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ABSTRACT

Purpose of the study
The preclinical study aimed to compare the healing of segmental bone defects treated with biodegradable hyaluronic 

acid and tricalcium phosphate-based hydrogel with the established autologous spongioplasty. Another aim was to evalu-
ate the hydrogel as a scaffold for osteoinductive growth factor of bone morphogenetic protein-2 (BMP-2) and stem cells.

Material and methods
The study was conducted in an in vivo animal model. A standardized rabbit model of a 15 mm long segmental bone 

defect of left radius was used. A total of 40 animals were divided into 5 groups of 8 individuals. In the KO- (negative control) 
group, the created defect was left to heal spontaneously. In the KO+ (positive control) group, the defect was filled with 
morselized bone autograft prepared from the resected segment. In the study group A, the defect was filled with hydrogel 
based on hyaluronic acid derivative and tricalcium phosphate. In the study group B, the defect was filled with hydrogel 
based on hyaluronic acid derivative, tricalcium phosphate and bone marrow aspirate. In the study group C, the defect was 
filled with hydrogel based on hyaluronic acid derivative, tricalcium phosphate, bone marrow aspirate and BMP-2. Healing 
was assessed using radiographs at 1, 6, and 12 weeks postoperatively and histology specimens were collected at 16 
weeks postoperatively.

Results
Altogether 35 rabbits survived (KO- 7, KO+ 7, A 7, B 6, C 8) until the end of the study. As concerns the radiographic as-

sessment, the best results were achieved by the groups KO+ and C, where new bone formation across the entire width of 
the bone defect was clearly seen at 6 and 12 weeks and the osteotomy line was completely healed too. At 12 weeks, 
complete bone remodelling was observed in all animals in the group KO+, whereas in the group C, bone remodelling was 
fully completed in 5 animals and partially completed in 3 animals. In terms of histological assessment, however, the best 
results were achieved by the group C, where the bone defect was completely remodelled into lamellar bone in 7 speci-
mens, while in 1 specimen it healed with bony callus formation. In the group KO+, the defect was healed in 4 specimens 
by cartilaginous callus with loci of remodelling into bony callus, in 2 specimens the bony callus was predominant with 
cartilaginous callus areas, and only one defect was completely remodelled into lamellar bone. 

Discussion
Compared to autografts that manifest osteogenic, osteoinductive and osteoconductive properties, the biodegradable 

hyaluronic acid and tricalcium phosphate-based hydrogel has osteoconductive properties only. Thus, it was also tested in 
our study as a scaffold for bone marrow cells and BMP-2 osteoinductive growth factor. Thanks to its semi-liquid proper-
ties, the biodegradable hyaluronic acid and tricalcium phosphate-based hydrogel is a promising material for use in 3D 
printing. 

Conclusions
The preclinical study in an in vivo animal model confirmed the beneficial effect of the biodegradable hyaluronic acid and 

tricalcium phosphate-based hydrogel on the healing of critical-size segmental bone defects. Better healing of these de-
fects was also confirmed for filling composed of hydrogel and BMP-2 osteoinductive growth factor. The benefit of bone 
marrow aspirate mixed with hydrogel was not confirmed.

Key words: bone defect, non-union, rabbit, hyaluronic acid, calcium phosphate, stem cells, BMP-2, scaffold, bone hea-
ling, spongioplasty.
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ÚVOD

Kostní tkáň má unikátní schopnost regenerace. Ten-
to regenerační potenciál se projevuje kontinuálně pro-
bíhající remodelací skeletu a také při hojení zlomenin 
(3). Kostní hojení je složitý proces, který tvoří interakce 
mnoha růstových faktorů, buněk a extracelulární matrix 
(8, 15). Tento proces lze ovlivnit na úrovni osteogene-
ze, osteoindukce nebo osteokondukce. Osteogenní ma-
teriály stimulují diferenciaci v osteoblasty a tím aktivně 
podporují tvorbu kosti. Osteindukční cytokiny (BMP-2, 
BMP-7, rh-BMP-2) zase aktivují osteoblasty a  tím 
urychlují kostní hojení (7, 9, 15, 18). Osteokondukční 
materiály (keramické materiály na bázi kalciumfosfátu, 
hydroxyapatity, hyaluronany) poskytují na molekulární 
úrovni mechanickou oporu pro kostní novotvorbu 
a  také přitahují a vážou buňky s osteogenními schop-
nostmi (13). Do biomateriálu lze také přidat mezenchy-
mální kmenové buňky, které se mohou dále diferenco-
vat v osteoblasty. Dalšími důležitými faktory pro kostní 
hojení jsou mechanická stabilita kostního svalku a dob-
rá kvalita okolních měkkých tkání, která zajišťuje do-
statečné krytí a dobré cévní zásobení (5, 17).

