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Abstrakt: Diplomova prace se zabyva analyzou mechanickych vlastnosti prase¢ich
patefnich segmentl, do nichz byly implantovany nahrady navrZené pro vylepSeni kostni
intervertebralni fhze. V ramci teoretické Casti prace jsou popsany defekty patete,
kostni ndhrady a problematika spinalni flize. Experimentalni ¢ast prace se pak vénuje
ohybové zkouSce patefi se zamezenim osového namahani. Zkoumanymi mechanickymi
vlastnostmi byly tuhost patefnich vzorkd pfi extenzi a maximalni ohybovy moment
pottebny k destrukci patefe. Ziskané hodnoty tuhosti pfi extenzi byly podrobeny
statistickym testtim.

Abstract: The diploma thesis deals with the analysis of the mechanical properties of
spinal segments into which substitutes intended for bone intervertebral fusion were
implanted. The theoretical part describes the defects of the spine, bone substitutes and the
spinal fusion. The experiment was a pure bending test without axial loading of spines.
The parameters evaluated were the stiffness of the spinal specimens at extension and the
maximum bending moment required to destruct the spine. The obtained stiffness values

were subjected to statistical tests.
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Seznam pouzitych zkratek

BCP
CaP
DBM
HA
HPKS
LSD
PCL
PGLA
PLA
PRP
TCP

bifazicky kalcium fosfat

kalctum fosfat

demineralized bone matrix (demineralizovany kostni matrix)
hydroxyapatit

hybridni porézni kostni scaffold

least significant difference — Fisherova LSD metoda
polykaprolakton

polylaktidglykol

kyselina polymlécna

platelet-rich plasma (plazma bohata na desticky)

trikalcium fosfat



UvVoD

Degenerativni zmény plotének, traumata, nadory a zanéty v oblasti patete, to v§e mize
vést k atlaku misniho kanalu, doprovazeného bolestmi zad vystielujicimi do koncetin
a jejich omezenou hybnosti a citlivosti. Nejcastéji provadénym chirurgickym zdkrokem
patefe 1écCicim tyto morbidity je spindlni fize. Ve stadiu vyzadujicim vyménu
meziobratlové ploténky, spociva operace ve vyjmuti této ploténky (diskektomie)
a vytvoreni takzvaného kostniho mustku. Kostni miistek vznikd principem kostni fuze,
kterou podporuje implantat zavedeny do meziobratlového prostoru. Okoli takto
voperovaného implantatu je poté zpevnéno osteosyntetickym materialem, dlahami
a srouby. V soucasnosti jsou V ortopedii nejhojnéji vyuzivany implantaty v podobé
autolognich (autograft) ¢i alogennich s§tépi (alograft) zabudovanych do polymernich
kleci nebo kleci z kovovych slitin. Tyto metody s sebou ale mohou piinaset rtuzné
komplikace a omezeni. Tradi¢né vyuzivané autografty mohou byt napiiklad doprovazeny
chronickymi bolestmi mista odbéru, ale také nutna celkova anestezie pti odbéru tkané
z panve ¢ini tuto metodu pro pacienta rizikovou, na druhou stranu vyuziti alografti
od ciziho darce zase piinasi moznost pfenosu nemoci a nepfijeti nahrady imunitnim
systémem. [1, 2]

Pokrok v hledani materialu, ktery by se svymi vlastnostmi co nejvice podobal
kostni tkani a také podporoval rust kostnich bunék pfinasi biokeramika spole¢né
s tkanovym inzenyrstvim. Vytvoieni syntetickych kostnich poréznich nahrad — scaffoldi,
jez mohou byt osazeny buiikkami, modifikovany ristovymi faktory a piipadné 1 léky
proti moznym infekcim, s sebou ale ptinasi mnohé pozadavky jako je biotolerance,
biodegrabilita a dostate¢na pocate¢ni tuhost a pevnost pii manipulaci s nosic¢em. [3]
Tyto a mnohé dalsi pozadavky tak vedou kK neustalému badani a snaze ve vylepSovani
kostnich néhrad.

Cilem této diplomové prace je provedeni experimentu a uréeni mechanickych
vlastnosti pateti s voperovanymi implantaty slouzicimi ke zlepSeni spinalni fuze a dale
potvrzeni ¢i vyvraceni nasledujicich hypotéz vypovidajicich o aplikovanych
implantatech:

o Delsi ¢as K hojeni a sristu tkané prindsi zménu v tuhosti paternich segmentil.
o Nektery z implantati dosahuje po 8 tydnech priblizné tuhosti nativnich vzorkii.
o Nektery z implantatu dosahuje po 16 tydnech priblizné tuhosti nativnich vzorku.

o Nektery z implantatii dosahuje oproti nativnimu vzorku nizsi tuhosti.
o Nektery 7 implantatii dosahuje vyrazné vyssi tuhosti nez ostatni Skupiny vzorkaii.



Soucésti tohoto zjistovani je testovani kvality kostniho spojeni mezi obratli a ur¢eni
Casu, jez je potiebny pro srist tkané. Experiment je preklinicky provadén na prasecich
patefnich segmentech a je soucasti projektu, ktery se zaméfuje pravé na optimalizaci
a zlepSeni metody meziobratlové spinalni fuze. V rdmci experimentu budou praseci
patete podrobeny zkousSce prostého ohybu ve smyslu zamezeni parazitniho osového
namahani. Hodnocen bude biomechanicky dopad tii riznych materiali implantovanych
do meziobratlového prostoru na tuhost a pevnost lumbalni patefe.

Tato prace je soucasti feSeni projektu snazvem ,VSestranné preklinické
zhodnoceni laterdlni lumbalni intervertebralni dézy hybridnim biodegradabilnim
nanokompozitnim poréznim implantatem®, ktery je podporovan Ministerstvem
zdravotnictvi Ceské republiky, grantem &. 17-31276 A. U&elem tohoto projektu je ziskat
funkéni, resorbovatelny, biomechanicky stabilni, osteoinduktivni a osteokonduktivni

kostni implantat, ktery bude ptipraven pro klinické zkousky.



1. TEORETICKA CAST

1.1 Kosti a jejich struktura

Kost Ize povazovat za kompozitni, anizotropni material vznikajici procesem zvanym
osifikace. Mezi hlavni funkce kosti patii funkce podpurna, kde spolu se svaly, Slachami
a vazy poskytuji oporu celému télu. Dalsi hlavni funkci je ochrana Zivotné dulezitych
organti jako je srdce, mozek, micha a plice. Spole¢n¢ se svaly umoziuji pohyb a n¢které
z nich i 8ifeni zvuku. Mimo tyto zminéné funkce hraji kosti vyznamnou roli
Vv metabolismu minerdlnich latek jako je véapnik a fosfor, ddle poskytuji prostor
pro krvetvorné buiiky a ¢astecné jsou také zdrojem chemické energie vazané v tukovych

bunkach. [4, 5]

Slozeni kosti zavisi na jejim typu, umisténi, stati apod. Zrala kost obecné sestava z:

e anorganickych slozek (60 % - 70 %hm.) — kostni mineraly

e organickych slozek (30 % - 40 %hm.) — 90 % kolagenu typu I, zbylych 10 %
je slozeno v podstaté z glykosaminoglykant a glykoproteinti

e vody a tuku (cca. 20 %hm.)

e kostnich bun¢k — osteoblasty, osteoklasty, osteocyty

Mineralni latky obsazené v kostech dodavaji kosti tvrdost, aletim zaroven
I kichkost, kolagenni matrice pak kosti dodava pruznost a houzevnatost. Spole¢né se

vyznamné podili na biomechanickych vlastnostech kostni tkan¢. [6]

Muzeme je délit dle:

e tvaru kosti na:
o dlouhé — napf. kosti koncetin: kost stehenni, pazni
o kratké — napt. obratle, zanartni kosti
o ploché — napt. panev, lopatka
o nepravidelné — napf. kost klinova, horni Celist

e zpusobu osifikace:
o desmogenni osifikace — tkan vznika osifikaci z vaziva (napft. kosti lebky)

o chondrogenni osifikace — tkan vznika osifikaci z chrupavky



Kosti se zde 1i8i zplisobem osifikace a vnitini stavbou. Naptiklad u dlouhych kosti
rozliSujeme Casti jako je diafyza, rustové ploténky a epifyzy, které u ostatnich typa
kosti nenajdeme. Rizni se také v poctu osifika¢nich jader. Obecné je vSak kost
na povrchu obalena kompaktou a vnitek je v nékterych jejich ¢astech, zejména v oblasti
kloubnich hlavic, tvofen spongiozni (houbovitou) tkani. Za dalsi zvlastni skupinu lze
navic povazovat kosti pneumatické (vzdus$né), které obsahuji dutinu vyplnénou
vzduchem. Tento typ kosti mizeme nalézt v lebce a jsou napojené na horni cesty

dychaci. [7, 8]
Zikladni stavba kosti

Kostni tkan rozlisujeme na kost fibrilarni a kost lamelarni. Kost fibrilarni, nebo také
vlaknita, je oznacovana jako nezrala kost — vyskytuje se hlavné béhem vyvoje kosti.
U dospélého cloveka ji lze nalézt pii uponech svali a vazl, Vv okoli lebecnich §vi,
vnitrou$niho labyrintu anebo pii hojeni po zlomeninach kosti. Béhem vyvinu je
postupné nahrazovana kosti lamelarni. Ta tvoii vétSinu kostniho skeletu dospélého
Cloveéka a vyskytuje se ve dvou hlavnich formach: hutna kostni tkan — kompakta
a houbovita kostni tkan — spongidza. Schéma struktury dlouhé kosti je zobrazeno
na Obrazku 1. RozloZeni té€chto tkani se rizni dle typu kosti. Naptiklad konce dlouhych
kosti maji pfiblizné stejnou tloustku kompakty jako maji kosti kratké, uprostied dlouhé

kosti je vsak kompaktni vrstva zesilena, a to az na n¢kolik milimetrd.
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Obrazek 1 - Vnitini struktura dlouhé kosti [9]



Spongioza pripomind strukturu houby. Jde o trdmcité uskupeni, které se pretvari
samo tak, aby byla kost schopna co nejvice odolavat aktualnimu namahani a piipadné
se prestavit. [10] Nachazi se v koncovych c¢astech dlouhych kosti a uvniti kratkych
a plochych kosti. Lamelarni kompaktni tkan je uspofadana do lamel a tvofi tvrdou
povrchovou vrstvu kosti. Soubor téchto lamel obestavénych kolem Haversova kanalku
tvofi Haversuv systém neboli osteon. Vyziva, rist a obnova kostni tkan¢ je zajisténa
pomoci cév a nervu prochazejicich pravé Haversovymi kanalky. Osteony jsou mezi
sebou napii¢ propojeny tzv. Volkmannovymi kanalky, které ptivadéji cévy a nervy

Z okostice.

Okostice (periost) je vazivovy obal zasobujici kost Zivinami. Ke kosti je fixovan
Sharpeyovymi vldkny. Dalsi okostici podobné blana je endost, ta leZi uvniti kosti mezi
kostni tkani a dieniovou dutinou vyplnénou kostni dfeni. [7, 8]

1.2 Anatomie lidské patere

Patef (columna vertebralis) je soucasti axialnihO  adas cc1y —

skeletu a vytvati spolu s hrudnikem nosnou oporu
téla. Je dvakrat prohnuta a tvarem tak ptipomina
tzv. ,esicko”, kde prohnuti v kréni a bederni
oblasti je oznacovano jako lordoza a prohnuti
voblasti hrudni akfizové oznaovano jako
kyfoza. Tato zakiiveni patete, jsou-li v normalni
mife, pomahaji odpruZeni zatéze horni poloviny
téla. [10] Patet tvoii 33-34  obratly,
kde rozlisujeme obratle kréni (7 — vertebrae
cervicales), hrudni (12 — vertebrae thoracicae),
bederni (5 — vertebrae lumbales), kost kfizovou
(5 srostlych ktizovych obratll tvofici 0S sacrum)
a kostr¢ (4-5 srostlych kostrénich obratld tvotici
0s coccygis). Kazdy z téchto obratli ma tfi
mechanicky odlisn€ fungujici slozky a to télo, - Os sacrum
oblouk a vybézky. Nosnou c¢asti obratle lezici
vpiedu je télo, ke kterému je vzadu piipojen e

oblouk, jehoz tukolem je ochrana michy. Obrazek 2 — Lidska pater [7]



K tomuto oblouku jsou pak pfipojeny vybézky slouzici k pohybu obratle a celé patete.
Jedinymi odlisnymi obratli jsou obratle atlas (C1) a axis (C2), jejichz skloubenim je
umoznén rota¢ni pohyb hlavy. [5, 7] Bo¢ni pohled na patet 1ze vidét na Obrazku 2.

