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Abstrakt

Uvod

Pouziti lumbalni intervertebralni fize (LIF) v USA i v Evropé v poslednim desetileti rychle
nariista. Navzdory technickému pokroku ve spondylochirurgii a vyvoji novych materia-
10 se riziko selhéni této metody stale pohybuje mezi 5-35 %. UZiti autologniho kostniho
Stépu u LIF je stale povaZzovano za zlaty standard, avSak jeho odbér z lopaty kosti kycel-
ni je zatizen kratkodobou i dlouhodobou morbiditou postihujici az 22 % téchto pacientd.
Hlavnim cilem na$i experimentalni studie bylo vyvinout novy hybridni biodegradabilni
nanokompozitni implantat (HBNI) obohacenym o stabilizovany Fibroblast Growth Factor
2 (FGF2-stab) nebo o biogenni polyfostat (bioPolyP) a nasledné porovnat schopnost pro-

vedeni LIF mezi HBNI a autolognim kostnim Stépem.

Material a metodika

Nove¢ vyvinuty HBNI se skladal z biokeramiky, nanostrukturovaného kolagenu, oxycelu-
16zy a FGF2-stab nebo bioPolyP (scaffold 3. generace). Po in vitro vylouc¢eni cytotoxicity
bylo pfistoupeno k in vivo ovéfeni jeho biokompatibility. Do experimentélni studie bylo
zafazeno 36 experimentalnich prasat. VSechna zvitata podstoupila operacni zakrok v po-
dobé¢ lateralni lumbalni intervertebralni fuze. Diskektomie byla provedena v segmentu
L2-3, s naslednou implantaci kostniho §tépu (skupina A, n=12) nebo HBNI obohaceného
o FGF2-stab (skupina B, n=12) nebo bioPolyP (skupina C, n=12) doplnéné o suplemen-
tarni fixaci osteosyntetickym materidlem. Kvalita provedené LIF byla hodnocena po eu-
tanazii experimentalnich zvitat po 8 a 16 tydnech trvani experimentu pomoci mikro-CT,

biomechanickych testl a histologie.

Vysledky

Na zaklad¢ provedenych in vitro testll byla vyloucena cytotoxicita a potvrzena biokompa-
tibilita HBNI v jeho 2 modifikacich. Po 8 tydnech in vivo experimentu mikro-CT analy-
za vzorku patefi vykazovala podobné vysledky LIF ve skupiné s kostnim Stépem 1 HBNI
obohacené¢ho o FGF2-stab nebo bioPolyP. Naopak po 16 tydnech experimentu doslo ke
statisticky vyznamné progresi LIF ve skupiné¢ s HBNI v obou jeho modifikacich oproti
skupiné s kostnim Stépem (p=0,023). Stejn¢ tak biomechanické testy prokazaly statisticky
vyznamné vysSi pevnost operovanych patefi s implantovanym HBNI s FGF2-stab i bioPo-

lyP (p<0,05). Histomorfologické vysetfeni ve skupin¢ s HBNI s FGF2-stab potvrdilo jeho




kopletni resorbci jiz po 8 tydnech od implantace a byl zde pfitomny nariist novotvofené
kostni tkané. Ve skupiné s bioPolyP implantatem byla resorbce zpomalena, avsak nartst
novotvorené kostni hmoty byl nejvyssi. Kostni §t€p v histologickém obraze podl¢hal re-

sorbci a fibrozni prestavbe.

Lavér

Nové vyvinuty HBNI v obou jeho modifikacich vykazoval znamky biokompatibility a zad-
né cytotoxicity. HBNI na bazi biokeramiky, kolagenu, oxycelulézy a FGF2-stab nebo
bioPolyP prokazal signifikantni schopnost osteokondukce i1 osteoindukce a predstavuje
moznost, jak zlepsit vysledky metody lumbalni intervertebralni fuze v porovnani se stan-

dardné uZivanym kostnim $tépem.
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genni polyfosfat.




Abstract

Background
The use of lumbar fusion procedures in the USA and Europe has rapidly increased over the

last decade and a large number of these procedures involve the use of bone grafts. Despite
of technical progress of spinal surgery and operative materials the risk of vertebral fusion
failure occurs in 5 — 35 % of cases. Autografting has been considered the gold standard
for bone graft procedures. However, the harvesting from the iliac crest can be associated
with short and long-term morbidity in up to 22 % of cases. Main goal of this experimen-
tal study was to develop and subsequently to compare newly developed hybrid biodegra-
dable nanocomposit implant (HBNI) enriched by stabilized Fibroblast Growth Factor-2
(FGF2-stab) or biogenic polyphosphate (bioPolyP) against iliac crest bone graft as a new

and better alternative for lumbar interbody fusion.

Material and methods

Bioabsorbable implant consists of bioceramics, nanostructured collagen, oxycellulose and
FGF2-stab or bioPolyP. In the first step biocompatibility was verified by in vitro tests.
Thirty six experimental pigs enrolled to our study underwent L2/3 discectomy with im-
plantation of a tricortical iliac crest bone autograft (group A, n=12) or newly developed
BNHI enriched FGF2-stab (group B, n=12) or bioPolyP (group C, n=12) followed by la-
teral intervertebral fixation In the second step the quality of spinal fusion was assessed by
micro computed tomography (Micro-CT) scanning, biomechanical testing and histological

examination at 8 and 16 weeks after surgery.

Results

In vitro tests confirmed osteoconductivity and nontoxicity of both tested HBNI. While 8
weeks after implantation micro-CT analysis demonstrated similar fusion quality in groups
of tricortical bone graft and HBNI enriched by FGF2-stab and bioPolyP, in contrast, spi-
nes with HBNI showed a significant increase in fusion quality in comparison to the au-
tograft group 16 weeks post-surgery (p=0,023). Biomechanical testing revealed signifi-
cantly higher stiffness for the BNHI group compared to the autograft group 16 weeks af-
ter operation (p<0,05). Histomorphological evaluation 16 weeks postoperatively showed
significant progression of callus formation in the HBNI groups beside partially resorbed

tricortical bone in the graft group.




Conclusions

Newly developed HBNI enriched by FGF-2 as well as by bioPolyP does not show any
signs of cytotoxicity. Significant osteoconductive and osteoinductive effect of HBNI based
on bioceramics, collagen, oxycellulose and FGF-2stab or bioPolyP could improve spinal

fusion outcomes and attempt to achieve better outcomes seen in bone autografts.

Keywords:
Micro-CT, biomechanics, histology, animal model, lumbar spinal fusion, autogenous bo-

ne graft, ceramic bioimplant, nanostructured collagen, FGF-2, biogenic Polyphosphate




PREDMLUVA

Habilita¢ni prace se zabyva problematikou in vitro a in vivo testovani nového bioimplan-
tatu, ktery byl vyvinut za ti€elem zlepSeni vysledkll intervertebralni dézy, kterd predstavuje
1é¢ebnou modalitu jak u trazi, tak u degenerativniho postiZzeni patete.

Vyse zminény bioimplantat se fadi mezi 3. generaci keramickych scaffoldi, které kromé
ostekonduktivnich vlastnosti vykazuji i schopnost osteoindukce. Soucasné oproti auto-
gennimu kostnimu $tépu neni bioimplantét zatizen zvySenou morbiditou vyplivajici z jeho
odbéru a ve srovnani s inertnimi materialy sice nevykazuje takovou pevnost, ale o to vice
simuluje biologické vlastnosti kostni tkané.

Dtivodem ke zpracovani tohoto tématu je autorova afinita ke spinalni traumatologii a sou-
¢asné 1 k biomedicinskému vyzkumu, ktery je zaméfen na vyvoj novych biomaterialti

slouzicich k nahradé a hojeni kostni tkang.




PODEKOVANI

Na tomto misté bych velmi rad podekoval svym spolupracovnikiim a ¢leniim mé vyzkum-
né skupiny, zejména pak kolegiim z Oddéleni pokrocilych biomaterialit CEITEC VUT pod
vedenim doc. Ing. Lucy Vojtove, Ph.D., Vyzkumného ustavu veterindarniho lékarstvi pod
vedenim MUDr. Eduarda Gopfita, Ph.D., Laboratore mechanickych zkousek CVUT pod
vedenim Ing. Radka Sedlicka, Ph.D. a Institutu experimentdlni mediciny AVCR pod ve-
denim RNDr. Very Hedvicakove, Ph.D.

Moje osobni a vyjimecné podékovani patii i mému priteli, panu prof. MUDr. Ladislavovi
Plankovi, Ph.D., diky kterému cely projekt vyzkumu intervertebralni dézy vzniknul.
Zvlastni dik pak patri mym kolegum z Kliniky urazové chirurgie FN Brno a LF MU
MUDr. Vladimirovi Nekudovi a MUDr. Danielovi Irovi, Ph.D. za jejich precizni pristup
k nasemu spolecnému védeckému bdadani a také za moji vyraznou podporu v priibeéhu
celého experimentu.

Naposlednim, a tedy nejvyznamnéjsim misté bych rad podékoval téem nejmensim, Jendovi,
Makyné a Terce Krtickovym, kteri v dobé, kdy citili potiebu abych se jim vénoval na 200 %
Jjsem to zvladl jen na procent 100. A Tobé Kristynko Irova, dekuji za Obr. 1, navzdy uz zu-

stane jen a jen autorsky Tvij a bez Tvého svoleni ho nikomu nepujcim.




Obsah

1

2
3

TEORETICKY UVOD . . ...\ttt 11
1.1 Uvod do problematiky spinalni dézy (fze) ... .............cccooou.... 11
L2 HIStOTIC . . o oot ettt e e e e 12
1.2.1 Techniky meziobratlové fuze............. ... .. .. ... .. .... 12
1. 2.2 Instrumentaria pouzivana pii spindlni fazi...................... 14
1.2.3 Meziobratlové klece.......... ... ... 14
1. 2. 4 Kostni materialy pouzivané pii meziobratlové fuzi............... 15
1.3 Metody meziobratlové kostni fize . ............ ... ... ... ... ... .. ... 16
1.3.1 Zadni pfistupy prospinalni fazi.............................. 17
1.3.2 Piedni pristupy . . . ..ot 19
1.4 Moznosti vyuziti materialil pfi intervertebralnidéze . .................. 21
1.4.1 Biologie spindlni flze. . ......... ... .. ... . . . . . ... 21
1.4.2 Princip idedlni kostnindhrady ... ........ ... ... ... .. ... 22
1.4.3 Typykostnichndhrad ........... ... ... ... ... ... ... ... ..... 22
1.5 Resume . . ... 36
CILEPRACE . ...t 38
MATERTAL AMETODIKA . . ..ottt 39

3.1 Struktura hybridniho biodegradabilniho nanokompozitniho implantatu (HBNI). . . 39

3. 1.1 Pfiprava a struktura HBNI s FGF2-stab. ....................... 39
3. 1.2 Priprava a struktura implantatu s biogennim polyfosfatem . ........ 40
3.2 In vitro testovani cytotoxicity keramického bioimplantatu .............. 42

3.2.1 Osazovani bioimplantatli mesenchymalnimi kmenovymi buiikami .. 42

3.2.2 Testmetabolické aktivity .. ........ .. ... ... ... 42
3. 2.3 Kvantifikace obsahu bunéné DNA .. ...... ... .. ... ... ...... 43
3.2.4 Barveniosteokalcinu ........ .. .. .. .. . 43
3.2.5 RT-PCR (Reverse Transcriptase) PCR. .. ...................... 44




3.2.6 Vizualizace bun€k ... .. ... 44

3.2.7 Statistika. . ..o 45
3.3 Zvifecimodel andvrhstudie ........... .. .. .. .. . . ... 45
3.3.1 Chirurgickd Cast . .. ... .. 46
3. 3.2 Pooperacni priibéh a provadéni RTG kontrol. . .................. 50
3. 3.3 Utraceni prasat a ptiprava preparati pateii ..................... 53
3.4 Micro-CT vySetfeni vzorkiipatefe . ...t ... 53
3.5 Biomechanické vysetieni vzorklipatete. . ............ ... ... ... ...... 55
3.5.1 Postup biomechanického testovani ........................... 55
3.5.2 Princip zat€ZOvani ... ......... it 57
3.5.3 Ohybovad zkouSka. ........ ... ... . 0. i, 58
3. 6 Histologické zhodnoceni vzorkiipatete .. ........................... 59
VYSLEDKY . ..ottt ettt e e e 62
4.1 Vysledky in vitro testovani cytotoxicity keramického bioimplantatu . . . . .. 62
4.1.1 Bunécné proliferacea viabilita. . ............ .. ... ... ... ... 62
4. 1.2 Osteogenni diferenciace bunék nanosi¢ich..................... 66
4103 ZAVET. . o 67
4.2 Chirurgickd CASt . .. ..ottt 68
4.2.1 Per apooperacni prubéh véetné komplikaci. . ................... 68
4.2.2 Rentgentové kontroly............ ... ... .. .. ... 69
4.2.3 Autoptické ndlezy. .. .. ... ... 70
4204 ZAVET. .ot 73
4.3 Biomechanika. ... ... ... ... 73
4.3.1 Méfeni tuhosti . ... ... o 73
4.3.2 Zat€zovanidodestrukce. ... ... ... . . 77
4.3.3 ZAVET. . oo 77
4.4 MIKro — CT .o e e e 78




4.4.1 Vyhodnoceni skupiny A .. .......... . i 79

4.4.2 Vyhodnoceniskupiny B.......... ... ... ... ... .. . ... 80

4.4.3 Vyhodnoceni skupiny C....... ... .. ... .. . i 82

4404 ZAVET. .o 83

4.5 HiStologie . . ..ot i e 84
4.5.1 Mikroskopické zhodnoceni ................................. 84

4.5.2 Vyhodnoceni plochy novotvofené kosti........................ 88

4.5.3 ZAVET. . ot 89

5 DISKUSE .. 91
6 SOUPIS LITERATURY APRAMENU .. ... .. ..., 97
7 SEZNAM ZKRATEK . . ... e 119
8 SEZNAM OBRAZKU . ......oiiiiiiii it 123
9 SEZNAMTABULEK. . ... o s 126
10 SOUHRN POZNATKU HABILITACNI PRACE ........................ 127

10



1 TEORETICKY UVOD

1.1 Uvod do problematiky spinalni dézy (flize)

Diskopatie, spondyloartrza, poranéni obratlli v osteoporotickém terénu, pateini deformity
a nestability patii mezi nejrozsifenéj$i onemocnéni ve starnouci populaci. Bolesti bederni
a kréni patere jsou celosvétove nejcastejSim diivodem omezujicim télesnou aktivitu a ta-
ké zna¢nou mérou zodpovidaji za pracovni neschopnost ¢i invaliditu.! Ekonomické na-
klady na lé€bu onemocnéni patete jsou extrémné vysoké a jen ve Spojenych statech ¢ini
kolem 90 miliard USD ro¢né. 2 V ptipad¢, ze selhava konzervativni terapie, spinalni fize
je jednou z nejcastéjSich moznosti operacni 1écby, kterd predstavuje kurativni feSeni nebo
alespont zmirnéni pacientovych obtizi. Zakladnim pfedpokladem téchto operaci je pou-
ziti kostniho §tépu nebo specialniho implantatu v kombinaci s instrumentariem. Jinymi
slovy se jedna o ,,chirurgicky stimul* jehoz cilem je kosténné prohojeni dvou nebo vice
sousednich obratli.

Pocet provedenych spinalnich fuzi se rok od roku zvysuje, coz potvrzuje i fakt, ze v USA
se pocCet téchto operaci zvysil z 174 223 v roce 1998 na 413 171 roce 2008. * Prohojovani
a tvorba nové kosténé formace je ovlivnéna jak lokalnimi podminkami, tak i vlastnostmi
pouzitého $tépu. Inicidlni stabilita fizované oblasti je zajisténa paternim instrumentariem,
pricemz §tép je zakladem pro kosténé hojeni a remodelaci, které probihaji béhem delsi
casové periody. I kdyz pokrok v oblasti instrumentarii, vyvoji kostnich nédhrad a stejn¢ tak
i rozvoj celkového technického provedeni operace vyrazné zvysil Sanci na spé$né pro-
hojeni a vytvoteni fuze, tak pseduoartroza zistadva dominantni komplikaci této operacni
procedury. I v soucasnosti se riziko vzniku pseudoartrdzy v lumbalni a cervikalni oblasti
pohybuje mezi 2 az 42 % * a v ptipad¢ vicesegmentalnich krénich fizi mize tato hodnota
dosahovat az 60 %. >’ Tato skutecnost je velkou zatézi nejenom pro pacienta i 1ékare, ale
také zatézuje cely zdravotni sytém. Pacienti s nefuzovanymi nebo jen ¢astecné prohoje-
nymi segmenty maji Spatné klinické vysledky a casto tak vyzaduji naslednou reoperaci.
Tyto revizni operace maji vyrazné vyssi morbiditu a extenzivné zvySuji ndklady na celko-
vou lécbu. Ve svétle téchto skutecnosti zlistava velkou vyzvou pro védecké tymy slozené
ze spinalnich chirurgli, biomateridlovych specialistli, biomechanikt i radiodiagnostikti
bilni meziobratlové fize v porovnani se souc¢asné uzivanymi konvenénimi postupy v da-

né oblasti.
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1. 2 Historie

1. 2.1 Techniky meziobratlové flize

Urazy, vrozené deformity, Pottova nemoc (spondylodiscitis tuberculosa) i degenerativni
onemocnéni patfily mezi zdvazné spinalni onemocnéni, se kterymi museli bojovat 1éka-
fi i pacienti v 19. stoleti.®® Teprve rozvoj antisepse v chirurgii reprezentované Josephem
Listerem a inovace v anestezii, které¢ ptinesl William T.G. Norton, dodali chirurgim odvahu
pfi snaze pomoci pacientim i pomoci operacnich zakroki na patefi.'™ ! Mezi prvni milniky
spinalni fuze, resp. stabilizace segmentl patii fixace ®*” spinalniho vybézku pomoci dratu.
Tento typ operace popisuje 1891 americky chirurg B. E. Hadra u pacienta s luxacni frak-
turou krénich obratlli a soucasné se zhorSujicim neurologickym deficitem. Podobny vykon
u novorozence se spina bifida provedl v oblasti thorakolumbalniho prechodu W.T. Wilkins
ve stejné dekadé.® ' Mnichovsky profesor ortopedie Fritz Lange se v roce 1909 pokusil sta-
bilizovat pateini segmenty pomoci celuloidovych, pozdé€ji pak i kovovych ty¢i a draténych
kli¢ek, které fixoval k spinalnim vybézkum.!* Historie opravdové spinalni fuze se zacala
psat az na zacatku dvacatych let dvacatého stoleti v New Yorku. V roce 1911 Russel Hibbs
a Fred Albee publikovali vysledky svych spondylodéz. Albee na zakladé experimentl na
psech vypracoval metodu, kdy odebral autogenni $tép z tibie, ktery vlozil mezi dva rozpt-
lené spindzni vybezky, viz Obr. 1. Pfi své praci Albee dokonce vytvofil i sterilizovatelnou
motorovou pilu k odebrani kosténého pruhu z tibie."* Hibbsova ptivodni technika spocivala
v resekci spindznich vybézki, které byly nasledné vlozeny do interspin6zniho prostoru, tak
aby vytvorily kostni fizi."* V pozdéjsi dob¢ byla tato technika rozsitena o pouziti stépu z lo-
paty kosti kycelni. Oba tito velikani spinalni chirurgie svymi operacemi vyznamné piispéli
k 1é¢bé pacienti s Pottovou nemoci.'® Hibbsova technika zaloZena na fazi bez piidatné in-
strumentace s vloZenim kosténého §tépu do ltizka byla modifikovand Melvinem Watkinsem.
Ve svém ¢lanku z roku 1953 popisuje techniku vlozeni St€pu mezi transverzalni vybézky
pres posterolateralni piistup.!” Obdobna technika vlozeni §tépi ve tvaru zapalek do zlab-
ku vytvofeného mezi transverzalnimi vybézky byla popsand Thompsonem a dodnes je jeji
princip uzivan chirurgy pfi miniinvazivni lumbalni fizi.'"® ' Spondylolistéza v lumbosa-
kralnim ptfechodu byla poprvé definovana v roce 1954 Hermannem Fridrichem Kilianem,
ktery zacal rozvoj techniky pfedni spindlni fiize (Anterior lumbar interbody fusion — ALIF).
V 30. letech 20. stoleti se N. Carpener i B.H. Burns snazili korigovat a stabilizovat posun L5
pomoci kostniho ¢epu vlozeného mezi L5 a sakrum. B.H Burns pouzil tuto techniku predni
bederni meziobratlové dézy pomoci tibidlniho $tépu u 14-letého pacienta s traumatickou

spondylolistézou.?’ > Narozdil od Capenera, v roce 1944 Milligan a Briggs publikovali
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ulozeni drté kostnich §tépt do intervertebralniho prostoru ze zadniho piistupu. Jimi popsa-
na technika je povazovana za predchiidce dne$ni moderni posterolateralni fuze (Posterior
lumbar interbody fusion — PLIF). * Tuto metodu dale rozvijel Cloward, ktery v roce 1953
publikoval soubor 321 pacientd, u kterych pouzil autologni kortikospongidzni §tép z lo-
paty kosti kyc¢elni i alo§tép z kadaveru. Podatilo se mu dosahnout faze u 85 % piipadi.*

Na pocatku 80. let Bagby rozvinul Clowardovu metodu piedni fize kréni patefe pomoci
odvrtani ploténky a ptilehlych obratlovych tél s ndslednou implantaci klece z chirurgické
oceli namisto Clowardem uzivaného kostniho §t€pu.?® Blume v roce 1985 popsal unila-
terdlni pfistup s resekci dvou tfetin intervertebralniho kloubu vedeny ptes intervertebral-
ni foramen. Tento piistup byl nazvan unilaterdlni lumbalni zadni meziobratlovou fizi
(Unilateral posterior lumbar interbody fusion = U-PLIF).? Rolinger spole¢né s Harmsem
v roce 1982 pak publikovali novou techniku, kdy meziobratlova klec vyplnéna kostnimi
Stépy byla zavedena do intervertrebralniho prostoru transforaminalni cestou. Tato technika
nazvand transforaminalni lumbalni intervertebralni fize (Transforaminal lumbar interbody
fusion — TLIF) byla nadale popularizovana Harmsem.?”” Vyhodou vyse uvedené metody
byla moznost provedeni dekomprese v misté foraminalni sten6zy, se soucasnou eliminaci

jizveni v epiduralnim prostoru.

Obr. 1 — Zobrazeni Albeeho techniky kostni fuze — kraniokaudalni rozriznuti spinozniho procesu a vlozenit
tibidlniho Stépu. Zdroj: archiv Kristynky Irové, bezplatné propujceno.
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1. 2. 2 Instrumentiria pouZzivana pri spindlni fauzi

Potteba zajistit dostateCnou piidatnou biomechanickou pevnost v Case, kdy patetni seg-
menty fizuji a dochazi ke kosténé prestavbeé, vedla k mnohym inovacim v oblasti paterni
fixace. Vyvoj patefniho instrumentaria se na zacatku vaze k osob¢ Fritze Langeho, ktery
pouzil ke stabilizaci patetniho segmentu draténé klicky a tyce pti 1é€be traumat a skolidz
patete."’ Dal$im vyznamnym momentem byla konstrukce Harringtonovych ty¢i v roce
1962, kdy Paul Harrington byl schopen pomoci ty¢i a hackl korigovat skoliézu a podporit
vytvoreni kostni fize s excelentnimi pooperacnimi vysledky i po 20 letech od operace.?"
2 Pretrvavajici vysoké riziko pseudoartrozy vedlo k vyvoji facetalnich Sroubt a pozdéji
i k pevnostné vyhodnéjsi interpedikularni fixaci.* Raymod Roy-Camille byl prvnim kdo
v sedmdesatych letech minulého stoleti popsal uziti sagitaln¢ orientovanych facetopediku-
larnich Sroubt.?**° Tato tiisloupcova fixacni strategie je nadale pouzivana a dalsi inovace
jako polyaxialni Srouby ¢i rizné variace zavita vedly k vyvoji robustnéjsi a pevnéjsi kon-
strukce s cilem maximalniho dosazeni fuze.’! Vyzkum ukotveni Sroubti v pediklu a téla
obratle byl spjaty s inovacemi pfi jejich spojovani pomoci dlah a ty¢i. V sedmdesatych
letech poprvé pouzil Roy Camille specidlni dlahy ze slitiny kobaltu a chromu ke spojeni
Sroubt pii lumbosakralni fizi a v osmdesatych letech Friedrich Magerl spojil pedikular-
ni Srouby s externi fixaci u pacienti s nestabilnim patefnim poranénim.**** Tyto inovace
vydlazdili cestu k dne$nim ,,screw-rod* konstrukcim.

Fuze v oblasti kréni patefe provedend z predniho piistupu byla prvné popsdna Robertem
Robinsonem a Georgem Smithem v roce 1955.%* Cloward vylepsil tento pfistup o pouziti
kostniho $tépu. Boni et al modifikovali Clowardovu techniku v ptipadé¢ multietaZzového
postizeni. Tato modifikace zahrnovala dekompresi michy zeptedu pomoci predni korpek-
tomie s diskektomii s naslednym zavedenim autologniho kostniho §tépu do ptipravené¢ho
ltuzka.** Postupné bylo vyvinuto velké mnozstvi instrumentarii typu Sroubti a dlah slouZi-
cich k augmentaci provedeného vykonu a vytvoreni lepSich podminek pro fuzi. Posledni
inovace v oblasti pfedni kréni diskektomie a flize (Anterior cervical discectomy and fusion
— ACDF) zahrnuji pouziti dlah se zamykatelnymi Srouby, variable-angle Srouby nebo také
,,stand-alone* klece.’>*¢ Signifikantni posun byl zaznamenan pii vyvoji zadniho kréniho

instrumentaria — od dratu a dlah k dne$nim lateral-mass screw-rod konstrukcim.’’

1. 2.3 Meziobratlové klece
Uziti a vyvoj intervertebralnich kleci je spjat se snahou o dosazeni spinalni fize u koni
s Wobblerovym syndromem v sedmdesatych letech 20. stoleti. Po dekompresi michy byl me-

zi obratle vlozen cylindricky kosik tak, aby biomechanicky augmentoval poranény segment se
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snahou zajistit pevnou kréni spinalni fizi.*® Nasledné byla tato technika aplikovana Kuslichem
1 v humanni medicing. Bagbyho a Kuslichova klec (,,BAK* klec) byla pouzivana pro ALIF
s 91 % uspésnosti flize 2 roky od operace.” Kromé ALIF i dalsi ptistupy jako PLIF, lateralni
bederni meziobratlova fiize (Lateral lumbar interbody fusion — LLIF) ¢i TLIF umoznovaly za-
Jisténi fize pomoci podpory vSech tii sloupct. R. Cloward jako prvni popisuje techniku PLIF
s pouzitim auto a alostépti. V osmdesatych a devadesatych letech 20. stoleti Harms s kolegy
propaguji TLIF pfistup s pouzitim titanové klece, ktera je vyplnéna kostnimi stépy.* Brantigan
et al v roce 1991 prezentovali pouziti klece s dutinou pro vloZeni §t€pu vyrobené ze semi-
-krystalického polymeru typu polyetereterketonu (PEEK) vyztuZzené¢ho karbonovymi vlakny
(carbon fibre-reinforced polymer — CFRP). Tyto klece z inertniho pevného materialu, ktery ma
podobny charakter jako kortikalni kost a je vysoce odolny proti chemickym a fyzikalnim vli-
vum, kombinovali se Steffeho transpedikularni stabilizaci.*! Od této doby doslo k vyraznému
rozvoji PEEK kleci s pouZitim i jinych typt fize. Nevyhodou PEEK kleci oproti titanovym je
fakt, ze tento material je hydrofobicky, a tak mtize inhibovat kostni rist, tim dochazi k vyssi-
mu vyskytu kostnich cyst obratli s progresi Modicovych zmén.** Pokroky v povrchovych

technologiich umoziuji vylepSovani vlastnosti implantatu pfi jejich osteointegraci.