Kostní defekty vznikají nejčastěji v důsledku vyso-
koenergetických poranění, osteomyelitidy, resekce ná-
doru nebo jako vrozená vada (16, 19, 21). Pokud trau-
ma přesáhne kritickou mez, kostní defekt se spontánně 

nezhojí. Termín kritický kostní defekt je definován jako 
poranění skeletu, které se nezhojí bez chirurgické inter-
vence (2, 24). 

Cílem naší preklinické studie je porovnání hojení 
segmentárních kostních defektů ošetřených biodegradi-
bilním hydrogelem na bázi kyseliny hyaluronové a tri-
kalciumfosfátu se zavedenou technikou autologní spon-
gioplastiky. Dalším cílem je zhodnocení hydrogelu jako 
nosiče osteoindukčního faktoru bone morphogenetic 
protein-2 (BMP-2) a  kmenových buněk přítomných 
v aspirátu kostní dřeně.

Materiál a metodika

Experimentální zvířata
Studie byla prováděna na zvířecím modelu in vivo. 

Pokusnými zvířaty bylo 40 samic králíka kmene No-
vozélandský bílý. Jednalo se o standardizovaný králičí 
model segmentárního kostního defektu radia. Se zvířaty 
bylo zacházeno šetrně v souladu se schváleným projek-
tem pokusů podle § 16a zákona č. 246/1992 Sb., 
na ochranu zvířat proti týrání, ve znění pozdějších před-
pisů. Králíci byli ustájeni ve viváriu Lékařské fakulty 
v Hradci Králové. Po 2týdenní aklimatizaci byl na le-
vém předloktí proveden operační zákrok. Věk králíků 
v  době operace byl 14 týdnů a  průměrná hmotnost 
3,2 kg.

Obr. 1. Operační postup: a) oholená levá přední končetina; b) založení elevatorií kolem radia; c) stav po osteotomii radia; d) 
stav po odstranění kostního segmentu (skupina KO-); e) aspirace kostní dřeně z lopaty kosti kyčelní; f) výplň kostního defektu 
autoštěpy (skupina KO+); g) výplň defektu hydrogelem (skupina A).
Fig. 1. Surgical procedure: a) shaved left forelimb; b) insertion of elevators around the radius; c) status after the radial oste-
otomy; d) status after the bone segment removal (group KO-); e) aspiration of bone marrow from the iliac crest; f) filling of the 
bone defect with autografts (group KO+); g) filling of the bone defect with hydrogel (group A).
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Operační postup 
Předoperačně byla podána profylaktická dávka anti-

biotika enrofloxacinu (Enroxil 50 mg/ml v dávce 5 mg/
kg s.c.). Zvířata byla po premedikaci medetomidinem 
(Domitor 1 mg/ml v  dávce 0,3 mg/kg s.c.) uvedena 
do  celkové anestezie ketaminem (Narkamon 100 mg/
ml v dávce 25 mg/kg i.v.) a fixována na malý operační 
stolek v poloze na břiše. Operační pole bylo oholeno, 
dezinfikováno jodovaným povidonem (chirurgický roz-
tok Betadine) a sterilně zarouškováno.