Meziobratlové desticky, nebo také ploténky (discus intervertebrales), jsou
vazivove chrupavcité tkan¢é vypliujici meziobratlovy prostor. Jsou velmi mechanicky
namahany a plni funkci pruznych naraznikti. Tvarové se shoduji s plochami sousednich
obratlovych t€l a diky jejich stavbé umoziuji pevné, ale souasn¢ pohyblivé spojeni.
Jadra téchto plotének (nucleus pulposus) jsou tvofena nestlacitelnou kapalinou,
uzavienou pomoci ktizenych vlaken fibrozniho prstence (anulus fibrosus) do kulovitého
tvaru, kolem n¢hoz se obratle pfi vSech vzajemnych pohybech naklanéji. Na obrazku nize

(viz Obrazek 3) lze vidét posun jadra ploténky vlivem naklonéni patete. [7, 8]

Nucleus

pulposus Anulus fibrosus

Obrazek 3 - Funkce meziobratlové ploténky pri vzajemném naklonéni obratlovych tel [upraveno z 7]

Dal8im spojenim na patefi jsou dlouhé a kratké vazy a meziobratlové klouby.
Dlouhé vazy prakticky zesiluji celou patet a vazy kratké poutaji oblouky a vybézky
prilehlych obratld. Tvarem a postavenim pak meziobratlové klouby spolecné

s ploténkami urcuji schopnost, typ a rozsah pohybt v dané ¢asti patete. [7, 8]

1.3 Defekty patere

Patef je velmi mechanicky namahanou ¢asti lidského téla. Kromé mechanického
namahani je také podrobena degenerativnimi zménami vlivem starnuti. Praveé postupem
starnuti, a také naptiklad nedostate¢né pravidelnym zatiZenim patetfe, dochazi k fidnuti
kosti a vysychani plotének, které se tak stdvaji pevnéjSimi a méné poddajnymi.
Vysychanim plotének taktéz dochazi k poklesu vysky a tlaku jadra plotének, coz ma
urcity vliv na biomechaniku patefe jako celku, a mtze kvuli tomu dochazet kK riznym

onemocnénim patete. [11, 12]



Mezi nejcastéjs$i onemocnéni patefe patii vyhfezla ploténka a zGzeni (Stenosa)
patetniho kanalu (viz Obrazek 4), které muze byt zpisobeno naptiklad zvétsenymi nebo
degenerativné zménénymi meziobratlovymi klouby anebo zvétSenymi vazy.
Meziobratlové ploténky a klouby vsak samy o sobé inervovany nejsou, tedy bolest
nemuze pochazet piimo z nich. Bolest zde vznika v disledku toho, Ze tato onemocnéni
mohou zpusobit, a ¢asto také zplisobuji utlacovani michy ¢i misnich kotfenii v pateinim

kanalu. [13]

Takto zuzovat patefni kanal mohou ale také naptiklad kostni vyristky (osteofyty),
které vznikaji Vv oblasti kloubii patefe postizenych artrézou nebo posun obratle
(spondylolistéza). [13] Mimo zminéna degenerativni onemocnéni, ktera utlaovanim
michy a jejich kofenli zplisobuji rizné problémy od bolesti v oblasti zad a koncetin,
az po omezeni hybnosti, jsou ohrozenim pro michu také urazy, zanéty ale i rakovinna

onemocnéni zasahujici oblast patete.

Obrazek 4 — Rentgenové snimky patere v sagitalnim rezu (A — pater ve fyziologickém stavu,
B — pdter se zuzenym misnim kandlem z ditvodu vyhiezlych plotének, C — defekt obratle) [14]



1.4 Remodelace kostni tkané

Po cely zivot probiha autonomni piestavba kosti. Tato pfestavba je fizena kostnimi
bunkami — osteocyty, osteoblasty a osteoklasty. Osteocyty jsou obestavéné a uvizlé
osteoblasty, jenz udrzuji metabolismus kosti a reguluji vapnik v téle. Funkci osteoblastt
je produkce zakladni kostni hmoty — tzv. kostniho matrixu slozeného latkami jako je
kolagen typu I, proteoglykany a glykoproteiny. Vznikaji diferenciaci z mezenchymalnich
bunék. Jelikoz ale kost nemuze rist rovnomérné ve vSech smérech stejné, je zapotiebi
I osteoklastdl, jez jsou schopny kostni tkan odbouravat. [5, 7] Aktivita téchto bunék je pak
zavisla na zatizeni a namahani kosti. Tuto jejich ¢innost lze popsat naptiklad Frostovou

teorii mechanostatu, viz Obréazek 5.
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Obrazek 5 - Frostova teorie mechanostatu [15]

Prvni ¢ast Frostova modelu popisuje piipad, kdy je kostni tkan nedostatecné
zatézovana. V tomto piipadé je aktivovan proces resorpce a osteoklasty rozpoustéji
nezatézovanou a z jejich pohledu nepotiebnou tkan. Dochazi-li k optimalnimu zatizeni
kosti, je aktivita osteoblastl a osteoklastll v rovnovaze (viz druha ¢ast modelu). Znamena
to, Ze stara tkan je v tomto piipad€ nahrazena novou tkani a dochéazi pouze k jeji obnové.
Pfi mirném pietizeni mohou vznikat mikrotrhliny, které zaktivuji osteoblasty. Aktivita
osteoblasti zde ptevazuje nad aktivitou osteoklasti a dochazi tak Kk nardstu kosti.
V posledni fazi je zaznamenan ptipad patologického pietizeni. Kostni tkan na tento stav
reaguje rapidnim nardstem tkané. Kost se stava velmi pevnou, ale zaroven i kiehkou,

coz muze zapficinit lom. [15]
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Z vyse uvedené¢ho je patrné, ze kosti nepietrzit€é reaguji na fyziologické
a biomechanické pozadavky téla. V piipadé, kdy se kosti pravidelné nezatézuji mluvime
o kostni atrofii, tj. stav kdy dochazi k resorpci a snizovani hmotnosti a obsahu minerald.
Pii zvySenych funk¢nich narocich pak hovofime o tzv. kostni hypertrofii. Obecné je vSak
tvorba a ubytek kosti fizen fadou hormont a dal$ich faktori. [16] V pfipadé, ze uz neni
mozné samovolnou biologickou tvorbou a remodelaci kosti vytvorit novou kostni tkan

v misté defektu, ptfichazi na fadu kostni nahrady a tkanové inZzenyrstvi.
1.5 Tkanové inZenyrstvi

Tkéanové inzenyrstvi Ize definovat jako védu, kterd cilené aplikuje biologické, chemické
a inzenyrské poznatky k oprave, obnové nebo regeneraci zivych tkani, a to za pomaoci
biomaterialt a bun¢k. [16] Kosti a chrupavky jsou v tkanovém inzenyrstvi piedmétem
rozsahlého vyzkumu. V ortopedické chirurgii a biomedicinském inzenyrstvi jsou
autologni transplantace téchto tkani jednou z nejslibngjsich technik. [17] Tradi¢né se pro
obnoveni poskozené tkané s vadami vylucujicimi samovolné zhojeni pouzivaji kostni
Stépy. Bohuzel, je ale tato metoda doprovazena znacnymi nevyhodami, jako jsou bolesti
Vv misté odbéru, nebezpe¢im infekce ran a nedostate¢né dostupnosti. [12] Nedilnou
soucasti rozvoje lécby se tak staly syntetické nahrady. Ty ale maji samy o sobg,
mimo jiné, problém s biotoleranci, biodegrabilitou a mize u nich dochazet k odmitnuti
materialu organismem. Nadéjnym feSenim je kombinace syntetickych nahrad s tkanovym

inzenyrstvim. Zakladni princip tkanového inzenyrstvi 1ze vidét na Obrazku 6.
%\ /9 f\
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Obrdzek 6 - Schéma principu tkdfiového inZenyrstvi [upraveno z 16]
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Obecné je v tkanovém inzenyrstvi mozno vyuzit tfi primarni typy 1é¢by [18]:

Bunécna terapie

Vyuziva pouze bungk, které jsou dopravovany do mista poskozeni vétSinou
injekéné. 'V pripad¢ kostnich defektd jde =zejména o osteoblasty
a mesenchymalni kmenové bunky, z kterych se osteoblasty diferencuji. Bunky
potiebné pro regeneraci a tvorbu kostni tkané mohou byt ziskavany z pacienta —
autologni bunky, od darce stejného druhu — alogenni bunky anebo v ptipad¢, kdy
jde o jiny Zivo¢isny druh — xenogenni burniky. Vyhodou je, Ze aplikace bun¢k
do mista defektu neni doprovazena slozitymi postupy transplantace, ¢imz je
snizeno riziko nezddoucich reakci. Naproti tomu buiiky nejsou v tomto misté
fixovany, takze mohou migrovat a snizovat tak efektivitu 1é¢by. Vyznamny

je také Cas, ktery je potieba K izolaci a kultivaci bungk.

Bezbunécné materialy

Slouzi pfedevsim jako docasnd vypln v mistech poskozené tkané, kterd ma
znacnou schopnost obnovy a u niz se predpokladd, ze dojde k migraci bunék
z okolni neporanéné tkané do nosic¢e — scaffoldu. Odpada zde ¢as potiebny
kizolaci a namnozeni bunék, takze ji lze oznaCit za Casové vyhodnéjsi.
Tato metoda ale nepodporuje tvorbu nové mezibunééné hmoty a tim nemusi byt

u n&kterych tkani dostate¢né G€inna.

Kombinace

Bunééné scaffoldy jsou vyvijeny tak, aby napodobovali ptirozené prostiedi
bundk a podporovali rist tkané. Casto tak slouzi jako nosna opora,
ktera zabezpecuje chemické a fyziologické podminky pro bunécné mnozeni

a diferenciaci. Poskytuji vyhody bunééné terapie a bezbunécnych materiali.

1.6 Scaffoldy

Tkanové nosice, znamé téz jako scaffoldy, jsou trojrozmérné syntetické Stépy, které se

vyrabéji z poréznich degradovatelnych materiall, ¢asto oznaCovanych jako biomaterialy.

Kostni scaffoldy jsou vytvareny tak, aby béhem regenerace kosti poskytovali nezbytnou

podporu ristu tkang. Jejich vyhodou je, Ze mohou byt naockovéany bunkami tvotici kosti,

ale zaroven také doplnény napiiklad o rdstové faktory, antibiotika a rizné Iéky

pro zabranéni infekce. V soucasné dobé maji stale vétsi vyznam pii 1€cbé velkych,

ale i mensich kosti. [12]
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Na ideélni scaffold je kladeno velké mnozstvi materidlovych a geometrickych
pozadavku, které jsou peclivé kontrolovany a upravovany dle konkrétniho vyuziti.

