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Nazev uzitného vzoru:
Bioresorbovatelna hybridni nahrada pateie
pro meziobratlovou fizi

Utad priimyslového vlastnictvi v zapisném fizeni nezjistuje, zda predmét uZitného vzoru
spliiuje podminky zptisobilosti k ochrané podle § 1 zak. ¢. 478/1992 Sb.
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Bioresorbovatelna hybridni nahrada patei'e pro meziobratlovou fuzi

Oblast techniky

Predmétem technického feseni je hybridni biokompozitni, pln¢ vstiebatelna, nahrada patefe pro
1é¢bu defektti bederni patete v intervertebralni oblasti.

Dosavadni stav techniky

Bolesti bederni a kréni patete jsou celosvétove nejcastéjsim divodem omezujicim télesnou aktivitu
a také zna¢nou mérou zodpovidaji za pracovni neschopnost ¢i invaliditu. Ekonomické naklady na
1é¢bu onemocnéni patefe jsou extrémné vysoké a jen ve Spojenych statech ¢ini kolem 90 miliard
USD rocné. V pripadé, ze selhava konzervativni terapie, spindlni fuze je jednou z nejcastéjsich
moznosti operacni 1éCby, ktera predstavuje kurativni feSeni nebo alespon zmirnéni pacientovych
obtizi. Zakladnim predpokladem téchto operaci je pouziti kostniho §t€pu nebo specidlniho
implantatu v kombinaci s instrumentariem. Cilem je vytvofit kosténé prohojeni dvou nebo vice
sousednich obratl.

Pouziti lumbalni intervertebralni fuze (LIF) v USA i v Evrop¢ v poslednim desetileti rychle nardsta.
Navzdory technickému pokroku ve spondylochirurgii a vyvoji novych materialt se riziko selhani
této metody stale pohybuje mezi 5 az 35 %. Uziti autologniho kostniho §tépu u LIF je stale
povaZovano za zlaty standard, avSak jeho odbér z lopaty kosti kycelni je zatizen kratkodobou
i dlouhodobou morbiditou postihujici az 22 % téchto pacientt.

Prohojovani a tvorba nové kosténé formace je ovlivnéna jak lokdlnimi podminkami, tak
i vlastnostmi pouzitého S§tépu. Inicidlni stabilita fuzované oblasti je =zajiSt€éna patefnim
instrumentariem, pficemz §tép je zakladem pro kosténé hojeni a remodelaci, které probihaji béhem
delsi ¢asové periody. I kdyz pokrok v oblasti instrumentarii, vyvoji kostnich nahrad a stejné tak
irozvoj celkového technického provedeni operace vyrazné zvysil Sanci na Usp€$né prohojeni
a vytvoreni fuze, tak pseduoartréza zlstavd dominantni komplikaci této operacni procedury.
I v sou€asnosti se riziko vzniku pseudoartrdézy v lumbalni a cervikalni oblasti pohybuje mezi 2 az
42 % a v ptipad€ vicesegmentalnich krénich fuzi muze tato hodnota dosahovat az 60 %. Tato
skute¢nost je velkou zatézi nejenom pro pacienta i 1ékare, ale také zat€zuje cely zdravotni sytém.
Pacienti s nefuzovanymi nebo jen ¢astecné prohojenymi segmenty maji Spatné klinické vysledky
a Casto tak vyZzaduji naslednou reoperaci. Tyto revizni operace maji vyrazn¢ vys$$i morbiditu
a extenzivné zvysuji naklady na celkovou lécbu.

Ve svétle téchto skutecnosti zlstava velkou vyzvou pro védecké tymy slozené ze spinalnich
chirurgti, biomaterialovych specialistli, biomechaniku i radiodiagnostikli vyvoj a aplikace novych
materialii a operacnich technik s cilem dosazeni diivéjsi stabilni meziobratlové fize v porovnani
se soucasné uzivanymi konvencnimi postupy v dané oblasti. Kostni nahrada by méla poskytovat
podporu a strukturalni intergritu béhem celého procesu osteogeneze a jejiho vhojovani. Nahrady
kostni tkané jsou definované jako anorganické, syntetické nebo biologicky organické kombinované
materialy, které se implantuji do mista kosténého defektu za ucelem jeho prohojeni. UZzivaji se jako
nahrada za autogenni nebo alogenni kostni §t€p. V minulosti byly pouzivany predevsim inertni
materialy k nahradé kostnich defektu, které pfedevs§im plnily roli ,,space holder” béhem procesu
hojeni. Soucasnym modelem je pouziti novych ,inteligentnich® biomaterialt, které nejen
podporuji, ale také iniciuji kosténé prohojeni. Dle ,,diamantového konceptu‘ tkanového inzenyrstvi
by méla idealni kostni ndhrada nabizet tfidimenzionalni osteoidnuktivni strukturu, obsahovat
osteogenni buiiky a osteoinduktivni faktory, a také by méla indukovat vaskularizaci. To vSe pfi
dostatecné mechanické pevnosti materialu. 1 pfes rozsadhly vyzkum tento material podobny
kosténému autograftu nebyl doposud Gspésné vytvoren. Soucasnym konceptem je tedy vytvoieni
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kombinace nosi¢e nebo tfidimenzionalni konstrukce s zivymi bunkami a biologicky aktivnimi
molekulami. Dosud navrZzené materialy zahrnuji:

o Nahrady ptirodniho ptivodu - autogenni a allogeni kostni $tépy, demineralizovana kostni hmota,
xenogenni materidly jako je pfirodni hydroxyapatit zvifecich kosti nebo také fytogenni
materialy ziskavané z fas nebo korald.

o Syntetické materialy - keramické materidly jako je bioaktivni sklo, trikalcium fosfat (TCP),
hydroxyapatit (HA), kalciumfosfat (CP) nebo sklenéné ionomerové cementy. Taktéz tato
skupina zahrnuje materialy, kterymi jsou: titan, polymery obsahujici polymetylmetakrylat
(PMMA), polyetheretherketon (PEEK), polyglykolidy, polylaktidy, polylaktony jako napf.
polykaprolakton (PCL) nebo jejich kopolymery.

