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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, A7, 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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Kostni tkan ma unikatni schopnost regenerace. Ten-
to regeneracni potencial se projevuje kontinualné pro-
bihajici remodelaci skeletu a také pii hojeni zlomenin
(3). Kostni hojeni je slozity proces, ktery tvofi interakce
mnoha rastovych faktorti, bunék a extracelularni matrix
(8, 15). Tento proces lze ovlivnit na Grovni osteogene-
ze, osteoindukce nebo osteokondukce. Osteogenni ma-
terialy stimuluji diferenciaci v osteoblasty a tim aktivné
podporuji tvorbu kosti. Osteindukéni cytokiny (BMP-2,
BMP-7, rth-BMP-2) zase aktivuji osteoblasty a tim
urychluji kostni hojeni (7, 9, 15, 18). Osteokondukéni
materidly (keramické materidly na bazi kalciumfosfatu,
hydroxyapatity, hyaluronany) poskytuji na molekularni
urovni mechanickou oporu pro kostni novotvorbu
a také pritahuji a vazou bunky s osteogennimi schop-
nostmi (13). Do biomaterialu Ize také pridat mezenchy-
malni kmenové buiiky, které se mohou dale diferenco-
vat v osteoblasty. Dal$imi dilezitymi faktory pro kostni
hojeni jsou mechanicka stabilita kostniho svalku a dob-
rd kvalita okolnich mekkych tkéani, ktera zajistuje do-
statecné kryti a dobré cévni zasobeni (5, 17).

Kostni defekty vznikaji nejcastéji v dasledku vyso-
koenergetickych poranéni, osteomyelitidy, resekce na-
doru nebo jako vrozena vada (16, 19, 21). Pokud trau-
ma piesahne kritickou mez, kostni defekt se spontanné
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nezhoji. Termin kriticky kostni defekt je definovan jako
poranéni skeletu, které se nezhoji bez chirurgické inter-
vence (2, 24).

Cilem nasi preklinické studie je porovnani hojeni
segmentarnich kostnich defektd osetfenych biodegradi-
bilnim hydrogelem na bazi kyseliny hyaluronové a tri-
kalciumfosfatu se zavedenou technikou autologni spon-
gioplastiky. Dal§im cilem je zhodnoceni hydrogelu jako
nosice osteoindukéniho faktoru bone morphogenetic
protein-2 (BMP-2) a kmenovych bunék ptitomnych
v aspiratu kostni diené.

MATERIAL A METODIKA

Experimentalni zvirata

Studie byla provadéna na zvitfecim modelu in vivo.
Pokusnymi zvitaty bylo 40 samic kralika kmene No-
vozélandsky bily. Jednalo se o standardizovany krali¢i
model segmentarniho kostniho defektu radia. Se zvifaty
bylo zachdzeno Setrné v souladu se schvalenym projek-
tem pokust podle § 16a zakona ¢. 246/1992 Sb.,
na ochranu zvitat proti tyrani, ve znéni pozd¢jsich pred-
pist.. Kralici byli ustajeni ve vivariu Lékaiské fakulty
v Hradci Kralové. Po 2tydenni aklimatizaci byl na le-
vém predlokti proveden operacni zakrok. Veék kralikt
v dob¢ operace byl 14 tydn a primérna hmotnost
3,2 kg.

Ve

Obr. 1. Operacni postup. a) oholend leva predni koncetina; b) zaloZeni elevatorii kolem radia; c) stav po osteotomii radia; d)
stav po odstranéni kostniho segmentu (skupina KO-), e) aspirace kostni diené z lopaty kosti kycelni; f) vypli kostniho defektu
autostépy (skupina KO+), g) vypln 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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Operacni postup

Predoperacné byla podana profylakticka davka anti-
biotika enrofloxacinu (Enroxil 50 mg/ml v ddvce 5 mg/
kg s.c.). Zvitata byla po premedikaci medetomidinem
(Domitor 1 mg/ml v davce 0,3 mg/kg s.c.) uvedena
do celkové anestezie ketaminem (Narkamon 100 mg/
ml v davce 25 mg/kg i.v.) a fixovana na maly operacni
stolek v poloze na biise. Operacni pole bylo oholeno,
dezinfikovano jodovanym povidonem (chirurgicky roz-
tok Betadine) a steriln¢ zarouskovano.

