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Abstrakt

Regenerace kosti miize probihat cely Zivot jako pfirozeny proces (remodelace) nebo na
zakladé traumatu, kdy dochazi k hojeni zlomenin, u kterych je poskozend nebo chybéjici

¢ast nahrazovana novou tkani.

Cilem mé bakalaiské prace bylo vytvofit literarni reSerSi k problematice kostni
regenerace. Uvodni &ast se vénuje kosti jako takové — jeji stavbé a procesu novotvorby
(osifikaci) a remodelace. Nasledujici cast popisuje nékteré z metod pouZzivanych
k podpote regenerace kostni tkdné pfi terapii — vybrané typy nosict a také molekul, které
v regeneraci hraji dalezitou roli a jsou sou€asti pouzivanych nosicu ¢i terapii. V zavéru
prace jsou popsany zakladni metody pouzivané k analyze kostni regenerace a poskytuji
nam pohled na GspéSnost testovanych terapeutickych pfistupd, jak dobie se kost hoji a jak

jsou tedy pouzité metody efektivni.

Bakalafska prace byla zpracovana formou literarni reserse.

Kli¢ova slova: kost, regenerace kosti, scaffold, analyza kosti



Abstract

Bone regeneration can take place throughout life as a natural process (remodeling) or
because of trauma when fractures heal in which the damaged or missing part is replaced

by new tissue.

The aim of my bachelor thesis was to create a literature search on the issue of bone
regeneration. The introductory part deals with the bone as such - its structure and the
process of new formation (ossification) and remodeling. The following section describes
some of the methods used to support bone regeneration in therapy - selected types of
carriers and molecules that play an important role in regeneration and are part of the
carriers or therapies used. At the end of the thesis, the basic methods used to analyze bone
regeneration are described and provide us with an insight into the success of the tested

therapeutic approaches, how well the bone heals and how effective the methods used are.

The bachelor thesis was processed in the form of a literary search.

Key words: bone, bone regeneration, scaffold, bone analysis
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Seznam pouzitych zkratek
ALN - alendronat sodny

ANOVA - analyza rozptylu

CT — pocitatova tomografie

EDTA — kyselina ethylendiamintetraoctova
HA —kyselina hyaluronova

IHC — imunohistochemie

LIPUS — ultrazvuk s nizkou intenzitou
MSCs — mezenchymalni kmenové buiky
MSNs — mezoporézni nanoc¢astice oxidu kiemicitého
OC — osteokalcin

OPN - osteopontin

Osx — osterix

PCL — polykaprolakton

PEMF — pulzni elektromagnetické pole

PG — polykaprolakton-Zelatina

PLGA — kyselina poly(mlécna-ko-glykolova)
PTH — parathormon

Runx?2 — runt-related transkripéni faktor 2
TCP — trikalciumfosfat beta

TGF — transformujici rastovy faktor

2D — dvourozmérny

3D — trojrozmérny



1 Uvod

I kdyZ jsou kosti velmi pevnou tkani, jsou zaroven velice kiehké, a mohou tak byt
v priibéhu Zivota vystaveny situacim, pii kterych dochazi ke zranénim, ktera konci
zlomeninou ¢i jinym defektem. A ackoli v téle funguji pfirozené procesy, které k hojeni
zlomeniny vedou, n¢kdy je defekt natolik rozsdhly, Ze jen tyto procesy nestaci.
V takovém piipad¢ ptfichazeji na fadu metody, které regeneraci kosti podporuji a celkove
tak urychluji proces hojeni (nékteré z popsanych metod mohou byt kromé feseni traumat

vyuzity napiiklad i v ptipad€ osteoporozy).

V centru zdjmu této prace bylo popsat v jednotlivych kapitolach relativné Siroké
spektrum metod v soucasnosti dostupnych pro terapii kostnich defektli se zamétenim na
jejich Gspésnost v kostni regeneraci a 1é¢be. Je zde zminéna regenerace pomoci kostnich
Stépi, scaffoldd, ale i regenerace zalozena na specifickych molekulach, které jsou
soucasti nosi¢l, a tedy i soudasti regeneraéni terapie. Casto zmitiované jsou v této &asti
pravé nosice neboli scaffoldy, které se kombinuji s riznymi aditivy (molekuly, latky
pfidavané k nosicim). Téch je Siroké spektrum, takze v praci byly zminény jen vybrané
pro vytvofeni zakladni pfedstavy problematiky. Okrajové jsou zde zminény i metody
neinvazivni.

Pred samotnou regeneraci je v praci nejprve popsana kost jako takova. Jeji

vvvvvv

1 tvorba kosti — osifikace.

Zaverecna cast shrnuje zdkladni metody pouzivané k analyze regenerace kosti pfi
testovani vyuzivanych terapeutickych ptistupti, které poskytuji informace o tom, jak
dobte se kost hoji a jak jsou tedy pouzité metody terapie z hlediska nasledné regenerace
efektivni a ispéSné. Cilem predloZzené prace je kompilacné zpracovat problematiku kostni

regenerace a jeji naslednou analyzu.



2 Kost

2.1 Stavba kosti

Kostni hmota se sklada z jednotlivych bunék a mezibunééné hmoty. Buikami
kostni hmoty jsou osteoblasty, osteocyty a osteoklasty. Prvni zminéné — osteoblasty
a osteocyty - vznikaji z osteoprogenitorovych buné¢k (mezenchymalni ptivod). Oba typy
bun¢k se po svém vzniku téméf nedéli, ale mohou se zpétné¢ proménit opét
v osteoprogenitorové buiiky, coz zajistuje vysokou plasticitu kostni tkané. Kdyz jsou
osteoblasty zcela obklopeny zakladni hmotou, méni se v osteocyty (Ross a Pawlina,

2011).

