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Cil prace

Cilem price bylo podat wuceleny ptehled o moznych zplsobech izolace
polyethylenovych otérovych ¢&astic ziskanych pti reoperacich endoprotéz kycelniho a
kolenniho kloubu, seznamit se s biologickymi aktivitami polyethylenovych ¢astic
v organismu a pfipravit tak teoreticky zaklad pro nasledny védecky vyzkum v této
oblasti. Dalsim cilem bylo praktické provedeni vybrané metody izolace spolu

s navrzenim pfipadnych modifikaci.
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Chemikalie

Hydroxid sodny ( Lachema)
Chloroform (Lachema)
Kyselina dusi¢na (Lachema)
Methanol (Lachema)
Isopropanol (Lach-Ner)

Pristroje a materialy

Filtraéni zafizeni sklenéné FG25S (Whatman)
Membranova vyvéva VM-20D (MEZ)
Polykarbonatové membrany 10,0 um (Whatman)
Polykarbonatové membrany 0,10 um (Whatman)
Vzorky granulomi (FN Motol, FN Olomouc)



1. Uvod

MozZnost ndhrady po$kozeného kyéelniho kloubu endoprotézou znamena pro miliony
lidi na celém svété Casto jediny zptisob, jak se vratit zpét do normalniho Zivota bez
bolesti a bez vyraznych pohybovych obtiZi. Zejména v poslednich letech vznikaji nové
typy endoprotéz, vyrabéné novymi Spickovymi technologiemi. I opera¢ni technika se
neustale zdokonaluje a je zaroveri pfedmétem védeckych diskusi. Rozsifuje se Skala
kloubnich postiZeni, ktera 1ze ndhradou kloubu vyfesit. Se vzristajicim po¢tem pacientil
s kloubni nadhradou v8ak narista také pocet nutnych reoperaci endoprotéz. Tyto vykony
se provadéji v ptipadé€ selhani endoprotézy, jejiho uvolnéni z kostniho ltzka ¢i v pfipadé
infekéni komplikace.

Polyethylenovy otér je v poslednich desetiletich jednou z nejvice diskutovanych

otazek souvisejicich se Zivotnosti totalnich nahrad ky¢elniho kloubu.

2. Historie

Autorem prvni nahrady kycelniho kloubu byva uvadén Gluck (1890), ktery navrhl
slonovinu k ndhradé kyc¢elniho kloubu a k fixaci kalafunu smiSenou s pemzou ¢i sadrou.
Pfi hledani vhodnych materiali byly postupné s riznym dspéchem vyzkouSeny: zlaté
folie, ,.Cepicky” ze stiibra, magnezia, zinku a slonové kosti, ,.Cepicky* ze skla,
pyrexového skla, viskaloidu a bakelitu, a ,,éepicka“ z vitalia (chrom-kobaltova slitina).
Vitalium bylo 1éta pouZivané pro vyrobu Smith-Petersonovy ,,8epic¢ky*. Tato slitina je i
dnes vyuZivana pfi vyrob¢ hlavi¢ek endoprotéz. Snahou viak bylo nahradit celou hlavici
i s kr¢kem jinym materidlem. Objevily se proto pokusy se slonovinou, oceli, osakrylem,
vitaliem a titanem. V této souvislosti vSak vyvstal problém vhodného ukotveni ndhrady
ve femuru. Byly vyzkouSeny dva zplsoby. Bud’ byla nahrazena jen hlavice femuru a
ukotvena v kr¢ku (bratii R. aj. Judetové, 1946), nebo byl kr¢kovy diik ukotven navic
pomocnou dlahou k lateralni ¢asti femuru ( P. Wiles, 1938, G. K. McKee, 1940), ¢i do
intermedularné umisténého hiebu (R. K. Lippmann, 1951). Vyvoj komponent, které se
zavadéji do dutiny femuru, zahajili A. T. Moore a H. R. Bohlman (1940). A. T. Moore
pak v roce 1951 zavedl velmi uspé$nou necementovanou cervikokapitalni endoprotézu
(nahrazena jen hlavice stehenni kosti), kterd méla otvory v diiku, do kterych vristala
kostni tkan a tim zabezpeCovala pfimé&fenou stabilitu. Ve stejné dobé se zacala vyvijet

endoprotéza, jeZ méla na kovovou femoralni komponentu nasazenu plastovou hlavici (J.



Gosset, M. Lange, H. Rettig, 1950). Plastova hlavice méla zajistit sniZzeni opotfebeni
kloubni chrupavky. Pouzity polyethylen byl v§ak nevhodny. G. K. McKee v roce 1940
navrhl prvni typ necementované nahrady s parovanim kov-kov. [1, 2, 3]

Novy trend nastartoval v 60.letech J. Charnley, ktery pouzil parovani kov-plast.
Femoralni komponenta byla z nerezavéjici oceli a jamka zteflonu. Teflon Charnley
v roce 1962 §tastn€ nahradil nizkotlakym vysokomolekularnim polyethylenem, ktery se
pouzivéa dodnes.

V Cechéch byly v 50.letech zpo&atku aplikovany osakrylové endoprotézy brati
Judett, teprve pozdé€ji Smithovy-Petersonovy ,,Cepicky* a necementované endoprotézy
Moorovy. V 70.letech se zacala rozvijet technika endoprotéz ptedev§im zasluhou
profesora O. Cecha. Vroce 1972 byla podle jeho navrhu vyrobena v Poldi SNOP
Kladno prvni série totalni nahrady kyc¢elniho kloubu. Konstrukce této nahrady vychazela
z Charnleyova typu. Byla feSena jako kombinace kov-vysokomolekuldrni polyethylen a
urCena k fixaci kostnim cementem. V roce 1974 byla zahdjena vyroba druhé a v roce
1980 tfeti generace tohoto typu. Vroce 1974 byla poprvé vyrobena v sérii
cervikokapitalni ndhrada v celokovovém provedeni z kobaltové slitiny a soub&zné tentyz
typ z korozivzdorné oceli. Poc¢atkem sedmdesatych let navrhl Pavlansky novy typ
cervikokapitalni ndhrady kyc¢elniho kloubu s pruznym diikem. Tato nadhrada je urCena
k bezcementové fixaci. Hlavice je navrZena z plastu a je to¢né€ uloZena na krcku.

[1,2,3]

3. Typy pouzivanych endoprotéz
Kazda endoprotéza kycelniho kloubu se sklada ztzv. diiku, ktery je zaveden do
diefiového kanalu stehenni kosti. Na kréek tohoto diiku je nasazovéna hlavicka. Ta musi
vykazovat maximalni hladkost, aby nezptisobovala opotiebeni polyethylenové vlozky
v kloubni jamce.

Umélé nahrady kyc€elniho kloubu miZeme z hlediska rozsahu nihrady rozdélit

na ¢tyti skupiny:

1.  povrchové, které nahrazuji jen povrchovou kontaktni plochu hlavice stehenni
kosti
2. cervikokapitalni, kdy je nahrazena hlavice stehenni kosti jako jedna ze dvou

komponent kyc¢elniho kloubu



3.  totalni, kterd nahrazuje obé ¢asti kycelniho kloubu, tj. hlavici stehenni kosti
(femuru) i panevni jamku (acetabulum)

4.  anatomické, nahrazujici krom¢ hlavice je§t¢ ur€itou ¢ast stehenni kosti

V soucasné dob€ se zvySuje spise pocet totalnich nahrad. PredevS§im vSak zaleZi na
celkovém zdravotnim stavu operovaného a jeho schopnosti snést o néco vétsi operaéni

zakrok.

Z hlediska pouzitého materidlu a zplGsobu ukotveni pak muiZeme totdlni nahrady

kyc¢elniho kloubu rozdélit na dvé skupiny:

1. ndhrady, které maji kluzné plochy vyrobeny z jednoho druhu materidlu:
a) celokovové (tyto ndhrady jsou na ustupu, nebot’” vykazuji vysoky koeficient
tfeni)
b) keramické (jamka i hlavice jsou zhotoveny z oxidové keramiky, nevyhodou je

nizkéa vrubova houzevnatost a vysoky modul pruznosti)

2. ndhrady kombinované:
a) hlavice s diikem je kovova a jamka je z plastu
b) nakovovém diiku je nasazena hlavice z oxidové keramiky, jamka je z plastu
c) dfik je vyroben z plastu a je vyztuZen kovovym jadrem, na kréku je nasazena
hlavice z kovu nebo oxidové keramiky, jamka je z plastu

d) uplné celokovova néhrada, ale kovova jamka ma vystylku z plastu

Dal$im rozliSujicim faktorem je zptisob fixace endoprotézy ke kostnimu Hizku:
1.  cementované, u kterych se pouziva tzv.kostni cement (metylmetakrylat)
2.  necementované, jejichZ povrchova tprava v mistech kontaktu s kosti umoZni

fixaci bez cementu.

Se zplisobem fixace souvisi také typ pouzité jamky. Jamky ukotvené pomoci cementu se
skladaji pouze z jedné, polyethylenové ¢asti; jamky bezcementové se skladaji z kovové
kotvici Casti, do které je vloZena vloZzka z vysokomolekuldrniho polyethylenu. U
necementovanych jamek konického tvaru je pak fixace zajist€éna lamelami, které na

obvodu kotvici ¢asti tvofi zavit a do acetabula jsou zasSroubovany. U necementovanych
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jamek sférického tvaru je kotvici ¢ast pevné€ zarazena do kostniho lizka, které musi byt
velmi pfesné vyfrézovano. Povrch téchto jamek je navic opatfen nékterym typem

specialniho nasttiku, ktery zajisti postupny vrist kostni tkané€. [1, 2, 4]

Obr.1.