o Kompozitni materidly - kombinace rtiznych materialti, napt. keramiky a polymert. Spojenim
materidlti s rtiznou strukturou a biochemického charakteru lze dosahnout lepSich vlastnosti
kompozitu, naptiklad co se tyce biodegradability.

o Kombinace materiald s rastovymi faktory - pfirodni nebo rekombinantni ristové faktory
predstavuje napt. morfogenni kostni protein (bone morphogenic protein, BMP), ristovy faktor
krevnich desticek (platelet-derived growth factor, PDGF), transformujici rustovy faktor
(transforming growth factor—3, TGF-p), ristovy faktor podobny insulinu (insuline-like-growth
factor), vaskularni endothelidlni rstovy faktor (vascular endothelial growth factor, VEGF)
a fibroblastovy rustovy faktor (fibroblast growth factor, FGF). Tyto faktory jsou pfidany do
nosice, aby zvysily jeho biologickou aktivitu.

o Kombinace materidli a bun¢k - mesenchymalni kmenové buiiky, stromalni buiiky kostni diené,
periostalni buiky, osteoblasty, stejné tak i embryonalni ¢i dosp€lé kmenové bunky jsou
pouzivané v tkdnovém inzenyrstvi.

Do soucasné doby nebyl popsan zadny bioimplantat, ktery by plné spliioval podminky idealni
kostni nahrady. Limitem autograftu je jeho ziskatelné mnozstvi a morbidita odbérového mista.
Alografty nejsou osteogenni a osteoinduktivni a existuje u nich riziko pfenosu infek¢énich nemoci.
Metalické implantaty jsou pevné v tenzi i kompresi, ale nejsou dobrym substratem pro bunéénou
adhezi a mohou indukovat nespecifickou imunitni odpovéd. Keramické skafoldy vcetné
bioaktivniho skla maji dobrou osteokonduktivitu, avSak jsou limitovany minimalni
osteoinduktivitou a malou mechanickou pevnosti. Pfirodn¢ derivované polymery (kolagen,
chitosan) maji schopnost resorpce, podporuji bunéénou migraci, ale chybi jim pevnost kosti.
Naopak syntetické polymery z polymécné, nebo polyglykolové kyseliny maji dostatecnou
mechanickou stabilitu, av§ak na tkor chybéjici osteokonduktivity.

Podstata technického feSeni

Implantaty tieti generace jsou biokompozity, které se snazi maximalizovat svoje biologické,
mechanické a chemické vlastnosti k pfipravé biologicky ekvivalentnich nahrad tkani.
Biokompozitni skafoldy s pfidanymi exogennimi ristovymi faktory nabizeji slibnou cestou ke
zlepSeni kosténé regenerace.

Predmétem predkladaného technického feSeni je hybridni biokompozitni ndhrada patete pro
meziobratlovou fuzi, kde biokompozit obsahuje keramickou matrici ve formé porézni pény,
obsahujici hydroxyapatit a fosfore¢nan vapenaty v hmotnostnim poméru v rozmezi 1:1 az 1:5,
s vyhodou 1:2 az 1:4, a dale biokompozit obsahuje vyplii matrice ve formé lyofilizované polymerni
pény z materidlu vybran¢ho ze skupiny kolagenu, oxidované celuldzy a jejich soli, poptipadé
zjejich smési; pricemz biokompozit ma velikost port, stanovenou rastrovaci elektronovou
mikroskopii, v rozmezi 200 az 300 mikrometra.



20

25

30

35

40

45

50

55

CZ 35668 Ul

Keramickou matrici je ve zvlast¢ vyhodném provedeni dvoufazovy systém obsahujici
hydroxyapatit a fosforecnan vapenaty v hmotnostnim pomeéru 1:3.

Fosfore¢nan vapenaty s vyhodou obsahuje fazi alfa i beta, vyhodné&ji v poméru 1:4 az 1:6,
nejvyhodnéji v poméru 1:5.

Keramicka matrice na bazi hydroxyapatitu a fosfore¢nanu vapenatého je biokompatibilni
aresorbovatelna. Nahrady patefe, které jsou v souCasné dob€ na trhu, jsou nevstiebatelné.
Biokompatibilita a resorbovatelnost jsou zna¢nymi vyhodami predkladaného technického feseni.

Polymerni péna je s vyhodou z kolagenu v kombinaci s antibakteridlnim polysacharidem, kterym
je oxidovana celul6za nebo jeji soli, v hmotnostnim poméru 1:9 az 9:1, s vyhodou 1:1.

Polysacharidem je ve vyhodném provedeni vapenaté stl oxidované celuldzy.

Oxidovana celuloza a jeji soli jsou biokompatibilni, bioresorbovatelné a maji antibakterialni
vlastnosti.

Polymerni péna zajist'uje lepsi biokompatibilitu a umoznuje navazani dalsich bioaktivnich latek.
Polymerni péna se ptipravi metodou lyofilizace.
Polymerni péna je s vyhodou elasticka.

Polymerni péna vypliujici keramickou matrici zajiStuje finalni velikost porG nahrady patete
v rozmezi 200 az 300 mikrometrii.

Polymerni péna tvoii s vyhodou 0,1 az 20 hmotn. % z hmotnosti celé nahrady péatete.

S vyhodou je biokompozit ptipravitelny z polymerni pény a keramické matrice zesiténim, zejména
chemickym zesiténim s pouzitim ¢inidel vybranych ze skupiny
N-(3-dimethylaminopropyl)-N"-ethylkarbodiimidu hydrochloridu (EDC), N-hydroxysukcinimidu
(NHS), aldehydu (glutaraldehyd®, formaldehydt), kyselin (citronové, tiiselné nebo alginové),
enzymi (transglutaminazy, lysyloxidazy), pfirodnich sitovadel (genipinu, riboflavint),
epoxidovych sloucenin (glycerol diglycidyl éterti, glycerol triglycedyl éterti a ethylenglykol
glycidyl éter), tetrakis hydroxymethyl fosfonium sulfatu a jodistanu, nebo zesiténim fyzikalnimi
vlivy (jako je teplo, zafeni gamma, nebo UV).

V porézni nahradé patete mohou byt adsorbovany bioaktivni latky, zejména polymery biogennich
fosfatti a/nebo rustové faktory.