Osteoklasty vznikaji z monocytli a jsou to velké, mnohojaderné buiky, které
zajistuji odbouravani kostni hmoty pomoci proteolytickych enzymu. Jsou schopny
aktivniho pohybu, ale vétSinou jsou ulozeny v Howshipovych lakunach (dutiny
resorbované matrix). Jejich aktivita je fizena hormondlné, pfi¢emz parathormon je
aktivuje a kalcitonin inhibuje, zaroven je jejich aktivita ovlivnéna i osteoblasty (Janqueira

a kol., 1997).

Mezibunéénad hmota kostni tkané se skladd zanorganické a organické casti.
Organické ¢ast je produktem osteoblastd, ty syntetizuji a mezi bunky ukladaji zakladni
organickou hmotu kosti (vldkna kolagenu I, glykoproteiny, proteoglykany). Sem jsou
nasledné¢ ukladédny i1 anorganické (minerdlni) latky (slouCeniny vapniku a fosforu
v podobé krystalkl, krystaly hydroxyapatitu pevné navazané na kolagenni vldkna,
uhlicitany, citraty a stopové prvky), které v kosti ale nejsou ulozeny trvale, jsou v fizeném
rezimu uvoliiovany a dopliiovany. Anorganicka slozka ve spojeni s kolagenem zajistuje

specifické vlastnosti kosti — tvrdost, pevnost a zaroven pruznost (Grim a Druga, 2001).

Mezibunéénad anorganicka hmota tvoii 65 % hmotnosti kosti a zpiisobuje jeji
tvrdost. Vapenaté anorganické soli predstavuji nejvetsi zasobarnu vapniku v téle (asi 99
%). V détstvi je v kosti mnoho kolagennich vldken, proto je kost pruznd. Ve stari
pfevazuji mineralni latky, kost je tedy tvrdsi, ale zaroven kieh¢i (Novotny a Hruska,

2002).

Povrch kosti (s vyjimkou mist, kde se pfipojuji vazy nebo Slachy a u hranice

kloubti) kryje periost neboli okostice (obr. 1). Je to tuhy, pevny vazivovy obal, ktery je



do kosti zakotven vazivovymi tiponovymi vlakny - Sharpeyova vldkna. M4 dvé vrstvy:
zevni fibrézni a vnitini kambiovou. Fibrozni vrstvu tvofi svazky kolagennich vlaken
a fibroblasty. Kambiova vrstva obsahuje vazivové a osteogenni buiikky, mnoho cév
a nervy, které zajist'uji citlivost periostu (bolest). Déli se zde osteogenni buiiky, které se
diferenciuji v osteoblasty, ty zajiStuji tvorbu novych lamel, které se vytvareji pod
okostici. Periost ma také velky vyznam v obnové kosti pfi hojeni zlomenin. Dalsi
vazivovou vrstvou je endost, ktery se v mnoha ohledech podoba periostu, ale na rozdil od
néj kryje vnitini povrch kostnich dutin — vystelka diefiové dutiny, Volkmannovych
a Haversovych kandlk (obr. 1). Je slozen zjedné vrstvy oplostélych

osteoprogenitorovych bunék (Janqueira a kol., 1997).
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Na dlouhé kosti miZzeme rozlisit dvé Casti — diafyzu a epifyzu. Diafyza je stiedni
véalcovitd cast, z velké Casti je tvorena kosti kompaktni a je zde jen mald piimés
spongiozy, ktera hranici s dieiovou dutinou. Zatimco epifyza je ¢ast koncova, rozsifena,
soucasti kloubniho spojeni. Ta je na povrchu kompaktni (tenkd vrstva), ale uvnitf
houbovita (spongiodzni). Kratké kosti maji spongiozni jadro obklopené kompaktou,
ploché kosti lebecni klenby jsou tvofeny dvéma lamelami kompakty, které jsou od sebe

oddéleny vrstvou spongiozni kostni tkan¢. (Bartoni¢ek a Heft, 2004)

Dutiny spongidzni kosti a prostor v diafyzach dlouhych kosti obsahuji kostni dfen
— ta je dvojiho typu: Cervend, ve které se tvoti krvinky, a zlutd, kterd obsahuje predevsim

tukové tkané (Cihak, 2016).

2.2  Kostni tkan

Existuji 2 varianty kostni tkané, primdrni, nezrala neboli vlaknita a sekundarni,
zrala neboli lamelarni, kterd mtze byt spongiozni ¢i kompaktni (Mescher, 2018), jak jiz

bylo uvedeno vyse.

2.2.1 Primarni kost

Priméarni kost se objevuje jiz v embryonalnim vyvoji a potom pii hojeni zlomenin
¢i remodelacnich procesech. Kolagenni vldkna jsou zde ndhodné rozlozena. Je docasna
a v dospélosti je az na vyjimky nahrazena kosti sekundarni. Zminénymi vyjimkami jsou
napft.: oblast lebecnich §vii, zubni alveoly a tipony nékterych §lach. Je zde nizsi obsah
minerall (coz zplisobuje, Ze je 1épe propustnd pro rentgenové zateni) a vyssi zastoupeni
osteocytl nez u kosti sekundarni. Obecné ma nizs$i mechanickou odolnost (Grim a Druga,

2001).

2.2.2 Sekundarni kost

Sekundarni kosti tvoii pfevaznou cast dospé€lého skeletu. Na rozdil od kosti
primarni jsou zde kolagenni vldkna uspofadand organizované¢ v lamelach, které jsou bud’
paraleln€ nebo koncentricky kolem cévy, v jednotlivych lamelach jsou kolagenni vlakna
uspofadand rovnobézné. U kompaktni kosti jsou lamely uspotadany do vrstev/osteonti
kolem cévy = Haversliv systém (obr. 1). Osteocyty jsou uloZeny mezi lamelami

v komurkach zvanych lakuny (Novotny a a Hruska, 2002).



