Jeong et al., 2014].

Pripatnanont et al., (2013) testovali PRF na kréli¢im modelu. Autoii vytvofili
bikortikalni defekt v kalvé kralika oboustranné¢ a tento vyplnili PRF samotnym, PRF s
autologni kosti a PRF s deproteinizovanou bovinni kosti. PRF mélo pozitivni efekt pfi
pouziti jako samotné nebo v kombinaci s autologni kosti a negativni efekt pii pouziti s
deproteinizovanou bovinni kosti [Pripatnanont et al., 2013].

Boliikbas1 et al., (2013) testovali bifazicky kalcium fosfat (BCP) spolu s PRF.
Nepozorovali statisticky signifikantni nartist kosti ve skupiné s PRF u defektu tibie u ovce
[Boliikbasi et al., 2013].

Yoon et al., (2014) zkoumali narast kosti v defektu kalvy u kralika s pouzitim PRF
a bovinni kosti — smé&si hydroxyapatitu a beta-trikalcium fosfatu (HA+p-TCP). Ve skupiné
s PRF nezjistili statisticky vyznamny nartst kosti [Yoon et al., 2014].

Pokud mluvime o PRP jako castecné kontroverzni metodé¢, ktera jest¢ cekd na
experimentalni a klinické ovéfovani, plati totéz pro PRF jesté vice. V dostupné literatuie
neni k dispozici prakticky zadna validni studie s pouzitim PRF a kmenovych bunék.
Porovnani u¢inku PRF v rtiznych experimentech viz tabulka 18.

Tabulka 18 - Porovnani a¢inku PRF

Rustové Matrix Model  Metoda analyzy Vysledek Ref.
faktory
PRF ——-- Sinus RTG, ZhorSeni narustu Jeong et al.
liftu histomorfometrie  Kkosti u skupiny s PRF al., (2014)
psa
PRF Autologni kost, Defekt  Radiograficka PRF s pozitivnim
deproteinizovand  kalvy u  denzitometrie, efektem pti pouziti Pripatnanont
boninni kost kralika  histomorfometrie  samotné nebo et al.,
v kombinaci s (2013)

autologni kosti.
Negativni efekt pri
pouziti

s deproteinizovanou
bovinni kosti

PRF Bifazicky kalcium Defekt  Histomorfometrie  Bez statisticky Boliikbasi et
fosfat (BCP) tibie u signifikantniho efektu al., (2013)
ovce
PRF Xenogenni Defekty Imunohistochemie Bez statisticky Yoon et al.,
bovinni kost- Bio- kalvy u na VEGF, signifikantniho efektu (2014)

0ss®=HA+B-TCP kralika histologie

Riistovy faktor vazivové tkané — CTGF/CCN2

Riustovy faktor vazivové tkané (angl. connective Tissue Growth Factor, CTGF) byl
objeven v roce 1991. Tento faktor byl nazvan CTGF pro svoje mitogenni a chemotaktické
vlastnosti na fibroblasty [Kanaan et al., 2006]. CTGF patii do skupiny oznacované jako
CCN, coz jsou proteiny asociované s extracelularni matrix, které maji Sirokou paletu
pusobeni na adhezi, mitogenezu, migraci, chemotaxi, pfezit¢ bunky, diferenciaci,
angiogenezi, chondrogenezi, tumorogenezi a hojeni tkani.
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Nazev CCN zavedl Bork v roce 1993, ktery si vS§iml, ze zakladni tfi zastupci této
Sesti¢lenné skupiny, tj. CYR61 (CCN1), CTGF (CCN2) a NOV (CCN3), sdili Ctyfi casti
své molekuly [Bork 1993], [Perbal et al., 2010]. Tyto domény jsou podobné i dalSim
ristovym faktorim. Jedna se o: i) insulin-like growth factor binding protein (IGFBP), ii)
von Willebrandliv faktor typ C repeat (VWC), iii) thrombospondin typ 1 (TSP1) a iv)
cysteinovou doménu. Tyto jednotlivé podjednotky interaguji s riznymi ristovymi faktory,
bunénymi receptory, a proto maji riizné funkce v rozlicnych tkanich. CTGF (CCN2)
produkuji nejriznéjsi buiiky jako napt. fibroblasty, endotelidlni buiiky, buiiky mesangia
ledvin, osteoblasty a chondrocyty [Kanaan et al., 2006]. CTGF je zastupcem skupiny latek,
které se oznacuji jako CCN. Nazev, jak naznaCeno vySe, je akronymem prvnich pismen
zastupcu této skupiny podle pofadi, v jakém byly objeveny: Cyr61 (cysteine-rich
angiogenic protein), CTGF (connective tissue growth factor), NOV (nephroblastoma
overexpressed) [Kikuchi et al., 2008]. Celkem je ve skupiné CCN Sest zastupcu
oznacovanych postupné jako CCN1-CCN6. Receptory pro CTGF byly nalezeny na
osteoblastech, chondrocytech, endotelidlnich buiikach, destickéch a fibroblastech a jedna
se o receptory ze skupiny integrind [Kanaan et al., 2006]. CCN2 ma zfejmé velky vliv na
rozvoj fibrozy tkani, zejména jater, ledvin, plic, srdce a kize. V té€chto lokalizacich je
fibroza spojena s nadmérnou expresi CCN2 [Brigstock 1999]. Ono et al., (2007)
pozorovali vys§i adhezi lidskych kmenovych bun€k z kostni dien¢ (hBMSCs) na
hydroxyapatit. Tuto vazbu ruSila protilatka proti intergrinu avB3, coz potvrzuje ucast
téchto receptori. CTGF podporuje proliferaci a diferenciaci fibroblastli, chondrocyti,
endotelialnich bun€k a osteoblastu in vitro [Kikuchi et al., 2008], [Kikuchi et al., 1995],
[Nakanishi et al., 2000], [Shimo et al., 1999], [Nishida et al., 2000]. Tento rastovy faktor
ma také nezastupitelnou roli ve vyvoji skeletu.

Yosimichi etl al., (2001) pozorovali, ze CTGF je 8-10x vice exprimovan u
osteopetrdzy, coz naznacuje vyssi pocet MSCs, diferencujicich se osteogenné 11. CTGF
také zvysuje adhezi a migraci lidskych mezenchymalnich kmenovych buné¢k z kostni dien¢
a usnadnuje jejich osteogenni diferenciaci [Kikuchi et al., 2008], [Ono et al., 2007], [Ono
et al., 2008]. CTGF ma zfejmé roli ve vyvoji tkanové fibrozy a je dilezity pfi navozeni
experimentalni fibrozy [Leask 2011], jak n€které studie naznacuyji.

Kikuchi et al., (2008) testovali rekombinantni CTGF na osteoblastech in vitro.
Pozorovali osteogenni diferenciaci bun€k in vitro. Poté pouzili takto in vitro ovéfené
CTGF in vivo, na modelu kostniho defektu femuru u potkana. Jako matrix pouzili zelatiny
s kolagenem k postupnému uvoliiovani CTGF. Kvantitativni analyza ukéazala 70-80 %
regenerované kosti ve skupiné s CTGF v defektu ve srovnani s 50 % v kontrolni skupiné
[Kikuchi et al., 2008]. CTGF neni typickym ristovym faktorem v kostnim tkanovém
inZenyrstvi. V maxilofacialni oblasti existuje jen nckolik praci o roli CTGF v kostnim
hojeni a novotvorbé.

Kanyama et al., (2003) studovali expresi CTGF v alveolarni kosti u potkana.
Zjistili, ze k expresi CTGF dochéazelo v casném stddiu hojeni extrakéni rdny. Vysokou
expresi CTGF gzjistili v endotelialnich bunkach migrujicich do granula¢ni tkan¢ na dné
extrakéni rany 4. poextrakéni den. Osteoblasty exprimovaly CTGF v malém mnoZstvi
kolem 7., 10. a 14. dne [Kanyamaa et al., 2003].

Role CTGF v kostnim hojeni se stale v literatufe studuje. Publikaci na toto téma je
poskrovnu, nebot’ role CTGF je v kostnim tkdfiovém inZenyrstvi okrajova.
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Dalsi ristové faktory a latky ovliviiujici novotvorbu kosti

Cytokiny jsou heterogenni skupinou latek, které se ucastni buné¢né signalizace.
Patii mezi né¢ napfiklad interleukiny, interferony, tumor nekrotizujici faktor a dal§i. V
kostnim tkanovém inzenyrstvi se tyto latky ptili§ neuplatiuji. Z celé skupiny interleukina
se v kostnim vyvoji a metabolismu uplatituji zejména IL-6 a IL-11. Receptorem pro
bunécnou signalizaci je gp130 a je pravdépodobné, ze dalsi cytokiny, které prenasi signal
pfes tento receptor, ovliviluji osteogenezi [Bilezikian et al., 2008].

Interleukin 6 a interleukin 11 maji dle literatury i negativni vliv na osteogenezi v
bunéénych kulturach [Bilezikian et al., 2008], [Hughes et al., 1993]. Ve srovnani s BMP,
PDGF, VEGF, TGF-pB predstavuji interleukiny spise postranni proud v kostnim tkadnovém
inzenyrstvi.

Interleukin 11 se ucastni regulace a diferenciace kostnich bunék. ZvysSena exprese
IL-11 u mysi vede ke stimulaci novotvorby kosti. Zvysuje tloustku kortikalis dlouhych
kosti, zvétSuje jejich pevnost a na mySich snizuje vékem podminénou ztratu kostni hmoty.
V experimentu na mysSich vedl IL-11 ke zvySeni exprese genu pro BMP-2, Kk
osteoblastogenezi a snizeni adipogeneze v kostni dieni [ Takeuchi et al., 2002]. Interleukin
11 miaze hrat dalezitou roli v humanni mediciné k ochrané pted stafeckou osteoporozou.
Leon et al., (2007) testovali in vitro lidské parodontalni buniky (HPLCs - human
periodontal ligament cells) spolu s IL-11 v pfitomnosti kyseliny citronové. Potvrdili, ze
HPLCs se v pritomnosti IL-11 a kyseliny citronové diferencovaly v osteoblasty.

Suga et al., (2001) testovali interleukin 11 a BMP-2 na mysich mezenchymalnich
kmenovych bunikach. Zjistili synergicky efekt IL-11 a BMP-2 na osteogenezi [Suga et al.,
2001]. Této zkuSenosti autoii vyuzili k dalSim experimentim a v roce 2004 publikovali
zkuSenosti s testovanim IL-11 in vivo. Suga et al., (2004) pracovali s defektem ulny na
krali¢cim modelu. Pouzili PLGA adsorbované Zelatinové matrix spolu s thBMP-2 a rhlL-2.
Testovali oba rastové faktory dohromady a samostatné. Prokdzali, Ze oba rastové faktory
pusobily synergicky a ve skupin¢ s hBMP-2 a rhIL-2 byl nejvétsi nartst kosti. Piekvapivé
bylo, Ze mechanicka stabilita byla po 8 tydnech stejna ve vSech skupinach. Rustové faktory
vedly zfejme¢ ke zrychleni novotvorby kosti bez nértstu jeji pevnosti [Suga et al., 2004].

Vitamin D obvliviiuje metabolismus kosti. V kostnim tkanovém inzenyrstvi se
pouziva méné ve srovnani s predchozimi latkami. Tento vitamin steroidni povahy typicky
ovlivituje stfevo, ledviny, kost, ale receptory pro jeho piisobeni maji i kiize, lymfocyty,
monocyty, kosterni a srdecni sval, mlécnd Zl1aza a adenohypofyza. Hlavni funkci vitaminu
D je aktivace transportu Ca** a PO4% ze stfeva a zvyseni plazmatické hladiny t&chto iontil
v plazmé. Jeho sekrece je fyziologicky kontrolovana zpétnovazebné pies plazmatickou
hladinu Ca2+ a PO4*. Tvorba vitaminu D je stimulovéna parathormonem [Ganong et al.,
1995]. De Kok et al., (2006) pouzili lidskych mezenchymalnich bunék (hMSCs) s
vitaminem D spolu s hydroxyapatitem a trikalcium fosfitem. Tyto buiniky implantovali
subkutanné imunosuprimovanym mysim a zjistili, ze skupina s hMSCs méla vEtsi narast
kosti oproti kontrole, ale pozitivni efekt vitaminu D se nepodafilo prokazat. [De Kok et
al., 2006].

Song et al., (2011) testovali I MSCs z kostni diené od lidskych dopélych dérct
spolu s BMP-2 a kalcitriolem. Zjistili signifikantné synergicky efekt obou ristovych
faktorti na hladinu alkalické fosfatasy a na mineralizaci. [Song et al., 2011]

Kabasawa et al., (2003) pouzili demineralizované potkani kosti s th-BMP-2, kterou
implantovali subkutdnné ctyitydennim a padesatitydennim samicim potkana. SnaZzili se
simulovat podminky regenerace kosti u star§iho pacienta. Zjistili signifikantné niz$i
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novotvorbu kosti u padesatitydennich samic. Systémovym podavanim Kkalcitriolu,
parathormonu a prostaglandinu E2 samostatné se snazili eliminovat tento vékovy rozdil v
osteogenezi. Doslo k signifikantnimu nariistu kosti u systémového podavani vsech tii
rustovych faktorti bez rozdilu. Autofi se domnivaji, Ze by tato zkusenost mohla pomoci pfi
1é¢bé porotickych pacientu vyssiho véku [Kabasawa et al., 2003].

Vitaminu D se pouziva v kostnim tkdiiovém inzenystvi mén¢, spise jako aditiva.
Porovnani uc¢inku vitaminu D v riiznych experimentech viz tabulka 19.

r

Tabulka 19 - Porovnani a¢inku vitaminu D v raznych studiich

Ristové Matrix Model Metoda analyzy Vysledek Ref.
faktory/
kmenové
buiiky
Vitamin D Hydroxyap Subkutanni Histomofrometrie ~ Bez efektu. Nebyl De Kok
/IhBMSCs atit/trikalci implantace u signifikantni rozdil et al.,
um fosfat  imunosupri- mezi skupinou (2006)
mované mysi hBMSCs lé¢enou

vitaminem D a

nelécenou
BMP-2/ In vitro In vitro - Barveni:Alizarin ~ Synergicky efekt ~ Song et
vitamin D; osteogenni Cerveny, ALP vitaminu D a BMP-  al., (2011)
/IASCs* medium 2
Implantace Deminera Subkutanni RTG, histologie, 50 tydenni samice
rhBMP-2, lizo-vana implantace u 4 aktivita ALP, potkana mély mensi Kabasawa
Systémové kost a 50 tydennich  obsah vapniku novotvorbu kosti ve et al.,
podavani: potkana  samic potkana srovnani s 4 (2003)
Kalcitriolu/ tydennimi.
Parathormonu Systémové
Prostaglandinu podavani
E2 Kalcitriolu/

Parathormonu/

Prostaglandinu

E2 samostatné vedlo
k signifikantnimu
narlstu kosti.
Narast byl
srovnatelny

S naristem
novortorby u 4
tydennich samic.
Rodily mezi
rustovymi faktory
nebyly.

*  Adipose stem cells

Parathormon PTH je produkovan pfistitnymi télisky Stitné zlazy. Hormon pusobi
v kostech, zvySuje kostni resorpci a mobilizuje Ca®". Kromé& zvySovani plasmatické
hladiny Ca** a snizovani hladiny fosfatu v plazm&, PTH zvySuje exkreci fosfatu modi.
Parathormon také zvySuje tvorbu 1,25-dihydroxycholekalciferolu. Synteticky polypeptid
obsahujici aminokyselinové zbytky 1-34 hovéziho PTH ma vSechny zndmé biologické
ucinky celé molekuly [Ganong et al., 1995]. Pokud je parathormon podavan systémove
intermitentné, zvySuje novotvorbu kosti. Pti kontinualnim podavani vedl k jeji resorpci
[Hock et al., 2002].
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Pettwayova et al., (2005) cituji celou fadu autori a dokladaji, ze intermitentni
podavani PTH stimuluje novotvorbu kosti, zvySuje mnozstvi kompakty a jeji tloustku a
zlepsuje mechanické vlastnosti kosti u hlodavct, kralika, primatt a clovéka [Pettway et
al., 2005]. Stejna autorka pouzila mySich mezenchymalnich kmenovych bun¢k z kostni
dfené na zelatinovém nosic¢i. Systémoveé podavali denné¢ PTH po dobu 1, 3 a 7 tydnl a
testovali efekt. Vysledky byly protikladné, autoii zjistili nejvyssi novotvorbu kosti pii
systétmovém tritydennim podavani PTH, ale v tfitydennim podavani nebyl rozdil mezi
PTH a podavanim prazdného vehikula [Pettway et al., 2005] .