Podélný kožní řez délky 4 cm byl veden na dorzální 
straně levého předloktí ve vzdálenosti 2-6 cm od radio-
-karpálního kloubu (obr. 1). Fascie na dorzální straně 
předloktí byla podélně protnuta a kolem vřetení kosti 
byla založena elevatoria. Ve vzdálenosti 2,5–4 cm od 
radio-karpálního kloubu byl oscilační pilou vytnut 
kostní segment radia (včetně periostu a membrana in-
terosea) délky 15 mm. Jako prevence termického po-
škození oscilační pilou bylo použito chlazení fyziolo-
gickým roztokem. Ponechaná loketní kost sloužila 
jako biologická dlaha. 40 zvířat bylo rozděleno do 
5 skupin po 8 jedincích a segmentární defekt byl v jed-
notlivých skupinách ošetřen podle následujícího sché-
matu:

Skupina KO- negativní kontrola (n=8). Vytvořený 
defekt byl ponechán spontánnímu hojení.

Skupina KO+ pozitivní kontrola (n=8). Vytvořený 
defekt byl vyplněn morselizovanými autoštěpy, které 
byly připraveny z resekovaného segmentu.

Skupina A (n=8). Vytvořený defekt byl vyplněn 
hydrogelem na  bázi derivátu kyseliny hyaluronové 
0,5 ml a trikalciumfosfátu 0,3 ml dle následujícího po-
stupu. Roztok č. 1: Derivát kyseliny hyaluronové HA-
-CHO (Contipro) byl rozpuštěn v koncentraci 40 mg/ml 
ve fyziologickém roztoku. Roztok č. 2: Síťovací činidlo 
POA O,O´-1,3-propanediylbishydroxylalmine (Merck) 
byl rozpuštěn v koncentraci 0,8 mg/ml ve  fyziologic-
kém roztoku. Granule trikalciumfosfátu Poresorb 
1–2 mm (Lasak) byly rozdrceny. Finální hydrogel byl 
připraven smícháním 0,25  ml roztoku č. 1 s  0,25  ml 
roztoku č. 2 a 0,3 ml trikalciumfosfátu.

Skupina B (n=8). Vytvořený defekt byl vyplněn 
hydrogelem na  bázi derivátu kyseliny hyaluronové 
0,4 ml, trikalciumfosfátu 0,15 ml a aspirátu kostní dře-
ně 0,25  ml dle následujícího postupu. Aspirát kostní 
dřeně byl získán punkcí hřebene lopaty kosti kyčelní. 
Granule trikalciumfosfátu o objemu 0,15 ml byly rozdr-
ceny a smíchány s 0,25 ml aspirátu kostní dřeně, 0,2 ml 
roztoku č. 1 a 0,2 ml roztoku č. 2.

Skupina C (n=8). Vytvořený defekt byl vyplněn 
hydrogelem složeným z derivátu kyseliny hyaluronové 
0,25 ml, trikalciumfosfátu 0,3 ml, aspirátu kostní dřeně 
0,125 ml a BMP-2 proteinu 0,125 ml dle následujícího 
postupu. BMP-2 protein (Abbexa, UK) byl rozředěn 
ve  fyziologickém roztoku na  koncentraci 200 ug/ml. 
Granule trikalciumfosfátu o objemu 0,3 ml byly rozdr-
ceny a  smíchány s  0,125  ml BMP-2 (25 ug BMP-2), 
0,125 ml aspirátu kostní dřeně a 0,25 ml derivátu kyse-
liny hyaluronové.

Po výplni segmentárního kostního defektu byla pro-
vedena sutura fascie Dafilon 3/0 a  kůže Vicryl Rapid 
3/0 stehy. Operační pole bylo dezinfikováno jodova-
ným povidonem a sterilně zakryto.

K tlumení pooperační bolesti byl ihned po operaci 
podán buprenorfin (Bupredine vet 0,3 mg/ml v dávce 
0,05 mg/kg s.c.) v jednodenních intervalech po dobu 48 
hodin a meloxicam (Meloxicam vet 5 mg/ml v dávce 
0,6 mg/kg s.c.) v  jednodenních intervalech po dobu 7 
dnů. Králíci dále dostávali profylakticky antibiotika en-
rofloxacinu (Enroxil 50 mg/ml v  dávce 5 mg/kg s.c.) 
v jednodenních intervalech po dobu 4 dnů. Po operaci 
byla sledována hmotnost zvířat, schopnost přijímat po-
travu, postoj, mobilita a stav operační rány. 

