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Miniinvazivni odbér spongioznich stépu
v traumatologické indikaci — experimentalni
cast studie

Minimally Invasive Cancellous Bone Graft Harvesting in Trauma Indication —
Experimental Part of the Study

P. LATAL', Z. STIKOVA?, Z. TRISKA?, J. SPERL", M. KLOUB!

! Oddeéleni urazove chirurgie Nemocnice Ceské Budsjovice, a.s.
2 Patologické oddéleni Nemocnice Ceské Budgjovice, a.s.

ABSTRACT

PURPOSE OF THE STUDY

Our experimental study presents a set of bone grafts harvested by a minimally invasive procedure from selected deceased
donors. Our objective was to compare the concentration of red bone marrow in the cancellous bone harvested in this way
from selected regions with the reference harvesting from the iliac crest. Thus, the potential of grafts to heal complicated
fractures or non-unions is assessed.

MATERIAL AND METHODS

The Hospital Department of Pathology provided 10 cadaver preparations — 7 male and 3 female for the experiment. In
the process of selection, the age limit was 18-50 years, the other exclusion criteria were severe injuries and burning to
death as mechanisms affecting the condition of the skeletal system, bone diseases except for osteoporosis, and malignant
diseases. From each preparation, a total of 12 samples of cancellous bone tissue were harvested from pre-defined 6 harvest
sites bilaterally — proximal humerus, proximal ulna, greater trochanter of proximal femur, distal femur, proximal tibia and
from the reference region of the iliac wing. The grafts were harvested using a 10 mm bone cutter. In total, 120 samples of
cancellous bone of the determined diameter and uniform length of 30 mm were obtained. The obtained preparations were
laboratory processed, fixed, decalcified and hematoxylin-eosin stained. The samples were assessed microscopically. The
share of the bone tissue and cancellous bone was expressed as a percentage. Determined as a healing potential parameter
was the concentration of red bone marrow and its ratio to the yellow bone marrow was stated. The hypothesis was tested
using the ANOVA analysis of variance.

RESULTS

The highest concentration of red bone marrow was observed in cancellous grafts harvested from the iliac wing with
34.95%, followed by greater trochanter of proximal femur with 31.7%, distal femur with 26.9% and proximal humerus with
21.9%. Its concentration was negligible in proximal tibia with 2.55% and proximal ulna with 0.15%.

By ANOVA statistical method the values of reference samples from the iliac wing and greater trochanter of the femur,
distal femur and proximal humerus were compared. The differences are not statistically significant — P 0.60, 0.48 and 0.34
(p < 0.05). No significant differences were found in the concentration of red bone marrow. Statistically compared were also
the values of reference samples from the iliac wing and proximal tibia, proximal ulna. This difference is statistically significant
— P 0.0008 and 0.0002 (p <0.05). Thus, the difference in the concentration of red bone marrow is obvious.

DISCUSSION

The aforementioned results suggest that the greatest potential to heal will be achieved with the use of bone grafts from
the iliac wing region, followed by greater trochanter of the femur, distal femur and proximal humerus. When testing the
hypothesis by the ANOVA method, the detected differences between the selected harvest regions are not statistically
significant. Therefore, the iliac wing grafts can be used in practice just as the material from greater trochanter of the femur,
distal femur or proximal humerus, which is of equal quality. The other regions, proximal tibia and ulna, contain only minimum
concentration of red bone marrow.

CONCLUSIONS

The experimental study comparing the concentration of red bone marrow in grafts harvested using a minimally invasive
procedure from the region of greater trochanter, distal femur and proximal humerus concluded that these samples are
comparable with the grafts from the iliac wing.

The grafts harvested from proximal tibia and proximal ulna show only negligible concentration of red bone marrow and
their use in clinical practice is disputable.

The benefits of our experimental study for treatment shall be further evaluated in a clinical study.

Key words: bone marrow, stem cells, bone healing/orthobiologics, new technology assessment, autograft harvesting.

Préce vznikla v ramci postgradudlniho studia oboru Experimentalni chirurgie na 3. 1ékarské fakulté¢ Univerzity Karlovy
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Spongiézni kostni tkan slouzi jako diilezita substance
pro vypli kostniho defektu u komplikovanych zlomenin
a pii operaci pakloubt. Kostni §t€py se standardné ode-
biraji z hfebenu lopaty kosti kycelni, kdy odklapime kor-
tikalis a spongidézu odebirdme specidlnim dlatkem.
U ziskanych kostnich $té€pt je podstatny jejich potencial
k hojeni, aby byla vlastni spongioplastika efektivni.

