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ABSTRACT

PURPOSE OF THE STUDY

To identify some characteristics of bone repair capacity in elderly patients who undergo total hip arthroplasty, which re-
quires good healing ability of bone for implant osteointegration and bone defect repair, particularly if revision arthroplasty
is necessary.

MATERIAL AND METHODS

In a group of 27 patients (mean age, 70+7 years; range, 60 to 81 years) a coincidence of osteoarthritis and osteope-
nia/osteoporosis was assessed, and mesenchymal stem cells (MSC) were isolated and their numbers, viability and proli-
ferative capacity were evaluated. The MSC populations were examined for their behaviour on bone tissue scaffolds used
in orthopaedic surgery for treatment of bone lesions. Each patient underwent bone densitometry examination before total
hip arthroplasty. Bone marrow was harvested intra-operatively from the trochanteric region of the femur. From a portion of
bone marrow, MSCs were isolated and cultured, and a mononuclear cell concentrate was obtained. Either whole bone mar-
row or a mononuclear cell concentrate was applied to selected matrices (allograft, demineralised bone matrix, porous beta-
tricalcium phosphate ( -TCP), pressed hydroxyapatite or calcium sulphate). The production of new collagen and extracel-
lular mineralized matrix were first assessed in expansion medium and, when the production was low, differentiation medium
was used.

RESULTS

A coincidence of osteoarthritis and osteopenia/osteoporosis was found in 50% of the patients. All were women with a low
body mass index and had been post-menopausal for an average of 23 years. The isolated MSCs contained a high per-
centage of viable cells (mean, 95%).

The mesenchymal cells of patients with osteopenia, as compared with those having normal bone density, showed mar-
kedly lower numbers of fibroblastic colony forming units (CFU-F) per ml and had a lower proliferative capacity because the
population doubling time during the first four passages was much longer. Of the scaffolds tested, allografts showed the
most marked collagen and extracellular mineralized matrix production in expansion medium with either whole bone mar-
row or a monocyte concentrate; porous -TCP was the best of bone graft substitutes in collagen and extracellular minera-
lized matrix production by both whole bone marrow and a monocyte concentrate, but this was only in differential medium.

DISCUSSION

The coincidence of ostearthritis with osteopenia/osteoporosis was found in a higher number of our patients than is repor-
ted in the literature. Also, a lower MSC proliferative capacity and a low number of CFU-F/ml in the patients with low bone
density were interesting findings. Better bone regeneration would generally be achieved with higher MSC numbers and the
use of growth factors for stimulation of osteoinduction and angiogenesis. Bone marrow harvesting for MSC isolation, cul-
tivation and subsequent transplantation is currently feasible only in an experiment. A bone marrow aspirate can be appli-
ed, but it may not provide a sufficient number of MSCs. In addition to autologous bone grafts, the best collagen production
was on allografts. In bone graft substitutes, the porous structure played an important role because on a non-porous mate-
rial (calcium sulphate) the formation of collagen was very low. There was no difference in collagen and extracellular mine-
ralized matrix production between whole bone marrow and monocyte concentrates.

CONCLUSIONS

Elderly patients have reduced bone healing capacity also because of osteopenia/osteoporosis that occurs more often
than it is generally diagnosed, including its coincidence with osteoarthritis. The mesenchymal stem cells isolated from oste-
openic bone give a lower number of CFU-F/ml and have a lower proliferative capacity. Of the matrices for new bone for-
mation, allografts showed the best results because collagen was produced already in expansion medium. Of the graft sub-
stitutes, porous -TCP was the best, but with collagen production in differential medium. The use of bone marrow aspirate
is currently a method of choice in order to increase MSC numbers at the site of bone healing. The use of growth factors is
an expensive treatment. To achieve the goal of reliable promotion of osteogenesis with cultured MSC transplantation and
use of composite materials with pro-osteogenic and pro-angiogenic factors will still require many experimental and clinical
studies.
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Soucasna ortopedie, stejné jako ostatni lékarské obo-
ry, je konfrontovana se skuteCnosti, Ze se prodluzuje
praméry veék a stoupa pocet seniord. Z hlediska pohy-
bového aparitu to znamena nariistajici mnozstvi dege-
nerativnich kloubnich onemocnéni a zlomenin v osteo-
porotické kosti, ale také zvySujici se naroky na tento
systém. Materidlové mechanicky pristup vedl k ndhra-
dé poskozené kostni tkdné a rozvoji endoprotetiky.
Vzhledem k nastoupenému trendu je v soucasné dobé
nutné minimalizovat rizika selhdni implantati a pro-
dlouzit jejich Zivotnost, coZ vede k hledani biologicky
zaloZenych pfistupil nejen pfi konstrukci povrchil pro-
téz (15), ale také k podpore a urychleni tkdnové repara-
ce.