V kostnim tkdnovém inZenyrstvi se vyuzivd aminotermindlni Casti molekuly
PTH(1-34) pro vySe popsané ucinky. Na potkanim modelu bylo potvrzeno, ze PTH(1-34)
zastavuje rozvoj osteoartrozy, pokud je podavan jednou za tii dny [Chang et al., 2009].
Eswaramoorthy et al., (2012) pouzili stejného molekulového zbytku PTH(1-34) a snazili
se vylepsit podavani PTH. Porovnavali intraartikularni podavani PTH(1-34) v intervalu
jednou za tfi dny s PTH(1-34) enkapsulovanym na PLGA. Pozorovali, ze v obou
skupinach doslo k zastaveni osteoartrdzy, jinak feceno, ze PLGA s parathormonem je
stejné€ ucinny pii patnactidennim intervalu podavani. Autoii ovétili postupné uvoliiovani
PTH(1-34) z PLGA [Eswaramoorthy et al., 2012].

Rozen et al., (2007) porovnavali synergicky efekt PTH(28-48) interleukinu 6 a
receptoru pro interleukin 6 (IL-6R). Zjistili vyrazny nartst pevnosti zhojené zlomeniny s
pouzitim PTH(1-34) s IL-6+ IL-6R a PTH(28-48) s IL-6+ IL-6R [Rozen et al., 2007].
Guimaraes et al., (2012) systémové podavali PTH(1-34). Studovali dentinogenezi a
mineralizaci zarodkt fezdk u mysi. Potvrdili signifikantné vys$si apozici dentinu, vyssi
obsah ALP a lepsi vysledky v mechanickém testovani pti pouziti PTH(1-34) [Guimaraes et
al., 2012].

V kostnim tkanovém inzenyrstvi hraje parathormon mensi roli a stejné tak jako IL-
6 a IL-11 ma spiSe doplnkovou tulohu. Prace s pouzitim PTH jsou alespoii o fad méné
casté. K porovnani t¢inku vitaminu D v rtiznych experimentech viz tabulka 20.

Tabulka 20 - Porovnani u¢inku PTH v riznych experimentech

Riistové Matrix Model Metoda analyzy Vysledek Ref.
faktory/
kmenové
bunky
PTH// Zelatina  Subkutanni RTG, pCT, Protikladné vysledky mezi  Pettway
mBMSCs* inplantace u spektroskopie, spektroskopii a etal.,

mysi histomorfometrie  histomorfometrii. (2005)
PTH(1-34) PLGA  Lécba Histologie, Vyborny efekt postupného  Chang et
enkapsu- osteoartritis imunohistochemie, uvoliiovani PTH(1-34) al., 2009
lované do kolene na histomorfometrie  z PLGA. Stejny efekt
PLGA krysim aplikace PTH(1-34)

modelu,intra- Vv intervalu 3 dennim ve

artikularni srovnani s PTH(1-34)

aplikace. enkapsulovaném do PLGA

V intervalu 15 dennim.
PTH(28-48) --- Zlomenina tibie Histomorfometrie Signifikantni zlepSeni (0 Rozen et
PTH(1-34) u potkana mechanické 300%) mechanické pevnosti  al., (2007)
IL-6+IL- testovani zlomeniny pii pouziti IL-
R** 6+IL-6R + PTH(1-34) a
zlepSeni o

200% s pouzitim IL-6+IL-
6R+ PTH(28-48)
Systemové Dentinogeneze a RTG, Signifikantné vyssi apozice
podavani mineralizace elektronova dentinu, vys$§i obsah ALP, Guimarae
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PTH(1-34) zarodka fezak  mikroskopie, lepsi vysledky setal.,
u mysi nanoindentace vV mechanickém testovani (2012)

MBMSCs — mysi mezenchymalni kmenové bunky z kostni diené
*x IL-6+IL-6R — Interleukin 6 a IL-6 solubilni receptor

*

Kalcitonin

Kalcitonin je hormon, ktery produkuji parafolikularni bunky Stitné zlazy. Tento
peptid funguje jako antagonista parathormonu a snizuje plazmatickou hladinu vapniku,
zvy$uje ukladani Ca®* v kostech, respektive inhibuje aktivitu osteoklastii, snizuje absorpci
vapniku ve stievé a reabsorpci v ledvinach. Kalcitonin patii do vétsi skupiny peptidd,
kterou miiZzeme oznacit jako skupinu kalcitoninu. Obsahuje dalsi peptidové hormony, které
jsou svoji strukturou blizké kalcitoninu a zahrnuji calcitonin gene-related peptide (CGRP),
amylin, adrenomedulin a adrenomedulin-2 [24]. VySe jmenované peptidy z rodiny
kalcitoninu vznikaji alternativnim sestfihem (angl. splicing) primarniho transkriptu RNA.
Pti vybéru exoni 1, 2, 3 a 4 vznika kalcitonin, pokud je exon 4 nahrazen exony 5, 6 vznika
CGRP [Naot et Cornish 2008], [Rosenfeld et al., 1983]. Alternativni sestiih je specificky
pro rizné tkané. Pro nervovou tkan je typicky CGRP [Naot et Cornish 2008]. Kalcitoninu
se pouzivd v huménni medicin€ pti 1é¢bé ubytku kostni hmoty jako napt. u osteopordzy,
Pagetovy choroby, u naddorovych chorob a pii imobilité. Podobné jako kalcitonin vyvola
podani CGRP nebo amylinu pokles plazmatické hladiny véapniku, ale tyto latky maji
vyrazn¢ mens$i pusobeni nez vlastni kalcitonin. V kostnim tkdilovém inZenyrstvi se
kalcitoninu pouzivd méné. O to piekvapivéjsi je prace Fanga et al., (2013). Tito autofi
pouzili adenoviru jako vektoru genu pro CGRP na kmenové bunky z tukové tkané (ASCs).
Takto upravenych kmenovych bunék pouzili spolu s B-TCP matrix na defekt radia u
potkana. Zjistili signifikantn€¢ vys$i novotvorbu kosti u skupiny transfekce CGRP na
kmenové buniky oproti samotné matrix ¢i kmenovym bunkdm s matrix bez transfekce
[Fang et al., 2013].

Almeida et al., (2007) testovali vliv systémového podavani kalcitoninu u defektu
mandibuly u potkana. Zjistili negativni efekt tohoto hormonu na novotvorbu kosti oproti
kontrole [Almeida et al., 2007].

Arisawa et al., (2008) wvytvofili defekt mandibuly u ovariektomovanych samic
potkana. Nezjistili rozdil v novotvorbé kosti oproti kontrole [ Arisawa et al., 2008 1.

Washimi et al., (2007) zjistovali rozdily v novotvorbé kosti mezi pouzitim
kalcitoninu a PTH(1-34) na modelu ovariektomovanych samic potkana. Zjistili synergicky
ucinek PTH s kalcitoninem na udrZeni mikroarchitektury kosti u ovariektomovanych
samic, tedy lepsi vysledky nez pii pouziti téchto hormont samostatné¢ [Washimi et al.,
2007].

Claro et al., (2005) pouzili potkanti s farmakologicky navozenym diabetem. Autoii
nepozorovali zadny rozdil v narastu kosti mezi skupinou s diabetem 1é¢enou kalcitoninem
a skupinou s diabetem bez 1écby [Claro et al., 2005].

Kalcitonin ma negativni vysledky v kostnim tkafiovém inzenyrstvi [Almeida et al.,
2007] a casto ma jeho pouziti kontroverzni vysledky [Arisawa et al., 2008], [Claro et al.,
2005]. Pouziti tohoto hormonu je méné Casté. K porovnani ucinku kalcitoninu v riznych
experimentech viz tabulka 21.
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Tabulka 21 - Porovnani u¢inku kalcitoninu v riiznych experimentech

r we

Rustové Matrix ~ Model Metoda analyzy Vysledek Ref.
faktory/
kmenové
buiiky
Kalcitonin ~ --- Defekt mandibuly u  RTG, histologie, Negativni efekt. Mensi )
systémové potkana histomorfometrie nartist kostni homoty ve ':{”gle'da
skupiné s kalcitoninem (200}')
Kalcitonin ~ --- Defekt mandibuly u  Denzitometrie, Bez efektu Avrisawa
systémovée ovarienktomovanych  histologie, ?;0%'5)
samic potkana histomorfometrie
Kalcitonin/ --- Zména puCT, mechanické Synergicky ucinek na o
PTH(1-34) mikroarchitektury  testy, Udrzeni mikroarchitektury \e/:/ajr'm'
systémove femoru u histomofrometrie,  kosti mezi PTHaECT u (5097
ovariektomovanych ovariektomovanych samic.
samic potkana Lepsi vysledky neZ pii
pouziti téchto hormont
samostatné
Kalcitonin  polyetylén Defekt vyplnény Histologie, Bez efektu na novotvorbu  Claroet
systémove matrix v parietalni ~ histomorfometrie kosti mezi potkany s ?5605)
kosti u potkana s diabetem a skupinou s
indukovanym diabetem a kalcitoninem
diabetem
Transfek B-TCP Defekt radia u RTG, Signifikantné vyssi Fang et
ce genem potkana histomorfometrie novotvorba kosti ve ?;613)
skupiné CGRP-ASCs/-
pro * TCP oproti skupiné s f-
CGRP TCP a skuping s ASCs/p-
I TCP
rASCs**

* CGRP - Calcitonin gene-related peptide
** rASCs - potkani kmenové bunky derivované z tukové tkané

Kolonie stimulujici faktory - CSF

Kolonie stimulujici faktory (amgl. colony-stimulating factors) jsou glykoproteiny,
které patii mezi cytokiny a plsobi na vyzravani bilych krvinek z hematopoetické kmenové
buiniky. Mezi CSF patfi faktor stimulujici granulocyty a makrofagy (angl.. Granulocyte-
Macrophage CSF, GM-CSF), faktor stimulujici granulocyty (angl.. Granulocyte CSF, G-
CSF) a faktor stimulujici makrofagy (angl.. Macrophage CSF,M-CSF)32.

Granulocyty kolonie stimulujlici faktor (G-CSF) reguluje granulocytopoezu, podili
se na proliferaci, aktivaci a maturaci neutrofilti [Demetri et al., 1991]. V klinické mediciné
se ho pouziva jako rekombinantniho G-CSF k terapii neutropenie, pfedevS§im v onkologii
po chemoterapii a v hematoonkologii po transplantaci kostni diené¢ k rychlé mobilizaci
granulocytd. G-CSF lze vyuzit ke stimulaci granulopoezy v ramci pfipravy na
chemoterapii nebo transplantaci kostni diené. Mize se ho také pouzit u pacientii s HIV
infekei k mobilizaci granulocytii z kostni diené [Demetri et al., 1991].

Ishida et al., (2010) pouzili Zelatiny jako nosice a systému transportu 1é¢iv ("drug
delivery") pro G-CSF v defektu vietenni kosti u kralika. Na zakladé CT volumetrie,
histologie, imunohistochemie a PCR prokazali, ze G-CSF vedlo k rychlej$i osteogenezi a
angiogenezi [Ishida et al., 2010].

Minagawa et al., (2014) vytvorili defekt kalvy u potkana, ktery vyplnili B-TCP s
G-CSF, B-TCP s zelatinovym nosicem s G-CSF. Signifikantn¢ nejvyssi narlst v
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novotvorb¢ kosti byl ve skupiné€ s Zelatinou jako nosicem G-CSF. Dale autoii zaznamenali
nejvyssi narast produkce kosti ve skupiné B -TCP+ zelatinat+ 1 a 5 pg G-CSF, oproti
skupiné B -TCP+ zelatina+ 20 ng G-CSF. 28. Na této praci se ukazuje, ze Zelatina ziejmée
pomaleji uvoliiuje G-CSF a optimum davky je mezi 1 a 5 pg G-CSF [Minagawa et al.,
2014].

Endotelialni progenitorové bunky (angl. Endothelial progenitor cells - EPCs) se
podileji na embryonalnim vyvoji cévniho systému a jako CD34+ byly nalezeny v periferni
krvi dospélych lidi. Jsou rezervoarem pro neovaskularizaci. G-CSF tyto bunky ovliviuje,
buniky se oznacuji jako mobilizované a mohou byt pouzity nejen k revaskularizaci, ale 1
osteogenezi [Mifune et al., 2008].

Mifune et al., (2008) vyuzili CD34+ bun€k z periferni krve mobilizovanych G-
CSF. U téchto buné¢k ovéfili in vitro schopnost diferencovat se v osteoblasty. Dale vytvotili
in vivo model nehojici se zlomeniny na potkanim modelu. Vytvofili zlomeninu femoru a
kauterizovali pfilehly periost. VySe popsanych bun¢k pouzili v nékterych skupinach in situ
s kolagenni matrix a v jinych je podali systémové. Zjistili lepsi efekt u bunck
implantovanych in situ nez podanych celkové. Dale ovétili jejich osteogenni a
vaskulogenni potencial [Mifune et al., 2008].

Klinicky vyuzili téchto poznatki Kuroda et al., (2011) v kazuistice pacienta s
nezhojenou frakturou tibie 11 mésici po osteosyntéze. Pouzili CD34+ bun€k z periferni
krve, které mobilizovali G-CSF. Takto mobilizovanych bun¢k pouzili spolu s autologni
kosti. Po 3 mésicich byla zlomenina zhojena [Kuroda et al., 2011]. Tato zkuSenost ziejmé
autortim dodala odvahu, protoze v roce 2014 publikovali pilotni klinickou studii s pouzitim
CD34+ bun€k mobilizovanych opét G-CSF na kolagennim nosi¢i. Po 12 tydnech
radiologicky verifikovali zhojeni u 71% pacientli, respektive u 5 pacientd ze 7.
Nezaznamenali zadné negativni efekty, které by mély vliv na morbiditu nebo mortalitu
pacientd [Kuroda et al., 2014].

Jiny experiment provedli Murakami et al., (2013) s lidskymi kmenovymi buitkami
zubni diené (human dental pulp stem cells - hDPSCs). Autofi se snazili nalézt techniku
izolace kmenovych bunék bez pouziti pratokové cytometrie. Tyto bunky mobilizovali
pouzitim G-CSF. Efektivitu pfemény bunék verifikovali analyzou pomoci western blot
expresi biomarkeru pulpalni tkan¢ TRH-DE (thyrotropin-releasing hormone degrading
enzyme). Takto ziskanych mobilizovanych kmenovych bunék pouzili v experimentu in
vivo na imunosuprimovanych mysich, kterym subkutanné implantovali kofeny lidskych
zubt s kolagenni matrix a modifikovanymi hDPSCs (hMDPSCs). Pozorovali signifikantni
nariist novotvorby pulpy histologicky a také signifikantni narQist neovaskularizace
[Murakami et al., 2013].

Granulocyty kolonie stimulujici faktor ma vliv na mobilizaci kmenovych bunék a
vyvoj neovaskularizace. V kostnim tkdiiovém inZenyrstvi se ho pouziva méné Casto, stejné
jako to plati o celé skupiné. Nasledujici tabulka 22 porovnava ucinek G-CSF v rtiznych
experimentech.
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Tabulka 22 - Porovnani idinku G-CSF v riznych experimentech

Ristové  Matrix  Model Metoda analyzy Vysledek Ref.
faktory/
kmenové
buiiky
G-CSF Zelatina  Defekt Histologie, Signifikantn& vy$3i novotvorba [Ishida
ulny u histomofrometrie,  kosti ve skupiné s G-CSF. gtc)ilc)]
kralika RTG, CT Vaskulogeneze a osteogeneze
volumetrie, RT- signifikantné zvyseny ve
PCR*, prutokova skupiné¢ G-CSF
cytometrie,

imunohistochemie

G-CSF [J-TCP, Defekt Histomorfometrie Signifikantng vy33i novotvorba Minag
zelatina  kalvy u kosti uskupinys 1 a5 ug G- 5" et
potkana CSF v zelating s pouzitim B- 5014
TCP. Skupina -
TCP+Zzelatina+ 20 ug G-CSF
méla vyrazn¢ mensi
novotvorbu kosti. Skupiny s
G-CSF jen s § -TCP nemély
takovy nartst kosti.

G-CSF// Kolagen Subkutanni Histologie, Histologicky signifikatni

hDPSCs** implantace  western blot: TRH-  narGst novotvoiené zubni g/lmuirzlt(
lidskych DE*** dfené pfi pouziti al.,
kotenti zubti mobilizovanych hDPSCs resp.  (2013)
uimunosu- (MDPSCs), signifikatni nartst
primované vaskularizace pulpy s pouzitim
mysi mobilizovanych hDPSCs resp.