Polymerem biogenniho fosfatu miize byt napt. biogenni anorganicky polyfosfat (polyP), zdporné
nabity linearni polymer obsahujici desitky az stovky fosfatovych zbytkd spojenych dohromady
prostfednictvim vysokoenergetické fosfoanhydridové vazby. PolyP je bézn€ obsazen v mamalnich
buiikach a podporuje diferenciaci a kalcifikaci osteoblastl, inhibuje aktivitu kostni resorpce
osteoklastl a hraje vyznamnou roli v pozitivni regulaci regenerace kostni tkané. Zejména vyhodny
je polyfosfat vapenaty.

Ristovy faktor mize byt vybran ze skupiny zahrnujici kostni morfogenni proteiny (BMP) 2, 6, 7
a 9, transformujici rastovy faktor-p (TGF-B) 1, 2 a 3, rastové faktory podobné inzulinu (IGF) 1 a 2,
vaskularni endotelialni ristovy faktor (VEGF) A, B, C, D a E, fibroblastovy rastovy faktor (FGF)
2,7, 10 a 18, rastovy faktor krevnich destic¢ek (PDGF) AA, BB, AB a CC, prozanétlivé cytokiny
interleukin-1 (IL-1), interleukin-6 (IL-6) a tumor nekrotizujici faktor alfa (TNF-a). Zejména
vyhodny je fibroblastovy ristovy faktor 2 (FGF2).
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S vyhodou je v porézni nahradé adsorbovan biogenni polyfosfat vapenaty (bio-polyP), ktery
zajiSt'uje lepsi osteointegraci.

S vyhodou je v porézni ndhrad¢ adsorbovan fibroblastovy ristovy faktor FGF2. Tak 1ze vyuzit jeho
ucinky pro urychleni osteointegrace a prorustani nativnich fibroblastt a cév.

Celkova tloustka néhrady patete je zavisld na vlastnostech patete pacienta, a ndhrada muze byt
pfipravena na miru. S vyhodou je tloustka ndhrady patete v rozmezi 0,5 az 8 mm.

Na animalnim modelu bilého prasete byla potvrzena uUCinnd funkce nédhrady péatefe podle
predkladaného technického feSeni, kterd urychlila regeneraci poranéné patete a vytvorila pevny
kostni spoj v misté odstranéné (poranéné) plotynky. Hodnoceni bylo provadéno pomoci
pocitacové mikrotomografie  (mikro-CT), biomechanicky (tuhost regenerované patefe)
a imunohistochemickym barvenim histologickych ftezli (osteogneze — stanoveni plochy
novotvorené kostni tkdn¢ v misté kostniho spoje).

Priklady uskutecnéni technického feSeni

Priklad A — srovnavaci priklad
Keramicka péna tvofena hydroxyapatitem a fosfore¢nanem vapenatym

Porézni keramicka péna byla pfipravena metodami odlévani a slinovani. K piipravé vodné
keramické suspenze na bazi epoxidu byl pouZit prasek hydroxyapatitu (HA; 29,7 hmotn. %)
kalcinovaného pii 1000 °C /3 h s praskem fosfore¢nanu vapenatého (CP; 29,7 hmotn. %) v poméru
1:1, déle pak voda (29 hmotn. %), epoxidova pryskyfice (ethylénglykol diglicidyléther; 5,7 hmotn.
%) adispergacni prostfedek (polyakrylat amonny; 0,7 hmotn. %). Suspenze byla mletim
homogenizovana po dobu 8 hodin s kulickami ze zirkonu. Po mleti byla ziskana jemna suspenze
HA se stfedni velikosti ¢astic 130 nm a CP se stiedni velikosti ¢astic 1 mikrometr. Keramicka péna
byla pfipravena pfimym napénénim homogenizované suspenze za pouziti kuchyiiského mixéru.
Pfed napénénim bylo pfidano napénovadlo obecného vzorce CisH2O(CoHs0)n, kde n=9 az 10
(3,5 hmotn. %) a vytvrzovadlo (dipropylén triamin; 1,7 hmotn. %) v ekvimolarnim pomeéru
k epoxidové pryskyfici. Keramickd smés byla po napénéni odlita do formy o priméru 100 mm
avySce 10 mm a polymerovana pfi 35°C po dobu 40 min. Po konsolidaci byla keramicka
péna vysuSena, segmentovana ve form¢& a slinovana pii 1250 °C po dobu 2h. Po
slinovani byly keramické pénové predlisky opracovany na konecnou velikost implantatu
(25 mm x 15 mm x 3,3 mm).

Kone¢nym slozenim keramické pény byla smés hydroxyapatitu (26 %), p-fosfore¢nanu vapenatého
(62 %) a a-fosforecnanu vapenatého (12 %) analyzovéana rentgenovou praskovou difrakei (Rigaku
SmartLab 3kW, Rigaku, Japonsko). Difrak¢ni obrazce byly méteny od 10° do 100°. Fazovy obsah
byl kvantifikovan pomoci Rietveldovy analyzy.

Piiklad B
Keramicka péna tvofena hydroxyapatitem a fosfore¢nanem vapenatym impregnovana biopolymery

Keramicka péna ptipravena podle srovnavaciho Ptikladu A byla impregnovana biopolymery na
bazi bovinniho kolagenu a vapenaté soli oxidované celulozy (oxyceluldza). Kolagen typu I
z hovézi kiize se hydratoval v ultracisté vodé s oxyceluléozou v poméru 1:1 tak, aby celkova
koncentrace byla 0,5 hmotn. %. Smés kolagen / oxyceluléza byla injektovana jehlou 20G do
keramické pény k vyplnéni veskerého volného objemu a nasledné byl vzorek
lyofilizovan pii -35 °C a tlaku pod 1 mBar (0,1 kPa) po dobu 15 hodin (lyofilizator Martin Christ
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Epsilon 2-10D) s naslednym sekundarnim suSicim procesem pii 25 °C a tlakem pod 0,01 mBar
(1 Pa) az do poklesu Ap (zména tlaku pod 10 %). Lyofilizované porézni vzorky byly nasledné
stabilizovany chemickym sitovanim pouzitim ¢inidel
N-(3-dimethylaminopropyl)-N’-ethylkarbodiimidu hydrochloridu (EDC)

a N-hydroxysukcinimidu (NHS) v poméru 2:1 a nésledné€ 2x promyty 0,1M roztokem Na,HPO4po
dobu 30 minut a 1x ultracistou vodou, také po dobu 30 minut. Po sitovani byly vzorky opét
zmrazeny a znovu zlyofilizovany (dle vyse uvedenych parametri).