S problematikou obnoveni tkdné — kostniho hojeni —
se setkdvame v kazdodenni ortopedické a traumatolo-
gické praxi. Nejcast&ji jsme nuceni 1éCit kostni defekty
v ramci revizni endoprotetiky, dale pfi oSetfeni nadorim
podobnych afekci, benignich, pfipadné malignich kost-
nich tumord. V traumatologii je to pak hojeni zlomenin
a lécba pakloubt. Cilem spravného zhojeni je tvorba
plnohodnotné kostni tkdn€ schopné remodelace a pre-
nosu zatéZe. K dosaZeni tohoto vysledku je nutny dosta-
teCny pocet mezenchymdilnich kmenovych bunék
(MKB) a jejich diferenciace v osteoprogenitorové buri-
ky. Zaroven je nezbytna kvalitni angiogeneze k zajiStni
metabolismu. K vyvoji kostni novotvorby jsou tfeba pro-
osteogenni rastové faktory a vhodna trojrozmérnd matri-
ce, ve které maji MKB optimdlni prostredi k prolifera-
ci a diferenciaci. Touto matrici mohou byt autologni
nebo allogenni kostni St€py vcetné demineralizované
kostni matrix a déle celd fada umélych néhrad kostnich
Stépa (7, 28).

Cilem této studie bylo zjiSténi zakladnich parametrt
schopnosti kostni reparace u starSich pacienti podstu-
pujicich implantaci totalni endoprotézy kycelniho klou-
bu, u nichZ je nezbytné kvalitni kostni hojeni pro osteo-
integraci endoprotézy a pro hojeni kostnich defektt,
zejména v pripad¢€ reviznich operaci.

SOUBOR PACIENTU A METODIKA

Hodnotili jsme soubor 27 pacientll podstupujicich
implantaci totdlni endoprotézy kycelniho kloubu pro
diagnézu primdrni artrézy IV. stupné — 24 Zeny a 3 muZe
s prumérnym veékem 70+7 let (60 az 81 let). Z hlediska
vlivu osteopenie/porézy byly hodnoceny pouze Zeny,
u kterych bylo provedeno predoperacni denzitometric-
ké vySetreni.

V tomto souboru jsme sledovali koincidenci artrozy
a osteopenie/porozy, izolovali jsme MKB a stanovovali
jejich pocet, viabilitu a proliferacni schopnost. Déle
jsme zkoumali, jakym zptisobem se MKB chovaji na
vybranych nosicich kostni tkdné uZivanych v nasi orto-
pedické praxi pfi 1écbé kostnich defekti.