2.3 Haverslv systém

Haverstiv systém neboli osteon je komplex koncentrickych lamel obklopujicich
endostem vystlany kanal s krevnimi cévami, nervy a fidkym vazivem (obr. 1). Hlavnim
ukolem je ptivadét do kompaktni tkan¢ Ziviny (proto tyto kandly nejsou pfitomny ve
spongiozni kosti, kde mohou Ziviny volné difundovat z okolnich kapilar). Haversovy
systémy jsou rovnobézné s osou diafyzy. Priimér kanalki je variabilni. Systém se vytvari
uklddanim lamel smérem od periferie, takZze mlads$i systémy maji kanalky vétsi.
Haversovy kandlky komunikuji s dfefiovou dutinou, s periostem i samy mezi sebou
prostiednictvim Volkmannovych kanalkii. Ty vznikly tak, Ze cévy periostu bud’ naptic
nebo Sikmo prorazily kost. Volkmannovy kanalky tedy nejsou obaleny koncentrickymi
lamelami, ale prostupuji jimi. Oba typy kanalkli — jak Haversovy, tak Volkmannovy —

propojuji vSechny buiiky v kosti a zdsobuji je Zivinami (Slipka a Tonar, 2018).



3 Osifikace

Tvorba kosti neboli osifikace probihd dvéma zptsoby. Bud’ na podklad¢ vaziva =
desmogenni neboli intramembrano6zni osifikace - pfimou mineralizaci mezenchymalniho
blastému, nebo na podkladé chrupavcité hmoty = endochondralni osifikace - ukladani

kostni matrix na pfedem vytvorenou matrix chrupavky (Dylevsky, 2009).

V obou piipadech vznika nejdiive kost primarni neboli vlaknitd, kterd je nasledné
nahrazena kosti sekundéarni neboli lamel6zni. Primarni kost je na n€kterych mistech tcla
jiz definitivni podobou a dale se nevyviji/nepreménuje — jedna se napt. o skelet sttedousni
dutiny (labyrint), drsnatiny na kostech, kam se upind sval. Sekundarni kost vznika
Tvorba kosti neprobiha v celém zékladu soucasné, ale vychazi z osifikacnich center.
Pocet center zavisi na typu vznikajici kosti. Napf. u dlouhé kosti se nachazeji tfi osifikacni
centra — jedno v diafyze a dvé v epifyzach. V diafyze zalind osifikace jeSteé pred
narozenim. V oblasti epifyz dochézi k osifikaci az po narozeni. Kost roste do délky diky
vrstvé chrupavky (rtstova chrupavka), ktera zistdvda mezi diafyzou a epifyzami

(Mescher, 2018).

3.1 Intramembranézni osifikace, desmogenni

Odehrava se uvnitf kondenzati mezenchymové tkdné (zahusténé embryondlni
vazivo, tzv. mezenchymovy blastém), kde je pocateni bod osifikace, nazyvany jako
primarni osifikaéni centrum. Cely proces zafina diferenciaci osteogennich bunék
v osteoblasty podél kapilar, poté nésleduje tvorba osteoidu a kalcifikace, coz vede
k obklopeni nekterych osteoblastil vytvorenou matrix. Takto opouzdiené osteoblasty se
potom méni v osteocyty. Ostriivky takto vzniklé kostni tkan¢ oznacujeme jako spikuly
neboli trdmce. Vazivem mezi kostnimi trdmci proristaji krevni cévy a dalsi
nediferencované elementy mezenchymu, které jsou zdrojem bunck kostni tkané. Ta ¢ast
vazivove vrstvy, kterd nepodléha osifikaci pak u membran6znich kosti ddva vzniknout
endostu a periostu. Timto zplisobem se vytvaii vétsina plochych kosti (klenba lebecni,
oblicej), dale je tak pfispivano k ristu kratkych kosti a k rastu dlouhych kosti do Sitky
(Liillmann-Rauch, 2012).



3.2 Endochondralni osifikace, chondrogenni

Odehrava se uvniti hyalinni chrupavky, respektive na jejim zikladé — tvar
chrupavcitého modelu pfipomind tvar definitivni kosti. Dochéazi k ukladani osteoblastli
na zvapenatélou matrix hyalinni chrupavky, ktera je ale souc¢asn¢ odbouravana. Ma dvé
faze — nejdiive dochdzi k hypertrofii (zvétSeni) a resorpci chondrocyt chrupavéitého
modelu — ty po sob¢ zanechaji rozsifené lakuny oddélené septy zvapenatclé chrupavkové
matrix. K hypertrofii chondrocytli dochazi na zaklad¢ tvorby kosténé manzety, ktera
znemoznuje vyZzivu chrupavky, ta totiz neni vaskularizovand a vyzivuje se pouze difuzi
z okolnich cév. V druhé fazi do opusténych prostor po degenerujicich chondrocytech
pronikaji osteogenni pupeny. Ty sestavaji z osteoprogenitorovych bunc¢k a krevnich
kapilar. Osteoprogenitorové bunky diferencuji v osteoblasty, které vytvareji kostni matrix
na zbytcich zvapenatélé zakladni hmoty chrupavky, kterd je resorbovana chondroklasty.
Uplatnéni tohoto typu osifikace ptedevsim u dlouhych a kratkych kosti, kosti baze lebe¢ni
a kosti patete a hrudniku (Dylevsky, 2019).



4 Regenerace kosti

K procesu kostni regenerace nedochazi jen na zaklad¢ traumatu, kdy je nahrazovana
chybéjici nebo poskozena kostni tkan novou (hojeni zlomenin), ale mize probihat po cely

zivot jako pfirozeny proces, na zéklad¢ zatéze (remodelace) (Zhai a kol., 2020).

