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Eva Zolotarevova Uvod

Uvod

Pro mnoho lidi na celém svété je ndhrada nevratné poskozeného
kloubu implantitem Casto jedinou cestou, jak se vratit do bézného
zivota bez bolesti a omezeni v pohybu. V soucasné dobé jsou kladeny
¢im dal vetsi naroky na kvalitu vSech komponent néhrad, a to zejména
ve smyslu kvality pouzitych materidlti, jelikoz biomechanické
vlastnosti kycelnich a kolennich klubti patii dnes jiz k vyfeSenym
otazkam. Pro vyrobu kloubnich ndhrad se nejcastéji pouzivaji slitiny
kovi (Cr, Co, Mo, Ti), keramika, polymery — nej€astéji polyethylen.
S pribyvajicim poctem nemocnych, dlouhodobé uzivajicich néktery
z kloubnich implantatti, se do poptedi dostavaji problémy spojené
s jeho opotiebenim. Zavazny je tento problém zejména u mladych a
aktivnich pacientl s velkymi pohybovymi naroky, u nichz se jiz po
nckolika letech setkdvame s nutnosti vymény endoprotézy pro jeji
uvolnéni. Zivotnost endoprotézy je nejvice ovlivnéna tzv. aseptickym
uvolnénim, tj. procesem interakce organismu a implantatu, pfi némz
dochazi k rozvolnéni vazby mezi implantatem a kosti pacienta.

Az koncem 70.let — tedy téméf 20 let po zavedeni polyethylenu
jako materialu pro acetabularni jamky kycelnich endoprotéz — byla
popsana reakce organismu na polyethylenové castice. V procesu
aseptického uvolnéni hraji pravé polyethylenové cCastice, vznikajici

ttenim hlavice v kloubni jamce, majoritni roli. [1]
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Polyethylen

Polyethylen je kliCovym a jen téZko nahraditelnym materidlem
pro vyrobu acetabularnich jamek kycelnich endoprotéz a artikulacnich
vlozek kolennich endoprotéz. V soucasné dobé je nejpouzivanéjSim
typem nizkotlaky ultravysokomolekuldrni polyethylen (UHMWPE).
Je polymerem 71000-214000 skupin ethylenu s celkovou relativni
molekulovou hmotnosti 2-6 milioni. Mezi jeho vyjimecné vlastnosti
patii chemicka inertnost, lubricita, stdlost a odolnost vii€i opottebeni.
Odolnost UHMWPE vii¢i otéru je vyrazné ovlivnéna zplsobem
sterilizace. Provadi se tfemi zplsoby: ionizaCnim zafenim,
ethylenoxidem nebo plazmatem. Od roku 1999 se v klinické praxi
pouzivaji jamky z polyethylenu, ktery je sterilizovan elektronovym
zafenim v kombinaci s ohfivacim procesem. Otér tohoto ,,vysoce
zesiteného* (,,highly cross linked®) polyethylenu je velmi maly.
Ozafeni vSak musi byt provedeno tak, aby siténi (tvorba novych
pficnych C-C vazeb mezi vzdalenéjSimi ¢astmi molekuly) pievazilo
nad S$tépenim fetézcl a zaroven tepelna Uprava musi eliminovat

existenci volnych radikala. [1-3]

Polyethylenové otérové Eastice a vznik granulomu

I pfes vyjimecné vlastnosti polyethylenu vznika vzijemnym
pohybem polyethylenové a kovové ¢i keramické komponenty
endoprotéz relativné velké mnozstvi polyethylenovych otérovych

¢astic, které jsou jednou zhlavnich pfi¢in selhani implantétu.
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Organismus na tyto ¢astice reaguje jako na cizorody materil, snazi se
ho ohrani¢it nebo eliminovat. Castice se jednak hromadi v kloubu,
mohou byt ale i lymfatickou nebo krevni cestou transportovany napft.
do uzlin, jater nebo sleziny. Tyto biologicky aktivni ¢astice stoji na
pocatku aseptického zanétlivého procesu v organismu. V zavislosti na
sve velikosti jsou pohlcovany makrofagy (nejcastéji jsou fagocytovany
castice o velikosti 0,1 — 10 pm), aktivuji lymfocyty a iniciuji tak
produkci fady zéanétlivych mediatort. Interakci mezi makrofagy a
lymfocyty dochédzi k imunologicky zprostfedkovanym procestm.
Dtsledkem je pak vznik zanicené tkan¢ bohaté na polyethylenové
granulomy v okoli kosti. Vystupniovana tvorba takového granulomu
vede k rozsahlé kostni resorpci — osteolyze- a naslednému uvolnéni

implantatu. [4-6]

Izolace polyethylenovych otérovych céastic

Aby mohly byt polyethylenové otérové Castice z granulomové
tkan¢ identifikovany, charakterizovany a kvantifikovany, bylo
vyvinuto a popsano nékolik metod jejich izolace. V zasad¢ byly
publikovany tii postupy lisici se prostfedim, ve kterém je izolace
provadéna. Prvnim je hydrolyza v kyselém prostfedi (nejcastéji
pomoci HNOs [7]), druhym je hydrolyza v prostfedi zasaditém (v
KOH [8]) a tfetim je hydrolyza pomoci proteolyticky enzymu [9].
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Vysledky