(MDPSCs)

* RT-PCR Real time PCR

** hDPSCs - lidské kmenové butiky zubni diené - human dental pulp stem cells

***  Western blot analyza exprese biomakreru pulpalni tkané: thyrotropin-releasing
hormone degrading enzyme (TRH-DE)
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4 Popis FeSeni a vysledky vyzkumu

Nedostatek kosti je jednim s nejvétSich probléml traumatologie, ortopedie,
spondylochirurgie a maxilofacidlni chirurgie. Ve vSech téchto oborech se 1¢kati setkavaji s
kostnimi defekty u pacienti po ztratovych poranénich, po resekénich vykonech u
nadorovych onemocnéni, v dentalni implantologii, u plastickych operaci vrozenych vad
oblieje (u rozstépd, kraniofacidlnich dysostéz a u estetickych korekénich operaci).
Nedostatek kosti je cCasto limitujicim faktorem funk¢ni rehabilitace pacienta. Ve
spondylochirurgii se kostni defekt nahrazuje autologni kosti nebo kosti z tkanové banky.
Nejcastéjsi formou zlomenin patefe jsou tfistivé zlomeniny, kompresivni fraktury u
osteoporozy, osteolytické kostni tumory vcetné sekundarnich. [Barsa et al., 2012].
Traumatologové a ortopedi se potykaji se stejnym spektrem pficin, které zpusobuji
nedostatek kostniho matetrialu.

Zlatym standardem rekonstrukce stale ziistava autologni kost. NejvétSim
problémem je morbidita vyplyvajici z nutnosti dvou operacnich pfistupli, oznacovana jako
morbidita v misté odbéru (angl. donor site morbidity). Dalsim negativem u autolognich
Stépl je resorpce Casti transplantované kosti vyplyvajici z absence vyzivy v dobé po
operaci. Z toho vyplyva riziko mikrobialni kontaminace kostniho bloku, ktery v dobé po
operaci neni kontrolovan imunitou pacienta, protoze chybi cévni zasobeni. Autologni kost
je limitovéna také objemem, ktery lze odebrat. Nalezenim alternativy se zabyva kostni
tkaniové inzenyrstvi. Cilem je nalézt mechanicky stabilni biokompatibilni matrix s
osteokonduktivnimi, osteoindukénimi a osteogenetickymi vlastnostmi, které se blizi vlastni
kosti. Idedlem by byla arteficidlni kostni matrix s vySe uvedenymi vlastnostmi opatfena
kmenovymi bunikami, ktera da vzniknout vlastni kosti pacienta.

Vysoky potencidl v kostnim tkdnovém inZenyrstvi se prisuzuje autolognim
mezenchymalnim kmenovym butikam (MSCs) [Zhang et al., 2010], [Griffin et al., 2011].
Tyto kmenové buiiky maji nékolik vyhod oproti pouziti ristovych faktorti: maji osteogenni
potencial, snadno se ziskavaji, kultivuji a maji nizky imunogenni potencial. [Kim et al.,
2008]. Podle rtznych autort inhibuji proliferaci bun¢k imunitniho systému, jako jsou T- a
B- lymfocyty, dendritické buniky a NK bunky, a moduluji funkci makrofagt [Kim et
Hematti 2009], [Ghannam et al., 2010]. V kombinaci s hydroxyapatitovou matrix stupiiuji
osteogenezi a kostni hojeni fraktur dlouhych kosti v ortopedii [Choi et al., 2011], spinalni
fazi ve spondylochirurgii [Huang et al., 2011] a 1é¢bu kraniofacialnich defekti v
maxilofacialni chirurgii [Miura et al., 2006].

Mechanicka stabilita hraje velkou roli v kostnim tkanovém inZenyrstvi. Zlomenina
je vystavena znanym disloka¢nim sildm. V maxilofacidlni chirurgii se jedna o velké
zvykaci sily, v ortopedii zatizeni osového skeletu a ve spondylochirurgii je patetf namahéana
pacivymi, trakénimi a kompresivnimi silami. Experimentalniho modelu fraktur kalvy se
Siroce uziva, ale vSechny tyto experimenty postradaji efekt mechanického zatizeni.
Obratlovy defekt a posterolaterdlni fizi jsme si vybrali jako experiment s mechanicky
zatizenym augmentatem. Obvykle se spinalni fuze provadi na vétSim zvifeti, nejCastéji
ovéim nebo potkanim modelu [Liang et al., 2010], [Zhu et al.,, 2011]. V nasem
experimentu jsme se snazili ptiblizit pouziti kmenovych bunék a hydroxyapatitové matrix
klinické praxi. Uelem prace bylo ovéfit novotvorbu kosti s pouzitim definovanych
lidskych kmenovych bunék z kostni diené¢ — hBMSCs - a hydroxyapatitové matrix na
imunosuprimovaném potkanim modelu. Ve druhé fazi jsme vytvofili levny a bezpecny
model obratlové fiize u imunosuprimovaného potkana s pouzitim stejnych bunck a matrix.
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4.1 Material a metody
Zvireci model

V nasi studii jsme pracovali s defektem obratlového té€la na potkanim modelu
kmene Wistar (Velaz, Praha, CR) s hmotnosti mezi 300-350 g. V dorzolateralni fiizi jsme
experimentovali s kmenem Wistar (Anlab, Charles River Laboratories, Kolin n/Rynem,
Némecko) s vahou mezi 300-350 g. Do nasi studie jsme zahrnuli pouze samce tohoto
kmene k minimalizaci vlivu hormont na hojeni a novotvorbu kosti [Sedy et al., 2008,
Luize et al., 2008]. Studii jsme provadéli podle nafizeni Evropské komise - European
Communities Council Directive - z 24. listopadu 1986 (86/609/EEC) o pouziti zvifat ve
vyzkumu. Studie byla odsouhlasena Etickou komisi Ustavu experimentalni mediciny
Akademie v&d CR.

Experimentalni skupiny
Potkany jsme ndhodné rozdélili do nasledujicich skupin:

a) experiment s defektem obratlového téla, 30 zvirat :

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

Skupina 2: defekt ventralni plochy obratlového téla L2 vyplnény hydroxyapatitem (n = 7);

Skupina 3: defekt ventralni plochy obratlového téla L2 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 fuzi L patere, 10 zvirat:

Skupina 5: faze spindznich vybézki sousednich obratlli lumbalni patefe se stabilizaci
titanovym mikroplate s titanovymi Srouby a s hydroxyapatitem krytym
kolagenni membréanou (n = 5);

Skupina 6: faze spindznich vybézki sousednich obratli lumbalni patete se stabilizaci
titanovym mikroplate s titanovymi Srouby a s hydroxyapatitem v kombinaci s
5 x 10° lidskymi mezenchymdlnimi kmenovymi bunkami z kostni diené
(hBMSCs), augmentacni material byl kryty kolagenni membréanou (n = 5);

Izolace a kultivace bunék

Lidské MSCs byly izolovany z kostni diené¢ (hBMSCs) od ctyf riiznych darci ve
véku od 28 do 66 let. Veskera piiprava kmenovych bunc¢k probéhla v ramci ,,Spravné
vyrobni praxe ve spole¢nosti Bionova s.r.o. (Praha, CR)* a byla odsouhlasena Statnim
tistavem pro kontrolu 16¢iv (SUKL, CR). Mononuklearni frakce obsahujici hBMSCs byla
separovana stupiiovitou centrifugaci s pouzitim 25% Gelofusinu® (B. Braun, Melsungen,
Némecko) a buiiky byly umistény do plastovych nadob v koncentraci 5-10 x 10° bungk/75
cm?. Buiiky byly dale kultivovany v médiu s obsahem Alpha MEM Eagle bez
deoxyribonukleotidii, ribonukleotidti a UltraGlutaminu (Lonza, Basilej, Svycarsko) s
ptidavkem 5 % trombocytarniho lyzatu (Bionova, Praha, CR) s 10 pg/ml Gentamicinu
(Lek Pharmaceuticals, Lublana, Slovinsko). Neadherujici bunky jsme vyplachli stejnym
mediem. Po dosazeni 80% pokryti nddoby buitkami jsme odloucili buiiky od stény nadoby
pomoci roztoku 1 ml/75 cm? TrypLE CTS SelectTM (Gibco, CA, USA). Bunky jsme v
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ramci druhé pasaze analyzovali a pouzili k experimentiim. Exprese specifickych markert
jsme ovérili pratokovou cytometrii (FACSAria flow cytometer, BD Biosciences, San
Diego, USA). Buiiky exprimovaly markery CD105, CD73, CD90 a byly negativni na
expresi markerit CD45, CD34, CD14, CD11b, CD79alpha a HLA-DR. Rustovy potencial
bunék jsme ovérili osteogenni, chondrogenni a adipogenni diferenciaci s pouzitim
standardnich diferencia¢nich medii, kterd byla popsana v literatufe [Turnovcova et al.,
2009]. Viabilita bunék byla vice nez 95 %. Tuto jsme ovéfili barvenim tryptanovou modii.
Kultury jsme testovali na pfitomnost bakterialni (vCetn¢ Mycosplasma pneumoniae) a
fungalni kontaminace. Piestoze byly buiiky ziskany od darct rizného véku, nepozorovali
jsme signifikantni odliSnosti v prolifera¢ni aktivité. Builkky byly zmrazeny ve
fyziologickém roztoku s obsahem 7,5% dimethylsulfoxidu (DMSO) s 5% albuminem.
Bunky jsme skladovali v tekutém dusiku pti -160°C az do pouziti v experimentu.

Priprava kostni matrix pred implantaci

Kmenové bunky jsme rozmrazili, centrifugovali a tiikrat promyli roztokem
vlazného pufru PBS (angl. phosphate buffered saline) k odstranéni zbytkového
zmrazovaciho roztoku. Suspenze bun&k s koncentraci od 0,5 do 5,0 x 10° bunék/ml jsme
umistili do vialek. Navlh¢eny hydroxyapatitovy granulat CEM-OSTETIC® (Berkeley
Advanced Biomaterials, Inc., Berkeley, USA) (0.02 g) jsme impregnovali suspenzi bunék.
Suspenze obsahujici matrix jsme centrifugovali pfi 1000 ota¢kach/min. Po centrifugaci
jsme zbytkovy PBS odstranili. Obsah vialky jsme promichali sterilnim néstrojem, abychom
ziskali homogenné granulovanou suspenzi matrix a bunék.

Chirurgicky vykon

Zvitata jsme uvedli do celkové inhalacni anestezie 5% isofluranem ve smési se
vzduchem pfi pratoku 300 ml/min. Vedeni celkové anestézie bylo dale pomoci 2%
isofluranu se stejnou nosnou smési i prutokem pomoci obli¢ejové masky. V nasi laboratofi
je tento anesteticky protokol rutinn€ pouZzivan fadu let a ve vySe uvedeném provedeni a
koncentraci anestetika byl prokazan jako bezpecny 1 pro déletrvajici chirurgické vykony
[Hejcl et al., 2008]. V poloze zvifete na bfise jsme po odstranéni srsti a dezinfekci v ramcei
beézné asepse operacniho pole provedli kozni incizi v délce cca 3 cm na urovni obratlit L1—
L3. Cely operac¢ni postup jsme vykonali s pomoci operaéniho binokularniho mikroskopu
(Carl Zeiss, Jena, Némecko).

a) Experiment s defektem obratlového téla:

Svaly kolem patefe jsme tupé odsunuli a bez perforace peritonea jsme vytvofili
pfistup k ventrolateralni ploSe obratlového téla L2. Ventralni ¢ast obratlového téla jsme
deperiostovali a ocistili od zbytkh mékkych tkani. Sterilnim tvrdokovovym kulovitym
vrtaCkem jsme pii rychlosti 1500 otacek/min s chlazenim sterilnim fyziologickym
roztokem vytvofili defekt obratlového téla o velikosti 2 x 5 x 1,5 mm. Rozméry jsme
kontrolovali kalibrovanou parodontologickou WHO sondou. 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 10° (viz obrazek ¢&.
1).
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Obrazek 1 — Defekt ventralni ¢asti obratlového téla lumbalni patete s augmentacnim
materidlem — peroperacni fotografie. Experiment defektu obratlového téla

Takto vyplnény defekt jsme pokryli vstiebatelnou kolagenni membranou Hyprosorb®
(Hypro, Otrokovice, CR) v souladu s pravidly metody Fizené kostni regenerace (angl.
guided bone regeneration). Pouziti kolagenni membrany samo o sob¢ je zlatym standardem
v fizené kostni regeneraci [Kazakos et al., 2011]. Svaly jsme seSili neresorbovatelnym
materidlem jednotlivymi stehy, k0iZi jsme seSili plastickym stehem k prevenci vykousavani
Sictho materialu zvifaty. Zvifata s augmentaci, tj. s hydroxyapatitem nebo s
hydroxyapatitem a kmenovymi bufikami, jsme imunosuprimovali denné cyclosporinem
davkou 10 mg/kg im. (Sandimmun®, Novartis, Bazilej, Svycarsko). K prevenci
bakterialni infekce jsme subkutanné podavali gentamicin 10 mg po 24 hod. po dobu
prvnich 5 pooperacnich dni (Gentamicine Lek®, Lek Pharmaceuticals, Lublana,
Slovinsko). Potkany jsme humanné usmrtili na konci 8. tydne od operace.

b) Experiment s dorzolateralni fiizi lumbalni patere:

Svaly kolem patefe jsme tupé odsunuli. Dorzalni plochy processus transversi et
spinosi stejné jako kost arcus vertebrae jsme peclivé odistili od zbytkti meékkych tkani.
Takto jsme ocistili vZdy dva obratle nad sebou bez priniku do mi$niho kanalu (viz obrazek
¢.2).
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Obrazek 2 - Deperiostované obratlové oblouky a spindzni vybéZzky lumbalni patete -
peroperacni fotografie. Experiment spinalni fuze, skupiny €. 5, 6

Vrtackem z instrumentaria mikro (Jeil Medical Corporation, Soul, Jizni Korea) jsme
vytvofili otvory v processus spinosi dvou sousednich obratli a spojili je titanovymi
dlahami mikroplate a Srouby (viz obrazek ¢. 3).

Obrazek 3 — Osteosyntéza spindznich vybézka lumbalnich obratlli pomoci titanovych
mikroplate a titanovych Sroubtli — peroperacni fotografie. Experiment spinélni fuze, skupiny
¢.5,6

Vlastni preparaci spinoznich vybézkl jsme provadéli s chlazenim sterilnim fyziologickym
roztokem jako prevenci tepelného traumatu kosti. Stabilitu fize jsme kontrolovali Setrnou
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manualni palpaci. Pouzili jsme standardni titanové dlahy mikroplate s tloustkou 0,5 mm z
medicinsky ¢istého titanu Grade IV a titanovych Sroubt (Jeil Medical Corporation, Soul,
Jizni Korea). Na odvracené stran¢ od titanové dlahy mikroplate jsme vyplnili prostor mezi
tranverzalnimi a spinéznimi vybézky pastou z augmenta¢niho materidlu samotného
(skupina 5) nebo pastou z augmentaéniho materidlu s 5 x 10° hBMSCs (skupina 6).
Zvazovali jsme pouziti hydroxyapatitu v bloku spolu s kmenovymi bunkami, ale jak
vyplyva z obrazku ¢. 4, material v jednom kuse v bloku by dostatecné nepiilnul ke
kostnimu podkladu a pravdépodobné by mohlo dochézet k podriistani vaziva mezi obratel
experimentalniho zvifete a augmentacni material.

Obrazek 4 — Schématické ukazka umisténi augmentéatu do prostoru ohraniceném dorzalni
plochou obratlovych oblouki a spin6znimi vybézky — peroperacni fotografie. Solidni
material v bloku by dostate¢né nepftilnul ke kostnimu podkladu a pravdépodobné by mohlo
dochézet k podristani vaziva mezi obratel experimentalniho zvifete a augmentacni
material, experiment spindlni fuze, skupiny €. 5, 6

V obou skupinich jsme kolem augmentatu vytvofili komirku z kolagenni membrany

Hyprosorb® (Hypro, Otrokovice, CR) k prevenci vriistani bunék vaziva do augmentatu dle
pravidel metody fizené tkanove regenerace (viz obrazek €. 5).
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Obrazek 5— Sutura po vrstvach. Jednou Sipkou je oznacena kolagenni membrana a
dvéma Sipkami paravertebralni svaly, které jsme pretahli pfes augmentovany segment —
peroperacni fotografie. Experiment spinalni fuze, skupiny €. 5, 6

Na tomto obrazku je jednou Sipkou oznacena kolagenni membriana a dvéma Sipkami
paravertebralni svaly, které jsme pretahli pfes misto spinalni fize. Schéma celého postupu
je na obrazku ¢. 6.