Na naSem oddéleni jsme zacali od brezna 2012 po-
uzivat novou techniku miniinvazivniho odbéru spongidz-
ni kostni tkané spocivajici ve vyuZiti specidlnich fréz
k zisku valce kostni tkan€, ktery je nasledné upravovan.
Techniku jsme zacali pouZivat ve snaze minimalizovat
pooperacni bolesti pacienta v oblasti odbérového mista
a urychlit vlastni operacni vykon. Vélce jsme odebirali
zriznych anatomickych lokalit — proximalniho humeru,
proximélni ulny, proximalniho a distalniho femuru, pro-
ximalni tibie. Otazkou bylo, zda je takto odebrand tkan
stejné kvalitni jako v piipadé standardniho odbéru
z lopaty kosti kycelni. Rozhodli jsme se proto zkoumat
zastoupeni Cervené Kkostni dfené obsahujici kmenové
bunky v takto odebranych valcich kostni tkané (4). Timto
faktorem se zabyval také Schottel, zkoumal aspirat kost-
ni dfené pfi hojeni pakloubt (8). Jednozna¢né vymezuje
dalezitost aktivity cervené kostni dfené. Ta obsahuje
mezenchymové kmenové butiky diferencujici se v osteo-
blasty, osteocyty, adipocyty a chondrocyty. Ostatni para-
metry, napiiklad kostni traimce ¢i vlastni architektonika
tkani, nebyly pro nasi studii podstatné. Nehodnotili jsme
pevnost kosti, ale schopnost remodelace.

Cilem naSeho experimentu je srovnani zastoupeni cer-
vené kostni dfen¢ u miniinvazivné odebranych kostnich
Stépl z kadaver6znich preparatl ze zvolenych oblasti
s referenénim odbérem z hiebenu lopaty kosti kycelni.

MATERIAL A METODIKA

Soubor

Z patologického oddéleni nemocnice bylo pro experi-
ment ziskdno 10 kadaverdznich prepardtii — 7 muzského
a 3 zenského pohlavi. Pfi jejich vybéru byl vék omezen
na 18-50 let, dalSimi vylucujicimi kritérii byly t€Zké tra-
zy a uhoteni jako mechanismy majici vliv na stav opérné
soustavy, kostni choroby kromé osteoporézy a maligni
onemocnéni.

Vlastni odbér vzorkl ze zemrelého darce
Odbér byl proveden do 6 hodin od umrti pacienta. Od
kazdého darce jsme odebrali celkem 12 vzorkl spongi-
6zni kostni tkdné€ z predem definovanych 5 odbérovych
mist oboustranné — proximalniho humeru (PH), proxi-
maélni ulny (PU), velkého trochanteru proximélniho
femuru (VT), distdlniho femuru (DF) a proximalni tibie
(PT) a oboustranné z lopaty kosti kyc¢elni (LKK), kterou
jsme definovali jako referencni oblast. V pripadé€ proxi-
malniho humeru jsme vrtali dva centimetry pod vrcho-
lem velkého hrbolu horizontdlng, u proximdlni ulny
z apexu okovce v ose kosti. U dolni koncetiny jsme cilili
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z oblasti apexu velkého trochanteru proximéalniho femu-
ru $ikmo kaudalné, odbérova oblast z distalniho femuru
se nachdzela laterdln€ 5 cm nad kloubem, z proximéalni
tibie pak 5 cm pod kolennim kloubem.

K odbéru §tépt jsme pouzili frézu o priméru 10 mm,
kterou jsme zavadé€li po vodicim drétu s olivkou. Takto
ziskané valeCky spongidzni kosti jsme pomoci skalpelu
zkrétili sefiznutim prebyvajici spongidzy na jednotnou
délku 30 mm (obr. 1).

Laboratorni zpracovani vzorkii

Material jsme fixovali v neutrdlnim 5% formolu po
dobu 24 hodin a odvapnili jsme jej smési kyseliny mra-
venci, chlorovodikové a destilované vody. Materidl jsme
uzavfeli do odislovanych krabicek, které jsme prali
v tekouci vodé po dobu dvou hodin, zpracovali autotech-
nikou (neutralni 5% formol, odvodnéni 96% etanolem,
2x 1azné€ s xylenem a 4x 1azn€ s parafinem) a zalili para-
finem do tkanovych blockd. Vlastni blocky jsme nakra-
jeli na mikrotomu. Tyto tkanové fezy jsme pak napnuli
na hladiné teplé destilované vody s Zelatinou a nalepili
na podlozni sklicko odmasténé alkoholem. Material
jsme susili pfi 56 °C po dobu 30 minut. Pak jsme fezy
odparafinovali (xylen 20 minut, zavodnéni etanolem,
promyti ve vodé). Na zaveér jsme vzorky nabarvili hema-
toxylinem-eosinem, pfiloZili je na podlozni sklicko
a susili po dobu 30 minut.