Obr.1. : A: Klasickd necementované endoprotéza, vyrobce: firma Beznoska-Meditech
B: Necementovana endoprotéza, vyrobce: firma Walter
1-dtik, 2-kréek ditku, 3-hlavicka nasazovana na kréek, 4-uméla jamka-kotvici kovova

¢ast, S-polyethylenova vlozka [4]

4. Indikace aloplastiky kycelniho kloubu
Mezi sou¢asné indikace cervikokapitalnich endoprotéz patii:
1.  zlomeniny a podrazové stavy v oblasti kré¢ku femuru u starSich pacientt

2. tumory postihujici hlavici femuru



3. docasné nahrady pti komplikacich, které vznikly béhem implantace totilni
endoprotézy kycle (zejména pti ndhlém zhorSeni celkového stavu pacienta béhem
operace)
Totélni endoprotézy jsou indikovany u bolestivych nedostate¢nosti a destrukci
kycelniho kloubu, u kterych jsou tyto nalezy:
1.  primarni koxartrosy (viz dalsi odstavec)
druhotné koxarthrosy u vrozenych a ziskanych vad a u nekrdz hlavice
stavy zanétlivé i pozanétlivé: artritida, m.Bechtérev

pourazové stavy

A

kostni nadory a jim podobné ttvary

4.1. Koxartroza

Artréza kyCelniho kloubu se nazyva koxartr6za. Pfiiny jejiho vzniku je nejCastéji
chronické pfetizeni a dédi¢né predispozice. MiZe postihovat jeden nebo oba ky¢elni
klouby. Projevuje se zpoc¢atku ndmahovou bolesti, pozdéji bolesti pfi obvyklé zatéZi
chizi, zejména jako bolest na zac¢atku pohybu. Postupné je omezena rotace ky¢elniho
kloubu a ptfidava se i bolest klidova.

Koxartr6za mize byt tzv. primarni nebo sekundarni. Artréza je nejvyznamnéj$im
onemocnénim hyalinni chrupavky. Ta je u zdravého ¢loveéka sloZena zbuntgk —
chondrocytd a kolagennich a elastickych vldken a amorfni mezibun€éné hmoty.
Chondrocyty syntetizuji a produkuji vldknitou mezibunéénou hmotu. Hyalinni
chrupavka je bélavé prihledna a ze 40 % se sestava z kolagenu (typu II), ktery tvoii
kolagenni fibrily zalité v zakladni nestrukturované hmoté (matrix). Ty interaguji s
proteoglykany obsahujicimi glykosaminoglykany (chondroitin-4-sulféat, chondroitin-6-
sulfat a keratan sulfat). Glykosaminoglykany jsou kovalentné¢ vazany k osovym
proteinim proteoglykani a soucasné jsou nekovalentné vazény k dlouhym molekuldm
kyseliny hyaluronové, které se nachdzeji v zdkladni hmoté. Vznikaji tak
proteoglykanové agregaty. Glukosaminoglykany se chovaji jako polyanionty a tudiz
jsou vysoce hydrofilni. Hydratované molekuly proteoglykani funguji za normélniho
stavu jako perfektni biomechanickd pruZina. Pfi¢inou priméami osteoartrézy je
metabolickd porucha syntetické aktivity chondrocytil, kterdA ma za nasledek sniZenou
produkci matrix a jeji anomalie. Chrupavka mékne, snizuje se jeji vySka a tvofi se v ni

trhliny.
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Sekundarni koxartréza se vét§inou objevuje u pacientt s kloubni nepravidelnosti,
ktera vznikla na zaklad¢ tzv. vrozené displazie ky€elniho kloubu nebo na zakladé
traumatickych zmén. P¥i vzniku koxartrézy na zdkladé vrozené kycelni displazie jsou
dalsimi pfiznaky vyrazny rozdil délek koncetin, eventuelné atypické postaveni postizené
koncetiny a panve. U primarni koxartrosy se totalni endoprotéza indikuje aZ v pfipadg,
Zze selhaly vSechny mozZnosti konzervativni 1é€by. Ta spo¢iva v kombinaci
nefarmakologickych prostfedkt ( zejména rehabilitace, redukce vahy, fyzikalni 1é¢by,
chiize s oporou) s prostfedky farmakologickymi.

Pro 1é¢bu osteoartrozy se nejcastéji pouzivaji analgetika, nesteroidni
antirevmatika, chondroprotektiva a steroidni antirevmatika. Uginek nesteroidnich
antirevmatik je protizanétlivy a protibolestivy. Chondroprotektiva patii mezi tzv.
pomalu pusobici 1éky, jejichZz ucinek nastupuje pomalu, ale pietrvava dlouhodobé.
Prikladem je chondroitinsulfat a glukosaminsulfat, dale pak ptipravky na podkladé
diacerinu, které blokuji tvorbu interleukini. Ty se vyznamné podileji na odbouravani
chrupavky i kosti. Ve formé masti se pouZivaji preparaty sucinnymi latkami
odvozenymi od kyseliny hyaluronové. Steroidni antirevmatika jsou preparaty ve forme
intraartikularnich injekci. V pfipad€ kycelniho kloubu se vzhledem k obtiZné aplikaci

pouzivaji méné nez napiiklad u kolenniho kloubu. [1, 2, 4]

4.2. Ostatni indikace

Mezi zanétlivé a pozanétlivé stavy kycelniho kloubu fadime nemoc Bechtérevovu a
artritidy. Bechtérovovo onemocnéni postihuje vétSinou oba klouby a proces ankylosy
(vrust hlavice stehenni kosti do acetabula) probihd velmi rychle. V téchto ptipadech je
méné vhodné pouziti celokovovych endoprotéz, u kterych je vyrazné vétsi tendence
k tvorbé osifikaci. Mezi podrazové stavy, u kterych je indikovana endoprotéza, patfi
zejména nasledky po zlomeninach acetabula, kr¢ku stehenni kosti, paklouby a nekrozy
hlavice. Aloplastikou ky¢elniho kloubu feSime nejenom stavy, pfi nichZ je postiZzena
nadorem hlavice a kréek, ale i stavy &asté lokalizace tumorti v oblasti proximalni Casti
stehenni kosti. Cervikokapitalni protéza je vhodna jen u patologickych zlomenin kréku.
Pro nahrazeni proximalni ¢asti stehenni kosti se pouziva specialni totalni endoprotéza,

ktera umoziuje nahradu az poloviny délky stehenni kosti. [1, 2, 4]
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S. Materialy endoprotéz

S5.1. Kovy
Kovové materialy, které se pro vyrobu implantati pouzivaji, musi spliiovat velké
poZadavky (vysoka odolnost proti korozi, dostate¢na pevnost, netoxicita). V souc¢asné
dob¢ se pouzivaji jednak uslechtilé kovy, které jsou z elektrochemického hlediska stalé,
jednak kovy, popfipad¢ jejich slitiny, které za wurcitych podminek ziskavaji
elektrochemické vlastnosti uslechtilych kovid, i kdyZ to neni za vSech podminek
natrvalo. V sou€asné dobé jsou pouZivany tyto zakladni materialové typy:

a)  korozivzdorna ocel typu Cr-Ni-Mo

b) slitina na bazi Co-Cr-Mo

¢) slitina na bazi Ti

[1,2]

S.1.1. Reakce organismu na kov
VSechny zmény ve tkani zplisobené zavedenim kovového implantitu zahrnuje pojem
metaléza. Zkoumany jsou jak reakce tkané na kompaktni implantaty, tak i na jejich
mikrocastice, které presly do tkané nasledkem korozivniho procesu nebo jako produkty
tieni. Jak uvedl jiZ v roce 1908 Bayer, organismus se snazi kazd¢ cizi téleso izolovat od
okolni tkdn€ a vytvati tak kolem ného vazivové pouzdro. Pfi vy3si hodnoté pH a
sou¢asném prekroceni ur¢ité koncentrace iontl ve tkani dochézi k vylu¢ovani hydroxidu
kovu. Vlivem organického prostredi vSak miize dojit, a to i pfi niz§im pH, k vylouceni
t€zko rozpustnych organickych soli. Ty se pak ukladaji ve tkani a mohou vést az
k aseptické nekroze tkané v okoli implantatu.

Reakce tkdn€¢ na produkty koroze prechdzi do ur¢ité miry zlokalni na
vSeobecnou reakci. Retikularni buriky, jeZ jsou ve tkani, miznich uzlinach, ve slezin¢ a
kostni dfeni, se aktivuji. Vtom okamziku miZeme pozorovat vSeobecné zmény od

mistnich bolesti az ke zmé&né krevniho obrazu a zvy$enému stupni sedimentace. [1, 2]

5.2. Keramika
Pro aloplastiky se pouziva tzv. korundova keramika. Jde o &isty (99,7%), slinuty Al,Os.

Zbytek tvofi MgO. Oxid hlinity je jednim z nejstabilngjSich oxidi. Otér korundové
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keramiky patii k nejniz$im a na rozdil od otéru plastl, ktery vyvolava mensi ¢i vétsi
reakci, Castice keramiky se chovaji v téle inertné. Negativni vlastnosti keramiky je ale
jeji nizkd pevnost na ohyb. Zda se, Ze nejvyhodnéjsi pouZiti tohoto materialu je pro

hlavici totalni endoprotézy v kombinaci s polyethylenovou jamkou. [1, 2]

5.3. Plasty

Molekuly makromolekularnich latek obsahuji nejméné 1000 atomi, coz odpovida
relativni molekulové hmotnosti asi 5000. Jsou zndmy makromolekuly s poétem atomd
1 000 000, coz odpovidd molekulové hmotnosti asi 5 000 000. Rozdil mezi
nizkomolekularnimi a vysokomolekuldrnimi latkami je pfedevsim v jejich rozdilnych
fyzikalné-chemickych a mechanickych vlastnostech. Vy38i molekulovd hmotnost
zplisobuje zejména véEt§i taznost a houZevnatost, odolnost proti korozi a sniZuje
nachylnost k te€eni za studena. Dosud byly ve vét§im rozsahu pouzity pro vyrobu
endoprotéz tfi druhy plastd: polytetrafluorethylen (teflon, PTFE), polyethylentereftalat
(polyester, PET), polyethylen (PE). [1, 2]