Podélny kozni fez délky 4 cm byl veden na dorzalni
stran¢ levého predlokti ve vzdalenosti 2-6 cm od radio-
-karpalniho kloubu (obr. 1). Fascie na dorzalni strané
predlokti byla podéIn¢ protnuta a kolem vieteni kosti
byla zalozena elevatoria. Ve vzdalenosti 2,54 cm od
radio-karpalniho kloubu byl oscilacni pilou vytnut
kostni segment radia (véetné periostu a membrana in-
terosea) délky 15 mm. Jako prevence termického po-
Skozeni oscilacni pilou bylo pouzito chlazeni fyziolo-
gickym roztokem. Ponechand loketni kost slouzila
jako biologickd dlaha. 40 zvitat bylo rozdéleno do
5 skupin po 8 jedincich a segmentarni defekt byl v jed-
notlivych skupinach osetfen podle nasledujiciho sché-
matu:

Skupina KO- negativni kontrola (n=8). Vytvofeny
defekt byl ponechan spontannimu hojeni.

Skupina KO+ pozitivni kontrola (n=8). Vytvofeny
defekt byl vyplnén morselizovanymi autostépy, které
byly ptipraveny z resekovaného segmentu.

Skupina A (n=8). Vytvoreny defekt byl vyplnén
hydrogelem na bazi derivatu kyseliny hyaluronové
0,5 ml a trikalciumfosfatu 0,3 ml dle nasledujiciho po-
stupu. Roztok ¢. 1: Derivat kyseliny hyaluronové HA-
-CHO (Contipro) byl rozpustén v koncentraci 40 mg/ml
ve fyziologickém roztoku. Roztok €. 2: Sitovaci ¢inidlo
POA 0,0’-1,3-propanediylbishydroxylalmine (Merck)
byl rozpustén v koncentraci 0,8 mg/ml ve fyziologic-
kém roztoku. Granule trikalciumfosfatu Poresorb
1-2 mm (Lasak) byly rozdrceny. Finalni hydrogel byl
pripraven smichanim 0,25 ml roztoku ¢. 1 s 0,25 ml
roztoku ¢. 2 a 0,3 ml trikalciumfosfatu.

Skupina B (n=8). Vytvoteny defekt byl vyplnén
hydrogelem na bazi derivatu kyseliny hyaluronové
0,4 ml, trikalciumfosfatu 0,15 ml a aspiratu kostni die-
né¢ 0,25 ml dle nasledujiciho postupu. Aspirat kostni
dien¢ byl ziskan punkci hiebene lopaty kosti kycelni.
Granule trikalciumfosfatu o objemu 0,15 ml byly rozdr-
ceny a smichany s 0,25 ml aspiratu kostni dfen¢, 0,2 ml
roztoku ¢. 1 a 0,2 ml roztoku €. 2.

Skupina C (n=8). Vytvoteny defekt byl vyplnén
hydrogelem slozenym z derivatu kyseliny hyaluronové
0,25 ml, trikalciumfosfatu 0,3 ml, aspiratu kostni diené
0,125 ml a BMP-2 proteinu 0,125 ml dle nasledujiciho
postupu. BMP-2 protein (Abbexa, UK) byl roziedén
ve fyziologickém roztoku na koncentraci 200 ug/ml.
Granule trikalciumfosfatu o objemu 0,3 ml byly rozdr-
ceny a smichany s 0,125 ml BMP-2 (25 ug BMP-2),
0,125 ml aspiratu kostni dené a 0,25 ml derivatu kyse-
liny hyaluronové.
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Po vyplni segmentarniho kostniho defektu byla pro-
vedena sutura fascie Dafilon 3/0 a kize Vicryl Rapid
3/0 stehy. Operacni pole bylo dezinfikovano jodova-
nym povidonem a sterilné zakryto.

K tlumeni pooperacni bolesti byl ihned po operaci
podan buprenorfin (Bupredine vet 0,3 mg/ml v davce
0,05 mg/kg s.c.) v jednodennich intervalech po dobu 48
hodin a meloxicam (Meloxicam vet 5 mg/ml v davce
0,6 mg/kg s.c.) v jednodennich intervalech po dobu 7
dnti. Kralici dale dostavali profylakticky antibiotika en-
rofloxacinu (Enroxil 50 mg/ml v davce 5 mg/kg s.c.)
v jednodennich intervalech po dobu 4 dnt. Po operaci
byla sledovana hmotnost zvifat, schopnost pfijimat po-
travu, postoj, mobilita a stav opera¢ni rany.