Mezi hlavni funkéni ulohy idealniho scaffoldu patii nasledujici [16, 17, 18]:

e Biotolerance a cytokompatibilita nosice
Pouzity materidl nesmi byt pro télo toxicky a nesmi vyvolavat zanétlivou
reakci. Zaroven by mél byt kompatibilni s buitkami pfitomnymi v misté pouZiti
a m¢l by zajistovat adhezi bun€k na svém povrchu.
e Biodegrabilita a resorpce nosice
Nosice vétSinou nebyvaji cilené tvotfené jako permanentni implantaty.
Rychlost jejich resorpce by méla byt imérna resorpci nahrazované tkané tak,
aby nedoslo k rozpadu dfive, nez vznikne nova tkan a zaroven ne pozdéji,
aby scaffold branil ristu nové tkan¢.
e Proliferace a diferenciace bun¢k
Material nosic¢e by m¢l interagovat s bunikami a tim umoznovat proliferaci,
tedy mnozeni bunék a diferenciaci na buiiky tvofici pozadovanou tkan. Pro tyto
pozadavky je podstatna struktura a stavba nosice.
e 3D struktura a vysoka porozita nosice
Struktura nosi¢e by méla mit vzdjemné propojenou sit’ port, kterd umozni
migraci bun¢k, bunéény rist, transport zZivin a latkovou vyménu. Pro zajisténi
ristu osteogennich bunék a vaskularizaci konstrukce je vhodny minimalni
pramér port 300 pm.
e  Mechanické vlastnosti odpovidajici vlastnostem tkan€ v mist¢ implantace
Stavba a struktura scaffoldu by méla napodobovat nahrazovanou tkan
| Z pohledu namahani. Dulezité je také to, aby mél scaffold dostatecnou
pocatecni mechanickou pevnost a tuhost bez projevii inavy.

e Teplotni stabilita

Je nutné podotknout, Ze tato véda se stale vyviji a rizné postupy a strategie jsou
predmétem experimentalnich vyzkumu. V zadném piipade jeSté neni zcela jasné, jak
definovat idealni scaffold pro konkrétni typ tkané. VéEtSinou totiZ neni mozno vyhovét
vSem témto naro¢nym pozadavkim najednou, jelikoZ jde o velmi slozité biologické

procesy. [19]
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1.7 Vyroba scaffoldi

Vyroba trojrozmérné porézni struktury vyzaduje specialni techniky vyroby. Velikost
pord, jejich propojeni a celkova struktura nosice jsou duleZitymi parametry pro adhezi
a proliferaci bungk, jak je popsano v kapitole 1.6. Nejcastéji vyuzivané moderni metody

pouzivané pii vyrobé¢ kostnich scaffoldti jsou souhrnné uvedeny nize.
Electrospinning

Elektrostatické¢ zvldknovani je relativné levna vyrobni technologie pro vyrobu
nanovlaken z polymernich roztokt a tavenin. Proces je fizen elektrickym napé&tim vysoké
intenzity, vytvofenym mezi dvéma —

elektrodami  opa¢nych polarit.  Prvni

elektroda je umisténa u zvldknovaci trysky, Roztok materidlu —
kde je cerpan polymer. Tryska sméfuje A w A
k uzemnéné podlozce — kolektoru, zde je tebia — -Vf
umisténa druha elektroda. K vytlaceni a Proud vidken =

paprsku polymeru dojde, jestlize elektrické \'ysok]é)(r:lapéti

pole vytvoii v nacerpané kapic¢ce polymeru

silu schopnou piekonat povrchové napéti

roztoku. S rostouci intenzitou elektrického Kolektor

pole se pak kapicka polymeru prodluzuje il
a protahuje do tzv. Taylorova kuzele, viz
Obrazek 7. [19, 20]

Obrazek T - Schéma principu elektrozviakiiovani [21]

Freeze drying

Lyofilizace znama téZ jako suSeni mrazem, je metoda zaloZeni na sublimaci
ledovych krystalti rozpoustédla, které se tvoii béhem procesu zmrazovani. Porovitost
a vzajemnou propojitelnost porii nosice je mozno fidit zmeénou doby tuhnuti, koncentraci
rozpoustédla a zavedenim vice teplotnich gradienti. V kombinaci s vymyvanim ¢astic

pak Ize ziskat jesté vice porovitou strukturu. [20]
Gas foaming

Plynné napénovani biologicky rozlozitelnych polymerii naSlo své uplatnéni

v biomedicinskych védach béhem 80. let minulého stoleti. Jde o vyrobni metodu nosicd,
kterA umoznuje tvorbu porézni struktury vytvafenim bublin plynu (napi. CO2)
14



V polymeru. Polymer je zde lisovan do formy a poté je tlakovan plynem do nasyceni —
takto vznikaji vzduchové bubliny az do 100 um. Propojeni pora u této metody ale neni

pfili§ optimalni, proto se ¢asto kombinuje s vyluhovanim ¢astic. [19, 20]
Rapid prototyping

Proces 3D tisku fizeny pocitacem nabizi potencial pro vyrobu implantatt
s vynikajici slozitosti. Struktura a architektura poérd je navrzena v prostfedich
CAD/CAM, ¢imz je mozné je navrhovat tak, aby odpovidaly specifickym pozadavkim
na tkané. Nosi¢e mohou byt touto metodou vyrobeny z riznych materiali. Vyuziva se

také v kombinaci s vymyvanim ¢astic. [19, 20]
Piehled pouzivanych metod a jejich vlastnosti 1ze souhrnné vidét v Tabulce 1.

Tabulka 1 - Tabulka viastnosti nékterych technologii pro vyrobu scaffoldii [16]

Metoda Vlastnosti

e bez organické slozky
Gas foaming e vysoké teploty pfi zpracovani

e  horsi propojenost pori

e struktura podobna extracelularni matici
Electrospinning e malé pory

e s organickou sloZkou

e mozné zaclenéni bunék
Rapid prototyping e kontrola velikosti a priméru poéru

e vysokeé teploty pfi zpracovani

) e rychly proces
Freeze drying )
e malé pory s nepravidelnou strukturou

Thermally induced e struktura podobna extracelularni matici
phase separation e aplikovatelné pouze na maly pocet polymert
Solvent e jednoduchy proces
casting/particulate e snadna kontrola porézni struktury
leaching e omezena tloust'’ka nosice
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1.8 Spinalni faze

Spinalni fuze predstavuje hojne€ vyuzivany postup v oblasti spindlni chirurgie, ktery byva
obvykle provadén ortopedy nebo neurochirurgy. Ke spojeni dvou nebo vice obratli se
pfistupuje za Gcelem uvolnéni utlacované michy a miSnich kofend, ulevy od bolesti
¢i k odstranéni dalsich patologickych stavi, viz kapitola 1.3.
Samotny biologicky proces spinalni faze byl rozélenén S. D. Bodenem
na nasledujici faze [1]:
e Zanét
Je dilezitou c¢asti procesu, jehoz intenzita a trvani zavisi na pouzité
nahrad¢ a trva piiblizné 7-14 dni. Kolem kostni nahrady vznika hematom
atkan je napadana zanétlivymi bunkami. Fibroblastim podobné bunky
v zanétlivé tkani se pozdéji transformuji do podptirné vazivoveé cévnaté tkané
— fibrovaskularni stromy.
e Vaskularizace
Ve stroze se objevuji vaskularni pupeny, diky nimz se v misté $tépu
vyvijeji osteogenni buiiky, které podporuji fuzi. Vznik vaskularni sit¢ dale
poskytuje tkani ziviny a mineraly nezbytné pro 1é¢ebny proces. Vaskularizace
je ovlivnéna porovitou strukturou a slozenim nahrady.
e Osteoindukce
Probihad resorpce nekrotické tkané¢ a diferenciace kmenovych bunék
na osteoblasty, které vytvaii novou kostni tkan. Ta se rozSifuje smérem
k centralni zoné nahrady.
e Osteokondukce
Pti fazi osteokondukce dochazi k prorstani do hostitelské kosti a jeji
casteCné substituci. Zaroven je osteoklasty resorbovana implantovana
nahrada.
e Remodelace
Kolem nové¢ vzniklého kostniho miistku se tvofi kortikalni kost a se
zvySujici se aktivitou kostni dfené i tvorba spongidzy. Remodelace zacina

obvykle po 6-10 tydnech a je obvykle dokonc¢ena do 1 roku od implantace.
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Béhem regenerace kostni tkané je porovita struktura velmi dulezita, jelikoz
usnadnuje rozvoj vaskularni sité. Podpora rozvoje vaskularni sit¢ je mozna napiiklad
pfidanim rtstovych faktorti k implantatiim nebo vyuzitim poréznich biodegradabilnich

scaffoldu. [2]

Nahrady, které se vyuzivaji k podpofeni rustu kostniho mistku, se mohou
Vv zavislosti na jejich materialu, geometrii a prostfedi, vV kterém jsou uzity, rozkladat
od n€kolika tydnt az po nékolik let. Jak uz bylo fe¢eno, musi spliiovat mnoho pozadavku
a po jejich implantaci mohou vyvolat nanejvys minimalni zanétlivou reakci, viz kapitola
1.6. Je dobré konstatovat, Zze se vSechny materialy vyuzivané k témto Gcelim stale
vyvijeji a ze napiiklad feSeni pro idealni scaffold, ktery by poslouzil pro rekonstrukci
velkych kostnich segmentalnich defektu stale neexistuje. [22] Nize lze najit pichled
nejcasteji vyuzivanych a testovanych materialii v oblasti spinalni fize. Dale pak existuji

kombinace jmenovanych materidlli, které ptinasSeji Sirokou skalu vlastnosti.
Autograft

Diky svym optiméalnim osteoinduktivnim, osteokonduktivnim a osteogennim
vlastnostem je autologni kostni $tép (autograft) nejvice vyuzivanou kostni nahradou
a zlatym standardem pro spinalni fuzi. Ziskavan je z vlastni kostni tkan¢ pacienta, ¢imz je
zabranéno riziku ptenosu nemoci od darce. K ziskani kvalitniho a kvantitativniho
kostniho $tépu je tkan nejcastéji odebirana z hiebene panevni kosti. [23] Odebrani
autologniho §tépu nicméné piinasi i nevyhody, jako je prodlouzeni chirurgického
zakroku, ztratu krve, mozné poskozeni nervi, infekce, pooperaéni bolesti v misté odbéru,

a dalsi. [1, 23]
Alograft

V piipadé absence autograftu je druhym nejvyuzivanéjSim Stépem alograft.
Pti alogenni transplantaci je do mista defektu zavadén St€p odebrany darci tkané.
Alografty jsou mozné k dostani v riznych tvarech a velikostech. Jejich nevyhodou je
moznost prenosu vird ¢i nemoci od darce. Aby se moznosti pfenosu zamezilo, byvaji
alografty sterilizovany a zamrazovéany. Cerstvé alografty se tak nevyuzivaji. Zmrazeny
a lyofilizovany alostép je vice osteokonduktivni diky své struktuie, avSak ve srovnani
s Cerstvym aloStépem jsou osteoinduktivni vlastnosti vlivem zpracovani slabsi. [23]
Ve srovnani s autograftem vykazuje alograft pomalejsi integraci s nativni kosti a snizené

schopnosti osteoindukce a osteokondukce. [1]
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Demineralizovany kostni matrix