5.3.1. Polytetrafluorethylen

Tento plast je Sedobily, termoplasticky, voskovitého omaku. Je vysoce chemicky odolny
(diky symetrické linedrni struktufe a pfitomnosti pevné vazby C-F). Ma velmi dobry
koeficient tfeni. Pti vysSich tlacich vSak snadno podléha deformaci a opotfebeni, nebot’
ma velmi nizkou pevnost v tlaku. V roce 1958 ho Charnley pouzil pro vyrobu jamky
ky€elniho kloubu, ale pozdé&ji bylo od jeho pouZivani upusténo pro kratkou Zivotnost a

nepfiznivou reakci tkané na Eastice otéru. [1, 2]

5.3.2. Polyethylentereftalat

Polyethylentereftalat ma velmi dobré mechanické vlastnosti a je odolny vici olejim a
tukiim. Je dlouhodobé staly a ma maly koeficient tfeni. Na pfelomu Sedesatych a
sedmdesatych let se hojn¢ pouzival pro vyrobu umélych jamek, zvlast€¢ diky mozZnosti
sterilizace varem bez nebezpe¢i deformace. Po tfech letech se vSak od jeho pouzivéni
upustilo. Divodem bylo nadmérné opotiebeni a velké mnoZstvi produkti tfeni

nalezenych v okoli implantatt, které napomdhaly k uvoliiovani ndhrad. [1, 2]
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5.3.3. Polyethylen

Vychozi surovinou pro jeho vyrobu je ethylen, ktery se ziskava z ropy. Polymerace viak
vyZaduje dokonalou ¢istotu ethylenu. Podle zpiisobu vyroby, kterd uréuje jeho
vlastnosti, rozeznavame polyethylen vysokotlaky, stfedotlaky a nizkotlaky. Nizkotlaky
polyethylen vykazuje nejlep§i mechanické vlastnosti. V soucasné dobé je
nejpouzivan€j§im  typem  pro  vyrobu  komponent  kloubnich  nahrad
ultravysokomolekularni polyethylen (UHMWPE).

Polyethylen byl jako materidl pro vyrobu kloubni jamky zaveden do
konstrukce endoprotézy v roce 1962 Charnleyem. Polyethylen mél nahradit jiZ v té¢ dob¢
nevyhovujici polytetrafluorethylen a zpoc¢atku byl povaZovén za idedlni material. V roce
1977 v§ak Willert a Semlitsch publikovali préci, ve které poukazali na reakci organismu
na ¢astice polyethylenu vzniklé otérem vedouci k aseptickému uvolnéni jednotlivych
komponent. Cilem dalsich studii bylo sledovat rtizné faktory vyroby a sterilizace, které
maji vliv na velikost otéru. MoZnosti sniZeni otéru je vedle zlepSeni jeho vlastnosti také

parovani s jinymi neZ ocelovymi hlavicemi (vitalium, keramika). [1, 2]

5.3.3.1. Vysokomolekularni polyethylen (UHMWPE)

Tento v soucasné dobé nejpouzZivanéj$i typ polyethylenu je polymerem 71000 az
214000 skupin ethylenu s celkovou hmotnosti v rozmezi 2 aZz 6 miliont. Pfi vyrobé
prochazi krystalickym procesem a ma podobu prasku s ¢asticemi mensimi neZz 500
nanometrd. Prasek se dale lisuje do tii forem: tyce, plosné desky, jednotlivé vylisky.
Dtive byl pfi vyrobé piiddvana piimes kalciumsteardtu pro usnadnéni opracovani
polyethylenu. Od tohoto postupu v$ak bylo upusténo, protoze tato piimés zhorSovala
mechanické vlastnosti a odolnost proti oxidaci polyethylenu.

Kazda komponenta kloubni ndhrady musi pfed samotnou aplikaci projit procesem
sterilizace. Ta ovliviiuje vlastnosti daného materialu. Koncem 60.let byla zavedena
sterilizace hotové polyethylenové jamky gama-zafenim. V 90.letech bylo dokazano, Ze
produkty vznikajici pfi procesu ozafeni zvyS$uji otér. Ozafenim se totizZ mohou nékteré
C-C vazby rozitépit a vznikaji tak volné karbonové radikaly (viz Obr.2. a, b), které jsou
pfi¢inou zvySeni otéru. Jinou variantou je, Ze se naopak vytvoifi nové C-C vazby
spojujici vzdalengjsi ¢asti molekuly (viz Obr.2. c). Vznika tak tzv. ,low cross-linked*
polyethylen. Ten ma pak lepsi mechanické vlastnosti a je proti otéru odolnéjsi. Jakmile

viak sterilizace probiha za pfistupu vzduchu, resp. kysliku, dochazi ke tvorbé volnych
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oxidovanych karbonovych radikali. Tento neZadouci efekt vyrazn€ zhorS3uje odolnost
polyethylenu proti otéru a tim zkracuje Zivotnost jamek. Proto se v souCasné dobé
vyrobci polyethylenovych komponent snaZi sterilizovat hotové vyrobky gama-zafenim
v inertnim prostfedi (dusik, argon).

Jinym zplsobem sterilizace polyethylenovych &ésti endoprotéz je sterilizace
ethylenoxidem. Ten nezplsobuje vznik pfi¢nych vazeb, které zvy3uji odolnost
polyethylenu, ale zdroveii ani neovliviiuje pivodni mechanické vlastnosti polyethylenu.
Dalsim zpusobem sterilizace je pouZiti formaldehydu.

Od roku 1999 se v klinické praxi pouZivaji jamky z polyethylenu, ktery je
sterilizovan ozdfenim elektronovymi paprsky v kombinaci s ohfivacim procesem. Takto
pfipraveny polyethylen je nazyvan ,highly cross-linked” (viz Obr.2. d). Jeho otér je

v laboratornich podminkach neméfitelny. [1, 2, 3]

Obr.2.

a
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b Vznik volnych karbonovych radikald z pivodnich C-C vazeb v pribéhu

ozafovani{
C
c V pribéhu ozafovani nahodné vznikaji nové tzv. pficné C-C vazby. Ostatni

volné karbonové radikdly mohou za pfitomnosti kysliku oxidovat, a tim se zhorSi

mechanické vlastnosti polyethylenu.

d Zahtati v prabéhu sterilizace zpusobi eliminaci rezidudlnich volnych
karbonovych radikald vznikem dal$ich novych pficnych C-C vazeb. To zlepSuje

mechanické vlastnosti tzv. ,,vysoce zkfiZzeného* polyethylenu. [3]

6. Kostni cement

Kostni cementy jsou samotuhnouci methylmetakryldty. Polymethylmetakrylat

pouzivany k chirurgickym ucelim vznikd polymeraci, pfi které se slucuji molekuly
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nizkomolekularnich latek monomeru v makromolekularni Gtvary. Monomer je tekuty
(roztok monomeru obsahuje: metakrylat stabilizovany hydrochinonem, N,N-dimethyl-p-
tolnidin, chlorofyl) a polymer se pouzivd vpodobé prasku (sloZeni prasku:
methylmetakrylatovy polymer, oxid zirkoni¢ity jako rentgenokontrastni latka,
benzoylperoxid, chlorofyl). Kostni cement se pfipravuje polymeraci pomoci iniciatorti -
nejCastéji peroxidi. Polymerace smichanim tekutého monomeru a prasku polymeru se
provadi vZdy az b&hem operace po ukonéeni opracovani dutiny acetabula &i

proximdalniho femuru. [1, 2, 4]

7. Biologické aktivity polyethylenu
Organismus pfijima plastické hmoty jako cizorody material. Po jejich implantaci se
organismus snaZi plasty ohrani¢it nebo eliminovat. Jestlize neni plastickd hmota
z hlediska fyziologického a chemického draZdiva, pak ji organismus pfijima, opouzdiuje
ji a dlouhodobé toleruje. Podminkou vhojeni je nepfitomnost nizkomolekularnich latek,
které se pouZivaji bud’ pro pfipravu plastickych hmot, nebo k ovlivnéni fyzikalné-
mechanickych vlastnosti vybrané zédkladni hmoty. Nasledkem zmény struktury a
chemické stability plastu se mohou zménit jeho mechanické vlastnosti, a tim i zvysit
otér, ktery byva pfi¢inou téZkych zanétlivych reakci organismu.

Otér je progresivni Ubytek materidlu spojeny s uvoliiovanim otérovych &astic
v disledku relativniho pohybu mezi dvéma protilehlymi plochami za pisobeni tlaku.
VétsSinou se otér tyka mékéiho ze dvou materiald, které jsou v kontaktu. Otér probiha
tfemi riznymi mechanismy. Adhesivni otér vznika vazbou mikropovrchi protilehlych
ploch, které jsou vystaveny tlaku. Pfi jejich pohybu dochdzi k odstrafiovani materialu
z povrchu plochy. Nerovnosti na tvrd$im materidlu zapfiCifiuji abrasivni otér. Tyto
nerovnosti poskozuji m&ke&i plochu a vyryvaji z ni material. Unavovy otér vznika pfi
takovych stavech, kdy lokalni napéti piekro¢i unavovou pevnost materidlu a dojde
k jeho uvoliiovani z povrchu. Nejcastéji se pro méfeni otéru pouzZiva tzv. linearni otér,
ktery hodnoti postupné zanofovani hlavice do nosné ¢asti jamky. V posledni dob€ se
uvadi, Ze by nemé¢l byt vétsi nez 0,08 mm za rok. Linedrni otér je cca tfikrat az desetkrat
mensi pfi parovani keramika-polyethylen neZ pfi parovani kov-polyethylen.

Vysledkem otéru jsou otérové ¢astice, které se hromadi v kloubu a lymfatickou
cestou jsou transportovany do jeho blizkého okoli. Biologicky aktivni ¢astice jsou

fagocytovany makrofagy. Ty poté uvoliiuji sady cytokini a jinych zanétlivych
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mediatort, které vedou k rozvoji zanicené tkané bohaté na polyethylenové granulomy
v okoli kosti. Jejich vystupiiovana tvorba vede k rozsahlé kostni resorpci a naslednému
uvolnéni implantatu. [3]

Obr.3.