Rentgenové vysetreni

V 1, 6. a 12. tydnu od operace byl u vSech zvirat
proveden rentgen levé predni koncetiny. Zvifata byla
pfi rentgenu sedovana medetomidinem (Domitor 1 mg/
ml v davce 0,15 mg/kg s.c.). Rentgenové snimky byly
zaslepeny a ohodnoceny dvojici pozorovatelt dle sko-
rovaciho systému Josepha Lane (tab. 1). Byla hodnoce-
na novotvorba kosti, prohojeni kostniho defektu a re-
modelace kosti v 6. a 12. tydnu od operace. Vysledky
hodnoceni obou pozorovatelt byly zprimérovany.

Tab. 1. Skdrovaci systém pro hojeni segmentarniho kostniho defek-
tu volné podle Josepha Lane (10). Hodnocena novotvorba kosti,
prohojeni defektu a remodelace kosti. Maximalnim moZnym po-
ctem bodli 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

Zadna novotvorba 0
kost tvoii 25% defektu 1
kost tvori 50% defektu 2
kost tvofi 75% defektu 3
kost tvori 100% defektu 4
Prohojeni defektu

patrna cela linie osteotomie 0
patrnd ¢ast linie osteotomie 2
neni patrna linie osteotomie 4
Remodelace kosti

zadna remodelace kosti 0
remodelace nitrodren. kanalu 2
plna remodelace 4

Statisticky zpracovany byly vysledky rentgenového
hodnoceni vSech skupiny v 6 a 12 tydnech od operace.
Testovala se hypotéza shody mezi negativni kontrolou
(KO-) a pozitivni kontrolou (KO+), dale hypotéza sho-
dy mezi negativni kontrolou (KO-)a testovanymi skupi-
nami (A, B, C), dale hypotéza shody mezi pozitivni
kontrolou (KO+)a testovanymi skupinami (A, B, C)
a také hypotéza shody mezi jednotlivymi testovanymi
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Obr. 2. Odebrané predlokti ocisténé od mékkych thani. Sipky
zndzornuji puvodni misto kostniho defektu (skupina C).
Fig. 2. Resected forearm cleaned of soft tissue. The arrows
show the original location of the bone defect (group C).

skupinami (A, B, C). Alternativni hypotézou bylo, Ze se
skupiny se od sebe li§i. Byla pouzita neparametricka
Kruskalova-Wallisova analyza s post-hoc Dunnovym
testem.

Histologicke vysetreni

Po uplynuti 16 tydnd sledované¢ho obdobi byla zvi-
fata uvedena do celkové anestezie stejnym protokolem
jako pti operaci. V celkové anestezii byla zvifata usmr-
cena intrakardialné podanym pentobarbitalem (Pento-
barbital sodium 1000 mg/ml v davce 140,0 mg/kg).
Levé predlokti bylo odebrano, ocisténo od mekkych
tkani a vlozeno do 10% roztoku formaldehydu (obr. 2).
Po dekalcifikaci v 10% kyselin¢ mravenci byly vzorky
zpracovany klasickou parafinovou technikou a byly
zhotoveny mikrotfezy o tloustce 5 um. Tyto fezy byly
obarveny hematoxylin-eozinem (HE) a Massonovym
trichromem (MT). Zaslepené vzorky byly hodnoceny
certifikovanym veterinarnim patologem pod svételnym
mikroskopem a digitalizovany.

VYSLEDKY

Do konce studie piezilo 35 kralika (KO- 7, KO+ 7,
A7,B6,C8). Jeden kralik uhynul pii operaci v disled-
ku predavkovani anestetiky. Dva kralici uhynuli v di-
sledku stievni dismikrobie pfi profylaktickém podavani
antibiotik a to 3. a 7. den od operace. Dva kralici uhy-
nuli 2. a 14. den po operaci z nejasné priciny, ale byla
u nich nalezena pneumonie a zanétlivé zmeény hornich
cest dychacich, které se vyskytuji u pasterelozy.