Obrazek 6 — Schéma spinalni fuze, transverzalni fez. Jedna Sipka: augmentacni material,
dve Sipky: oblouk obratlového t€la, tfi Sipky: kolagenni membrana, silné Sipka: titanovy
mikroplate se Sroubem na kontralateralni plose processus spinosus. Experiment spinalni
fuze, skupiny¢. 5, 6
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Zadové svalstvo jsme sesili nevstiebatelnou suturou jednotlivymi stehy (viz obrazek €. 5).
Kuzi jsme seSili stejnou suturou intradermalnim stehem k prevenci vykousavani steht
zvifetem. Zvifata saugmentaci, tj. s hydroxyapatitem nebo s hydroxyapatitem a
kmenovymi buiikkami, jsme imunosuprimovali denn¢ 10 mg/kg i.m. cyclosporinem
(10mg/kg, Sandimmun®, Novartis, Bazilej, Svycarsko). K prevenci bakterialni infekce
jsme subkutanné podavali Gentamicin 10mg po 24 hod. po dobu prvnich 5 pooperacnich
dni (Gentamicine Lek®, Lek Pharmaceuticals, Lublana, Slovinsko). Potkany jsme
humann¢ usmrtili na konci 8. tydne od operace.

Pooperacni péce

Zvitata jsme umistili do standardizovanych boxi po parech, abychom redukovali
stres z izolace. M¢la trvaly pfistup k vod¢ a straveé, cyklus svétlo-tma jsme stiidali po 12
hodinach. Denné¢ byla zvitata kontrolovéana, véetné vymeény steliva.

Ukonceni experimentu

Na konci 8. tydne od operace jsme zvifata uvedli do hluboké celkové anestézie
pentobarbitalem o davce 150 mg/kg. Transkardidln€ jsme je perfundovali 4%
paraformaldehydem v 0,1 mol. roztoku PBS. Provedli jsme disekci celého segmentu
patete, abychom neposkodili augmentovanou oblast. Kost jsme dodate¢né fixovali imerzi v
10% paraformaldehydu.

Radiografické vySetieni

Radiografické vySetieni jsme neprovadé€li u prvni ¢asti experimentu tj. u defektu
obratlového téla. Domnivame se, ze by nam nebylo pfineslo zadna dalsi data v dasledku
sumace defektu s okolni kosti.

V experimentu s dorzolateralni fuzi lumbalni patefe jsme z kazdé skupiny provedli
RTG vysetieni stejného vzorku, ktery byl pozdé¢ji vySettovan pomoci mikroCT. Pouzili
jsme RTG dentélniho pfistroje (Prostyle Intra, Planmeca Oy, Helsinki, Finland) a provedli
klasicky RTG snimek ve dvou projekcich celého segmentu patefe po jeho vybaveni z téla,
aniZ jsme odstranovali osteosynteticky material.

Micro-CT

Zkazdé¢ skupiny jsme jeden vzorek podrobili mikrotomografické analyze.
Skenovani bylo provedeno s pouzitim rentgenového tomografického zatizeni, popsaného
vnasi publikaci [Vanééek et al., 2013]. Vzorky jsme ozafovali s pouzitim
mikrofokuza¢niho zdroje rentgenového zateni L8601-01 (Hamamatsu Photonics K.K.,
Japonsko) s vystupni Sitkou svazku 5 um, wolframovou anodou a rozbihavym kuZelovym
svazkem. Jako detektor jsme pouzivali velkoplosny RTG detektor C7942CA-22
(Hamamatsu Photonics K.K., Japonsko) s rozlisenim 2368 x 2240 pixeli a fyzickou
velikosti 120 x 120 mm. Pro ucely tomografické¢ rekonstrukce bylo provedeno 360
projekci s thlovym krokem o velikosti 1°. Doséhli jsme tak nejvétSiho mozného zvétSeni,
které odpovidalo vzdalenosti zdroj-objekt 170 mm a vzdalenosti zdroj-detektor 500 mm.
Protoze rentgenka L.8601-01 vyzatfuje s kontinudlnim energetickym spektrem, pouZili jsme
na vSechny radiogramy linearizaci utlumového spektra (korekci tvrdnuti svazku — beam
hardening correction) pro zohlednéni nestejnych utlumovych vlastnosti zobrazovanych

66



vzorkli. Radiogramy byly rekonstruovany s pouzitim algoritmu zpétné projekce
kuzelového svazku, ktery byl prokdzan jako vhodny k zobrazovani trabekularni
mikroarchitektury celych kosti s vysokou ptesnosti [Kytyr et al., 2011], [Vavrik et al.,
2011]. Vysledné rozliseni 3D rekonstrukce bylo ptiblizn¢ 30 umg.

Histologie

Kost fixovanou v 10% paraformaldehydu jsme dekalcifikovali pomoci kyseliny
mravenc¢i. Z kazdého vzorku jsme vytnuli tfi transverzalni blocky, které jsme zalili do
parafinu. Na mikrotomu jsme ziskali 4 um silné fezy, které jsme obarvili hematoxylin-
eozinem nebo naftol-AS-D chloracetat-esterasou k verifikaci myeloidnich bun¢k véetné
polymorfonukleari. Rezy jsme vysetiili ve svételném mikroskopu. Histomorfometrické
vySetieni jsme provedli s pouzitim analyzacniho software NIS-Elements (Nikon
Instruments, Inc., USA).

V experimentu s obratlovym defektem jsme pouzili imunoflurescence s barvenim
na lidské mitochondrie (anti-cytochrom c¢ oxidasa, protilatka proti podjednotce II), MT-
CO2 (ABcam, Cambridge,UK). Téchto protilatek se pouziva k detekci huméannich bunék
ve zvifecich modelech [Abdouh et al., 2009], [Amemori et al., 2013], [Cocks et al.,
2013], [Razicka et al., 2013]. Komplex antigenu a protilatky jsme vysetfovali s pouzitim
kozich protilatek proti myS$im IgG konjugovanym s Alexa-Fluor 488 — druhotna protilatka
proti kozi protilaitce mysich IgG. Vzorky kosti se spindlni fuzi jsme navic jesté barvili
chloracetatesterasou, ktera ma afinitu k buiikam granulocytarni fady.

Vzorky jsme vySetfili pomoci spektralniho konfokalniho mikroskopu (Carl-Zeiss,
Némecko).

Statistickd analyza

Vysledky uvadime jako pramérné hodnoty + smérodatna odchylka (S.E.M.).
Vysledky jsme hodnotili pomoci analyzy variance jednoduchého tfidéni (One-way
ANOVA) spost hoc HSD (angl. honestly significant difference) testem. Statisticky
vyznamné rozdily byly stanoveny na p<0,05.

4.2 Vysledky

Experimentalni model defektu obratlového téla:

V experimentalnich skupinach s defektem obratlového téla (skupiny 1 az 4) jsme
neméli zadné umrti experimentalniho zvitrete. Pti preparaci defektu do obratlového téla
jsme pod kontrolou mikroskopu dbali na hranici kosténné preparace, aby nedoslo
k neurologickému poskozeni experimentalnich zvifat pfi proniknuti do patetniho kanalu.
Pouzity model byl bezpe¢ny, ale konstatujeme nutnost pouzivani opera¢niho mikroskopu.
Pii pokusech o vizualni preparaci bylo operacni pole nepiehledné vzhledem k nutnosti
chlazeni a odsavani pii preparaci kosti. Tento experimentdlni model povaZujeme za
jednoduchy, bezpe¢ny a levny.

Experimentalni model pateini fuze:

Ve skupinéach spinalni fuze (Skupiny 5 a 6) jsme nezaznamenali Zddnou mortalitu
ani poruchy motoriky zvifat ¢i problémy vyplyvajici z chirurgického postupu. Pomoci
béznych mikrodlah a Sroubl jsme fixovali sousedni obratle. Tyto dlahy mikroplate se
bézn€ pouzivaji v Celistni chirurgii k fixaci zlomenin obli¢ejového skeletu. Pouziti
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opera¢niho binokularniho mikroskopu bylo fakultativni a zlepSovalo picehlednost
operacniho pole. Model pateini fuze byl jednoduchy, bezpecny, levny a pii pouziti na
potkanim modelu i rychle reprodukovatelny.

Histologické vySetieni

a) Experiment s defektem obratlového téla:

Ve skuping s prazdnym defektem obratlového téla (Skupina 1) jsme histologicky
zaznamenali zndmky kostniho hojeni s reaktivni osteoplazii a fokalni kartilagindzni
metaplazii - obrazek 7a. Ve skupiné s defektem vyplnénym pouze hydroxyapatitovou
matrix jsme zjistili depozita lamavého granularniho materidlu, misty s granulomatdzni
reakci proti exogennimu materidlu. Na povrchu augmenta¢niho materidlu jsme pozorovali
izolované ostrivky novotvorené kosti a osteoidu - obrazek 7b.

Kvalitativni rozdil jsme zaznamenali ve skupin€¢ hydroxyapatitové matrix s 0,5
milionem hBMSCs (Skupina 3). Histologicky méla tato skupina vétsi kostni tramce kolem
augmenta¢niho materialu. Matrix byla ¢aste¢né inkorporovana do nové formované kosti -
obrazek 7c. V posledni skupiné hydroxyapatitové matrix s 5 miliony hBMSCs lze popsat
signifikantné vyssi novotvorbu kosti v defektu - obrazek 7d-7f. Matrix byla vice zavzata do
kostni tkané a cCasteéné resorbovana. V blizkém okoli augmentatu jsme pozorovali
reaktivni osteopenii, kterd nebyla v mistni souvislosti s augmentatem. V této skupiné jsme
v nékterych piipadech pozorovali jizevnatou tkén, zifejmé jako nésledek chirurgického
traumatu.
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LSSl
Obrazek 7 — Histologické vysetfeni defektu obratlového téla 8 tydnd po implantaci. A
Reaktivni osteoplazie s lozisky kartilagindzni metaplazie (bilé Sipky) ve skupiné
s prazdnym kostnim defektem. B Ve skupiné s defektem obratlového téla vyplnénym
¢istym hydroxyapatitem nachazime ostrivky novotvorené kosti (bilé Sipky) na povrchu
augmentaéniho materialu (hvézdicka). C Ve skupiné s 0,5 ml. kmenovych bunék vidime
kostni trabekuly vlaknité a lamelarni kosti (bilé Sipky) na povrchu augmenta¢niho
materialu (hvézdi¢ka). D Ve skupin€ s 5 mil. MSCs je augmentat (hvézdicka)
inkorporovany do rozsahlejsich ploch lamelarni kosti (bilé $ipky). E Ve skupiné s 5 mil.
MSCs pozorujeme Siroké kostni tramce (bilé Sipky) na povrchu augmenta¢niho materialu.
F Ve skupiné s 5 mil. MSCs vidime plochy novotvoiené kosti (bilé Sipky)
S inkorporovanymi partikulemi augmentacniho materialu (hvézdicky), na povrchu
kostnich trabekul pozorujeme aktivni osteoblasty (Cerné Sipky). Hematoxilin-eosin.
Meéritko: 100 pm
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V zadné ze skupin s hBMSCs (Skupina 3 a 4) jsme nepozorovali granulomatozni
reakci, zanétlivé nebo nddorové zmeény. Obrazek 8a-8d ukazuje reprezentativni vzorek
barveny naftol AS-D chloroacetat-esterasou. V  kostnim defektu obsahovaly
intratrabekularni prostory hematopoetické buiikky kostni diené s mnohocetnymi
myeloidnimi bufikami barvenymi pozitivné naftol AS-D chloroacetatesterasou — svétle
cerven¢ - obrazek 8a. Ve skupin€ léené samotnym augmentacnim materidlem (Skupina 1)
byl tento obklopen lemem makrofagi, bunck z cizich téles a polymofronukledrt - obrazek
8b. Ve skupiné 1é¢ené augmentaénim materialem s 0,5 milionem hBMSCs jsme nalezli
izolované polymorfonukleary pozitivni na naftol AS-D chloroacetat-esterasu - obrazek 8c.
Ve skupin€ s 5 miliony hBMSCs jsme nepozorovali zadné polymorfonukleary na rozhrani
kosti a augmentacniho materialu - obrazek 8d.

" i S

Obrazek 8 - Histologické vysetfeni defektu obratlového téla 8 tydnd po implantaci.
Barveni naftol AS-D chloracetatesterazou. A Prazdny defekt obratlového téla se Sirokymi
trabekulami pfevazné vlaknité kosti s depozity cementu (¢erna hvézdicka) jako vysledek

procesu hojeni. Intertrabekuldrni prostory obsahuji hematopoetické buiiky kostni dfené
s mnohocetnymi myeloidnimi buiikami (svétle Cervené) pozitivni na barveni naftol AS-D
chloracetatesterazou. B Ve skupiné s Cistym hydroxyapatitem je augmentaéni material
(bilé hvézdicky) obklopen pruhem makrofagi a bunék z cizich téles (bilé Sipky) a fibrozni
tkéni (Cerné hvézdicky). Ve vzorku vidime jen ojedinélé polymorfonukleary pozitivni na
barveni naftol AS-D chloracetatesterazou (¢erné Sipky). C Ve skupiné s 0,5 mil.
kmenovych bun¢k vidime izolované polymorfonukledry, pozitivni na barveni naftol AS-D
chloracetatesterazou (Cernd Sipka) , asociované s augmentacnim materidlem (bila
hvézdicka), novotvoiené kostni tramce (Cerné Sipky) . D Ve skupiné s 5 mil. MSCs
pozorujeme kostni trdmce s lemem aktivnich osteoblastli (Cernd hvézdicka) a augmentacni
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material (bilé hvézdicky). V této skupin€ nebyly pfitomny polymorfonukleary. Barveni
naftol AS-D chloracetatesterazou. Méfitko: 100 um

Po 8 tydnech od augmentace jsme pomoci lidského mitochondridlniho markeru nalezli jen
velmi malo MT-CO2 bun¢k - obrazek 9a. Toto zjiSténi naznaCuje jen malé pieziti
transplantovanych bun¢k. Barveni na MT-CO2 bylo negativni ve skupiné se samotnym
hydroxyapatitem (Skupina 1) — obrazek 9b.

A

Obrazek 9A - Barveni na marker humannich mitochondrii MTCO2. Ve skupiné s 5 mil.
MSCs se pozitivni lidské kmenové buiiky zobrazuji zelené 8 tydnt po implantaci — skupina
¢. 4. Meéftitko: 20 pm B - Negativni barveni na marker humannich mitochondrii MTCO2
ve skuping s Cistym augmentaénim materiadlem — skupina ¢. 2. Méfitko: 20 um

b) Experiment s dorzolateralni fazi lumbalni pateie:

V obou skupinach (skupiny 5 a 6) mél augmentatni material charakter shluki
dvojlomnych granuli. Ve skupiné s cCistym hydroxyapatitem jsme Ccastéji pozorovali
obrovské buniky z cizich téles - obrazek 10. V okoli matrix byla denzni kolagenni tkan
podobna tkéni jizevnaté. Ziejmée jde o nasledek opera¢niho traumatu. Na periferii a vzacné
v centru augmentované oblasti byly ostriivky novotvotené kosti.
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Obrazek 10 — Histologické vySetieni segmentu patefe se spindlni fizi: obrovské
mnohojaderné buiiky z cizich téles kolem augmentacniho materialu (bila Sipka).

[ 24

Experiment spinalni faze, skupina ¢. 5. Hematoxilin-eosin, méfitko: 100 um

Ve skupiné s hBMSCs (Skupina 6) byla novotvorena kost 1épe integrovana do
okolni kosti. Novotvorena kost byla vlaknitého typu, ale kost lamelarni jsme pozorovali téZ
— obrazek 11.

Obrazek 11 — Histologické vySetieni segmentu patete se spindlni flizi: formace vlaknité
kosti kolem granuli augmenta¢niho materialu (bilé Sipka). Experiment spinalni fuze,

o4

skupina ¢. 5. Hematoxilin-eosin, méfitko: 100 um

Shluky augmenta¢niho materidlu byly na nékterych mistech novotvoienou kosti zcela
obklopeny— obrazek 12.
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Obrazek 12 — Histologické vySetfeni segmentu patete se spinalni flizi: vlaknita a
lamelarni kost na povrchu augmentaéniho materialu. Siroké kostni trabekuly (hvézdicka)
s inkorporovanym augmenta¢nim materidlem (prazdné Sipky). Experiment spinalni fuze,

skupina ¢. 5. Hematoxilin-eosin, méfitko: 100 pm

Trabekuly novotvofené kosti byly obklopeny aktivnimi osteoblasty a rozptylenymi
osteoklasty jako nasledek aktivni remodelace kosti. Ve vazivové tkani kolem granuli
augmentacniho materialu jsme zjistili v&t$si mnoZzstvi tenkosténnych kapilar. Ve skupinég ¢.
6 byla novotvorena kost 1épe integrovana do okolni kostni tkané — obrazek 13, 14, 15 - a
vykazovala dokonce i lamelarni charakter — obrazek 11.