Zhodnoceni pripravenych vzorkt

Jednotlivé vzorky jsme hodnotili mikroskopicky.
U kazdého vzorku jsme procentudlné stanovili zastou-
peni kostni tkané a spongidzy. Jako parametr potencialu
hojivosti jsme stanovili zastoupeni ¢ervené kostni dfené
a vyjadrili jsme jeji pomér k dieni zluté. Jiné hodnoceni
a zpracovani vzorkl nebylo technicky moZzné. Jednalo
se 0 vEtsi Casti tkani, cozZ prinasi potiebu delsiho procesu
odvéaptiovani. Tim dochézi k znehodnocovéani materidlu
k pfipadnému imunohistochemickému vySetfeni (5).

Porovnali jsme jednotlivé oblasti odbéru mezi sebou
a s referenénim odbérovym mistem z lopaty kosti kycel-
ni. Pravé a leva strana jednotlivych kadaverd byly pro
toto srovnani primérovany. Pro kontinudlni proménné
jsme stanovili primér. Pro testovani hypotézy jsme
pouZili metodu analyzy rozptylu ANOVA (1).

VYSLEDKY

Nejvétsi zastoupeni Cervené kostni diené mély spon-
gidzni S$t€py odebrané z lopaty kosti kycelni 34,95 %,
dale velkého trochanteru proximalniho femuru 31,7 %,
distdlniho femuru 26,9 % a proximalniho humeru
21,9 %. Jeji zastoupeni bylo zanedbatelné v pripadé pro-
ximalni tibie (2,55 %) a proximalni ulny (0,15 %).

Nejprve jsme statistickou metodou ANOVA porovnali
hodnoty referen¢nich vzorkl lopaty kosti kycelni a vel-
kého trochanteru (tab. 1). F hodnota testovaného kritéria
byla 0,28 a P hodnota 0,60. Vysledek neni statisticky
signifikantni (p < 0,05). Dale jsme srovnali odbéry
z lopaty kosti kycelni a z distdlniho femuru. F hodnota
testovaného kritéria byla 0,51 a P hodnota 0,48. Vysle-
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Tab. 1. Statistické porovnani podilu ¢ervené kostni drené referencnich vzorki LKK a ostatnich odbérovych mist/ Table 1. Statistical
comparison of the concentration of red bone marrow with the reference samples from the iliac wing and other harvest sites

Darce LKK (= %) VT (S %) DF (3 %) PH (X %) PT (X %) PU (X %)
1 60 54 58 42 0 0

2 26 32 18 25 0 0

3 71 65 68 58 0 0

4 25 21 15 6 0 0

5 80 95 72 78 0 0

6 85 68 62 38 8 0

7 97 80 69 40 0 1

8 58 47 61 40 0 0

9 107 85 39 55 43 0

10 90 87 76 56 0 2
Primér 34,95 % 31,7 % 26,9 % 21,9 % 2,55 % 0,15 %
P 1,00 0,60 0,48 0,34 0,0008 0,0002

LKK — lopata kosti kycelni, VT — velky trochanter proximélniho femuru, DF — distalni femur, PH — proximalni humerus, PT — proximalni

tibie, PU — proximdlni ulna

dek neni opét signifikantni (p < 0,05). Statistickou meto-
dou rozptylu jsme porovnali odbér z lopaty kosti kycelni
a proximalniho humeru. F hodnota testovaného kritéria
nam vysla 0,93 a P hodnota 0,34. Vysledek neni opét
statisticky vyznamny pfi hladiné vyznamnosti p < 0,05.
Na zavér jsme takto statisticky srovnali referencni vzor-
ky s materidlem z proximélni tibie a proximalni ulny.
Zde je jiz patrny statisticky vyznamny rozdil mezi refe-
ren¢nim odbérem z lopaty kosti kyc€elni a proximalni
tibii (F 14,61, P 0,0008) a proximalni ulnou (F 19,05, P
0,0002), hladina vyznamnosti p < 0,05.

DISKUSE

V literature jsme neobjevili Zadnou praci, kterd by se
danym tématem v tomto rozsahu zabyvala. Z uvedenych
vysledka plyne, Ze lze v praxi pouzit v ramci planované
spongioplastiky $tépy z lopaty kosti kycelni, stejné tak
ale i kvalitou rovnocenné §tépy z oblasti velkého tro-

et

Obr. 1. Odebrané vzorky spongiozy od jednoho ddrce obou-
stranné. / Fig. 1. Samples of spongiotic bone harvested from a
single donor bilaterally.