Periasteal
Reaction

Obr.3.: Rentgenovy snimek uvolnéné endoprotézy kvili probihajici periostealni infekéni

reakci. [5]

7.1. Osteoklasty a osteoblasty

Vysledky studie poslednich dvaceti let dokazuji, Ze osteolyza kosti a nasledné uvolnéni
implantatu je podminéna pfitomnosti osteoklasti. Osteoklasty jsou mnohojaderné,
finaln¢ difenciované buiiky odvozené od hematopoetické progenitorové (pluripotentni)
buiiky linie monocytt/makrofagt, které degraduji matrix kosti. Normalni metabolismus
kosti zahrnuje propojeni dvou dg&ji: tvorbu novych kostnich bun€k ( tu zajist'uji
osteoblasty) a jejich odbourdvani. Rovnovahu téchto dvou dé&ju reguluje signalni

komplex zprostiedkovany povrchovymi receptory a cytokiny. Osteoblasty reguluji
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diferenciaci a funkci osteoklastli béhem normalni obnovy kosti. ZvySena aktivita
osteoklasti byla zaznamenana i pfi onemocnénich typu rheumatoidni arthritidy,
aseptického ubyvani kostni tkdané a onemocnéni s postizenim ozubice. Je
pravdépodobné, Ze aktivita osteoklastd je pfi téchto onemocnénich fizena podobnymi
mechanismy.

Osteoklasty jsou tedy typy makrofagil, které v plazmatické membrané (resp.
v utvarech zvanych podosomy) obsahuji vysoce dynamické integriny (adherentni
struktury). Zejmeéna integrin avB3 (lokalizovan také v podosomech) je nezbytny pro
iniciaci vazby osteoklastu na povrch kosti. Osteoklast vytvafi s povrchem kosti té€sné
spojeni. Diky tomu se pak vytvoii otevieny extracelularni prostor, do néhoz osteoklast
produkuje velmi korozivni smés HCI a proteas, ktera ni¢i anorganickou slozku kosti a
proteiny kostni hmoty. Osteoklast pro transport H' iontii do kosti vyuZiva membranovou
pumpu tfidy V (protonova pumpa). Resorpce kosti osteoklasty je regulovana
mezibunénou interakci s osteoblasty, které sekretuji kolagen I. (hlavni organickou
slozku kosti). Osteoblasty exprimuji trimerni povrchovy signdlni protein RANKL
(ligand pro RANK). Povrchovy receptor pro RANKL oznacovany jako RANK je
povrchovym receptorem exprimovanym na povrchu osteoklastd. Interakci RANK-
RANKL iniciuje signalni kaskada v osteoklastech (signaliza¢ni kaskada NF-kB a TNF-
o). Tyto signaly indukuji aktivaci osteoklasti a jejich tvarovou zménu nutnou pro
vytvofeni tésného spojeni spovrchem kosti. Osteoblasty také produkuji rozpustny
protein osteoprotegerin OPG, ktery chrani kost pfed resorpci. OPG se vaZze na RANKL
na povrchu osteoblastli, tim zabrafiuje interakci RANK-RANKL, a tudiz i aktivaci

osteoklastii ke kostni resorpci. [6] Tento proces shrnuje Obr.4.
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Obr.4.

Osteoclast

ADP + P,

Digestive
enzymes

Obr.4.: Kostni resorpce a jeji regulace.

I-interakce RANK-RANKL indukovana reorganizaci cytoskeletu
2-t€sné spojeni mezi osteoklastem a povrchem kosti

3-osteoklast produkuje smés HCl a proteas

4-osteoblasty produkuji OPG blokujici interakci mezi RANK a RANKL
[6]

7.2.  Uloha makrofigii

Céstice otéru mohou byt tvofeny vlivem otdru nebo koroze totdlni kloubni nahrady.
Otér, ktery vznika pohybem tvrdé kovové nebo keramické hlavice proti kloubni jamce,
produkuje UHMWPE c¢astice. Po implantaci totdlni kycelni endoprotézy se tvoii nové
kloubni pouzdro nebo pseudosynovidlni membrdna. Fibrézni membrana podobna
synovidln{ tkani se také tvofi na rozhrani kost/cement v cementovanych endoprotézach
2-3 mésice po operaci. A¢koli by se tato membrana neméla tvofit u necementovanych
implantatt, Casto byla pfi reviznich operacich zjiSt€na pfitomnost zesilené membrany

s velkym poctem cév, které infiltruji do okoli implantitu velké mnozZstvi makrofagi.

20



Koncentrace polyethylenovych otérovych &astic z periprotetické tkan€ mé ptimy vztah
k dobg, ktera ubéhla od implantace. Je uvadéno, Ze osteolyza se objevuje pfi prekroceni

prahu poctu &astic ve tkani pfes 1x 10'°/g. (71

7.2.1. Odpoveéd makrofagii na otérové castice ,,in vivo*

Jak jiz bylo zminéno, osteolyza spojena s totalni kycelni ndhradou je spjata s tvorbou
granulomat6zni periprotetické membrany bohaté na makrofagy a Castice otéru
implantatu. Pfitomnost a aktivace makrofagd je stimulovana pfitomnosti C¢astic
UHMWPE. Kli¢ovym rysem pifi studiu téchto membran jsou vysoce vaskularizované
fibrozni tkané¢ bohaté na makrofagy, mnohojaderné velké buiiky a otérové Castice.
Makrofagy se spojuji s asticemi o velikosti men$i nezZ mikrometr a s velkymi burikami
tvoficimi se kolem vé&tSich (nad 10 pum) ¢&astic. Analyza téchto membran ukazala
pfitomnost velkého mnoZstvi faktord zpisobujicich zanét, bunééné déleni a resorpci
kosti. V periprostetickych tkanich byla dokdzana pfitomnost téchto cytokini: TNF-o
(tumor necrosis factor o), IL-1B (interleukin 1B), IL-6 (interleukin-6), IL-8, IL-11,
TGF-B, PGE, (prostaglandin E;), metalloproteinas, kolagendz, MCP-1 (monocyte
chmoattractant protein), MIP-1 (macrophage inflammatory protein). VS3echny tyto
faktory mohou bud’ nepfimo vést ke ztratam kostni tkané stimulaci aktivity osteoklasti
(cytokiny), nebo pfimo zpiisobovat odbouravani kosti (kolagenasy). IL-1p a TNF-a jsou
povazovany za dulezité zanétlivé zprostiedkovatele. Maji také dileZitou roli v regulaci
tvorby osteoklastd. IL-1B plsobi pfimo na preosteoklasty a ukazuje se, Ze je duleZity
v koordinaci signalizace mezi preosteoklasty a osteoblasty b&hem tvorby osteoklastu.
IL-6 ma regula¢ni funkci v udrZzovani zanétlivé odpovédi v okoli implantitu, dédle ma
nepiiznivy vliv na proces remodelace kosti a miZe zprostfedkovavat signalizaci mezi
TNF-o a IL-1B. Receptor pro IL-6 je pfitomen na povrchu makrofagli. Prostaglandiny
(PGEs) jsou odvozeny od kyseliny arachidonové a stimuluji ¢i inhibuji vyvoj
osteoklastii. To, zda budou osteoklasty stimulovany ¢i inhibovéany, zévisi na mnozstvi a
stupni jejich diferenciace. [5] Nekteré zbun€k a cytokini jsou b&hem této reakce

zobrazeny na Obr.5.
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Obr.5
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Obr.5.: Obrazek shrnuje nékteré z bunék a preinfek&nich cytokinti zptsobujici kostni

resopci [5]

Studie na zvifecich modelech umoznily stanovit pfimy vztah mezi polyethylenovymi
Casticemi, makrofagy a osteolyzou. Kim [8] ve své studii pouZil kontinualni infuzi
polyethylenovych ¢astic (primémé velikosti 2 um) do kolenniho kloubu krys ke
stimulaci produkce €astic in vivo. Trvalo jen 6 tydnd, neZ se fibrézni tkan dostala
k dfeni kosti a nastala resopce kosti pod chrupavkou. Analyza granulomatézni tkané
ukazala vyrazné zvySeni TNF-o mRNA jiz po 4 tydnech. Hodnoty mRNA pro IL-1 a
IL-6 se vyrazné nezvySily. Studie na zvifatech tak vyhodnotily TNF-a jako kli¢ovy
cytokin osteolyzy. Merkel [9] pro svou studii pouZil mysi s vyfazenym genem pro
receptor pS5TNF (TNFRI) a gen pro receptor pSSTNF a p75 (TNFRII). Po 7 dnech
zacala probihat resorpce kosti. Tkan byla pozitivni (imunochemické zna¢eni) na TNF-c.
Experiment byl zopakovan s vyfazenymi geny proTNFRI a TNFRII. Ackoli se opét
tvofila zanétliva tkan, k osteolyze nedochazelo. Vjiné studii bylo pouZito
rekombinantniho receptoru TNF (antagonista, pouZivany pfi 1é¢b&é rheumatoidni
arthritidy) k demonstrovani schopnosti lékd pfedchazet vzniku &asticemi indukované
osteolyzy [9]. Childs [10] dokézal na mysich, Ze adenovirdlni genova terapie pomoci
STNFR:Fc (rozpustny inhibitor TNF-ot) zabranil otérovymi ¢asticemi indukované
osteolyze. Tyto studie vedly Schwarze [11] ke spusténi pilotni klinické studie. Né&ktefi

z dvaceti pacientll s vzniklou osteolyzou necementované totalni endoprotézy kycelniho
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kloubu (po vice nez 1 roce od operace) podstoupili anti-TNF terapii, jini dostavali
placebo. Nebyl zjistén vyrazny rozdil mezi lééenymi pacienty a pacienty, ktefi uzivali
placebo.