Obrazek 13 — Histologické vySetfeni segmentu patete se spinalni flizi: Siroké kostni
trabekuly lamelarni kosti (Cerna hvézdicka) na povrchu augmenta¢niho materialu (bilé

(24

hvézdicky). Experiment spinalni fize, skupina ¢. 6. Hematoxilin-eosin, méfitko: 100 um
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Obrazek 14 — Histologické vySetfeni segmentu patefe se spinalni fuzi: Siroké plochy
prevazné vlaknité kosti (hvézdic¢ky) s inkorporovanymi granulemi augmentac¢niho
materialu (bilé Sipky). Za pozornost stoji lem aktivnich osteoblastli na povrchu kostnich
trabekul (Cerné Sipky). Experiment spinalni faze, skupina ¢. 6. Hematoxilin-eosin,
méfitko: 100 pm
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Obrazek 15 — Histologické vySetfeni segmentu patete se spinalni fiizi: Siroké kostni
trabekuly lameléarni kosti (¢erné hvézdicky) na povrchu augmenta¢niho materialu (¢erné

[ 24

hvézdicky). Experiment spinalni fize, skupina ¢. 6. Hematoxilin-eosin, méfitko: 100 um

V této skupiné jsme nezaznamenali zanétlivou reakci okoli — obrazek 16
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Obrazek 16 — Histologické vySetfeni segmentu patefe se spindlni fuzi: granula
augmentacniho materidlu (bilé hvézdicky) jsou obklopeny mnoha obrovskymi
mnohojadernymi bunikami z cizich téles (bilé Sipky). Za pozornost stoji absence zanétlivé
reakce. Experiment spinalni faze, skupina ¢. 6. Hematoxilin-eosin, méfitko: 100 pm

Naproti tomu ve skuping s ¢istym hydroxyapatitem (Skupina 5) jsme v nékterych fezech
pozorovali smiSenou zanétlivou reakci v okoli augmenta¢niho materidlu s neutrofily a
makrofagy, formujicimi se do obrovskych bun¢k z cizich téles — obrazek 17. Barveni
chloracetatesterazou ukazalo mensi zanétlivou reakci ve skupiné ¢. 6 (s hBMSCs) -
obrazek 18. Ve skupiné ¢. 5 byl i v tomto barveni augmenta¢ni material obklopen
smiSenou zanétlivou reakci s mnozstvim neutrofilti, makrofagli a obrovskojadernych bun¢k

— obrazek 19.
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Obrazek 17 — Histologické vySetieni segmentu patefe se spinalni fuzi: granula
augmentacniho materidlu (bila hvézdicka) jsou obklopeny smisenou zanétlivou celulizaci
obsahujici vétsi pocet neutrofilti (bila Sipka) a makrofagu, které formuji obrovské
mnohojaderné buiiky z cizich téles (Cernd Sipka). Experiment spindlni fize, skupina €. 5.
Hematoxilin-eosin, métitko: 100 um
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Obrazek 18 — Histologické vySetieni segmentu patefe se spindlni flzi: granula
augmenta¢niho materidlu (bilé¢ hvézdicky) jsou obklopeny vétsim poctem obrovskych
mnohojadernych buné¢k z cizich téles (bily trojuhelnik). Déle vidime jen ojedinglé
neutrofily. Experiment spinalni fuze, skupina ¢. 6. Barveni naftol AS-D
chloracetatesterazou. M¢titko: 100 pm

Obrazek 19 — Histologické vySetieni segmentu patefe se spindlni fuzi: granula
augmentacniho materidlu (bilé hvézdicky) jsou obklopeny smisenou zanétlivou celulizaci
obsahujici pocetné neutrofily (svétle Cervena cytoplazma), makrofagy a obrovskymi
mnohojadernymi bunikami z cizich téles (Cerné Sipky). Experiment spinalni fuze, skupina
¢. 5. Barveni naftol AS-D chloracetatesterazou. M¢fitko: 100 pm
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Histomorfometrické vySetireni

a) Experiment s defektem obratlového téla:

Kvantitativni analyza vzorka ukazala nesignifikantni rozdil v procentu novotvoiené
kosti mezi skupinou s prazdnym defektem (Skupina 1) (33,84 + 1,84 %) a skupinou
léCenou samotnym hydroxyapatitem (40,34 + 3,85 %). Toto zjiSténi naznacuje maly
osteoinduk¢ni 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). Mnozstvi rezidudlni
matrix ve skupiné ¢. 4 léCené hydroxyapatitem s 5 miliony hBMSCs se statisticky
signifikantné neliSilo — obrazek 20.
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Obrazek 20 — Histomorfometrické vySetfeni experimentalnich zvifat s defektem
obratlového téla: kvantitativni analyza vzorkl ukazala nesignifikantni rozdil v procentu
novotvorené kosti mezi skupinou s prazdnym defektem (Skupina 1) (33,84 = 1,84 %) a

skupinou lé¢enou samotnym hydroxyapatitem (40,34 + 3,85 %). 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). Mnozstvi rezidualni matrix ve skupiné ¢. 4 1écené hydroxyapatitem s 5 miliony
hBMSC:s se statisticky signifikantné neliSilo. Vysvétlivky: Scaffold - rezidualni kostni
matrix

b) Experiment s dorzolateralni fiizi lumbalni patere:

Kvantitativni analyza vzorkli neukazala singifikantni rozdil mezi mnoZstvim
novotvorené 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 21.
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Obrazek 21 — Histomorfometrické vySetieni experimentalnich zvitat s dorzolateralni fazi
lumbalni patete: kvantitativni analyza vzorkl neukdzala singifikantni rozdil mezi
mnozstvim novotvotené kosti (p=0,56) mezi skupinou ¢. 5 (28,54 + 6,22 %) a skupinou €.
6 (24,01 £ 4,36 %). Mnozstvi rezidudlni matrix (p=0,17) se mezi skupinou €. 5 (31,52 £
6,96 %) a skupinou €. 6 (42,75 + 4,24) signifikantné nelisilo. Vysvétlivky: Scaffold -
rezidudlni kostni matrix

Radiografické vySetreni

Prost¢ RTG snimky jsme provadéli pouze u experimentu se spinalni fuzi, jak bylo
vysvétleno vySe. Standardni RTG vySetfeni ve dvou na sebe kolmych projekcich jsme
provadéli pred odstranénim mikrodlah a Sroubi pro kontrolu jejich mechanické stability.
Verifikovali jsme pozici dlahy, uvolnéni Sroubl a ev. fraktury mikroplate. Nepozorovali
jsme zlomeninu titanové mikrodlahy ani dislokaci Sroubti - obrazek 22. Pouze jeden Sroub
se mirn€ uvolnil z o¢ka dlahy aniZ byl dislokovdn mimo oko mikrodlahy — obrazek 23.

-

Obrazek 22 — Radiografické vySetfeni zvifat s experimentalni fiizi 8 tydnti po implantaci:
Nepozorovali jsme zlomeninu titanové mikrodlahy ani dislokaci Sroubti 22
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Obrazek 23 — Radiografické vySetieni zvifat s experimentalni fiizi 8 tydnl po implantaci:
uvolnéni jednoho Sroubu z oc¢ka dlahy aniz byl dislokovan mimo oko mikrodlahy

MikroCT vySetieni

a) Experiment s defektem obratlového téla:

Osm tydnli po operaci jsme pomoci mikroCT ve skupiné s prazdnym defektem
pozorovali nekompletni regeneraci defektu obratlového téla. Misto operace bylo zfetelné
viditelné — obrazek 24A. Ve skupiné ¢. 2 — jsme v defektu vyplnéném samotnym
hydroxyapatitem pozorovali difuzni, nekompaktni depozita augmentacniho materidlu —
obrazek 24B. Naproti tomu ve skupiné s hydroxyapatitem a 0,5 milionem hBMSCs jsme
nalezli kompaktni vypli defektu s hypertrofii nad niveau okolni kosti — obrazek 24C.
Tento nalez odpovida vysledku histologie, ve které jsme zaznamenali vétsi novotvorbu
kosti a vyraznéjsi obklopeni augmentacniho materidlu novotvotenou kosti. Ve skupiné ¢. 4
s hydroxyapatitem kombinovanym s 5,0 miliony hBMSCs jsme nasli vys$i uroven
resorpce hydroxyapatitové matrix s novotvorbou kosti nad niveau puvodniho defektu —
obrazek 24D. Tento nalez odpovida histologickym (obrazek 7, 8) a histomorfometrickym
naleziim (obrazek 20), které ukdzaly statisticky vyssi novotvorbu kosti a vyssi resorpci
hydroxyapatitu.
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Obrazek 24A, B, C, D — MikroCT vysetieni zvifat v experimentu s defektem obratlového
téla 8 tydnli po implantaci: 24A misto operace bylo ve skupiné s prazdnym defektem
(skupina ¢. 1) viditelné a nekompletné zhojené (bila Sipka). 24B Ve skuping ¢. 2 — jsme v
defektu vyplnéném samotnym hydroxyapatitem pozorovali difuzni, nekompaktni depozita
augmentaéniho materialu. 24C Naproti tomu ve skuping¢ s hydroxyapatitem a 0,5 milionem
hBMSCs jsme nalezli kompaktni vypli defektu s hypertrofii nad niveau okolni kosti.
Tento nalez odpovidd vysledku histologie, ve které jsme zaznamenali vEétsi novotvorbu
kosti a vyrazngj$i obklopeni augmenta¢niho materidlu novotvotenou kosti. 24D Ve
skuping €. 4 s hydroxyapatitem kombinovanym s 5,0 miliony hBMSCs jsme nasli vyssi
urovei resorpce hydroxyapatitové matrix s novotvorbou kosti nad niveau pivodniho
defektu

b) Experiment s dorzolateralni fuzi lumbalni pateie:

Pted vlastnim mikroCT jsme jemné odstranili titanovy materidl, abychom se
vyvarovali artefaktim na CT. Misto spindlni fuze bylo na axialni projekci dobfe patrné —
obrazek 25. Ve skupin¢ ¢. 6 (hyroxyapatit s 5 mil. hBMSCs) jsme zjistili vy$s$i novotvorbu
kosti. Zbytkova matrix dle mikroCT nebyla v kontaktu s kosti. Tento ndlez potvrzuje 3D
mikroCT, kde se osifikace §ifi od hranice vlastni kosti — obrazek 26. Tento nalez odpovida
zavéram histologie, ve které jsme pozorovali vyss$i novotvorbu kosti v kontaktu s vlastni
kosti experimentalniho zvitete.
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Obrazek 25 — MikroCT vySetieni zvifat v experimentu s dorzolaterdlni fizi lumbalni
patete 8 tydntl po implantaci, axialni projekce: Misto spinélni fuze je na axidlni projekci
dobfe patrné (bila Sipka). Ve skupiné €. 6 (hyroxyapatit s 5 mil. hBMSCs) jsme zjistili
vys$si novotvorbu kosti. Zbytkova matrix dle mikroCT nebyla v kontaktu s kosti

Obrazek 26 — 3D mikroCT vySetieni zvifat v experimentu s dorzolaterdlni fuzi lumbalni
patete 8 tydnli po implantaci: osifikace §ifi od hranice vlastni kosti, zbytkova matrix (bilé
Sipky) dle mikroCT nebyla v kontaktu s kosti
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5 Diskuse

Kostni Stépy, at’ uz autologni nebo alogenni, se Siroce pouzivaji v klinické
mediciné. Alografty nelze povazovat za zcela bezpe¢né nejen z hlediska infekéniho, ale i
imunitniho, pro mozné nastartovani imunitni reakce proti §tépu s naslednou rejekci. Podle
amerického centra pro nemoci a prevenci (Center for Disease Control and Prevention,
CDC) se za poslednich 30 let, kdy jsou DFDBA a FDBA alografty pouzivany, nevyskytl
zadny ptipad prenosu infekéniho onemocnéni. Naproti tomu pifi pouziti zmrazené kosti
(FFB) byl hlaSen v USA pienos HIV onemocnéni ve 4 piipadech [Center for Disease
Control and Prevention - online]. Odhaduje se, Ze riziko pfenosu viru HIV allogenni kosti
je priblizne 1:1,6 milionu pfipadt [Boyce et al., 1999]. Ptenos hepatitidy B allogenni
nahradou byl dokumentovan v jednom piipadé a u hepatitidy C ve 4 ptipadech [Tomford
1995], [Conrad et al., 1995]. Z téchto diuvodu byly zavedeny standardy Americké asociace
tkanovych bank (American Association of Tissue Banks — AATB), které doporucuji
vylou€eni kostnich $tépli za urcitych okolnosti, viz tabulka 3. Dle téchto standardi je
pouzivani §tépit DFDBA a FDBA bezpecné, stépy FFB maji vyssi riziko prenosu infekce.
Z chirurgického hlediska je prace s alogenni kosti obdobnéa jako s autologni, odpadéava
morbidita vyplyvajici z dalsiho mista odbéru S$tépu jako v pifipad¢ autologni kosti.
zastoupily klinické vyuziti autologni a alogenni kosti. Jak vyplyva z vySe uvedeného
alografty nejsou zcela bezpecné, 1 kdyZ je jejich infekeni potencial pti dodrZzeni standardl
nizky.

Autologni kostni St€p je zlatym standardem ortopedie, traumatologie,
spondylochirurgie apod. Jeho nevyhodou je nutnost druhého opera¢ni mista. Komplikace
souvisejici s odbérovym mistem dobie popsal autorsky kolektiv Younger et Chapman
(1989). Publikace analyzuje 239 ortopedickych pacient s 243 autolognimi kostnimi $tépy.
Mezi zavazné komplikace patfila infekce rany (2,5 %), rozsdhlé hematomy (3,3 %),
reoperace (3,8 %), bolestivost rany trvajici déle nez 6 mésicti (2,5 %) a ztrata citlivosti (1,2
%). Mezi malé komplikace (20,6 %) autofi fadi stiedni nebo mirnou bolest, docasnou
ztratu citlivosti a povrchovou infekci rany [Younger et Chapman 1989]. Banwart et al.,
(1995) posuzovali morbiditu spojenou s odbérovym mistem u $téph z lopaty kosti kycelni.
Celkem analyzovali 261 pacienti. Komplikace rozd¢lili na zavazné a nezavazné. Z
casnych zavaznych komplikaci nepozorovali Zadnou zlomeninu panve, hlubokou infekei,
poranéni n. ischiadicus nebo a. glutea sup. Negzjistili ani Zadnou zavaznou pozdni
komplikaci jako napf. panevni nestabilitu nebo frakturu. Nezavazné komplikace se
vyskytly u 39 % pacientli [Banwart et al., 1995]. Jak je vidét z prikladu citovanych studii,
hraje morbidita odbérového mista velkou roli a uvedené argumenty vedou ke hledéani
nahradnich materidlii za autologni kost. DalSi nevyhodou autologniho kostniho Stépu je
resorpce transplantované kosti. Alérico et al., (2014) testovali miru resorpce volnych
kostnich blockt z ramus mandibulae k augmentaci kosti horni ¢elisti. Pouzili radiografické
metody (CBCT) 10 a 180 dni po augmentaci. Testovali 22 pacientll s 36 augmentaty.
Zjistili pouze 18% resorpci kostnich St€pi po 180. dni od augmentace [Alérico et al.,
2014]. Sbordone et al., (2012) sledovali pomoci pocitacové tomografie dlouhodobou
resorpci kostnich §tépt z lopaty kosti kycelni k augmentaci Celistnich kosti. Po Sesti letech
doslo u augmentatti mandibuly k resorpci 0 87 % a na maxile dokonce k resorpci 0 105 %,
tj. doslo k tibytku 1 vlastni kosti horni Celisti [Sbordone et al., (2012]. Prace Sbordone et
al., (2012) je validngjsi vzhledem k dlouhodobému sledovani a neni v rozporu s praci
Alérico et al., (2014). Z popsan¢ho je ziejmé, ze hledani nahrad autolognich nebo
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alogennich kostnich $tépt arteficielnim materidlem je potfebné. Pi1 hledani vhodné matrix
pro nas experiment jsme vychazeli z literatury.