Zkratkou DBM, je vyrabén kyselou extrakci z alogenni Kosti, ktera ma za nasledek
ztratu vétSiny mineralni matrice. Vysledny produkt obsahuje kolagen typu I, kostni
proteiny a rustové faktory. [1] Osteogenni schopnosti kosti jsou béhem zpracovani z velké
¢asti ztraceny. Diky nékterym riistovym faktorim mtize DBM vykazovat osteoinduktivni
vlastnosti a za pritomnosti kolagenové struktury i vlastnosti osteokonduktivni. DBM je
ve srovnani s autograftem ziskanym z panevniho hiebene draz$i alternativou a ani
mechanické vlastnosti u této metody nejsou velmi dobré. Pouzivan je tedy spise k plnéni

nez jako samotna nahrada kosti. [2]
Plazma bohat4 na desti¢ky

Plazma bohata na desticky (PRP) je obvykle vyuzivana ve formé gelu, ktery je
aplikovan do mista defektu. Ziskava se z krve pacienta a po jejim odstfedéni se krevni
desticky misi s dal§imi latkami. Pfi stadiu hojeni jsou z krevnich desticek uvoliiovany
rastové faktory. Ty zlepSuji hojeni kosti tim, Ze podporuji proliferaci kmenovych bunék
a osteoblastl. [1] Ve studiich vSak dosud nejsou zaznamy, ze by PRP slouzilo K urychleni
hojeni kosti. PRP samo o sob¢ nema zadnou mechanickou odolnost, je tedy vyuzivan jako

doplnék k jinym materialim. [1, 2]
Biokeramika

Pro tuh¢ a relativné silné keramické scaffoldy jsou prvni volbou slinuté scaffoldy
na bazi kalcium fosfati — fosforeCnanu vapenatého (CaP). Keramika na bazi CaP
podporuje rast kosti tim, ze podporuje adhezi, diferenciaci, proliferaci a migraci bunék.
Mezi nejcastéji studované a vyuzivané keramické CaP materialy v tkafiovém inzenyrstvi
patii hydroxyapatit (HA), trikalcium fostat (formy a-TCP a B-TCP) a jejich dvoufazové
smési oznacovany jako bifazické (BCP). [3, 20]

Hydroxyapatit

HA je pfirodnim materidlem obsazenym v zubech a kostech. Tim, ze je
soucasti lidského organismu nemé negativni imunitni odpovéd a je vysoce
biokompatibilni. Nabizi dobré mechanické vlastnosti v tlaku (napéti v tlaku 160
MPa), porézni strukturu, ale je kiehky a pomalu se resorbuje. Z tohoto divodu muze

HA slouzit jako podpora pti pomalé kolonizaci bunék a rustu kosti. [2] V soucasné
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dob¢ je vyuzivan v kombinaci s TCP a jako nosi¢ pro dalsi materialy, naptiklad
pro kolagen, ristové faktory apod. [23]

Trikalcium fosfat

Zkracen¢ TCP, je vysoce biokompatibilni a porézni material, ktery na rozdil
od HA poskytuje rychlejsi resorpci. Jeho mechanické vlastnosti jsou ale hor$i nez
u kostniho $tépu a spongidzni kosti. [2] Povrchovymi vrstvami TCP na implantatu

1ze docilit zlepSeni spojeni s hostitelskou kosti. [23]

Pti porovnani HA a B-TCP bylo zjisténo, Zze HA degraduje pfili§ pomalu, naopak
B-TCP degraduje rychleji ale obvykle neni dostate¢né stabilni, aby odolal fyziologickému
zatizeni. U jejich bifazickych smési pak lze pozorovat vySs$i pevnost v tlaku
nez U samotnych fazi. Vyhodou je, ze vykazuji blizkou podobnost sanorganickou
slozkou kosti a slibné vlastnosti jako je biologicka odbouratelnost a osteoinduktivita. Jsou
malo rozpustné ve vodé, ale zato snadno rozpustné v kyselinach, proto se ke studiu
rozpousténi CaP in vitro obvykle pouzivaji roztoky pii riznych pH. Toto dlouhodobé
pasobeni kyselého prostiedi ma simulovat aktivitu osteoklasti. [3, 20] Keramické
scaffoldy se vyznacuji vysokou hodnotou tvrdosti, nizkou elasticitou a kiehkosti, coz ma

za pric¢inu obtiznou tvarovatelnost. [18]
Polymery

Vétsina scaffoldi je vyrobena budto cist¢ z polymeri nebo jsou polymery
pouzivany jako spojitd faze v kompozitnich materidlech. U polymert lze ptizplsobit
chemickou strukturu a molekulovou hmotnost. S rozvojem tkanového inZenyrstvi se
ukazalo, Ze ke zlepSeni riistu tkan¢ a chovani bunék lze vyuzit i kombinace pfirodnich

a syntetickych polymera. [20]
e Pfirodni polymery

Ptirozené vyskytujici se polymery mohou byt extrahovany z Zivoc¢isnych tkani nebo
rostlin a mohou byt biokompatibilngjsi nez jejich syntetické protéjSky. Jsou ptirozené
pro lidsky organismus a nevyvolavaji imunitni odpovéd’. Mezi ptirodni polymery fadime
naptiklad proteiny pfirodnich extracelularnich matric jako je kolagen, chitosan
a polypeptidy. Kolagen je nejhojnéji pfitomnym proteinem u obratlovcl. Lze
identifikovat vice nez 20 druhti a v kostech najdeme nejvice kolagen typu I. Chitosan je
pfirodnim  polysacharidem, jehoz  strukturdlni  vlastnosti jsou podobné

19



glykosaminoglykaniim. Funkci polypeptidii je usnadnéni adheze bunék, a proto slouzi pro

lepsi transplantaci a pfipojeni bun¢k. [20]
e Syntetické polymery

V porovnani S polymery ziskdvanymi z pfirodnich zdrojl jsou syntetické polymery
vice konzistentnéjsi. Vyrobnimi postupy lze také 1épe vyladit molekulovou hmotnost
a stupen hydrofilnosti. Nékteré¢ piiklady syntetickych polymert pro kostni tkanové
inZzenyrstvi jsou Kyselina polymlééna (PLA), polylaktidglykoly (PGLA) s riznymi
pom¢éry laktidu ke glykolidu a polykaprolakton (PCL). [16, 20]

Hydrogely

Jde o hydratované polymerni fetézce, které ucinné slouzi pti dodavani bunck
a rustovych faktoru. [20] Jsou snadno tvarovatelné a umoznuji vypln defektti o riznych
nepravidelnych tvarech a velikostech. Jejich vlastnosti zéalezi zejména na koncentraci
a druhu polymeru a jeho struktufe. Z piirodnich polymeri je vétsinou vyuzivan kolagen
a zelatina, chitosan nebo napiiklad kyselina hyaluronova. Ze syntetickych polymert jsou
pak vyuzivany PLA a PGLA. Nevyhodou hydrogelt jsou horsi mechanické vlastnosti.
[18] Nebylo prokazano, ze by samy o sob¢ zlepsovaly tvorbu kosti. [20]

Kompozity

Kompozitni materialy se skladaji z matrice a plniva. Jako plnivo se u nich uziva
¢astic na bazi kalcium fosfati, které svou chemickou strukturou pfipominaji slozeni kosti
savcl. Nejcastéji pouzivanymi kalcium fosfaty jsou hydroxyapatit, trikalcium fosfat
a oktakalcium fosfat. Vyhodna je i kombinace vyse zminénych. Napiiklad spojeni
stability HA a dobré degradace B-TCP umoznuje lepsi hojeni kostni tkané a rast krystald.
[18]

Piihodnymi materidly pro matrice jsou biokompatibilni a biodegradabilni
polymery, které jsou schopny interagovat s buiikami. Jmenovité se z ptirodnich
biopolymeri vyuziva naptiklad kolagen, hyaluronan a Zelatina. Ze syntetickych materiala
je vyuzivana napt. kyselina polymlécna, jenz je vhodna jako kostni fixa¢ni material a poly

B-estery, které se vyuzivaji jako vyztuze v ortopedii a stimuluji rist kosti, a dalsi. [18]
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Existuje mnoho materialii vyuzivanych a vyvijenych K vyplni kostnich defektd.
Prevazna vétSina z nich vSak nabizi pouze osteokonduktivni vlastnosti, a nikoliv
vlastnosti osteoinduktivni. Doposud je tedy stale nejidealnéjSim materialem vyuzivanym

ke kostni fuzi autograft, jenz spliiuje vétSinu specifikaci idealniho materialu. [2]
1.9 Biomechanika patere

Existuje nékolik studii, které se zabyvaji zkoumanim pohybu a flexibility lidské patete.
Experimenty tykajici se mechanického testovani patefe napomahaji K lepSimu
porozuméni jeji funkce, ale umoznuji také napiiklad testovani novych implantati
nebo patefnich stabiliza¢nich systémi. Pokrocily vyzkum a biomechanické zhodnoceni
mohou pak nabidnout tieba i pokrok ve vypocetnich modelech ¢i posuzovani optimalnich

chirurgickych metod. [24, 25]

Je dobré poznamenat, ze studie se a
zabyvaji riznymi Gastmi patefe, nacez kazda & 10 Flexion
M ~rore e, Ea 5 /
Zt&chto C&asti je schopna jiného rozsahu &g , g ‘ ‘
. o  _B%s 4 / 2 4 6
pohybu a parametrii. Konkrétn¢ hrudni patet &~ n
D LA
c 45
je vzhledem ke kréni a bederni patefi z ¢asti < Extension
Load (Nm)
jedinecna kvili kostovertebralnim |,
15
skloubenim, ktera zvySuji jeji tuhost & 10 Right
Ny . 2. e
astabilitu.  [25] Nejvice zatézovanym <£§ " ' ‘
. 856 24 6
anamdhanym usekem patefe je pak bederni .=
=
oblast, ktera nese znaénou &ast hmotnosti tla. £ L oft 15
Load (Nm)
Studie ([24, 25]) se shodly, ze srozsahem ¢
o .y ) . € = Right
pohybu patefe negativné koreluje vek, g 10 ﬁ
8= 5
narozdil od faktori jako jsou: pohlavi, §i§ : . : ‘
G596 °© 2 4
kutactvi, vaha a vyska, kter¢ 5=  _— 10
. 2 Lef -15
s rozsahem pohybu Vv neporuseném stavu <

Load (Nm)
nekoreluji ve vSech modech zatéze (flexe-

Obrazek 8 — Typicky priibéh pFi zatéZovani pateri do:

extenze, axialni rotace a lateralni ohyb). a) flexe-extenze, b) laterdlni flexe, ¢) axidlni rotace [24]
Pii provadéni experimentd na patefich in vitro je zatézovani prostym ohybem
akceptovanym standardem. Prosty ohyb zde byva aplikovan na volny kranialni konec

patefniho segmentu a kaudalni konec je pevné upevnén k zakladné testovaci platformy.

[26] Zpusob uchyceni je mozno vidét na Obrazku 10.
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Spole¢nym prvkem studii Mannen a kol ([24]), Healy a kol. ([25]) a Lubelski
a kol. ([27]) bylo zatézovani hrudni patete S neporusenym hrudnim kosem tiemi mody
pohybu, jmenovité: flexe-extenze, lateralni ohyb a axialni rotace. Testovacimi zafizenimi
Vv téchto studiich byli na zakazku upraveni prumyslovi roboti. Robota vyuZzivaného
ve studiich [25, 27] 1ze vidét na Obrazku 9. Jak lze taktéz vidét na tomto obrazku, byla
kaudalni ¢ast patete pevné pfipevnéna k podstavci, zatimco kranidlni ¢ast byla pripevnéna

k robotické pazi se silovym senzorem tak, aby byl umoznén neomezeny a volny pohyb.

LS

_E /fll

Obrazek 9 - Roboticky systém pro testovani patere Obrazek 10 - Programovatelny robot vyvinuty k
S kompletnim hrudnim kosem, robot KUKA zatézovani pateri prostym ohybem, stupné volnosti
(Augsburg, Némecko) [27] Jsou vyznaceny Cernymi Sipkami [26]

Ve vyse zminénych studiich byl na pateini vzorky aplikovan prosty ohyb s meznim
zatizenim + 5 Nm, pficemZ se nepfetrzit¢ minimalizovala veskera dal$i zatizeni mimo
osu. Po celou dobu experimentu byly vzorky periodicky vlhéeny postiikem
fyziologického roztoku. Na vyse zobrazeném Obrazku 8 lze vidét obvyklé pribéhy pii
zatézovani patete. Kiivky vykazuji bézny pribéh viskoelastickych tkani v podobé

hystereze.
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1.10 Experimenty na zviiatech

Uplné pochopeni biologického procesu kostnich ndhrad v p¥irozeném prostiedi je zasadni
pro dal$i pokrok v 1é¢bé spinalni fuzi. Bohuzel vSak je v klinickém prostiedi tento
komplikovany proces z divodu nedostatku dostupnych technik obtizné posuzovat.
Cennou alternativou, ktera se vyuziva jsou tak zvifeci modely. [1] Ackoliv rozdily mezi
lidmi a zvifaty co se tyCe anatomie, v€éku a méfitka mohou vést k problémim
pii interpretaci vysledkd, je pouzivani zvifecich modeli pii experimentech hojné
vyuzivano. [12] Vybrand experimentalni zvifata musi podléhat urcitym kritériim.