1. 2. 4 Kostni materialy pouZivané pii meziobratlové fuzi

Pouziti kosténych nahrad se datuje do obdobi starovékych civilizaci. Pouziti tyrkysu ja-
deitu nebo zlata jako dentalni nahrady je popisované u Mayt a pozdé&ji i v Rimské §i.*
Vroce 1821 v Némecku byl poprvé dolozen piipad pouziti kostniho autostépu. V roce
1879 Sir Wiliam Macewem pouzil alograft k rekonstrukci kosténého defektu na humeru
u Ctyfletého chlapce.***” Vyvoj auto i alogenniho materialu pro nahradu kosti je komplexni
a nachazime zde mnoho cest pii hledaniho optimalni substratu. V roce 1911 pouzil Hibbs
tibialni §tép k zadni fuzi a autologni §tép se postupné stal zlatym standardem pro spindlni
fazi vzhledem k jeho osteoinduktivnim, osteokonduktivnim i ostogennim vlastnostem.'?
V roce 1921 byl poprvé uzit Step z lopaty kycelni pfi 16cbé fraktury mandibuly a nasledné
doslo i k jeho rozmachu a pouziti ve spondylochirurgii.*® Pouziti alograftu pii meziobrat-
lové fuzi bylo poprvé popsano v roce 1976, kdy alogenni $tép byl pouzit pro interverte-
bralni fizi v oblasti kréni patete. Vyse popsana technika méla za cil odstranit nevyhody
spojené s pouzitim autoStépu (morbidita spojend s odbérem autologniho $tépu v oblasti
lopaty kosti kycelni). Novée ale vyvstaly otazky stran nedostatecné vaskularizace, osteo-
induktivity a osteogenity alogennich Stépt.

Dal$im milnikem byl vyvoj demineralizované kostni hmoty (Demineralized bone matrix

-DBM) a pozdé&;ji i objev kostnich morfogennich proteini (Bone morphogenetic proteins
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— BMPs) na zakladé praci Marshalla Urista.*” V soucasnosti nadale dochazi k prudkému
rozvoji novych biomaterialt, které se ptiblizuji svymi vlastnostmi k idealni kostni ndhra-
dé.>° Pouziti nanotechnologie, povrchovych tprav materialu, genového inzenyrstvi, vyvoj
rekombinantnich ristovych faktorti, aplikace kmenovych bunék ¢i 3D tisku skafoldii — to

vSe piispclo k vyraznému pokroku, ktery 1ze sledovat ve spondylochirurgii.

1.3 Metody meziobratlové kostni fuze

Lumbalni intervertebralni fuze (Lumbar Intebody Fusion — LIF) se stala standardni meto-
dou Iécby pro Siroké spektrum spindlnich onemocnéni, kterymi jsou degenerativni onemoc-
néni, Urazy, infekce, deformity ¢i neoplazie.’' Technika LIF zahrnuje odstranéni meziobrat-
lové ploténky, piipravu piilehlych krycich ploten obratlii v daném segmentu s naslednym

vlozenim implantatu (klec, spacer nebo strukturalni graft) do takto ptipraveného prostoru.

V soucasné dobé€ se pouziva 5 zékladnich technik k vytvoteni LIF:
 Posterior lumbar interbody fusion (PLIF),
* Transforaminal lumbar interbody fusion (TLIF) nebo jeji miniinazivni verze (MI-TLIF)
* Oblique lumbar interbody fusion/Anterior to psoas (OLIF/ATP)
* Anterior lumbar interbody fusion (ALIF)
 Lateral lumbar interbody fusion (LLIF).>
Grafické zobrazeni jednotlivych ptistupt k pateti v ramci 5 zakladnich technik je uvede-

no na Obr. 2.

PLIF

Obr. 2. — (A) Chirurgicke pristupy k bederni pateri pro vytvoreni meziobratlové fiize. Pét zdkladnich pristupii
pro meziobratlovou fiizi je schématicky zndzornéno na obrazku: predni pristup (ALIF), laterdlni nebo extrémné
lateralni pristup (LLIF nebo XLIF), sikmy/ventralni od musculus psoas pristup (OLIF/ATP), transforaminani
pristup (TLIF nebo MI-TLIF) a zadni pristup (PLIF),; (B) Chirurgické pristupy k bederni pateri pro
meziobratlovou fuzi — zakladni anatomicke struktury definujici jednotlivé pristupy pro intervertebralni

fuzi v riznych etazich. Zdroj: Mobbs RJ, Phan K, Malham G, Seex K, Rao PJ. Lumbar interbody fusion:
techniques, indications and comparison of interbody fusion options including PLIF, TLIF, MI-TLIF.
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Tyto operace mohou byt provadény i mini-open technikami ¢i minimaln¢ invazivnimi pfi-
bo studie, které¢ by jednoznacné prokazovaly vyhodnost jednoho z vyse uvedenych piistupti,
ve smyslu dosazeni lepsi kvality LIF ¢i lepsich klinickych vysledkt.® Definujici anatomic-
kou strukturou pro rozdéleni ptistupti je transverzalni vybézek. Piedni techniky oSetieni
bederni patete, kterymi jsou ALIF, OLIF a LLIF vyuZzivaji pfistup ventralné od transver-
salniho vybézku, a jsou provadény z retroperitonedlniho ptistupu. Zadni techniky (PLIF,
TLIF, MI-TLIF) pouZivaji operacni pfistup zasahujici dorsalné od transversalniho vybézku
(prochazi bud’ pres pateini kanal nebo pres oblast foramen intervertebrale) a touto cestou
také umozni pfistup do oblasti intervertebralniho disku. Prvné pouzivané ptistupy ALIF

a PLIF byly postupné doplnény o nové pozdéji popisované techniky TLIF, OLIF a LLIF.
1. 3.1 Zadni pristupy pro spinalni fauzi

Posterior lumbar interbody fusion (PLIF)

V ptipad¢ PLIF spindlni chirurg pronika do oblasti ntervertebralniho prostoru pomoci
zadniho pfistupu v pronacni poloze. Zadni sloupec obratlového téla mize byt dosazen
pomoci oteviené¢ho pfistupu incizi ve stfedni ¢afe s bilateralni skeletizaci patete nebo
pomoci paramedialniho miniinavzivniho piistupu (Wiltse muscle-splitting approach).
Poté co je obnazen a identifikovan spindzni vybézek s obloukem, v daném segmentu je
provedena laminekotmie/laminotomie medialné od kloubnich facet s naslednou retrakci
dury. Timto zptisobem je vytvoten koridor, kterym je zpfistupnén intervertebralni disk.
Po dekompresi patetrniho kanalu a eventualné i kotfenti nasleduje oboustranné odstranéni
meziobratlové ploténky a odstranéni chrupavéitych ¢asti krycich plotének s otevienim
spongidzy (spongialiazce) obratlovych tél. Nasledné je do meziobratlového prostoru vlo-
zen kostni §t€p nebo implantat slozeny z biokompatabilnich materiali (klec, spacer). Zadni
pfistup je vhodny pro pacienty s degenerativnim onemocnénim pétefe, kterd vyzaduje LIF.
Vybrani pacienti se segmentalni nestabilitou, rekurentni herniaci disku, symptomatickou
stendzou nebo pseudroartr6zou mohou také profitovat z této procedury. Mezi kontrain-
dikace k zadni fuzi patii extenzivni epiduralni jizveni, arachoiditida a aktivni infekce.
PLIF metoda nabizi nékolik vyhod ve srovnani s jinymi technikami. PLIF je tradi¢nim
pristupem k patefi, a proto vétSina spondylochirurgi méa s nim dostate¢né zkusenosti.
Déle PLIF technika umoziuje adekvatni obnoveni meziobratlové vysky a nabizi exce-
lentni vizualizaci nervovych kofent bez nutnosti mobilizace velkych cév, nervi ¢i svalt
a soucasn¢ umoziuje provedeni dekomprese pii zachovani podpory dorzalnich struktur.*

TaktéZ je mozné pomoci této metody provést 360 stupfiovou fuzi daného segmentu patete
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z jednoho pfistupu. Nevyhodu a limitaci této metody piedstavuje riziko vyznamného po-
stizeni paraspinalnich svall vznikajici v disledku jejich prolongované retrakce. Toto sva-
lové postizeni mize dale oddalovat mobilizaci a prodluzovat celkovou rekonvalescenci
pacienta.> Piiprava krycich plotének je komplikovangjsi ve srovnani s piednimi pistupy.
Dalsimi potencionalnim rizikem je retrakéni poranéni nervovych kotenti zptisobujici fib-

roézu a chronickou radikulopatii.’’

Transforaminal lumbar interbody fusion (TLIF)

Dals§im zadnim pfistupem je TLIF, ktery je ur¢en ptedevsim pro lé€bu pacientl s dege-
nerativnim onemocnénim patete, u kterych selhala konzervativni terapie. Princip TLIF
spociva v unilateralni transforaminalni diskektomii se souasnou rekonstrukci meziobrat-
lového prostoru spole¢né s implantaci materialu indukujiciho vytvofeni intervertebralni
faze ($t€p, nahrada ploténky).*® Pacient je operovan v pronac¢ni poloze s pouzitim fezu ve
sttedni ¢afe nebo pomoci bilaterdlnich paramedidlnich ,,mini-open® incizi v trovni posti-
zenych segmentli. Vykon se zpravidla kombinuje s transpedikuldrni stabilizaci. Ke spinal-
nimu kanalu se ptistupuje pfes unilateralni laminektomii s naslednym odstranénim spodni
facety intervertebralniho kloubu. Mezi nejcastéjsi indikace provedeni TLIF patii degene-
rativni postizeni plotének (Degenerative disc disease — DDD), recidivujici vyhiez plotén-
ky s axidlnimi bolestmi v kiizi, symptomaticka spondyléza, degenerativni nebo istmicka
spondylolistéza a taktéz Ize tuto metodu pouzit pii feSeni kratkych spinalnich deformit ¢i
urazovém postizeni.”>*® Kontraindikace se shoduji s PLIF technikou, zv1asté se jedna o ex-
tensivni epiduralni jizveni, arachnoiditis, aktivni infekce, spojené nervové koteny a téz-
kou osteopordzu. Jednoznacnou vyhodu TLIF predstavuje relativné jednoduchy ptistup
k obratlovym strukturam jako je lamina, kloubni facety ¢i ligamentum flavum. Zasadnim
pfinosem této techniky je Setfeni svalového aparatu, snizeni rizika poskozeni nervovych
struktur, redukce krevni ztraty a v€asna mobilizace pacienta. Otevienim neuralniho for-
amina se na jedné stran¢ snizuje riziko poranéni dulezitych anatomickych struktur jako
jsou nervové koteny, dura mater nebo ligamentum flavum. Ve srovnani s PLIF technikou,
TLIF Setii vazivové struktury, které slouzi k zachovani biomechanické stability postize-
ného pohybového segmentu.” * Podobné jako i jiné techniky i TLIF miZze byt provedena
otevienym pfistupem nebo miniinvazivné ¢i mini-open technikou s pouzitim kratSich incizi
a mikroskopu (MI-TLIF). Nevyhodou TLIF podobné jako u PLIF je vyskyt paraspinal-
niho iatrogenniho postiZeni s prolongovanou svalovou retrakci a také horsi dosazitelnost

krycich plotének ve srovnani s ptednimi ptistupy.
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1. 3.2 Piedni pristupy

Anterior Lumbar Interbody Fusion (ALIF)

ALIF metoda vyuziva ptedni retroperitonedlni pristup k obnazeni celé ventralni plochy
meziobratlového prostoru. Tento ptistup umoziuje dukladnejsi disektomii, pfimé vlozeni
vétSiho implantatu do plo$né rozsahlejsiho intervertebralniho prostoru. Pfi této techni-
ce je pacient operovan v supinacni poloze s pouzitim stfedni, paramedidlni nebo Mini-
Pfannenstiel (L5/S1) incize s vytvofenim retroperitonealniho koridoru spolu s vaskularni
mobilizaci. ALIF pfistup je vhodny pro etaze L4/L5 a L5/S1 diky vaskularnim anatomic-
kym podminkam. U etazi L2/L.3 a L.3/4 je tento piistup aplikovan vzacné vzhledem k nut-
nosti velké retrakce peritonea ledviny, co mlize vést trombdze a. mesenterica superior.
Tato technika je vhodna pro terapii degenerativniho postizeni meziobratlovych plotének,
spondylolistéz, tumort, deformit, traumat nebo pfi revizich pii selhani zadni fuze.*' Mezi
kontraindikace ALIF patii morbidni obezita, pfedchozi abdominalni operace se srusty,
solitarni ledvina na stran¢ vykonu, neptizniva vaskuldrni anatomie, aktivni infekce, tézka
ischemicka chorobe dolnich koncetin nebo osteopordza. Istmicka spondylolistéza v etazi
L5/S1 je relativni kontraindikaci a vyzaduje kombinaci zadni fixace s ALIF technikou.®?
ALIF je spojena s n€kolika klicovymi vyhodami. Prvné tato technika pfinasi ptimy pohled
na meziobratlovy prostor s dostatecnym odhalenim lateralnich ¢asti obratlovych tél, coz
umoznuje efektivni pfipravu intervertebralniho prostoru a krycich plotynek. Maximalizace
velikosti implantatu a kontaktni plochy umoznuje korekci lordézy a obnoveni foraminalni
vySky coz piispiva k vysokému procentu GspéSnosti LIF.%* % ALIF taktéz Setfi zadni pa-
raspinalni ligamenta a musculus psoas, tim sniZuje pooperacni bolest a soucasn¢ zacho-
vava posturalni podporu patete. Mezi komplikace souvisejici s piednim piistupem, které
vyplivaji z blizkosti iliackych tepen, Zil a truncus sympatikus, patii sexualni dysfunkce,

retrogradni ejakulace, moc¢ova inkontinence nebo visceralni ¢i cévni poranéni.®

Lateral lumbar interbody fusion (LLIF)

LLIF nebo XLIF (extreme lateral interbody fusion) technika popsana Ozgurem et al v roce
2006 predstavuje piistup k disku laterdlnim retroperitonealnim transpsoatickym korido-
rem.* LLIF je vyhodnym piistupem pii potiebé vytvoreni intersomatické fiize od segmentu
Th12/L1 az k segmentu L4/L5. Etaz L4/L5 je nedostupna vzhledem k pfitomnosti lopa-
ty kosti kycelni. V urovni kaudalnéjsich segmenti se ventraln¢ nachazi lumbalni plexus
a lateralné€ probihaji iliacka tepna a Zila, ty svym anatomickym pribéhem zvysSuji riziko
iatrogenniho poranéni téchto struktur. Pacienti jsou operovani v poloze na levém nebo

pravém boku v zavislosti na vySce operované etaze patere, a také dle preference chirurga.
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Mala lateralni incize je provedena na zakladé polohy disku pfi rentgenovém zobrazeni.
Tento pfistup vyzaduje neuromonitoraci vzhledem disekci pies musculus psoas a lumbalni
plexus. LLIF pftistup je vhodny pro vSechny degenerativni indikace — DDD (Degenerative
Disc Disease) nebo u pacientl s FBSS (Failed back surgery syndrome). Je velmi dobrou
volbou ke korekci sagitalni a koronalni deformit pfedevsim u pacientli s bederni degene-
rativni skoliézou a laterolistézou®”.V nékterych pripadech (FBSS bez recidivy herniace
ale s pfitomnosti nestability segmentu) Ize ponechat implantat i ,,stand alone®, tedy bez
zajisténi pfidatné fixace. Stand alone LLIF metoda bez zadni instrumentace by neméla
byt pouzivana v mistech zvySeného biomechanického stresu (kloubni artropatie, instabi-
lity a deformity sousedici s jiz fizovanym segmentem nebo u multietaZzového postizent).
Také pateini deformity typu degenerativni skolidzy nebo pseudoartrozy, inveterované zlo-
meniny po predchozi zadni transpedikularni stabilizaci jsou vhodné indikace k provede-
ni LLIF. LLIF neni vhodny u pacientt s tézkou centrdlni sten6zou kanalu nebo tézkou
spondylolistézou. Kontraindikovani jsou pacienti po pfedchozi retroperitonedlni operaci,
pacienti s retroperitonealnim abcesem, nadorem patefe nebo s abnormalni cévni anato-
mii. Vyhodou je moznost miniinvazivniho (MIS) ,,muscle splitting* pfistupu kterd nabizi
rychlou poopera¢ni mobilizaci. Pomoci LLIF 1ze dosdhnout korekci zna¢nych deformit
s velkymi implantaty a s vysokym procentem Uspesnosti fuze, avSak pii zvySeném rizi-
ku poskozeni lumbalniho plexu, musculus psoas nebo stiev, zvlasté v etazi L4/5. Cévni
poranéni je zavaznou komplikaci lateralniho transpsoatického ptistupu z divodu obtizné

kontroly perioperacniho krvaceni.

Oblique lumbar interbody fusion/anterior to psoas (OLIF/ATP)

OLIF nebo ATP pftistup byl prvné popsan v roce 1977 Michaelem Mayerem a piedsta-
vuje miniinvazivni ptistup k meziobratlovému prostoru koridorem mezi peritoneem
a musculus psoas. OLIF je alternativou k LLIF a taktéz nevyzaduje zadni pfistup, lami-
nektomii, facetectomii nebo skeletizaci s poranénim paraspinélni a spindlni muskulatury.
Narozdil od lateralniho transpsoatického ptistupu pii OLIF/ATP ptistupu nedochazi
k disekci musculus psoas a vyrazné se snizuje riziko poranéni lumbélniho plexu. Pii
této metod¢ spinalni fuze je pacient v lateralni pozici na pravém nebo levém boku.®
Lateralni a paramedialni incize je provedena na zéklad¢ angulace disku pfi rentgeno-
vém zobrazeni u napolohovaného pacienta. Neuromonitoring neni potfebny vzhledem
k tomu, Ze vytvofeny koridor se nachéazi pted musculus psoas. OLIF/ATP technika je
vhodna v segmentech L1-S1 a neni limitovana polohou lopaty kosti kyc¢elni. Indikace

k OLIF/ATP se prolinaji s indikacemi k LLIF; patii sem degenerativni onemocnéni,
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korekce sagitalnich a koronarnich deformit obzvlast’ lumbalni lateralni skolioza s latero-
listézou. Kontraindikaci k vykonu ptedstavuje tézka centralni sten6za pateiniho kanalu
a vyznamna spondylolistéza. K vyhodam OLIF pfistupu patii moznost provedeni vy-
konu miniinvazivné¢ s naslednou rychlou mobilizaci. Poranéni plexu a musculus psoas
jsou méné pravdépodobné vzhledem piistupu ventralné od svalu. OLIF si zachovava
vyhodu ptfedniho piistupu, kterou je moznost znacné korekce deformit s vysokym pro-
centem uspésné fuze, pii eliminaci hlavnich nevyhod LLIF. Rizikem OLIF/ATP ptistupu
zustavaji moznosti vzniku sympatickych dysfunkci a cévniho poranéni.”®’

V soucasnosti je dostupnych nékolik vyse uvedenych technik neboli ptistupii k vytvore-
ni LIS. Studie z poslednich let sice poskytuji Siroky prehled indikaci, vyhod, nevyhod, ¢i
rizik jednotlivych typt LIF. Srovnani jednotlivych ptistupti prozatim nedokazuje jedno-

zna¢nou vyhodnost jednoho z nich stran GspéSnosti kostni fiize nebo klinického vysledku.

1. 4 Moznosti vyuziti materiali pri intervertebralni déze

Hojeni kosti a tvorba nové kostni hmoty jsou kli¢ové pro vznik spinalni fize. Tento proces
je ovlivnén lokdlnimi podminkami, celkovym stavem organismu, charakterem a sloZenim
materidlu, ktery je pouzit jako ndhrada disku ¢i obratlového téla. Inicialni stabilita fuzo-
vané oblasti je zajiSténa vétSinou spinalnim instrumentdriem a samotny Step ¢i ndhrada je
zékladem pro hojeni a remodelaci procesu, ktery probiha béhem delSiho ¢asového useku.
Pacienti s nezhojenymi nebo jen ¢astecné zhojenymi segmenty maji horsi klinické vysled-

ky a pfetrvavajici potize, které casto vyzaduji revizni operace.

1. 4.1 Biologie spinalni fuze

Vhojovani kostnich §té€pti probiha ve 4 fazich podobné jako u hojeni zlomenin.

1. Zanétliva faze — zde dochazi k tvorbé hematomu, zanétlivé reakci a chemotaxi me-
senchymalnich bunék do mista $tépu.

2. Proliferacni faze — ptedstavuje osteoblastickou diferenciaci, ktera probiha pod vli-
vem kostnich morfogennich proteinti a dalSich ristovych faktort se soubéznou re-
vaskularizaci.

3. Materidalova faze — je charakteristicka resorpci §tépu a ukladanim osteoidu.

4.  Remodelacni faze — v disledku ptisobeni mechanického stresu dochazi k postupné

nahradé implantovaného §tépu vyzralou lameldrni kosti.
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1. 4.2 Princip idealni kostni nahrady

Ideélni kostni nahrada by méla poskytovat podporu a strukturalni intergritu béhem celého

procesu osteogeneze a jejiho vhojovani. VSeobecné I1ze konstatovat, ze vlastnosti idedlni

kostni nahrady by mély spliiovat nasledujici ctyti zakladni principy:

1. Osteogeneze
Osteogeneze piedstavuje schopnost vytvafet novou kost. Graft obsahuje zivé os-
teoblastické bunky, které jsou schopny piimé novotvorby kosti. V soucasnosti jen
cerstvy autogenni $tép splituje tyto charakteristiky. Jiné typy nahrad se spoléhaji na
ziskané hostitelské progenitorové buiiky, které jsou schopny se diferencovat na bun-
ky tvorici kost.

2. Osteokondukce
Osteokondukce je schopnosti materidlu nebo nosi¢e poskytnout tfidimenzional-
ni matrici pro vrastani kapilar, perivaskuldrni tkan€ a osteoprogenitorovych bunék.
Cisté osteoinduktivni materialy se chovaji pasivné, podporuji proces inkorporace
graftu a eventualné snizuji mnozstvi pouzitého autograftu. Jsou také definovany ja-
ko ,,graft extenders*.

3. Osteoindukce
Osteoindukce predstavuje schopnost stimulovat a diferencovat osteoprogenitorové
buniky na osteoblasty formujici kost. Tyto latky — piedev§im BM proteiny jsou také
popisovany jako ,,graft enhancers®.

4. Osteopromoce
Osteopromoce je podporou kostniho hojeni, nejedna se vSak o ptimou indukei no-

votvorby kosti.

1. 4.3 Typy Kkostnich nahrad

Nahrady kostni tkan¢ (Bone Substitute Materials — BSM) jsou definované jako anorganickeé,
syntetické nebo biologicky organické kombinované materidly, které se implantuji do mis-
ta kosténého defektu za ticelem jeho prohojeni. BSM se uzivaji jako nahrada za autogenni
nebo alogenni kostni §tép.” V minulosti byly pouzivany predevsim inertni materialy k na-
hrad¢ kostnich defektd, které predevsim plnili roli ,,space holder* béhem procesu hojeni.
Soucasny modelem je pouziti novych ,,inteligentnich* biomaterialt, které nejen podporuji,
ale také iniciuji kosténé prohojeni.”* Dle ,,diamantového konceptu‘ tkanového inzenyrstvi
by m¢la idedlni kostni ndhrada nabizet tfidimenzionalni osteoidnuktivni strukturu, obsaho-
vat osteogenni buiiky a osteoinduktivni faktory, a také by méla indukovat vaskularizaci. To

vse pii dostate¢né mechanické pevnosti materialu.” I ptes rozsahly vyzkum tento material
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podobny kosténému autograftu nebyl doposud tspésné vytvoren. Sou¢asnym konceptem je
tedy vytvoreni kombinace nosice nebo tiidimenzionalni konstrukce s Zivymi buiikami a bio-

logicky aktivnimi molekulami — Tissue engineering construct (TEC).”

BSM se déli dle jejich ptivodu do 5 nasledujicich skupin:

1. BSM prirodniho pivodu

Zatazujeme sem autogenni a allogeni kostni §t€py, demineralizovanou kostni hmotu
(DBM), xenogenni materialy jako je pfirodni hydroxyapatit zvifecich kosti nebo také fy-

togenni materialy ziskdvané z fas nebo korali.

Autologni kostni stép (Autostep)

Autologni kostni §tép je Zivou kosti ziskanou pfimo od pacienta. Je nadale povazovan za
,»zlaty standard®, se kterym jsou srovnavany jiné potencialni nahrady kosti. Jeho vyhody
spocivaji v tom, Ze mé prirozeny charakter a strukturu kosti. Pfirozen¢ ma osteoinduktiv-
ni, osteokonduktivni a osteogenni vlastnosti. Spongiozni kost nabizi vyrazné lepsi osteo-
induktivni, osteokonduktivni a osteogenni potencial ve srovnani s kosti kortikalni, ktera
zase nabizi lep$i strukturalni podporu.”” 7

Na zédklad¢ odbérového mista mizeme v ptipadé obratlové fuze kostni §tépy rozdélit
na lokélni a §té€py z lopaty kosti kycelni. Lokalni $tépy z oblouku, klouki a spin6znich
vybeézkl jsou Casto odebirané pii dekompresi kanalu. Jejich vyhodou je, Ze jejich odbér
nevyzaduje dal$i operacni piistup. Tim odpadd morbidita odbérového mista a sniZuje se
riziko moznych komplikaci. Lokalni $tepy jsou s ohledem na mozné misto odbéru tvoteny
z velké Casti kosti kortikalni, ktera na jedné stran¢ poskytuje mechanickou stabilitu, ale
na stran¢ druhé vede k omezené migraci osteoprogenitorovych bun¢k, coz vede k nizSimu
procentu prohojeni a moznému rozvoji nestability. Lopata kosti kycelni je nejcastéjSim
mistem odbéru autologniho kostniho $tépu, protoze je jednoduse dostupna a nabizi
relativné dostate¢né mnoZzstvi kostni hmoty pro vytvoreni monokortikalniho, bikortikal-
niho, trikortkalniho nebo ¢isté spongidzniho §tépu.”-*! Tyto $tépy jsou levné a dostupné
prakticky kdykoliv béhem operace. I piesto, ze je autograft povazovany za zlaty standard,
je spojen s n€kolika zadsadnimi nevyhodami. Hlavni nevyhodu pfedstavuje morbidita vy-
plyvajici z odbérového mista. Kde se vyskytuji ndsledujici komplikace: hluboka infekce,
fraktura, abdominalni hernie, retroperitonealni krvaceni, poranéni koznich nervi, krev-
ni ztraty a cévni poranéni. Dle nékterych studii vyskyt téchto komplikaci dosahuje az 10
%. Mén¢ zavazné komplikace jako je povrchni infekce, seromy v ran€, mensi hematomy

jsou popisovany u 10-21 % pacientd.’!"** I kdyz Stepy z lopaty kycelni splituji podminky
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optimalniho graftu, procento uspésnosti instrumentované lumbalni intersegmentalni fuze
se pohybuje v Sirokém rozsahu od 40 do 100 %.%*% Tyto limity vedou tkanové inzenyry

a spondylochirurgy k dalSimu hledani ,,idealniho graftu®.

Alogenni kostni step (Alostép)

Alostép predstavuje kadaverdzni kost, kterd byla sterilizovana, tak aby byla zbavena infek¢-
nich agens a obsahovala jenom inertni material. Je ¢asto pouzivana jako alternativa auto-
logniho $té€pu pfi bederni ¢i kréni fazi, avsak jen v roli ,,graft expanderu®. Alogenni kostni
Stépy maji prokazané dobré osteokonduktivni vlastnosti, avSak jeho osteoinduktivni schop-
nosti jsou minimalni a osteogenni potencial je roven prakticky nule. Ristové faktory a zivé
bunky jsou z alostépu odstranény béhem procesu piipravy, tak aby byla minimalizovana jeho
antigenicita. Uziti alo$tépu i ptes vSechny opatieni v sob€ nese teoretické riziko pfenosu in-
fekénich nemoci (hepatitida B nebo C, HIV).*” Alostépy jsou dostupné v nékolika formach:
spongidzni, kortikalni, kortikospongidzni a ve formé¢ demineralizované kostni matrice (DBM
— demineralized bone matrix). Kortikalni alo$tépy maji dobrou strukturalni stabilitu, ale je-
jich remodelace a resorpce je pomérné dlouhd. Naopak kortikospongo6zni alostépy nabizi
minimalni mechanickou podporu. Avsak diky jejich velké plose je proces jejich remodela-
ce a resorpce vyrazné rychlejsi.* Metody zpracovani se lisi dle vyrobce a zahrnuji iradiaci,
mechanicky debridement, vysokotlakové promyti vodou a naséknuti antibiotiky ¢i etanolem.
Alostépy prokazaly povzbuzujici bezpecnost a efektivitu predev§im u krénich stabilizaci.
Retrospektivni studie srovnavajici pouziti aloStépu a autostépu u pacienti, ktefi podstoupili
multietdZovou predni kréni diskektomii a fuzi (ACDF), prokéazala uspésnost fuze v 94,3 %
respektive ve 100 %.” V systematické studii Miller et al publikovali srovnatelné vysledky
stran rentgenového a klinického zhodnoceni pfi ACDF s pouZitim alo i autoStépu. Jediny
zaznamenany rozdil byl v délce hojeni.*” Minimalni morbidita, podobné vysledky a vyborna

dostupnost jsou ditvodem chirurgovy preference aloStépii namisto autoStepi.