Rentgenové vyšetření 
V 1., 6. a 12. týdnu od operace byl u všech zvířat 

proveden rentgen levé přední končetiny. Zvířata byla 
při rentgenu sedována medetomidinem (Domitor 1 mg/
ml v dávce 0,15 mg/kg s.c.). Rentgenové snímky byly 
zaslepeny a ohodnoceny dvojicí pozorovatelů dle skó-
rovacího systému Josepha Lane (tab. 1). Byla hodnoce-
na novotvorba kosti, prohojení kostního defektu a  re-
modelace kosti v 6. a 12. týdnu od operace. Výsledky 
hodnocení obou pozorovatelů byly zprůměrovány. 

Tab. 1. Skórovací systém pro hojení segmentárního kostního defek-
tu volně podle Josepha Lane (10). Hodnocena novotvorba kosti, 
prohojení defektu a remodelace kosti.   Maximálním možným po-
čtem bodů 12
Table 1. Scoring system to assess segmental bone defect healing 
based on the Joseph Lane scoring system (10). New bone formati-
on, defect healing and bone remodelling were assessed. The maxi-
mum possible score was 12

Novotvorba kosti

žádná novotvorba
kost tvoří 25% defektu
kost tvoří 50% defektu
kost tvoří 75% defektu
kost tvoří 100% defektu

0
1
2
3
4

Prohojení defektu

patrná celá linie osteotomie
patrná část linie osteotomie
není patrna linie osteotomie

0
2
4

Remodelace kosti

žádná remodelace kosti
remodelace nitrodřeň. kanálu 
plná remodelace 

0
2
4

Statisticky zpracovány byly výsledky rentgenového 
hodnocení všech skupiny v 6 a 12 týdnech od operace. 
Testovala se hypotéza shody mezi negativní kontrolou 
(KO-) a pozitivní kontrolou (KO+), dále hypotéza sho-
dy mezi negativní kontrolou (KO-)a testovanými skupi-
nami (A, B, C), dále hypotéza shody mezi pozitivní 
kontrolou (KO+)a testovanými skupinami (A, B, C) 
a také hypotéza shody mezi jednotlivými testovanými 
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skupinami (A, B, C). Alternativní hypotézou bylo, že se 
skupiny se od  sebe liší. Byla použita neparametrická 
Kruskalova-Wallisova analýza s  post-hoc Dunnovým 
testem.

Histologické vyšetření
Po uplynutí 16 týdnů sledovaného období byla zví-

řata uvedena do celkové anestezie stejným protokolem 
jako při operaci. V celkové anestezii byla zvířata usmr-
cena intrakardiálně podaným pentobarbitalem (Pento-
barbital sodium 1000 mg/ml v  dávce 140,0 mg/kg). 
Levé předloktí bylo odebráno, očištěno od  měkkých 
tkání a vloženo do 10% roztoku formaldehydu (obr. 2). 
Po dekalcifikaci v 10% kyselině mravenčí byly vzorky 
zpracovány klasickou parafínovou technikou a  byly 
zhotoveny mikrořezy o tloušťce 5 µm. Tyto řezy byly 
obarveny hematoxylin-eozinem (HE) a  Massonovým 
trichromem (MT). Zaslepené vzorky byly hodnoceny 
certifikovaným veterinárním patologem pod světelným 
mikroskopem a digitalizovány. 

Výsledky

Do konce studie přežilo 35 králíků (KO- 7, KO+ 7, 
A 7, B 6, C 8). Jeden králík uhynul při operaci v důsled-
ku předávkování anestetiky. Dva králíci uhynuli v dů-
sledku střevní dismikrobie při profylaktickém podávání 
antibiotik a to 3. a 7. den od operace. Dva králíci uhy-
nuli 2. a 14. den po operaci z nejasné příčiny, ale byla 
u nich nalezena pneumonie a zánětlivé změny horních 
cest dýchacích, které se vyskytují u pasterelózy. 

Byly zaznamenány také infekční komplikace, kdy 
se u dvou králíků ze skupiny A rozvinul absces v ope-
rační ráně. V  jednom případě 10. pooperační den 

a ve druhém 14. pooperační den. Absces byl evakuován 
a  byla nasazena antibiotika enrofloxacin (Enroxil 50 
mg/ml v dávce 5 mg/kg s.c.) po dobu 7 dnů bez dalších 
komplikací. 