Pfi vybéru vhodného zviteciho modelu je nutné zhodnotit nasledujici kritéria [28]:

o fyziologickad podobnost zvifete s lidmi

e velikosti a anatomické vlastnosti zvitete

e biomechanické vlastnosti

e dostupnost zvéie

e chov, manipulace se zvifetem a riziko pro personal
e pozadavky na ustajeni

e odolnost zvifete vii¢i chorobam a stresu

e tolerantni povaha k experimentiim

e existence anestetickych, chirurgickych a poopera¢nich protokolil

etické a spolecenské dusledky

Nakonec vsak vybér zviiete zvoleného pro experiment musi schvalit odborna komise
pro etické zachazeni se zvifaty, ktera dba na humannost a etiku experimentu jako celku.
Ta je povinna fidit se smérnicemi jako je napiiklad Smérnice Evropského parlamentu
a Rady 2010/63/EU o ochran¢ zvifat pouzivanych pro védecké ucely, jenz zahrnuje
I oblast vyvoje, vyroby nebo zkouseni kvality, G¢innosti a nezavadnosti 1é¢iv. Jejim
ucelem je omezeni poctu zvifat pouzitych v projektech na absolutni minimum, aniz by
tim byly ohrozeny cile projektu a nastaveni standardt ohledné jejich pouzivani, ustajeni

a péce.
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2. METODIKA

Tato kapitola popisuje pracovni postup, ktery byl proveden napii¢ experimentem.
Obsahuje vybér experimentalniho zvifete, princip a rezimy zatézovani, postup ziskani

hledanych veli¢in a pichled statistickych testd, kterymi byla ziskana data posuzovana.
2.1 EXperimentalni zviieci model

K preklinickému experimentalnimu testovani studie, jiz se zabyva tato prace, bylo
vybrano zviteciho prase¢iho modelu. Diivodem tohoto vybéru byla podobnost velikosti
praseci patete vici velikosti lidské patete, diky cemuz mohl byt pouzit implantat, ktery
se uziva v humanni mediciné. Praseéi patef se sklada z obratli krénich (7), hrudnich (14-
18), bedernich (6-7), kosti kiizové (4 srostlé obratle) a na rozdil od ¢loveéka také obratlt
ocasnich (20-23). [29] Kostru prasete Ize vidét na Obrazku 11. VSechna experimentalni
zvifata byla na zacatku experimentu dospéla a méla piiblizn¢ hmotnost kolem 80 Kkg.
Vybrana byla ze specialniho chovu, ktery spliiuje podminky pro to, aby na nich mohly

byt provadény experimenty.

Os Vertebrae Vertebrae  Vertebrae
sacrum lumbales thoracicae cervicales

I'Llr . I\ 1 \f"L\

: J
Vertebrae ' . S Tl4ahi. - ¢ =
caudales T o \V// by S —

Obrdazek 11 - Skelet prasete [30]
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2.2 Princip testovani

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 obratltt 14,15Th +
6L a horni ¢ast patete byla ulozena tim zptisobem, aby byl umoznén jeji volny pohyb.
Patete byly rozdéleny a oznaceny do jednotlivych skupin dle druhu uzitych implantata
a dle doby ponechani implantata v téle zvifete. Po piivezeni vzorkd do laboratoie byly
vzorky ocistény a jejich konce upraveny tak, aby mohly byt zasunuty do pfipravenych
novodurovych trubkovych uchytek. K upevnéni vzorkd pateti v trubkach byl pouzit
technicky dentakryl.

Zkouska prostého ohybu probéhla v akreditované Laboratofi mechanickych
zkousek na CVUT v Praze, na Fakulté strojni. Zde se nachazi testovaci systém MTS Mini
Bionix 858.2 (MTS, Minnesota, USA) se
specialnim Spindlnim simulatorem, jehoz
konstrukce je primarné uréena k testovani
patefi (viz Obrazek 12). Patete byly
pii experimentu ohybany nejprve do extenze
a nasledné¢ do flexe. Zatézovani probéhlo
ve dvou rezimech. Nejprve byla hodnocena
tuhost  testovanych  patefi  pii extenzi
bez poskozeni tkané a nasledné byl vzorek
zatézovan do limith testovaciho systému
apouzittho 6DOF snimace, piipadné
do destrukce vzorku. U kazdého vzorku byl
cyklus opakovan tiikrat. Po dokonceni

zkousky nasledovalo vyjmuti  vzorku

ze simulatoru, umisténi do igelitového obalu

Obrazek 12 — Testovaci zarizeni MTS Mini Bionix
a ulozeni do mraziciho boxu. 858.2 se spinalnim simulatorem

Ziskana data ze zat€Zovani pateti (raw data) byla prevedena do pfipravenych Sablon
v programu Microsoft Excel, kde byly vykresleny grafy zavislosti ohybového momentu
na Case, rotace na Case a ohybového momentu na rotaci. Tuhost vzorku byla uréovana

z grafu zavislosti ohybového momentu na rotaci, a to presnéji z linedrni oblasti zatézovani
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pii extenzi (tfeti kvadrant grafu) splitujici podminku spolehlivosti linedrni regrese veétsi
nez hodnota 0,998. Tato vybrana linearni oblast byla vlozena do samostatného grafu.
Stanovené hodnoty tuhosti byly zaneseny do celkové tabulky a dale byly vyhodnoceny
hodnoty stiedni tuhosti a rozptyld u kazdé skupiny vzorkd. Poté byla tato data

porovnavana a Otestovana statistickymi testy.

Nastavené principy zatézovani, jako je naptiklad standardni zatéz pateii prostym
ohybem bez parazitnich sil, jsou v souladu, s jiz uskute¢nénymi studiemi zminénymi

v kapitole 1.9.
2.3 Statistické testy

Pro potvrzeni ¢i vyvraceni pocateénich hypotéz je potfeba naméfena data vhodné
zpracovat a hypotézy otestovat statistickymi testy. Teprve poté Ize posoudit, zda ziskana
data mohou dostate¢né a objektivné vypovidat o zkouSeném materialu. Skupinu
namétenych dat tykajicich se jednotlivych pouzitych materiald nazyvame soubor dat.
Testy obecné délime na parametrické a neparametrické. Pouziti zminénych testi zavisi
na splnéni podminek normality a shody rozptyld, pticemz piredpokladame, ze data jsou
nahodné a nezavislé veli¢iny. Dllezitymi veli¢inami u vyhodnocovani statistickych testt

jsou nasledujici hodnoty:

e p hodnota — vyjadiuje pravdépodobnost, s niz zamitame ¢i potvrzujeme nulovou
hypotézu
e hladina vyznamnosti a — vybrana pravdépodobnost, pfi niz Se chybné zamitne

nulova hypotéza, ackoliv plati (tzv. chyba I. druhu) — nejéastéji a = 0,05 (5 %)

Normalitu dat lze zjistit naptiklad Shapiro-Wilkovym testem, ten zkouma rozlozeni
dat po jednotlivych souborech a fika nam, jestli Ize toto rozloZeni povazovat za normalni
(Gaussova kiivka). Shoda rozptyli je testovana Leveneovym testem, ktery testuje shodu

rozptyll posuzovanych soubori dat.

Pro vyuziti parametrickych srovnavacich testi je potieba, aby zkoumané
porovnavané soubory dat vyhovovaly podminkdm normality a mély shodné rozptyly.
Jsou-li splnény obé tyto podminky je mozné vyuzit téchto testi. Mezi parametrické
srovnavaci testy patii Studentiiv t-test, ktery je ur€en pro parové porovnavani a Fisherav
LSD (Least Significant Difference) test pro vicenasobné porovnavani, tedy téi a vice

soubor.
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Neni-li splnéna alespon jedna z podminek je nutné vyuzit neparametrickych testt.
Zde je vyuzivan Kruskall-Wallistiv test, ktery identifikuje, zdali je nékde mezi
porovnavanymi soubory rozdil. KurCeni dvojic, mezi kterymi statisticky vyznamny
rozdil je, 1ze pak vyuzit Mann-Whitneyho test. Ten ma bohuzel ale tu nevyhodu, Ze je
ureny pro parové porovnavani a nema korekci pro vicendsobné porovnavani.
Pro zamezeni rizika vzniku chyby 1. tadu pfi porovnavani vice parti se vyuziva
Bonferroniho korekce. Ta spoc¢iva v podéleni miry chyby (0,05) poétem porovnavani.
Korekci se zajisti, Ze k chybé dojde se stejnou pravdépodobnosti, jako kdyby se
neporovnavalo vice soubor ale pouze dva. Schematicky postup pifi vybéru testu

je vyobrazen na Obrazku 13.
Zavérem testovani je velikost hodnoty p vici hlading€ vyznamnosti a tak, Ze je-li:

e p>aq, pak lze fici, ze bylo dosazeno statisticky nevyznamného rozdilu

e p<aq, pak lze tici, ze bylo dosazeno statisticky vyznamného rozdilu

Vsechny vyse zminéné testy budou provedeny v programu Statgraphics Centurion
15 (Statpoint Technologies, Virginia, USA). Vysledky ze statistickych test poté poslouzi

pro ovéfeni platnosti hypotéz stanovenych na pocatku experimentu.

Podminka Ano | Podminka rozsahu | Ano | Parametrické
normality je splnéna | —»| rozptyll je splnéna | —> testy
Ne \ / Ne 1 pér / \ >1 par
soubort souborti
Neparametrické testy Studentv Fishertiv
¢ T-test LSD test

Kruskal-Wallisuv test

v

Mezi soubory je rozdil
\ >1 par
soubort
1 par -
souborti Bonferroniho korekce

¥

Mann-Whitneyho test

Obrazek 13 - Schéma postupu pri vybéru statistickych testii
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3. EXPERIMENTALNI CAST

V této kapitole je popsan postup vyroby scaffoldd, implantace a pfipravy vzorkt patefi
ajejich nasledného upnuti a zatézovani v mechanické laboratofi. Dale pak popisuje
zpracovani a vyhodnoceni experimentalnich dat ziskanych pii méieni. Zkouska prostého

ohybu je provadéna na vzorcich pateiniho segmentu prasat v rozsahu 14,15Th + 6L.
3.1 Vyroba implantata

Ptiprava vzorkd zapocala vyrobou implantati ve vyzkumném védeckém centru CEITEC
Vysokého uceni technického v Brné zaméfeném na oblast pokroc¢ilych materiali
a nanotechnologii. Navrzeny a piipraveny zde byly dva typy implantatd kompozitniho
charakteru uréené pro regeneraci kosti v postupech nahrazujicich ,zlaty standard®
v podob¢ autograftu. Vzorky byly souhrnné oznaceny jako hybridni porézni kostni

scaffoldy (zkracen¢ HPKS) a lisi se modifikaci nosi¢u bioaktivnimi slou¢eninami.