Z hlediska osteogeneze je mozné pouzit velké mnozstvi materiali. Sumanasinghe et
al (2006) a (2009) wukazali, ze pouziti kolagenu jako trojrozmérné matrice pro lidské
mezenchymalni kmenové buiiky (hMSCs) s cyklickym zatizenim pokusného modelu vede
bez pouziti ristovych faktorti k osteogenezi [Sumanasinghe et al., 2006], [Sumanasinghe
et al., 2009].

Zelatiny se nejéastéji pouziva ve tkanovém inzenyrstvi ve formé kompozitnich
materidlti. Idedlnim kompozitnim materidlem je takovy, ktery potlacuje nevyhodné
vlastnosti jednotlivych komponent a zachovavéd vyhodné, napf. pouzitim Zelatiny a
hydroxyapatitu jako zdroje anorganické matrix pro regeneraci kosti [Chang et al., 2003].
Ueki et al. (2003) pouzili kopolymeru kyseliny polymlééné a polyglykolové (PLGA -
polylactic-co-glycolic acid) s Zelatinou s rekombinantnim rhBMP-2 k 1é¢bé kondylarnich
defektt kralikii. Zvitata rozd€lili na 3 skupiny. V kontrolni skuping€, kde byla provedena
kondylektomie dolni celisti, nebyl pozorovan zadny nartst kosti. Ve skupinach s
izolovanou matrix a matrix s rhBMP-2 byl pozorovan narast kosti, ale obé skupiny se
statisticky neliSily [Ueki et al., 2003]. Yao et al., (2004) pouzili mechanicky odloIng&;si
zesitované Zelatiny spolu s TCP u kralikdi. Pozorovali vys§i nartst kosti ve skupiné s
Zelatinou a B-TCP [Yao et al., 2005]. Coté et al (2003) pouzili usp&sné smési kolagenu a
Zelatiny k vytvofeni matrice k postupnému uvolfiovani FGF-2. [Coté et al., 2004].
Zelatiny se pouziva zejména jako kompozitu a také jako media s postupnym uvoliiovéni
rustovych faktordi. Samostatné pouziti zelatiny v kostnim tkanovém inzenyrstvi jsme v
relevantni literatufe nenalezli.

Caletas et al., (2006) ukazali, ze lidské mezenchymalni kmenové bunky (hMSCs)
podléhaji osteogenni diferenciaci ve fibrinovém gelu. Diferenciace zavisi na poméru
fibrinogenu a trombinu. Pokud se hMSCs kultivovaly v mediu s vyssi koncentraci
fibrinogenu, nediferencovaly se pln€ do osteoblastli [Caletas et al., 2006]. Fibrin je vhodné
vehikulum k dodévce ristovych faktori do kultivacniho media. Je vhodny 1 jako vlastni
kultiva¢ni medium pii diferenciaci kosti. Neni ale dominantni latkou vyuZivanou ve
tkanovém kostnim inzenyrstvi.

Meinel al., (2006) sledovali osteogenezi u mysi s pouzitim mechanicky odolného
a pomalu degradabilniho materidlu z fibroinu s pouZzitim mezenchymalnich kmenovych
bun¢k. Ve skupiné¢ s fibroinem s osteogenné diferencovanymi MSCs, byl in vitro
pozorovan signifikantné vEtsi narist novotvorené kosti nez u kontrolni skupiny [Meinel
al., 2006]. Wang et al. (2010) porovnavali hojeni kostniho defektu u krélika s pouZzitim
fibroinového a hydroxyapatitového kompozitu a stromalnich kmenovych bunck z kostni
diené¢ (BMSCs). Ve skupiné fibroin/hydroxyapatit s BMSCs byl vyrazny narast kostni
hmoty po 12 tydnech od implantace ve srovnani s kontrolni skupinou [Wang et al., 2010].

Grigolo et al., (2009) pouzili mezenchymalnich kmenovych bun¢k v kombinaci s
hyaluronatem na krali¢cim modelu k experimetalni 1é¢bé osteoarthritis. V' pokusu byly
vytvofeny osteochondralni defekty v kolennim kloubu kralikd. Po 6 mésicich byly vzorky
vySetieny histologicky a imunohistochemicky: defekty lécené kombinaci hyaluronat
s mezenchymalnimi kmenovymi bunikami (MSCs) vykazovaly vyssi kvalitu regenerace
[Grigolo et al., 2009]. Chazono et al., (2004) srovnavali efektivitu beta-TCP a
hyaluronatu s beta-TCP na trovni osteokonduktivity a biodegradability. Material byl
implantovan do defektu v kondylech femuru u kralika. Obé& skupiny testovanych materiala
stimulovaly osteogenezi podobn€. Resorpce byla rychlejsi u skupiny s beta-trikacium
fosfatem kombinovanym s hyaluronatem. Naproti tomu beta-trikacium fosfat
kombinovany s hyaluronatem mél stejné osteokonduktivni vlastnosti jako beta-trikacium
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fosfat. Material je studii hodnocen pfesto pozitivn€, protoze kombinace beta trikaci fosfatu
s hyaluronatem je injikovatelna a muze byt vyuzitelnd jako kostni vypli v klinické
mediciné [Chazono et al., 2004].

Chestnutt et al., (2009) porovnavali chitosan a nano-hydroxyapatit s izolovanym
nano-hydroxyapatitem. Vzorky byly testovany 1., 4., 7., 14. a 21. den po implantaci.
Buné¢nost, produkce kolagenu typu I a alkalické fosfatasy vykazovaly u obou skupin
stejné vysledky. Osteokalcin jako marker osteoblastické diferenciace vykazoval Casnéjsi
nartst a byl 3x vyssi u skupiny chitosanu s hydroxyapatitem [Chestnutt et al., 2009].

Na zaklad¢ vyse uvedené¢ho jsme dosli k zadvéru, ze kolagen, Zelatina, fibrin,
fibroin, hyaluronat i chitosan jsou materidly, ve kterych lze osteogenné diferencovat
kmenové bunky a Ze 1ze dosahnout novotvorby kosti, ale, jak je vidét z vyse uvedeného,
autofi si ¢asto pomahali obohacenim téchto pomérné¢ mechanicky neodolnych materialti o
hydroxyapatit nebo beta-trikalcium fosfat [Ueki et al., 2003], [Wang et al., 2010],
[Chazono et al., 2004], [Chestnutt et al., 2009]. VySe popsané materialy se hodi spiSe jako
vehikulum pro ristové faktory. V kostnim tkdnovém inZenyrstvi se pouzivaji nejcastéji
obohacené o osteogenni materialy, jako jsou hydroxyapatit a beta-TCP.

Filion et al. (2011) syntetizovali kompozitni material z
polyhydroxyethylmetakrylatu (pHEMA) a 50 hmotnostnich procent nanokrystalického
hydroxyapatitu. Tento material testovali s heterodimery rhBMP-2/7. Po 12 tydnech
pozorovali remodelaci kompozitniho materidlu a zhojeni defektu femuru u potkana.
Material podle autorli vykazoval osteoindukéni a osteokonduktivni chovéni a takto ziskany
kompozit byl resorbovatelny [Filion et al., 2011]. Mabilleau et al., (2008) pouzili
kopolymeru pHEMA s 2-vinylpyrrolidone- p(HEMA-co-VP) jako vehikula
fibroblastového rustového faktoru 2 (FGF-2) na krali¢im modelu. Tento kopolymer se
osvédcil, ale vysledky byly diskutabilni. Ve skupiné p(HEMA-co-VP) s FGF-2 byl po 2
mésicich narist kosti signifikantné vyssi nez v kontrolni skupiné, ale po 3 mésicich se
mnozstvi novotvorené kosti vyrovnalo [Mabilleau et al.2008]. Polyhydroxyethylmetakrylat
(pHEMA) je $patné resorbovatelny. Proto se ho obvykle v kostnim tkanovém inzenyrstvi
pouziva jako kopolymeru. Jak je vidét z prace [Mabilleau et al.2008], neni to material
S jasné presveédéivymi vysledky.

Yukna et al., (2009) uvadéji, ze Bioplant™ HTR polymer se pii imediatni
implantaci neresorbuje a zachovava tloustku alveolarni kosti s dobrym estetickym
vysledkem [Yukna et al., 2009]. Froum et al., (2000) dochéazeji k ndzoru, Ze Bioplant™
HTR polymer je vhodnym aloplastickym materidlem, ktery zachovava vySku a Sitku
alveolarni kosti. Histopatologicky byla efektivita tohoto aloplastu verifikovana od 8
mesicl od augmentace az do 11 let. Partikule augmenta¢niho materidlu byly obklopeny
novotvorenou alveolarni kosti. Okolo mikrosfér aloplastu nebyly pozorovany znamky
zanétu [Froum et al., 2000]. Vyuziti bioplastu HTR s kmenovymi buiikami nebylo v
relevantni literatufe nalezeno. PresvédCivé vysledky tohoto materidlu existuji jen
Vv indikacich celistné-chirurgickych. Zpravy o jeho pouZiti napt. ve spondylochirurgii nebo
traumatologii jsem nenalezl. To byl také diivod, pro¢ jsme tento material nezvolili jako
experimentalni.

Sagomonyants et al., (2007) testovali riizné typy polyetheretherketoni napt. PEEK
zesileny uhlikovymi vlakny aj. Toto in vitro testovani ukazalo rGzné kvality tohoto
materialu vzhledem ke stimulaci osteogeneze. Obecné autofi konstatuji, ze in vitro ma
PEEK stejny osteogenni potencidl jako titan [Sagomonyants et al., 2008], jeho schopnosti
osseointegrace jsou Siroce znamy, a je jich proto vyuzivano. Toth et al., (2005) testovali
material in vivo na ovcich. Z tohoto materialu vytvofili trojrozmérnou schranku, kterou
vyplnili autologni kosti zvifat nebo rekombinantnim lidskym kostnim morfogenim
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proteinem (rhBMP-2) na kolagenni matrix, a implantovali ji misto intervertebralniho disku.
Po 6 mésicich takto fizovany segment testovali radiologicky, mechanicky a histologicky.
V zadné skupiné nepozorovali degradaci materidlu ani zvySeny otér. Material autofi
povazuji za pouzitelny v humanni medicin¢ ke spindlni fazi [Toth et al.,, 2005]. Z
literatury vyplyva, Ze biomaterialy zalozené na PEEK nebo PEEK kompozity (nejCastéji s
hydroxyapatitem nebo trikalciumfosfatem) jsou ptijimany jako materialy volby zejména ve
spinalni chirurgii, navic jako pfirozen¢ RTG kontrastni alternativa metalickych
biomateriald. Cook et al., (1995) pouzili PEEKu potazeného titanem jako dentalnich
implantat. Testovali implantaty na psech. Autofi zkoumali histologicky apozici kosti na
implantatech, testovali mechanickou pevnost vazby mezi implantatem a kosti. PEEK s
nanesenym titanem vykazoval histologicky vétsi apozici kosti nez PEEK implantaty
samotné. Mechanickd pevnost se mezi skupinou vlastniho PEEK a kompozitu PEEK/Ti
neliSila. Autofi ukazuji, ze polyethereterketony jsou moznou alternativou i v pouziti
dentalnich implantatt [Cook et Rust-Dawicki 1995]. V literatuie je velké mnozstvi praci,
ve kterych autofi testuji kompozitni materidl PEEK/HA (hydroxyapatit) nebo PEEK/b-
TCP (b-tricalcium fosfat) [Kurtz et Devine 2007]. Nejslabsim mistem téchto kompozitnich
materiald byva omezend mechanickd pevnost vazby mezi vlastnim PEEK a HA, respektive
b-TCP [Fan et al., 2004]. Pouzivani hydroxyapatitu (HA) a beta-trikalciumfosfatu (b-TCP)
v kompozitnim materidlu s PEEK je kompromisem mezi mechanickymi vlastnostmi PEEK
a zlepSenim jeho bioaktivity. Se zvétSujicim se mnozstvim pomérného zastoupeni HA/b-
TCP kleséd i mechanickéd pevnost [Kurtz et Devine 2007]. PEEK, jak zjistil [Toth et al.,
2005] nepodléha otéru, 1ze jej pouzit i jako dentalnich implantatd [Cook et Rust-Dawicki
1995]. Nasim cilem bylo pouzit material, ktery by se biologicky a funkéné vyrovnal kosti,
zZ tohoto divodu jsme PEEK nepouzili.

Teng et al.(2002) pouzil kopolymer kyseliny polymlééné a polyglykolové (angl.
PLGA - polylactic-co-glycolic acid) v poméru 50:50 PGA a PLA s neuralnimi kmenovymi
buiikami (angl. neural stem cells — NSC) u dospélych potkanii do mista poranéni michy s
dobrym efektem [Teng et al.,, 2002]. Jenner et al., (2007) pouzili rekombinantniho
lidského transformujiciho ristového faktoru beta (rhTGF-B) a rstového diferenciaéniho
faktoru 5 (growth differentiation factor-5 - GDF-5) s mezenchymalnimi kmenovymi
buitkami z kostni diené¢ (BMSCs) kultivované v 3D matrix z PLGA. Nebyla nalezena
zadna diferenciace smérem ke osteoblastiim nebo chondrocytiim, ale byla zjiSténa rtizna
buné€nost v zavislosti na pouzitém ristovém faktoru. Bylo ovéteno, Ze PLGA je dobrou
modelovou matrici [Jenner et al., 2007]. Bible et al., (2008) vyuzil PLGA opét jako 3D
kostry s NSC do 1éze po CMP [Bible et al., 2008]. Kopolymer PLGA muze byt dale
upravovan a obohacovan o biomaterialy z jinych skupin. Douglas et al., (2009) testovali
smés biodegradabilnich polymert, tj. kopolymerti kyseliny mlééné a polyglykolové, s
hydroxyapatitovou keramikou. Tento materidl ptedstavuje 3D prostorovou sit" tvofenou
PLGA s adsorbovanym hydroxyapatitiem (HA). Materidl se vyznacuje dobrou
biokompatibilitou a podporuje rlst osteoblastli [Douglas et al., 2009]. Vyznacuje se i
zachovanim doby degradace jako u PLGA a zlepSenim adheze osteoblastii. Materidlu se
pouziva v tkanovém inzenyrstvi s kmenovymi bunikami. Li et al., (2009) studovali vztah
PLGA/HA v kombinaci s mezenchymalnimi kmenovymi buiikami a zjistili, Ze ve skupiné,
kde byl PLGA/HA kombinovan s mezenchymalnimi kmenovymi buiikami (MSCs), byla
signifikantné vyssi regenerace defektd chrupavky u potkanti neZ u PLGA/HA bez MSCs.
V kontrolni skupiné byla regenerace chrupavky jesté nizsi nez ve skupin¢ s kopolymerem
PLGA s hydroxyapatitem bez mezenchymalnich kmenovych bun¢k. Ukazuje to na
dilezitost PLGA/HA jako 3D sité pro mezenchymalni kmenové butiky, ale i na vlastni
dalezitost kmenovych bunék [Li et al.,, 2009]. U PLGA se dostadvame k materialim
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s vynikajici resorbovatelnosti, ale malou mechanickou pevnosti. Stejné¢ jako u materiali
typu kolagenu, zelatiny, hyalganu apod. zde vidime tendenci nahrazovat tento nedostatek
PLGA sm¢ési napt. s hydroxyapatitem [Li et al., 2009], [Douglas et al., 2009]. PLGA neni
idedlnim anorganickym substratem pro osteogenezu a je nutné jej pouzivat ve smeésich,
napi. s hydroxyapatitem.

Polykapronolakton (Poly-e-kaprolakton - PCL) nema osteokonduktivni ani
osteoinduk¢ni vlastnosti, coz snizuje moznosti jeho pouziti v tkanovém inzZenyrstvi.
Navazani rastovych faktord, napt. BMP, do kostry tohoto materialu tyto vlastnosti zlepsSuje
[Zhang et al., 2010]. Dalsim piikladem vyroby kopolymerii je kopolymer kyseliny
polymlécné a PCL. Kang et al., (2012) pouzili membrany z -TCP a PLGC — kopolymeru
kyseliny polymlécné a kapronolaktonu - spolu s kmenovymi buiikami z riznych zdroji: z
pupecniku (UCBMCs — umbilical cord blood-MSCs), z Whartonova pupecnikového rosolu
(WIMSCs - Wharton's jelly MSCs), MSC z tukové tkan¢ (ATMSCs — adipose tissue
MSCs) a kmenovych bunck z kostni diené BMSCs. Vytvofili defekt radia na psech a
testovali schopnost osteogeneze MSCs z riznych tkani. Defekt vyplnili beta-trikalcium
fosfatem (B-TCP) vzdy s jednim typem kmenovych bun€k a samotnym p-TCP jako
kontrolou. Vyplnéné defekty piekryli membranou z kopolymeru kyseliny polymlécéné a
polyglykolové s B-TCP (B-TCP + PLGC). Testovali osteogenni potencial rtuznych
kmenovych bunék in vitro a in vivo. Zjistili, ze AT-MSCs mély nejvyssi proliferacni
potencidl a BMSCs produkovaly nejvice vaskularniho endotelidlniho riistového faktoru
(VEGF). Nejvyssi osteogenni diferenciaci mély AT-MSCs a UCB-MSCs [Kang et al.,
2012].