Osteoklasty jsou odpovédné za resorpci kosti a jsou odvozeny od stejnych
progenitort jako makrofagy. Né&které z makrofagli mohou v periprotetické tkani byt
diferenciovany v osteoklasty schopné zpusobovat resorpci kosti. TNF-o/IL-1
produkované aktivovanymi makrofagy hraji roli v diferenciaci prekursorti v zralych
osteoklastech stimulaci exprese RANKL (receptor activator of nuclear faktor kappa B
ligand) a produkci M-CSF (macrophage colony stimulating factor) osteoblasty. TNF-a
muZe zvySovat diferenciaci prekursorti vzniklych pomoci RANKL, aktivovat zralé
osteoklasty k resorpci kosti a zvysit tak délku Zivota osteoklastd. [7] Potencidlni
mechanismus shrnuje Obr.6.

Obr.6.
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Obr.6.: Potencidlni mechanismus makrofagy stimulované osteolysy. 1-cytokiny a
chemotaktické faktory mohou zptisobit zvySenou tvorbu haematopoetickych prekursort
osteoklastii. 2-Makrofagova produkce TNF-a a IL-1 mlzZe vést k zvy$ené expresi M-

CSF a RANKL osteoblasty vedouci k diferenciaci osteoklastd v zralé osteoklasty. 3-
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TNF-o muze zptsobit diferenciaci prekursorti osteoklastii v pfitomnosti RANKL-

signalizace. 4-TNF-ao miiZe aktivovat zralé osteoklasty k resorpci kosti. [7]

Bunéény kontakt a nezbytna signalizace mezi prekurzory osteoklasti a osteoblasty jsou
zaji$tény pomoci ligandi nebo receptort stromalnich nebo osteoblastickych bunék. Tyto
faktory byly pojmenovany jako diferencia¢ni faktory osteoklastti a OPG-ligandy. Tyto
byly oznaeny jako identické k TRANCE (TNF-related activation induced cytokine) a
RANKL (receptor activator of nuclear factor (NF)-kB ligand). RANKL je nezbytny
diferencia¢ni faktor osteoklastd, ktery stimuluje osteoklastogenezi a kostni resorpci
vazbou na RANK na prekursoru osteoklastii a zralych osteoklastech. RANK a receptor
pro RANKL na preosteoklastech jsou zastupci TNF receptor skupiny. Vysoké hladiny
RANK byly nalezeny u pacientli s rheumatoidni arthritidou. V téchto pfipadech se
ptedpokladalo, Ze T-lymfocyty jsou hlavnim zdrojem RANKL. Av$ak v okolnich
tkanich postizenych osteolyzou po implantaci endoprotéz se T-lymfocyty témeét
nevyskytovaly. Studie D.R.Haynese, T.N.Crottiho a H.Zreiqata [12] ukéazala, Ze lidské
monocyty mohou exprimovat RANKL mRNA. RANKL sam neni dosta€ujici k tvorbé
osteoklastti z prekursorovych bunék. RANKL je aktivovan v ptitomnosti M-CSF , ktery
je nezbytny pro dalsi Zivot zralych osteoklastt i jejich prekursord. Pokud jsou v okoli
implantatu pfitomny TNF-a a IL-f ve velkém mnoZstvi, mohou indukovat tvorbu
osteoklastii bez pfitomnosti RANKL. Interakce RANK a RANKL je tedy nezbytna ke
tvorbé osteoklasti. Pfirozenym inhibitorem RANKL je regulovan osteoprotegerinem,
OPG. OPG je zastupce TNF receptor skupiny, ktery postrada transmembréanovou
doménu a patfi mezi sekretované proteiny. OPG je exprimovan rliznymi liniemi
osteoblastd zahrnujici napi.: buriky kostni dfen€, normalni trabekuldrni osteoblasty.
OPG inhibuje tvorbu osteoklasti v kulturach buné€k izolovanych ztkani v okoli
implantatt pacientd pifi reoperacich. Pomér mnozstvi RANKL a OPG se zda byt
dulezity v regulaci tvorby osteoklastli pfi resorpci kosti. Nedavné studie ukazaly, Ze
pomér mezi RANKL a OPG proteinové expresi ve tkanich koreluje s aktivni osteolyzou
nejen v okoli implantatd, ale i pfi onemocnénich kosti jako je napf. rheumatoidni

arthritida.
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Kapacita OPG pro blokovani RANK signalizaci byla demonstrovana na
zvitecich modelech. To vede k navrhu genové terapie, kterd nabizi moznost dlouhodobé
produkce terapeutickych latek podobnych OPG.

V nedéavné dobé byl navrzen piedpoklad, Ze osteolyzu kosti mohou piimo
zplsobovat i jiné buriky neZ osteoklasty. Napiiklad fibroblasty rostou v kosti béhem
osteolyzy a mohou tak zpisobovat rozklad kosti podobnym mechanismem jako
osteoklasty. Fibroblasty sekretuji H" ionty a zplisobuji tak degradaci povrchu kosti.
Takto vzniklé nizké pH vede k rozpadu mineralni &asti kosti a umoZni degradaci

spojeni tkéni enzymy, které mohou byt produkovany fibroblasty. [5, 7, 12, 13]

7.2.2. Odpovéd makrofagu na otérové ¢astice ,,in vitro*

In vitro studie klinicky ziskanych polyethylenovych ¢&astic jsou limitovany. ObtiZzné se
s Casticemi pracuje zejména kvili jejich hustoté, ktera je mensi neZ hustota kultivaénich
roztokd.

T.R. Greenem, J.Fisherem, M.Stonem, B.M. Wroblewskim a E. Inghamem
byla provedena studie [14], kterd méla za ukol definovat kritickou velikost
polyethylenovych &astic pro indukci cytokinti makrofagy in vitro. V této studii byly
pouzity my$i peritonedlni makrofagy a polyethylenové Eastice piasku Ceridust 3615 o
velikostech 0,21, 0,49, 4,3 a 7,2 um. Castice (objem v um3 ) byly smichany s makrofagy
(pocet bun€k) v pomérech 100:1, 10:1, 1:1, 0,1:1. Sekrece IL-6, IL-18 a TNF-a byly
ureny pomoci imunochemického stanoveni ELISA. Problémem pfi tomto stanoveni
byla spontdnni aktivace makrofagh béhem izolace a kultivace. Tomu odpovidaly
hodnoty cytokini produkované v kontrolnich vzorcich bez ¢astic polyethylenu. Bylo
vSak dokédzano, Ze polyethylenové ¢astice stimuluji makrofagy k zvySené produkci
osteolytickych cytokind: IL-6, IL-1f a TNF-a in vitro. Vysledky ukazuji, Ze objem a
velikost ¢astic jsou kritické faktory v makrofagové aktivaci. Nejvice biologicky aktivni
jsou &astice o velikosti 0,3-10 pm. Castice o velikosti vétsi neZ 88um a mensi nez 0,21
um nestimuluji makrofagy k produkci cytokind. Vysvétlenim pro ¢astice vétsi nez 88um
muze byt neschopnost makrofagh fagocytovat &astice vétsi, nez jsou oni sami. Malé
¢astice jsou zfejmé unaseny extracelularnimi tekutinami béhem pinocyt6zy v protikladu
k aktivni fagocytdéze u Castic vétSich nez 0,3 um. Tato studie ukéazala, Ze TNF-a je
produkovan desetindsobné vickrat nez IL-6 a IL-1B. Produkce TNF-a byla maximalni

pii poméru objemu ¢&astic polyethylenu k poétu makrofagli 10:1, zatimco maximalni
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sekrece IL-6 a IL-1p byla v pomérech 100:1. Studie také ukazala, ze IL-6 a IL-1f
mohou byt produkovany makrofagy nezévisle na pfitomnosti osteoblasti.

IL-6 stimuluje tvorbu osteoklasti a kostni resorpci. To je podlozeno
skute¢nosti, Ze pacienti s Pagetovou chorobou (kostni onemocnéni s ¢astou malignitou)
maji receptory pro IL-6 na povrchu bunéénych membran. IL-1f stimuluje proliferaci a
zrani progenitorovych bunék v osteoklasty a osteoklasty v mnohojaderné kost-
rozrudujici builkky. TNF-o patfi mezi zasadni cytokiny zpusobujici osteolyzu

indukovanou ¢asticemi polyethylenu. [5, 7, 12, 13]

7.3.  Velikost a tvar polyethylenovych ¢astic

Izolaci a naslednym pozorovanim elektronovym mikroskopem bylo identifikovano
né€kolik riznych typt polyethylenovych &astic. Tzv. granula jsou kulaté mirn€ zplostélé
Castice menSi neZ 1 pm. VEtsi (1-2 um ) pfiblizné kulaté &astice s nepravidelnym
povrchem byly oznaceny jako tzv. koralky. ,Fibrily* jsou tenké, vyrazné prodlouzené
kuzZelovité ¢astice, jejichz délka se pohybuje od 1 pm do S pm. Tzv. tlomky jsou delsi a
tendi &astice o délce 10-20 um a $itce nékolik mikroni. Castice pfipominajici vlogky
jsou nejveétsi a mohou mit jak hladky, tak i nepravidelny povrch. [15] Jednotlivé typy

¢astic mizZeme rozlisit na Obr.7. a, b.

Obr.7.

a

26



a Fotografie polyethylenovych &astic z elektronového mikroskopu. Castice byly
ziskany z kycelniho kloubu.

B-1 pm korélky, G-granula mens$i neZ 1 um, F-tenké prodlouZené fibrily

b Fotografie polyethylenovych &astic z elektronového mikroskopu. Castice byly
ziskany z kolenniho kloubu.