Byly zaznamenany také infekéni komplikace, kdy
se u dvou kralikd ze skupiny A rozvinul absces v ope-
racni rané. V jednom piipadé 10. pooperacni den

PUVODNI PRACE
ORIGINAL PAPER

a ve druhém 14. pooperacni den. Absces byl evakuovan
a byla nasazena antibiotika enrofloxacin (Enroxil 50
mg/ml v dadvce 5 mg/kg s.c.) po dobu 7 dnti bez dalSich
komplikaci.

Vysledky rentgenového vysetireni

Pooperacni rentgenové snimky byly zhotoveny
1. pooperacni den a slouzily piedevsim ke kontrole po-
operacniho stavu. Byla hodnocena délka kostniho de-
fektu a umisténi vyplng. Ve vSech piipadech byla délka
vytvoreného defektu 15 mm. Segmentarni defekt byl
ve vSech skupinach (A, B, C) vyplnén hydrogelem v ce-
lém rozsahu. Ve skupiné A byl ve dvou ptipadech vidi-
telny unik ¢asti hydrogelu mimo kostni defekt. Ve sku-
pin¢ B (s nejmensim procentudlnim podilem trikalci-
umfosfatu) byla bezprostfedné pooperacné pozorovana
nejniz8i denzita provedené vyplné. Nejvyssi denzita
vyplné hydrogelem byla ve skupiné C (s vysokym pro-
centualnim podilem trikalciumfosfatu ve vypliové sub-
stanci) a ve skupiné KO+, kde byla provedena vypli
autostepy (obr. 3).

Rentgenové snimky v 6. a 12. tydnu byly hodnoceny
dle skorovaciho systému Josepha Lane.

Ve skupiné KO- nebyl defekt kosti zhojen v zad-
ném piipadé v 6 ani 12 tydnech. V péti pripadech byla
patrnd novotvorba kosti pouze pifi okrajich defektu.
Primérné hodnoceni v 6 tydnech bylo 2,4 bodu a ve 12
tydnech 2,6 bodu.

Ve skupiné KO+ byla novotvorba kosti patrna v 6
i 12 tydnech v plné $iii kosti, stejné tak linie osteotomie
byla zcela prohojena u vSech piipadi. Remodelace kos-
ti byla v 6 tydnech ve vétSiné piipada ¢astecna, ve 12
tydnech jiz kompletni. Primérné hodnoceni v 6 ty-
dnech bylo 9,9 bodu a ve 12 tydnech 11,7 bodu.

Ve skupiné A byly pooperacéni rentgeny znaén¢ he-
terogenni. V této skupiné se u dvou kralikti vyvinul
v ran¢ absces, ktery se projevil kompletnim neprohoje-
nim kostniho defektu v 6 i 12 tydnech. V jednom dal§im
ptipadé byl defekt kosti prohojen atrofickym svalkem.
Ve ctytech piipadech byl defekt zhojen v plné $ifi kosti
s ¢astecnou remodelaci v 6 tydnech a kompletni remo-
delaci ve 12 tydnech. Primérné hodnoceni v 6 tydnech
bylo 6,6 bodu a ve 12 tydnech 8,4 bodu.

Ve skupiné B byly znamky hojeni opozdény. V 6
tydnech byl ve vétSin€ piipadi kostni defekt prohojen,
ale remodelace kosti byla patrna az ve 12 tydnech.
V jednom pripad¢ se kostni defekt prohojil atrofickym
svalkem. Priimémé hodnoceni v 6 tydnech bylo 6,8
bodu a ve 12 tydnech 9,2 bodu.

Ve skupiné C byla novotvorba kosti patrna v 6 1 12
tydnech v plné §iti defektu, stejné tak linie osteotomie
byla zcela prohojena ve vSech piipadech. Na rentgenu
vSak byly v 6 1 ve 12 tydnech stale patrné partikule tri-
kalciumfosfatu, ktery se ne zcela resorboval. Pfitom-
nost radiodenznich partikuli byla hodnocena jako neu-
plnd remodelace kosti, coz snizovalo dosazeny vysle-
dek rentgenového hodnoceni. Primérné hodnoceni v 6.
tydnu bylo 7,3 bodu a ve 12. tydnu 9,5 bodu.
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Obr. 3. Vybrané rtg snimky predlokti jednotlivych skupin zobrazujici kostni defekty v 1., 6. a 12. tydnu od operace.
Fig. 3. Selected radiographs of the forearms of each group showing bone defects at 1, 6 and 12 weeks postoperatively.