Matrice HPKS je tvofena smési hydroxyapatitu (HA) a trikalcium fosfatu (TCP),
ktera byla pfipravena upravou postupu publikovaného V praci Stastny a kol. ([3]).
Nejprve byly zvlast' vytvofeny suspenze pro kazdou slozku. HA prasek (extra Cisty
fosfore¢nan vapenaty) byl pfed pouzitim zprvu kalcifikovan. Poté byl prasek dispergovan
Vv roztoku deionizované vody, epoxidové pryskyfice a dispergatoru. Vznikla suspenze
byla dale michana a rozmélnovana v mlecim zafizeni zirkonovymi koulemi. Vysledkem
téchto operaci byla jemna HA suspenze. Stejnym procesem ptipravy prosel i prasek TCP.
Jedinym rozdilem je prodlouzeni délky rozmélnovaciho procesu na delSi dobu kvili
hrubosti prasku. Smés k vyrobé HPKS vznikd smichanim HA a TCP suspenzi
ve stejném poméru (hmotnostni pomér keramického praskli v suspenzich). Poté byla HA
a TCP suspenze doplnéna pénicim ¢inidlem a tuzidlem, a posléze byla metodou ptimého
napénovani za pouziti mixéru pfipravena péna. Tato péna byla po ustaleni odlita
do plastovych forem, zpolymerovana a nakonec susena V klimatické komofte pfi fizené

teploté a relativni vlhkosti. [3]

Tato vychozi biokeramické matrice byla dale modifikovana bioaktivnimi slozkami
oznac¢enymi z diivodu patentové ochrany pouze jako slozka typu I a slozka typu II. Plniva
jsou od sebe odlis$na jak biologickou uc¢innosti, tak cenou jednotlivych slozek. Slozka

typu I, kterd je na biologické bazi je vyrazné drazsi a je syntetizovana pouze jednou
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firmou, jenz ma nad touto slozkou patentovou ochranu. Slozka typu II je na anorganické

bazi, je zcela volné dostupna a oproti slozce typu I je podstatné levné;jsi.

Prvnim typem vyrabénych implantata byl scaffold HPKS obohaceny biologickou
slozkou typu I (dale znaceny jako skupina B) a druhym typem byl scaffold HPKS

modifikovany anorganickou slozkou typu II (znac¢eny jako skupina C).
3.2 Zavedeni implantati

Jak jiz bylo napsano v Kkapitole 2.1, byl pro experimentalni preklinické testovani
implantati zvolen prase¢i model, konkrétné prase¢i patet. Preklinicka ¢ast experimentu
na animalnim prase¢im modelu véetné ustdjeni zvifat pred chirurgickym zakrokem
tak i po ném probihala ve Vyzkumném ustavu veterinarniho 1ékafstvi, v.v.i. Vv Brné.
Prasata (konven¢ni hybridi masného typu) byla rozdélena do skupin dle typu pouzitého
implantatu a dle doby ponechani testovanych materialt v téle zvifete — 8/16 tydnd.
Konkrétné §lo o 3 druhy implantatt, jmenovité: autograft z hiebene panevni kosti,
hybridni porézni kostni scaffoldy (zkracené¢ HPKS) obohacené biologickou slozkou typu

I a HPKS modifikované anorganickou slozkou typu II.

Obrazek 14 - Implantat HPKS pripraveny k implantaci
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Do prasecich pateti byly scaffoldy a autograft implantovany v celkové anestezii.
Chirurgicky tez byl proveden v levé lumbalni oblasti, mimo peritonealni oblast tak,
aby nebyla porusena zadna z okolnich dilezitych tkani. Poté byl vypreparovanim
meziobratlové desti¢ky (diskektomie) mezi obratli L2 a L3 uméle vytvoren defekt,
do kterého byl posléze zaveden implantat. Snimek HPKS implantatu zachyceny tésné
pted implantovanim lze vidét na Obrazku 14 vySe. Voperovani autograftu piedchazel
dodate¢ny fez v oblasti levého panevniho hicbene kvili odbéru tkané. Pro zajisténi
stability operovaného lumbalniho segmentu byla oblast osazena osteosyntetickou
konstrukci fixovanou Srouby do obratlovych tél, ktera poslouzila i pfi orientaci
na rentgenovych snimcich. Po zakroku byla provedena RTG kontrola lumbalni oblasti.
Prasatim byla po zakroku podavana antibiotika a léky proti bolesti, a po cely Cas

probihajiciho experimentu byla pod veterinarnim dozorem.

Dle zatazeni prasat do skupin doslo po 8 nebo 16 tydnech k eutanazii zvifete.
Lumbalni usek patete byl vytnut a veSkera podptrna konstrukce odstranéna. Polovina
vzorkid zkazdé skupiny slouzila k biomechanickému testovani a druhda polovina

K histologickym testim.
3.3 Priprava vzorku k méreni

Vzorky pateti byly bezprostfedné po utraceni prasat vytnuty a dovezeny do testovaci
laboratofe v chladicim boxu zabalené obinadly napusténymi v 10 % formalinu a ulozené
v nepropustném vaku, tak aby nedoslo k brzkému rozkladu a znehodnoceni vlastnosti
vzorkd. Po odstranéni obinadel a vyvétrani vzorkli doSlo k upravé koncl patefi tim
zpisobem, aby bylo mozné je zasunout do pfipravenych uchytek. Jako uchytek
bylo vyuzito novodurovych trubek o priméru 63 mm a délce 55 mm, jejichz dno bylo
vytvoifeno za pomoci textilni pasky PATTEX. Pro upevnéni pateti v uchytkach byl pouzit
technicky dentakryl. Ten byl pfipravovan v poméru 2:1 (prasek:kapalna slozka) a jeho
konzistence po promichdni by méla byt medového charakteru. Pro zajiSténi pevného
a nepropustného dna se takto ptipravenou smési nejdiive zalije spodek trubky do vyse
5 mm a az poté jsou zalévany konce vzorku pateti. Takto upevnéné konce bylo nutné pred
samotnym zkouSenim nechat zatuhnout. Naptl zalit¢ a oznacené vzorky lze vidét

na Obrazku 15.
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Obrazek 15 - Priprava vzorki pateri

Kazdy vzorek patefe byl kvili rozpoznani jest¢ pied zalitim oznacen dle druhu
pouzitého materialu, ¢isla vzorku a poctu tydni, po kterém doslo k eutanazii prasete
anasledného vytnuti segmentu patefe vrozsahu 14,15Th + 6L (viz Tabulka 2).

Testovanymi materialy byly:

e skupina A — kostni autograft z hfebene panevni kosti
e skupinaB — HPKS obohaceny biologickou slozkou typu I
e skupinaC — HPKS modifikovany anorganickou slozkou typu II

Tyto skupiny oznacuji vzorky pateti, do kterych byly implantovany vyse zminéné
nové materialy a kostni autograft. Testované materialy jsou pak doplnény 0 skupinu
nativnich patefi znacenou pismenem N, ktera slouzi jako kontrolni skupina. Lze ji také
brat jako miru tuhosti, které chceme piiblizné dosahnout. Nativni vzorky patefi byly

ziskany z jatek.

Tabulka 2 - Prehled znaceni vzorkii

Pocet tydnit | Skupina materidlu Druh materidlu
N Nativni
8 .
16 A Autologni Stép
186 B HPKS + biologicka slozka
186 C HPKS + anorganicka slozka
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3.4 Princip zatéZovani

Testovani vzorkl patefnich segmentt probihalo v akreditované Laboratofi mechanickych
zkousek v budové Fakulty strojni CVUT na testovacim systému MTS 858.2 Mini Bionix
(MTS, Minnesota, USA), jehoz soucasti je specialni pateini simulator s 8 stupni volnosti,
ktery svoji konstrukci umoznuje 3 kolmé posuvy a 5 nezavislych rotaci a je primarné
uréen k testovani patefi. K méfeni byl pouzit ,,tfiosy* silovy snima¢ 6DOF 1160 N/580
N/ 25 Nm firmy ATI, ktery svou konstrukci umoziuje detekovat sily ve tfech na sobé
kolmych osach a k tomu i momenty puisobici podél téchto os. Relativni chyba tohoto
snimace zjisténa pii kalibraci je 0,5 % méfené veli¢iny.

Cela soustava byla zpocatku uvedena do souosé polohy, posléze byly vynulovany
relativni soufadnice, a nakonec byl vypnut pohon Superior Flex/Extenze tak, aby byl
umoznén volny pohyb horniho dilu simuldtoru. Dale byl vzorek vlozen do spodni ¢asti
simulatoru a za pouziti fizeného pohonu byl vyklonén a poté sestaven s hornim dilem
simulatoru. Testovani za€alo po upnuti vzorku do svérnych Sroubovych spoji. Upnuty

vzorek patete v testovacim systému MTS Mini Bionix lze vidét na Obrazcich 16 a 17.

Obrazek 16 - Pater upnuta v testovacim zarizeni MTS Mini
Bionix
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Zatézovani vzorka bylo rozdéleno na dvé casti. V prvni Casti zatézovani bylo
cilem zjistit tuhost testovanych patefi pii extenzi bez poskozeni tkané. Maximalni
aplikovany ohybovy moment zde byl =5 Nm (+ flexe, - extenze). Tato zatéZovaci ¢ast
byla opakovana tfikrat. Ve druhé ¢asti byl vzorek zatézovan do limitd testovaciho
systému a pouzitého 6DOF snimace, tedy do + 25 Nm, eventualné do destrukce vzorku.
Nedoslo-li k destrukci vzorku, pak i tato zatézovaci ¢ast byla opakovana tikrat. Pii obou
rezimech byl vzorek zatézovan konstantni rychlosti natoceni 20 °/min do extenze

anasledné do flexe.

Obrazek 17 — Detailni zabeér upnutého vzorku patere (nalevo) a vzorku patere, u které doslo pri ohybu
k destrukci (napravo)
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3.5 Ohybova zkouska

Kazdy vzorek patetniho segmentu byl podroben zatéZovani, jehoZz principy jsou popsany
vySe v Kkapitole 3.4. Béhem zatéZzovani vzorkd bylo systémem naméfeno mnozstvi
posuvi, natoceni, Sil @ momenti, pro vyhodnoceni tohoto experimentu vsak byly uzity
pouze naméiené hodnoty v podobé natoceni vrchniho (superior flex/extension rotation)
a spodniho dilu simulatoru (inferior flex/extension rotation) a ohybového momentu (Tx).
Naméfena data byla upravena aposunuta do pocate¢nich nultych hodnot a dale
importovana do Sablon vytvotfenych v programu Microsoft Excel, kde za pomoci téchto
dat byly vytvofeny grafy zavislosti ohybového momentu a rotace na Case (Viz

Obrazek 18) a ohybového momentu na rotaci (viz Obrazek 19).
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Obrazek 18 - Pritbéh ohybového momentu a rotace V zavislosti na case vzorku 12B16

Na grafu zavislosti ohybového momentu na rotaci (viz Obrazek 19) mizeme vidét
vyraznou nelinearitu a hysterezi. V prvni fazi tohoto grafu lze pozorovat nabéznou
kiivku, ktera pokracuje klesainim do zapornych hodnot pii extenzi zkouSenych patefi.

Pfi odleh¢eni zde vznika hysterezni smycka a patet je pak dale zatéZovana do flexe.
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Obrazek 19 - Pritbéh ohybového momentu v zavislosti na rotaci vzorku 12B16

Z tohoto grafu (viz Obrazek 19) byla pro ziskani smérnice tuhosti vybrana linearni
¢ast ve fazi extenze patetre. Tato zvolend ¢ast byla dédle vynesena do samostatného grafu
(viz Obrazek 20) a za pomoci linearni regrese byla zjisténa hledana smérnice. Pozadavek
na linearni oblast, z které byla smérice vyhodnocovana, je hodnota spolehlivosti R? vétsi
nez 0,998. Pro kontrolu byla smérnice tuhosti navic zjisténa i z dat za pomoci excelovské
funkce SLOPE. Hodnota linearni regrese obsahujici hledanou smérnici byla jesté v grafu

doplInéna a zkontrolovana hodnotou spolehlivosti linearni regrese R2.
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Obrazek 20 - Vybrana cast priibéhu pro urcent tuhosti vzorku 12B16
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Vyse uvedené vzorové grafy byly vytvotfeny pro kazdy cyklus méteni ve vsech
skupinach vzorkt zvlast. Pro vyhodnoceni tuhosti bylo tedy u kazdého vzorku ziskano
celkem devét grafi a téi hodnoty tuhosti. U vyhodnocovani zatizeni potfebného
k destrukci byla smérodatnym udajem hodnota maximalniho momentu, ktery vzorek

vydrzel.
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4. VYHODNOCENI

4.1 Meéreni tuhosti

Po importovani namétenych raw dat do pfedem ptipravenych Excelovskych soubort,
byly vytvofeny grafy zavislosti ohybového momentu na rotaci (viz kapitola 3.5). Tyto
zavislosti jednotlivych vzorka byly sjednoceny do grafii (viz Obrazek 21 az Obrazek 27)
tak, aby se vzorky ve skupinach daly porovnat.