FI-velké vlo¢ky, S-velké ilomky, F-malé fibrily, G-granula [15]

Zanétliva reakce vkolennim kloubu zpusobena cizorodymi Casticemi je
charakterizovana pocetnymi velkymi buiikami s men$im poétem makrofagl. Ve
vzorcich ziskanych zkolenniho kloubu se nejCastéji objevovaly velké ulomkovité
Castice a Castice typu vlo€ky. Ve vzorcich ziskanych z ky€elniho kloubu se vyskytovaly
kulaté &astice mensi nez 1 mikron, zploSté€la granula, pfiblizn¢ kulaté ,koralky“
s nepravidelnym povrchem o velikosti 1-2 pm nebo tenké dlouhé ,.fibrily“ v délce od 1
do 5 pm. Primér téchto fibril je podobny jako primér granul. Céstice pripominajici
vlogky se v t&chto vzorcich vyskytovaly jen vyjimeéné. Castice ze vzorki z kolenniho
kloubu byly také ,,koralky, granula, fibrily, a ulomky*, ale jejich tvar, povrch i velikost
byly rtiznorod&jsi. Nejméné se v téchto vzorcich vyskytovala granula. ,Fibrily a

ulomky*“ se zdaly byt roztrzené, majici dva a vice ,,ocasii“. Casto se také objevovaly
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velké Castice pfipominajici vlocky. Primérna plocha &astic izolovanych z kolenniho
kloubu byla dvakrat vétsi (1,2 pmz) nez plocha ¢astic z ky¢elniho kloubu (0,61 um2).
Primé&my obvod i délka &astic byla také vétsi u ¢astic kolenniho kloubu. Zatimco 85 %
¢astic izolovanych z ky¢le bylo kratSich nez 1 pum, jen 71 % castic izolovanych
z kolenniho kloubu bylo kratSich nez 1 pm. Jen 4 % ¢astic z ky¢le bylo delsich nez 2
pm, zatimco u kolene bylo 13,5 % takovych Eastic. A¢koli vétSina oté€rovych &astic
z kolenniho kloubu byla mens$i nez 1 mikron, ve vzorcich z kyc¢elniho kloubu bylo
vyrazn€ veEt§i mnoZstvi nejmensich polyethylenovych Eastic ( s plochou 0,2 pm? ).
Céstice mensich rozméri jsou tedy mensi a Gast&j$i u vzorki izolovanych z kyé&elnich
kloubi, zatimco velké Eastice jsou vétsi a ¢astéjsi u kolenniho kloubu. Tyto rozdily jsou
nejspiSe dany riznym mechanismem vzniku otéru. Tibiadlni a ¢éskové komponenty
totalni néhrady kolenniho kloubu maji relativné tenkou vrstvu polyethylenu a jsou
vystaveny klouzavému, krouzivému a rota¢nimu pohybu umélé komponenty femuru.
Vysledny vysoky dotykovy tlak mulze byt spojen sunavovou nedostate¢nosti
polyethylenu produkujici relativng velké otérové &astice. Unavovy otér je u nahrad
ky€elniho kloubu méné &asty, pevlada abrazivni a adhezivni mechanismus otéru, ktery

vede k tvorbé velmi malych ¢astic. [15]

8. Analyza polyethylenovych ¢astic

Do dnes$nich dnii bylo uvefejnéno nékolik riznych zpisobli izolace a analyzy
polyethylenovych ¢&astic z periprotetickych tkani ziskanych pfi reoperacich z okoli
kloubnich nahrad. Granulomatdzni tkané jsou vétSinou ziskany od pacientti rizného
véku, od muZi i Zen, od pacientl s riznymi typy endoprotéz, s riznou dobou ub&hlou od
implantace, s rtiznou indikaci aplikace endoprotézy. Vsechny vzorky jsou vétSinou

ziskany z okoli diiku, s rentgenovym néalezem osteolyzy v této oblasti.

8.1. Rentgenova analyza

Standartné jsou analyzovany rentgenové snimky panevni kosti, stydké kosti a femuru.
Rentgenografické kritérium pro osteolyzu femoralni komponenty je svétla (aZ priisvitna)
linie kolem diiku min. 2 mm 8iroka (tj. pokles o 2mm tloustky kosti). Podle téchto
snimkil byly definovany dva typy osteolyzy. Jako linearni typ byl oznaden stav, kdy

svétla oblast obklopujici endoprotézu méfila méné nez 5 mm v nejvétsim rozméru.
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Rozsahlé, narusyjici, vyduté posSkozeni kosti osteolyzou méftici vice neZ 5 mm v nejvetsi

tloust'ce bylo oznaceno jako fokalni typ osteolyzy. [16]

8.2. Svételna mikroskopie

Pro svételnou mikroskopii jsou vzorky vétSinou fixovany 10% formaldehydem a
vloZzeny do parafinu. Poté jsou krijeny na tenké platky (cca 5 pum). Po obarveni
hematoxylinem a eosinem, jsou vzorky zkoumany pod mikroskopem. V polarizovaném
svételném mikroskopu se polyethylenové ¢astice objevuji jako jasné dvojlomy. Timto
zplisobem jsou vizualizovana rizna mnoZstvi polyethylenovych &astic a nékteré &astice
jsou viditelné v makrofazich (viz Obr.8.). Tento zplsob analyzy vSak neumoZiiuje

ptesnou klasifikaci velikosti kazdé ¢astice. [10]

Obr.8.

Obr.8.: Detekce polyethylenovych ¢&astic svételnou mikroskopii (a) zvétSeni 100x,

elektronovou mikroskopii (b) zvétseni 6500x [16]

8.3. Transmisni elektronova mikroskopie

Podle studie Hironobu Koseki, Tomoko Matsumoto, Shigeru Ito, Hirofumi Doukawa,
Hiroshi Enomoto, Hiroyuki Shindo [16] byly vzorky pro transmisni elektronovou
mikroskopii ptipraveny timto zptisobem: vzorky tkéni byly nafezany na 1 mm kousky a
fixovany 2,5 % glutaraldehydem v 0,1 % kakodylatovém pufru 4 hod pfi 4°C a poté
fixovany v2 % OsO4 2 hod pii 4°C. Déle byly vzorky postupné dehydratovany
ethanolem (70 %, 90 %, 100 %) a polymerizovany v epoxydové pryskyftici. Vzorky byly

nafezany Reiher Ultra cut S ultramicrotome s diamantovym noZem na platky tenké 70-
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80 nm. Ty byly umistény na miiZky pokryté vrstvou médi a obarveny 1 %
uranylacetatem a citritem olovnatym. Vzorky byly pozorovany pomoci JEOL
elektronového mikroskopu (JEM-1200 EX; JEOL, Tokyo, Japan) pfi 80 kV.

ProtoZe nékteré polyethylenové ¢astice byly vytlateny b&hem fezani na velmi
tenké platky, pivodni velikost polyethylenovych ¢astic byla viditelnd jako svétla
vakuola. Nékteré c&astice se vyskytovaly v cytoplazmé, ale ne v jadfe makrofagi.

VétSina ¢astic byla mensi nez 1 mikron. (viz Obr.8.b) [16]

8.4. Infracervena spektroskopie

Izolované &astice jsou také analyzovany ,Fourier transform infrared spectroscopy*
(FTIR). Tato spektra izolovanych &astic vykazuji typicky peak kolem 2800 a 1400 cm’!
vinové délky. Tyto peaky jsou identické s hlavnimi peaky spektra UHMWPE (GUR
1020) ziskaného od vyrobce (viz Obr.9.). Analyza infraervenou spektroskopii ukazuje,
zda ziskané polyethylenové &astice jsou kontaminovany jinymi latkami, jako je napf.

cement nebo kovové ¢astice. [16]

Obr.9.
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Obr.9.: Infradervené spektrum polyethylenovych &astic z tkané (a) a astic standartniho
UHMWPE (b) [16]
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8.5. Prehled izolaci polyethylenovych éastic
Izolace polyethylenovych ¢&astic je provadéna rlznymi zplsoby. Pouzivd se KOH,
kyselina dusi¢na, NaOH, nebo papain, kolegenaza ¢i proteaza. Nésledn€ pro samotnou
izolaci se vyuziva ultracentrifugace v gradientu sacharézy nebo vodném roztoku
isopropanolu nebo separace od lipidi a proteinti pomoci smési chloroformu a methanolu
a nasledné precipitaci ethanolem.

Podle Hironobu Koseki, Tomoko Matsumoto, Shigeru Ito, Hirofumi Doukawa,
Hiroshi Enomoto, Hiroyuki Shindo [16] byla izolace provadéna pomoci enzymu. Tkai
byla hned pfi reoperaci umisténa do 10 % formalinu. Kousky tkani o hmotnosti 2 g byly
rozsekany na malé Casti a Etyfikrat promyty v destilované vodé€. Poté byly vraceny zpét
do formalinu. Vzorky tkan¢ byly podrobeny ptisobeni 3 mg papainu ( Sigma Chemical,
St. Louis, MO, USA) v 10 ml 0,05 M fosfatového pufru (pH 6,5) obsahujici 2 mM N-
acetylcystein. 5 ml tohoto roztoku s enzymem bylo p¥idano k 1 g vzorku tkané. Tato
smés byla umisténa do vodni lazné o teploté 65°C na dobu tii dni, pticemZ kazdy den
byl roztok papainu vyménovan. Poté byla smés centrifugovéna pti 100 000 g po dobu 60
min. Supernatant obsahujici polyethylenové &astice byl odebran a 10 min sonikovan.
Polyethylenové ¢astice byly ziskany filtraci roztoku ptes polykarbonatové filtry nejprve
s pory o velikosti 45 a 10 um a poté o velikosti 0,2 um (Millipore, Bedford, MA, USA).
Castice na filtrech byly dvakrat promyty, nejprve vodou poté 70 % ethanolem.
Charakterizace polyethylenovych ¢astic byla provedena pomoci elektronového
mikroskopu. Castice polyethylenu byly pokryty zlatem a pozorovany elektronovym
mikroskopem (SEM, JSM-35C; JEOL) pii zvétseni 3000 x a 5000 x (viz Obr.10.).
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Obr.10.