4.1 Remodelace kosti

Jiz vytvotrena kost podléha neustalé prestavbé. Remodelace kosti je vysledkem
dynamické rovnovdhy mezi jednotlivymi buiikami kostni tkané, které podnécuji
vytvareni zasob véapniku (osteoblasty a osteocyty), a bunikami, které vyvolavaji rozklad
(osteoklasty) proteolytickymi enzymy — ty jsou schopné rozpustit krystalky soli a rozlozit
kolagenova vlakna. Kostni tkan tedy neustale roste, ale zarovei se i rozpada (Bartonicek
a Hett, 2004). Zjednodusené jde o protichiidné procesy: osteoklasty odstranuji casti kosti
a osteoblasty tato mista nahrazuji novou tkani. Dochézi k tomu na zakladé zatiZeni kosti.
Timto zplisobem jsou odstraiiovany drobna poskozeni a je tak udrzovana urcita kvalita
kostni tkdn€é. Remodelace ma také podil na metabolismu véapniku a fosfatu. Mezi
regulatory remodelace miZzeme zafadit estrogen, androgeny, parathormon, kalcitonin

a dalsi (Raggatt a Partridge, 2010).

4.2 Procesy pfi hojeni kosti

Oprava kosti v mist¢ traumatu ma nékolik fazi: tvorbu hematomu, zanétlivou fazi,
tvorbu granulacni tkédn€, tvorbu kalusu a remodelaci (obr. 2). Po zlomenin¢ je narusena
okolni tk&n a cévni integrita. Je vytvoren hematom, ktery spusti zanétlivou reakci - za¢nou
se shlukovat neutrofily produkujici imunokompetentni latky (chemokiny), které dale
rekrutuji dalSi soucasti zanétu jako jsou monocyty a makrofagy. Vedou k ziskavani
kmenovych bunék a fibroblasti, ty po akutnim zanétu ptispivaji k hojeni. V pozdni fazi
zangtu se tvoii mekky svalek z chrupavcité a fibrindzni matrix (chondrocyty a fibroblasty
diferencované¢ z progenitorovych buné¢k). Svalek je jakousi docasnou mechanickou
podporou tkang. Nasleduje proces podobny chondrogenni osifikaci - resorpce chrupavcité
matrix aapoptéza chondrocytl. Chrupav€ity svalek je postupné nahrazovan
mineralizovanou tkéni - tvrdy kalus (mineralizovany kolagen I - vylucovan osteoblasty),
ktery se nakonec transformuje do lameldrni struktury. Popsany proces neprobiha
samovolng, ale je fizen na zakladé mnoha signélnich drah. Vysledkem zlomeniny je také
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lokalni hypoxické prostiedi tvotici se po zanétlivé fazi, diky némuz se vytvoii granulacni

tkan vytvofend neorganizovanou extracelularni matrix (Zhai a kol., 2020).

Diefiovd
dutina Kompaking
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frakiury =
Hematom d N
svalek
Perimst
I Kompakini Mekky svalek 2 Regenerajici
Kial vaivové chrugavky Krevni cévy Primadina kosl
1} Hematom v misté zlomeniny 2y Mekky svalek & vasivowvé 1) Kaostnd svalek A Prestavba kosti

chrupavky

Obr. 2: Proces hojeni zlomeniny (Prevzato z Mescher, 2018)

4.3 Metody terapeutické regenerace kosti v mediciné

V ptipadech, kdy pfirozené procesy hojeni kostnich defekti nestaci, musi medicina

sahnout po metodach, které hojeni podpofi.

4.3.1 Regenerace kosti s pouzitim kostnich stépt

V mnoha pfipadech je poskozeni tkané tak rozsahlé, Ze nestaci spontanni
regenerace a kosti samotné nejsou schopny se pln¢ uzdravit. V tu chvili ptichdzi na fadu
feSeni jako autogenni nebo alogenni kostni §tépy ¢i pouziti syntetickych biomaterialti

(Noori a kol., 2017).

vvvvv

pacienta. NejcCastéji byva S§t€p odebran z hiebene kycelniho kloubu a nasledné
transplantovan na poskozené misto. U alogennich §tépi darcem neni pacient sam, coZ

s sebou miize nést mnoho rizik jako naptiklad odhojeni §tépu (Pape a kol., 2010).

4.3.2 Regenerace kosti s pouzitim syntetickych biomaterialti a scaffoldu

S pokrokem techniky pfichazi pokrok 1 v oblasti regenerace kosti. Nové
terapeutické piistupy v oblasti tkanového inzenyrstvi umoznily zkonstruovéani riznych
biologickych leSeni/nosict (scaffold) umoznujicich efektivnéjsi hojeni zlomenin. K jejich
vytvotfeni mohou byt pouzity nejriiznéj$i biomolekuly, které¢ ale musi spliiovat mnoho

zakladnich kritérii pro spravnou funkci. Musi napft.: byt biokompatibilni, biologicky
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odbouratelné, musi usnadiiovat bunéénou penetraci a vrlstani kosti, poskytovat
biomechanickou podporu — dokud nedojde k uplné regeneraci. Dale je dilezité, aby
materialy byly snadno dostupné (i ekonomicky) a snadno manipulovatelné (Noori a kol.,

2017).

Tyto metody jsou pouzivany za ptedpokladu, Ze normalni proces hojeni kosti neni
mozny, nebo je n¢jakym zplisobem nedostatecny ¢i naruseny — napt.: u velkych kostnich
defektli pfi traumatu - a to jako doplné€k ¢i alternativa kostniho $tépu, jehoz odbér by
v tomto ptipad¢ musel byt rozsahlejsi (v zavislosti na velikosti defektu) a mohl by tak

ohrozit darce (autologni §t€p) (Dimitriou a kol., 2011).