Priklad 1

Keramicka péna tvofena hydroxyapatitem a fosfore¢nanem vapenatym impregnovana biopolymery
s adsorbovanym ristovym faktorem

Kompozitni nahrada pro feSeni kostnich defekti je sloZzend z keramické pény tvorené
hydroxyapatitem a fosfore€nanem vapenatym impregnovand zesitovanou lyofilizovannou pénou
z bovinniho kolagenu typu I a oxidované celuldzy ptipravené postupy popsanymi v piikladech A
a B. Péna je dale nasledné zesiténa stejné jako v Ptikladu B s tim rozdilem, ze pted lyofilizaci po
zesiténi EDC/NHS byla kompozitni péna zalita roztokem fibroblastového ristového faktoru 2 -
FGF2, tak aby vysledna koncentrace FGF2 byla 0,1 pg/cm?. Nasledn& byly vzorky opét zmrazeny
a lyofilizovany.

Ptiklad 2

Keramicka péna tvotfena hydroxyapatitem a fosfore¢nanem vapenatym impregnovana biopolymery
s adsorbovanym polyfosfatem

Kompozitni nahrada pro feSeni kostnich defektd je slozena z keramické pény tvorené
hydroxyapatitem a fosfore¢nanem vapenatym impregnovana zesitovanou lyofilizovannou pénou
z bovinniho kolagenu typu I a oxidované celulozy pfipravené postupy popsanymi v piikladech A
a B. Po zesiténi EDC/NHS jest¢ pred lyofilizaci byla kompozitni péna ponoiena do roztoku
polyfosfatu sodného o koncentraci 0,25 mol.I"! po dobu 1 hodiny a nasledn& vyjmuta a ponofena
do roztoku chloridu vapenatého o koncentraci 0,125 mol.I"! pro vytvofeni mikrocastic polyfosfatu
vapenatého piimo “in-situ” na vlaknech biopolymeri a povrchu hybridniho implantatu. Nasledné
byl vzorek zlyofilizovan, jak je jiz popsano vyse.

Priklad 3

Nahrady patete ptipravené v ptikladech A a B, a modifikované nahrady pfipravené v piikladech 1
a2 byly podrobeny meéfeni velikosti porit pomoci rastrovaci elektronové mikroskopie (SEM,
Tescan MIRA3, Ceska republika). Viechna pozorovani byla provadéna v rezimu emise
sekundarnich elektronti s vysokym napétim 10 kV. Pro lepsi rozliSeni byly vzorky potazeny 20 nm
vrstvou zlata. Velikost pord piipravenych materiald byla vypocitana ze snimkd SEM pomoci
softwaru ImagelJ. Pory byly hodnoceny z 5-ti riznych SEM obrazki kazdého vzorku se zornym
polem 1,5 mm. Primérna velikost port byla vypocitana pomoci 150 naméfenych hodnot ze snimkd
SEM.

Tab. 1: Provnani vysledki velikosti port: vliv biopolymert a bioaditiv.

Oznageni piikladu Priméra  velikost
pori (um)

Priklad A 258

Priklad B 200

Priklad 1 243

Priklad 2 297
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Z Tab. 1 je patrné, Ze vSechny vzorky maji propojené pory, jejichz velikost je v rozmezi od 200 az
300 mikrometri, coz zajistuje spravny prisun zivin skrz dvouvrstvu a také vhodnou velikost port
pro adhezi a proliferaci fibroblastti. Biopolymerni péna tvorena vlakny kolagenu a oxidované
celulozy se modifikaci FGF2 ani polyfosfatem moc nezménila, ¢imz je zajiSténa dobra adheze
a proliferace bunck.

Priklad 4

Nahrady patefe pripravené v prikladech A a B byly podrobeny tlakovym zkouskam podle normy
ISO 13314 na 10 kubickych vzorcich kazdého typu o rozmérech 5 x 5 x 10 mm. Vzorky byly
testovany ve vlhkém stavu po hydrataci po dobu 60 minut v roztoku PBS pfi 37 °C. Maximalni
pevnost v tlaku, elasticky gradient a absorpce energie byly stanoveny pomoci systému MTS Mini
Bionix 858.02 (MTS, Eden Prairie, MN, USA) vybaveného 100N silomérem. Mg¢feni
byla provadéna pti konstantni rychlosti pficné hlavice 3 mm/min (rychlost deformace pftiblizné
0,005 s). Ziskané kiivky napé&ti-deformace byly pouzity ke stanoveni pevnosti v tlaku, elastického
gradientu a energie absorbované béhem stlacovani. Maximalni pevnost v tlaku byla vypoctena jako
maximalni tlakova sila délend plochou priiezu testovaného vzorku. Elasticky gradient predstavuje
modul pruznosti v tlaku. Absorpce energie (celkova absorbovana energie na jednotku objemu) byla
vypoctena jako plocha pod kiivkou napéti-deformace az do 40% deformace.

Tab. 2: Porovnani vysledki mechanickych vlastnosti: vliv polymerni pény.

Maximalni Elasticky Absorpce
pevnost gradient energie
Oznaceni
piikladu (MPa) (MPa) (kJ/m3)
Piiklad A 0,51 £0,15 105+76 51+29
Priklad B 0,50+ 0,18 124 + 47 63 +23

Z Tab. 1 je patrné, ze maximalni pevnost v tlaku pro materialy z Ptikladu A a B je po plné hydrataci
velmi podobna, kdy polymerni vyplii nezménila pevnost keramickych vzoreckd. Polymerni sit’
vSak pozitivné ovlivnila modul pruznosti v tlaku. V disledku toho biopolymerni vypln zvysila
celkovou absorbovanou energii, kdy béhem naméahani musi byt materialy schopné udrZet postupné
zatizeni, coz je dllezité pro nosné materialy meziobratlové fuze.