Statistické zpracovani rentgenového
hodnoceni

Hypotéza shody mezi negativni (KO-) a pozitivni
kontrolou (KO+) v 6 1 12 tydnech od operace byla za-
mitnuta ve prospéch pozitivni kontroly (p<0,001), ¢imz
byla prokazana funkénost biologického modelu.

Hypotéza shody mezi negativni kontrolou (KO-)a
testovanymi skupinami (A, B, C) byla v 6 i 12 tydnech

ve vSech ptipadech zamitnuta ve prospéch testovanych
skupin (p<0,05). To prokazuje reparac¢ni schopnost bio-
degradibilniho hydrogelu.

Hypotéza shody mezi pozitivni kontrolou (KO+)a
testovanymi skupinami (A, B, C) byla v 6 i 12 tydnech
ve v§ech pfipadech zamitnuta, ale tentokrat ve prospéch
pozitivni kontroly (p<0,05). Vysledky rentgenového
hodnoceni byly tedy nejlepsi u pozitivni kontroly.
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Obr. 4. Longitudinalni vez kostnim defektem — skupina A:
1. lamelarni kost; 2. chrupavcity svalek; 3. periost.

Fig. 4. Longitudinal section through the bone defect —
group A: 1. lamellar bone, 2. cartilaginous callus, 3. perios-
teum.

Hypotéza shody mezi jednotlivymi testovanymi
skupinami (A, B, C) nebyla v 6 1 12 tydnech zamitnuta.
To znamena, ze vysledky rentgenového hodnoceni ne-
byly mezi testovanymi skupinami statisticky vyznam-
né.

Vysledky histologického vySetieni

V histologickych vzorcich byla hodnocena novo-
tvorba kosti, mira prohojeni defektu a zralost kostniho
svalku.

Ve skupiné KO- nebyl kostni defekt zhojen v zad-
ném piipade€. Ve vSech 7 vzorcich byl kostni defekt vy-
plnén fibrozni nebo tukovou tkani. Z toho ve 3 vzorcich
byl také nelezen pruh chondrogenni osifikace, ktery
vsak zanikal ve fibrézni nebo tukové tkani.

Obr. 5. Longitudindlni vez kostnim defektem — skupina B: 1.
lamelarni kost; 2. loZisko fibrozni osifikace; 3. loZisko granu-
lomatozniho zanétu; 4. fibrozni 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.

PUVODNI PRACE
ORIGINAL PAPER

Obr. 6. Longitudinalni vez kostnim defektem — skupina C: 1)
lamelarni kost; 2) periost; 3) dreitova dutina.

Fig. 6. Longitudinal section through the bone defect — group
C: 1. lamellar bone; 2. periosteum; 3. medullary cavity.

Ve skupiné KO+ byl kostni defekt zhojen ve vSech
piipadech. Jeden vzorek byl kompletné prohojen remo-
delovanou lamelarni kosti, ve 2 vzorcich byl defekt
zhojen kosténym svalek s okrsky chrupavéitého svalku
a ve 4 vzorcich bylo misto defektu zhojeno pievazné
chrupavcitym svalkem s lozisky ptestavby do kosténé-
ho svalku.

Ve skupiné A byl ve 2 vzorcich defekt kompletné
prohojen remodelovanou lamelérni kosti, ve 2 vzorcich
byl defekt prohojen remodelovanou lamelarni kosti
s okrsky kosténého a chrupavéitého svalku (obr. 4)
a ve 3 vzorcich byl nalezen granulomatosni zanét pie-
chézejici do periostu a defekt nebyl zcela prohojen. Jed-
nalo se o dvojici kralikli se zndmym abscesem a o kra-
lika s atrofickym svalkem na rentgenu.

Ve skupiné B byl defekt ve 2 vzorcich kompletné
prohojen remodelovanou lamelarni kosti, ve 2 vzorcich
byl defekt zhojen remodelovanou lamelarni kosti
s okrsky fibrozniho a chrupavcitého svalku a drobnym
loziskem granulomatozniho zanétu (obr. 5) a ve 2 vzor-
cich byl granulomatosni zanét a defekt nebyl zcela pro-
hojen. Jednalo se o kraliky s atrofickym svalkem
na rentgenu, u kterych se zanét klinicky neprojevil.