Scaffoldy neboli nosi¢e/leseni jsou pouzivanou metodou tkanového inzenyrstvi.
Jejich vlastnosti zavisi na zvoleném biomateridlu a obecné¢ jsou navrhovany tak, aby co
nejvice napodobily strukturu pfirozené kostni tkan€. Aby bylo podptrné leSeni
pouzitelné, musi spliiovat mnoho kritérii. V prvni fadé¢ musi byt biochemicky
a topograficky kompatibilni, aby umoziovalo infiltraci osteoprogenitorovych bunék
(jako naptiklad mezenchymalnich kmenovych bunék). Dale nesmi zddnym zpiisobem
blokovat normélni bunéfnou aktivitu véetné¢ bunééné signalizace a nesmi vyvolavat
nezddouci reakce hostitele. Po vykonani svého ,,ukolu* musi byt vhodnou rychlosti
degradovano a to tak, aby degradované materialy nijak neSkodili vnitinimu prostiedi
a byly schopny metabolizace a eliminace. V neposledni fad¢ jsou nutné jeho vhodné
mechanické vlastnosti — jako pruznost, pevnost. VSech téchto kritérii je dosaZeno
zvolenim vhodnych materidlll, jejichz nabidka se v poslednich letech rozrasta (Park

a kol., 2018).

4.3.3 Regenerace kosti s vyuzitim nosi¢a s kyselinou hyaluronovou

Kyselina hyaluronovd (HA) je pfirozené¢ soucasti extraceluldrni matrix
a v poslednich letech je hojn€ aplikovana v problematice regenerace kosti. Slouzi jako
soucast leSeni (scaffoldu), do kterého jsou vysety dalsi buiiky v rdmci regeneracni terapie.
To je mozné diky mnoha specifickym vlastnostem HA: antiadhezivita, antimikrobidlni
ucinky, interakce s povrchovym markerem CD44 (diky tomu usnadnuje migraci
mezenchymalnich kmenovych bunck), specifické povrchové receptory. Sama o sobé HA
nema velky vliv na osteogenezi, ten pfichdzi az po kombinaci s dal§imi molekulami

a materidly, bylo ale dokazano, ze vysokomolekuldrni HA vyrazné urychluje tvorbu kosti.
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HA je k tvorb¢ leseni neboli scaffoldii kombinovana s anorganickymi slozkami, jako je
fosfore¢nan vapenaty, kolagen, hydroxyapatit atd. Ty zlepSuji osteoinduktivitu — jsou zde
pfedem vytvofena krystalickd jadra, ktera zvySuji srdZeni minerdlnich iontd a tim
usnadiiuji hojeni kosti. Kazdy scaffold ma specifické vlastnosti. Jako ptiklad mizeme
uvést ,biosklo”, jednd se o kombinaci kolagenu (Co), kyseliny hyaluronové
a fosfatidylserinu, ktery slibné podporuje osteogenezi, zaroven je ale relativné tuhy
a zaroven kiehky, coz zpisobuje jeho sniZenou tvarovatelnost, kterd je pro regeneraci

kosti podstatnd (Zhai a kol., 2020).

4.3.4 Regenerace kosti s vyuzitim fibrinovych nosica

Moznym prosttedkem v regeneraci kosti mize byt pouziti biokompatibilniho
fibrinu. Ten se ve tkanich pfirozené vyskytuje a poskytuje podporu pro naslednou
bunécnou adhezi, migraci, proliferaci a diferenciaci buné€k, vytvaii tedy jakysi docasny

skelet k podpote hojeni a remodelace tkané (Noori a kol., 2017).

Fibrinové srazeniny i¢astnici se hojeni ran, jsou v zavéru své funkce rozpoustény,
aby se zabranilo mozné tromboze. To se déje aktivaci fibrinolyzy, jejimz hlavnim
enzymem je plazmin, jehoz prekurzor plazminogen cirkuluje v krvi. Dochézi ke $tépeni
fibrinu na specifickych mistech a produkty Stépeni jsou uvolnény do krve (Kolev

a Machovich, 2003).

Studie ukazaly, Ze fibrin neni schopen sam o sob¢ vylécit kostni defekty, proto je
nutné ho smichat s dal$imi slozkami (kostni S$tépy, osteoinduktivni biomateridly,

osteogenni buniky, bioaktivni molekuly) (Van der Stok a kol., 2015).

Vyhodou fibrinu je moznost ziskdni od pacienta samotného - z krve, kde se
vyskytuji prekurzory fibrinu (fibrinogen a trombin). Fibrinova lepidla jsou ale vyrabéna
1 komer¢né na zakladé umélé vyroby. Fibrinova lepidla se pfipravuji z krevni plazmy. Ta
je bud’ od jednoho dérce (autologni nebo alogenni) nebo komercné vyrabéna. Oboji
s sebou ptinadsi fadu vyhod i nevyhod. Lepidla od jednoho dérce jsou na rozdil od
riziko pfenosu viru. Mezi kladné stranky komerc¢nich lepidel patii jejich standardizovana
kvalita (naopak u fibrinu od dérce je mezi jednotlivymi Sarzemi variabilita), dale vysoka

pevnost v tahu a dostupnost, zdroveii je u nich ale snizena bioaktivita (Noori a kol., 2017).
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K izolaci fibrinogenu se pouziva nékolik metod jako napt.: chemické srazeni

ethanolem nebo siranem amonnym (Abiraman a kol., 2002).

Fibrin se v regeneraci kostni tkdn¢ pouzivd ve formé kulicek, mikrokulicek,
krycich ¢inidel nebo jsou injikovany fibrinové hydrogely. Fibrinové kulicky jsou
syntetizovany michanim smési fibrinogenu a trombinu pfti 65-75 °C po dobu 6-8 hodin v

oleji. Poté je skladovan jako suchy prasek (Gurevich a kol., 2002).

Fibrin sdm o sob&é nema pfili§ dobré mechanické vlastnosti, a proto se nékdy
pouziva jako kryci €inidlo, kdy je potahovan na mechanicky stabilngjs$i materialy - kovy,

polymery, biokeramika (Noori a kol., 2017).