Obr.10.: Fotografie polyethylenovych ¢&astic z elektronového mikroskopu izolované
z periprostetického osteolytického okoli femuru.

a-zvétSeni 3000x

b-zvétSeni 6000x [16]

Jiny zpisob izolace byl pouzit podle Arun S. Shanbhag, Hallum O. Bailey, Deuk-Soo
Hwang, Charles W. Cha, Nicholas G. Eror, Harry E. Rubash [17]. 18 vzorkd bylo
ziskdno od 17 pacienti, ktefi podstoupili revizni operaci totalni nahrady kolenniho
kloubu. U deseti pacientd byla diagnostikovana osteolyza. Tkai ziskana z reviznich
operaci byla promyta solnym roztokem a &ast byla umisténa do formalinu pro
histologické zkousky. Zbyla tkan byla pied rozfezanim na mens$i kousky zmraZena pti -
15°C. Poté byly pfiblizné 3 g tkan¢ inkubovany s 3 ml papainu (roztok papainu ve
fosfatovém pufru (PBS) s pfidanym 0,02 M EDTA a 0,02 M N-acetyl-N-cystein) po
dobu 48 hod ve vodni lazni o teploté 37°C. Kousky tkani byly poté tfikrat promichany
s 95% ethanolem a centrifugovany pii 1500 x g 60 min. Cisty supernatant byl odstranén.
Poté byl ptfidan 4 M KOH a roztok byl ultrasonikovan po dobu 5 min. Hydrolyza
probihala 16 hod. Castice polyethylenu byly od ostatnich &4stic ( minerélnich kostnich
¢astic, ¢astic kovu) oddéleny pomoci smési hexanu a ethanolu. Polyethylenové castice
vytvofily svétlou az bilou vrstvu na rozhrani mezi vrstvami téchto dvou kapalin. Odtud

byly odebrany pomoci pipety (Fisher Scientific). Takto ziskané ¢astice byly promyty 4
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M KOH (pro odstranéni zbyvajicich denaturovanych proteind). Dale byly tfikrat
promyty destilovanou vodou a resuspendovany v 3 ml ethanolu. Poté byly ¢astice opét
promyvany vodou po dobu 16 hod a centrifugovany 30 min p#i 1500 x g. VSechny
vzorky byly takto promyty ttikrat. Castice v ethanolu byly promichany pomoci vortexu
a ultrasonikovany po dobu 5 min. Pro filtraci byly pouzity polykarbonatové filtry o
velikosti péru 1 a 0,1 um. Pfed pozorovanim v elektronovém mikroskopu byly &astice
pokryty zlatem. Morfologickd a elementarni analyza byla provedena pomoci
elektronového mikroskopu (SEM, JOEL-35CF) ve spojeni s rentgenovou spektroskopii
(EDX, Tracor Northern 2000). [17]

Podle Mauely Visentin, Susanny Stea, Stefana Aquazoni, Barbary Anonietti,
Mattea Reggiani, Alda Toni [18] centrifugace pfi izolaci miiZze vést ke zméné
morfologie astic a ztrat€ podstatné ¢asti polyethylenovych €astic. Navrhli proto jiny
postup izolace polyethylenovych &astic z tkané a synovialni tekutiny bez centrifugace.
Vzorky ziskané zreoperaci byly umistény do 10% formalinu. Vzorky urené pro
mikroskopii byly obarveny haematoxylinem a eosinem. Synovidlni tekutina byla
zmrazena pii -20°C. Tkariové vzorky byly nakrajeny na platky 20 um tenké a umistény
na lesklou stranu polykarbondtového filtru (25 mm primér, 0,2 pm velikost port,
Millipore, Isopore TM, membrane filtres, Ireland). Na kazdy filtr byly umistény 2 az 3
vzorky tak, aby se neptekryvaly. Filtr byl poté umistén do nalevky (Swinnex, 25 mm,
Millipore). Na filtr bylo poté nakapano 800 ul xylolu. Xylol byl ponechan na filtru 5
min a poté opatrné absorbovan filtranim papirem. Tento postup byl zopakovan tfikrat.
Vzorky byly dale rehydratovany. Kone¢na faze izolace ptedstavovala ptidani 500 pl
chlornanu sodného (Sigma, St. Luis, USA) a ponechani vzorki v tomto roztoku 2 hod
pfi pokojové teploté. Zasobnik byl nasledné uzavien a vzorky byly promyty 50 ml
dvakrat destilované vody. Se synovidlni tekutinou bylo postupovano podobné&. 200 pl
tekutiny bylo rozmraZeno a nakapano na filtr. Pfidalo se 200 pl chlornanu sodného a
nasledné kroky byly jiZ stejné jako u vzorkid tkané. Charakterizace ¢astic byla provadéna
pomoci elektronového mikroskopu, mikro-Ramanovy spektroskopie a pocitacové
analyzy. [18]

Dal$im zpisobem izolace je pouziti KOH [19]. 5 g nadhodn¢ vybrané
periprostetické tkané od kazdého pacienta byla ponechana v 12 M KOH pii 60°C po 2-5
dnti. Lipidy byly poté extrahovany smési chloroform:methanol (2:1). Nasledn¢ byly
vzorky centrifugovany pfi 2000 x g po dobu 10 min. Zbyl¢ proteiny byly precipitovany
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pomoci piidaného ledové studeného ethanolu a za michani inkubovany pfi 4°C 24 hod.
Precipitované proteiny byly odstranény centrifugaci pti 2000 x g, 4°C, 2 hod. Ziskany
supernatant byl filtrovan ptfes ptedem zvaZzené polykarbonatové filtry s pory o velikosti
10, 1 a 0,1 pm (Whatman Int. Ltd, UK). Filtry byly poté suSeny pod infracervenou
lampou minimélné 4 hod. Céstice zachycené na filtrech byly pieneseny na hlinikové
sloupce a pokryty zlatem pro pozorovani elektronovym mikroskopem (Hitachi S700,
Japan).

Podobnym zpisobem izolace je pouziti NaOH [9]. 5 g periprostetické tkan¢
bylo ponechdno v5 M NaOH pii 65°C po dobu 5 hod. Vzorky byly dale
ultracentrifugovéany v gradientu sacharézy (pti 40 000 otaCkach za minutu pfi 5°C po
dobu 3 hod). Vrchni vrstva gradientu zahrnujici polyethylenové ¢astice byla odebrana a
promyta 30 ml horké priefiltrované vody. Tento roztok byl poté ultracentrifugovan
s pfidanim 2 ml 0,96 g/ml a 2 ml 0,90 g/ml isopropanolu. Castice z rozhrani mezi dvéma
isopropanolovymi roztoky byly odebrany a uchovany v ampulich pro charakterizaci.

Dals$im typem izolace je pouziti kyseliny dusi¢né [20]. Tkati byla ponechana
v 70% kyseling€ dusi¢né (filtrované ptes 0,2 pm membrany, Millipore filtres, Millipore,
Bedford, MA) po dobu 24 hod pfi laboratorni teplot¢. Smés byla promichana,
sonikovana a ponechana dalSich 48 hod pfi laboratorni teploté. Poté byl roztok
centrifugovan pfi 11 600 x g (Beckman Microfuge, Palo Alto, CA) po dobu 15 min.
V roztoku byly viditelné bilé a ¢erné Castice. Roztok mezi nimi byl opatrné odsén a
k ¢asticim byl pfidan aceton. Nizkd hustota acetonu dovolila sedimentaci
polyethylenovych i kovovych ¢&astic. 400 pl vzorku bylo filtrovano pfes 10 pm a 0,4 pm
polykarbonatové filtry ( Nucleopore, Cambridge, MA) a filtrat byl uschovan. 200 pl
roztoku s ¢asticemi bylo sonikovdno a pfidano knému 20 ml filtrovaného
elektrolytického roztoku (Isoton II, Coulter Electronics, Hialeah, FL). Céstice byly poté
méfeny pomoci analyzatoru elektrického odporu ¢&astic (Coulter Multisizer II).
Desetimikrometrové filtry obsahujici relativné velké Castice byly rozfiznuty na dveé
poloviny. Jedna z nich byla suSena pfi 50°C a poté pozorovany svételnou mikroskopii.
Druha polovina filtru byla pokryta zlatem a pozorovana elektronovym mikroskopem
(SEM, Philips, EM400T, Netherlands). 0,4 um filtry byly podobné pfipraveny pro
elektronovou mikroskopii.

V nas$i laboratofi na katedie biochemie PiF UK se provadi izolace

polyethylenovych &astic pomoci HNO;. Tato metoda, kterd je oproti publikovanym
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postupim zna¢né¢ modifikovana, byla vybrdna po mnohém testovéni a je neustale

vylepS$ovana. [21]