Priklad 5

Nahrady patete pripravené v piikladech 1 a 2 byly testovany na animalnim modelu bilého prasete,
kde byla potvrzena G¢inna funkce nahrady patefe podle predkladaného technického feSeni, ktera
urychlila regeneraci poranéné patefe a vytvorila pevny kostni spoj v misté€ odstranéné (poranéné)
plotynky. Do studie bylo zahrnuto celkem tficet Sest kastrovanych klinicky zdravych
experimentalnich zvitat samc¢iho pohlavi. Jednalo se o komercni hybrid bilého uslechtilého prasete
ve veéku 4 mesicli o hmotnosti priblizn€ 40 kg. Tato experimentalni prasata byla rozdélena do tii
studijnich skupin v zavislosti na metod¢ fize. VSechna zvifata zafazend do studie podstoupila
opera¢ni zakrok v celkové anestezii. Operace byly provadény shodné v pozici na pravém boku,
z levého lumbotomického extraperitonealniho pfistupu v obl. bederni patete. Po RTG objektivizaci
pateiniho segmentu L2/3 byla provedena lateralni bederni meziobratlova fize (LBMF). Ve skupiné
A (n=12) byl pouzit autologni kostni §t€p odebrany z levé lopaty kosti kycelni operovaného
prasete, ve skupiné B (n = 12) pak byl pouzit material dle Ptikladu 1 a ve skupin€ C (n = 12) byl
pouzit material dle Piikladu 2. Sest zvitat z kazdé skupiny bylo utraceno po ukonéeném 8 tydnu
experimentu (podskupina Al, n = 6; Bl, n = 6 a C1, n = 6), zatimco zbyvajicich 6 prasat z kazdé
skupiny bylo utraceno po 16 tydnech (podskupina A2, n = 6; B2, n =6 a C2, n = 6). Pooperacné
byly provedeny kontrolni RTG snimky bederni patefe. RTG kontroly bederni patete pak
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v podskupinach Al, B1, C1 probihaly v intervalu 2, 4 a 8 tydnd, v podskupinach A2, B2, C2 pak
v intervalu 2, 4, 8, 12 a 16 tydni. Po utraceni prasat byl nasledné vypreparovan a en-bloc resekovan
segment patefe v rozsahu od obratle Th15 do obratle L6. Ziskany vzorek patete byl nasledné
anatomickou preparaci oddélen od okolnich mékkych tkani pii zachovéni ligamentdznich
stabilizatort (dlouh¢ a kratké vazy patere).

Hodnoceni bylo provadéno pomoci pocitacové mikrotomografie (mikro-CT, hodnoceni kvality
srustu patefe), biomechanicky (hodnoceni tuhosti regenerované patete) a imunohistochemickym
barvenim histologickych ezl (stanoveni plochy nové kostni tkané v misté kostniho spoje tzv.
osteogeneze).

Pro kontrolni skupinu celého experimentu bylo pouzito 7 zdravych neporuSenych prasecich pateti
(vypreparovany segment od Th15-L6) ziskanych z kadaverosnich prasat stejného stati a hmotnosti
jako ve vySe popsanych skupinach (skupina N, n = 7). Skupina N byla rozdélena na 2 podskupiny,
podskupina NO (n = 2), dané preparaty slouzily jako kontrola pro mikro-CT vySetfeni a skupina
N1 (n=135), ktera slouzila jako kontrola pro biomechanické vysetfeni. VSechny takto pfipravené
vzorky ze skupin A (n = 12), B (n = 12), C (n = 12), N2 (n = 5) byly ponoteny do formolu
auzavieny do plastové folie spolu s fixacnim cinidlem, tak aby se zabranilo jejich autolyze
a vysuseni. Béhem transportu na nasledna vysetieni byly vzorky uloZzeny v lednici pfi teploté 5 °C.

Mikro-CT hodnoceni kvality meziobratlové fuze

Vsechny resekované vzorky patefe ze skupin A, B a C, byly podrobeny mikro-CT vysetieni ve
stejny den, kdy byla prasata utracena. Vzorky ze skupiny N slouzily jako referen¢ni obraz pii
hodnoceni testovanych skupin A, B, C. Pro minimalizaci pohybu vzorku béhem mikro-CT
vySetfeni byl preparat ve folii vloZzen do papirové tuby, kde byl pevné fixovan. Cely vzorek v
papirové tubé byl umistén do CT tak, Ze prostor L2-3 byl uprostted zorného pole, tak aby se
maximalné snizil vliv moznych artefakt béhem meéteni. K tomografickému méfeni byl pouzit
mikro-CT systém GE phoenix v | tome | x L 240 (GE Sensing & Inspection Technologies GmbH,
Neémecko) vybaveny rentgenovou trubici Nanofocus180 kV/ 15 W a plochym detektorem DXR
250. Rentgenova trubice byla nastavena na zrychlujici napéti 100kV a proud 300 uA. Rentgenové
spektrum bylo filtrovano 1,5 mm silnym hlinikovym filtrem. Doba expozice detektoru byla 400 ms
v kazdé z 2200 pozic. Méteni bylo provadéno pfi konstantni teploté 21 °C. Velikost voxeld byla
40 um. Tomograficka rekonstrukce byla realizovana daty GE Phoenix x 2.0 s korekei driftu vzorku,
korekei vytvrzeni paprsku a filtraci Sumu. Zaznam obratl byl proveden ve VG Studio MAX 3.1
(Volume Graphics GmbH, Némecko) a probihal podle horni-kranidlni a dolni-kaudalni (ventralis,
dorsalis) ¢asti vzorku. Tento zpisob zaznamu zjednodusuje analyzu intervertebralni fuze. Kostni
§tép ¢i bioimplantat lezi ve stejné rekonstruované oblasti a ma stejnou orientaci.

Po provedeni mikro CT vySetieni a analyze kvality probéhlé kosténé intervertebralni fize, byly
vzorky klasifikovany do 4 nasledujicich stupii kvality fize:

* Stupeil I (Uplnd faze) — znamena kostni spojeni §tépu ¢i implantatu na obou stranach lamina
terminalis sousednich obratlii a je moZné pozorovat kontinuitu trabekularni kosti kranio-kaudalnim
smérem tedy mezi obratlem a $§t€pem na obou pftilehlych koncich.