Tento materidl nema osteokonduktivni ani osteoindukéni vlastnosti, proto jsme jej
nepovazovali za materidl idealni pro matrix v kostnim tkanovém inzenarstvi.

Henslee et al., (2011) testovali pevny polypropylen fumarat (PPF), ktery formovali
do hiebu k fixaci femuru na potkanim modelu. Pevny PPF pokryli poroznim PPF s
adsorbovanymi mikrokulickami PLGA s BMP-2. Pevnost kosti po 12 tydnech testovali
mechanicky, pomoci RTG, mikroCT a histologicky. Po 12 tynech pozorovali u vSech
skupin lepSi mechanické vlastnosti novotvofené kosti neZ u skupiny kontrolni. Pii pouziti
solidniho PPF pozorovali sniZzenou tvorbu kosti. Ve srovnani skupin s poréznim PPF a
BMP nepozorovali vétsi nartst kosti [Henslee et al., 2011]. Kempen et al., (2009)
implantovali u koz subkutanné PPF s mikrosférami PLGA s BMP-2 a mezenchymalnimi
kmenovymi bunikami z kostni dfené (BMSCs). Zjistili, Ze in vitro uvolfiovani BMP-2 z
PPF s mikrosférami PLGA je pozvolngjsi a nema tak prudky nastup. In vivo zjistili, ze
vysSi osteogenni potencidl mél polypropylen fumarat s mikrosférami PLGA a BMP.
Piitomnost BMSCs neméla na osteogenezi signifikantni vliv [Kempen et al., 2009]. Shin
et al., (2011) pouzili mikrostereolithografiie a vytvofili polymer polypropylen fumaratu a
diethylfumaratu PPF/DEF. Tento polymer mé vynikajici mechanické vlastnosti, ale je
hydrofobni. Aby tuto nevyhodu zménili pouzili tfi peptidové modifikace povrchu RGD,
cykcloRGD a smés RGD-KRSR. Tento piistup vyuziva tzv. CAM — cell adhesion
molecules. Jsou to proteiny umisténé na povrSich bunék a zajist'ujici vazby mezi bunikami
navzdjem a mezi bunikami a extracelularni matrix. Jsou nepostradatelné ve fazi
embryonalniho vyvoje pro soudrznost bunék a tkani [Ganong et al., 1995]. Jednou ze
skupin adhezivnich molekul jsou integriny, které hraji roli v adhezi, buné¢né signalizaci,
tvaru bunék, mobilité a v regulaci bunééného cyklu. Ubikvitérnim receptorem bunéénych
integrini je oligopeptid ve slozeni arginin-glycin-kyselina asparagova (RGD). Podobné
existuji dalsi sekvence aminokyselin, které zprostiedkovavaji vazbu na adhezivni molekuly
specifickych bunék. Napft. lysin-arginin-serin-arginin (KRSR) s vazbou na osteoblasty
[Nelson 2006]. Shin et al., (2011) zjistili, ze smés ligandi RGD-KRSR umoziovala

86



adhezi bun¢k na matrix a kompenzovala tak hydrofobni povrch matrix [Shin et al., 2011].
Pti pouziti solidniho PPF pozorovali snizenou tvorbu kosti, porozni PPF nevedl k vyssi
osteogenezi [Henslee et al., 2011]. Polymer polypropylen fumaratu a diethylfumaratu je
hydrofobni [Shin et al., 2011], coz dale snizuje jeho mozZnost byt idedlnim osteogennim
materialem.

V kostnim inZenyrstvi se pouzivaji polyhydroaxyalkanoatové kompozitni materialy
s hydroxyapatitem a trikalcium fosfdtem. Alves et al., (2011) pouzili kompoziti ze 70 %
polyhydroxybutyratu (PHB) a 30 % hydroxyapatitu. Kompozitni materidl implantovali
ektopicky subkutanné a ortotopicky do stehenni kosti kocek. V intervalu 15-90 dni
testovali tyto implantaty. Zjistili, ze v obou pfipadech provokoval tento material
granulomatozni zanétlivou reakci [Alves et al., 2011]. Mnoho dalSich autort testovalo
polyhydroxyalkanoaty s pozitivnim efektem. Ni et al., (2002) prokazali, Ze hydroxyapatit
(HAP) s PHB mél bioaktivni vlastnosti a Ze miru bioaktivitiy a mechanickych vlastnosti
lze ovlivnit pomérem mezi jednotlivymi slozkami v kompozitu [Alves et al., 2011].
Kompozity z PHB/HA a PHBV/HA m¢ély mechanické vlastnosti v tlaku prakticky stejné
jako lidské kost. Toto zjisténi ukazuje, ze tato skupina latek je vhodna pro kostni tkdnové
inzenyrstvi, protoze jsou tyto preparaty odbouratelné, bioaktivni, nékteré maji kosti
odpovidajici mechanické vlastnosti a mizeme je kombinovat s jinymi polymery nebo
organickymi latkami [Qiang Chen et Wu 2005]. Ni et Wang (2004) inokulovali in vitro
bunky krali¢i kostni dfen¢ s matrix z PLA, poly,3-hydroxybutyratu (PHB) a poly(3-
hydroxybutyratu ko-3-hydroxyhexanodtu (PHBHHXx). Testovali  biokompatibilitu a
chovani bun¢k. Nejlepsi vysledky, vazbu a proliferaci pozorovali ve skupin¢ s PHBHHXx.
Fenotyp bun€k odpovidal osteoblastiim. Riist bunék byl vyssi ve skupiné s PHBHHx o 40
% nez u PHB a o 60 % vyssi nez u PLA [Ni et Wang 2004]. Pouziti polyhydroxyalkanoatu
in vivo je nutné dale testovat, protoze vétSina vysledki je pouze in vitro. Nektefi autofi
naznacuji, ze material se mize chovat prozanétlivé [Alves et al., 2011].

Nuttelman et al., (2004) pouzili polyethylenglykolové 3D matrice s lidskymi
mezenchymalnimi kmenovymi buiikami (hMSCs) v osteogennim kultiva¢nim mediu in
vitro. Po 1 tydnu byla potvrzena exprese osteonektinu a alkalické fosfatasy, coz jsou latky
charakteristické pro osteogenni diferenciaci. Tato prace sice potvrdila PEG jako moZnou
matrix v kostnim tkanovém inzenyrstvi [Nuttelman et al., 2004], ale jedna se pouze o
experiment in vitro. Benoit et Anseth (2005) pouzili PEG modifikovany heparinem spolu s
hMSCs. Heparin v této studii spolu s polyethylenglykolem stimuloval adhezi, proliferaci a
osteogenezi [Benoit et Anseth 2005]. Material se Siroce v kostnim tkanovém inZenyrstvi
nepouziva.

V kostnim tkanovém inzenyrstvi se nékdy pouZzivaji syntetické polypeptidy napft.
polymery RADA 16-1 (RADA - arginin-alanin-kyselina asparagova-alanin) nebo RADA
16-11 (RARADADA - arginin-alanin-arginin-alanin-kyselina asparagova-alanin- kyselina
asparagova-alanin). Gareta et al., (2006) pouzili mySich embryonalnich kmenovych
bunck (mESC) v kultufe polypetidi RADA 16-1 [Gareta et al., 2006]. Byly uspésné
ovéfeny 1 kombinace jinych materidlti napt. hydroxyapatitu a peptidové sit¢ RADA 16-I
[Garreta et al., 2007]. Peptidy tvofi vyznamnou a perspektivni skupinu syntetické
extracelularni matrix v kostnim tkdnovém inZenyrstvi. Jedna se ale o molekuly zlepsujici
adhezi bun€k na anorganickou matrix, nelze je pouzit samostatné.

Zajimavou praci s Cistym nanostrukturdlnim hydroxyapatitem publikovali
Pezzatinim et al. (2007). Pouzili fibrinového gelu se stopovym mnozstvim hydroxyapatitu
2-10 pg/ml. Ve skupiné s HAP zjistili signifikantné vysSsi tvorbu fibroblastového
rustového faktoru 2 (FGF-2), zvySenou citlivost bun¢k na vaskularni endotelidlni faktor
(VEGF) a pozorovali zvySenou tvorbu kapilar [Pezzatini et al., 2007]. Lee et al., (2008)
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Pouzili in vitro ¢ty riznych koncentraci hydroxyapatitu v kopolymeru s PPF. Testovali
jejich vlastnosti. Pfidany hydroxyapatit zlep$il hydrofilni vlastnosti PPF (Polypropylen
fumarat), mél vyssi absorpci sérovych proteint kultury, coz vedlo k lepsi vazbé, proliferaci
a rozsifeni preosteoblastll v materidlu [Lee et al., 2008].

Na zakladé vySe uvedené recenze literatury jsme v naSem experimentu zvazovali pouziti
hydroxyapatitového keramického kompozitu. Vychazeli jsme z prace Roldana et al.,
(2010), kde autofi pouzili hydroxyapatitového keramického kompozitu s poméry
hydroxyapatitu/B-TCP 60/40 s mezenchymalnimi kmenovymi burikami (MSCs) a testovali
ucinnost BMP-7, VEGF samostatné¢ i dohromady a v kombinacich s MSCs. Na mySim
modelu implantovali tento material subkutdnné, mimo kost, tj. ektopicky. V zadné skupiné
nepozorovali vyssi osteogenezi ani v elektronovém mikroskopu, ani histologicky [Roldan
et al., 2010]. Na vlastni vysledek ostegeneze méla ziejmé vliv i ektopickd, subkutdnni
implantace materialu.

Cisty hydroxyapatit, ktery jsme pouzili v naSem experimentu, jsme z vyse
popsanych divodi povazovali za nejvhodnéji matrix.

Dalsi otazkou v nasem experimentu bylo pouziti rustovych faktort. Nékteré z nich
jsou jiz schvalené pro klinické pouziti. V soucasné dob¢ je k dispozici komeréni preparat
Infuse© (Medtronic, Inc. USA), coz je rekombinantni kostni morfogenni protein 2 (angl.
recombinant human bone morphogenni protein 2 - rhBMP-2) s kolagennim nosic¢em.
Preparéat je uréeny pro augmentaci Celistnich defektt v maxilofacidlni chirurgii. Americka
agentura kontroly potravin a 1éka (angl. U.S. Food and Drug Administration - FDA)
povolila jeho uzivani v huméanni medicin€. Dal$im preparatem je GEM21S© (BioMimetic
Pharmaceuticals, Inc., USA), rekombinantni desti¢kovy ristovy faktor (rhPDGF-BB) na
beta-trikalcium fosfatové matrix. Preparat je schvalen FDA a je indikovan pro regeneraci
kostnich defektli parodontologii. Pfestoze v USA jsou tyto ristové faktory povolené
K uzivani, jedna a o indikace stomatologické nebo cCelistné-chirurgické. Vyuziti
v traumatologii, ortopedii a spondylochirurgii je otazkou k dalsimu vyzkumu. Z téchto
divodl jsme se rozhodli pouZit co nejjednodussi model, ktery nezahrnoval testovani
rustovych faktord.

V prvni ¢asti nasi prace jsme hodnotili vliv kmenovych bunék pii pouziti
hydroxyapatitové matrix (Cem-Ostetic®) na kostni regeneraci defektu obratlového téla u
potkana. NejlepSich vysledkii v novotvorbé kosti jsme doséhli pfi pouziti lidskych
kmenovych bunék z kostni dfené ve vySsi koncentraci. Ve srovnani s koncentraci hBMSCs
0,5 milionu méla skupina s koncentraci 5 miliont signifikantné vysSi nartst kosti s lepsi
inkorporaci rezidualni matrix a menSim mnozstvim zbytkového hydroxyapatitu. V této
¢asti experimentu jsme ukazali, ze kombinace hydroxyapatitové matrix a kmenovych
bunék vede k lepSi novotvorbé kosti. Dullezitym poznatkem experimentu je kvantita,
respektive inicidlni bolus kmenovych bunék, kdy 0,5 milionu hBMSCs se ukézala jako
nedostatecna. Predchozi studie ukézaly, Ze defekt obratle je dobrym modelem ke studiu
novotvorby kosti a testovani kvalit ruznych biomateriala [Fujishiro et al., 2007],
[Kobayashi et al., 2009]. Liang et al., (2010) pouzili také defekt obratlového téla, ale na
rozdil od nasi studie pouzili jako matrix kombinaci PLGA a BMP. Autofi se domnivaji, Ze
tento model je vhodny zejména ke simulaci defektu obratlového téla po odstranéni
nadorové tkané [Liang et al., 2010].

Domnivame se, Ze mezenchymalni kmenové buinky jsou dobrym nastrojem ke
zlepSeni hojeni kostnich defekti v ortopedii, traumatologii, spondylochirurgii a
maxilofacialni chirurgii. Pied vlastnim klinickych pouzitim je nutné ovéfit bezpecnost,
jednoduchost a funkénost kmenovych bun€k. V nasem experimentu jsme pouzili
jednoduché ptipravy vlastni matrix spolu s kmenovymi buitkami. Soucasn€ jsme tyto
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pfipravovali v ramci ,,Spravné vyrobni praxe“ a metodikou odsouhlasenou SUKL. Fenotyp
kmenovych bun€k a jejich charakteristika je vysledkem dodrzeni standardii Mezinarodni
spole¢nosti pro bunéfnou terapii (International Society for Cellular Therapy - ISCT)
[Dominici et al., 2006]. Pro klinické pouziti musi byt metodika pfipravy matrix a
kmenovych bunék jedoducha. Z tohoto diivodu jsme se chtéli vyvarovat prodlouzené
kultivace, diferenciace a expanze bun¢k pted vlastni implantaci. Misto toho jsme buiiky
pouzili ihned po rozmrazeni a vyplachnuti zmrazovaciho media.

V literatufe je mozné nalézt rizné protokoly ptipravy MSCs [Nakajima et al.,
2007], [Choi et al., 2011]. Ke klinickému pouziti se vétSinou tyto protokoly nehodi,
protoze v nemocni¢nim prostiedi musi byt pouziti rychlé a jednoduché. Nase vysledky
ukazuji, ze pro uspéch rekonstrukce defektu obratlového téla bylo zasadni pouziti vyssi
hustoty kmenovych bun¢k. Choi et al., (2011) pracovali na defektu stehenni kosti s
pouzitim fibronektinem povlakovaného mixu HA/TCP. Matrix kombinovali s kmenovymi
buitkami. Pouzili nejprve 0,75 milionu ASCs, ale nedoséhli signifikantné lepsi novotvorby
kosti oproti kontrole. Poté zvysili hustotu bunék na 7,5 milionu a pozorovali vyrazné vyssi
nariist kosti. Poté opét zvysili mnozstvi ASCs na 75 miliont, ale doslo jen k malému,
nesignifikantnimu nartistu novotvorby kosti [Choi et al., 2011].

Obdobny vysledek piedlozili Minamide et al., (2005), ktefi implantovali jeden milion a
100 miliont BMSCs do oblasti dorzolateralni fize a zjistili signifikantn€ vy$si novotvorbu
kosti ve skuping se 100 miliony kmenovych bun¢k [Minamide et al., 2005]. Dosli jsme ke
stejnému zavéru jako vySe zminénd skupina: novotvorba kosti je zavisld na denzité
kmenovych bunék v matrix. Idedlni hustota se pohybuje ziejmé¢ kolem 5,0-7,5 miliond
bunck/ml. V nasem experimentu obratlového defektu jsme nepozorovali signifikantné
vyssi resorpci zbytkové matrix ve skupiné s nejvysSim naristem novotvorby kosti, tj.
skuping €. 4.

Zerbo et al., (2005) pozorovali, ze degradace hydroxyapatitu se d&je spise
chemickym rozpousténim, nez aktivitou osteoklastii [Zerbo et al., 2005]. Tento zavér je v
souladu s nasim pozorovanim. NenaSli jsme zadné zndmky osteoklastické resorbce
hydroxyapatitu, pouze znamky osteoklastické ptestavby novotvofené kosti. Mechanismus,
kterym se kmenové buiky podileji na novotvorbé kosti, neni piesné znam [Zerbo et al.,
2005].