Ve skupiné C byl kostni defekt zhojen ve vsech pii-
padech a zralost kostniho svalku byla nejpokrocilejsi.
V 7 vzorcich byl kostni defekt zhojen remodelovanou
lameléarni kosti (Obr. 6) a v 1 pifipadé kosténym sval-
kem. Ve vzorcich se stale nachazely ne zcela rezorbova-
né partikule trikalciumfosfatu.

DISKUSE

Pro studii jsme pouzili standardizovany krali¢i mo-
del segmentarniho kostniho defektu radia délky 15 mm
(1, 6, 17). Minimalni délka kostniho defektu, ktery se
pfirozené nezahoji, je stanovena na 14 mm (25).

Hlavnim cilem preklinické studie bylo porovnani
hojeni segmentéarnich defektti vyplnénych biodegrada-
bilnim hydrogelem s hojenim defektii oSetfenych mor-
selizovanymi auto$tépy. Autostépy jsou dosud povazo-
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vany za zlaty standard 1écby kostnich defektl pro své
osteogenni, osteoindukeni 1 osteokondukeni vlastnosti.
Biodegradabilni hydrogel byl slozen z derivatu kyseli-
ny hyaluronové, ktery zajistoval pottebné tekuté vlast-
nosti a poskytoval médium pro repara¢ni procesy a tri-
kalciumfosfatu, ktery dodal osteokondukéni vlastnosti.
Hydrogel jsme také testovali jako nosi¢ bunék s osteo-
gennim potencialem, tedy mezenchymalnich kmeno-
vych buné¢k z kostni diené a jako nosi¢ osteindukcniho
faktoru BMP-2. Kombinaci trikalciumfosfatu s auto-
lognimi kmenovymi buiikami jsme jiz diive prokazali
schopnost zhojit kostni defekt v remodelovanou kost
(20). BMP-2, jako silny osteoindukéni cytokin, aktivuje
osteoblasty, osteoklasty i adipocyty. Nékolik klinickych
studii ukazalo i jeho vedlejsi ucinky (4,7). Aktivace
osteoblastil sice vede k tvorbé kosti, ve vyssich koncen-
tracich vSak zpuisobuje tvorbu kosti v ektopickych loka-
litach. Aktivované osteoklasty mohou vést k osteolyze
a aktivované adipocyty se mohou projevit tvorbou kost-
nich cyst. BMP-2 také¢ iniciuje uvolnéni prozanétlivych
cytokinii a interleukinti. To mze v prozanétlivé fazi
kostniho hojeni vést k zanétlivym a ranym komplika-
cim (8, 14, 21, 22). I pfes tyto komplikace je BMP-2
hojné vyuzivan ve spondylochirurgii a maxilofacialni
chirurgii. Bylo prokazano, ze keramické materialy jako
kalciumfosfaty maji vysokou afinitu k BMP-2 (12, 24).
Walsh porovnal dynamiku uvoliiovani BMP-2 keramic-
kého hydroxyapatitového a kolagenového skafoldu. Za-
timco u keramického skafoldu se v prvnich 5 dnech
uvolnilo 30 % a ve 30 dnech 60 % BMP-2, u kolageno-
vého skafoldu se v prvnich 5 dnech uvolnilo 70-80 %
a ve 30 dnech 88 % BMP-2 (23). Keramické materialy
tedy optimalizuji uvoliiovani BMP-2. Timto lze mini-
malizovat prozanétlivy efekt v ¢asné fazi kostniho hoje-
ni, zatimco zvysime koncentraci BMP-2 ve fazi kostni
novotvorby. Koncentrace vazaného BMP-2 na kera-
mické materialy u kraliciho modelu se v jednotlivych
studiich dosti li§i v rozmezi od 6 ug/ml az ptes 100 ug/
ml (10, 11). K ptipravé naseho hydrogelu jsme pouzili
koncentraci 31 ug/ml a vedlejsi uc¢inky BMP-2 jsme ne-
zaznamenali.

Ve skupiné¢ KO-, kterd reprezentovala negativni
kontrolu, nedoslo na rtg snimcich ke zhojeni ani ve 12
tydnech a ve vSech vzorcich byl defekt vyplnén fibrozni
nebo tukovou tkani. To prokéazalo, Zze kostni defekt je
kriticky, tedy ze se spontanné nezhoji.