Odbér kostni diené byl schvéilen etickou komisi od
pacienttl, kterym byla implantovana totalni endoprotéza
kycelniho kloubu po podepsédni informovaného souhla-
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su. Vylouceni byli pacienti s anamnézou nadorového
nebo infekéniho onemocnéni, nemocni podstupujici dia-
lyzacni 1éCbu a nemocni po transplantaci, dale pacienti
s farmakologickou anamnézou kortikosteroidni, cyto-
statické a imunosupresivni terapie. Pred vlastni operaci
byla provedena denzitometrie a pacienti byli roztfidéni
na skupiny s normdlni a nizkou kostni denzitou dle
T-skore. Kritéria pro hodnoceni osteoporézy dle T-sko-
re: (+/- 1) zdrava populace, (-1/-2,5) osteopenie, (-2,5
a mén¢) osteopordza. Z predoperacniho rtg byl stano-
ven Singhllv index (23). Pfed provedenim osteotomie
kréku stehenni kosti jsme standardnim zptisobem pomo-
ci troakaru aspirovali z trochanterické oblasti femuru ze
dvou vpichil 2x 10 ml kostni dfené¢ do pfedem hepari-
nizované 10ml stiikacky. VSichni pacienti byli operova-
ni ve spinalni anestezii. Bunécna suspenze byla pieve-
dena do vychlazeného (4 °C) PBS pufru (Invitrogen,
USA) fedéného s aqua pro inj. v poméru 1:10. Pomér
kostni dfen€ a PBS pufru byl 1:1. Za aseptickych kau-
tel byla dfeni transportovdna do laboratoie tkanovych
kultur Ustavu histologie a embryologie. Zde byla ¢ast
dfené oddélena, z ¢asti byl ziskdn mononuklearni kon-
centrat a izolovany MKB. Mononuklearni buiiky byly
ziskany centrifugaci 30 min pfi 2800 ot/min na zékladé
Ficoll-Paque (Amersham Biosciences, Svédsko) vztla-
kového gradientu a byla vyuZita jejich adherence k plas-
tim v pripad€ nasazeni plné kostni dfené a hodnoceni
schopnosti tvofit kolonie (CFU). Buriky byly kultivova-
ny na TPP Petriho miskdch (Nunc, Dansko) pti 37 °C
za aerobnich podminek (5% CO,) v expanznim médiu
obsahujicim 2 % fetalniho teleciho séra. Toto expanzni
médium se sklddalo z Eaglova minimalniho esencidlni-
ho média v alfa modifikaci — alpha-MEM (Invitrogen,
USA), fetalniho teleciho séra (PAA, Rakousko), 2-fos-
fatu kyseliny askorbové (Sigma, USA), dexamethasonu
(Sigma, USA), L-glutaminu (Invitrogen, USA), penici-
linu a streptomycinu (Invitrogen, USA). Po dosaZeni
70% splyvavosti byly buriky uvolnény 0,25% trypsin-
EDTA (Invitrogen, USA). Buiiky jsme pocitali pomoci
pfistroje Z2 Counter (Beckman Coulter, USA). Viabili-
ta byla analyzovana pristrojem Vi-Cell XR (Beckman
Coulter, USA). Primokultura byla pasaZovana mezi 7.
az 14. dnem, podle vzhledu kolonii. Dalsi pasaZe byly
indikovany vzdy po dosazeni 70% splyvavosti. V pri-
béhu dlouhodobé kultivace v zakladnich médiich byly
pro kazdou pasdZ stanovovany dvé zakladni biologické
charakteristiky — pocet populacnich zdvojeni (No. of
population doublings) a ¢as potfebny na zdvojnasobeni
populace (Doubling time). K vypoctu jsme pouzili tfi
zdkladni parametry — pocet nasazenych bunék, pocet
bunék v kultufe po pasézi a Cas, ktery uplynul mezi pa-
sazemi. Izolované MKB jsme vizualizovali mikroskopii
s fazovym kontrastem. V dalsi fazi jsme testovali cho-
vani MKB od vybranych darcti s normélni kostni den-
zitou na trojrozmérnych nosi¢ich kostni tkdné. Vzhle-
dem k tomu, Ze je v souCasné dobé nemozné pouZiti
nakultivovanych MKB v klinické praxi, nanéseli jsme
na pripravené nosice bud 3 ml aspirované kostni diené
nebo 3 ml monocytarniho koncentratu. Kultivace probi-
hala v expanznim médiu 2 tydny, poté byly vzorky zpra-
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covany pro elektronovou mikroskopii — trojrozmérné
agregity byly fixovany 24 hodin ve 4% roztoku for-
maldehydu, po promyti destilovanou vodou byly vzor-
ky odvodnény vzestupnou etanolovou fadou, prevedeny
do 100% hexamethyldisilazanu a vysuSeny na vzduchu
v digestofti pii teploté laboratore (24). Potom nésledo-
valo pokoveni naprasenim zlatem v tloustce 15 nm v pii-
stroji Polaron SC 7620 (Quorum Technologies, Velka
Britanie). Vzorky byly pozorovany a fotografovany
v rastrovacim elektronovém mikroskopu Tesla BS 301
(Tesla, Ceska republika) pii zobrazeni v médu sekun-
dérnich elektront pfi urychlovacim napéti 25 kV.
Hodnotili jsme ptitomnost kolagenu. Tam, kde neby-
la jeho tvorba dostate¢nd, jsme pouzili diferenciacni
médium s 10% FCS a pfidavkem kyseliny L-askorbové
(Sigma, USA) 0,5 mM/I, beta-glycerofosfatu (Sigma,
USA) 10 mM/1 a dexamethasonu (Sigma, USA) 0,1 M/I.
Z nosicl jsme testovali mraZeny allogeni spongiozni
kostni $t€p a demineralizovanou kostni matrix z tkdfové
tstiedny. Cerstvy autologni kostni §t&p jsme nepouili,
protoZe zvolenou metodou hodnoceni pfitomnosti kola-
genu bychom neodliSili piivodni a nové vytvoreny kola-
gen. Déle jsme testovali porézni -trikalciumfosfat a liso-
vany hydroxyapatit pfi 150 °C (Lasak, Ceska republika),
kalciumsulfat bez porézni struktury (Wright, USA).