Výsledky rentgenového vyšetření
Pooperační rentgenové snímky byly zhotoveny 

1. pooperační den a sloužily především ke kontrole po-
operačního stavu. Byla hodnocena délka kostního de-
fektu a umístění výplně. Ve všech případech byla délka 
vytvořeného defektu 15  mm. Segmentární defekt byl 
ve všech skupinách (A, B, C) vyplněn hydrogelem v ce-
lém rozsahu. Ve skupině A byl ve dvou případech vidi-
telný únik části hydrogelu mimo kostní defekt. Ve sku-
pině B (s  nejmenším procentuálním podílem trikalci-
umfosfátu) byla bezprostředně pooperačně pozorována 
nejnižší denzita provedené výplně. Nejvyšší denzita 
výplně hydrogelem byla ve skupině C (s vysokým pro-
centuálním podílem trikalciumfosfátu ve výplňové sub-
stanci) a  ve  skupině KO+, kde byla provedena výplň 
autoštěpy (obr. 3).

Rentgenové snímky v 6. a 12. týdnu byly hodnoceny 
dle skórovacího systému Josepha Lane. 

Ve skupině KO- nebyl defekt kosti zhojen v žád-
ném případě v 6 ani 12 týdnech. V pěti případech byla 
patrná novotvorba kosti pouze při okrajích defektu. 
Průměrné hodnocení v 6 týdnech bylo 2,4 bodu a ve 12 
týdnech 2,6 bodu. 

Ve skupině KO+ byla novotvorba kosti patrná v 6 
i 12 týdnech v plné šíři kosti, stejně tak linie osteotomie 
byla zcela prohojena u všech případů. Remodelace kos-
ti byla v 6 týdnech ve většině případů částečná, ve 12 
týdnech již kompletní. Průměrné hodnocení v  6 tý-
dnech bylo 9,9 bodu a ve 12 týdnech 11,7 bodu.

Ve skupině A byly pooperační rentgeny značně he-
terogenní. V  této skupině se u  dvou králíků vyvinul 
v ráně absces, který se projevil kompletním neprohoje-
ním kostního defektu v 6 i 12 týdnech. V jednom dalším 
případě byl defekt kosti prohojen atrofickým svalkem. 
Ve čtyřech případech byl defekt zhojen v plné šíři kosti 
s částečnou remodelací v 6 týdnech a kompletní remo-
delací ve 12 týdnech. Průměrné hodnocení v 6 týdnech 
bylo 6,6 bodu a ve 12 týdnech 8,4 bodu.

Ve  skupině B byly známky hojení opožděny. V 6 
týdnech byl ve většině případů kostní defekt prohojen, 
ale remodelace kosti byla patrna až ve  12 týdnech. 
V jednom případě se kostní defekt prohojil atrofickým 
svalkem. Průměrné hodnocení v  6 týdnech bylo 6,8 
bodu a ve 12 týdnech 9,2 bodu.

Ve skupině C byla novotvorba kosti patrná v 6 i 12 
týdnech v plné šíři defektu, stejně tak linie osteotomie 
byla zcela prohojena ve všech případech. Na rentgenu 
však byly v 6 i ve 12 týdnech stále patrné partikule tri-
kalciumfosfátu, který se ne zcela resorboval. Přítom-
nost radiodenzních partikulí byla hodnocena jako neú-
plná remodelace kosti, což snižovalo dosažený výsle-
dek rentgenového hodnocení. Průměrné hodnocení v 6. 
týdnu bylo 7,3 bodu a ve 12. týdnu 9,5 bodu.

Obr. 2. Odebrané předloktí očištěné od měkkých tkání. Šipky 
znázorňují původní místo kostního defektu (skupina C).
Fig. 2. Resected forearm cleaned of soft tissue. The arrows 
show the original location of the bone defect (group C). 
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Statistické zpracování rentgenového 
hodnocení

Hypotéza shody mezi negativní (KO-) a  pozitivní 
kontrolou (KO+) v 6 i 12 týdnech od operace byla za-
mítnuta ve prospěch pozitivní kontroly (p≤0,001), čímž 
byla prokázaná funkčnost biologického modelu. 