Huang et al., (2011) wukazali, 2ze MSCs  kombinované s
hydroxyapatitem/PLGA/kolagenem 1 se diferencuji v osteoblasty a produkuji
extracelularni matrix v dorzolateralni spinalni fuzi [Huang et al., 2011]. Jini autofi ukazali,
ze transplantované MSCs preZivaji pouze po kratkou dobu a nepfimo podporuji migraci
vlastnich bunék organismu, coz vede k novotvorbé kosti [Boukhechba et al., 2011].

V naSem experimentu obratlového defektu jsme ve skupiné prazdného defektu
(skupina 1) pozorovali reaktivni osteoplazii s okrsky kartilaginézni metaplazie. Ve skupiné
s hydroxyapatitem samotnym (skupina 2) jsme vidéli na povrchu augmenta¢niho materialu
izolované ostriivky novotvofené kosti a osteoidu. Tato novotvorba kosti milZe znamenat
aktivaci té€lu vlastnich MSCs z kostni dfen¢ na zdklad¢ operacniho traumatu. Pfitomnost
ostrivkil chrupavky mizeme interpretovat jako eventualni ¢asnou enchondralni osifikaci,
coZ by mohlo podporovat myslenku mobilizace vlastnich kmenovych bunék. Pokud jsme
kombinovali matrix s MSCs, chrupavc¢itou tkan jsme nepozorovali a ukladani kostniho
materidlu bylo patrné na povrchu augmentacniho materialu. Enchondralni typ osifikace
nastava pii niz8i tenzi kysliku [Shapiro et al.,, 2008] a je primdrnim mechanismem
sekundérniho kostniho hojeni.

Tortelli et al., pouzili hydroxyapatitu s MSCs a ukazali na ektopickém modelu u
mysi, ze dochazi k enchondralni osifikaci a novotvofena kost na tomto zaklad€ byla kosti
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hostitelského organismu [Tortelli et al.,, 2010]. Dalsi autofi vSak ukdazali, ze pouziti
diferencovanych osteoblastli nevede k osifikaci pies formovani chrupavky, ale pftes
intramembrandzni osifikaci. Tento postup vedl k novotvorbé kosti na mySim modelu
[Baraniak et al., 2010]. V nasem experimentu novotvoiena kost pravdépodobné pochazela
z experimentalniho zvifete. Domnivame se tak na zdkladé¢ nalezu jen velmi malého
mnozstvi lidskych bunék na konci experimentu. MuUzeme jen spekulovat, Ze po
transplantaci lidskych MSCs tyto produkovaly riizné rastové faktory [Baraniak et al.,
2010] a tim doslo k atrahovani kmenovych bun€k hostitelského organismu a zlepSenému
hojeni. V naSem experimentu jsme pozorovali v defektu obratlového téla granulomatozni
reakci typu cizich téles na rozhrani augmentanc¢iho materidlu u skupiny se samotnym
hydroxyapatitem.

V kontrastu s timto poznatkem jsme ve skupiné s MSCs pozorovali vyrazné
redukovanou zanétlivé granulomatozni reakci. Toto zjisténi vysvétluje imunomodulacni
efekt MSCs [Nauta et Fibbe 2007], ktery mize signifikantné vést k zlepSeni kostniho
hojeni [Hoogduijn et al., 2010]. V na$i studii jsme pouzivali cyklosporin A k
imunosupresi  hostitelského organismu. N¢&kteti autofi pozorovali potencovani
imunosupresniho efektu cyklosporinu A a kmenovych bunék [Le Blanc et al., 2004],
[Maccario et al., 2005]. Vyss$i novotvorbu kosti ve skupiné¢ s MSCs nemtiizeme vysvétlit
imunosupresi, ale spiSe pfitomnosti MSCs, protoze ve skupiné se samotnym
hydroxyapatitem jsme cyklosporinu A pouzili také a nedoslo k signifikantnimu nartstu
kosti. Movsowitz et al., (1988) popsali efekt cyklosporinu na kostni remodelaci. Zjistili, ze
muze dochazet ke ztraté kostni hmoty in vivo [Movsowitz et al., 1988]. McCauley et al.,
(1992) potvrdili tyto piedpoklady na potkanich osteoblastech in vitro. Autofi popsali
inhibici proliferace osteoblastti, ktera vede k poklesu jejich po¢tu a poklesu hladin
alkalické fosfatazy [McCauley et al., 1992]. KdyzZ jsme se rozhodovali, jakou imunosupresi
vyuzijeme, hledali jsme studie, které by testovaly pouziti MSCs s cyklosporinem: Horwitz
et al., (1999) 1é¢ili 3 pacienty s osteogenesis imperfecta pomoci MSCs. Pouzili cyklosporin
jako chemoprofylaxi proti GVHD. Bez ohledu na cestu podani cyklosporinu pozorovali
rist celkového kostniho minerdlu mezi 21 - 29 gramy V porovnani s fyziologickymi
hodnotami mezi 0 - 4 gramy u zdravych déti se stejnou ristovou aktivitou. Tento narist byl
V piimé umeéte s narastem kosti, ristem vysky a snizenym rizikem zlomenin [Horwitz et
al., 1999]. V literatufe mizeme nalezt rizné ptistupy k transplantaci xenogennich bunék s
pouzitim imunosuprese. Isomoto et al., (2007) pouzili imunosupresi cyklosporinem A
spolu s mezenchymdalnimi kmenovymi buiikkami z kostni dfené. Podle autori nem¢l
cyklosporin A zadny vliv na osteogenezi [Isomoto et al., 2007]. Tcacencu et al., (2012)
implatovali lidské MSCs v hydrogelu do defektu mandibuly u mysi imunosuprimovanych
cyklosporinem A. Zjistili vyssi denzitu kosti alveolu a sniZeni mnozstvi osteoklastli v misté
poranéni, které piisoudili imunomodulaénimu efektu MSCs a jejich interakci s
hostitelskymi makrofagy a monocyty [Tcacencu et al., 2012]. Z téchto divodi jsme se
rozhodli cyklosporin A pouzit. Na druhé stran¢ Kim et al., (2008) uvetejnili praci o pouZziti
xenogennich MSCs s matrix z hydroxyapatitu s beta-trikalcium fosfatem na modelu
dorzolateralni fize u kralika. Zjistili, Ze doSlo k vysoké novotvorbé kosti bez
imunosuprese. Autofi se domnivaji, Ze MSCs maji nizkou imunogenicitu a vysoké pteziti
[Kim et al., 2008]. Toto tvrzeni je v rozporu s naSim experimentem, kde jsme zaznamenali
jen minimum lidskych MSCs na konci experimentu.
vlastnostmi. Podle nejnovéjsich studii MSCs snizuji aktivitu bun€k imunitniho systému.
INF-y v kombinaci s jednim z prozanétlivych cytokind TNF-a, IL-1o nebo IL-1B8 mohou
stimulovat MSCs K produkci vysokych hladin imunosupresivnich latek, chemokini a
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adhezivnich molekul jako CXCR3 a CCRS5 ligandy, ICAM-1 (angl. intercellular adhesion
molecule-1) a VCAM-1 (angl. vascular cell adhesion molecule-1) [Ren et al., 2008], [Ren
et al., 2010], [Ma et al., 2014]. Schopnost imunosuprese a antiinflamatorni ptisobeni
MSCs muze vést k potlaceni alogenni rejekce. Mechanismus pisobeni kmenovych bun¢k
exprese kostimula¢nich molekul, vlivem MSCs na maturaci a fungovani dendritickych
bun¢k, omezovani proliferace T-lymfocyti a interakce s NK buiikami pomoci rozpustnych
cytokini [Lanza et Atala 2014]. Piestoze neni mechanismus téchto interakci popsan, MSCs
se pouzivaji v klinické medicin¢: Kurtzberg et al., (2014) pouzili lidské MSCs u
pediatrickych pacientl s akutni formou reakce $tépu proti hostiteli (aGVHD) rezistentni na
imunosupresiva. Zlepseni stavu po 28 dnech nastalo v 61.3% pfiipadu a toto zlepseni bylo
pfimo umérné preziti pacientii nad 100 dni od infuze MSCs [Kurtzberg et al., 2014]. Podle
americkych vladnich zdroju (U.S. National Institutes of Health
http://clinicaltrials.gov/show/NCT01510431) probiha klinicky vyzkum MSCs u pacientti s
Crohnovou chorobou rezistentni na béznou 1é¢bu. Vysledky nejsou k dispozici, ale vyse
popsané ukazuje na imunosupresivni charakter MSCs.

V souladu s dal$imi experimenty jsme 1 my nezaznamenali tvorbu nadorovych
struktur [Centeno et al., 2011]. Také jsme nepozorovali deformaci obratle nebo kompresi
patetniho kandlu, coZ naznacuje, Ze defekt obratlového téla a jeho regenerace s pouZzitim
kmenovych bunék jsou bezpecné.

Ve druhé ¢asti naseho experimentu jsme vyuzili zjiSténé idedlni denzity kmenovych
bun¢k a navrhli jsme novy model spinalni fize u potkana. V literatuie jsou popsany rizné
modely ventralni a dorzolateralni spinalni fuze [Khana et al., 2004]. Dorzolateralni fuze je
velmi ¢astou procedurou v lidské mediciné [Nakajima et al., 2007]. Muschler et al.,
(2010) ve své praci uvadgji, ze bychom se méli vyvarovat dorzolateralni fuze u malych
zvitat. V protikladu s tim je fakt, ze modelii na malych zviratech se stale vice vyuziva pro
jejich prednosti: jsou levné, rychle se hoji, coz vede k cetnéjSim experimentim a
rychlejsimu vysledku [Reid et al., 2011]. Na$ novy experimentalni model fixace processus
spinosus ukazuje, Ze je bezpeény vzhledem k nulové morbidité a mortalité. Zadné
experimentalni zvife neutrpélo zlomeninu titanového mikroplate a nedoSlo ke ztraté
fixaénich Sroubl. V ramci naseho experimentu jsme nezaznamenali zadny neurologicky
deficit. Obé¢ testované skupiny nevykazovaly zadné zndmky zmény piijmu potravy.

V nékterych studiich dorzolateralni fuze nejsou obratle nijak fixovany [Nakajima et
al., 2007], prestoze fixace se povazuje za podminku, bez které neni mozna tvorba kosti. Za
zlaty standard se v kostnim tkanovém inZenyrstvi povazuje triangularni koncept: soucasné
vyuziti kmenovych bungk, ristovych faktor a kostni matrix. Giannoudis et al., (2007)
pfidava k tomuto konceptu pojem ,,mechanical environment®, tedy dalezitost mechanické
stability jako klicového faktoru hojeni kosti [Giannoudis et al., 2007]. Cilem naSeho
druhého experimentu bylo vytvofeni jednoduchého modelu spinalni fuze na malém zvifeti.
Obdobny vysledek jako Choi et al., (2011) pfedlozili Minamide et al., (2005), ktefti
implantovali jeden milion a 100 milioni BMSCs do oblasti dorzolateralni fize. Zjistili
signifikantné¢ vyss$i novotvorbu kosti ve skupiné se 100 miliony kmenovych bunéck
[Minamide et al., 2005].

Kmenové bunky, respektive hBMSCs, jsme pfipravovali pro druhou ¢ast naseho
experimentu zcela stejné. Experimentalni zvifata jsme oSetfovali ve stejnych podminkach,
pouzili jsme imunosuprese cyklosporinem A. Oproti néalezim ve skupiné s
hydroxyapatitem s MSCs (Skupina 6) jsme v histologickém vySetfeni ve skuping s ¢istym
hydroxyapatitem (Skupina 5) vidéli casté obrovské mnohojaderné bunky z cizich téles,
smiSenou zanétlivou reakci v okoli augmenta¢niho materialu s neutrofily a makrofagy.
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Tento nalez koresponduje s pfedchozim zjisténim diskutovanym vyse, ze kmenové builky
maji imunomodulacni efekt a snizuji zanétlivou odpovéd’ hostitele. V souladu s timto
nalezem je i absence zanétlivé reakce v okoli augmentatu ve skupiné s MSCs. Kvalita kosti
byla podle histologického vySetfeni lepsi ve skupiné s MSCs, pozorovali jsme lépe
integrovanou novotvoienou kost do okolni kosti. Shluky augmenta¢niho materialu byly na
nékterych mistech zcela obklopeny novotvoienou kosti. Trabekuly novotvotené kosti byly
obklopeny aktivnimi osteoblasty a rozptylenymi osteoklasty jako nasledek aktivni
remodelace kosti. Presto v kvantitativnim histomorfometrickém srovnani jsme
nezaznamenali vyS§i novotvorbu kosti ve skupiné s MSCs. V experimentu s defektem
obratlového téla se tiisténny defekt hoji hlie nez vySe popsany defekt jednosténny.
Diivodem muze byt rozsah defektu. Podobny efekt mlize mit nedodrzeni principa fizené
kostni regenreace, kdy fibroblasty rychleji obsazuji augmentdt a brani osteogenezi. V
protikladu s timto tvrzenim je ale vys$i kvalita kosti dle histologického vySetieni ve
skupiné s MSCs. K srovnatelnému vysledku mezi skupinami mohla vést i mirna
pohyblivost mezi obratli, kterd je dana pouzitim fixace v jedné roviné. S timto tvrzenim je
ale v rozporu prace Nakajima et al., 2007, ktefi nepouzili zadné fixace u dorzolateralni
faze.

V naSem experimentu jsme pouzili fixace obratld titanovou dlahou. I pies tuto
stabilizaci dochdzelo k diskrétni pohyblivosti fizovanych obratli. Ve skupiné s MSCs
(skupina 6) jsme zaznamenali vy$§i novotvorbu kosti, ktera se vsak signifikantné nelisila
od novotvorby kosti u skupiny bez MSCs (skupina 5). Pokud by mirnd pohyblivost byla
pri¢inou nevyrazné novotvorby kosti ve skupiné¢ s MSCs, pak by velmi pravdépodobné
proporciondlné horSich vysledkii dosahovala i skupina se samotnym hydroxyapatitem.
Vlastnosti mikroprostfedi se mohou vyrazné liSit a ovliviiovat novotvorbu kosti mezi
zhojenim metafyzarniho defektu a dorzolateralni fizi [Boden et al., 1999].

Nase studie ukazuji, ze hydroxyapatit s lidskymi mezenchymalnimi kmenovymi
bunikami jsou vhodnym augmentacnim materidlem, ktery u jednosténnych defekti vede k
signifikantni novotvorbé kosti. Testovali jsme jednoduchou pfipravu matrix a kmenovych
buné¢k, vhodnou k pouziti v klinické medicing.
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6 Zavér

V traumatologii, ortopedii, spondylochirurgii a maxilofacidlni chirurgii vede
nedostatek kostni tkan¢ k nedokonalému a kompromisnimu oSetfeni mnoha pacientt.
V nasi praci jsme se zabyvali ovéfenim osteogennich schopnosti mezenchymalnich
kmenovych bunék spolu s matrix z hydroxyapatitu. Experimentaln¢ jsme ovéfili, Ze pouZiti
mezenchymalnich kmenovych bunc¢k vede u jednosténného defektu obratlového téla
potkana k signifikantn¢ vys$i novotvorbé kosti v porovnani s kontrolou nebo s pouzitim
pouze matrix bez kmenovych bunék. Nartst novotvotrené kosti byl zavisly na hustoté
pouzitych kmenovych bunék pfimo amérnge.

Béhem experimentu jsme navrhli levny a snadno reprodukovatelny model hojeni
zlomeniny u potkana metodou obratlové faze s fixaci titanovymi dlahami a Srouby. Nardst
kostni hmoty u obratlové fize nebyl signifikantné vyssi ve srovnani s kontrolou. Diivodem
mohl byt fakt, Ze se jednalo o 4 sténny defekt, ktery je pro t€lo mnohem t¢z8i zhojit. U
modelu defektu obratlového téla a obratlové fize jsme zjistili, Ze kmenové bunky darce
pfezivaji po 8 tydnech od implantace velmi malo a jejich efekt bude spise
imunomodulacni, v potlateni zanétlivé odpovédi hostitelského organismu. Kmenové
buiiky budou velmi pravdépodobné secernovat zatim nezjisténé cytokiny a jiné plsobky,
které pravdépodobné vedou k mobilizaci vlastnich kmenovych bunék organismu a tim
vys$si novotvorbé kosti.

Oba popsané modely, tj. model defektu obratlového téla a spinalni fuze, byly levné,
bezpecné, snadno repodukovatelné a s nulovou mortalitou.
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