VYSLEDKY

Dle vysledku denzitometrie byly Zeny rozdéleny na
pacientky s normalni denzitou (12 Zen) a niZsi denzitou,
resp. osteopenii (10 Zen) nebo osteoporézou (2 Zeny).
U pacientek byla tedy koincidence artrézy a osteopenie
nebo osteopordzy 50 %. Interval menopauza — operace
byl ve skupiné€ s normalni kostni denzitou 15 let, ve sku-
piné s niz8i kostni denzitou 24 let. BMI u pacientek s nor-
malni denzitou byl primérné 29, u pacientek s niz8i den-
zitou 24. Zjistény Singhtiv index se shodoval s vysledky
denzitometrie u 7 z 24 Zen.

Na vztlakovém gradientu Ficoll-Paque bylo izolova-
no v pramé&ru pii pfimém méfeni 23 x 10° (11,6 x 10°—
125 x 10°% mononuklearnich bun&k. Z téchto bunék
adherovalo na dno kultiva¢nich nadob 123 (10 — 1100)
bunék, coz odpovida 1230 CFU-F/ml. Viabilita kultivo-
vanych bunék byla dlouhodobé primérné 95 % (85 % —
99 %) (obr. 1).

PUVODNI PRACE
ORIGINAL PAPER

U osteopenickych pacientl byl nizs§i pocet CFU-F/ml
(fibroblast colony-forming units) (graf 1) a mezenchy-
mélni buriky se liSily od pacientl s normdlni denzitou
v prolifera¢ni aktivit¢, kdy bé&hem prvnich 4 pasdzi
potifebovaly vyrazné delsi Cas ke zdvojeni populace
(graf 2).

Graf 1. Porovndni poctu CFU-F/ml u pacientii s normdlni
a patologickou kostni denzitou
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Graf 2. Porovndni ¢asu potrebného ke zdvojeni populace MKB
u pacientii s normdlni a patologickou kostni denzitou
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V piipadé aktivity MKB na nosi¢ich byla nejvyraz-
né&jsi tvorba kolagenu v expanznim médiu na allogenim
Stépu pfi naneseni kompletni kostni dien€ i monocytar-
niho koncentratu (obr. 2 a 3).

Obr. 1. Typicky vretenovity tvar kultivovanych mezenchymdl-
nich kmenovych bunék, mikroskopie s fdazovym kontrastem,
zveétSeno 200krdt.

Obr. 2. Allostép — kompletni kostni dren, expanzni médium:
Vyraznd tvorba kolagennich vidken na allostépu, zvétseno
600krdt.
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Obr. 3. Allostép — monocytdrni koncentrdt, expanzni médium:
Stejné vyraznd tvorba kolagenu na allostépu v §irsi perspekti-
vé pri mensim zvétSeni, zvétSeno 102krdt.