Demineralizovana kostni matrice (DBM)

DBM se vyrabi kyselinovou extrakci allogenni kosti, vysledkem ¢ehoz je ztrata vét-
Siny mineralni komponenty kosti. Vysledny substrat obsahuje riistové faktory (véetné
nizkomolekularniho BMP), nekolagenni proteiny a kolagen majici osteokonduktivni
a osteoinduktivni vlastnosti. DBM je dostupna v rozli¢nych formach (tmel, pasta, gel)
a nema strukturalni pevnost, proto se pouziva v kombinaci s autolognim nebo alogen-
nim S$tépem. Bae et al dokumentovali pfitomnost rozli¢cného mnozstvi a aktivitu BMP
v komer¢né dostupné DBM.3 Pouziti DBM mixované s koncentratem kostni diené u pa-

cient s PLIF dosahlo srovnatelného procenta kostni fuze jako pfi pouziti autogenniho
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kostniho stépu.*” Védecké studie prokazaly variabilni hodnoty kosténé fuze pti pouziti
DBM. V 17 studiich se pohybovalo procento fuze od 83 % u neinstrumentovaného
vykonu az po 60—100 % uspésnosti fuze u instrumentované procedury. S ohledem na
vySe uvedené se d4 konstatovat, ze DBM naplituje n¢které podminky ,,graft extenderu®
a ,,graft enhanceru®, obzvlast’ v kombinaci s autograftem nebo koncentratem kostni die-

n¢, nicméné pouziti jako ,,stand alone* graftu je sporné.

2. Syntetické materialy

Do této skupiny patii keramické materidly jako je bioaktivni sklo, trikalcium fostat (TCP),
hydroxyapatit (HA), kalciumfosfat (CP) nebo sklenéné ionomerové cementy. TaktéZz tato
skupina zahrnuje materidly, kterymi jsou: titan, polymery obsahujici polymetylmetakrylat
(PMMA), polyglykozidy nebo kopolymery jako polykaprolakton (PCL).

Keramika

Keramické nosice jsou krystalické struktury anorganickych nemetalickych mineralnich
soli, produkované pii vysokych teplotach a jsou navrzeny tak, aby ziskaly podobné che-
micko-fyzikalni vlastnosti jako kost ve své mineraliza¢ni fazi.”® Vzhledem k limitim auto
1 alostépti byly vyvinuty biosyntetické keramické nosice jako alternativni substrat k pod-
pote vzniku faze. Tyto inertni materialy obsahujici vapnik maji strukturu podobnou kosti,
ostekonduktivni potencidl a nabizi jen limitovanou osteoindukci. Jsou kiehké struktury,
maji malou mechanickou pevnost, mize dochdzet k jejich zlomeni, ale na druhé strané
jsou biodegradabilni, dostupné v neomezeném mnozstvi, neimunogenni a bez rizika pte-
nosu infekce.® Biokeramické nosi¢e mohou byt formované a fezané do pozadovanych
tvarli umoznujicich viceticelové pouziti v ortopedii a mohou byt také nosi¢i DBM, ko-
lagenu nebo rastovych faktord. Pti jejich aplikaci je vhodné pouziti vnitini fixace k elimi-
naci zatéZovych sil vzhledem k jejich mechanické nestabilité. Mezi nejcastéji pouzivané
keramické nosice patii kalcium-fosfaty, hydroxyapatit (HA), B-trikalciumfosfat (3-TCP),
kalcium sulfat nebo jejich kombinace. HA i B-TCP jsou poréznimi materidly s velikosti
poru odpovidajici spongiozni kosti. Délka jejich resorpce je riizna, od nékolika tydn po
mesice v piipadé B-TCP, u HA je tato doba v fadu az n¢kolika let u HA.”! V poloving 80
let byl ptedstaven bifazicky kalciumfosfat (BCP), ktery kombinoval HA a B-TCP v po-
meéru 60:40 a tim vyvazoval jejich benefity a nevyhody. V randomizované studii pacienta
s lumbalni stenézou, ktefi podstoupili instrumentovanou spinalni fuzi s HA, v porovnani

se Stépem z lopaty kycelni nebo s jejich kombinaci byla popisovana 100% tspesnost kostni
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fuze.”? V pripadg, ze byl vlozen BCP nebo autograf do PEEK klece u pacientt, ktefi pod-
stoupili ACDF bylo dokonce dosazeno lepsich vysledki nez pti pouziti samotného BCP.
Kalcium-fosfatové nosice, které jeste presnéji kopiruji slozeni kosti, jsou v klinické praxi
uzivany pii spindlni artrodéze. Na rozdil od jinych typt keramiky, u kterych je remodelace
zajiSténa makrofagy, pii uziti kalcium-fosfatu byla zjisténa osteoklasty mediovana resorpce
podobna jak u Zivé kostni tkdné. Z vySe uvedeného diivodu nedochazi k vristani mékkych
tkani do materidlu coz, vytvari lepsi prostiedi pro remodelaci, a také nenachézime okolni
zanétlivou reakci jako u TCA® Dalsimi keramickymi materialy vyuzivanymi v praxi jsou
Coralline Hydroxyapatite nebo silicate—substituted calcium phophate (SiCaP). Bioaktivni
sklo, dualni HA kompozit skladajici se ze solidnich a por6znich ¢ésti nebo vysokoporézni
HA jsou dalSimi materidly testované v animalnich studiich se slibnou vyhlidkou k dalsi-
mu pouziti.®**> I kdyZ bylo dosazeno dobrych vysledki kostni fuze pii pouziti keramiky
jako osteokonduktivniho nosice, jeji dalsi potencidl spoc¢iva ve schopnosti byt nosi¢em
osteogennich a osteoinduktivnich agens. Grafické zobrazeni nami navrzeného prototypu
takového nosic¢e uvadi Obr. 3. Cilem prvni generace biokeramiky bylo pouhé nahrazeni
kosti. V ptipadé druhé generace biokeramika napodobiiuje predevsim funkce souviseji-
ci s biomineralizaci. Az tfeti generace biokeramiky poskytuje adekvatni bioresorbabilni
matrici, kterd pomaha relevantnim buiikdm pii novotvorbé kosti. Prehled generaci bioke-

ramickych nosicl je zobrazen v Tab. 1.

A

| soft biopolymeric core
A _ rey

Obr. 3 — (A) Schématické zndazornéni kompozitniho keramického skafoldu. (B, C, D) — redlné zobrazeni

keramickeho implantatu s tvrdym HA/TCP prstencem (B) ktery je vyplnén biopolymerem s nanon-HA (C)

a posléze oplasten biopolymerem s nano-HA (D)
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1. generace 2. generace 3. generace

Bioresorbabilni skafold s
bunkami a inciacnimi
molekulami, ktery
umoziuje regeneraci Zivé
tkané

Bioinertni ; o o
Bioaktivni a resorbabilnf

Tab. 1 — Prehled tri generaci biokeramiky.

Titanové implantaty

Titan byl prvnim materidlem, ktery byl pouzit k vytvofeni intersomatické fuze diky nizké
denzité, odolnosti vici korozi a potencialu k osteointegraci.’®°’ Titanové klece jsou efek-
tivni pti dosazeni kostni fuze, nicméné jejich nachylnost k proboteni a dislokaci do obrat-
lového téla (subsidence) je zjevnou nevyhodou.” *° Predpoklada se Ze toto ,,probofeni*
titanové klece do sousedicich obratlovych t¢l je diisledkem velkého rozdilu mezi rigiditou
titanu (definovano Youngovym modulem elasticity) a kostni hmotou obratlového téla.'®
V ptipad¢ pouziti titanovych kleci pii ACDF je ten jev patrny az ve 24.9 %, nicméné¢ ¢as-

to bez klinické korelace.'”!

PEEK implantaty

Odpovédi na nevyhody titanovych kleci byl vyvoj nahrad z polyetereterketonu (PEEK), ktery
ma niz8i modul elasticity nez titan a ptiblizuje se tak k elastickému modulu kosti. VySe uve-
deny fakt vedl ke sniZeni ,,stress shiedling* efektu, snizenému dosedéni implantatu a zlepSeni
kostni fize. PEEK klece (viz Obr. 4) jsou pouzivané ve vSech technikach kostni dézy s vy-
sokym procentem uspésné kostni fuze pii relativné nizkém riziku proboteni do obratlovych
tél. Dalsi vyhodou PEEK implantétu jej jeich radiolucence, kterd umoziiuje lepsi hodnoceni
prohojeni fuzovaného segmentu na rentgenovych snimcich. PEEK je taktéz inertni slouce-
ninou s minimalni bunécnou adhezivitou a tim snizuje riziko infekce. Naopak nevyhodou je
PEEK indukce aseptického zanétlivého prostiedi kolem implantatu, coz vede k fibrozni en-

kapsulaci a zvySenému riziku pseudoartrozy.'” V systematické souhrnné studii srovnavajici
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PEKK a titanové implantaty Seaman et al zjistili vyssi procento fizi u titanovych implantatu

nezli u PEEK kleci (86,2 % versus 78,9 %) a naopak neptekvapiveé vyssi procento proboio-

vani u titanovych implantatu ve srovnani s PEEK klecemi (35 % versus 28 %).'%

Obr. 4 — Radiolucentni implantat pro predni cervikalni fiizi (Cervios chronOS — DePuy Synthes Spine,
Inc., USA) Implantat se sklada z PEEK klece, ktera je vyplnena syntetickym B-TCP (nahrada spongiozni
kosti). Obrazovy materidl prebran z Cervios and Cervios chronOS sales sheet (036.000.277 DSEM/
SPN/0914/0173 12/15 — DePuy Synthes)

PEEK implantaty s titanovym plastem

Vyvoj PEEK implantatl s titanovym plastém souvisi se snahou spojit benefity obou vyse
uvedenych materialti do jednoho meziobratlového implantatu, grafické zobrazeni implan-
tatu viz Obr. 5. Mobbs et al ve své studii prezentoval 95 % uspesnost fuzi, kdy aplikoval
klece vytvoiené kombinaci obou materialu pomoci ALIF techniky.'® Naopak Rickert et al
pfi srovnani kombinovanych kleci a PEEK kleci pouzitych TLIF metodou nezaznamenal

zadny rozdil v kosténém prohojeni.'®

Obr. 5 — Klec s PEEK jadrem a titanovym integrovanym povrchem (PROTI 360°™ — DePuy Synthes
Spine, Inc., USA). Titanovy bioaktivni povrch podporuje prichyceni a riist kost formujicich bunek.
Obrazovy material prebran z ProTi_Sell Sheet. (094993-180712 08/18 — DePuy Synthes)
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3-D tistené klece (3-D printed cages)

Vzhledem k vySe uvedenym slabindm PEEK 1 titanovych kleci je v poslednich letech za-
znamenavan rozvoj ttidimenzionalniho (3-D) tisku, jakozto techniky, ktera mize jesté vy-
lepsit techniku intersomatické fuze. 3-D bioprinting nabizi i moznost ptidani biologického
agens, nebo provedeni povrchovych tprav pomoci biomateriali ke zlepSeni osteointegrace

implantatu.'% 97 Ptiklad 3-D tisténého implantatu uvadi Obr. 6.

Obr. 6 — Titanoveé 3-D tistené implantaty (CONDUIT™ Interbody Platform EIT™ Cellular Titanium —
DePuy Synthes Spine, Inc., USA), které se vyznacuji 80 % porézni makro-, mikro- a nanostrukturami.
Implantaty jsou navrzeny tak, aby co nejvi imitovali kortikalni a spongiozni kost, a tak napomahali vzniku
fuze. Obrazovy material prebrdn z Conduit Interbody- EIT Sales Sheet (103973-181211 DSUS/EM 2019 —
DePuy Synthes)

Povrchova uprava materialu

Implantaty ve spinalni chirurgii 1ze upravovat dvéma technikami — aditivné a substrak¢né. %8
Aditivni technika spociva v 3-D tisku, tedy ve vytvaieni 3-D objektu pomoci postupného
vrstvéni, které je procesované pomoci poc¢itacového softwaru.'” Tento additivni proces Ize
pouzit na vytvareni objekti z keramiky, kovli nebo polymeri.'? Uziti titanového spreje
na PEEK klec je béZznym piikladem aditivniho ,,post processingu®, ktery vede ke zlepSeni
jejich povrchovych vlastnosti.

Princip substrakéni metody spoc¢iva v povrchovém odstraiiovani ¢asti materialu. Abrazivni
¢isténi a kyselinové leptani piedstavuji dvé zékladni formy substrakéniho zpracovani ma-
terialu.!” V piipadé pouziti takto uptiraveného materialu ve spondylochirurgii, je titanovy
povrch implantatu zdrsnovan a dochazi k vytvareni povrchové submikroni textury, coz
vede k lepsi osteoblastické diferenciaci, osteointergraci a novotvorbé kosti.'"! Zdrsnéné
titanové povrchy nanotechnologii indukuji in vitro vetsi diferenciaci osteoblastl z me-
zenchmalnich bun¢k (Mesenchymal stem Cells — MSCs) oproti povrchoveé upravené-
mu povrchu PEEK. Olivares-Navarrete et al potvrdili nejvyssi koncentraci TGF-f, FGF-

2, VEGF-A (vascular endothelial growth factor A) na zdrsnéném titanovém povrchu.
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Povrchové zdrsnény titanovy povrch je také schopen zlepSovat prostiedi pro osteogenezi
indukci stimulace BMPs. 192197 112 Infekce implantovaného materialu mtize byt Zivot ohro-
zujici komplikaci pti operacich na patefi. Bakterie adheruji na povrch implantovaného
materialu, vytvateji glykokalyxovy komplex, ktery je chrani pted antibiotiky a stézuje
jejich eradikaci. Povrch implantatu upraveny nanotechnologii vykazuji vyznamné niZsi
bakterialni adhezi predevsim u Stafalococcus aureus, epidermidis a Pseudomonas aeru-
ginosa'* '"* Stfibrné nanocastice mohou byt aplikovany na implantat pomoci plazmové
iontové impregnace nebo parového nanaseni (vapor deposition). Stiibrné nanoc¢astice maji

prokazany baktericidni efekt, pfi¢emz zdstavaji biokompatibilni s kosti.!'

3. Kompozitni materialy
Kompozitni materidly jsou definované jako kombinace rtiznych materialt, napt. kerami-

ky a polymerii. Spojenim materialii s riznou strukturou a biochemického charakteru lze

dosahnout lepSich vlastnosti kompozitu naptiklad, co se tyce biodegradability.

Polymery
Dalsi vyzvou pro tkanové inzenyrstvi a spondylochirurgii je 1 vyvoj polymernich bioab-
sorbovatelnych implantatt, které by znovu vytvareli extracelularni matrix, postupné se

zcela vstiebaly, a tak byly zcela nahrazeny vlastni kosti hostitele.

Pfirodni polymery

Mezi prirodni polymery zatazujeme hlavné proteiny (kolagen) a polysacharidy (chitosan,
alginat, kyselina hyaluronova a celulosa). VétSinou obsahuji biofunkéni molekuly, které
zabezpecuji jejich bioaktivitu, biomimeticky povrch a pfirodni remodelaci. Na druhé stra-
n¢ imunitni odpovéd’, potencionalni mikrobialni kontaminace, nekontrolovatelna degrada-
ce a mala mechanicka pevnost mohou limitovat jejich pouziti v tkanovém inzenyrstvi.!!®
Jednim z nejvice studovanych piirodnich polymert je kolagen. Kolagen je enzymaticky
biodegradabilni, nabizi moznost navazani kostnich bunék a podporuje ukladani kostni ma-
trix. V roce 1997 Mizuno et al ve své studii doklada osteogenni vlastnosti kolagenu I1.!7
Tento fakt potvrzuji i dalsi in vitro studie pfinaSejici informace o osteoblastické prolife-
raci a osteogenni diferenciaci mesenchymalnich kmenovych bunék v kolagennich skafol-
dech.!® Z dalsich pouzitelknych polymera v dané indikaci se nyni profiluje celulosa jako
jeden z nejslibnéjSich polymernich materialti vhodnych pro kostni regeneraci. Celulosa ma

vyborné vlastnosti stran buné¢né adheze, osteoblastické diferenciace, podpory osifikace

a navic disponuje excelentnimi mechanickymi vlastnostmi.'!
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Syntetické polymery

Syntetické polymery ptredstavuji skupinu materidlii s vybornou mechanickou odolnosti,
predikovatelnou degradaci, kterou lze ptizptisobovat pomoci chemického slozeni, krista-
linity a molekulové hmotnosti. Na druh¢ stran¢ ve srovnani s ptirodnimi polymery maji
niz$i bioaktivitu a osteokonduktivitu.''® ZlepSeni téchto vlastnosti 1ze docilit pfidanim bio-
keramickych ¢astic. Jednou z moznosti vyuzitelnosti syntetickych polymert ve spinalni
problematice se nabizi vytvofeni meziobratlové klece z polymlécéné kyseliny (Polylactic
acid — PLA). Tento implantat je biomechanicky pevny a vsttebatelny, nicméné sdm o sobé
ma slabou osteokonduktivitu. Ke zlepSeni osteokonduktivnich vlastnosti Ize inkorporo-
vat do klece nanostrukturovany B-TCP. Tento typ bioabsorbovatelného implantatu, ktery
vyvinul Cao et al byl pouzit k vytvoreni kréni fize na ovéim modelu. Implantat prokézal
vEtsi biomechnickou stabilitu jako trikortikalni §tép z lopaty kycelni a PEEK klece a po
¢ase doslo k jeho ptestavbé a resorbci.' V roce 2015 Tang et al publikovali slibné vy-
sledky, kdy vyrobili implantat pro meziobratlovou fuzi kombinaci rychle degradabilniho
polymeru citratu a hydroxyapatitu.'?! Polyester poly e-caprolactone (PCL) je ptikladem
polymeru, ktery miize byt navrzen tak, aby imitoval kolegenni matrix, nabizel struktural-
ni porozitu a osteokonduktivni vlastnosti.'??> Dal§imi pouzivanymi syntetickymi polyme-
ry jsou polymery kyseliny mlécné, glykolové a jejich kombinace (PDLA, PLLA, PLGA)
Vétsinu polymerovych kostnich nahrad 1ze pouzit jako nosice pro bioaktivni molekuly

a rustové faktory.'?

4. BSM kombinované s ristovymi faktory

Ptirodni nebo rekombinantni ristové faktory predstavuje napt. bone morphogenic protein
(BMP), plateted-derived growth factor (PDGF), transforming growth factor—3 (TGF-p),
insuline-like-growth factor, vascular endothelial growth factor (VEGF) a fibroblast growth
factor (FGF). Tyto faktory jsou pfidany do nosice, aby zvysily jeho biologickou aktivitu.
Ptikladem muze byt kompozitni material — tzv. mPCL-TCP nosi¢ (medical-grade—poly-
caprolactone-tricalciumphosphate) kombinovany s rekombinantnim humannim BMP-7,

ktery byl pouZit pfemosténi defektu kosti na modelu ovce.

Osteoinduktivni faktory
Ristove faktory zahrnujici kostni morfogenni proteiny (BMP), transforming growth factor
B (TGF-B) a platelet-derived growth factor (PDGF), jsou signalnimi proteiny, které¢ indu-

kuji bunécnou diferenciaci a syntézu kostni matrix.
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Kostni morfogenni proteiny (Bone Morphogenetic proteins — BMPs)

V roce 1965 provedl Dr. Marshall Urist prilomovou studii kdy byla implantovéana de-
mineralizovana kost do svalu kralika, nasledné€ doslo k indukované novotvorbé kosti
v okoltni tkani. Dr. Urist pfedpokladal, ze za tento ,,fenomén* jsou zodpoveédné n¢jaké
typy proteinti a nazval je jako ,,bone morphogenetic proteins* (BMPs), kterych je popsa-
no 20 a jsou zafazeny do tzv. ,transformig growth beta superfamily* na zaklad¢ jejich
aminokyselinovych sekvenci.* BMPs predstavuji diferenciacni faktory pro mesenchy-
malni kmenové bunky, které je transformuji na kost nebo chrupavku tvotici buiiky (bo-
ne/cartilage forming cells). Tento efekt je zajiStén specialnimi receptory nachazejicimi
se na povrchu téchto bunék. V nizsich koncentracich BMPs indukuji enchondralni osi-
fikaci, kdy se mezenchymalni kmenové buiiky diferencuji na chondrocyty tvotici chru-
pav¢itou matrix, kdezto ve vys$sich koncentracich dochazi piimo k formovani kosti'**
125 Pro klinické pouziti jsou dostupné dva typy téchto ristovych faktor(: rekombinantni
BMP-2 a 7 (rh BMP-2, thBMP-7), kter¢ jsou ziskavané z mamalnich bunéénych kul-
tur.* Tyto proteiny aplikované na kolagennich nebo keramickych kalcium-fosfatovych
nosic¢ich mohou byt dodany do mista fuze. Takto upravené nosice slouzi jako osteokon-
duktivni agens a soucasné retinuji osteoinduktivni BMPs. Komplexni role th BMP-2
tkvi v jeho vlivu na funkci ostoblasti osteoklastii, kdy svym ptsobenim zlepsuji kost-
ni rust a soucasné indukuji kostni resorpci.'?® Simmonds et al prezentoval vysledky 11
studii, u kterych byly pouzity BMPs. Ve vyse uvedenych studiich (1302 pacientt) bylo
zaznamenano zlepSeni Oswestry Disability Indexu (ODI) po 24 mésicich od operace
ve srovnani s pouzitim autograftu a také doslo k 12 % nartistu uspesnosti kostni fuze.'?’
Rozsitené pouziti BMPs pfineslo 1 vyskyt nasledujicich komplikaci: potencialné vyssi
riziko vzniku nadorového onemocnéni, retrogradni ejakulace, osteolyza, vznik seromové
formace, radikulitidy, cystické formace nebo ektopické novotvorby kosti.'?* 12* Od pou-
ziti th BMP-2 pii pfednich krénich fazich bylo vzhledem ke komplikacim zahrnujicim
dysfagii, resorpci krycich plotének obratli a vyraznému pooperacnimu otoku uplné€ od-
stoupeno. Pouziti pfi bedernich artrodézach je nadale pouzivané vzhledem k vysokému
procentu uspesnosti fize a minimu komplikaci v dané lokalité."** 1! Zatimco BMPs po-
tencuji bunécnou diferenciaci (pfeménu mesenchymalnich bunék na osteoblasty) PDGF
a TGF-P jsou ristovymi faktory, které podporuji déleni bunck a zvysuji produkci struk-

turalnich proteing.!*?
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Autologni destickovy koncentrat

Obohacena krevni plazma (platelet rich plazma — PRP) ziskala vyznamnou pozornost v or-
topedické a védecké komunité vzhledem k Sirokym moznostem jejiho pouziti. PRP je trom-
bocytarni koncentrat s malym mnozstvim plazmy derivované z krve pacienta. Trombocyty
obsahuji velké mnozstvi zdnétlivych a riistovych faktort. Poté co jsou in vivo aktivované
agonisty, kterym je napf. trombin. Frechette identifikoval desti¢kové faktory, které mohou
dale participovat na novotvorbé kosti. Témito faktory jsou: PDGF, TGF—a, TGF-f, epi-
dermal growth factor (EGF), fibroblast growth faktor (bFGF/FGF-2), insuline-like growth
faktor (IGF) a vascular endothelial growth faktor (VEGF). Jejich funkci je zejména pod-
pora chemotaxe a proliferace mesenchymalnich kmenovych bunék a osteoblastii a mohou

byt kombinovany s auto i alo$tépy nebo jinymi osteokonduktivnimi nosici.

Fibroblast Growth Faktor proteiny

Skupinu FGF proteinti tvoii 23 zastupcti (FGF-1 az FGF 23), nachazime je ve vétsing tkani
lidského téla a maji razné fyziologické funkce. FGF-2, FGF-8 a FGF-9 byly poprvé identifko-
vany v agregovanych mesenchymalnich buiikach a osteoblastech béhem fetalni periody, kdy
pravdépodobné hraji dilezitou roli v kostnim vyvoji. Genetické mutace FGF receptorii nebo
1 samotnych ristovych faktort (FGF3) vedou k syndromtm projevujicicm se abnormalnimi
kostnimi formacemi ¢i dysplazii.'** 1** FGF-2, ktery se jevi byt zakladnim faktorem této sku-
piny pravdépodobné podporuje proliferaci a diferenciaci mesenchymalnich kmenovych bu-
n¢k. Lokalné zvysuje pocet osteoblastli a chondroblastii, podporuje tvorbu dalSich rstovych
faktorti (TGF, IGHF) a jejich vazacich proteinti. Tim piispiva k angiogenezi, hojeni ran nebo
reparaci kostni tkan€. Nevyhodou FGF-2 je jeho termolabilita, slabsi odolnost viici proteoly-
tickym enzymum a kratky polocas rozpadu, ktery je in vivo kolem 12 hodin."** Z téchto di-
vod je dulezity vyzkum k nalezeni vhodné nosice nebo skafoldu, ktery byl schopen zajistit
lokalni ptisobeni faktoru béhem definované periody. Nadéjnym kandidatem aplikéni formy je
biodegradabilni Zelatinovy hydrogel s inkorporovanym rekombinantnim FGF-2 (thFGF-2),
ktery umoziuje jeho kontrolované uvoliiovani a zaroven slouzi jako nosic pro bunécnou proli-
feraci a indukci biologické regenerace tkani.'** 3¢ Kromé¢ in vitro a in vivo provedenych studii
na zvifecich modelech bylo dokumentovano jiz nékolik klinickych aplikaci rekombinantniho
FGF-2 (RhFGF-2) v huménni medicin¢. Kawaguchi et al publikoval slibné pouziti injekci
s hydrogelem impregnovanym RhFGF-2, ktery byly aplikované do nésledujicich lokaci: ti-

bialni osteotomie, tibialni fraktura nebo osteonekroticka hlavice femuru.'3”-1%°
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5. BSM kombinované se Zivymi buiikami

Mesenchymalni kmenové burky, stromalni buiiky kostni dfen¢, periostalni bunky, osteob-
lasty stejné tak i embryonalni ¢i dospélé kmenové buiiky jsou pouZzivané v tkanovém in-
zenyrstvi. Tyto buiiky mohou generovat tvorbu nové tkdn¢ samostatné nebo v kombinaci

se skafoldovymi matricemi. '

Mezenchymalni kmenové buniky (Mesenchymal stem cells — MSCs)

Dalsi moznosti, jak zvysit osteoinduktivitu kostni tkané nebo §té€pu je pouziti kmenovych
buné¢k. Za presné definovanych podminek maji i MSCs dospélého jedince pluripotentni
potencial, ktery jim dava schopnost proliferovat a diferencovat se v kostni, chrupavcité
nebo tkanoveé buiky. MSCs nachazime v riznych tkdnich mesenchymalniho ptvodu, napf.
v kostni dfeni, svalové a tukové tkani nebo periostu.'*! Kostni dfen se stala standardnim
darcovskym mistem pro ziskavani MSCs. Kmenové mesenchymalni buniky kostni die-
né (bone marrow stem cells — BMSc) byly zkouSeny na rtiznych zvifecich modelech,
kde byl prokazan jejich dobry potencial pii podpofe osteogeneze a vzniku kostni fuze.'*
Wang et al na opi¢im modelu prokézal, ze kompozit slozeny z kalcium-fosfatové kera-
miky a kultivovanymi autolognimi MSCs mtize zlepsit kostni regeneraci a zaroven do-
sahnout uspésné kostni fize v ptipadé predni meziobratlové dézy.'** Podobné vysledky
uspesné zadni spinalni fuze (95 %) publikoval Gen et al pfi aplikaci MSCs v kombinaci
s B-TCP."* Nevyhody BMSCs tkvi v jejich malém mnozstvi a morbidité vyplyvajici z od-
bérového mista. Neni proto prekvapivym faktem, ze vétsi popularitu v pouziti ziskavaji
tukové kmenové buiky. Jejich odbér a izolace je jednodusi, 1ze je ziskat ve vétSim mnoz-
stvi a maji prolongovany ostegenicky potencial.'* I kdyz kmenové bunky prokazaly velky
potencial byt silnym nastrojem pii tvorbé€ spinalni fuze, tak v klinické praxi naraZime na
nékteré limity, jako je pokles jejich kvality a poctu ve vyssim véku nebo pii metabolic-
kych nemocich a kouteni. Také jejich klinicka aplikace ja zatizena obtiznou legislativou

a narocnosti piipravy pro aplikaci pacientovi.