4.3.5 Regenerace kosti za pomoci mezenchymalnich kmenovych bunék

Mezenchymalni kmenové buniky (MSCs) jsou takové buriky, které jsou schopny
diferencovat se do mnoha bunécnych typt, mezi néz patii i buiiky kostni (osteocyty), ale
tieba i chrupavkové a tukové. Lze je izolovat z mnoha typt tkani, napf.: pupecnik, kostni
dren, tukova tkan, a dalSich. Krom¢ diferenciacniho potencidlu maji jesté
imunomodulaéni vlastnosti, ¢imZ ovliviiuji pfirozenou i adaptivni slozku imunity a to
z diivodu produkce mnoha typt imunologickych molekul, jako jsou naptiklad cytokiny

(Kobolak a kol., 2016).

Pozitivni roli MSCs v regeneraci kostni tkané potvrzuje mimo jiné Bruder a kol.
(1998). Ve vyzkumu byly odebrany MSC z lidské kostni dfen¢, kultivovany a nésledné
vloZzeny na pfipraveny keramicky scaffold. Ten byl dale implantovan do dospélych
athymickych potkanii s defektem stehenni kosti. Pro porovnani byly do uréité skupiny
potkand implantovany i scaffoldy bez MSCs. Nésledn¢ byly potkani v riiznych tydnech
1écby usmrceni a hojici se defekty byly porovndny pomoci mnoha testi (radiologie,
imunohistochemie a dal$i), coz nakonec dokazalo, ze MSCs mohou regenerovat kost
a umoziuji tak poskytnout alternativu k autogennim kostnim §t€ptim. Podobné zavéry
byly dokazany i na frakturach holenni kosti u mysi ve vyzkumech dle Granero-Moltod

a kol. (2009).
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4.3.6 Regenerace kosti za pomoci parathormonu

Parathormon (PTH) je hormonem pfistitnych télisek. Je linearnim polypeptidem
o celkové délce 84 aminokyselin. Jeho funkci je regulace homeostazy vapniku v téle

a hraje diilezitou roli v metabolismu kosti (Starka a Zamrazil, 2005).

Celkovy potencial parathormonu v hojeni kosti jesté neni zcela objasnén, ale na
zaklad¢ mnoha studii na zvifecich modelech je jeho role nepopiratelnd. Z vyzkumt na
mysSich a potkanech autorii Tsunori a kol. (2015), Milstrey a kol. (2017) a dalSich jasné
vyplynulo, Ze denni lokalni podavani parathormonu (pomoci scaffoldli) do mista defektu
kosti vyznamné¢ napomaha regeneraci, zaclenéni Sté€pu ¢i fixaci implantatu. Dle vyzkumu
Milstrey a kol. (2017) bylo prokazéano, ze PTH v zavislosti na davce stimuluje tvorbu
kosti u mysi. Hojeni zlomenin vychézi z plisobeni na vice typti bunék, ¢imz dochazi nejen
k ovlivnéni tvorby kosti, ale i pfestavb¢é osteoklastického kalusu (Wojda a Donahue,

2018).

Vyzkum Tsunori a kol. (2015) ukazuje na fakt, ze v hojeni lebky u potkant zalezi
na davce injikovaného PTH. Cim vyssi je davka, tim vice a rychleji se kost formuje. Je
tedy dulezité najit mnozstvi PTH, které by pro hojeni kostnich defekti u ¢lovéka mélo
nejlepsi mozné vysledky.

Zatim se parathormon vyuziva také k 1é€bé osteopordzy neboli fidnuti kosti -

onemocnéni kosti, které Casto vede ke zlomeninam, protoZe je naruSena stavba kosti

(Neer a kol., 2001).

4.3.7 Neinvazivni metody regenerace kosti
Kromé vySe zminénych lze jako dopln¢k 1é¢by pouzit i n¢kolika neinvazivnich
pfistupt, které regeneraci kosti stimuluji. Mezi né fadime napftiklad ultrazvuk s nizkou

intenzitou (LIPUS) a pulzni elektromagneticka pole (PEMF) (Dimitriou a kol., 2011).

Dle Schofer a kol. (2010) vénujicich se zlomenindm holenni kosti LIPUS muze
urychlit hojeni. Podobné i Busse a kol. (2002) uvadi, ze doba do zhojeni zlomeniny byla

pfi pouziti ultrazvuku nizké intenzity vyznamné krats$i nez u kontrolnich skupin.
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5 Analyza regenerace kosti

Pro vyhodnoceni G¢innosti jednotlivych metod regenerace kosti zejména pfi jejich
experimentalnim testovani je potfeba adekvatné zvolena analyza. Nékteré jeji mozné
zpiisoby budou rozebrany v nésledujicich kapitolach. V analyzach regenerace kosti se
sleduje mnoho parametrti, jako naptiklad: objem nové kosti (objem ¢ésti segmentované
jako kost), procentualni objem kosti (pomér objemu segmentované kosti k celkovému
objemu v oblasti), hustota povrchu kosti (pomér povrchu segmentované Kkosti
k celkovému objemu v oblasti), hustota tkanovych minerali a obsah kostnich minerali

(Lee a kol., 2021).

Namétené parametry jsou dale podrobeny statistickym analyzam. V tomto kroku
jsou veskerd namétend data shromazdéna a jsou znich vyjadieny rGzné statistické

veli¢iny (Shi a kol., 2019).

Ve vétsiné studii se pro vizualizaci kostni regenerace pouzivd radiologie, pro
kvantifikaci mikro-CT, k popisu mikroarchitektury histologie ¢i histomorfometrie
a k barveni a detekci struktur (jako jsou tieba krevni cévy) se pouzivd imunohistochemie

s protilatkami (Bissinger a kol., 2016).