Obr. 4. Demineralizovand matrix — kompletni kostni dreri,
expanzni médium: Tvorba kolagenu nevyraznd. Pri velkém
zvétSeni (1010krdt) patrna kolagenni vidkna.

Obr. 5. Demineralizovand matrix — monocytdrni koncentrdit,
expanzni médium: Zrejmd tvorba kolagenu jiZ pri menSim
zveétSeni (600krit).

Obr. 6. Porézni 3-TCP — monocytdrni koncentrdt, expanzni
médium: Patrna porézni struktura nosice, ale tvorba kolage-
nu minimdlini, zvétseno 610krqdt.

Obr. 7. Porézni 3-TCP — monocytdrni koncentrdt, diferenciac-
ni médium: Vyraznd tvorba kolagenu i uvniti materidlu, zvét-
Seno 580krdt.

Obr. 9. Kalciumsulfdt — monocytdrni koncentrdt, diferenciac-
ni médium: nevyraznd tvorba kolagenu pouze v oblasti dutin
neporézniho materidlu, zvétSeno 630krdt.

Obr. 8. Lisovany 3-TCP — monocytdrni koncentrdt, diferen-
ciacni médium: Tvorba kolagenu po povrchu materidlu, zvét-
Seno 550krdt.

Na demineralizované matrix byla tvorba kolagenu
rovnéZz velmi dobrd, ale pfevaZné pfi naneseni monocy-
tarniho koncentratu (obr. 4, obr. 5).

U nahrad kostnich $t€pt (porézni B-trikalciumfosfat,
lisovany hydroxyapatit, kalciumsulfat) jsme nalezli jen
nevyraznou tvorbu kolagenu v expanznim médiu (obr. 6).

Pfi pouziti diferenciacniho média u téchto nahrad
kostnich §tépl byla pozorovana vyrazna tvorba kola-
genu v celém rozsahu u porézniho -TCP (obr. 7),
zatimco u lisovaného hydroxyapatitu prevlddala na
povrchu (obr. 8).

Nejméné kolagenu jsme nalezli u neporézniho kal-
ciumsulfatu, kde byl tvofen pouze v oblasti dutin v mate-
ridlu (obr. 9).
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Monocytarni koncentrat nevykazal lepsi vysledky nez
kompletni kostni drei.

DISKUSE

Jednou z podminek Gspésné kostni reparace je dosta-
teny pocet a kvalita MKB v mist€ pfedpokladaného
hojeni. Splnéni tohoto pfedpokladu je zdvislé na véku
a pohlavi pacienta (6, 20), mistnich a celkovych one-
mocnénich. Z mistnich vlivl je to zejména pritomnost
infektu, nekrézy, stavu po ozéteni, z celkovych pak imu-
nosupresivni a maligni onemocnéni, podvyZiva. Ze-
jména u postmenopauzalnich Zen se uplatiuje faktor
osteopenie/porozy (13, 14). V predklddané praci jsme
odebirali kostni dfeii u starSich pacientl s koxartrézou.
U poloviny Zen byla zjisténa niZsi kostni denzita, pfi-
¢emz bylo nutné provést denzitometrické vySetfeni,
nebot stanoveni Singhova indexu z rentgenového snim-
ku nebylo spolehlivé. O koincidenci osteopenie/pordzy
a osteoartrdzy jsou vedeny spory (8, 9, 25). Glowacki
et al. nalezli 25% vyskyt osteopenie u koxartr6zy v sou-
boru 68 Zen s primérnym vékem 69 let (8). V naSem
souboru je tato koincidence (50 % Zen) adekvatni pfi
mensim poctu sledovanych pacientek, zejména u Zen
s niz§im BMI a del§im odstupem od menopauzy (pri-
mérné 23 let).