Geneticka terapie

Rekombinantni BMPs byly Gspésné pouzity v mnohych studiich. Nicméné pii pouziti v hu-
manni praxi je potifeba vysokych ddvek BMPs, protoze jejich molekuly jsou rozpustné,
difundujici do okoli nebo se in vivo stavaji inaktivnimi. Vysoké finan¢ni naklady vznikajici
v souvislosti s jejich vyrobou spole¢né s dalsimi nevyhodami (zanétliva reakce, ektopicka
terapie. Jejim cilem je vytvofit biomaterial, ktery by zajistil kontrolované a udrzitelné

uvoliiovani proteint tak, aby jejich koncentrace byla v terapeutickych mezich a jejich
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pubeni bylo pouze na lokalni Grovni. K tomuto byla rozvinuta genova terapie pro spinal-
ni fuzi, pii které je BMP gen zasazen do hostitelské buitky pomoci vektoru. Na zvifecim
ex-vivo modelu byla pak prokazana schopnost tohoto zplisobu genetické terapie ovlivnit
osteoindukci.'* Genova terapie mize zajistit vybornou biologickou dostupnost pomoci
trvalé lokalni exprese BMP. Vektory mohou byt virové (adenoviry nebo herpetické viry
transfektujici hostitelské bunky) nebo nevirové (liposomy, elektroporace). Zasazeni genu
do hostitelské buiiky mtize byt provedeno bud’ ex vivo (implantace transfektovanych bu-
nék do hostitele) nebo in vivo (injekci genti pfimo do hostitelskych bunék).!4 47 Riew et
al 1 dalsi autofi prokézali ze ex-vivo transvekované mesenchymalni bunky kostni diené
pomoci genu pro BMP, které byly reimplantovany do pokusnych kralik byly schopny
vytvofit kostni fuzi.'*

V soucasnosti genova terapie nejvice narazi na rizika spojena s imunitni odpovédi na vi-
rové vektory. Prestoze byla shleddna jako bezpecna v preklinickych animalnich experi-
mentech, je potieba dlouhodobych vysledki a dalSich studii pfed pouzitim téchto vektora

v klinické praxi.'* V Tab. 2 jsou pfehledné zobrazeny jednotlivé BSM a jejich vlastnosti.

Biomechanicka Morbidita
Nahrada kostni tkan¢ | Osteogeneze | Osteoindukce | Osteokondukce evnost odbérového
P mista
Autogenni spongidzni e i ey i .
kost
Autogenni kortikalni n N N e i
kost
Allograft - + ++ -+ -
Xenograft - - ++ ++ -
DBM - ++ + - -
Keramika - - ++ + -
Porézni kovy - - + +++ -
Kolagen - - 4+ } _
Degradabilni polymery - - + ++ -
Kostni mo?fogenm i iy i ) )
proteiny
Bioaktivni sklo - - + - -
Osteoinduktivni GF - +H+ - - -
Destickovy koncentrat ++ + - - +
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. . ., | Morbidita
, % . Biomechanicka .
Nahrada kostni tkané | Osteogeneze | Osteoindukce | Osteokondukce odbéroveho
pevnost ;

mista
Destickovy koncentrat ++ + - - +
MSCs +++ - - - +

Kompozitni skafold
+ GF +
(HA/TCP + GF i . i - )
kolagen)
Genova terapie in vivo - -+ - - -
Genova terapie, €x vivo ++ +++ - - +
Vysvetlivky: — = absentujici, + = minimalni, ++ = stiedni, +++ = intenzivni

DBM — demineralizovand kostni matrice, GF — rustovy faktor, HA/TCP — hydroxyapatit/trikalciumfosfat,
MSCs —mezenchymalni kmenové buiiky

Tab. 2 — Nahrady kostni tkané a jejich viastnosti.

1.5 Resumé

Idealni bioskafold by mél mit tfidimenziondlni porézni strukturu, kterd by svou pevnosti
byla srovnatelna s nativni kosti a umoznovala osteokundukci. Osteoinduktivita by méla
byt zaloZena na pfitomnosti povrchovych proteint slouzicich k zachyceni osteoblastd.
Soucasn¢ by implantat mél obsahovat osteoprogenitorové bunky a signalni faktory, které
by podporovaly osteogenezi. Stejné tak by mél byt plné resorbovatelny a imunologicky
inertni, tak aby nedochézelo k okolni fibrézni reakci a tim se eliminovalo riziko vzniku
pseudoartrozy nebo aseptického uvolnéni. 40 149 150

Do soucasné doby nebyl svétovou literaturou popsan Zadny bioimplantat, ktery by plné
spliioval podminky ideélni kostni ndhrady. Limitem autograftu je jeho ziskatelné mnoz-
stvi a morbidita odbérového mista. Alografty nejsou osteogenni a osteoinduktivni a existuje
u nich riziko pfenosu infek¢nich nemoci. Metalické implantaty jsou pevné v tenzi i kompresi,
ale nejsou dobrym substratem pro bunééni adhezi a mohou indukovat nespecifickou imunitni
odpovéd’. Keramické skafoldy vcetné bioaktivniho skla maji dobrou osteokonduktivitu,
avsak jsou limitovany minimalni osteoinduktivitou a malou mechanickou pevnosti. Pfirodné
derivované polymery (kolagen, chitosan) maji schopnost resorpce, podporuji bunénou mi-
graci, ale chybi jim pevnost kosti. Naopak syntetické polymery z polymécné, nebo poly-
glykolové kyseliny maji dostate¢nou mechanickou stabilitu, av§ak na tkor chybéjici osteo-
konduktivity. Dalsi moznosti a nadéji do budoucna ptedstavuji pepitové hydrogely, které
po namodelovani do nanovlaknitych struktur pfipominajicich extracelularni matrix tkani

a daji se kombinovat s osteogennimi bunikami ¢i ristovymi faktory.'”! Metodami tkanového
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inzenyrstvi lze spojit jednotlivé materidly a obohacovat je o riistové faktory ¢i osteoproge-
nitoroveé bunky. Skafoldy tfeti generace jsou biokompozity, které se snazi maximalizovat
svoje biologické, mechanické a chemické vlastnosti k ptipravé biologicky ekvivalentnich
nahrad tkéni. Biokompozitni skafoldy s pfidanymi exogennimi riistovymi faktory s ohledem
na vyse uvedené nabizeji slibnou cestou ke zlepSeni kosténé regenerace.

Ve své¢ habilitacni praci popisuji vyvoj biodegradabilniho nanokompozitniho hybridni-
ho implantatu (Biodegradabile nanocomposite hybridimplant — HBNI), na kterém jsem
pracoval spolu se svymi kolegy z mého védeckého tymu. Tento novy implantat by mél
co nejvic eliminovat nedostatky a nevyhody soucasnych generaci skafoldi, kterymi jsou
nedostate¢né vyvinuta vaskularizace implantatu v prubehu kostni fiize a také jejich nedo-
stateCna resorbabilita. Nami navrzeny HBNI se sklada z keramického kompozitu, ktery je
sloZen z hydroxyapatitu (26%), B-TCP (62%), a a-TCP (12%).'>* Soucasn¢ je impregnovan
biopolymerovymi vldkny bovinniho kolagenu a oxycelulozy a na zavér je obohacen bud’
stabilizovanym (FGF2-stab.) nebo biogennim polyfosfatem (bio-PolyP). Jedna se tedy
o 2 testované scafoldy 3. generace, které jsou bud’ obohaceny o riistovy faktor organické
povahy (FGF2-stab.), ktery mé osteo a angio-induktivnimi vlastnosti nebo o anorganic-
ké stimulac¢ni agens mineraliza¢niho procesu kostni tkan¢, které také podporuje expresi
BMP-2 a indukuje alkalickou fosfatdzu, enzym, ktery je potiebny pro syntézu hydroxya-
patitu (bio-PolyP).!**-155 Kompozitni struktura HBNI, ktera je shodna u obou testovanych
implantath byla konstruovana tak, aby umoziovala postupnou degradaci a tim 1 lep$i rlst
a formaci extracelularni matrix. Mékka kolagenova sit’ implantatu pak ma poskytovat
vhodné nanostrukturalni prostiedi ke kostni pfestavbé. Zaroven béhem tydnii az mésict
dojde k jejimu vstfebani a tim se otevira prostor k vaskularizaci a dal§imu rstu kostnich
bunck. Naopak porézni keramicky HA/TCA skeleton s kontrolovanou degradaci zajistu-
je dostate¢nou mechanickou podporu do doby, nez je vytvorena nova kost. HA i kolagen
maji vybornou biokompatibilitu, vysokou osteokonduktivitu a bioaktivitu bez jakékoli cy-
totoxicity nebo antigenicity.'** Pouzitim nanoc¢astic HA v jadre skafoldu je zajisténo jeho
rychlejsi uvoliovani i nasledny kostni prertst.'”’

Néami nové vyvinuté 2 typy HBNI simuluji 2 rizné sméry, kterymi predpokladame, ze je
mozné ovlivnit intervertebralni fuzi, at’ cestou organickou, nebo plné anorganickou. Vyse
popsané implantaty splituji biologické i biomechanické vlastnosti tieti generace skafoldi
a v nasledujici ¢asti prace bude ovétena jejich cytotoxicita, biokompatibilita, ostekondukti-
vita a osteoinduktivita. Nasledn€ po jejich implantaci na modelu experimentalniho prasete
budou podrobeny in vivo testovani ve schopnosti vytvofit meziobratlovou fizi, a to jak

z pohledu makro 1 mikroskopického, tak optikou mikro-CT a biomechaniky.
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CILE PRACE

Vylougit potencialni toxicitu nové vyvinutého HBNIL.

Ovéfit osteokonduktivni a osteoinduktivni vlastnosti nové vyvinutého HBNI.
Porovnat rychlost a kvalitu lumbalni intervertebralni fize v zavislosti na pouziti
kostniho $tépu a nové vyvinutého HBNI.

Objektivizovat potencialné synergisticky efekt tvorby lumbalni intervertebralni fize
v zavislosti na pouziti nové vyvinutého bioimplantatu v kombinaci s termostabilnim
rustovym faktorem pro fibroblasty 2 (FGF2-stab.) nebo biogennim polyfosfatem
(bio-PolyP).

Ptipravit hotovy produkt do dalsi faze klinického hodnoceni
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3 MATERIAL A METODIKA

3.1 Struktura hybridniho biodegradabilniho nanokompozitniho
implantatu (HBNI)

3.1.1 Priprava a struktura HBNI s FGF2-stab.
Text podkapitoly byl doc¢asné skryt vzhledem k probihajicimu patentovému tizeni HBNI.
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3.1.2 Priprava a struktura implantatu s biogennim polyfosfatem

Text podkapitoly byl do¢asné skryt vzhledem k probihajicimu patentovému fizeni HBNI.

40



41



3.2 In vitro testovani cytotoxicity keramického bioimplantatu

K testovani byly dodany 5 druhti keramickych nosict sterilizovanych ethylénoxidem:

a) HA/TCP + bioPolyP — fazova smés hydroxyapatitu a fosforeCnanu vapenatého,
vzorky povlakovany biogennim pol

b) HA/TCP + kolagen — fazova smés hydroxyapatitu a fosfore¢nanu vapenatého +
kolagenova vypli

c) HA/TCP + bioPolyP + kolagen — fazova smés hydroxyapatitu a fosfore¢nanu
vapenatého + kolagenova vypli + povlak polyfosforecnanu vapenatého

d) HA/TCP + kolagen + FGF2-stab — faizova smés hydroxyapatitu a fosfore¢na-
nu vapenatého + kolagenova vypli + FGF2

e) HA/TCP — fazova smés hydroxyapatitu a fosfore¢nanu vapenatého

Vzorky byly testovany v 96 jamkovych destickach.

3.2.1 Osazovani bioimplantati mesenchymalnimi kmenovymi buiikami

K testovani bioimplantat byly pouzity lidské mezenchymalni kmenové bunky (hMSC;
Sciencell, San Diego, California, USA). Bioimplantaty byly nejprve ponotfeny do 150 ul
diferencia¢niho média: a-MEM (Lonza, Switzerland), 10% fetalni bovinni sérum (FBS,
Gibco, Velka Britanie), 1% Penicilin/Streptomycin (100 IU/mL and 100 pg/mL, Sigma
Aldrich, USA), 100nM dexamethasone (Sigma Aldrich, USA), 10mM B-gcyrerolfosfat
(Sigma Aldrich, USA), 50 pg/ml askorbat-2-fosfat (Sigma Aldrich, USA), nejméné na
1 hod pti 37°C. Nasledné byly na bioimplantaty nasazeny buiiky v koncentraci 85 tis bun€k
/bioimplantat v 50 pl média. Buiiky byly ponechény adherovat dvé hodiny v inkubatoru
pii 37 °C a 5 % CO2 atmosféte. Po dvou hodinach bylo k buikdm ptiddno 150ul diferen-
cia¢niho média. Vzhledem ke snizenému pH, které bylo indikovano zezloutnutim média,

byla polovina média vyménéna druhy den. Polovina média byla pak ménéna 7. a 14. den.

3. 2.2 Test metabolické aktivity

Testovani metabolické aktivity bunék bylo provadéno pomoci MTS testu (CellTiter96®
AQueous One Solution Cell Proliferation Assay, Promega, WI, USA),ato 1., 4., 7., 14.
a 21. den experimentu. V pfislusny den byly bunécné bioimplantaty pfesunuty do novych
jamek a bylo k nim ptidano 150 pl diferenciaéniho média a 30 ul MTS substratu (3-(4,5-di-
methylthiazol-2-yl)-5-(3-carboxymethoxyphenyl)-2-(4-sulfophenyl)-2H-tetrazolium). Poté
probihala dvé hodiny inkubace bun¢k s MTS substratem v inkubatoru. Béhem této doby
byl substrat metabolizovan pomoci mitochondridlnich enzymi na rozpustny formazan,

ktery mé absorbanci pii vinové délce 490 nm. Vznikly formazan byl spektrofotometricky
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méten u 100 pl odbérti pomoci readeru Infinite® M200 PRO (Tecan, Switzerland). Méfeni
se provadélo pii vinovych délkdch 490 nm a 690 nm. Méteni pti 690 nm je referencni
hodnota odecitana od hodnot absorbance. Déle byla od hodnot odecitana absorbance MTS

substratu s bunéénym nosi¢em bez bunék.

3. 2.3 Kvantifikace obsahu bunééné DNA

Ve stanovené dny 1., 4., 7., 14. a 21. den byla provadéna kvantifikace DNA. Bunécné no-
si¢e byly po provedeném MTS testu do 400 ul lyzacniho pufru, ktery se skladal z 10mM
tris(hydroxymethyl)aminometanu (Tris) (pH 7.0), ImM EDTA, 0,2% Triton-X-100 (Sigma
Aldrich, USA) a destilované vody. Takto ptipravené vzorky byly ve tfech cyklech zamra-
zeny a rozmrazeny pii RT. Pfi kazdém rozmrazeni byly vzorky dikladné vortexovany.
Do cerné devadesati Sesti jamkové desti¢ky bylo naneseno 200 pl pracovniho roztoku
Quant-iT™ dsDNA Assay Kit (Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, USA), ktery po
vazb¢ na dvouretézcovou DNA emituje fluorescencni signal. Z jednotlivych vzorkl pak
bylo k reagentu ptidavano 20ul bunééného lyzatu. Soucasti eseje jsou i DNA standardy
bakteriofagu lambda, které byly ptidavany po 20ul k reagentu. Fluorescence reagentu
byla métena pomoci fluorescenc¢niho readeru Infinite® M200 PRO (Tecan, Switzerland)

pii hodnotach excitace 485nm a emise 528nm.

3. 2.4 Barveni osteokalcinu

Barveni osteokalcinu probihalo 14. a 21. den. Vzorky byly proplachnuty ve fosfatovém
pufru (PBS; pH 7.4, Sigma Aldrich, USA) a nasledné fixovany 5% roztokem paraformal-
dehydu po dobu deseti minut pti 20°C. Nasledné byly vzorky proplachnuty v PBS a v ném
uchovany po dobu jednoho tydne. Poté byly vzorky inkubovény tficet minut pfi poko-
jové teploté s roztokem 0,1 % Triton-X-100 + 1 % hovézi sérovy albumin (BSA, Sigma
Aldrich, USA) v PBS. Poté byly vzorky tfikrat oplachnuty v PBS a nasledné¢ se nechaly
inkubovat 20 min v 1 % Tween-20 (Thermo Fischer Scientific, USA) v PBS, poté byly
vzorky tiikrat oplachnuty v PBS. Nasledné se nechaly inkubovat s primarni krali¢i nezna-
¢enou protilatkou, ktera se specificky vaze na osteokalcin. Inkubace probihala ptes noc
pii 4 °C. Nasledné¢ byly vzorky oplachovany 5, 10 a 15 minut roztokem PBS s 0,05 %
Tween-20. Nasledoval oplach v PBS a k vzorkiim byla pfidana sekundéarni protilatka proti
kralikovi s fluoroforem, Alexa Fluor 633 (Thermo Fischer Scientific, USA), ktera se vaze
na primarni protilatku. Inkubace trvala sedmdesat pét minut a probihala ve tmé¢, pii po-
kojové teploté, za tfepani na tiepacce. Nasledné se vzorky proplachovaly po dobu 5, 10
a 15 minut roztokem PBS s 0,05 % Tween-20. Poté se vzorky proplachly PBS a necha-
ly se po dobu 5 minut inkubovat s Hoechstem 34580 (Thermo Fischer Scientific, USA),
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5000x fedény. Nakonec se vzorky jesté tfikrat proplachly roztokem PBS. Vzorky byly
analyzovany konfokalnim mikroskopem Zeiss LSM 5 DUO (Zeiss, Némecko). Hoechst
excituje pii 392 nm a emituje pii 440 nm. Alexa Fluor 633 ma hodnotu excitace 632 nm

a emise 647 nm.

3.2.5 RT-PCR (Reverse Transcriptase) PCR

RNAbyla 1.,7., 14.,21., 28. a 35. den izolovana za pouziti kitu RNeasy Mini Kit (Qiagen,
Némecko). Vzorky byly v den izolace oplachnuty PBS, poté v dupletu rozdrceny pinze-
tou v jamce a nasledné seskrabnuty a pteneseny do eppendorfky s RLT pufrem (Qiagen,
Némecko). Nasledné byly vzorky po dobu 1 minut vortexovany. Dale se postupovalo po-
dle manualu. Koncentrace RNA ve vzorcich byla méfena na readeru Infinite® M200 PRO
(Tecan, Switzerland). Pfi této metod¢ je spektrofotometricky métfena absorbance pfi
260/280 nm a dochazi tak ke kvantifikaci mnoZstvi RNA ve vzorku. Cistota RNA by-
la ovétena pomoci RNA elektroforézy a vizualizace UV lampou. Pro syntézu cDNA byl
vyuzit RevertAid H Minus First Strand cDNA Synthesis Kit (ThermoFischer Scientific,
USA) podle manualu. Analyzovany byly geny pro osteogenni markery RunX2 a kolagen
typu I, osteokaclin a kostni sialoprotein a jako ,,housekeepingovy‘ neboli referencni byl
pouzit gen EEF-1 (eukaryoticky elongaéni faktor). Referen¢ni gen byl pouzit k normali-
zaci hodnot pro geny spfazené s osteogenezi.

Ziskana cDNA byla vyuzita k provedeni polymerazové fetézové reakce RT-PCR. V proce-
su detekce mnozstvi kopii dané sekvence byly vyuzivany sondy TagMan (Roche Molecular
Systems, USA). MnoZstvi mRNA pro jednotlivé geny bylo relativné kvantifikovano s vy-
uzitim tzv. housekeeping gent (referencni geny). Pro gen zajmu 1 pro referenéni gen je
sledovana hodnota Cp. Grafy byly vytvoteny z hodnot ziskanych vypocétem podle vzorce
2-ACp. méfeni intenzity fluorescence byl vyuzivan Light Cycler 480 (Roche, Svycarsko).

3.2. 6 Vizualizace bunék

Pro vizualizaci adheze bun¢k na nosicich byly buiiky barveny pomoci 3,3’-dietyloxakar-
bokyanin jodidu (DiOC6), ktery barvi membranové struktury a propidium jodidu, ktery
se vaze na bunécnou DNA. Buiiky byly oplachnuty v PBS a nasledné fixovany po dobu
deseti min chlazenym metanolem, -20 °C. Nasledovalo dalsi proplachnuti v PBS a poté se
pridal DiOC6 v koncentraci 1 pg/ml PBS. Inkubace probihala za tmy, pti pokojové teploté,
Ctyficet pét minut. Nasledné byly vzorky proplachnuty v PBS a byl k nim pfidan propi-
dium jodid v koncentraci 5 pg/ml PBS, inkubace probihala 5 minut za tmy, pii pokojové

teplote. Nasledné se vzorky tiikrat proplachly v PBS. Nabarvené buiiky byly pozorovany
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konfokalnim mikroskopem Zeiss LSM 5 DUO. DiOC6 ma hodnotu excitace 488 nm a emi-
se 520 nm, propidium jodid excituje pii 560 nm a emituje pti 580 nm.

3.2.7 Statistika
Ziskana data z MTS testu a kvantifikace buné¢né DNA byla statisticky vyhodnocena
v programu SigmaStat metodou One Way Analysis of Variance (ANOVA) a Tukey testem

s hodnotou signifikance nizsi nez 0,001 (**), anebo nizsi nez 0,05 (*).

3.3 Zvireci model a navrh studie

Do studie bylo zahrnuto celkem tficet Sest kastrovanych klinicky zdravych experimen-
talnich zvitat samciho pohlavi. Jednalo se o komeréni hybrid bilého uslechtilého prasete
a landrase ve véku 4 mésicti o hmotnosti ptiblizné 40 kg. Tato experimentalni prasata byla
rozd¢lena do ti studijnich skupin v zavislosti na metod¢ flize. VSechna zvitata zatfazena do
studie podstoupila operacni zakrok v celkové anestezii. Operace byly provadény shodné
v pozici na pravém boku, z levého lumbotomického extraperitonedlniho ptistupu v obl.
bederni patete. Po RTG objektivizaci patefniho segmentu L2/3 byla provedena LLIF. Ve
skupiné A (n=12) byl jako fusion promoting agens pouzit autologni kostniho $té€p odebra-
ny z levé lopaty kosti kycelni operovaného prasete, ve skupin¢ B (n=12) pak byl pouzit
HBNI obohaceny o FGF2-stab. a ve skupin¢ C (n=12) byl pouzit HBNI obohaceny o bio-
-polyP. Obr. 9 zobrazuje srovnani HBNI s trikortikalni kostnim $tépem.

Obr. 9 — Srovnani trikortikalniho Stepu odebraného z lopaty kosti kycelni prasete a nove vyvinutéeho HBNI
obohaceného o FGF2-stab. Zdroj: archiv autora.
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Sest zvifat z kazdé skupiny bylo utraceno po ukonéeném 8 tydnu experimentu (pod-
skupina Al, n=6; Bl, n=6 a Cl, n=6), zatimco zbyvajicich 6 prasat z kazd¢ skupiny
bylo utraceno po 16 tydnech (podskupina A2, n=6; B2, n=6 a C2, n=6). Pooperacné
byly provedeny kontrolni RTG snimky bederni patefe. RTG kontroly bederni patete
pak v podskupinach Al, B1, C1 probihaly v intervalu 2, 4 a 8 tydnt, v podskupinach
A2, B2, C2 pak v intervalu 2, 4, 8, 12 a 16 tydntl. Po utraceni prasat byl ndsledn¢ vy-
preparovan a en-bloc resekovan segment patete v rozsahu od obratle Th15 do obratle
L6. Ziskany vzorek patefe byl nasledn¢ anatomickou preparaci oddélen od okolnich
meékkych tkani pfi zachovani ligamentdznich stabilizatort (dlouhé a kratké vazy pate-
fe). Nasledné byly vzorky podrobeny mikroCT vySetfeni, biomechanickym zkouskdm
a histomorfologické analyze. Pro kontrolni skupinu celého experimentu bylo pouzi-
to 7 zdravych neporusenych prase€ich pateti (vypreparovany segment od Th15-L6)
ziskanych z kadaverosnich prasat stejného staii a hmotnosti jako ve vySe popsanych

skupinach (skupina N, n=7).

3.3.1 Chirurgicka ¢ast

Pfed tivodem do anestezie byla zvifata zpremedikovéna intramuskularné podanym tile-
taminem 2 mg/kg + zolazepamem 2 mg/kg (Zoletil, Virbac, Ceské republika). Na tivod
do anestezie byl nasledné intramuskuldrné pokusnym zvitatim aplikovan ketaminem
2 mg/kg (Narketan, Vetoquinol, Francie) a xylazinem 2 mg/kg (Sedazin, Fort Dodge,
USA). Po néstupu tc¢inku 1€kt byla provedena endotrachealni intubace a zahdjena ume-
14 plicni ventilace smési vzduch-kyslik (60/40) za kontinudlni celkové intravendzni
anestézie. Intraven6zni anestézie byla udrzovéana infuzi propofolu — 10 ml/h (Propofol
1 %, Fresenius Kabi, Némecko). Pfed samotnym opera¢nim zakrokem bylo jednora-
zove profylakticky poddno antibiotikum Amoxicilin/kyselina klavulanova 15 mg/kg
(Amoksiklav, Lek Pharmaceuticals, Slovinsko). Po uvedeni do celkové anestezie bylo
experimentalni prase uloZzeno na pravy bok a zahdjena rutinni pfiprava operacni pole

s jeho zarouskovéanim (Obr. 10).
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Obr. 10— Na obrdzku je zachycena operacni skupina 2 chirurgi, v pozadi je zobrazen instrumentujici

chirurg. Operacni pole je sterilné zarouskovano jednordazovym sterilnim rouskovanim. Zdroj: archiv autora.

Za sterilnich kautel, za pribé&zné rentgenologické kontroly byl nejprve identifikovan
prostor v oblasti bederni patete v rozsahu L2-3, nasledn¢ v dané lokalité byla provedena
minilumbotomie (Obr. 11) a z retroperitoneédlniho transpsoatického ptistupu po pieru-
Seni segmentalni arterie byly objektivizovany obratlova téla a intervertebralni prostor
L2-3. Behem preparace byly uzity standardni chirurgické postupy a krvaceni stavéno
elektrokoagulaci. Pfed samotnou disektomii useku L.2—3 byly pod kontrolou fluoroskopie
implantovany dv¢ desti¢ky (Anterior Spinal Srew-rod System, Beijing Fule Science and
Technology Development, Cina) z boéni strany do obratlovych tél L2 a L3. Kazda des-
ticka byla upevnéna dvéma monoaxialnimi Srouby — 5 x 30 mm a 5 x 45 mm (Anterior

Spinal Srew-rod System, Beijing Fule Science and Technology Development, Cina).
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Obr. 11 — Levostranny minilumbotomicky pristup k operovanému segmentu L2-3 patere experimentdlniho

prasete. Zdroj: archiv autora.