9. Izolace polyethylenovych ¢astic

Vzorky ziskané z reoperaci provadénych ve Fakultni nemocnici v Motole a ve
Fakultni nemocnici Olomouc jsou ziskdvany zmraZené.Vzorky jsem nejprve zvazila a
zlyofilizovala. Pouzitou 65% HNO; a 12 M KOH jsem filtrovala pfed pouZitim
postupné pies 10 um a 0,1 um polykarbonidtovou membranu (Cyclopore, Whatman,
UK). Pro delipidizaci jsem vzorky rozkrajela na malé kousky a odvazila vzdy 0,3 g.
Delipidizaci jsem provadéla smési chloroform-methanol (2:1). Ke kazdému vzorku ve
zkumavce (resp. 0,3 g vzorku) jsem pfidala 10 ml tohoto roztoku. Po 12 hod jsem roztok
chloroform-methanol vymeénila. Vzorky byly déale diikladn€ vysuSeny proudem
filtrovaného vzduchu a pak zahfivany pfi 60°C po 2 hod. Po vysuSeni jsem vzorky
hydrolyzovala 5 ml 65% HNO; po 24 hod za laboratorni teploty. Druhy den jsem
z kazdé zkumavky odsala spodni vrstvu roztoku a ponechala ve zkumavce 2 ml. Do
kazdé zkumavky jsem opét pfidala kyselinu dusi¢nou do celkového objemu 7 ml.
Roztoky ve viech zkumavkach jsem promichala na vortexu, zcentrifugovala ( 1 min, pfi
500 x g) a nechala stat do dal$iho dne. Dale jsem z kazdé zkumavky (ode dna) odsala
roztok na zbyly objem 2 ml a doplnila destilovanou vodou (filtrovanou pfes membranu
o velikosti pért 10 um, Cyclopore, Whatman, UK) do 7 ml. Roztoky jsem promichala
na vortexu a zcentrifugovala. Po cca 2 hod jsem promyti vodou zopakovala. Do kazdé
zkumavky jsem pro upraveni pH pfidala 0,2 ml 12 M KOH. Déle jsem vSechny vzorky
dvakrat promyla vodou, stejnym zptisobem, jak jiZ bylo fe¢eno. 2 ml hydrolyzatu ztedila
2 ml isopropanolu. Takto ziedéné roztoky jsem filtrovala pfed membrany (velikost péra
10 um, Cyclopore, Whatman, UK) do sklenéné zkumavky. Pivodni zkumavku jsem
promyla dvakrat 0,5 ml isopropanolu a membranu jsem promyla 1 ml isopropanolu.
Poté jsem filtrovala 4,5 ml roztoku (jiZ zfiltrovaného pfes membranu s péry 10 um) pies
membranu s velikosti port 0,1 um (Cyclopore, Whatman, UK). Membranu jsem vzdy
promyla 1 ml isopropanolu. 0,2 ml roztoku (jiz zfiltrovaného pfes membranu s pory 10
um ) jsem filtrovala pfes membréanu s velikosti péri 0,1 pm. Membranu jsem promyla
0,5 m! isopropanolu. Tyto membrany se zachycenymi &asticemi jsem ptedala na Ustav
makromolekularni chemie, kde byly vyhodnoceny metodami: elektronova mikroskopie

(rastrovaci elektronovy mikroskop Vega, urychlovaci napéti 30 kV), infraCervena
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spektroskopie (spektrometr Bruker IFS-55 FTIR vybaveny MCT detektorem - 256
scan/spectrum, rozliseni 4 cm™. M&feni byla provedena ATR technikou s pouZitim
Golden GateTM Heated Diamond ATR Top-Plate -Specac Ltd.- pfi laboratorni teplote)
a pro ovéfeni Cistoty latek - energeticky disperzni analyza paprski X (EDAX).
Mikroprvkova analyza se provadi pomoci rastrovaciho elektronového mikroskopu XL30
ESEM vybaveného EDAX detektorem. [21]

10. Vysledky
Izolaci dle odstavce 9. jsem zpracovala 18 vzorkli granulomi. Obr.11. ukazuje &astice
ziskané z okoli endoprotézy kycelniho kloubu. Obr.12. ukazuje ¢astice ziskané z okoli

endoprotézy kolenniho kloubu.

Obr.11.

Obr.11.: Polyethylenové otérové Castice ziskané z okoli endoprotézy kycelniho kloubu
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Obr.12.

Obr.12.: Polyethylenové otérové &astice ziskané z okoli endoprotézy kolenniho kloubu

Vysledky ziskané vyhodnocenim &istic zachycenych na membranach Ustavem
makromolekularni chemie Akademie véd metodami SEMq a IC byly spolu s nagimi
udaji a udaji ziskanymi z chorobopisti pacientii zpracovany do tabulky (viz Tab.l.).

Timto zplisobem budou statisticky vyhodnocovany vSechny dalSi vzorky.

Tab.1.
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&. |pohlavi Jrok narozeni |doba |typ [typ zony [z6na]vyrobce nahrady  lzpisob fixace |zpisob sterilizace [jméno |pory membrany _[virobce membrany [mig)[v1 [mi] [v2{mi) [V3jmi) [SEMq Jirc
1M 1933 71K |T 2|PFC J+J cem Oberiegner V. 0,1]Whatman 0,3 6] 45| 02] 036] 0,35
2|M 1933 7K |T 3|PFC J+J cem QOberiegner V. 0,1|Whatman 0,3 6] 45| 02] 011] 0,07
3|M 1933 7{K |F 1]PFC J+J cem Oberiegner V. 0,1]Whatman 0,3} 6 4,5 0,2 0,2] 0,16}
4|F 1946 41K |T 3|LCS DePuy necem Hiavsova M. 0,1]Whatman 0,3 6 45 0,2] 027] 0,27
S|F 1946 41K |F 1]LCS DePuy necem Hlavsova M. 0,1}{Whatman 0,3 6 4,5 0,2} 0,08} 0,04
6|F 1946 4]K |F 7]LCS DePuy hecem Hlavsova M. 0,1]Whatman 0.3 6 45 0,2] 0,13f 0,11
7IM 1928 8|K |F 1|PCF J+J cem Zlesék V. 0,1{Whatman 0,3 6 45 0,2] 041} 0,36
8|M 1928 8|K |F 5|PCF J+J cem Zlesdk V. 0,1 |Whatman 0.3 8] 45] 02| 046] 0,48
9|M 1928 8]K |F 3|PCF J+J cem Zlesék V. 0,1|Whatman 0,3} 6] 45| 02] 056] 061

10|M 1928 8K |T 3|PCF J+J cem Zlesdk V. 0,1 ]Whatman o.w— 8 45 0,2] 009} 0.05
11}F 1969 9|H Il WM/Mecroblock J+J [necem Svorova L. 0,1]Whatman o.w_ [ 4,5 0,2] 0.35] 0,32
12|F 1969 9fH il ]WM/Mecroblock J+J |[necem Svorova L. 0,1}Whatman 0,3 [ 4,5 0,2] 041| 0,47
13|F 1969 9{H 0|WM/Mecroblock J+J _3083 Svorova L. 0,1]Whatman 0.3 6 4.5 02] 024 02
14|F 1969 9|H 7|WM/Mecroblock J+J _3303 Svorova L. 0,1} Whatman 03 6 4,5 0,2f 039] 0,43
15|F 1935{ 04|H Il LOR Suizer/Poldi —:Sv:a Kublkova J. 0,1]Whatman 0,3 6 4,5 0,2f 0,09{ 0,02
18|F 1935) 0,4]H Il JLOR Suizer/Poldi _:ﬁin Kubikova J. 0,1]Whatman 0,3 6] 45| 02] 027] 0,24}
17|m 1937] 9lH 0|B/CF30 Suizer [nybrid Horék V. 0,1|Whatman 03 6l 45| 02| 039] 0,39
poznémky:

V1=celkovy objem findini suspenze PE-&astic v iPrOH

V2=vetdi objem roztoku plefiltrovaného pfes membranu na SEMg a Irc

V3=mensi objem roztoku plefiltrovaného pfes membranu na morfologii

doba=doba od implantace do reoperace/roky

m=hmotnost vysuseného granulomu .

typ=hip(=ky&el)/knee(=koleno) PO

typ 26ny=femoralftibial (jen u kolene)

z6na=Cislo z6ny (viz obr.13.)

Ircsnaméfené a vypoltené hodnoty integraini intenzity pdsu polyethylenu
SEMq=vyjadiuje stupeil pokryti membrany (totdiné pokrytd=1, prazdna=0) —

lab.
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Obr.13.

Obr.13.: Totalni kycelni endoprotéza s vyznafenymi lokacemi tj. oblastmi moZného

vzniku granulomu, RTG snimek [22]

11. Diskuse

Na zaklad¢ poznatkd z publikovanych metod izolace polyethylenovych otérovych ¢astic
byl vybrany postup izolace ¢astic pomoci KOH modifikovan. Pied samotnou filtraci jsou
vzorky sonikovany. To umoziiuje neskodné oddéleni jednotlivych &astic. Do filtratu se
tudiz dostavaji i Castice, které dfive kvili shlukovani zistavaly zachyceny jiZ membranou

s velikosti pori 10 pm, a€ svoji velikosti nepfevySovaly rozmér péru membrany. Déle se
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osvéd¢ilo pouZivani teflonovych membran namisto dosavadnich polyethylenovych. Tento
material neni na pfekazku pfi nasledném vyhodnocovani a navic se tak filtrace vyrazné
urychlyje.

Otevienym problémem v tuto chvili ziistava nehomogenita vzorka. Testovanim
v nasi laboratofi bylo potvrzeno, Ze vzorek ziskany od jednoho pacienta z jedné konkrétni
zOny nevykazuje stejnomérné rozmisténi polyethylenovych ¢astic v celém objemu. Dalsi
vyzkum se proto bude také soustfedit na moZnosti Upravy a zpracovani celych tkatfiovych
vzorki bez toho, aby polyethylenové ¢astice byly rozbity a nasledné vyhodnoceni tak
zkresleno. Otazkou nehomogenity vzorkl se zatim nezabyvala Zadna publikovand metoda

izolace polyethylenovych astic.

12.  Zavér

V této praci je podan ptehled publikovanych zpiisobti izolace polyethylenovych otérovych
¢astic, navrZzeny dal$i drobna vylepSeni metody izolace pomoci KOH provadéné na PiF
UK. V praci je také podan piehled o biologickych aktivitich polyethylenovych ¢astic
v organismu. Prakticky jsem provedla izolaci polyethylenovych ¢&astic z 18 vzorkl
ziskanych zokoli endoprotéz kycelniho a kolenniho kloubu. Po zpracovéni vétsiho
mnoZstvi vzorkl (cca 500) a statistickém vyhodnoceni vysledki (pfiklad uveden v Tab.1.)
bude navrzen nejvice vyhovujici material pro endoprotézy kolenniho a ky¢elniho kloubu,
vybran nejvhodnéjsi zpiisob jejich ukotveni a také zplsob sterilizace vedouci ke vzniku

nejmensiho poctu polyethylenovych otérovych ¢astic.
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