Ve skupin€ N bylo testovano 5 patetnich vzorkl. V kazdé z ostatnich testovanych
skupin (A8, A16, B8, B16, C8 a C16) byly testovany vzorky ¢tyfi. Kazdy vzorek byl
podroben 3 cyklum zatéze. Celkem bylo zpracovano a nasledné vyhodnoceno 87
zaznamu zatézovani.

Je-1i tii prvkové znaeni vzorku na konci doplnéno o pismeno A, znamena to,
ze experimentalni zvife ve skupiné uhynulo a skupina byla ndsledn€¢ doplnéna o nového

testovaného jedince ve stejné hmotnostni kategorii a se stejnym pouzitym typem

implantatu.
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Obrazek 21 - Zavislost ohybového momentu na rotaci nativnich pateri (Skupina N)
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Obrazek 22 - Zavislost ohybového momentu na rotaci pdternich segmentii Se zavedenym implantdtem
v podobé autograftu (skupina A); 8 tydnii po implantaci
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Obrazek 23 - Zavislost ohybového momentu na rotaci paternich segmentii Se zavedenym implantdatem

V podobé autograftu (skupina A); 16 tydnii po implantaci
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Obrazek 24 - Zavislost ohybového momentu na rotaci pdternich segmentii se zavedenym implantdatem
V podobé HPKS obohaceného biologickou slozkou (skupina B); 8 tydnii po implantaci
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Obrazek 25 - Zavislost ohybového momentu na rotaci paternich segmentii Se zavedenym implantdatem
V podobé HPKS obohaceného biologickou slozkou (skupina B); 16 tydnii po implantaci
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Obrazek 26 - Zavislost ohybového momentu na rotaci pdternich segmentii se zavedenym implantdatem
Vv podobe HPKS modifikovaného anorganickou slozkou (skupina C); 8 tydnii po implantaci
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Obrazek 27 - Zavislost ohybového momentu na rotaci paternich segmentii se zavedenym implantdatem
Vv podobé HPKS modifikovaného anorganickou slozkou (skupina C); 16 #ydnii po implantaci
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Z vyse znazornénych grafii jednotlivych skupin vzorkd byl vybran vzdy jeden
reprezentativni vzorek za skupinu. Ten byl zvolen tak, aby hodnota jeho tuhosti se co
nejvice blizila hodnoté primérné tuhosti skupiny. Na tomto grafu (viz Obrazek 28) lze
vidét rozdily sklonu kiivek v oblasti extenze (3. kvadrant grafu). Pii porovnani
reprezentativnich vzorki zkouSenych po 8 tydnech a po 16 tydnech lze pozorovat,
ze sklon kiivky v oblasti extenze je po 16 tydnech vice strmé&jsi nez u vysledku
po 8 tydnech, dalo by se tedy fict, Ze pii prodlouzené dobé zanechané k hojeni v podobé
16 tydnd docilime lepsiho sristu spojovanych ¢asti patefe a tim i vétsi tuhosti.
Zdali vzorky po vystaveni delsi dobé v téle zvifete opravdu ziskaly vétsi tuhosti diky
lepSimu srlstu spojovanych tkéni lze ovéfit poznatky a histologii z Lékarské fakulty.
Po 16 tydnech lze zaroven fici, Ze se kiivky v extenzivni ¢asti pritbéhu zacinaji shlukovat
a ptiblizovat k prib&hu zaznamenaném u nativniho vzorku, coz by se dalo pokladat
za ptiznivy pribéh, jelikoz nativni vzorek nam reprezentuje fyziologicky stav, kterého

bychom chtéli minimaln¢ dosdhnout.
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Obrazek 28 - Zavislost ohybového momentu na rotaci u reprezentativnich vzorkii
Kone¢nymi vysledky ziskanymi z téchto grafii jsou ohybové tuhosti patefi pti
extenzi (viz Tabulka 3). V této tabulce jsou tu¢né zvyraznéni vybrani reprezentanti,
jejichz hodnoty tuhosti se nejvice blizi k aritmetickému praméru skupiny. Sloupce 1, 11

a III oznacuji pii kolikatém cyklu byla dosazena namétena tuhost.
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Tabulka 3 - Ohybové tuhosti pdternich segmentii pri extenzi

Ohybova tuhost pri Stiredni
Vzorek extenzi ohybova Rozptyl
¢. [Nm/deg] tuhost
I 1 i [Nm/deg] [Nm/deg]
N3 | 1,029 | 0,956 | 0,965
N4 0,834 | 0,757 | 0,755
N5 | 1,656 | 1,892 | 1,855 1,32 0,41 N
N6 1,393 | 1,393 | 1,400
N7 | 1,704 | 1,633 | 1,628
7A8 | 0,508 | 0,510 | 0,490
8A8 | 0,661 | 0,706 | 0,706
9A8 | 0,821 | 0,786 | 0,754 0.73 0.17 A8
12A8 | 1,003 | 0,905 | 0,916
2A16 | 1,017 | 0,907 -
3A16 | 0,903 | 0,838 | 0,867
5A16 - 1,518 | 1,525 106 0.21 AL
6A16 | 1,113 | 1,116 | 1,102
1B8 | 0,967 | 0,878 | 0,885
3B8 | 0,763 | 0,690 | 0,709
4B8 | 0,635 | 0,620 | 0,613 0,64 0.23 B8
6B8A | 0,302 | 0,327 | 0,324
7B16A | 2,066 | 2,068 | 2,042
8B16 | 2,216 | 2,238 | 2,229
10B16 | 2,596 | 2,520 | 2,508 247 021 B16
12B16 | 2,037 | 1,798 | 1,778
7C8 | 0,526 | 0,433 | 0,431
8C8 | 0,706 | 0,651 | 0,641
9C8 | 0,790 | 0,720 | 0,704 0.62 0.1 c8
12C8 | 0,661 | 0,621 | 0,613
2C16 | 1,250 | 1,205 | 1,189
3C16 | 1,282 | 1,280 | 1,250
4C16 | 1,372 | 1,301 | 1,286 132 0.11 C16
6C16 | 1,539 | 1,467 | 1,450

Pozndamka: Typem stiedni hodnoty a rozptylu je u skupiny A16 z diivodu jiného, nez normdlniho
rozdéleni median a mezikvartilové rozpéti. U ostatnich skupin je pak uvedena
priumeérna hodnota a smérodatna odchylka.
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Lze pozorovat, Ze nejvyssi hodnoty tuhosti je dosazeno u vzorkt B16, tzn. u HPKS
obohaceného biologickou slozkou po 16 tydnech. Primérna hodnota tuhosti této skupiny
dosahla 2,17 Nm/deg. Nejmensi hodnoty tuhosti jsou pak porovnatelné u skupin B8
(HPKS obohaceny biologickou slozkou po 8 tydnech) a C8 (HPKS modifikovany
anorganickou slozkou po 8 tydnech), kde se hodnoty pohybuji kolem 0,62 Nm/deg.
Aby bylo mozZzno porovnavat ziskané hodnoty tuhosti, bylo jest¢ potieba ovéfit
statistickou vyznamnost ziskanych dat uvedenych v Tabulce 3 statistickymi testy.

Tato data jsou taktéZ znazornéna za pomoci krabicového grafu na Obrazku 29.
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Obrazek 29 - Ohyboveé tuhosti nativnich pateii a paternich segmentii se zavedenym implantatem v podobé:
A — autologniho stépu, B — HPKS obohacenéio biologickou siozkou, C — HPKS modifikovaného anorganickou
slozkou; 8 a 16 tydnii po implantaci

Postup vybéru pii uziti parametrickych nebo neparametrickych testi je uveden
v kapitole 2.3. V tabulkéach nize (viz Tabulka 4) je zaznamenano vyhovéni podminek
normality a shody rozptyli pro skupiny vzorkii. Normalita naméfenych hodnot tuhosti
byla testovana Shapiro-Wilkovym testem pro kazdou skupinu vzorkia zvlast. Shoda
rozptyli mezi porovnavanymi skupinami byla testovana za pomoci Levenova testu.

Zelena pole oznacuji splnénou podminku, ¢ervena pole oznacuji nesplnéni podminky.
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Tabulka 4 - Normalita a shoda rozptyli skupin vzorkii (podminka p>0,05)

Skupina| p |Normalita Skupiny p | Shoda rozptyli
N 0,116 N+A8 0,005 X
A8 0,552 N+B8 0,029 X
Al6 0,036 x N+C8 6E-05 x
B8 0,229 N+A16 0,066
B16 0,376 N+B16 0,094
c8 0,251 N+C16  |6E-04 x
C16 0,159 A8+A16 0,369
B8+B16 0,537
C8+C16 0,984
A8+B8+C8 | 0,117
Al16+B16+C16| 0,061

Dle ovétenych podminek zaznamenanych v Tabulce 4, bylo vyuZito
parametrickych testli pro porovnavané skupiny N+B16, B8+B16 a C8+C16, které byly
testovany Studentovym t-testem a pro skupinu A8+B8+C8, jenz byla testovana za pomaoci
LSD testu. Neparametrickych testt (Kruskal-Wallistv test a Mann-Whitneyho test) bylo
vyuzito u porovnavanych skupin N+A8, N+B8, N+C8, N+Al6, N+C16, A8+Al6
a Al16+B16+C16. Zde se vyuzila Bonferroniho korekcee, jelikoz Mann-Whitneyho test je
urcen pouze pro parové hodnoceni a vicenasobnym porovnavanim by se do vysledka
vnesla chyba. Pro porovnavani 3 souborid mezi sebou byla hodnota hladiny o = 5 %
zkorigovana na hodnotu a = 1,66 %. Pichlednéji vypsané porovnavané skupiny

I S pouzitymi testy 1ze vidét nize v Tabulce 5.

Tabulka 5 - Pouzité statistické testy

Parametrické Test Neparametrické Test
N+B16 N+A8
B8+B16 Studenttv t-test N+B8
C8+C16 N+C8 .
A8+B8+C8_| Fisherav LSD test N+AL6 K,\r/luasr:(r?'vwl?t'r']'jy’“
N+C16
A8+A16
Al6+B16+C16

Vyhodnoceni statisticky vyznamnych rozdili bylo po provedeni testli pro veétsi
ptehlednost zaneseno do krabicovych grafii, viz niZze. Statisticky vyznamny rozdil
v grafech je znacen svorkou s hvézdou nad porovnavanymi dvojicemi. Pro piehlednost je

zachovana paleta barev z Tabulky 3.
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Co se tyce porovnavanych tuhosti ve skupinach po 8 a po 16 tydnech (viz Obrazek
30), je vidét, ze delsim zanechanym obdobim pro srust tkani opravdu dosahneme vétsi
tuhosti patefe u vSech testovanych materidli. Dostavame zde statisticky vyznamné

rozdily mezi skupinami A8+A16, B8+B16 a C8+C16.