Nasledné byla provedena discectomie L2-3. Ptilehlé obratlové plotny byly opracova-
ny pomoci kyrety az do krvaceni z kosti. Kostni $tép byl odebran z hiebene levé lo-
paty kosti kyCelni. Takto ziskany trikortikalni kostni §t€p byl nasledné opracovan na
pozadovany rozmér a nasledné byl vloZzen metodou pressfit (pomoci instrumentaria
byl dilatovan prostor L2/3, po vloZeni §t€pu a uvolnéni instrumentaria dochazi ke kom-
presi $t€pu v meziobratlovém prostoru) do meziobratlového prostoru L2/3 (skupina A,
n = 12). U ostatnich skupin (B, C) byl chirurgicky pfistup totozny jako ve skupiné A,
jen neprobehl odbér kostniho Stépu a po zméteni velikosti intervertebralniho prostoru
byla zvolena optimalni velikost HBNI s FGF2-stab (skupina B, n = 12) nebo bio-Poly
P (skupina C, n = 12)., ktery byl do prostoru L2-3 také press fitové vlozen pomoci, pro

dany ucel, specidln¢ vyrobeného instrumentaria (viz Obr. 12).
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Obr. 12 — HBNI je ulozen ve specialnim instrumentariu, a tak je pripraveny k implantaci do
meziobratlovéeho prostoru L2-3. Zdroj: archiv autora.

Po vlozeni kostniho $tépu nebo bioimplantatu do meziobratlového prostoru byly nasled-
n¢ pedikularni Srouby jiz zavedené do téla obratli spojeny 2 titanovymi tyCemi (Anterior
Spinal Srew-rod System, Beijing Fule Science and Technology Development, Cina), tak
aby byla zachovana poloha a stabilita operovaného segmentu obratle na konci chirurgic-
kého zakroku. Kazda opera¢ni rana byla vyplachovana fyziologickym roztokem. Uzavér
operacni rany byl provadén po anatomickych vrstvach jednotlivymi resorbovatelnymi
(svalova fascie a podkoZni tkan) a neresorbovatelnymi (kize) stehy. Na zavér byla kiize
pokryta sprejem s chlortetracyklinem (Pederipra, Hipra, Spanélsko). Do doby, neZ se ex-
perimentélni zvife zotavilo z anestézie, byly provedeny ptfedozadni a bo¢ni rentgenové
snimky slouzici ke kontrole vyplnéni meziobratlového prostoru a uloZeni stabiliza¢niho

implantatu (viz. Obr. 13).
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Obr. 13 — Pooperacni bocni RTG bederni patere prasete, Sipka zndzornuje implantovany stabilizacni

implantat, meziobratlova prostor L2-3 je kompletne vyplnén HBNI s FGF2-stab. Zdroj: archiv autora.

3.3.2 Pooperacni pribéh a provadéni RTG kontrol

Po skonceni operace byla vSechna experimentalni zvifata observovana na opera¢nim sa-
le do obnovy spontanniho dychani, nasledné byla umisténa do pooperacni koje, kde by-
la sledovana az do uplného zotaveni z anestezie (Obr. 14). Soucésti pooperacni kontroly
bylo také sledovani doby, kdy se testovand zvitata postavi na vSechny Ctyfi nohy a jest-
li se neobjevi n€jaky neurologicky deficit, ktery by byl zpiisoben opera¢nim zakrokem.
V pribéhu prvniho poopera¢niho tydne byla v§em zvifatim podévana antibioticka lécba
amoxicilinu/kyseliny klavulanové v davce 15 mg/kg (Amoksiklav, Lek Pharmaceuticals,
Slovinsko) kazdych 72 hodin poc¢inaje dnem operace. Také v prvnim pooperacnim tydnu
byl k tlumeni pooperacnich bolesti intramuskularné podavan Ketoprofen (Comforion Vet,

Orion Pharma Animal Health, Finsko).
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Obr. 14 — Operovana experimentalni prasata byla pooperacné observovana v koji, maximalné po

3 kusech, do uplnéeho zotaveni z operace. Zdroj: archiv autora.

Béhem celého experimentu byla prasata chovana jednotlivé v kojich, kde byl zajistén
volny pfistup k vodé€. Obecnd a neurologicka vySetfeni byla provadéna zpocatku denné
béhem prvniho pooperacniho tydne a nasledné dvakrat tydné béhem nasledujicich dvou
tydnt. Prosté rentgenové snimky v pifedozadni a bo¢né projekci se pravidelné opakovaly
po 2, 4 a 8 tydnech po operaci u poloviny prasat z kazdé podskupiny (A1, n=6; B1, n=6;
C1, n=6). U zbyvajici poloviny prasat (A2, n=6; B2, n=6; C2, n=6) byly jest¢ doplnény
RTG snimky ve 12. a 16. tydnu od operace. Béhem samotného provadéni RTG vySetre-
ni byla prasata doc¢asné¢ sedovana Propofolem v davce Img/kg (Propofol 1 %, Fresenius

Kabi, Némecko). Pribéh RTG vysetieni uvadi Obr. 15.
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Obr. 15 — Vyobrazeni prithéhu RTG vysetreni bederni patere v bocné projekci u experimentalniho zvirete
pred provedenim operacniho zakroku. Zdroj: archiv autora.

Cilem RTG kontrol bylo sledovani thlu segmentalni kyf6zy méfené metodou dle Cobba,
viz Obr. 16. Uhel segmentélni kyfozy byl méfen z RTG snimkil v bo&né projekei u kazdé-
ho operovaného zvitete pred operaci a pti kazdé RTG kontrole. Dale z RTG snimkt byly
hodnoceny zndmky ptipadného uvolnéni stabiliza¢niho implantatu a také priib¢h interver-

tebralni fuze v prostoru L2-3.

Obr. 16 — RTG bederni patere v bocné projekci pred a pooperacné, graficky je znazornén uhel

segmentdalni kyfozy L2, 3 méreno dle Cobba. Zdroj: archiv autora.
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3.3.3 Utraceni prasat a piiprava preparatu pateri

Prasata ve vSech skupinach byla utracena intraven6znim podanim injek¢éniho roztoku
Embutramidu, Mebezonium jodidu, injekéniho roztoku hydrochloridu tetrakainu v mnoz-
stvi 6 ml/50 kg (T61, MSD Animal Health, Kanada). Prvni polovina prasat tvofici podsku-
piny A1, B1, C1 byla utracen po 8 tydnech, zbyvajici polovina (podskupiny A2, B2, C2)
byla utracena po 16 tydnech od provedeného operacniho zakroku. Po utraceni kazdého
prasete byl nasledn¢ vypreparovan en-block usek patere v rozsahu obratle T15 do obratle
L6, ktery byl nasledné ocistén od okolnich tkani pii zachovani ligamentdznich stabiliza-
tord (pfedni a zadni podélny vaz, intervertebralni ligamenta). Nasledné byl extrahovan
veskery osteosynteticky material z obratli a byla provedena obrazova dokumentace celé-
ho bloku patete se zaméfenim na fizovanou cast, tedy prostor L2-3. Kontrolni skupinu
N (n=7) tvorily bloky kadaverosnich fyziologickych prasecich pateti vypreparovanych
shodnou technikou jako ve skupindch A—C. Skupina N byla rozdélena na 2 podskupiny,
podskupina N0 (n=2), dané preparaty slouzily jako kontrola pro mikro-CT vySetfeni a sku-
pina N1 (n=35), ktera slouzila jako kontrola pro biomechanické vysetieni. VSechny takto
piipravené vzorky ze skupin A (n=12), B (n=12), C (n=12), N2 (n=5) byly ponotfeny
do formolu a uzavieny do plastové folie spolu s fixaénim ¢inidlem, tak aby se zabranilo
jejich autolyze a vysusSeni. Behem transportu na nésledna vysetieni byly vzorky ulozeny

v lednici pii teploté 5 °C.
3.4 Micro-CT vySetieni vzorki patere

Vsechny resekované vzorky patete ze skupin A (n=12), B (n=12) a C (n=12), byly podro-
beny mikro-CT vySetieni ve stejny den, kdy byla prasata utracena. 2 vzorky z podskupiny
N1, byly téz vysetieny pomoci mikro-CT. Jeden vzorek nativni patete byl oSetfen extir-
paci intervertebralniho disku L2-3 a dany prostor byl ponechan prazdny. Druhy vzorek
po extirpaci L2-3 disku byl v daném prostoru vyplnén pomoci HBNI, tedy byl vytvofen
obraz bezprostfedniho poopera¢niho stavu. Vzorky ze skupiny N slouzily jako referen¢ni
obraz pii hodnoceni testovanych skupin A, B, C.

Pro minimalizaci pohybu vzorku béhem mikro-CT vySetieni byl preparat ve folii vloZzen
do papirové tuby, kde byl pevné fixovan. Cely vzorek v papirové tubé byl umistén do CT
tak, ze prostor L2—-3 byl uprostfed zorné¢ho pole, tak aby se maximalné snizil vliv moz-
nych artefaktti behem méteni.

K tomografickému méteni byl pouzit mikro-CT systém GE phoenix v | tome | x L 240
(GE Sensing & Inspection Technologies GmbH, Némecko) vybaveny rentgenovou tru-

bici Nanofocus180 kV/ 15 W a plochym detektorem DXR 250. Rentgenova trubice
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byla nastavena na zrychlujici napéti 100kV a proud 300 uA. Rentgenové spektrum by-

lo filtrovano 1,5 mm silnym hlinikovym filtrem. Doba expozice detektoru byla 400 ms

v kazdé z 2 200 pozic. Méteni bylo provadéno pii konstantni teploté 21° C. Velikost

voxell byla 40 pm.

Tomograficka rekonstrukce byla realizovana daty GE Phoenix x 2.0 s korekci driftu vzor-

ku, korekci vytvrzeni paprsku a filtraci Sumu. Zaznam obratlii byl proveden ve VG Studio

MAX 3.1 (Volume Graphics GmbH, Némecko) a probihal podle horni-kranialni a dolni-

-kaudalni (ventralis, dorsalis) ¢asti vzorku. Tento zplisob zdznamu zjednodusuje analyzu

intervertebralni fuze. Kostni $tép ¢i bioimplantat lezi ve stejné rekonstruované oblasti

a ma stejnou orientaci.

Po provedeni mikro CT vySetfeni a analyze kvality probehl¢ kosténé intervertebralni fuze,

byly vzorky klasifikovany podle prace Tana et al. do 4 nasledujicich stupni kvality fuze:'s

* Stupern I (uplna fuze) — znamena kostni spojeni §tépu ¢i implantatu na obou stra-
nach lamina terminalis sousednich obratlli a je mozné pozorovat kontinuitu trabe-
kularni kosti kranio-kaudalnim smérem tedy mezi obratlem a St€pem na obou pfi-
lehlych koncich.

» Stuper II (¢aste€na fiize) — znamena kostni spojeni $tépu ¢i implantatu alespon
na jednom z konct ptilehlych obratll a také ¢astecnou nebo chybéjici trabekular-
ni kost mezi kostnim $tépem ¢i implantatem a sousednim télem obratle na jednom
nebo obou koncich.

+ Stuper III (unipolarni pakloub) — oznacuje kranialni nebo kaudalni kostni ne-
spojeni kostniho §tépu ¢i implantatu s pridruzenym obratlem formou diskontinuity
trabekularni kosti. Sousedni téla obratli jsou spojena podél téla, ale bez jakékoli
faze téla s kostnim St€pem ¢i implantatem.

* Stupeii IV (bipolarni pakloub) — oznacuje nespojeni §tépu ¢i implantatu
k sousednim obratliim na obou stranach bez kontinuity trabekuldrmni kosti mezi
Stépem ¢i implantatem a sousednimi obratli. Do stupné IV rovnéz patii tplna re-
sorpce kostniho $tépu ¢i implantatu.

Grafické zobrazeni mikro-CT klasifikace prob¢hlé intervertebralni fize uvadi Obr. 17.
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Obr. 17 — Mikro-CT zobrazeni kvality kosténé fiize mezi obratli: A) Stupern I, B) Stupen II, C) Stupen 111,
D) Stupen 1V. Zdroj: CEITEC VUT Brno.

Celkem takto bylo provedeno 36 méteni, dvanact pro kazdou skupinu A, B a C. VSechny
odebran¢ vzorky patefe z podskupin po 8 a 16 tydnech byly skenovany bezprostfedné po
utraceni pasete. A vSechny tyto vzorky byly klasifikovany zminénym klasifikacnim sys-

témem.

3.5 Biomechanické vysetieni vzorkii patere

3.5.1 Postup biomechanického testovani

K biomechanickému vysetieni bloku patefe byly vzdy podrobeny 4 vzorky z kazdé testo-
vané podskupiny (A1, n=4; A2, n=4; B1, n=4; B2 n=4; C1, n=4,; C2, n=4). Jako kontrolni
skupina bylo testovano vSech sedm vzorkil zdravych kadaveroznich prasecich pateti (N,
n=>5). Vzorky patete byly testovany vzdy nésledujici den po utraceni prasat (po provede-
ni mikro-CT vySetfeni a transportu na detaSované pracovisté v Praze). Do doby testovani
byly vzorky uchovany v lednici pfi teploté 5 °C, kde byly ulozeny v plastové folie spolu

s fixa¢nim roztokem formolu.
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V ramci experimentu byla provedena mechanicka zkouska prostého ohybu, kdy bylo po ce-
lou dobu zatézovani eliminovano osové namahani tak, ze osova sila byla fizena na nulovou
hodnotu. Zatézovan byl segment praseci patete v rozmezi obratlit Th15 — L6. Horni ¢ast
patete byla pfi testovani uloZena tak, aby byl umoZznén jeji volny pohyb. K upevnéni vzor-
ki pateti ve fixacnich trubkach byl pouzit technicky dentakryl. ZkouSka prostého ohybu
probéhla v akreditované Laboratofi mechanickych zkousek na CVUT v Praze, na Fakult&
strojni. Zde se nachézi testovaci systém MTS Mini Bionix 858.2 (MTS, Minnesota, USA)
se specialnim spindlnim simuldtorem, jehoz konstrukce je priméarné urcena k testovani
pateti. Patete byly pfi experimentu ohybany nejprve do extenze a nasledné do flexe (viz
Obr. 18). Zatézovani probehlo ve dvou rezimech. Nejprve byla hodnocena tuhost testo-
vanych pateti pii extenzi bez poskozeni tkan¢ a nasledné byl vzorek zatézovan do limita
testovaciho systému a pouZzit¢ho 6DOF snimace, piipadné do destrukce vzorku. U kazdého

vzorku byl cyklus opakovan trikrat. Po dokonceni zkousky nésledovalo vyjmuti vzorku ze

simulatoru, umisténi do igelitového obalu a uloZzeni do mraziciho boxu.

Obr. 18 — Testovaci spinalni simulator Bionix (4) s fixovanou kadaverozni praseci pateri. Dolni konec
testovaného vzorku bederni pateie (L6) byl pevné namontovain na plosinu, na kterou byl aplikovan pouze
ohybovy moment (B). Horni konec (T15) uchytu byl volna a mohle se volné pohybovat ve svisléem sméru
a otdcet kolem své osy (B). Cisty ohybovy moment byl aplikovin na mez zatizeni 5 Nm pii rychlosti
otaceni 20 °/ min v rezimu flexe (+ 40 °) — extenze (-40 °) (C). Kazdy vzorek byl testovan po dobu tii
cyklii. Zdroj: CVUT, Fakulta strojni, odbor biomechaniky.

Ziskana data ze zatézovani pateti (raw data) byla pievedena do ptipravenych Sablon v pro-
gramu Microsoft Excel, kde byly vykresleny grafy zavislosti ohybového momentu na

Case, rotace na ¢ase a ohybového momentu na rotaci. Tuhost vzorku byla ur¢ovana z gra-

fu zavislosti ohybového momentu na rotaci, a to presn¢ji z linearni oblasti zatézovani
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26 pii extenzi (tfeti kvadrant grafu) spliiujici podminku spolehlivosti linedrni regrese vét-
§i nez hodnota 0,998. Tato vybrana linearni oblast byla vlozena do samostatného grafu.
Stanovené hodnoty tuhosti byly zaneseny do celkové tabulky a déale byly vyhodnoceny
hodnoty stfedni tuhosti a rozptylii u kazdé skupiny vzorki. Poté byla tato data porovna-

vana a otestovana statistickymi testy.
Nastavené principy zatézovani, jako je napiiklad standardni zatéz pateii prostym ohybem

bez parazitnich sil, jsou v souladu, s jiz uskute¢nénymi studiemi. 64167

3.5.2 Princip zatéZovani

Testovani vzorki patefnich segmentil probihalo v akreditované Laboratofi mechanickych
zkousek v budové Fakulty strojni CVUT na testovacim systému MTS 858.2 Mini Bionix
(MTS, Minnesota, USA), jehoZ soucasti je specialni pateini simulator s 8 stupni volnosti,
ktery svoji konstrukci umoznuje 3 kolmé posuvy a 5 nezavislych rotaci a je primarné uréen
k testovani pateti. K méteni byl pouzit ,.ttiosy* silovy snima¢ 6DOF 1160 N/580 N/ 25
Nm firmy ATI, ktery svou konstrukci umoznuje detekovat sily ve tiech na sob& kolmych
osach a k tomu i momenty pusobici podél téchto os. Relativni chyba tohoto snimace zjis-
téna pii kalibraci je 0,5 % méfené veliCiny.

Cela soustava byla zpoc¢atku uvedena do souosé polohy, posléze byly vynulovany relativ-
ni soufadnice, a nakonec byl vypnut pohon Superior Flex/Extenze tak, aby byl umoznén
volny pohyb horniho dilu simulatoru. Dale byl vzorek vlozen do spodni ¢asti simulatoru
a za pouziti fizeného pohonu byl vyklonén a poté sestaven s hornim dilem simulatoru.
Testovani zacalo po upnuti vzorku do svérnych Sroubovych spoji. Upnuty vzorek patetfe
v testovacim systému MTS Mini Bionix Ize vidét na Obr. 19.

Zatézovani vzorku bylo rozdéleno na dvé ¢asti. V prvni Casti zatézovani bylo cilem zjistit
tuhost testovanych pateti pii extenzi bez poskozeni tkan€. Maximalni aplikovany ohybovy
moment zde byl + 5 Nm (+ flexe, — extenze). Tato zatéZovaci ¢ast byla opakovana tiikrat.
Ve druhé casti byl vzorek zatézovan do limith testovaciho systému a pouzitého 6DOF sni-
mace, tedy do + 25 Nm, eventualné do destrukce vzorku. Nedoslo-li k destrukci vzorku,
pak 1 tato zatéZovaci Cast byla opakovana ttikrat. Pfi obou rezimech byl vzorek zatézovan

konstantni rychlosti natoceni 20 °/min do extenze a nasledné¢ do flexe.
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Obr. 19 — Detailni zabér upnutého vzorku patere (nalevo) a vzorku patere, u které doslo pri ohybu
k destrukci (napravo). Zdroj: CVUT, Fakulta strojni, odbor biomechaniky.

3.5.3 Ohybova zkouska

Kazdy vzorek pateiniho segmentu byl podroben zatéZovani, jehoz principy jsou popsany vyse.
Béhem zatézovani vzorktl bylo systémem naméteno mnozstvi posuvi, natocent, sil a momen-
t, pro vyhodnoceni tohoto experimentu vSak byly uZity pouze naméfené hodnoty v podobé
natoceni vrchniho (superior flex/extension rotation) a spodniho dilu simulatoru (inferior flex/
extension rotation) a ohybového momentu (Tx). Naméfena data byla upravena a posunuta do
pocatecnich nultych hodnot a dale importovana do Sablon vytvorenych v programu Microsoft
Excel, kde za pomoci téchto dat byly vytvoreny grafy zavislosti ohybového momentu a rotace
na ¢ase a ohybového momentu na rotaci (viz Obr. 20), které byly vytvoreny pro kazdy cyklus
méfeni ve vSech skupinach vzorkl zvlast. U vyhodnocovani zatizeni potfebného k destrukci
byla smérodatnym tidajem hodnota maximalniho momentu, ktery vzorek vydrzel.

6

4

Ohybovy moment [Nm]
&
o
[an]
[§]

-6
Rotace [deg]

Obr. 20 — Graficke zndzorneni pritbehu ohybového momentu v zavislosti na rotaci testovaného vzorku.
Zdroj: CVUT, Fakulta strojni, odbor biomechaniky.
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3. 6 Histologické zhodnoceni vzorki patere

Pro histologické zhodnoceni vzorkl pateti prasat byly vybrany vzdy 2 vzorky z kazdé
podskupiny (A1, n=2; A2, n=2; B1, n=2; B2 n=2; C1, n=2; C2, n=2). Vzorky pateti byly
po mikro-CT vySetfeni vypreparovany pouze na zkoumanou oblast patefe v rozsahu ob-
ratl L2-1.3. Material byl fixovan 10 % stabilizovanym formalinem (Bamed s.r.o., Ceské
republika). Ptiblizn€ po 24-hodinovém fixovani byly vzorky shodnou technikou ve vsech
skupinach paraleln€ sériové roziezadny v mistech, kde byla provedena implantace kostniho
$tépu nebo HBNI. Rezy byly vedeny po 2 milimetrech a k dal§imu zpracovani byly uréeny
ti vyplnéného meziobratlového prostoru. Nasledné byla provedena demineralizace tkané,
pomoci dekalcifika¢éniho roztoku Decalcifier DC1 ((Bamed s.r.0., Ceska republika) sloze-
ného z kyselina mravenci a formaldehydu. Pouzity Decalcifier DCI reaguje s vapnikem ve
tkani a vytvofi rozpustnou sul, ktera zlistava v roztoku. Dle chemické reakce, dekalcifikant
pomaha snizit obsah vapniku obsazeného ve vzorku (demineralizace). Kalciové soli jsou
premistény. Cas odvapnéni zalezi na velikosti a tloust’ce vzorku, a také na obsahu vapniku.
Stanoveni konce odvapnéni je dle usudku uzivatele a trva fadové hodiny).

Odebrané demineralizované tkdné vétsi velikosti jsou patologem piikrojeny na mensi re-
prezentativni ¢asti, které jsou nasledné vlozeny do oznacenych kazetek.

Dalsi krok je odvodnéni tkan¢ fadou roztoki o stoupajici koncentraci etanolu a prevedeni
do xylenu (organické rozpoustédlo, které se misi s parafinem). Poté nasledovalo prosy-
ceni tkdné parafinem za zvysSené teploty (5658 °C). Parafin vyplnil vSechny volné mik-
roskopické prostory v tkani, cely proces probihal v autotechnikonu. Tkan prosycena pa-
rafinem byla zalita do podoby parafinového bloku — tkan se orientovala do stfedu formy
o velikosti jednotek centimetri a byla pfelita roztavenym parafinem. Po zchladnuti vznikl
parafinovy bloc¢ek s tkani uprostied. K tvorbé parafinovych bloku byla vyuzita manualné
ovladana parafinova zalévaci linka Medite TES 99 (Bamed, Cesk4 republika). Nasledné
byly parafinové bloky nakrajeny na mikrotomu, sila fezu byla 3—5 pm. Ukrojeny fez se
prenesl na hladinu vyhtaté vody ve vodni l4zni (cca 42 °C), ¢imz doslo k zahtati parafinu
a k napnuti tkan¢. Nasledné¢ se do vodni lazn€ ponofilo podlozni sklo, na kterém se fez
zachytil a vytahl ven z vody a vzorek se nechal zaschnout. Na fezu vzdy byly zachyceny
vSechny vrstvy, které se ve vzorku nachazely.

piehled o preparatu. Samotnému barveni pfedchdzelo odparafinovani tkanovych fe-

zl a jejich rehydratace, aby se zajistil snaz8i prinik barviva ke konkrétnim substancim.
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K odstranéni parafinu byla pouzita trojstupiiova lazen xylenu a k hydrataci sestupna ta-

da alkoholu, ptfesny postup viz Tab. 3. Vysledek barveni hematoxylin-eosin uvadi Tab 4.

Krok ¢. Ukon Cas
1 Odparafinovani 3 x 5 minut
2 Rehydratace — 3 1azn¢ alkoholu 3 x 5 minut
3 Oplach skel vodou 30 sec
4 Mayerav hematoxylin 10 minut
5 Modrani v H20 5 min
9 Eosin 20 sec
10 Oplach skel H20 1 min
11 Odvodnéni — 2 lazn¢ alkoholu 2 x 5 minut
12 Projasnéni xylenem 2 x 5 minut
13 Montovani

Tab. 3 — Postup p7i barveni dekalcifikovaného vzorku patere.

Struktura Zbarveni
Jadro modré
Cytoplazma svétle rizové
Kolagenni vazivo rizoveé
Chrupavka modré
Svalstvo cervené

Tab 4. — Vysledek barveni hematoxylin-eosin
Pro hodnoceni obarvenych preparatii byl patologem pouzit klasicky svételny mikroskop.
Po vyhodnoceni patologem, byly skla s obarvenymi tkanovymi fezy digitalizovany pomoci
skeneru Axio Scan.Z1 (Carl Zeiss AG, Némecko), ktery umoziuje skenovani celych histo-
logickych preparatii ve vysokém rozliSeni. Kvalita obrazu je zaloZena na plan-apochroma-
tickych objektivech s numerickou clonou az 0,95, a je fizena v tomto ptipadé softwarem
ZEN. Analyza obrazu pomoci ZENu umoznila vypocet plochy kostni tkan¢ v danych
vzorcich. Preparaty byly skenovany plan-apochromatovym objektivem o zvétSeni 20x/0,8
M27. Pomoci grafického vyhodnoceni ZEN 2.6 byly oznaceny a nasledné byla vypoctena

plocha zachycené¢ osifikace, viz Obr. 21. Kompletni zpracovani preparatu uvadi Obr. 22.

60



Copy Label Tmage

RotLeft’ "Rot. Right

© File Information
Name

File Type

File Path

File Size

Created

Modified

User

Compression Method

Compression Quality

ing (per Pixel)
Image Size (Pixels)
Image Size (Scaled)
Bit Depth

Image Center Position

Acquisition Start
Microscope

Objective

Reflector

Contrast Method
Light Source Intensity
Channel Name
Channel Description
Channel Color
Effective NA

Imaging Device
Camera Adapter
Exposure Time
Depth of Focus
Binning Mode

Copy Preview Tmage

Carl Zeiss Image (*.czi)
¥A000000-My Documents\Prezentace\Krer\Kren-veda 2020k10C8.czi
349

5026 Tiles
0.220 pm ¥ 0.220 pm
115211 x 82083

25.35 mm x 18.06 mm

3 mm, ¥: 1449 mm

can BF 20x - no unsharp - Ztack (6m_1m) + EDF.czspf

Plan-Apochromat 20x/0.8 M27
none

Brightfield

140 %
T Brightfield

B==a
08
Hitachi HV-F2035CL
1x Camera Adapter
200 us
172pm
11
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4 VYSLEDKY

4.1 Vysledky in vitro testovani cytotoxicity keramického
bioimplantatu

Vzorky nebyly stejné tlusté, ani plocha, na kterou byly nasazovany bunky, nebyly vzdy
shodné, proto mohlo proto dojit ke zkresleni vysledki z metabolické aktivity a DNA kvan-

tifikace. U zadné ze skupin nedoslo k okyseleni média.

4.1.1 Bunééna proliferace a viabilita

Pro zjisténi bunécné proliferace byla pouzita kvantifikace bunééné DNA (Obr. 23). Prvnich
14 dni byl detekovan nizky obsah bun¢k ukazujici na nizkou buné¢nou proliferaci. V dru-
hé fazi experimentu vSak doslo k buné¢né proliferaci a mnozstvi detekované DNA na no-
si¢ich se zvySovalo a mezi skupinami 2—5 bylo srovnatelné, s vyjimkou 28. dne, kde byl
statisticky niz$i obsah bunééné DNA na nosici €. 4 v porovnani s nosici €. 3 a 5. Nizké

mnozstvi bunééné DNA bylo naméteno na nosici €. 1 (HA/TCP+PolyP).

DNA kvantifikace 1

2200

1700

1200

700

DNA koncentrace (ng/nosit)

200

Day 1 Day 7 Day 14 Day 21 Day 28 Day 35
Bl B2 B3 H4 BS5

-300 -

Obr. 23 — Bunécna proliferace mérena pomoci kvantifikace DNA. Oznaceni testovanych vzorkii: 1 — HA/
TCP + bio-PolyP, 2 — HA/TCP + kolagen, 3 — HA/TCP + bio-PolyP + kolagen, 4 — HA/TCP + kolagen

+ FGF2-stab, 5 — HA/TCP. Cervené znacena hladina statistické vyznamnosti p<0,001; ¢erné znacena
hladina statisticke vyznamnosti p<0,05.