5.1 Analyza pomoci mikro-CT

Mikro-CT neboli mikrotomografie je jednou z metod, kterd se v analyze kostni
regenerace vyuziva. Jednad se o neinvazivni zobrazovaci metodu, kterd umoziuje
vizualizovat strukturu sledované oblasti, a to v takovém rozliSeni, které zddnou jinou
neinvazivni metodou nelze dosdhnout — prace na urovni jednoho mikronu, coz je tisicina
milimetru, a mensi. Mikro-CT skenery vytvari 2D snimky pomoci rentgenovych paprski
(mnoho 2D snimkl s riznym pootocenim), a ty jsou nasledné¢ pomoci specialnich
softwarti zpracovany do 3D modeld. Vyhodami této metody jsou nedestruktivita
(skenovany vzorek se béhem testovani nijak nezméni ani neznici), ¢asova efektivita
a moznost piimé analyzy 3D modelu. Naopak, jako zaporné Ize oznacit vysokou zavislost
na zpracovani obrazovych dat a v neposledni fad¢ vysokou pofizovaci cenu (Bartos,

2018).
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Pouziti mikro-CT k analyze regenerace kosti miizeme ukézat na ptikladu studie Lee
a kol. (2016), na modelu kralika. Cilem této studie bylo prozkoumat schopnost hojeni u
kostnich defektt diafyzy levého radia za pouziti syntetickych materiald v riizném slozeni
— kombinace Ctyt typti materidlti: PCL (polykaprolakton), PLGA (kyselina poly(mlécna-
ko-glykolova)), TCP (trikalciumfosfat beta) a kachni zobdk, ktery byl pouzit jako
alternativa xenogenni kosti - je totiz ndkladov¢ efektivni a snadno dostupny ve velkém
mnozstvi, protoze se nepouziva jako potrava ¢i krmivo pro zvifata, ani jako hnojivo. Pro
tyto ucely byl rozemlet na mikroprasek a pouzit jako keramicky biomaterial. Kralici byly
tedy rozdéleny do ¢tyt skupin: skupina 1 — kontrolni (bez ptidani leseni), skupina 2 —
hybridni scaffoldy PCL/PLGA, skupina 3 — hybridni scaffoldy PCL/PLGA/TCP a
skupina 4 — hybridni scaffoldy PCL/PLGA/kachni zobdk. V urcitych intervalech po
implantaci (4, 8 a 12 tydnt) byly vzdy 4 kralici z kazdé skupiny usmrceni a defekty byly
podrobeny analyze pomoci mikro-CT. Z mikro-CT snimku (obr. 3) je patrné, jak hojeni
kosti v jednotlivych ptipadech probihd. Lze znich usoudit, ze k nejvyznamnéjSimu
zhojeni doslo u kraliki, kterym bylo implantovano hybridni leSeni PCL/PLGA/kachni
zobak.

Control

PCL/PLGA

PCL/PLGA/TCP

PCL/PLGA/duck beak

Obr. 3: Snimky mikro-CT kostniho defektu levého radia. (Pievzato z Lee a kol.,2016)
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5.2 Histomorfometricka analyza

Histomorfometrickd analyza je rutinni metoda a probihd metodicky vzdy velmi
podobné. Lisi se v podstaté jen pouzitymi latkami v jednotlivych krocich nebo jejich
koncentraci. Zpracovani vzorku je zna¢né Casové narocné a celd priprava trva fadove
tydny. Zhotoveni histologického preparatu vhodného pro morfometrickou analyzu ma
svou posloupnost a jednotlivé kroky jsou vzdy provadény ve stejném potadi — fixace,
zaliti, krajeni, barveni. U kostnich preparati pribyva jest¢ krok dekalcifikace, tedy
odvépnéni. Prvnim krokem je fixace vzorku, ktera probiha nejcastéji v paraformaldehydu
a trvd 24 - 48 hodin. Po fixaci je nutnd dehydratace, pro kterou je pouzit ethanol.
Nasleduje odvapnéni, které se nejCastéji provadi za pouziti EDTA (kyseliny
ethylendiamintetraoctova) nebo jiné kyseliny — napf.: kyseliny mravenci, v zavislosti na
pottebach dalsiho zpracovani. Tento krok je v celém procesu nejdelsi, trva nékolik tydnii
(doba zavisi na pouzité kyselin€ a jeji koncentraci). Vzorek je potom zalit do parafinu,
aby se vytvorfil blocek, ze kterého se nasledné nakrdji platky o velikosti v fadech
mikrometri. Aby na fezu byly rozeznatelné jednotlivé struktury, je nutné jest¢ fezy
obarvit. To se provadi typicky pifehlednym barvenim hematoxylinem a eosinem, piipadné
jinymi barvicimi metodami, jako naptfiklad Massonovymi trichomy, které specificky
barvi kolagen. Po obarveni struktur uz je mozno jednotlivé fezy pozorovat, a to nejcasteji
pomoci svételného mikroskopu. Jednotlivé obrazky jsou nakonec analyzovany pomoci
nejriiznéjsich softwarti (Image Pro, SigmaScan Pro, a dalsi) (Zhang a kol., 2017, Shi

a kol., 2019, Wang L. a kol., 2019).

Massonovo barveni (zde modry trichom) se bézné pouzivé k urceni zralosti kostni
tkang. Zrala kost je zbarvena do jasné Cervené, zatimco kost nezrald je modie (obr.4)

(Wang Y. a kol., 2019).
PG-ALN@MSNs

4w

12 w

Obr. 4: Snimky Massonova barveni na kranidlnim defektu krys — detaily studie

v nasledujici kapitole — imunohistochemické analyza (Pfevzato z Wang Y. a kol., 2019)
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5.3 Imunohistochemicka analyza

Imunohistochemie (IHC) je oproti histomorfometrii pokrocilejsi metodou.
Prerekvizitou v8ak je dekalcifikace pomoci EDTA, jelikoZ pouziti agresivnéjSich kyselin
zpusobuje degradaci nukleovych kyselin. Je zaloZzena na imunologickych procesech
ajejim principem je vazba protilatky k antigenu. Existuji bud’ pfimé nebo nepiimé
imunohistochemické analyzy. U piimé se antigen detekuje potom, co je aplikovédna
primarni protilatka, kterd je znacend enzymem, ktery po specifické vazbé vyvola n¢jaky
barevny signal, ktery je mozné zachytit, nebo mlize byt primarni protilatka znacena piimo
fluorescen¢ni barvou. Druhou variantou je neptiméa IHC, ktera je oproti pfimé varianté
citlivéjsi. Muze byt né€kolika stupiiovd. Dalsi kroky vedou k vyraznému zesileni

barevného signalu a tedy i ke zlepSeni detekce struktur. (Brychtova a Hlobilkova, 2008)