* Stupen II (Castecna flize) — znamena kostni spojeni $tépu ¢i implantatu alespon na jednom z konci
ptilehlych obratld a také ¢asteCnou nebo chybéjici trabekuldrni kost mezi kostnim $tépem ¢i
implantatem a sousednim télem obratle na jednom nebo obou koncich.

* Stupen III (unipolarni pakloub) — oznacuje kranidlni nebo kaudalni kostni nespojeni kostniho
S$tépu ¢i implantatu s pridruzenym obratlem formou diskontinuity trabekularni kosti. Sousedni téla
obratli jsou spojena podél t€la, ale bez jakékoli fuze téla s kostnim $tépem ¢i implantatem.
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* Stupen IV (bipolarni pakloub) — oznacuje nespojeni $tépu ¢i implantatu k sousednim obratlim na
obou stranach bez kontinuity trabekularni kosti mezi St€pem ¢i implantatem a sousednimi obratli.
Do stupné IV rovnéz patii uplna resorpce kostniho $tépu ¢i implantatu.

Celkem takto bylo provedeno 36 méfeni, dvanact pro kazdou skupinu A, B a C. VSechny odebrané
vzorky patete z podskupin po 8 a 16 tydnech byly skenovany bezprostiedné po utraceni prasete.
Vsechny tyto vzorky byly klasifikovany zminénym klasifikacnim systémem.

Tab. 4: Shrnuti dosazeného stupné intervertebralni fuze po 8 a 16 tydnech, dle jednotlivych
podskupin.

Srovnani po 8 tydnech Srovnani po 16 tydnech
Podskupiny Podskupiny
Stupen fize Al Bl cl 1 A2 B2 2 1
>tp (n=6) (n=6) (n=6) P (n=6) (n=6) (n=6) P
I 3 2 1 1 5 4
II 1 2 2 3 1 2
0.737 0,023*
III 1 1 2 2 0 0
v 1 1 1 0 0 0

A - autologni kostni §tép; B - ndhrada patete dle Piikladu 1; C - ndhrada patete dle Piikladu 2

Vysledky fuze mezi podskupinami Al, B1l, C1 se statisticky vyznamné neliSily (p =0,737),
zatimco rozdily dosazené meziobratlové fize v podskupiné A2 a podskupinach B2 a C2 byly
statisticky vyznamné (p = 0,023). Statisticky vyznamny rozdil mezi jednotlivymi skupinami byl
testovan Mann-Whitney U-testem.

Nalezy na mikro-CT potvrdily autopticky nalez perispindlniho fibrokalcinosniho infiltratu, ktery
korespondoval s nedostate¢nou progresi intervertebralni fiize ve skupin€ s pouzitym trikortikalnim
Stépem. Pouziti Stépu v Case vedlo spise k rozvoji inkompletni fize nebo tvorbé unipolarniho
pakloubu. Naopak ve skupiné B2 a shodné i skupiné¢ C2 byla potvrzena absence perivertebralni
reakce s kalcifikaci, coz je nepfimym dikazem absence nestability, vcetn¢ progrese
intervertebralni fize po 16 tydnech, kdy statisticky vyznamné bylo ve skupiné¢ B2 dosazeno
kompletni faze v 5 z 6 ptipadl a ve skupiné C2 ve 4 z 6 piipadi s nulovym vyskytem tvorby
pakloubu. Jedna se o dalsi z nepfimych ditkazi, ze noveé vyvinutd nahrada, jak podle Ptikladu 1,
tak i podle Ptikladu 2 je schopna tvorby intervertebralni fuze.

Biomechanické hodnoceni tuhosti patefe

K biomechanickému vySetieni bloku patefe byly vzdy podrobeny 4 vzorky z kazdé testované
podskupiny (A1, n=4; A2, n=4; B1, n=4; B2 n=4; C1, n=4; C2, n=4). Jako kontrolni skupina bylo
testovano vSech sedm vzorkl zdravych kadaveroznich prasecich pateti (N, n=5). Vzorky patete
byly testovany vzdy nasledujici den po utraceni prasat (po provedeni mikro-CT vySetfeni). V ramci
experimentu byla provedena mechanicka zkouska prostého ohybu, kdy bylo po celou dobu
zatézovani eliminovano osové namahani tak, Ze osova sila byla fizena na nulovou hodnotu.
Zatézovan byl segment praseCi patefe v rozmezi obratli Th15 — L6. Horni ¢ast patete byla pti
testovani uloZena tak, aby byl umoznén jeji volny pohyb. K upevnéni vzorkd pateti ve fixa¢nich
trubkach byl pouzit technicky dentakryl. Zkouska prostého ohybu probéhla na testovacim systému
MTS Mini Bionix 858.2 (MTS, Minnesota, USA) se specialnim spindlnim simulatorem, jehoz
konstrukce je primarné urcena k testovani patefi. Patefe byly pfi experimentu ohybany nejprve do
extenze a nasledné do flexe. ZatéZzovani probehlo ve dvou rezimech. V prvni ¢ésti zatézovani bylo
cilem zjistit tuhost testovanych patefi pii extenzi bez poSkozeni tkané. Maximalni aplikovany
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ohybovy moment zde byl £ 5 Nm (+ flexe, — extenze). Tato zatézovaci ¢ast byla opakovana ttikrat.
Ve druhé ¢asti byl vzorek zatéZzovan do limit testovaciho systému a pouzitého 6DOF snimace,
tedy do +25 Nm, eventualné do destrukce vzorku. Nedoslo-li k destrukci vzorku, pak i tato
zatéZzovaci Cast byla opakovana tiikrat. Pfi obou rezimech byl vzorek zatézovan konstantni
rychlosti nato¢eni 20°/min do extenze a nésledné do flexe.

Tab. 5: Porovnani ohybové tuhosti pateinich segmentti mezi podskupinami.