Hodnoty metabolické aktivity (Obr. 24) byly 1. den nejniz8i na nosici €. 1. K 7. dni doslo
k nartstu metabolické aktivity, avSak ode dne 7 az do konce experimentu jiz k nartistu ne-
doslo. Toto zjisténi je v rozporu s métenim obsahu bunééné DNA, kdy od 21. dne doslo
k naristu bunécné DNA. I zde byla pozorovana nejniz§i namétena hodnota metabolické

aktivity na nosici ¢. 1. Metabolicka aktivita méfena pomoci MTS testu odrazi jednak pocet
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bunék na nosici (ve smyslu ¢im vice bunék, tim vice mitochondrii v nich obsazenych)

a jednak pocet mitochondrii uvniti bun¢k.

Metabolicka aktivita

Absorbance (490 nm)

Day 1 Day 7 Day 14 Day 21 Day 28 Day 35

0,1 -
ml m2 m3 m4 m5

Obr. 24 — Meéreni metabolicke aktivity bunék pomoci MTS testu. Oznaceni testovanych vzorkii: 1 — HA/
TCP + bio-PolyP, 2 — HA/TCP + kolagen, 3 — HA/TCP + bio-PolyP + kolagen, 4 — HA/TCP + kolagen

+ FGF2-stab, 5 — HA/TCP. Cervené znacena hladina statistické vyznamnosti p<0,001; cerné znacena
hladina statisticke vyznamnosti p<0,05.

Metabolicka aktivita byla dale vztazena k mnozstvi DNA, které odpovida mnozstvi bun¢k.
To déava lepsi predstavu o metabolické aktivité jednotlivych buné¢k, neni zavisla na celko-
vém mnozstvi bun¢k na vzorku. OvSem i chovani buné¢k jako celkové populace na nosici
je pro nas velmi diilezitou informaci (Obr. 25). Zde se ovSem odrazil fakt, Ze metabolicka
aktivita byla na vzorcich vice méné stejnd, a¢ doslo k nartstu poctu bunék na nosicich.
Tim padem vice metabolicky aktivni buiiky byly ze zac¢atku experimentu, kdy jich bylo na
nosicich celkové méné. 1. den bylo vysSich hodnot dosaZeno na nosicich €. 2 a 3. 7. den
byly nejvice metabolicky aktivni buiiky na nosici €. 3. Nasledn¢ byly srovnatelné nosice

¢. 2-5, a pak jiz doslo k poklesu.
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Obr. 25 — Metabolicka aktivita vztazena k hmotnosti bunééné DNA. Oznacent testovanych vzorki: 1 — HA/
TCP + bio-PolyP, 2 — HA/TCP + kolagen, 3 — HA/TCP + bio-PolyP + kolagen, 4 — HA/TCP + kolagen

+ FGF2-stab, 5 — HA/TCP. Cervené znacena hladina statistické vyznamnosti p<0,001; ¢erné znacena
hladina statisticke vyznamnosti p<0,05.

Z konfokalni mikroskopie je patrné (Obr. 26), Ze buiiky na nosicich ¢. 1-3 a 4 dobte ad-
herovaly, byly protdhlé. Na nosici ¢islo 4 byly pozorovany shluky bunék, které nebyly
rozprostfené. Mnozstvi bun¢k adherovanych na nosice €. 2, 4 a 5 bylo nizsi v porovna-
ni s nosici €. 1, 3 a 5. Mnozstvi DNA 1. den po nasazeni (Obr. 23) bylo statisticky vys$si
pouze na skuping €. 1 v porovnani se skupinami €. 4 a 5. Mirny nesoulad s dosazenymi
vysledky mohl byt zptisoben rozlicnou adhezi bun€k na nosice v zavislosti na jejich vlast-
nostech, jelikoz v pribehu barveni pro konfokalni mikroskopii dochazi k fadé promyva-
cich kroki, bunky mohly byt v pribehu postupu z nosi¢e odmyty, zavisi také na porozité
jednotlivych nosici. Jak je patrno z Obr. 27, buniky pronikaly pory i do hloubky nosice
(okolo 100-300 pum).
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1-HA/TCP+PolyP  2-HA/TCP+ kolagen 3-HA/TCP+PolyP+kolagen

L) |

Obr. 26 — Konfokalni mikroskopie 1. den po nasazeni bunék na nosic, barveni DiOC6(3) (intracelularni
membradny, zelené) a propidium jodid (bunécna jadra, cervené). Je patrné, ze bunky tvorily témer
souvislou vrstvu jiz od prvaiho dne. 14. den doslo k zahusténi bunécné vrstvy. Zvétseni 200x, mérka 100

um. Zdroj: Institut experimentdlni mediciny AVCR.

1-HA/TCP+PolyP 2-HA/TCP+ kolagen 3-HA/TCP+PolyP+kolagen

4-HA/TCP+kolagen+FGF2 5-HA/TCP

Obr. 27 — Konfokalni mikroskopie, projekce penetrace bunék dovniti nosicii. Signal z obarvenych
bunecnych jader (barveno propidium jodidem) byl barevné oznacen podle hloubky, kterou zaujimaly

ve vzorku. Barva jader odpovida hloubce vyznacené na barevné skale. Zvetseni 100x. Zdroj: Institut

experimentdlni mediciny AVCR.
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4. 1.2 Osteogenni diferenciace bunék na nosicich

Osteogenni diferenciace hMSC na nosicich byla méfena pomoci real-time PCR analyzy
(Obr. 28). Jako marker ¢asné osteogenni diferenciace byl pouzit RunX2 (méfeno 1., 7.
a 14. den), kolagen I (7., 14., 21. a 28. den) a jako markery pozdni osteogenni diferencia-
ce osteokalcin a kostni sialoprotein (28. a 35. den). Osteokalcin byl vizualizovan pomoci
imunofluorescen¢niho barveni.

PCR analyza potvrdila ranou fazi osteogenni diferenciaci hMSC na nosicich. Rany marker
RunX2 v hodnotéch exprese stoupl k 7. dni a nasledné doslo k jeho poklesu. Tento typicky
jev byl pozorovan na nosicich €. 2, 3 a 4. Pouze u nosice 5 se jednalo o statisticky vyznamny
narust 7. den. Kolagen jakoZzto rany marker osteogenni diferenciace byl exprimovan nejvice
7. den, mén¢ pak 14. den. Statisticky signifikantni rozdil byl pak zaznamenan pouze 7. den
experimentu na nosic¢ich ¢islo 2 (HA/TCP+kolagen) a 5 (HA/TCP). Exprese pozdnich mar-
kerti, osteokalcinu a kostniho sialoproteinu, byla sledovdna v dny 28 a 35, avSak byly zde
velké odchylky bez statistické vyznamnosti. Konfokalni mikroskopie (Obr. 29) potvrdila
slab¢ ptitomny osteokalcin pouze u vzorku €. 4.
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Obrazek 28 — Relativni genova exprese RunX2 — casného markeru osteogenni diferenciace. Oznaceni
testovanych vzorki: 1 — HA/TCP + bio-PolyP, 2 — HA/TCP + kolagen, 3 — HA/TCP + bio-PolyP +
kolagen, 4 — HA/TCP + kolagen + FGF2-stab, 5 — HA/TCP.
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1-HA/TCP+PolyP  2-HA/TCP+ kolagen 3-HA/TCP+PolyP+kolagen

4-HA/TCP+kolagen+FGF2 5-HA/TCP

..

Obrazek 29 — Imunofluorescencni barveni osteokalcinu. Bunécna jadra jsou obarvena propidium

jodidem (Cervena), osteokalcin je obarven zelené. Zvétseni 400 %, velikost mérky 20 um. Zdroj: Institut

experimentdalni mediciny AVCR.

4.1.3 Zavér

Na zékladé¢ in vitro testovani po dobu 35 dni bylo prokazano, ze vSechny testované nosice
jsou biokompatibilni a nevykazuji zndmky cytotoxicity. Bunécéna proliferace na nosicich vy-
kazovala pomalejsi nastup (nartist v mnozstvi DNA byl detekovan od 21. dne experimentu).
Test bunééné adheze (prikaz osteokondukce) prokdzal protahlé buiiky na vzorcich €. 1
(HA/TCP+bio-PolyP), ¢. 2 (HA/TCP+kolagen), ¢. 3 (HA/TCP+kolagen+bioPolyP) a ¢. 5
(HA/TCP). Na nosici ¢. 4 (HA/TCP+kolagen+FGF2-stab) byly bunky kulovitého charak-
teru ve shlucich a vykazovaly mirn€ horsi buné¢nou adhezi.

Z hlediska prokéazani osteoindukce testovanych nosict byly detekovany rané markery os-
teogenni diferenciace (RunX2 a kolagen I). Tyto markery byly nejvice exprimovany na
nosic¢ich ¢. 5 (HA/TCP) a na nosici ¢. 2 (HA/TCP+kolagen). Pozdni marker osteogenni
diferenciace osteokalcin byl zaznamenan u nosice ¢. 4 (HA/TCP+kolagen+FGF2-stab).
Pro in vivo testy nebyl doporucen vzorek ¢. 1 (HA/TCP+bio-PolyP), ktery vykazoval nej-
mensi nartist bunék na nosic¢i. Naopak k in vivo testim byly dle vyse uvedenych vysledkii
doporuceny vzorky ¢. 2 (HA/TCP+kolagen), ¢. 3 (HA/TCP+kolagen+bioPolyP), ¢. 4 (HA/
TCP+kolagen+FGF2-stab) a ¢. 5 (HA/TCP), které nevykazovaly znamky cytotoxicity,
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naopak u nich byla prokazana biokompatibilita a osteokonduktivita. Navic u vzorku ¢.
2 (HA/TCP+kolagen) a €. 5 (HA/TCP) byla zaznamenéna rand faze osteogenni diferen-
ciace a u vzorku ¢. 4 (HA/TCP+kolagen+FGF2-stab) pak byly pfitomné zndmky pozdni

osteogenni diferenciace.
4.2 Chirurgicka ¢ast

Operace u vsech 36 experimentalnich zvifat probihaly v celkové anestezii, striktné za
aseptickych kautel. Popis pribéhu anestezie i operacniho pfistupu viz kapitola material
a metodika. Chirurgicky tym byl slozen celkem ze 6 1ékait, irazovych chirurgd, ktefi se
na experimentu podileli. Opera¢ni skupina pro jednotlivé operace pak byla tvorena 3 chi-
rurgy, jeden z nich piisobil v pozice instrumentafe. Operaci vzdy vedl 1 ze 2 chirurgt, ktefi
maji letitou praxi se spinalni operativou a rutinn€ provadéji operacni vykony typu lateralni

lumbalni intervertebralni fiize v humanni mediciné.

4.2.1 Per a pooperacni priibéh véetné komplikaci

Vsechna experimentalni zvifata absolvovala operacni vykon bez zdsadnich komplikaci.
Primérny operacni ¢as operovanych zvitat (n=36) ¢inil 57 minut. Vyznam¢ delsi ope-
racni ¢as byl zaznamenan ve skupiné A (prumérny operacni ¢as=77 minut), oproti skupi-
n¢ B (45 minut) a C (46 minut). Taktéz méfena krevni ztrata béhem operace ve skupiné
A (52 ml) byla vyrazné vyssi nez ve skupiné B (32 ml) a C (27 ml). Vyssi krevni ztraty
1 delsi operacni Cas ve skupiné A souvisely s odbérem kostniho §tépu z lopaty kosti kycel-
ni. Podrobné vysledky operacniho ¢asu uvadi Tab. 4.

VSechna operovana zvifata se z operace zotavila bez komplikaci. Pooperacné byly zazna-
menany infekéni komplikace v rané u 1 prasete ze skupiny A. Abscesova kolekce byla
oSetfena chirurgicky v kombinaci s podanim celkové antibiotické 1écby, které vedly ke
kompletnimu zhojeni operacni rany. Pooperac¢né se u zddného zvifete nerozvinul neuro-
logicky deficit. Méfeny ¢as do obnoveni chlize byl vyznamné rozdilny mezi skupinou
A a skupinami B, C. Ve skupiné A zvitrata obnovila chlizi po opera¢nim zakroku v pra-
méru za 648 minut, u skupin B a C byl tento ¢as v priméru 72 min., podrobné vysledky

uvadi Tab. 5.
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Pooperacni vysledky

Mérené veliciny Skupina A Skupina B Skupina C
Primérna délka operace 77 min- 49 i 47 .
(60—102 min.) (33-70 min.) (37-65 min.)
Primérna peroperacni krevni ztrata 52 ml 32 ml 27 ml
(20-100 ml) (5-70 ml) (1045 ml)
. ;e 696 min. 80 min. 65 min.
Primémd doba do obnoveni chize | 454 1500 min,) (10-105 min.) (30-85 min.)

Tab. 5 — Shrnuti namérenych per a pooperacnich hodnot délky operace, peroperacnich krevnich ztrat

a doby do obnoveni chiize.

4. 2.2 Rentgentové kontroly

Rentgenové snimky byly provadény v AP a bo¢né projekci (Obr. 15) pied 1 bezprostied-
né pooperacné a nasledné v intervalu 2, 4, 8 tydnli pooperacné u vsech sledovanych pod-
skupin A1, A2, B1, B2, C1, C2. U podskupiny A2, B2, C2 pak jesté¢ ve 12. a 16. tydnu
po operaci. Na kazdém RTG snimku byl zmérén thel segmentalni kyfézy metodou dle
Cobba (viz Obr. 16). Dosazené thly pro jednotlivé skupiny se v ¢ase neménily, podrobné

jsou uvedeny v Tab. 6.

Prumérny thel segmentalni kyfozy
Podskupiny
Doba méteni
Al A2 B1 B2 C1 C2
Pted operaci 12° 12° 13° 13° 12° 12°
Po operaci 9° 12° 12° 10° 10° 13°
Po 8 resp. 16 tydnech 10° 11° 12° 11° 11° 13°

Tab. 6 — Namérené hodnoty uhlu segmentalni kyfozy operovaného useku patere v rozsahu L2—3 na
bocném RTG snimku bederni patere.

Dale na hodnocenych RTG snimcich bylo po 4 tydnech od operace pozorovano komplet-
ni uvolnéni implantované osteosyntetické montdze s migraci fixa¢nich Sroubti u jednoho
prasete ze skupiny A2, viz Obr. 33. U tohoto zvifete nebyl zaznamenan jakykoliv klinicky
projev, ktery by odrazel dané uvolnéni. Jinak pfi pravidelnych rentgenovych kontrolach
nebyly v RTG obraze zjiStény jiné znamky uvolnovani osteosyntetického materialu, ¢i

patologické reakce v jeho okoli.
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4. 2.3 Autoptické nalezy

Po eutanazii experimentalnich zvifat byla hodnocena ptitomnost kompenzacni fibrozni
reakce v operovaném Useku patete, kterd je neptimou znamkou nestability v dané oblasti.
Dale byla hodnocena pevnost a retence implantovaného osteosyntetického materialu a ta-
ké makroskopicka pfitomnost zanétlivé reakce v misté implantovaného osteosyntetického
materidlu, stejné tak $t€épu nebo HBNI samotného.

U zadného odebraného vzorku patefe nebyla pozorovana makroskopicka odchylka osy
patete ve smyslu hyperkyfozy nebo skoliozy.

Kompenzacni fibrozni reakce v misté osteosyntetického materidlu byla pozorovana u vSech
12 zvitat ze skupiny A, v podskupiné Al (n=6) fibrozni tkan zasahovala do oblasti hlavi-
¢ek fixacnich Sroubli a osteosynteticky materidl byl vizualné¢ patrny, ve skupiné A2 (n=6)
pak byl osteosynteticky materidl cely pokryt fibrézni tkani, a tedy po vyjmuti bloku patete
z téla prasete nebylo mozné imlantéat vizualné nalézt a bylo nutné tuto fibrozni tkan z Casti
odstranit. Fibrozni tkan nebyla lokalizovadna jen do oblasti osteosyntetického materialu,

ale zaujimala cely segment L2-3 patete, viz Obr. 30.

Obr. 30 — Autopticka fotografie znazornuje detail L2—3 segmentu pdatere zvirete ze skupiny A2 po 16
tydnech experimentu. Sipkou je naznaceno misto po explantaci osteosyntetického materidlu s pritomnosti
fibrozni reakce, ktera je neprimou znamkou nestability v misté provedené intervretebralni faze. Zdroj:
Archiv autora.

Ve skupiné B a C se vyse popisovana kompenzacni fibrozni reakce nevyskytovala u zadné-
ho autoptického vzorku patetfe, implantat byl na prvni pohled patrny nad niveau patete. Ve
skupiné B1 a C1 byly i fixa¢ni desky vizueln€ patrné. Ve skupiné B2 pak byl patrny jejich
kosténny pierast a bylo nutné je uvolnit vysekanim dlatem, ve skupin¢€ C2 tento kosténny

ptertst byl v obl. fixacnich desek pfitomen jen ¢astecné (viz Obr. 31).
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Obr. 31 — Autopticka fotografie znazornuje vytnuty segment pdtere zvirete ze skupiny C2 v rozsahu
Thi5-L6. Ve stiedni casti je Sipkou oznacen segment L2—3 a misto po explantaci osteosyntetického
materialu, fibrozni reakce neni pritomna, naopak je vyjadren castecny kosténny preriist v misté po

odstranéni fixacnich desticek implantatu U-Smart anterior. Zdroj: Archiv autora.

Ptehledné zobrazeni detailu vytatého segmentu patete po explantaci osteosyntetického

materialu, fazeno dle podskupin uvadi Obr. 32.

Obr. 32 — Detail autoptickych vzorkii pateri vybranych zastupcii jednotlivych podskupin. Fotografie byly

provedena z levé strany patere, kde byla provedena explantace osteosyntetického materialu. Ve skupiné

Al a A2 je patrny fibrozni prerist oseteosynteického materialu, ve vzorcich skupiny B i C nebyla tato

fibrozni reakce pritomna. Zdroj: Archiv autora.
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Dale jsme v podskupiné A1 u péti ze Sesti ziskanych preparati u ve skupiné A2 u Ctyft ze
Sesti preparatli pozorovali nahromadéni lehce zkalené tekutiny s tkanovym detritem v okoli
Sroubtl. Klinicky dana tekutina nejevila zndmky typické abscesové kolekce. Z odebraného
vzorku, ktery byl odeslan na kultivaci, nebyla prokdzana pfitomnost bakterii — nalez byl
sterilni. Pfi mikroskopickém vySetfeni odebraného vzorku tekutiny zde byla prokazana
piitomnost leukocytli a amorfni tkané. Ve skupiné B a C nebyl podobny makroskopicky
nalez tekutiny ¢i tkaniového detritu v okoli Sroubli pozorovan.

Ptipadné uvolnéni osteosyntetického materialu bylo hodnoceno na zékladé retence fixac-
nich Sroubll v misté jejich zavedeni do obratlovych tél. Ve skupiné A bylo pozorovano
uvolnéni vSech fixacnich Sroubti jak v podskupiné A1, tak i A2. V podskupiné A1 k extrak-
ci Sroubll bylo pohmatem patrné uvolnéni, ale k jejich extrakci bylo nutné uzit Sroubova-
ku, zatimco ve skupiné A2 bylo mozné vSechny Srouby po odstranéni fibrozniho ptertstu
volné vyndat rukou bez pouziti Sroubovaku. Dokonce u 1 zvifete v podskupiné A2 byly
Srouby kompletn¢€ uvolnéné a dislokované mimo obratlova téla. RTG obraz uvolnéného

implantatu viz Obr 33.

Obr. 33 RTG bederni patere v predozadni projekci, kde je patrné kompletni uvolnéni a dislokace
implantatu z obratlovych tel L2 a L3. Zdroj: Archiv autora.

Ve skupiné B pak bylo ¢aste¢né uvolnéni Sroubli pozorovano pouze v podskupiné B1,
kdy k jejich extrakci bylo nutné pouzit Sroubovaku, pti¢emz Srouby nekladly standardni
odpor. Naopak ve skupiné¢ B2 ani jeden ze Sroubtli nejevil zndmky uvolnéni a pii explan-
taci materialu bylo nutné uzit vyrazné vétsi sily, nez kterou operatér vyvijel pfi implantaci
osteosyntetického materialu. Ve skupiné C podobné jako ve skupiné B bylo pozorovano

¢astecné uvolnéni v podskupiné C1, kdy Srouby byly extrahovany Sroubovakem, ale bez
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vétsiho odporu. Ve skupiné C2 Srouby nejevily znamky uvolnéni, jejich extrakce probi-
hala Sroubovakem obdobnou silou, ktera odpovidala sile, kterou vyvijel operatér pii im-

plantaci Sroubt.

4.2.4 Zavér

Na zékladé zhodnoceni autoptickych vzorkil patete je mozné konstatovat, ze ve skuping
A byla nepiimo prokazana nestabilita operované¢ho segmentu L.2—3 patete, kterd se pro-
jevila uvolnénim osteosyntetického materialu, tvorbou perivertebalniho fibrézniho infilt-
ratu a reakce v okoli uvolnénych Sroubtl odpovidajicimu aseptickému zanétu. Naopak ve
skupiné B a C po 16 tydnech byl makroskopicky pfitomen kosténny pierist operovaného

segmentu a nebyly pfitomné znamky nestability operovaného segmentu patete.

4.3 Biomechanika

4.3.1 Méfeni tuhosti

Ve skupiné N bylo testovano 5 nativnich vzorkl pateti. V kazdé z ostatnich testova-
nych skupin (A1, n=4; A2, n=4,; B1, n=4; B2, n=4, C1, n=4, C2; n=4) byly testovany
vzorky ctyfi. Cely experiment biomechanického testovani patete vznikl na zakladé ndmi
feSené¢ho vyzkumu intervertebralni dézy, dosazené vysledky biomechanickych testli byly
propiijéeny a podrobné zpracovany v ramci diplomové prace kolegyné Laxové z CVUT.
V dalSim textu biomechanickych vysledkt tak uvadim vysledky, které jiz v dané praci
byly diive publikovany.'®® Kazdy vzorek patefe byl podroben 3 cyklim zatéze, kdy byla
sledovana zavislost ohybového momentu na rotaci a ¢ase. Celkem bylo zpracovano a na-
sledné¢ vyhodnoceno 87 zdznami zatéZzovani. Ze ziskanych grafii jednotlivych skupin
vzorki byl vzdy vybran jeden vzorek, ktery byl vybran tak, aby hodnota jeho tuhosti se
co nejvice blizila hodnot¢ praimérné tuhosti skupiny. Takto vybrané grafické kiivky byly
nasledné zobrazeny na Obr. 34. Ze zminéného grafu jsou patrné rozdily sklonu kiivek
v oblasti extenze. Pfi porovnani jednotlivych kiivek podskupin A1, B1, C1 a A2, B2, C2
1ze tici, ze sklon ktivky v oblasti extenze je po 16 tydnech vice strméjsi nez u vysledki po
8 tydnech, jedna se o nepiimy dilkaz, ze zanechané k hojeni v podobé 16 tydnti docilime
lepsiho sristu spojovanych ¢asti patete a tim i vétsi tuhosti. Po 16 tydnech lze zaroven
konstatovat, ze kiivky v extenzivni ¢asti prib&éhu se zacinaji svym tvarem pfiblizovat

kfivkam zaznamenanych u skupiny N.
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Obr. 34 Zavislost ohybového momentu na rotaci dle skupin. Vyobrazeny jsou krivky, které se nejvice
blizily prumérné hodnoté ve vysetiované podskupiné. Zdroj: CVUT, Fakulta strojni, odbor biomechaniky.
Dale byly méteny hodnoty ohybové tuhosti, které jsou zaznamenany na Obr. 35. Z grafu je
patrné, Ze nejvyssi hodnoty tuhosti je dosazeno u vzorku B16, kdy primérna hodnota tuhosti
doséhla hodnoty 2,17 Nm/deg. Naopak nejmensi hudnoty tuhosti jsou v podskupiné skupiné
B1 a C1 a dosahuji hodnoty kolem 0,62 Nm/deg.
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Obr. 35 — Grafické znazornéni namérenych hodnot ohybovych tuhosti pro jednotlivé podskupiny, vcetné skupiny
N. Hodnota ohybové tuhosti je uddvina v Nm/deg. Zdroj: CVUT, Fakulta strojni, odbor biomechaniky.
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Pti porovnani ohybové tuhosti jednotlivych podskupin mezi sebou, tedy Al versus A2,
B1 versus B2, C1 versus C2 vysel statisticky vyznamny rozdil mezi podskupinami, a tedy

bylo prokazano, ze v case dochazi k progresi intervertebralni fize v pohybového segmen-

tu L2-3, viz Obr. 36.
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Obr. 36 — Porovnani ohybové tuhosti paternich segmentit mezi podskupinami A1, A2; Bl, B2; ClI, C2; *
znaci statisticky vyznamné rozdily mezi 8 a 16 tydnem v jednotlivych skupindch pateri pri 95 % hladiné
spolehlivosti. Zdroj: CVUT, Fakulta strojni, odbor biomechaniky.

Je-li provedeno takovéto porovnani ohybové tuhosti podrobnéji mezi skupinou N a pod-
skupinami A1, B1 a C1 pak nachazime shodné ve vSech 3 testovanych podskupinach, ze
dochazi k sniZzeni ohybové tuhosti, nejvice pak ve skupiné C. Pfi statistickém zhodnoceni
nalézame vyznamny rozdil mezi skupinou N a jednotlivymi podskupinami (p=0,05). Jed-
na se o neptimy ditkaz, ze pritb¢h intervertebralni dézy v 8 tydnech je v pocatecnich stadiich
a stabilita operovaného segmentu je snizend bez ohledu na pouzitou metodu provedené

intervertebralni fuze. Podrobné zobrazeni udava Obr. 37.
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Obr. 37 — Porovnani ohybové tuhosti paternich segmentit mezi podskupinami N, A1, Bl, CI; *
znaci statisticky vyznamné rozdily mezi skupinou N a podskupinami A1, B1, C1 8 pri 95 % hladiné

A

b, ¢

€

On Oa1r Oe1 Oc1

spolehlivosti. Zdroj: CVUT, Fakulta strojni, odbor biomechaniky.

e

Pti porovnani skupiny N s podskupinami A2, B2, C2, tedy po ub&hnuti 16 tydnt od provedeni

meziobratlové fuze pak byl prokazan statisticky vyznamny rozdil pouze mezi skupinou N

a B2 (p<0,05). Zbyl¢é podskupiny se statisticky vyznamné nelisily v hodnoté ohybové tuhosti

oproti skupiné nativnich vzorkd. Nepfimo miizeme konstatovat, ze priibéh intervertebralni

fuze byl nejkvalitngjsi ve skupiné B, kdy se ohybova tuhost patefe v segmentu L2-3 vyznam-

n¢ zvysila. Dany jev dokumentuje Obr. 38.
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Obr. 38 — Porovnani ohybové tuhosti paternich segmentii mezi podskupinami N, A2, B2, C2; * znaci

i ——

On Oaz Os2 Oc2

T

statisticky vyznamné rozdily mezi skupinou N a podskupinou B16, pri 95 % hladiné spolehlivosti. Zdroj:
CVUT, Fakulta strojni, odbor biomechaniky.
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4. 3.2 ZatéZovani do destrukce

V druhém rezimu zatéZzovani byl hodnocen maximalni ohybovy moment Momax potfebny
k destrukci patefi. Jak je mozno vidét v Tab. 7, u vétSiny vzorki nebylo destrukéniho stavu
dosazeno. Je tedy mozné konstatovat, ze pevnost téchto vzorki redln¢ dosahovala hodnot
vétSich, nez byl limit pouzitého snimace + 25 Nm. Vzorky, u kterych k poskozeni doslo, byly
celkem tfi a zaroven je tfeba zdlraznit, ze u zadného ze vzorkd, u kterého k poskozeni doslo,

nebylo misto implantace nejslabsim ¢lankem, jelikoz patef praskla vzdy v jiném miste.

Vzorek ¢. MOmax (NM) Skupina
N1, N2, N3, N4, N5 * N
1A1,2A1, 3A1 *
Al
4A1 23,3
1A2,2A2,3A2,4A2 * A2
1BI1 24,2
Bl
2B1, 3B1, 4B1 *
1B2, 2B2, 3B2, 4B2 * B2
1C1, 2C1, 3C1, 4C1 * Cl
1C2,2C2, 3C2, 4C2 * C2

Tab. 7 — Vyjadreni maximalniho ohybového momentu testovanych pateri. * znaci, Ze behem testu nedoslo

k destrukci, protoze byl dosazen limit snimace. Je-li hodnota uvedena, pak p7i jeji vysi doslo k destrukci

testovaného vzorku.