Hypotéza shody mezi negativní kontrolou (KO-)a 
testovanými skupinami (A, B, C) byla v 6 i 12 týdnech 

ve všech případech zamítnuta ve prospěch testovaných 
skupin (p≤0,05). To prokazuje reparační schopnost bio-
degradibilního hydrogelu. 

Hypotéza shody mezi pozitivní kontrolou (KO+)a 
testovanými skupinami (A, B, C) byla v 6 i 12 týdnech 
ve všech případech zamítnuta, ale tentokrát ve prospěch 
pozitivní kontroly (p≤0,05). Výsledky rentgenového 
hodnocení byly tedy nejlepší u pozitivní kontroly.

Obr. 3. Vybrané rtg snímky předloktí jednotlivých skupin zobrazující  kostní defekty v 1., 6. a 12. týdnu od operace. 
Fig. 3. Selected radiographs of the forearms of each group showing bone defects at 1, 6 and 12 weeks postoperatively. 
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Hypotéza shody mezi jednotlivými testovanými 
skupinami (A, B, C) nebyla v 6 i 12 týdnech zamítnuta. 
To znamená, že výsledky rentgenového hodnocení ne-
byly mezi testovanými skupinami statisticky význam-
né.

Výsledky histologického vyšetření
V  histologických vzorcích byla hodnocena novo-

tvorba kosti, míra prohojení defektu a zralost kostního 
svalku. 

Ve skupině KO- nebyl kostní defekt zhojen v žád-
ném případě. Ve všech 7 vzorcích byl kostní defekt vy-
plněn fibrózní nebo tukovou tkání. Z toho ve 3 vzorcích 
byl také nelezen pruh chondrogenní osifikace, který 
však zanikal ve fibrózní nebo tukové tkáni. 

Ve skupině KO+ byl kostní defekt zhojen ve všech 
případech. Jeden vzorek byl kompletně prohojen remo-
delovanou lamelární kostí, ve  2 vzorcích byl defekt 
zhojen kostěným svalek s okrsky chrupavčitého svalku 
a ve 4 vzorcích bylo místo defektu zhojeno převážně 
chrupavčitým svalkem s ložisky přestavby do kostěné-
ho svalku. 

Ve  skupině A  byl ve  2 vzorcích defekt kompletně 
prohojen remodelovanou lamelární kostí, ve 2 vzorcích 
byl defekt prohojen remodelovanou lamelární kostí 
s  okrsky kostěného a  chrupavčitého svalku (obr. 4) 
a ve 3 vzorcích byl nalezen granulomatosní zánět pře-
cházející do periostu a defekt nebyl zcela prohojen. Jed-
nalo se o dvojici králíků se známým abscesem a o krá-
líka s atrofickým svalkem na rentgenu. 

Ve  skupině B byl defekt ve  2 vzorcích kompletně 
prohojen remodelovanou lamelární kostí, ve 2 vzorcích 
byl defekt zhojen remodelovanou lamelární kostí 
s okrsky fibrózního a chrupavčitého svalku a drobným 
ložiskem granulomatozního zánětu (obr. 5) a ve 2 vzor-
cích byl granulomatosní zánět a defekt nebyl zcela pro-
hojen. Jednalo se o  králíky s  atrofickým svalkem 
na rentgenu, u kterých se zánět klinicky neprojevil.

Ve skupině C byl kostní defekt zhojen ve všech pří-
padech a zralost kostního svalku byla nejpokročilejší. 
V 7 vzorcích byl kostní defekt zhojen remodelovanou 
lamelární kostí (Obr. 6) a v 1 případě kostěným sval-
kem. Ve vzorcích se stále nacházely ne zcela rezorbova-
né partikule trikalciumfosfátu.

DISKUSE

Pro studii jsme použili standardizovaný králičí mo-
del segmentárního kostního defektu radia délky 15 mm 
(1, 6, 17). Minimální délka kostního defektu, který se 
přirozeně nezahojí, je stanovena na 14 mm (25). 

Hlavním cílem preklinické studie bylo porovnání 
hojení segmentárních defektů vyplněných biodegrada-
bilním hydrogelem s hojením defektů ošetřených mor-
selizovanými autoštěpy. Autoštěpy jsou dosud považo-

Obr. 4. Longitudinální řez kostním defektem – skupina A: 
1. lamelární kost; 2. chrupavčitý svalek; 3. periost. 
Fig. 4. Longitudinal section through the bone defect – 
group A: 1. lamellar bone; 2. cartilaginous callus; 3. perios-
teum. 