Podskupina N Al Bi Cl A2 B2 C2
(m=>5) (n=4) (n=4) (m=4) (n=4) (m=4) (n=4)
Ohybovd  thost | | 5, 073  0.64 062  1.09 217 132
v extenzi
2 2 2
(@M/de) +041 £0.17 =023 =011 =025 £027 =0.11

N - nativni kost; A - autologni kostni §t€p; B - biokeramicky material dle Piikladu 1;
C - biokeramicky material dle Prikladu 2, sk. 1 — 8 tydnd, sk. 2 — 16 tydnt

Na zaklad¢ provedeného biomechanického experimentu je mozné nepiimo dokazat navysSujici se
pevnost fizovaného segmentu L2-3 ve skupiné A, B i C. Statisticky vyznamné doslo k nejvyssimu
naridstu ohybové tuhosti u podskupiny B2, ktera ptevysila nativni vzorky patete, zde je pak nutné
poznamenat, ze dany nalez koresponduje i s mikro-CT vysetfenim. Naopak skupina C2 se
hodnotou ohybové tuhosti nejvyse pfiblizila ohybové tuhosti nativni patefe, coz nepiimo svéd¢i
pro niz§i kvalitu probéhlé intervertebralni fuze oproti skupin€ B2. V ptipadé skupiny A byl také
prokazan nartist ohybové tuhosti patefe, kterd nebyla spiSe dana kvalitou probehlé fuze ale spise
tvorbou perivertebralniho kalcifikujiciho fibrozniho infiltratu, ktery byl i prokazan na Mikro-CT
vySetieni.

Histologické hodnoceni fuze patete

Pro histologické zhodnoceni vzorkt pateti prasat byly vybrany vzdy 2 vzorky z kazdé podskupiny
(Al,n=2; A2,n=2; B1,n=2; B2 n=2; C1, n=2; C2, n=2). Vzorky pateti byly po mikro-CT vySetieni
vypreparovany pouze na zkoumanou oblast patete v rozsahu obratlti L2—L3. Material byl fixovan
10 % stabilizovanym formalinem. Pfiblizné¢ po 24-hodinovém fixovani byly vzorky shodnou
technikou ve vSech skupindch paralelné sériové roziezany v mistech, kde byla provedena
implantace kostniho §tépu nebo nahrady. Rezy byly vedeny po 2 milimetrech a k dal§imu
zpracovani byly urCeny jejich stfedy. Po zméteni mérkou k dalsimu hodnoceni byly vybrany fezy
tkané, pomoci dekalcifikacniho roztoku slozeného z kyseliny mravenci a formaldehydu. Pouzity
roztok reaguje s vapnikem ve tkani a vytvoii rozpustnou stil, kterd zistava v roztoku. Cas
odvapnéni zéalezi na velikosti a tlouStce vzorku, a také na obsahu vapniku. Odebrané
demineralizované tkan¢ vétsi velikosti jsou patologem pfikrojeny na mensi reprezentativni casti,
které jsou nasledné vlozeny do oznacenych kazetek. Dalsi krok je odvodnéni tkan¢ fadou roztoki
o stoupajici koncentraci etanolu a ptrevedeni do xylenu (organické rozpoustédlo, které se misi
s parafinem). Poté nasledovalo prosyceni tkané parafinem za zvysené teploty (56 az 58 °C). Parafin
vyplnil vS§echny volné mikroskopické prostory v tkani, cely proces probihal v autotechnikonu.
Tkan prosycena parafinem byla zalita do podoby parafinového bloku — tkan se orientovala do
sttedu formy o velikosti jednotek centimetrti a byla prelita roztavenym parafinem. Po zchladnuti
vznikl parafinovy blocek s tkani uprostfed. K tvorbé parafinovych bloku byla vyuzita manualné
ovladana parafinova zalévaci linka Medite TES 99 (Bamed, Ceska republika). Nasledné byly
parafinové bloky nakrajeny na mikrotomu, sila fezu byla 3 az 5 um. Ukrojeny fez se pfenesl na
hladinu vyhtaté vody ve vodni lazni (cca 42 °C), ¢imz doslo k zahtati parafinu a k napnuti tkané.
Nasledné se do vodni 1azné ponofilo podlozni sklo, na kterém se fez zachytil a vytahl ven z vody
a vzorek se nechal zaschnout. Na fezu vzdy byly zachyceny vSechny vrstvy, které se ve vzorku
nachazely. Barveni vzorkll bylo provedeno hematoxylin-eosinovym barvenim, které piinasi
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celkovy piehled o preparatu. Samotnému barveni pfedchazelo odparafinovani tkanovych fezi
ajejich rehydratace, aby se zajistil snaz$i prinik barviva ke konkrétnim substancim. Skla
s obarvenymi tkanovymi fezy byla digitalizovana pomoci skeneru Axio Scan.Z1 (Carl Zeiss AG,
Némecko), ktery umoziuje skenovani celych histologickych preparati ve vysokém rozliSeni.
Kvalita obrazu je zaloZena na plan-apochromatickych objektivech se zvétSenim 20x/0,8 M27.
Analyza obrazu pomoci grafického programu ZEN 2.6 umoznila oznaceni a vypocet plochy kostni
tkané v danych vzorcich.

Tab. 6: Porovnani plochy novotvotené kosti v intervertebralnim prostoru v misté implantovaného
kostniho $tépu (A) nebo nahrady (B a C).

Podskupina Al BI Ccl A2 B2 C2
(n=4) (n=4) (n=4) (n=4) (n=4) (n=4)
Plocha
novotvorend kosti | 942 52,5 53,9 46,1 65.4 82,4
+32 +8,9 183 2.0 +7,1 £4.,6

(mm?)

A - autologni kostni §tép; B - nahrada dle Ptikladu 1; C - nahrada dle Piikladu 2; sk. 1 — 8 tydnu,
sk. 2 — 16 tydnt