Za normalnich okolnosti se v kostni dieni vyskytuje
2 az 5 MKB na 1 milion mononuklearnich bunék (17).
U nasich pacientli odpovidala hodnota 5 MKB na 1 mi-
lion. Dle Cuomo et al. existuje Siroka variabilita v kon-
centraci MKB v aspiratu kostni diené — 1010 + 960
CFU-F/ml, v koncentratu 6150 + 6660 CFU-F/ml.
Pocet monocytarnich bunék v aspiratu kostni diené je
21 000 £ 7 000/ul, v koncentratu 91 000 + 19 000/ul (4).
V Connolyho studii obsahoval aspirat kostni diené 1,4
az 2,6 miliont monocytarnich bun€k v jednom mililitru
a v koncentratu 3,0 az 8,6 miliénti monocytarnich bun¢k
v jednom mililitru (2). Nami zjiStény primérny pocet
CFU-F/ml u pacientt s normalni kostni denzitou (1235
+ 500 CFU-F/ml) odpovida vySe uvedenym literarnim
udajim. Na druhé strané primérny pocet CFU-F/ml
u pacientd s nizkou denzitou byl vyrazné nizsi (239 +
150 CFU-F/ml). Zaroveini se ukdzalo, Ze u osteopenické
kosti je aktivita MKB nizs§i a pti kostnim hojeni v tom-
to terénu bude tfeba hledat zplisoby, jak tento proces sti-
mulovat. V klinické praxi by bylo s vyhodou obohatit
misto hojeni autolognimi MKB tam, kde jich je nedo-
statek — paklouby, kostni defekty apod., nebo maji sni-
Zenou proliferacni aktivitu — osteopenicka kost. V sou-
Casné dobé€ to lze provést peroperacni aspiraci kostni
drené, kterou naptiklad pri 1é¢bé kostnich defektt misi-
me s B-trikalciumfosfatem. Dals$i moZnosti je centrifu-
gace aspiratu k ziskani monocytarniho koncentratu jes-
t&€ v rdmci uzavieného systému pfi operacnim zdkroku.
Nicméné obecné se jedné o ne zcela spolehlivou meto-
du, nebot u jednotlivych pacientd je razna kvalita kost-
ni diené (4), pfiCemZ zavisi té€Z na technice jejitho odbé-
ru (18). Nelze tedy fici, zda konkrétni aspirat nebo
koncentrat obsahuje dostatecny pocet kvalitnich MKB.
Connolly et al. aplikovali aspirat kostni dfen¢ do 20 pa-
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kloubt tibie, pficemz 18 z nich se zhojilo (3). Hernigou
et al. uzili koncentrat kostni diené do 60 pakloubt tibie,
uvedli zhojeni u 53 a stanovili minimalni pocet 30 000
progenitorovych bunék nutnych v misté hojeni, resp.
koncentraci vyssi nez 1500 CFU-F/ml (10, 11). Podle
naSich vysledkl by tuto koncentraci dosahla pouze ¢ast
nasich pacientll vyssiho véku s normalni kostni denzi-
tou. Pravé vék pacienta je dileZity pro schopnost expan-
ze MKB (21). Dalsi kostni reparaci lze jesté posilit pri-
danim proosteogennich rastovych faktorfi, napf.
rekombinantnimi BMP-2 nebo BMP-7, ale SirSimu kli-
nickému pouziti brani dosud vysoka cena preparatu.
Resenim nedostatku MKB by byl dvoudoby postup, nej-
prve aspirace kostni diené, separace a kultivace MKB
k ziskani jejich dostatecného mnoZstvi a potom jejich
transplantace na misto kostniho hojeni. Tento postup ma
vSak sva uskali, jako je pouZivani zvifeciho séra pfi
péstovani MKB s rizikem prenosu virovych onemocné-
ni a anafylaktické reakce na zvifeci bilkovinu, zejména
pfi nutnosti opakované transplantace (16), relativné
dlouhd doba mezi odbérem a transplantaci, otevieny
systém s mozZnosti infek¢éni kontaminace. Zavazn4 je
moznost ztraty schopnosti diferenciace MKB v kostni
tkan (26), pripadné selekce geneticky modifikovanych
bunék s rizikem kancerogeneze. V soucasné dobé¢ se na
odstranéni jednotlivych prekdzek klinického pouziti
napéstovanych MKB intenzivné pracuje. Dokladem je
navrzeny postup kultivace eliminujici pouZiti zvifeciho
séra (22).