Obr. 5. Longitudinální řez kostním defektem – skupina B: 1. 
lamelární kost; 2. ložisko fibrózní osifikace; 3. ložisko granu-
lomatózního zánětu; 4. fibrózní svalek; 5. periost.
Fig. 5. Longitudinal section through the bone defect – group 
B: 1. lamellar bone; 2. fibrous ossification locus; 3. granu-
lomatous inflammation locus; 4. fibrous callus; 5. periosteum. 

Obr. 6. Longitudinální řez kostním defektem – skupina C: 1) 
lamelární kost; 2) periost; 3) dřeňová dutina.
Fig. 6. Longitudinal section through the bone defect – group 
C: 1. lamellar bone; 2. periosteum; 3. medullary cavity.
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vány za zlatý standard léčby kostních defektů pro své 
osteogenní, osteoindukční i osteokondukční vlastnosti. 
Biodegradabilní hydrogel byl složen z derivátu kyseli-
ny hyaluronové, který zajišťoval potřebné tekuté vlast-
nosti a poskytoval médium pro reparační procesy a tri-
kalciumfosfátu, který dodal osteokondukční vlastnosti. 
Hydrogel jsme také testovali jako nosič buněk s osteo-
genním potenciálem, tedy mezenchymálních kmeno-
vých buněk z kostní dřeně a jako nosič osteindukčního 
faktoru BMP-2. Kombinací trikalciumfosfátu s  auto-
logními kmenovými buňkami jsme již dříve prokázali 
schopnost zhojit kostní defekt v  remodelovanou kost 
(20). BMP-2, jako silný osteoindukční cytokin, aktivuje 
osteoblasty, osteoklasty i adipocyty. Několik klinických 
studií ukázalo i  jeho vedlejší účinky (4,7). Aktivace 
osteoblastů sice vede k tvorbě kosti, ve vyšších koncen-
tracích však způsobuje tvorbu kosti v ektopických loka-
litách. Aktivované osteoklasty mohou vést k osteolýze 
a aktivované adipocyty se mohou projevit tvorbou kost-
ních cyst. BMP-2 také iniciuje uvolnění prozánětlivých 
cytokinů a  interleukinů. To může v  prozánětlivé fázi 
kostního hojení vést k zánětlivým a raným komplika-
cím (8, 14, 21, 22). I přes tyto komplikace je BMP-2 
hojně využíván ve  spondylochirurgii a  maxilofaciální 
chirurgii. Bylo prokázáno, že keramické materiály jako 
kalciumfosfáty mají vysokou afinitu k BMP-2 (12, 24). 
Walsh porovnal dynamiku uvolňování BMP-2 keramic-
kého hydroxyapatitového a kolagenového skafoldu. Za-
tímco u  keramického skafoldu se v  prvních 5 dnech 
uvolnilo 30 % a ve 30 dnech 60 % BMP-2, u kolageno-
vého skafoldu se v prvních 5 dnech uvolnilo 70–80 % 
a ve 30 dnech 88 % BMP-2 (23). Keramické materiály 
tedy optimalizují uvolňování BMP-2. Tímto lze mini-
malizovat prozánětlivý efekt v časné fázi kostního hoje-
ní, zatímco zvýšíme koncentraci BMP-2 ve fázi kostní 
novotvorby. Koncentrace vázaného BMP-2 na  kera-
mické materiály u králičího modelu se v  jednotlivých 
studiích dosti liší v rozmezí od 6 ug/ml až přes 100 ug/
ml (10, 11). K přípravě našeho hydrogelu jsme použili 
koncentraci 31 ug/ml a vedlejší účinky BMP-2 jsme ne-
zaznamenali.

Ve  skupině KO-, která reprezentovala negativní 
kontrolu, nedošlo na rtg snímcích ke zhojení ani ve 12 
týdnech a ve všech vzorcích byl defekt vyplněn fibrózní 
nebo tukovou tkání. To prokázalo, že kostní defekt je 
kritický, tedy že se spontánně nezhojí. 