Vypoctena plocha novotvorené kosti je ve skupiné hodnocenych vzorki po 8 tydnech nejvyssi ve
skupiné Al (primérna hodnota 94,2 mm?), coz miZe i odpovidat implantovanému kostnimu §tépu,
ve skuping B1 (primérna hodnota 52,5 mm?) a C1 (primérna hodnota 53,9 mm?) je tato namé&fena
plocha mensi, avSak odpovida pouze novotvorené kosti neb intervertebralni prostor byl vyplnén
pouze umélou nahradou, tim je nepiimo prokazana i osteokonduktivni a osteoinduktivni schopnost
téchto implantatt. Naopak ve skupiné vzorkli hodnocenych po 16 tydnech je nejmensi primérna
hodnota novotvofené kosti zaznamendna ve skupind A2 (46,1 mm?), kdy ina zakladé
mikroskopického zhodnoceni byla prokazana fibrozni piestavba kostniho stépu. Ve skupiné B2
primérna plocha novotvofené kosti tvofila 65,4 mm? a ve skupiné C2 pak 82,4 mm?. Dle
proveden¢ho histologického vySetfeni vzorkl patete ve skupiné A, B i C byla prokazana
novotvorba kosti a enchondralni osifikace. Ve skupiné A kostni $tép podléhal resorbci a fibrozni
piestavbeé, stejne tak novotvorba kostni tkané se zmenSovala (plocha novotvofené kosti po
16 tydnech experimentu tvotila pouze 50 % naméfené plochy novotvotené kosti po 8 tydnech). Ve
skupiné B pak nahrada obohacena o FGF2 prokazala v histologickém obraze schopnost novotvorby
kostni hmoty obdobné jako kostni $tép. Struktura ndhrady dle Ptikladu 1 byla jiz po 8 tydnech
kompletn¢ resorbovana, a tedy nebyla v mikroskopickém obraze pfitomna, stejny obraz panoval
1 ve skupin€ hodnocené po 16 tydnech. Plocha novotvorby kosti jevila v ¢ase progresivni narist.
Hodnocena skupina nahrady dle Piikladu 2 obohacené o polyfosfat obdobné jako skupina B jevila
znamky novotvorby kosti v misté implantované nahrady. Zaznamenana plocha novotvotené kosti
po 16 tydnech experimentu byla celkové nejvétsi ve srovnani se skupinou A a B, ataké svou
plochou novotvotené kosti se v 16 tydnech experimentu oproti vysledku v 8 tydnech prakticky
zdvojnasobila.

Prumyslova vyuzitelnost

Technické feseni se tyka porézni, pln€ vstiebatelné hybridni nahrady pro akcelerovanou regeneraci
patete pomoci meziobratlové fiize. Nahrada patefe podle technického feSeni je uréena pro klinické
pouziti v traumatologii a ortopedii pro vyplnéni defektu patete napt. po tirazu, po extrakci nadoru
nebo vlivem degenerativnich zmén. Tato nova ndhrada by méla co nejvice eliminovat nedostatky
anevyhody soucasnych nahrad, kterymi jsou nedostate¢né vyvinuta vaskularizace implantatu
v pribéhu kostni fize a také jejich nedostate¢na vstiebatelnost.

-10 -
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NAROKY NA OCHRANU

1. Biokompozitni ndhrada patefe pro meziobratlovou fuzi, vyznacujici se tim, Ze biokompozit
obsahuje keramickou matrici ve formé porézni pény obsahujici hydroxyapatit a fosfore¢nan
vapenaty v hmotnostnim poméru v rozmezi 1:1 az 1:5, a dale biokompozit obsahuje vypli matrice
ve formé polymerni pény z materidlu vybraného ze skupiny ze skupiny kolagen, oxidovana
celuldza a jeji soli, poptipadé z jejich smési, pfiCemz biokompozit ma velikost port v rozmezi 200
az 300 mikrometrt, stanoveno rastrovaci elektronovou mikroskopii.

2. Nahrada patetre podle naroku 1, vyznacujici se tim, ze fosfore¢nanem vapenatym je smés alfa
a beta faze fosfore¢nanu vapenatého, s vyhodou v hmotnostnim pomeéru 1:4 az 1:6.

3. Nahrada patefe podle naroku 1, vyznacujici se tim, Ze polymerni péna je z kolagenu
a oxidované celulozy nebo jeji soli, s vyhodou v hmotnostnim poméru kolagenu k oxidované
celuldze nebo jeji soli 9:1 az 1:9.

4. Nahrada patete podle kteréhokoliv z naroki 1 az 3, vyznacujici se tim, Ze polymerni péna je
z kolagenu a véapenaté soli oxidované celulozy, s vyhodou v hmotnostnim poméru kolagenu
k vapenaté soli oxidované celulozy 9:1 az 1:9.

5. Nahrada patete podle které¢hokoliv z narokt 1 az 4, vyznacujici se tim, Ze polymerni péna
tvoii 0,1 az 20 hmotn. % z hmotnosti celé nahrady patete.

6. Nahrada patefe podle kteréhokoliv z narokt 1 az 5, vyznacujici se tim, Ze biokompozit je
ptipravitelny z lyofilizované polymerni pény a keramické matrice chemickym zesiténim
s pouzitim Ccinidel vybranych ze skupiny N-(3-dimethylaminopropyl)-N’-ethylkarbodiimidu
hydrochloridu, N-hydroxysukcinimidu, aldehydd, kyselin, enzymi transglutamindz nebo
lysyloxiddzy, genipinu, riboflavinti, epoxidovych sloucenin, tetrakis hydroxymethyl fosfonium
sulfatu a jodistanu, nebo zesiténim fyzikalnimi vlivy vybranymi z tepla, zafeni gamma a zareni
UVv.

7. Nahrada patete podle kteréhokoliv z narokli 1 az 6, vyznacujici se tim, ze dale obsahuje
alespon jednu bioaktivni latku vybranou ze skupiny zahrnujici polymery biogennich fosfati
a ristové faktory.

8. Nahrada patefe podle naroku 7, vyznacujici se tim, Ze rustovy faktor je vybran ze skupiny
zahrnujici kostni morfogenni proteiny 2, 6, 7 a 9, transformujici ristovy faktor-f 1, 2 a 3, ristové
faktory podobné inzulinu 1 a 2, vaskularni endotelialni ristovy faktor A, B, C, D a E, fibroblastovy
rustovy faktor 2, 7, 10 a 18, rustovy faktor krevnich desticek AA, BB, AB a CC, prozanétlivé
cytokiny interleukin-1, interleukin-6 a tumor nekrotizujici faktor alfa.

9. Nahrada patefe podle naroku 7, vyznacujici se tim, Ze biogennim fosfatem je anorganicky
polyfosfat vapenaty.

10. Nahrada patefe podle kteréhokoliv z narokti 1 az 9, vyznacujici se tim, Ze celkova tloustka
nahrady patete je v rozmezi 0,5 az 8§ mm.
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