Ve studii Wang Y. a kol. (2019) byly k IHC analyze pouzity 3 latky: CD31-
vylu¢ovany endotelidlnimi buiikami a pouziva se k hodnoceni stupné angiogeneze — pro
regeneraci kosti je tvorba krevnich cév zasadni, OC (osteokalcin) — ten ma dulezitou roli
v upravé metabolismu kostniho vapniku a nakonec OPN (osteopontin), ktery podporuje
osteogenezi. Autofi se vénovali hojeni kranidlnich defektd krys srovnavanim efektivity
4 typt nanovlaken: PG (polykaprolakton/Zelatina), PG-ALN (polykaprolakton/Zelatina-
alendronat sodny), PG-MSNs (polykaprolakton/Zelatina-mezoporézni nanocastice oxidu
kifemicit¢tho) a  PG-ALN-MSNs (polykaprolakton/Zelatina-alendronat  sodny
a mezoporézni nanocastice oxidu kiemicitého (obr. 5). Provedenou analyzou bylo

zjisténo, Ze pouzitim nanovlakna PG-ALN-MSNs doslo ke zkraceni doby hojeni.

Kromé vySe zminénych markerti se k IHC analyze pouZzivaji napiiklad Runx2,
Osx a TGF- B1. Runx2 (runt-related transkripéni faktor) a Osx (osterix) jsou dva Casté
transkripéni faktory, potfebné pro osteoblastogenezi a tvorbu kosti. TGF-BI1
(transformujici riistovy faktor) ovlivituje rast, diferenciaci a sekreci extracelularni matrix

béhem vyvoje kosti (Zhang a kol., 2017).
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PG-MSNs PG-ALN@MSNs
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Obr. 5: Snimky IHC barveni kranidlnich defektii krys, a) OC b) OPN c) CD31
(Ptevzato z Wang Y. a kol. 2019)
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6 Zaver

Tato prace se vénuje kosti jako takové, jeji stavbé, novotvorbe, remodelaci a zejména
moznostem regenerace a nasledné analyze. Cilem bylo tuto problematiku kompila¢né

zpracovat.

V prvni ¢asti je popsana stavba kosti, typy kostni tkan¢ a osifikace, na coz navazuje
téma regenerace kosti. Ta mtize v ramci remodelace kosti probihat v pribéhu Zivota jako
pfirozeny proces — jako tzv. remodelace pfi zatézi, kterd je zde zminéna spiSe okrajove,
anebo probihd na zdklad€¢ zranéni kosti — napfiklad zlomeniny, ale i traumata pfi
chirurgickych zakrocich naptiklad v disledku odstranéni nadorti atd.. Pti frakturach
a jinych poSkozenich kosti je v téle nastartovan proces hojeni, ktery v mnoha ptipadech
k uplnému uzdraveni kosti staci, nicméné v nékterych ptipadech je posSkozeni tak
rozsahlé, ze pouze pfirozené procesy nestaci a medicina tak musi sdhnout po metodach,
které hojeni zlomeniny podpofi. Pfedlozena prace se vénuje vybranym takto pouzivanym
metodam. Stru¢né je zde zmin€no vyuziti kostnich Stépi. VEtSi pozornost je potom
vénovana scaffoldiim neboli nosi¢im (leSeni), které jsou v soucasnosti hojné vyuzivany
a také jsou predmétem z4jmu vyzkumu z hlediska optimalizace vyuzivanych materialt
a také zpuisobu jejich vyuziti. Jsou popsany jejich zakladni charakteristiky a zminény
nckteré materialy, které se k vytvotreni nosicl pouzivaji. V rdmci prace byly shrnuty
poznatky o leSeni zkyseliny hyaluronové a fibrinu. Byla zde rozebrana i role
mezenchymalnich kmenovych bun¢k, jako buné€k, kterymi mohou byt nosice osazeny
a vedou tak k podpofe regenerace. Zminény je v této Casti i parathormon, ktery se u¢inné
pouziva k 1é€b¢ osteopordzy, ale dle zminénych studii ma potencial i v kostni regeneraci.
V tomto smyslu jesté neni zcela objasnéno, jaka davka by pro hojeni kostnich defektt
méla nejlepsi mozné vysledky, a proto je tato metoda nadale cilem nékterych odbornych

studii. Roli v regeneraci kosti zaujimaji i neinvazivni metody, které jsou v praci taktéz

kratce zminény.

Posledni oblasti zdjmu byla analyza kosti, respektive analyza uspéSnosti jejich
regenerace. Jednd se o metody, které poskytuji data, jez vedou k vyhodnoceni uspésnosti
hojeni defektu. Témét ve vSech studiich byly k analyze pouzity tyto zakladni metody:
mikro-CT, histomorfometrie a imunohistochemie, proto jsou v této praci popsany jako

nejcastéji vyuzivané.
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Z provedené reSerSe vyplyva, Ze se diky tkanovému inzenyrstvi podafilo vytvofit
mnoho materiald, které mohou byt efektivni nahradou kostnich $tépd, jejichz ziskani
i pouziti neni pfili§ komfortni zalezitosti. Z hlediska analyzy uspéSnosti provedenych

terapeutickych zasahli se mi jako nejefektivnéjsi jevi pouziti mikro-CT. A to hlavné

z ditvodu, Ze se jedna o metodu neinvazivni.

Zavérem lze fici, Ze regenerace kosti je jeSté stile velice otevienym tématem
a vyzkum v této v oblasti je i nadale velice dulezity, protoze nespravné ¢i nedostate¢né

zhojeni kostnich defekt vede ke zhorSeni kvality Zivota.
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