4.3.3 Zavér

Na zakladé provedeného biomechanického experimentu je mozné nepiimo dokézat na-
vysujici se pevnost fizovaného segmentu L2-3 ve skupiné A, B i C. Statisticky vy-
znamné doSlo k nejvys$Simu naristu ohybové tuhosti u podskupiny B2, ktera prevysila
nativni vzorky patete, zde je pak nutné poznamenat, Ze dany nalez koresponduje 1 s mi-
kro-CT vySetfenim. Naopak skupina C2 se hodnotou ohybové tuhosti nejvyse ptibliZila
ohybové tuhosti nativni patefe, coZ neptimo svédci pro nizsi kvalitu probéhlé interver-
tebralni fuze oproti skupiné HBNI s FGF2-stab. V ptipadé skupiny A byl také prokézan
nariist ohybové tuhosti patete, ktera nebyla spiSe dana kvalitou probéhlé fuze ale spiSe
tvorbou perivertebralniho kalcifikujiciho fibrosniho infiltratu, ktery byl i prokdzan na
Mikro-Ct vySetfeni.
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4.4 Mikro-CT

Mikro-CT vysetfeni bylo provedeno u vSech testovanych podskupin (A1, n=6; A2, n=6;
B1, n=6, B2, n=6, C1, n=6, C2; n=6), ze skupiny N bylo mikro-CT provedene u 2 vzor-
ki pateti, kdy jeden ze vzorki byl v nativnim stavu (Obr. 39) a druhy vzorek byl po excizi
meziobratlové ploténky a intervertebralni prostor byl vyplnén HBNI (Obr. 40). Testované

patete ze skupiny N slouzili jako referen¢ni vzorky ke skupinam A, B a C.

Obr. 39 — Mikro-CT zobrazeni nativni patere v segmentu L2-3 (sagitdlni Fez ve stredni ¢asti pdtere).
Intervertebralni prostor je vyplnén fyziologickou meziobratlovou ploténkou, ktera neni RTG kontrastni,

tento prostor imponuje ,,jako prazdny“. Zdroj: CEITEC VUT Brno.

EETT

e

Obr. 40 — Mikro-CT zobrazeni segmentu L2-3 nativni patere (sagitalni Fez ve stiedni casti patere).
Intervertebralni prostor je po excizi intervertebralniho disku vyplnén testovanym HBNI (oznacen Sipkou),
Je zachovana pevna hranice mezi HBNI a prilehlymi krycimi plotnami obratlii. Dany obraz simuluje

bezprostredni pooperacni stav ve skupiné B a C. Zdroj: CEITEC VUT Brno.
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Mikro-CT probihala u vSech testovanych podskupin shodné dle protokolu popsaného v ka-
pitole material a metodika. Vyhodnoceni CT obrazii pak probihalo u vSech vzorkl v sagi-

talni roving, na zakladé fezu, ktery probihal ve stiedni Casti obratlového téla a spinosniho

procesu.'®

4.4.1 Vyhodnoceni skupiny A

Podskupina Al

Na zaklad¢ ziskanych mikro-CT vyobrazeni po 8 tydnech od implantace kortikospon-
giosniho §tépu byla Uplna faze (stupen 1) zaznamenana ve 3 ptipadech.V jednom ptipadé
bylo dosazeno Castecné fuze (stupeni 2), v 1 ptipad¢ byl zaznamenan unipolarni pakloub
a v 1 ptipad¢ pak bipolarni pakloub, viz Obr. 41. U vSech zkoumanych vorkt byl v CT
obraze pfitomna rentgenkontrastni rezistence v oblasti L2-3 patete, ktery odpovidala

makroskopicky objektivizované fibrdzni reakci.

Obr. 41 — Skupina Al (n=6), sagitalni mikro-CT rezy stredni ¢asti 6 vzorkii useku L2—3 prasecich pdteri

(rovina Fezu je zaznamendana cervenou linkou na 3D rekonstrukci modelu patere a je vedena jeji stiedni
casti). Zdroj: CEITEC VUT Brno.

Podskupina A2

Po 16 tydnech od implantace kortikospongiosniho $té€pu byla nalezena tplna fize (stupen
1) v 1 ptipadu. Ve ttech piipadech bylo dosazeno Caste¢né fuze (stupei 2), ve 2 piipadech
byl zaznamenan unipolarni pakloub, viz Obr. 42. U vSech zkoumanych vzorkti byla v CT
obraze ptfitomna rentgen kontrastni rezistence odpovidajici makroskopicky popisované

fibrosni reakci (Obr. 43), ta byla vyraznéji vyjadiena nez v podskupiné Al.
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Obr. 42 — Skupina A2 (n=6), sagitalni mikro-CT Fezy stredni casti 6 vzorkii useku L2—-3 prasecich pateri
(rovina Fezu je zaznamendana cervenou linkou na 3D rekonstrukci modelu patere a je vedena jeji stiedni
casti). Zdroj: CEITEC VUT Brno.

Obr. 43 — Mikro-CT obraz RTG kontrastni rezistence pritomné perivertebrdalné v obl. operovaného L2-3
segmentu patere (oznaceno Sipkou), odpovidajici makroskopicky popisované fibrozni reakci. Zdroj: CEITEC
VUT Brno.

4. 4.2 Vyhodnoceni skupiny B

Podskupina Bl

Po 8 tydnech od implantace HBNI s FGF2-stab je patrny horsi souhrné vysledek nez ve
skupiné Al. Kompletni fuze prob¢hla ve 2 ptipadech, inkompletni fize také ve 2 vzor-
cich, bipolarni a unipolarni pakloub pak byl pfitomen ve dvou dalSich preparatech. Po-

drobné zobrazeni uvadi Obr. 44.
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Obr. 44 — Skupina B1 (n=6), sagitalni mikro-CT Fezy stredni casti 6 vzorkii uiseku L2-3 prasecich pateri
(rovina Fezu je zaznamendna cervenou linkou na 3D rekonstrukci modelu patere a je vedena jeji stiedni
c¢asti). Zdroj: CEITEC VUT Brno.

Podskupina B2

Po 16 tydnech od implantace HBNI s FGF2-stab. byla nalezena tplna fize (stupen 1)
v 5 ptipadech. V jednom piipadu bylo dosazeno Castecné fuze (stupen 2), viz Obr. 45.
U Zadného ze zkoumanych vzorkli nebyla v CT obraze piitomna rentgenkontrastni rezis-
tence perivertebralné, kterd byla zaznamenana ve skupin€ A. Podle nalezu na mikro-CT je
mozné konstatovat, ze HBNI s FGF2-stab oproti skupiné¢ A2 navodil intervertebralni fuzi
pozadovanym zpusobem. Rozdil mezi skupinami A2 a B2 byl staticky vyznamny (p<0,05).

Obr. 45 — Skupina B2 (n=6), sagitalni mikro-CT Fezy stredni casti 6 vzorkii useku L2—3 prasecich pateri

(rovina rFezu je zaznamenana cervenou linkou na 3D rekonstrukci modelu patere a je vedena jeji stredni
c¢asti). Zdroj: CEITEC VUT Brno.
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4.4.3 Vyhodnoceni skupiny C

Podskupina C1

Na zaklad¢ vyhodnoceni mikro-CT nalezti po 8 tydnech od implantace HBNI s bio-PolyP
byla zjisténa uplna flze pouze v 1 piipadu. Inkompletni fuze pak byla prokazana v ptipa-
dech dvou, stejné tak unipolarni pakloub byl prokazan ve 2 vzorcich a bipolarni pakloub

v 1 ptipad€. CT scan uvadi Obr. 46. Perispinalni kalcifikace nebyly na mikro-CT prokazéany.

Obr. 46 — Skupina C1 (n=06), sagitalni mikro-CT Fezy stiedni casti 6 vzorku useku L2—3 prasecich pateri

(rovina rFezu je zaznamenana cervenou linkou na 3D rekonstrukci modelu patere a je vedena jeji stredni
casti). Zdroj: CEITEC VUT Brno.

Podskupina C2

V podskupiné C2 bylo fakticky provedeno vySetteni celkem 6 vzorkl patefi, na Obr. 47
jich je zobrazeno pouze 5, na konci experimentu doslo k poruse datového uloZisté a data
vzorku 6C16 byla nendvratné zni¢ena. Vyhodnoceni probéhlo dfive a tedy nélez na vzor-
ku 6C16 byl hodnocen jako inkompletni fuze, ta byla ve skupiné C2 pozorovana celkem
u 2 vzorkl. U zbylych 4 patefi pak byla zaznaménana kompletni fuze v CT obraze. Ve
skupiné C byla prokazéna progrese intervertebralni fuze po 16 tydnech a nastala plné
nebo z Casti. Opét nebyla na mikro-CT patrna perivertebralni kalcifikace, které byla po-

zorovana u skupiny A.

Ptrehledné srovnani nalezli na mikro-CT mezi jednotlivymi skupinami uvadi Tab. 8.
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Obr. 47- Skupina C2 (n=6), na obr. vvobrazeno pouze 5 vzorki, ale fakticky hodnoceno vzorkii 6. Jsou
zobrazeny mikro-CT rezy stiedni casti 5 vzorkii useku L2—-3 prasecich pdteii (rovina rezu je zaznamendna

cervenou linkou na 3D rekonstrukci modelu patere a je vedena jeji stiedni casti). Zdroj: CEITEC VUT Brno.

Srovnani po 8 tydnech Srovnani po 16 tydnech
Podskupiny Podskupiny
Stupei flize Al Bl Cl 1 A2 B2 C2 1
P m=6) | ®=6) | =6) | P m=6) | =6) | =6) | P
I 3 2 1 1 5 4
I 1 2 2 3 1 2
0,737 0,023*
11 1 1 2 2 0 0
v 1 1 1 0 0 0

Tab. 8 — Shrnuti dosazeného stupné intervertebralni fiize po 8 a 16 tydnech, dle jednotlivych podskupin.
Vysledky fiize mezi podskupinami Al, Bl, Cl1 se statistky vyznamné nelisily (p=0737), zatimco rozdily
dosazené meziobratlové fiize v podskupiné A a podskupinach B a C byly statisticky vyznamné (p=0,023).
Statisticky vyznamny rozdil mezi jednotlivymi skupinami byl testovan Mann-Whitney U-testem.

4.4.4 Zavér

Nalezy na mikro-CT potvrdily autopticky nélez perispinalniho fibrokalcinosniho infiltratu,
ktery korespondoval s nedostate¢nou progresi intervertebralni fize ve skuping s pouzitym
trikortikalnim Stépem. Pouziti §t€pu v Case vedlo spise k rozvoji inkompletni fuze nebo
tvorbé unipolarniho pakloubu. Naopak ve skupiné B a shodné i skupiné€ C byla potvrzena
abscence perivertebralni reakce s kalcifikaci, coz je nepfimym dikazem abscence nesta-
bility, vCetné progrese intervrtebralni fize po 16 tydnech, kdy statisticky vyznamné bylo

ve skupiné¢ B dosazeno kompletni fuze v 5 z 6 ptipadl a ve skupin€ C ve 4 z 6 ptipad
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s nulovym vyskytem tvorby pakloubu. Jedna se o dalsi z nepfimych dikazi, Ze nové vy-

vinuty HBNI je schopen tvorby intervertebralni fuze.

4.5 Histologie

Histologické vySetteni bylo provedeno u vSech testovanych podskupin (A1, n=2; A2, n=2;
B1, n=2; B2 n=2; C1, n=2, C2; n=2), ze skupiny N nebyl Zadny vzorek mikroskopicky
hodnocen, protoZe histologicky obraz meziobratlového prostoru, respektive struktury in-
tervertebralniho disku je zndm a nebylo nutné jej ziskat.

Vsechny vzorky byly nejprve vysetieny mikroskopicky na svételném mikroskopu Olympus
BX45 pti nejmensim lupovém zvétSeni 20x (okular 10x, objektiv PlanApo 2x/0,08) a na-

sledné byly skenovany plan-apochromatovym objektivem o zvétSeni 20x/0,8 M27.
4.5.1 Mikroskopické zhodnoceni

Skupina A

V mikroskopickém obraze v podskupiné A1 byly v misté defektu pritomny kostni tramce
a Haversovy systémy, které odpovidaly implantovanému kostnimu $tépu, ktery v cen-
tralni casti podléhal fibrozni piestavbé. Hojivy proces byl tvofen z perifernich oblasti
osifikace. V podskupiné¢ A2 pak byl pfitomny obdobny hojivy proces, ktery byl tvotren
z perifernich oblasti osifikace, avSak centralné byla pfitomna vyrazna fibrésni piestavba

kostniho §tépu, kterd jej zaujimala minimalné z poloviny jeho §ife a plocha kostni novo-

tvorby ve skupiné A2 byla o 50% mensi nez ve skupiné A1, viz Obr 48.

Obr. 48 — Histologicky rez vzorkem Al v misté implantovaného kostniho stépu. Kranialné je zobrazen
zbytek struktury obratle L2, kaudalné pak struktura obratle L3 (v obrazku je hranice kranialné
i kaudalnée vyznacena Sipkou, mezi nimi je misto piivodni implementace). V prostoru mezi misty
puvodni implementace je zobrazena novotvorend kostni hmota s centralné ulozenou fibrochrupavkou,

implantovany kostni $tép neni zachycen. Zdroj: Ustav patologie, FN Brno.
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Skupina B

Ve skupiné B1 i B2 byl v hodnocenych preparatech objektivizovan hojivy proces, ktery se
staval z perifernich oblasti osifikace a centralni oblasti fibrochrupavky. Implantovany HBNI
nebyl v zddném hodnoceném vzorku zachycen. V misté jeho implantace byla centralné za-
chycena fibrochrupavka, ktera byla obklopena novotvoienou kosti. Osteogeneze vznika-
la osifikaci enchondralniho typu, novotvofena kost méla podobu dobie vyvinutych tramcli
s Haversovymi systémy a blandnimi monojadernymi osteocyty. V nékterych tramcich byly
pfitomny naznacené cementové linie (znamky remodelace). Tramce byly parcialné lemovany
vrstvami dobie vyvinutych monojadernych osteoblastti, mnohojaderné osteoklasty nebyly pii-
tomny env signifikantnim poctu. Mezi tramci byla ve vSech hodnocenych piipadech piitomna
normocelulérni trilinedrni hematopoéza s pfiméfenymi erytrocytarnimi, granulocytarnimi
1 megakaryocytarnimi liniemi v obvyklém poméru a obvyklych topickych lokalizacich (tedy
s myeloblasty pii povrchu trdmct a vyzravajicimi smérem centralné intertrabekularné, naopak
s erythrony a megakaryocyty disperzné intertrabekuldrné). V centralnich oblastech implemen-
taci byla pfitomna loZiska fibrochupavky, tedy tkané s variabilnim pomérem vazivové a chru-
pav¢ité komponenty. Buitky obou komponent byly morfologicky blandniho vzhledu véetné
monojadernych lakun chrupavek. Histologicky fez je zachycen na Obr. 49. Ve skupiné B2
oproti skupin€ B1 byl patrny narGst oblasti novotvotené kosti s redukci oblasti fibrochrupavky.

| : _. ...'. WAy
hranice pw : > T

implementace

Obr. 49 — Histologicky rez vzorkem B1 v misté implantovaného HBNI. Kranialné je zobrazen zbytek
struktury obratle L2, kauddlné pak struktura obratle L3 (misto piivodni implementace je na obrazku
zachyceno v prostoru mezi kranialné i kaudalné vyznacenou Sipkou). V misté piivodni implementace je
zobrazena novotvorend kostni hmota s pritomnou fibrochrupavkou v centralni casti a zaujima mensi plochu

nez novotvorend kost. Implantovany HBNI nebyl ve vzorku objektivizovén. Zdroj: Ustav patologie, FN Brno.
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Skupina C

Predpokladané centrum implantovaného HBNI tvofil okrsek fibrochrupky, v jejimz oko-
li byla zachycen4 novotvotend kost, kterd v ¢ase zvySovala svoji plochu. Osteogeneze
vznikala shodné jako ve skupiné B osifikaci enchondralniho typu. Novotvofend kost mé-
la podobu dobie vyvinutych tramct s Haversovymi systémy a blandnimi monojadernymi

osteocyty. Histologicky fez je zachycen na Obr. 50.

Obr. 50 — Histologicky rez vzorkem C1 v misté implantovaného HBNI. Kranidlné je zobrazena struktura
obratle L2, kaudalné pak struktura obratle L3 (v obrazku je hranice vyznacena Sipkou = misto piivodni
implementace). V prostoru mezi misty piivodni implementace je zobrazena novotvorend kostni hmota

s centralné ulozenou fibrochrupavkou. Zdroj: Ustav patologie, FN Brno.

Histologicky obraz skupiny C byl totozny se skupinou B. V misté¢ implantovaného HBNI
bylo patrné reziduum implantatu na 1 vzorku ze skupiny C1 v podob¢ volnych interstici-
alnich elementd amorfniho materialu (Obr. 51), dale v obl. 1 vzorku ze skupiny C2 bylo
toto reziduum patrné v podobé pénitych makrofagi s amorfnim materidlem fagocytova-

nym v cytoplazmeé (Obr. 52).
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Obr. 51 — Histologicky vzorek ze skupiny C1. Na snimku je zobrazen detail vyrezu centralni casti
pivodné implantovaného HBNI, kde jsou zachyceny volné fragmenty inertniho materidlu. Zdroj: Ustav
patologie, FN Brno.

Obr. 52 — Histologicky vzorek ze skupiny C2. Na snimku je zobrazen detail vyrezu centrdlni cdsti piivodné
implantovaného HBNI, ktery je jesté patrny v podobé pénitych makrofagii s inertnim materialem. Zdroj:
Ustav patologie, FN Brno.
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4.5.2 Vyhodnoceni plochy novotvorené kosti

Po vyhodnoceni patologem, byla skla s obarvenymi tkanovymi fezy digitalizovana po-
moci skeneru Axio Scan.Z1. Preparaty byly skenovéany plan-apochromatovym objektivem
o zvétSeni 20x/0,8 M27. Pomoci grafického vyhodnoceni, které ndm umoziuje software
ZEN 2.6 byla ozna¢ena a vypoctena plocha novotvorené kosti v um?, které pro piehlednost
byly nasledné pfevedeny na mm?. Scany jednotlivych podskupin se zobrazenim plochy
novotvorené kosti pro jednotlivé skupiny A, B 1 C uvadi Obr. 53 a 54.

Vypoctena plocha novotvorené kosti je ve skupin€ hodnocenych vzorki po 8 tydnech nej-
vyssi ve skupiné A1 (prumérna hodnota 94,2 mm?), coz miize i odpovidat implantovanému
kostnimu §tépu, ve skupiné B1 (primérna hodnota 52,5 mm?) a C1 (primérna hodnota
53,9 mm?) je tato namétena plocha mensi, avsak odpovida pouze novotvorené kosti neb
intervertebralni prostor byl vyplnén pouze HBNI, tim je nepfimo prokazana i osteokon-
duktivni a osteoinduktivni schopnost téchto implantati. Naopak ve skupiné¢ vzorkl hod-
nocenych po 16 tydnech je nejmensi primérna hodnota novotvotrené kosti zaznamenana
ve skupiné A2 (46,2 mm?), kdy i na zakladé mikroskopického zhodnoceni byla prokazana
fibrozni prestavba kostniho stépu. Ve skupiné B2 primérna plocha novotvorené kosti tvo-
fila 65,4 mm?, a ve skupiné C2 pak 82,4 mm?. Podrobné vysledky pro jednotlivé vzorky
uvadi Tab. 9.

Obr. 53 — Histologické obrazy zastupcii z jednotlivych podskupin A1-C1 s oznacenou a zmérenou plochou
novotvorby kosténné tkané. Plocha novotvorby kosti je vidy uvedena celkové pro dany prepardt v um?.

Zdroj: Ustav patologie, FN Brno.
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Obr. 54 Histologické obrazy zastupcii z jednotlivych podskupin A2-C2 s oznacenou a zmérenou plochou
novotvorby kosténné tkdané. Plocha novotvorby kosti je vidy uvedena celkové pro dany prepardt v um?.
Zdroj: Ustav patologie, FN Brno.

Na zakladé¢ histologického vySetieni je mozné konstatovat, ze v ¢asovém pribéhu im-
plantovany HBNI s FGF2-stab i bio-PolyP indukuji kostni novotvorbu a tim podporuji
progresi intervertebralni fuze a oproti kostnimu st€pu vykazuji v mikroskopickém obraze

schopnosti pozitivniho ovlivnéni a progrese intervertebralni fize.

Srovnani po 8 tydnech Srovnani po 16 tydnech
Podskupiny Podskupiny
Al Bl Cl A2 B2 C2
m=2) | @=2) | @=2) | @=6) | (=6 | (=6)
97,4 43,5 72,1 44,1 58,3 87,0
Plocha novotvorené kosti (mm?)
91,0 61,4 35,6 48,1 72,5 77,8

Tab. 9 — Vysledky histomorfologické analyzy. Plocha novotvorené kosti v intervertebralnim prostoru
v miste implantovaného kostniho stépu nebe HBNI (Hybridni Biodegradabilni, Nanokompozitni

Bioimplantat) byla mérena na 2 vzorcich z kazdé podskupiny.

4.5.3 Zavér

Dle provedeného histologického vySetteni vzorkl patefe ve skupin€ A, B 1 C byla proka-
zana novotvorba kosti a enchondralni osifikace. Ve skupiné A kostni $tép podléhal resorbci
a fibrozni piestavbe, stejné tak novotvorba kostni tkan¢ se zmensovala (plocha novotvo-
fené kosti po 16 tydnech experimentu tvotila pouze 50 % naméfené plochy novotvoiené
kosti po 8 tydnech). Ve skupin¢ B pak HBNI obohaceny o FGF2-stab prokazal v histolo-

gickém obraze schopnost novotvorby kostni hmoty obdobné jako kostni §t€p. Struktura
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HBNI byla jiz po 8 tydnech kompletné resorbovana, a tedy nebyla v mikroskopickém
obraze pfitomna, stejny obraz panoval i1 ve skupin€ hodnocené po 16 tydnech. Plocha no-
votvorby kosti jevila v ¢ase progresivni nartist. Hodnocena skupina C (HBNI obohaceny
o bio-PolyP) obdobné¢ jako skupina B jevila znamky novotvorby kosti v misté implanto-
vaného HBNI. Zbytky jeho struktury byly zaznamenany v mikroskopickém obraze jak po
8, tak po 16 tydnech experimentu. Zaznamenana plocha notvotfené kosti po 16 tydnech
experimentu byla celkové nejvétsi ve srovnani se skupinou A a B, a také svou plochou
novotvorené kosti se v 16 tydnech experimentu oproti vysledku v 8 tydnech prakticky

zdvojnésobila.
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5 DISKUSE

Metoda lumbalni intervertebralni dézy je v huméanni mediciné vyuzivana k 1é¢b¢ spinal-
nich patologii vznikajicich na podkladé degenerativnich onemocnéni patete, trazi, infek-
ci, neoplastickych procest a dalsich.>? Jako prvni byl v oborové literatute tento zptisob
1é¢by publikovan Clowardem v roce 1953 a v soucasné dobé¢ je tato metoda oznacovana
jako PLIF.** Jim popsana metoda posterolateralni intervertebralni dézy pfedstavovala
alternativu k technice prosté posterolateralni dézy v oblasti bederni patete. Od té byla
metoda PLIF modifikovéna v podobé riznych ptistupt k lumbalnimu meziobratlovému
prostoru v podobé TLIF, ALIF, OLIF, XLIF nebo LLIF.** Spole¢nym jmenovatelem vsech
vyse uvedenych metod je uziti agens, které je induktorem a nositelem spinalni fize. Za
zlaty standard uzivany pro meziobratlovou flizi je povazovan autologni kostni §tép. Jeho
odbér je zatizen vysokou morbiditou v misté odbéru a mozstvi popisovanych pakloubii po
jeho uziti se pohybuje mezi 543 %.'" Vyse uvedeny fakt vedl spinalni chirurgy k rozvo-
ji lepSich instrumentarii pro meziobratlovou fixaci, stejné tak doslo k vyvoji titanovych,
PEEKovych nebo kombinovanych intervertebralnich kleci. Navzdory vySe popsanym
modernim technikdm jsou v operované populaci pacientl s intervertebralni fizi zastou-
peny symptomatické paklouby v 10—15 %.'°1-17%171 Na zaklad¢ vySe uvedeného faktu
dochazi v operované populaci k nedobrym klinickym vysledkiim v podobé chronickych
bolesti a dalsi progrese degenerativnich zmén v misté provedené operace s naslednymi
ekonomickymi dopady na zdravotni systém.!”? Tento problém vedl fadu védeckych sku-
pin k vyvoji alternativ, které by mé&ly stimulovat proces intervertebralni fuze. Nami po-
psany pristup navrhuje jednu z takovych moznych alternativ. Navrzeny HBNI ma tfide-
menzionalni strukturu, jejiz kostru tvoii biokeramicky material slozeny z hydroxyapatitu
a trikalciumfosfatu, kterym je tvofena jeho pevna konstrukce. Ta ma krom nosné funkce
i schopnost osteokondukce, podporuje migraci a proliferaci osteoblastt.!”® Pouzita bioke-
ramika prokazala svoji idedlni porozitu, ktera byla zachycena a prokézana pomoci SEM
a v praci je uvedena na Obr. 8 a 9. Velikost naméfenych pért se pohybovala v rozmezi
mezi 200—-1200 pum, ktera je optimalni pro vcestovani progenitorovych a mesenchymal-
nich bunék, u kterych v ptipadé ptitomnosti induktivnich faktorti dochazi k jejich osteo-
genni diferenciaci.'” Nejen z pohledu spektralni mikroskopie ale i v histologickém obraze
bylo potvrzeno, ze pouzity material je porézni a bioabsorbabilni. V ptipadé skupiny B
(HBNI + FGF2-stab) doslo k resobci implantatu jiz po 8 tydnech experimentu, nebot’
struktura HBNI nebyla zaznamendna v mikro-CT obraze, ani histologicky. U skupiny C

(HBNI + bioPolyP) se na porozité implantatu po navazani polyfosfatu nic nezménilo, ale
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doslo k jeho zpomalené resorbci oproti skupiné B, nebot’ v mikroskopickém obraze jeste
pretrvavaly zbytky bioimplantatu po 8 tydnech experimentu a po 16 tydnech byly pfi-
tomné penité makrofagy, ve kterych byla patrna pfitomnost zbytkii bioiplantatu. U smési
HA/TCP je literaturou udavana histologicky dokumentovana resorbce implantatu po 8
tydnech od implantace.!”: 7 Naopak obohaceni biokeramiky o bioPolyP vede ke zméné
metabolismu kostni tkané ve prospéch osteoindukce a tim doslo ke zpomaleni aktivity
makrofagu, které se podileji na resorbci pouzité biokeramiky.'”” Vyse uvedeny efekt bio-
PolyP byl v nasi praci neptimo také potvrzen.