Vzhledem k moZznostem klinické praxe jsme tedy na
pripravené nosice aplikovali kompletni aspirovanou
kostni dfenl nebo monocytarni koncentrit. Nosice, na
kterych se vytvari kostni tkan jsou trojrozmérné matri-
ce, které musi umoznit prichyceni MKB, jejich preziti,
proliferaci a diferenciaci. Zarovenn musi umoZznit vas-
kularizaci. Vaskularizace a na ni zavisly metabolismus
nutrientd a kysliku je klicovy pro tvorbu plnohodnotné
kosti (19). DalSimi atributy jsou i pfitomné signdlni
molekuly a kvalita okolni kosti. V pfipadé allogenniho
Stépu jsme pozorovali velmi dobrou tvorbu kolagenu pfi
naneseni celé kostni diené i monocytarniho koncentra-
tu jiZz v expanznim médiu. Empiricky je tato skute¢nost
uspésné prokazovana jiz dlouhodobé pti 1écbé defektl
kosti po resekci tumord, u primarnich a reviznich néhrad
kloubii spojenych s kostnimi defekty, v 1é¢bé pakloubt.
Vyhodou allogennich §tépt je jejich dostate¢né mnoz-
stvi, k jejich odbéru neni nutnd dalSi operacni rdna
s moznymi komplikacemi. Nevyhodou je riziko pfeno-
su infekce a relativni nevyhodou jsou prevazné pouze
osteokonduktivni vlastnosti (5). Osteointegraci allo§té-
pu lze zlepsit prididnim osteoprogenitorovych bunék
v aspiratu kostni diené nebo monocytarnim koncentra-
tu a pfidanim ristovych faktorti, napt. rhBMP-2 (29).
Tato metoda je vSak z vySe uvedenych finan¢nich didvo-
di v bézné praxi t€zko realizovatelna. Zlepseni angio-
geneze a remodelace $té€pu je v experimentu zkouSeno
jeho potazenim geneticky upravenym adeno-associated
virem kédujici ristovy faktor VEGF (Vascular endothe-
lial growth factor) a RANKL (Receptor activator of nuc-
lear factor kappa-B ligand) (12). Na demineralizované
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kostni matrix v naSem experimentu byla vykazovana
tvorba kolagenu také v expanznim médiu, ale pfevazné
pfi naneseni monocytarniho koncentratu a v mensi mire
nez u alloStépu. Této matrix je pfisuzovan vyznamny
obsah rastovych faktord, nicméné zélezi na kostni kva-
lit¢ darce a technickém zpracovéani. Osteoinduktivni
vlastnosti byly pozorovéany spiSe v experimentu na zvi-
fatech nez v klinickych studiich (5). PouZziti deminera-
lizované kostni matrix se tak nejevi jako vyhodnéjsi nez
vyuziti nedemineralizovaného allogenniho $tépu. Také
Cuomo et al. prokdzali, Ze samotné kostni dfen s de-
mineralizovanou kostni matrix nezvySuje osteogenezu
(4). Spolecnou vlastnosti testovanych umélych nahrad
kostnich $tépli byla jen nepatrnd tvorba kolagenu
v expanznim médiu. Naproti tomu v diferenciacnim
médiu jsme pozorovali tvorbu kolagenu rizné intenzity
zavislou na vlastnostech biomaterialu. Obecné je kvali-
ta kostni ndhrady odvisla od své architektury (zvIasté
vyhodnd je porozita), od povrchovych chemickych
vlastnosti, osmolarity, typu degradacnich produktd
u vstiebatelnych materilil (19). U kalciumsulfatu mtze
hrat roli i kyselé pH b&hem degradace. V soucasné dobé
se hledaji cesty, jak zlepSit osteointegraci téchto mate-
ridll. Vznikaji tak kompozitni biomateridly, jejichz
vlastnosti vedou k vysledkim podobnym pii pouZiti
autolognich kostnich $té€pli, napf. pouZiti bifazického
kalciumfosfatu, bovinniho kolagenu a autologni kostni
dfené (1). V ramci experiment(l jsou zkouseny biomate-
ridly pfedem osazené nakultivovanymi MKB nebo endo-
telem, impregnované ristovymi faktory, véetné¢ VEGF
ke zlepSeni angiogeneze. Implantuji se biomateridly do
vysoce vaskularizované tkané€ jako napt. do mezenteria,
zde se predpoklada vrist cév a ndsledné se transplantu-
ji do kostniho defektu. Jsou vyvijeny trojrozmérné ma-
trice na bazi nanomateriala (27).