* * *
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Obrazek 30 - Ohybové tuhosti paternich segmentii se zavedenym implantdtem v podobe:
A — autologniho stépu, B — HPKS obohaceného biologickou slozkou, C — HPKS modifikovaného anorganickou
slozkou; 8 a 16 tydnii po implantaci;
* znadi statisticky vyznamné rozdily mezi 8. a 16. tydnem v jednotlivych skupinach pateri
pri 95 % hladinée spolehlivosti
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Obrazek 31 - Ohybové tuhosti nativnich pateri (N) a paternich segmentii Se zavedenym implantatem v podobe:
A — autologniho stépu, B — HPKS obohaceného biologickou slozkou, C — HPKS modifikovaného anorganickou
sloZkou; 8 tydnii po implantaci;

* znaci statisticky vyznamné rozdily mezi nativni skupinou a 8. tydnem jednotlivych skupin pateri
pri 95 % hladine spolehlivosti
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Pti porovnani nativnich vzorkl se vzorky odebranymi po 8 tydnech byly zjistény
statisticky vyznamné rozdily mezi v§emi porovnavanymi skupinami (viz Obrazek 31).
Na Obrazku 32 Ize pozorovat, ze autologni §t€p (A16) a HPKS s anorganickou slozkou
(C16) se z mechanického hlediska po 16 tydnech nachazi ve shodé s nativni skupinou N.
HPKS obohaceny biologickou slozkou (B16) se na druhou stranu statisticky vyznamné
odlisuje od skupiny nativnich patefi po 8 i 16 tydnech. Po 16 tydnech se dokonce dostava
na o dost vyS$$i hodnotu tuhosti, nez ma nativni skupina patefi a ostatni vzorky po 16

tydnech.
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Obrazek 32 - Ohybové tuhosti nativnich pdateri (N) a pdternich segmentii Se zavedenym implantatem v podobé:
A — autologniho stépu, B — HPKS obohaceného biologickou slozkou, C — HPKS modifikovaného anorganickou
slozkou, 16 tydnit po implantaci;

* znadi statisticky vyznamné rozdily mezi nativni skupinou a 16. tydnem jednotlivych skupin pateri
pri 95 % hladiné spolehlivosti
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Obrazek 33 - Ohybové tuhosti paternich segmentii se zavedenym implantatem v podobé:
A — autologniho stepu, B — HPKS obohaceného biologickou slozkou, C — HPKS modifikovaného anorganickou

slozkou; 8 tydnii po implantaci;
bez statisticky vyznamnych rozdilii mezi skupinami po 8 tydnech od implantace pri 98,34 % hiladiné spolehlivosti
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Porovnavané skupiny A8+B8+C8 jsou bez statisticky vyznamnych rozdilt
(viz Obrazek 33) a jejich tuhosti nabyvaji piiblizn¢ stejnych hodnot. Ve skupiné po 16
tydnech (A16+B16+C16) se zde objevuji statisticky vyznamné rozdily mezi vSemi
soubory (viz Obrazek 34). Ob¢ tiiprvkova porovnani jsou na upravené urovni 98,34%

hladiny spolehlivosti.
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Obrazek 34 - Ohybové tuhosti paternich segmentii se zavedenym implantdtem v podobeé:
A — autologniho stépu, B — HPKS obohaceného biologickou slozkou, C — HPKS modifikovaného anorganickou
slozkou, 16 tydnit po implantaci;
bez statisticky vyznamnych rozdilii mezi skupinami po 16 tydnech od implantace pri 98,34 % hiladiné spolehlivosti
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Na zakladé vySe uvedenych graft, ve kterych jsou zaznamenany statisticky

vyznamné rozdily, bylo mozno zodpovédét diive uvedené hypotézy:

o Delsi ¢as k hojent a sriistu tkané prinasi zmeénu v tuhosti paternich segmentii.

Ano, ve vsech porovnavanych skupinach (parové porovnani: A8+A16, B§+B16,
C8+C16) byl testy prokazany statisticky vyznamny rozdil. Hodnoty tuhosti vzorkt
vytnutych po 16 tydnech dosahuji konkrétné vysSich hodnot oproti tuhosti
vzorki vytnutych po 8 tydnech. Hypotézu nezamitdme na 95 % hladiné vyznamnosti.

o Nektery z aplikovanych implantatii dosahuje po 8 tydnech priblizné tuhosti nativnich
vzorkii.

Ne, Zadna ze skupin A8, B8, C8 porovnavana se skupinou N nedosahovala hodnot
tuhosti nativniho vzorku. U kazdé parové porovnavané skupiny je statisticky
vyznamny rozdil. Hypotézu zamitadme na 95 % hladiné€ vyznamnosti.

o Nektery z aplikovanych implantatit dosahuje po 16 tydnech priblizné tuhosti nativnich
vzorkii.

Ano, konkrétn¢ skupiny A16 a C16. Mezi skupinami N+A16 a N+C16 neni
statisticky vyznamny rozdil — dosahuji pfiblizné stejnych hodnot jako nativni vzorek.
U skupiny N+B16 vychazi statisticky vyznamny rozdil. Hypotézu nezamitame
pro skupiny A16 a C16 na hladin€ 95 % vyznamnosti. Hypotézu zamitame pro skupinu
B16 na hladin€ 95% vyznamnosti.

o Néktery z aplikovanych implantatii dosahuje oproti nativnimu vzorku nizsi tuhosti.

Ano, jako skupiny s nejmensimi tuhostmi, u nichz byly pfi porovnani s nativni
skupinou zjistény statisticky vyznamné rozdily, se jevi skupiny A8, B8 a C8.
Vicenasobnym porovnadnim téchto skupin (A8+B8+C8) nebylo pii hladiné
vyznamnosti 98,34 % zjisténo statisticky vyznamnych rozdild. VSechny skupiny
dosahuji ptiblizné€ stejnych hodnot.

o Nektery z aplikovanych implantati dosahuje vyrazné vyssi tuhosti nez ostatni.

Ano, vyssich tuhosti dosahovaly skupiny vytnuté po 16 tydnech, tedy A16, B16
a C16. Vicenasobnym porovnanim téchto skupin (A16+B16+C16) bylo pii hladiné
vyznamnosti 98,34 % zjiSténo statisticky vyznamnych rozdili mezi v§emi skupinami.

Nejvyssi tuhosti doséhla skupina B16.
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4.2 Zatézovani do destrukce

Zémérem druhého rezimu zatéZovani bylo vyhodnotit maximalni ohybovy moment
Momax potfebny k destrukci patefi. Jak lze vidét v Tabulce 6, u vétSiny vzorku nebylo
destrukéniho stavu dosazeno. Pevnost téchto vzorkl tedy realné¢ dosahovala hodnot
vétsich, nez byl limit pouzitého snimace + 25 Nm. Vzorky, u kterych k poskozeni doslo,
byly celkem tfi. Je tieba poznamenat, ze u zadného ze vzorku, u kterého k poskozeni
doslo, nebylo misto implantace nejslabsim ¢lankem, jelikoz patet praskla vzdy v jiném
miste.

Tabulka 6 — Maximdalni ohybové momenty pateri (* nedoslo k destrukci, byl dosazen limit snimace)

Vzorek ¢. Mormax
[Nm]
N3, N4, N5, N6, N7 * N
7A8, 9A8, 12A8 *
8A8 23,3 A8
2A16, 3A16, 5A16, 6A16 * Al6
1B8 24,2
3B8, 4B8 * B8
6B8A 11
7B16A, 8B16, 10B16, 12B16 * B16
7C8, 8C8, 9C8, 12C8 * C8
2C16, 3C16, 4C16, 6C16 * C16
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ZAVER

Cilem prace bylo provést experiment a vyhodnotit biomechanické vlastnosti patefnich
segmentl, do nichz byly voperovany implantaty slouzici ke zlepSeni spinalni fuze
a hojeni kosti. V ramci experimentu byla provedena zkouska prostého ohybu, kdy pii
zajisténi volnosti horni ¢asti patefe byla osova sila po celou dobu zatézovani fizena
na nulovou hodnotu tak, aby se zamezilo parazitnimu zatizeni. Jmenovité byly testovany
a porovnavany vzorky pateti S implantovanymi ndhradami v podob¢ autologniho $tépu
(skupina A), hybridniho porézniho kostniho scaffoldu obohaceného biologickou slozkou
typu | (skupina B) ahybridniho porézniho kostniho scaffoldu modifikovaného
anorganickou slozkou typu II (skupina C). Tento experiment byl pro srovnani tuhosti
doplnén skupinou nativnich patefi (skupina N). Srovnani t€chto materialtt mélo také za cil
dokazat, ze i levna nahrada biologické slozky slozkou anorganickou (v podobé vzorku

skupin C) muze mit bioaktivni a osteoinduktivni vlastnosti.

K urceni ¢asu potiebného pro srust tkané byl experiment rozdélen na skupiny pateti
vytnutych po 8 a po 16 tydnech od implantace. Po provedeni experimentu a zpracovani
ziskanych dat byly vysledné ohybové tuhosti patefnich segmentl otestovany statistickymi

testy, prostiednictvim nichz byly zodpovézeny pocatecni hypotézy.

Z hlediska ohybové tuhosti dosahuji vzorky, které meély delsi ¢as Kk hojeni
a prorustani do okolni tkané (skupiny A, B a C vytnuté po 16 tydnech od implantace)
vétsich tuhosti, nezli dosahuji skupiny A, B a C vytnuté po 8 tydnech. Da se tedy fici,
zepo 16 tydnech dochazi klepSimu sristu spojovanych casti pateie
a tim i k dosaZeni vétsich tuhosti. VSechny zminéné skupiny vytnuté po 16 tydnech navic,
narozdil od skupin vytnutych po 8 tydnech, dosahuji minimalné tuhosti nativnich patefi.
Doba hojeni 16 tydnt se tedy jevi jako dostateény ¢as pro spinalni fizi u vSech uzitych

implantatd a Ize tvrdit, ze po 16 tydnech je noveé vytvorena struktura nosna.

Nejvetsi tuhosti dosahla skupina B16, a to primérné hodnoty 2,17+0,27 Nm/deg
za skupinu. V porovnani se skupinou nativnich vzorki, jejiz primérna hodnota se dle
méfeni pohybovala kolem 1,32+0,41 Nm/deg, je to 64% narust tuhosti. Ze statistického
hlediska, se jako shoda s nativnimi vzorky jevi skupiny A16 a C16. Hodnota medianu
skupiny Al16 dosahovala 1,09 Nm/deg s mezikvartilovym rozpétim 0,21 Nm/deg.

Prumérna hodnota tuhosti za skupinu C16 ¢inila 1,32+0,11 Nm/deg.
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Otazkou muze byt, zdali je dobré ziskat vyrazné¢ vyssi hodnoty, nez je tuhost
nativnich vzorkd. Vétsi tuhost jednotlivych segmentt by totiz vedla k nerovnomérnému
zatiZzeni patefe a tim i k dal$im komplikacim. Na druhou stranu vytnuti meziobratlové
desti¢ky a jeji nahrazeni pevnym spojenim v podobé flize musi piivodit zvétSeni tuhosti
oproti fyziologickému stavu. Rekla bych, Ze z fyziologického hlediska, kdy povaZzujeme
tuhost nativnich vzorkd za idedlni tuhost a z hlediska moznych komplikaci, které
se mohou vyskytnout u 1é¢by kostnim autograftem (skupina A16), dosahuje nejlepSich
vysledki 1écba s hybridnim poréznim kostnim scaffoldem po 16 tydnech hojeni

(skupina C16).

Co se tyce druhého reZzimu zatéZovani, pii némz bylo zamérem zjistit maximalni
ohybovy moment potiebny k destrukci patete, nebylo ziskano ocekavané mnozstvi dat.
Vétsina vzorka totiz vydrzela namahani v rozsahu snimace, ktery byl pfi méfeni pouzit,
tedy namahani + 25 Nm. Ptiznivym zjisténim vsak je, Zze doslo-li k destrukci patete, pak

mimo oblast implantatu coz se da pokladat za pozitivni vysledek.

Celkové zhodnoceni efektu testovanych implantati je poticba jesté doplnit
0 poznatky lékart, ktefi vysledky porovnaji s histologickymi testy a posoudi vhodnost

jejich uziti.

Na zakladé vySe uvedeného se domnivam, ze cile mé diplomové prace byly

splnény.
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