Obohaceni HBNI o oxycelulozu a kolagen typu 1 podporuje biomimeticky proces, ktery
imituje biochemické a biofyzikalni vlastnosti kostni matrix, ktera tak vykazuje osteokon-
duktivni vlastnosti.'”® Takto pfipraveny kombinovany biokeramicky nosi¢ diky obohaceni
o FGF2-stab (skupina B) vSeobecn¢ stimuluje bunécnou proliferaci, migraci a diferenci-
aci.'” Dale vykazuje regulativni schopnosti proliferace osteogennich bunék, kterymi jsou
osteoblasty a stromalni dfeniové bunky, které se podileji na vyzravani kostni tkan¢ a také
podporuji angiogenezi.'® ¥! Jako druhy nami zkouSeny, v zakladu totozny biokeramicky
nosic¢, byl obohacen o biogenni polyfosfat, ktery piisobi jako stimula¢ni agens mineraliza-
ce kostni tkané diky zvySené genové expresi pro osteokalcin, kostni sialoprotein a tkanove
nespecifickou alkalickou fosfatazu, které hraji krucialni roli pii novotvorbé kosténné tka-
né.'$1% Takto pripraveny bioimplantat ve dvou popsanych modifikacich byl v nasem ex-
perimentu nejprve testovan na potencialni toxicitu. K danému testu byly standardné vyu-
Zity in vitro testy, které probihaly 35 dni. Biokeramika (HA/TCP) prokazala velmi dobrou
bunécnou adhezi, taktéz byla-li obohacena o kolagen a oxycelul6zu nebo bioPolyP se bu-
nécna adheze nezmeénila. V ptipadé modifikace o FGF2-stab doslo ke shlukovani bunek,
coz je prukaz schopnosti hor$i bunééné adheze nez u vySe uvedenych skupin. Vliv FGF2-
stab na horsi bune¢nou adhezi na keramicky nosic in vitro popsal Yun et al. a shodn¢ s nasi
zkuSenosti potvrdil, Ze efekt FGF2 in vitro neodpovida jeho schopnosti osteokonduce in
vivo.!” Na zakladé daného faktu navzdory mirn¢ horsi bunééné adhezi navrzeného HBNI
obohaceného o FGF2-stab jsme jej vybrali do in vivo experimentu, ve kterém se podafi-
lo prokazat jeho synergisticky efekt na novotvorbu kosténné tkan¢ jak na mikro-CT tak
v histologickém obraze v porovnani s kostnim §t€pem nebo bioPolyP. Nepiimou in vitro
znamkou schopnosti osteoindukce FGF-2 stab byla pozdni osteogenni diferenciace, ktera
u bioPolyP nebyla prokazana. Podobné vysledky reportoval 1 ve své dentalni studii Wu et
al.'® Na zakladé vyse uvedeného je mozné konstatovat, ze nas nové vyvinuty HBNI re-

prezentuje scafold 3. generace a jedna se o bioimplantat, ktery svym chemickym sloZzenim
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imituje extracelularni kostni matrix, kterd v sob¢ nese nesporné osteokonduktivni vlastnosti,
podobné jako kostni §tép.'*¢ Po ukonceni vyvoje a in vitro testovani HBNI ve 2 modifikacich
bylo pristoupeno k ovéreni jeho potencidlu provedeni intervertebralni fize v in vivo tes-
tech. Model experimentalniho zvifete prezentovaného hybridem bilého uslechtilého prasete
a landrase byl vybran na zakladé¢ faktu, ze dané plemeno neni zatiZeno zvySenou nemocnosti
a neni finan¢né naro¢né z pohledu zajiSténi pooperacni péce a jeho reprodukeni cyklus je
kratky. Taktéz velikost patete dospelého prasete odpovida velikosti patete dospelého Clove-
ka.'®” Diky tomu zvoleny zvifeci model umoznil provedeni obdobného opera¢niho zakroku
LLIF, tak jak je v humanni medicin¢ obvyklé.'®® Misto pro provedeni intervertebralni fiize
v segmentu L2/3 bylo zvoleno na zaklad€ dobré chirurgické dostupnosti, a také kviili mi-
nimalnimu riziku vzniku komplikaci, které by hrozily v ptipadé¢ oSetfeni kréni nebo beder-
ni patefe. Taktéz velikost intervertebralniho disku u 4050 kg zviiete odpovidala velikosti
meziobratlové ploténky dospélého ¢loveka.'® Nove vyvinuty HBNI v porovnani s kostnim
St€épem vykazoval mirn€ gracilngjsi strukturu, ktera by se dala zvysit upravou biokeramické
Casti, avSak za zhorSeni osteokonduktivnich vlastnosti implantatu. Podobn¢ jako u kostniho
Stépu bylo nutné HBNI pomocné fixovat cely segment patefe ptidatnym osteosyntetickym
materidlem. Dany fakt v naSem piipadé HBNI penalizuje oproti tzv. ,,stand alone* klecim,
u kterych neni nutné aplikovanou klec doplnit o pfidatnou osteosyntetickou montaz.' Ve
skuping A, kde byl pouzit kostni §tép jako flizovaci agens, bylo makroskopicky, mikro-CT
prokazano, ze struktura §té€pu v Case podléhd degradaci s neadekvatni kosténou fuzi. Dany
fakt byl 1 v nasi studii histologicky prokazéan, kdy ve skupin€ A2 oproti A 1 doSlo k ubytku
novotvorené kosti a nartistu vazivové tkan¢. K podobnym vysledkiim dospél i Boden et al.,
ktery histologicky hodnotil efekt autologniho kostniho §t€pu u intertransversarni lumbalni
flze, kde byla patrna degradace kostniho §tépu s ndhradou vazivovou chrupavkou a en-
chondralni osifikaci.'' Vzhledem k resorbci a fibrozni degeneraci kostniho $tépu vznikala
v operovaném segmentu nestabilita, ktera byla kompenzovana fibrozni perivertebralni re-
akci, jez vedla k nepfimému znehybnéni operovaného segmentu po 16 tydnech experimen-
tu, kdy biomechanicky vykazoval operovany segment patete lehce nizsi hodnoty ohybové
tuhosti v extenzi nez nativni patet. Naopak pouzity HBNI s FGF2-stab makroskopicky
oproti kostnimu $tépu jevil zndmky probihajici kostni fiize, ktera se projevila absenci pe-
rivertebralni fibrozni reakce a byl zaroven piitomen lokalizovany kosténny ptertst okolo
implantovaného osteosyntetického materialu. Dle mikro-CT byl HBNI s FGF2-stab kom-
pletné resorbovany po 8 tydnech, histologicky pak v misté, kde byl implantovan HBNI,

byla po 8 1 16 tydnech experimentu potvrzena nariistajici kostni novotvorba s enchondralni
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osifikaci a snizujicim se podilem fibrochrupavky. Jednalo se nejspiSe o synergisticky efekt
HBNI a FGF2-stab. Bioimplantat je dominantné tvofen B-TCP, ktery je v fadu tydnti bio-
degradabilni, a pii jeho odbourani dochézi k uvolnéni kalciovych iontii a zvyseni aktivity
alkalické fosfatazy osteoblasti a tim nepiimo podporuje novotvorbu kosténné tkané,'** 13
v kombinaci s FGF-2 stab je podpofena angiogeneze a angioinvaze spolecné s regulaci na-
rustu populace osteoblastu.'®* 18! Obohaceni HBNI o FGF2-stab oproti bioPolyP nezpoma-
lovalo odbouravani biokeramiky a zaroven novotvofend kost v misté provedené interver-
tebralni fuze vytvoftila natolik pevné spojeni obratlit L2-3, které prevysilo nativni vzorek
patetre a dokonce 1 skupinu s pouzitym kostnim Stépem i bioPolyP. Na zaklad¢ vyse uvede-
nych faktl si dovolujeme konstatovat, ze byl prokazan synergisticky efekt FGF2 na tvorbu
intervertebralni fize. U HBNI s bioPolyP byla zpomalena resorbce biokeramiky, ovSem
ptitomny bioPolyP prokazal vétsi efekt na novotvorbu kostni tkan€ v misté implantace, ktera
byla potvrzena histologicky (nejvétsi plocha novotvorené kosti v mikroskopickém obraze),
avsak pfi biomechanickém testovani vzorky pateii vykazovaly obdobnou ohybovou tuhost
v extenzi, jako nativni patef. Dle mikro-CT pak doSlo ke kompletni fizi ve 4 z 6 pfipadi
a inkompletni fiizi ve zbylych dvou piipadech. Oproti kostnimu $tépu (skupina A) se jedna
o statisticky vyznamny rozdil, a tedy 1 lepsi vysledek. Oproti HBNI s FGF-2 pak tento rozdil
statisticky vyznamny z pohledu mikro CT nebyl. Tento fakt je odrazem piisobeni bioPolyP
na osteogenezi jako takovou, avsak ziejm¢ v disledku abscence podpory angiogeneze se
jedna o nizsi efekt prohojeni sousedicich obratlt. Z vyse uvedeného vyplyva, ze kombina-
ce biokeramiky s obéma vySe uvedenymi biogennimi Cinitely je G¢inna a lze predpokladat,
ze jejich kombinaci by mohl vzniknout idedlni produkt a mél by byt pfedmétem dal§iho

vyzkumu, nebot’ do dnesni doby tato kombinace nebyla v literatuie popsana.

Porovname-li nase dosazené vysledky se studiemi s jinymi bioabsorbabilnimi implantaty,
nachazime nasledujici zjisténi. Ve studii prezentované Xu et al., kde zkoumali porézni bioab-
siobabilni Mg-Zn klec bez jakychkoliv aditiv, bylo dosaZzeno neakceptovatelnych vysledki
meziobratlové fiize jak na mikro-CT, tak pii biomechanickém testovani a tento implantat
nebyl doporucen k dal$imu testovani v humanni medicing.'” Obdobné jako v nasi studii
Abbabh et al. prezentoval neuspokojivé vysledky u lumbalni intervertebralni fiize pti pouziti
kostniho $tépu v porovnani BMP-free polycaprolactone/trikalcium fosfatového nosice, ktery
byl ale schopen vytvofit kosténou fizi az po 9 mésicich od aplikace. V ptipadé, Ze porov-
name nami dosazené vysledky HBNI s vyse prezentovanou studii, tak u HBNI jsme dosahli
obdobnych vysledki jen ve vyrazné krats$im ¢asovém useku (za 4 mésice).!” Sandhu et al.

dosahli obdobnych vysledkil v piipadé€, Ze vyuzili titanovy meziobratlovy implantat, ktery
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byl vyplnén rhBMP-2 kolagennim kompositem.'”® Yong et al. publikovali praci, kde byl
uzit polycaprolactonovy nosi¢ obohaceny o rhBMP2, na zdkladé kterého doslo ke zvySeni
ohybové tuhosti patefe dvojnasobné oproti skupiné kostniho st€pu nebo scaffoldu bez jeho
obohaceni o ristovy faktor."”” Jak bylo ale v itvodu zminéno, uziti BMP2 je zatizeno kompli-
kacemi, kterymi jsou potencidlné vyssi riziko vzniku nadorového onemocnéni, retrogradni
ejakulace, osteolyza, vznik seromové formace, radikulitidy, cystické formace nebo ektopic-
ka novotvorba kosti.'? 2 S ohledem na vySe uvedené lze konstatovat, ze uziti FGF2-stab
nebo bioPolyP se z daného uhlu pohledu zda byt bezpecnéjsi, protoze u téchto latek nejsou
vySe uvedené komplikace popisovany.'3® 13 Prehled dalSich experimentalnich studii a jejich
vysledkd, u kterych byla provadéna lumbalni meziobratlova flize na zvifecich modelech po-

moci riznych biomeatriald, je zobrazen v Tab. 10,43 121, 189 198-203

Tab. 10 — Prehled vysledkii vybranych publikact, u kterych byla provedena bederni meziobratlova fiize

pomoci riznych biomaterialii na zvirecich modelech.

Y, Uspé$nost
. Zviteci model . : . . Follow-up i
Studie . . Segment fuze Implantat Fixace Technika fze fuze
(Pocet zvirat) ¢
(CT analyza)
Brantigan
Lietal. klec o
Prase (10) L3/4,L5/6 i Svorky ALIF 12 tydni 70%
2002 Autogenni
BG
Klec -
Lietal. 1L2/3, L4/5, karbonové 100 % — jen
Prase (10) Svorky ALIF 3 mésice .
2004 Lo6/7 vlakna pacialni fuze
B-TCP+PRP
Abbah et mPCL-TCP " . 3 mésice 100 %
Prase (6) L3/4,L5/6 Srouby a ty¢e | ALIF .
al. 2009 rhBMP-2 6 mésicu 100 %
Parcialni
Abbah et al. Autogenni . 3 mésice
Prase (4) L3/4,1L5/6 Srouby a ty¢e | ALIF premosténi
2009 BG 6 mésicu
50 %
PEEK klec
Sherman et . .
L 2010 Ovce (6) L3/L4, L4/L5 | Autogenni Zadna ALIF 6 mésict 87.5%
al.
BG
Sherman et PEEK klec .
Ovce (6) L3/L4, L4/L5 Zadna ALIF 6 mésict 100 %
al. 2010 ABM/P-15
Partial
Abbah et al. mPCL/TCP “ . 3 mésice o
Prase (8) L2/3, L4/5 Srouby a tyée | ALIF . bridging
2011 BMSCs 6 mésici
63%
“ 4 tydny 11%
Tang et al. . POC-M- Srouby o
Kralik (18) L4/5 . ALIF 8 tydnu 80%
2015 click-HA a dlahy 5
12 tydni 100%
N 4 tydny 9%
Tang et al. Srouby
Kralik (18) L4/5 PLLA-HA ALIF 8 tydny 70%
2015 a dlahy
12 tydna 100%
Gu et al. L1/2,L3/4, CPC/SF/ o, 6 mésicu 56%
Ovce (24) Zadna ALIF .
2011 L5/6 rhBMP-2 12 mésicu 78%
Gu et al. L1/2,13/4, Autogenni . 6 mésict 78%
Ovce (24) Zadna ALIF ;
2011 L5/6 BG 12 mésicu 78
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. Uspé&$nost
. Zviteci model . : . . Follow-up :
Studie . . Segment fuze Implantat Fixace Technika flze fuze
(Pocet zvitat) .
analyza
(CT analyza)
. PTC klec 8 tydnu BV/TV 74%
McGilvray . . . o
¢ al. 2017 Ovce (24) L2/L3, L4/LS | Autogennni Srouby a ty¢e | LLIF 12 tydni BV/TV 80%
etal.
BG 18 tydni BV/TV 80%
. PEEK klec 8 tydnu BV/TV 48%
McGilvray “
¢ al. 2017 Ovce (24) L2/L3,L4/L5 | Autogenni Srouby a ty¢e | LLIF 12 tydnt BV/TV 64%
o BG 18 tydnii BV/TV 80%
) PSP klec .
McGilvray i . . 8 tydnu BV/TV 58%
Ovce (27) L2/L3, L4/LS | Autogenni Srouby a ty¢e | LLIF L.
etal. 2018 12 tydni BV/TV 70%
BG
. PTA klec :
McGilvray , “ . 8 tydnti BV/TV 90%
Ovce (27) L2/L3,L4/L5 | Autogenni Srouby a ty¢e | LLIF L
etal. 2018 BG 12 tydni BV/TV 95%

ALIF - Anterior lumbar interbody fusion (pfedni bederni meziobratlova fuze)

B-TCP - Beta-tricalcium fosfat

BG - Bone graft (kostni $t&p)

BMSCs — Bone marrow stromal cells (Mezenchymalni buriky kostni dfené)

BV/TV - Bone Volume/Total Volume (Objem kosti/Celkovy objem)

CPC/SF/thBMP-2 — Calcium phosphate cement/silk fibroin/human recombinant bone morphogenetic protein-2 kompozit
LLIF - Lateral lumbar interbody fusion (lateralni bederni meziobratlova fuze)

mPCL- TCP - Medial grade poly (epsilon-caprolactone) and beta-tricalcium phosphate

PEEK - Polyetheretherketén

PLLA-HA poly (L-lactic acid) — Hydroxapatite (kyselina L-polymlé¢na- hydroxyapatite)
POC-M-click-HA - Clickable poly (1, 8-octanediol citrates- N-methyldiethanolamine- hydroxyapatit
PRP - Platelet-rich plasma (Obohacena krevni plazma)

PTA - 3D printed porous titanium alloy (Tfidimenzionalni vytisténa porézni slitina)

PTC - PEEK Titanium Composite (kompozit polyetereterketén- titan)

PSP — Plasma sprayed porous titanium-coated PEEK (polyetereterketon oplastén titanem a plazmou)

rhBMP-2 - Recombinant human bone morphogenetic protein-2 (rekombinantni humani morfogenni protein)

V zavéru je nutné vyzdvihnout, ze pouzity HBNI v modifikaci s FGF2-stab i bioPolyP ve
shodé€ s histologickym nalezem, mikro-CT i1 biomechanickymi testy prokazal schopnost
tvorby nové kosti, stejné tak akcelerace intervertebralni dézy ve srovnani s kostnim $tépem.
V in vitro a nasledné 1 v in vivo testech HBNI prokazal svoji biokompatibilitu a nevyka-
zoval znamky cytotoxicity. Resorbabilita byla také potvrzena, jen ve skupiné s bioPolyP
probihala pomaleji. Jako nevyhodu implantatu ve srovnani s komeréné uzivanymi tita-
novymi nebo PEEKovymi klecemi povazujeme jeho niz§i mechanickou pevnost a tedy

1 nemoznost jeho aplikace ve stand alone modu.
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7 SEZNAM ZKRATEK

ACDF — Anterior cervical discectomy and fusion (pfedni kréni diskektomie a fuze)
ALIF — Anterior lumbar interbody fusion (pfedni bederni meziobratlova fuze)
AP — Anterior-posterior (pfedozadni)

AVCR — Akademie véd Ceské republiky

BAK klec  — Bagbyho a Kuslichova klec
BCP — Bifazicky kalciumfosfat

Bio-PolyP  — Biogenni polyfosfat

BMP — Bone morphogenetic protein (kostni morfogenni protein)

BMPs — Bone morphogenetic proteins (kostni morfogenni proteiny)

BMSc — Bone marrow stem cells (kmenové mesenchymalni bunky kostni dien¢)
BSM — Bone Substitute Material (ndhrada kostni tkang)

BNHI — Biodegradable nanocomposite hybrid implant (biodegradabilni nanokom-

pozitni hybridni implantat)

cDNA — Complementary deoxyribonucleic acid (komplementarni deoxyribonuk-

leova kyselina)

CEITEC — Central European Institute of Technology (Stfedoevropsky technologicky
institut)

CFRP — Carbon fibre-reinforced polymer (polymer vyztuZen karbonovymi vldkny)

CP — Calcium phosphate (Kalcium fosfat)

CVUT — Ceské vysoké uéeni technické

DBM — Demineralized bone matrix (demineralizovana kostni hmota)

DDD — Degenerative disc disease (degenerativni postiZzeni plotének)

Deg — Degree (stupen)

DiOCe6 — Dietyloxakarbokyanin jodidu

DNA — Deoxyribonucleic acid (deoxyribonukleova kyselina)

EDTA — Ethylenediaminetetraacetic acid (kyselina ethylendiamintetraoctova)
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EEF — Eukaryotic elongation factor (eukaryoticky elongac¢ni faktor)

EGF — Epidermal growth factor (Epidermalni rastovy faktor)
FBSS — Failed back surgery syndrome (syndrom selhani operace na pateii)
FGF — Fibroblast growth factor (rtstovy faktor pro fibroblasty)

FGF2-stab — Stabilized fibroblast growth factor (termostabilnim riistovy faktor pro fib-

roblasty 2)
FN — Fakultni nemocnice
HA — Hydroxyapatit
HIV — Human Immunodeficiency Virus (virus lidské imunitni nedostate¢nosti)
hMSCs — Human mesenchymal stem cells (humanni mezenchymalni kmenové bunky)
IGF — Insuline-like growth factor (Inzulinu podobny ristovy faktor)
IGHF — Insuline-like human growth factor (Inzulinu podobny huménni ristovy faktor)
LF MU — Lékarska fakulta Masarykovy univerzity
LIF — Lumbar interbody fusion (bederni meziobratlova fize)
LLIF — Lateral lumbar interbody fusion (lateralni bederni meziobratlova fuze)

Micro-CT — Micro-computed tomography (mikro-vypocetni tomografie)

MIS — Minimally invasive surgery/surgical (minimaln¢ invazivni chirurgie/chi-
rurgicky)
MI-TLIF = — Minimally invasive transforaminal lumbar interbody fusion (minimalné

invazivni transforaminalni bederni meziobratlova fuze)

mPCL-TCP — medical-grade—polycaprolactone-tricalciumphosphate
(polykaprolakton-trikalcium fosfat)

MSCs — Mesenchymal stem cells (mezenchymalni kmenové buriky)
MTS test  — Test pro hodnoceni bunééné metabolické aktivity
ODI — Oswestry Disability Index

OLIF/ATP - Oblique lumbar interbody fusion/Anterior to psoas (Sikma bederni mezi-

obratlova fuze/ventralné od bederniho svalu)

PBS — Phosphate buffered saline (fosfatem pufrovany solny roztok)
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PCL

PCR

PDGF

PDLA

PEEK

PLA

PLGA

PLIF

PLLA

PMMA

PRP

Rh

RNA

RT

RTG

SEM

SiCaP

TCP

TEC

TGF

TLIF

U-PLIF

USA

USD

VEGF

— Polykaprolakton

— Polymerase chain reaction (polymerazova fetézova reakce)

— Plateted-derived growth factor (destickovy ristovy faktor)

— Poly D-lactic acid (kyselina D-polymlécnd)

— Polyetereterketon

— Polylactic acid (kyselina polymlé¢na)

— Polylactic-co-glycolic acid (kopolymer polymlécné a glykolové kyseliny)
— Posterior lumbar interbody fusion (zadni bederni meziobratlova fuze)

— Poly L-lactic acid (kyselina L-polymlécnd)

— Polymetylmetakrylat

— Platelet rich plasma (krevni plazma obohacena o desticky)

— Rekombinantni humanni

— Ribonucleic acid (ribonukleova kyselina)

— Reverse Transcriptase (reverzni trasnkriptaza)

— Rentgen/rentgenovy

— Scanning electron microscopy (rastrovaci elektronova mikroskopie)

— Silicate—substituted calcium phophate (kfemikem nahrazeny kalciumfosfat)
— Trikalcium fosfat

— Tissue engineering construct

— Transforming growth factor (transformujici rtistovy faktor)

— Transforaminal lumbar interbody fusion (transforaminalni bederni mezi-

obratlova fuze)

— Unilateral posterior lumbar interbody fusion (unilateralni zadni bederni

meziobratlova fuze)
— United States of America (Spojené staty americké)
— United States dollar (americky dolar)

— Vascular endothelial growth factor (vaskularni endotelialni ristovy faktor)
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VUT — Vysoké uceni technické

XLIF — Extreme lateral interbody fusion (extrémné lateralni bederni meziobratlova fiize)
ZEN — ZEISS Efficient Navigation

B-TCP — B-trikalciumfosfat

3-D — Trojrozmérny

6DOF — Six degrees of freedom (Sest stupiili volnosti)
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8 SEZNAM OBRAZKU
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Obr. 8 — Obraz bioimplantatu (BNHI) z rastrovaci elektronové mikroskopie
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vyvinutého HBNI.
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Obr. 16 — RTG bederni patete v bocné projekci pied a pooperacné.
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Obr. 18 — Testovaci spinalni simulator Bionix (A) s fixovanou kadaver6zni praseci patefi.

Obr. 19 — Detailni zabér upnutého vzorku patefe (nalevo) a vzorku patete, u které doslo

pii ohybu k destrukci (napravo).

Obr. 20 — Grafické znadzornéni prubéhu ohybového momentu v zavislosti na rotaci testo-

vaného vzorku.
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Obr. 21 — Detail naskenovaného preparatu ze skupiny Cl1.

Obr. 22 — Detailni informace ke skenu histopatologicky zpravového vzorku bederni patete.
Obr. 23 — Bunécna proliferace métena pomoci kvantifikace DNA.

Obr. 24 — Méfeni metabolické aktivity bun¢k pomoci MTS testu.

Obr. 25 — Metabolicka aktivita vztazena k hmotnosti bunécné DNA.

Obr. 26 — Konfokalni mikroskopie 1. den po nasazeni bun¢k na nosic, barveni DiOC6.
Obr. 27 — Konfokalni mikroskopie, projekce penetrace bunck dovnitt nosicu.

Obr. 28 — Relativni genova exprese RunX2 — ¢asného markeru osteogenni diferenciace.
Obr. 29 — Imunofluorescencni barveni osteokalcinu.

Obr. 30 — Autoptické fotografie znazoriiuje detail L2—-3 segmentu patefe zvifete ze skupiny

A2 po 16 tydnech experimentu.

Obr. 31 — Autopticka fotografie znazoriiuje vytnuty segment patete zvifete ze skupiny C2
v rozsahu Th15-Lé6.

Obr. 32 — Detail autoptickych vzorkl patefi vybranych zastupct jednotlivych podskupin

Obr. 33 — RTG bederni patete v predozadni projekci, kde je patrné kompletni uvolnéni
a dislokace implantatu z obratlovych tél L2 a L3.

Obr. 34 — Zavislost ohybového momentu na rotaci dle skupin.

Obr. 35 — Grafické zndzornéni namétenych hodnot ohybovych tuhosti pro jednotlivé pod-
skupiny, véetné skupiny N.

Obr. 36 — Porovnani ohybové tuhosti patetnich segmentii mezi podskupinami A1, A2; B1,
B2; C1, C2.

Obr. 37 — Porovnani ohybové tuhosti patefnich segmentli mezi podskupinami N, A1, B1, C1.
Obr. 38 — Porovnani ohybové tuhosti patetnich segmentit mezi podskupinami N, A2, B2, C2.

Obr. 39 — Mikro-CT zobrazeni nativni patete v segmentu L2-3. Intervertebralni prostor je

vyplnén fyziologickou meziobratlovou ploténkou.
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Obr. 40 — Mikro-CT zobrazeni segmentu L2-3 nativni patete. Intervertebralni prostor je

po excizi intervertebralniho disku vyplnén testovanym HBNI.

Obr. 41 — Skupina A1 (n=6), sagitalni mikro-CT fezy stfedni casti 6 vzorki useku L2-3

prasecich patefi.

Obr. 42 — Skupina A2 (n=6), sagitalni mikro-CT fezy stfedni casti 6 vzorki useku L2-3

prasecich patefi.

Obr. 43 — Mikro-CT obraz RTG kontrastni rezistence pritomné perivertebralné v obl. ope-

rované¢ho L2-3 segmentu pateie.

Obr. 44 — Skupina B1 (n=6), sagitalni mikro-CT fezy stfedni ¢asti 6 vzorkl tseku L2-3

prasecich patefi.

Obr. 45 — Skupina B2 (n=6), sagitalni mikro-CT fezy stfedni ¢asti 6 vzorkl tseku L2—3

prasecich patefi.

Obr. 46 — Skupina C1 (n=6), sagitalni mikro-CT fezy stfedni ¢asti 6 vzorkl useku L2-3

prasecich patefi.
Obr. 47 — Skupina C2 (n=6), mikro-CT fezy stfedni ¢asti 5 vzorkl useku .23 prasecich pateii.
Obr. 48 — Histologicky fez vzorkem A1 v misté implantovaného kostniho Stépu.
Obr. 49 — Histologicky fez vzorkem B1 v misté implantovaného HBNI.
Obr. 50 — Histologicky fez vzorkem C1 v misté implantovaného HBNI.
Obr. 51 — Histologicky vzorek ze skupiny C1.
Obr. 52 — Histologicky vzorek ze skupiny C2.

Obr. 53 — Histologické obrazy zastupct z jednotlivych podskupin A1-C1 s oznacenou

a zmétenou plochou novotvorby kosténné tkané.

Obr. 54 — Histologické obrazy zastupcu z jednotlivych podskupin A2-C2 s oznacenou

a zmétenou plochou novotvorby kosténné tkané.
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10 SOUHRN POZNATKU HABILITACNI PRACE

V predkladané experimentalni studii byly provedeny in vitro testy, které vyloucily cy-
totoxicitu nové vyvinutého hybridniho biodegradabilniho nanokompozitniho implanta-
tu (HBNI), ktery je sloZzen z biokeramiky, nanostrukturovaného kolagenu, oxycelulozy
a byl obohacen o biogenni prvky, které¢ implantat modifikovaly, a byly jimi termostabilni
Fibroblast Growth Faktor 2 (FGF2-stab) a biogenni polyfosfat (bioPolyP).

Ovéteni biokompatibility implantatu, stejné tak jeho schopnosti uspésné provést interver-
tebralni dézu (fazi), bylo provedeno na zvifecim experimentalnim modelu. Celkem bylo
provedeno 36 operacnich vykonl na experimentalnich prasatech, které pfinesly nadéjné
vysledky ve smyslu zlepseni vysledkti lumbalni intervertebralni fuze (LIF) ve skupiné
s pouzitym HBNI oproti kontrolni skupin¢ s autolognim kostnim stépem.

Na tomto misté predkladam vysledky experimentu, které¢ by mély vést k redukci moznych
komplikaci LIF v ptipadé, Ze jako fizovaci agens je pouZit kostni St&p €i inertni titanova
nebo PEEKova klec. U obou modifikaci HBNI se podatilo prokazat jejich schopnost os-
teokondukce i osteoindukce, na zdkladé ¢ehoz doslo k uspésnému priabehu kostni dézy
meziobratlového prostoru L2-3 po 16 tydnech experimentu, kdy doslo 1 v ptipadé¢ HBNI
s FGF2-stab k jeho kompletni resorbci.
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