Pro velké mnoZstvi rliznych faktord ovliviiujicich
osteogenezi je sloZité vytvofit experimentdlni model
in vitro nebo na zviteti, jehoz vysledky by byly spoleh-
livé transformovatelné do huméanni mediciny. Sir§imu
pouZiti novych metod také brani nedostatek randomizo-
vanych kontrolovanych klinickych studii (5).

ZAVER

Reparacni schopnosti u seniort jsou omezené nejen
vlivem véku, ptipadné polymorbidity a medikace, ale
i vyskytem osteopenie/pordzy, ktery je vySsi, neZ se
obecné diagnostikuje, a je vyznamné koincidence
s artr6zou, zejména u Zen s nizZ§im BMI a delSim od-
stupem od menopauzy. Stanoveni Singhova indexu
neni v diagnostice osteopenie/porozy spolehlivé a je
nutné denzitometrické vySetfeni. SniZend reparacni
schopnost u osteopenie/pordzy je také dand nizSim
poctem a sniZenim proliferacni schopnosti MKB vyja-
diené vyrazné vyS$Sim Casem potfebnym ke zdvojna-
sobeni populace.

Z hlediska biomateriald nejlepsi vlastnosti vykazoval
allogenni kostni Stép, kde MKB tvofily velké mnoZstvi
kolagenu jiz v expanznim médiu a ve formé aspiratu
kostni dien€.

PUVODNI PRACE
ORIGINAL PAPER

MKB na umélych kostnich ndhradach vyZadovaly pro
tvorbu kolagenu pfitomnost diferenciacniho média. Kli-
¢ovou roli hréla porézni struktura, kdy v naSem experi-
mentu byl patrny rozdil v tvorbé kolagenu — vyraznd pro-
dukce u porézniho $-TCP, dobra produkce u lisovaného
hydroxyapatitu, ale pouze na povrchu, kde byla porozi-
ta patrnd, a minimélni produkce u neporézniho kalcium-
sulfatu.

Vyhledy do budoucna

Pfi 1écbé defektii po uvolnénych endoprotézich,
v osteopenické/porotické kosti nebo obecné v misté
nedostatku MKB a rtstovych faktorti by se nabizela
kombinace allogennich kostnich §tépt, aspiratu kostni
dfené a pfipadné proosteogennich a proangiogennich
rustovych faktort, které vSak vyrazné zvysuji cenu 1éc-
by. Jako velmi vyhodné by se jevilo obohaceni poctu
MKB jejich nakultivovanim a zpé&tnou transplantaci, tato
metoda je vSak zatim moZnd pouze experimentalné.

Posileni osteoinduktivnich vlastnosti §-TCP v kom-
pozitnich materidlech ho predurcuje jako spolehlivou
kostni ndhradu, ale pted zavedenim do rutinni praxe jsou
jeste treba dalsi experimentalni prace a klinické studie.

Nové metody a biomateridly jsou pfislibem vyfeseni
fady obtiZnych klinickych probléma, nicméné pti volbé
spravné 1é¢ebné metody je nutné kritické hodnoceni
experimentalnich praci a dostatecné mnozstvi dobfe
vedenych klinickych studii. Dal$§i vyzkum je tedy
nezbytny, protoZe cesta od izolace MKB ke spolehlivé
podpofe osteogeneze v klinické praxi je jesté dlouha.
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