Ve  skupině KO+, která reprezentovala autologní 
spongioplastiku, byl výsledek rtg hodnocení v 6 i ve 12 
týdnech statisticky významně nejlepší (p≤0,05). Kostní 
defekt byl zhojen v celé šíři zhojen, linie osteotomie za-
niklá a kost byla ve 12 týdnech kompletně remodelova-
ná. V testované skupině C byl kostní defekt také zhojen 
v celé šíři kosti a linie osteotomie zcela zaniklá, přítom-
nost radiodenzních partikulí trikalciumfosátu však byla 
hodnocena jako neúplná remodelace kosti, což negativ-
ně ovlivnilo výsledek rtg hodnocení. Výsledek histolo-
gického hodnocení naopak dopadl nejlépe ve  skupině 
C, kde i  přes přítomnost partikulí trikalciumfosfátu 
bylo 7 vzorků zhojeno remodelovanou lamelární kostí 

a jen jeden vzorek kostěným svalkem. Ve skupině KO+ 
byl defekt zhojen remodelovanou lamelární kostí pouze 
v jednom případě, zatímco u dalších vzorků byl zhojen 
svalkem s nižším stupněm zralosti. Vysoký stupeň zra-
losti svalku ve  skupině C přikládáme osteogenním 
schopnostem BMP-2. 

Ve skupinách A i B byl u několika vzorků nelezen 
granulomatózní zánět, který devalvoval výsledky rtg 
i  histologického hodnocení. Zánět v  místě kostního 
svalku vedl k odplavení nebo degradaci kostní výplně. 
Skupina B (oproti skupině A) byla obohacena o aspirát 
kostní dřeně s kmenovými buňkami. Výsledky rentge-
nového hodnocení však nebyly mezi skupinami A a B 
statisticky významné. Stejně tak výsledky histologické-
ho hodnocení byly u  obou skupin podobné, a  to 
i ve vzorcích, kde se granulomatózní zánět nevyskytl. 
Přidání aspirátu kostní dřeně do hydrogelu tedy nevedlo 
k  požadovanému účinku. Schopnost hydrogelu vázat 
kmenové buňky z  aspirátu kostní dřeně se nám tedy 
prokázat nepodařilo. Příčinou vysokého výskytu granu-
lomatózního zánětu ve skupinách A a B mohla být vy-
soká viskozita připravených hydrogelů, které sice doká-
zaly výborně vyplnit kostní defekt, při následné sutuře 
fascie a  podkoží ovšem ulpívaly na  šicím materiálu 
a mohly být cestou pro prostup bakterií z  vnějšího pro-
středí. Ve skupině C měl hydrogel mnohem vyšší podíl 
trikalciumfosfátu, což výrazně zvýšilo hustotu hydro-
gelu. V důsledku toho již nedocházelo k jeho ulpívání 
na šicím materiálu a infekční komplikace se zde nevy-
skytly. Nepotvrdily se také obavy, že prozánětlivý efekt 
BMP-2 by mohl vést k  infekčním komplikacím. To 
mohlo být ovlivněno vysokou afinitou BMP-2 k trikal-
ciumfosfátu a jeho postupným uvolňováním. Výsledky 
rentgenového hodnocení skupiny C sice nebyly v po-
rovnání s dalšími testovanými skupinami statisticky vý-
znamně lepší, ale při histologické hodnocení dopadla 
skupina C bezpečně nejlépe. 

ZÁVĚR

Provedenou preklinickou studií na zvířecím modelu 
in vivo byl prokázán příznivý vliv biodegradibilního 
hydrogelu na bázi kyseliny hyaluronové a  trikalcium-
fosfátu na hojení kriticky velkých segmentárních kost-
ních defektů. Dále bylo prokázáno lepší hojení při výpl-
ni defektu hydrogelem v kombinaci s osteoindukčním 
faktorem BMP-2. Nebyl prokázán přínos aspirátu kost-
ní dřeně po jeho smísení s hydrogelem. Za hlavní výho-
du biodegradabilního hydrogelu považujeme vysokou 
prostorovou tvárnost, čímž se materiál stává příslibem 
pro využití v 3D tisku. 
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