chanteru, distdlniho femuru nebo proximalniho humeru.
Je patrny vyznamny rozdil mezi referencni lopatou kosti
kycelni a proximalni tibii ¢i proximalni ulnou. K diskusi
se nabizi, ¢im muzZe byt zplsoben vyrazny rozdil
v zastoupeni cervené kosti dfené oblasti proximdlni tibie
aulny. Z klinické ¢asti studie totiZ vime, Ze hlavné §tépy
z oblasti proximalni tibie vykazuji pfiznivé parametry
hojeni. V pripadé proximélni tibie se domnivame, Ze
nebylo zcela spravné zvoleno odbérové misto, nebot
pfedpoklddame vétsi mnoZstvi Cervené spongiozy kra-
nidlngji, smérem k plateau tibie. To mohlo mit vliv na
vysledky. Dalsim dalezitym faktorem muzZe ale také byt
vyrazny pokles tvorby kostnich bunék této oblasti po
18. roku Zivota, po dokonceni ristu. V piipadé proxi-
malni ulny mohly byt vysledky ovlivnény technickym
faktorem. Tedy pomérné silnou kortikalis v této oblasti
a vlastnim technicky obtiZznym odbérem (poloha lokte,
cileni).

S kadaver6znimi darci pracuje ve své studii Lim (6).
Zabyval se miniinvazivnim odbérem kostnich $tépi
z proximadlni tibie. VySetfuje stabilitu proximalni tibie
béhem fyziologického zatiZeni a maximalni mozny bez-
pecny primér odebraného vélce. Celkem pracuje s jede-
ndcti tély. PouZiva frézy 11 a 25 mm. Nezaznamenal roz-
dil v pouziti fréz v ramci bé€Zného fyziologického
zatiZeni. Ziskané mnoZzstvi §t€pd je podle Lima srovna-
telné s mnozstvim Stépll ziskanych standardnim odbé-
rem z lopaty kosti ky¢elni. Nicmén¢ jedna se spise o bio-
mechanickou studii. Nehodnoti kvalitu odebranych
$tépl, nezpracoval jejich histologii.

Engelstad srovnava zisky moZznych objemi kostni tka-
né z 3 riznych odbérovych lokalit u jednoho kadave-
rozniho darce (2). Zkouma oblasti SIAS, SIAP (spina
iliaca ant. superior a posterior) a proximalni tibii. VyuZi-
va 10 kadavert. Nejvétsi objem tkané ziskal prekvapive
7z oblasti proximalni tibie. Ale opét se nezabyval poten-
cidlem materidlu k hojeni. My jsme u naSich vzorka
pouzivali standardizovany objem valecku 2,36 cm?.
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Patterson zkoumd v své praci rozdil kvality, zastoupeni
osteogennich progenitort, St€pt z lopaty kosti kycelni
ziskanych aspiraci a klasickym odbérem (7). Ma soubor
celkem 33 pacientll. PouZziva k hodnoceni aspirat a tri-
kortikalni $t€p. U klasického St€pu odd€luje skupinu
bunék tzv. trabekularniho prostoru a vlastni kostni dfen¢.
Z vysledki uvadi jako nejvyssi podil osteogennich pro-
genitorl bunék z trabekuldrniho prostoru. Jejich aktivita
je vramci srovnani aspirdtu a standardniho spongi6zniho
Stépu 3x nizsi. Aspirat kostni diené jsme v nasi studii
nehodnotili, nebot nema pro nasi opera¢ni praxi vyznam.

Guarnieri zkouma v histologické a histomorfometric-
ké analyze kvalitu anorganické minerdlni bovinni
matrix. Sleduje jeji schopnost degradace (3). Novotvo-
fend kost vykazuje riizné zrajici Cetné osteocyty, pri¢emz
je jich vétsi podil blize k charakteru St€pu. Histomorfo-
metrie ukazuje primérné hodnoty novotvorené Kosti
40,84 %, 33,58 % rezidua stépu a 1,69 % osteoidni tkané.
Klasifikuje tyto $tépy jako dlouhodobé degradovatelné.
Nase studie neméla moZnost v uréenych laboratornich
podminkach histomorfometrickou analyzu vyuzit
(metoda umozZiiuje kvantitativni hodnoceni bioptickych

Voo

vzorkt kosti, napf. pro objem osteoidu, $itky trabekul).
ZAVER

Na zdkladé experimentilni studie porovnavajici
zastoupeni Cervené kostni dfené u miniinvazivné ode-
branych §tépl z oblasti velkého trochanteru, distalniho
femuru a proximalniho humeru jsou tyto vzorky srov-
natelné se §tépy z lopaty kosti kycelni. Stépy odebrané
z proximdlni tibie a proximalni ulny vykazuji mizivé
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zastoupeni Cervené kostni dfené a pro klinickou praxi je
jejich pouziti sporné. Pfinos nasi experimentalni studie
pro 1éCbu je nutné zhodnotit v studii klinické.
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