Ve skupiné KO+, ktera reprezentovala autologni
spongioplastiku, byl vysledek rtg hodnoceni v 6 i ve 12
tydnech statisticky vyznamné nejlepsi (p<0,05). Kostni
defekt byl zhojen v celé §ifi zhojen, linie osteotomie za-
nikla a kost byla ve 12 tydnech kompletné remodelova-
na. V testované skupiné C byl kostni defekt také zhojen
v celé §ifi kosti a linie osteotomie zcela zanikla, piitom-
nost radiodenznich partikuli trikalciumfosatu vSak byla
hodnocena jako neuplna remodelace kosti, coZ negativ-
n¢ ovlivnilo vysledek rtg hodnoceni. Vysledek histolo-
gického hodnoceni naopak dopadl nejlépe ve skupiné
C, kde i1 pfes pritomnost partikuli trikalciumfosfatu
bylo 7 vzorktl zhojeno remodelovanou lamelarni kosti
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a jen jeden vzorek kosténym svalkem. Ve skupiné¢ KO+
byl defekt zhojen remodelovanou lamelarni kosti pouze
v jednom pfipadé, zatimco u dalSich vzorkt byl zhojen
svalkem s niz$im stupném zralosti. Vysoky stupen zra-
losti svalku ve skupiné¢ C piikladdme osteogennim
schopnostem BMP-2.

Ve skupinach A i B byl u nékolika vzorkl nelezen
granulomatozni zanét, ktery devalvoval vysledky rtg
i histologického hodnoceni. Zanét v misté kostniho
svalku vedl k odplaveni nebo degradaci kostni vypIné.
Skupina B (oproti skupiné A) byla obohacena o aspirat
kostni dfen¢ s kmenovymi buiikami. Vysledky rentge-
nového hodnoceni vSak nebyly mezi skupinami A a B
statisticky vyznamné. Stejné tak vysledky histologické-
ho hodnoceni byly u obou skupin podobné, a to
i ve vzorcich, kde se granulomatoézni zanét nevyskytl.
Ptidani aspiratu kostni dfené do hydrogelu tedy nevedlo
k pozadovanému ucinku. Schopnost hydrogelu vazat
kmenové bunky z aspiratu kostni diené se nam tedy
prokazat nepodafilo. Pfi¢inou vysokého vyskytu granu-
lomatézniho zanétu ve skupinach A a B mohla byt vy-
soka viskozita ptipravenych hydrogel, které sice doka-
zaly vyborné vyplnit kostni defekt, pii nasledné sutute
fascie a podkozi ovSem ulpivaly na Sicim materialu
a mohly byt cestou pro prostup bakterii z vnéjsiho pro-
stfedi. Ve skupiné C mél hydrogel mnohem vyssi podil
trikalciumfosfatu, coz vyrazné zvysilo hustotu hydro-
gelu. V dusledku toho jiz nedochazelo k jeho ulpivani
na Sicim materialu a infek¢éni komplikace se zde nevy-
skytly. Nepotvrdily se také obavy, ze prozanétlivy efekt
BMP-2 by mohl vést k infekénim komplikacim. To
mohlo byt ovlivnéno vysokou afinitou BMP-2 k trikal-
ciumfosfatu a jeho postupnym uvoliovanim. Vysledky
rentgenového hodnoceni skupiny C sice nebyly v po-
rovnani s dal§imi testovanymi skupinami statisticky vy-
znamné lepsi, ale pti histologické hodnoceni dopadla
skupina C bezpecné nejlépe.

ZAVER

Provedenou preklinickou studii na zvifecim modelu
in vivo byl prokazan ptiznivy vliv biodegradibilniho
hydrogelu na bazi kyseliny hyaluronové a trikalcium-
fosfatu na hojeni kriticky velkych segmentarnich kost-
nich defektd. Dale bylo prokdzano lepsi hojeni pti vypl-
ni defektu hydrogelem v kombinaci s osteoindukénim
faktorem BMP-2. Nebyl prokazan piinos aspiratu kost-
ni dfené po jeho smiseni s hydrogelem. Za hlavni vyho-
du biodegradabilniho hydrogelu povazujeme vysokou
prostorovou tvarnost, ¢imz se material stava piislibem
pro vyuziti v 3D tisku.
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