Popsany  byly  nckteré  fyzikalné-chemické  vlastnosti
polyethylenovych otérovych &astic. Castice vykazuji vyraznou
hydrofobicitu a elektrostaticky naboj. Neni je mozné rozvazovat, je
tteba je delit jen ve formé suspenzi o zndmé koncentraci. Ve vodnych
prostiedich velmi rychle flotuji, vhodnym prostfedim je roztok 50%
propan-2-olu. V suspenzich c¢astice rychle agreguji, proto je tieba
suspenzi vzdy pred jakoukoli filtraci ¢i jinym krokem sonikovat.[10-14]
Kalibrac¢ni rada pro PE castice z tkané

Adaptaci izola¢niho postupu pomoci HNO; se podatilo izolovat
17,5 mg polyethylenovych otérovych c¢astic. Z primérné hodnoty IRc
(metoda kvantifikace castic pomoci infraervené spektroskopie) a
z vypoctené hmotnosti PE Castic byla vytvorena kalibra¢ni ptimka (viz
Graf 1). Dosud pouzivané vysledky IRc v relativnich hodnotach se

podafilo ptevést na absolutni. [10]
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Graf 1: Kalibra¢ni pfimka: zavislost IRc na vypoctené hmotnosti PE ¢astic
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Vliv centrifugace na morfologii éastic

Polykarbonatové membrany se zachycenymi PE casticemi o
velikosti 0,1-10 um byly podrobeny obrazové analyze. Mezi ¢asticemi,
které jen samovoln¢ flotovaly a cCasticemi, které byly podrobeny
cetrifugaci pfi 500, 16 000 a 105 000 x g, nebyl pozorovan zadny
kvalitativni rozdil. Morfologie castic byla popsdna pomoci
ekvivalentniho priméru, cirkularity a elongace. Histogramy na Obr. 1,
str. 7 ukazuji, Ze velikost ¢astic a jejich tvar ziistal konstantni i po
pusobeni  gravitatniho zrychleni pifi ultracentrifugaci. Tedy

centrifugace neovlivituje morfologiit UHMWPE otérovych ¢astic. [14]

Nanootér

Diky c¢inné izolaéni technice se podafilo izolovat
polyethylenové otérové Castice o velikosti 15-25 nm z granulomovych
vzorktl dvou pacientil. Cistota ¢astic byla potvrzena IRc metodou i
EDAX (energeticky disperzni analyza paprskii X) spektry. Pomoci
obrazové analyzy byla urCena velikost nanocastic. Kompletni
histogram (viz Obr. 2, str. 8) ukazuje, ze v obou pfipadech byly
otérové cCastice velmi malé s relativné uzkou distribuci velikosti.

Vsechny vysledky obrazové analyzy shrnuje Tab. 1, str. 8. [13]
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Periproteticka tkaf (mechanické oddéleni) m(0.1-10um) m(=10pm) micelk.)
[mg]” [mg]" [mgl”
— granulomova tkan (lyofilizace, delipidace)
prvni éast vzorku (HMNO,)
PE Eastice 22+0.2 11.0+£1.0 132+1.2
druha éastvzorku (S. griseus proteasa)
Iyzat (HNO;)
I—' PE &astice 0.3+0.06 8.7+0.7 9.0+08
velke granule (kolagenasa)
kostni fragmenty 9.2+08
lyzat | (HNO;)
PE Eastice 14+ 01 175 +141 18.9+1.2
— okolni thdi (lyofilizace, delipidace)
prvni £ast vzorku (HMNO,)
PE Eastice 13+ 0.1 10.0+£0.9 11.3+1.0
druha éastvzorku (5. griseus proteasa)
Iyzat (HNO;)
|—> PE ¢astice 06+01 25+0.2 3.0+03
malé granule (kolagenasa)
kostni frag ty 75106
lyzat | (HNO;)
PE Eastice  0.7+0.08 68+07 75+08

* mg/g suché tkané

Obr. 3: Celkové schéma izolace a distribuce otérovych ¢astic [12]

Vice otérovych castic bylo v granulomové tkani nez v okolni a vice

¢astic bylo v granulich nez v tkdni bezprostiedné obklopujici granule.

V granulich bylo pfitomno vice malych castic nez velkych. Malé

Castice byly rovnomérnéji distribuovany v periprotetické tkani nez ty

velké. V granulich byla vedle polyethylenovych otérovych C¢astic

9



Eva Zolotarevova Vysledky

prokézana piitomnost kostnich fragment. Pfitomnost a Cistota
kostnich fragmentt byla potvrzena EDAX spektry (viz Obr. 4 str. 10).
Tab. 2, str. 10 shrnuje celkové poméry ¢astic mezi granulemi a lyzaty.
Podobné mnozstvi ¢astic bylo ziskano jak ptimou kyselou hydrolyzou
pomoci kyseliny dusicné, tak 1 postupnou enzymatickou metodou

pomoci proteolytickych enzymt (a naslednou kyselou hydrolyzou).

[12]
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Obr. 4: EDAX spektrum izolovanych kostnich fragmentti na 0,1 um PC membrané
[12]

Tab. 2: Distribuce otérovych ¢astic uvnitf a vné granuli [12]

Granule (velké a malé) Lyzaty (%)
(%)

PE castice (0,1-10 um) 72 29

PE ¢astice (> 10 pm) 68 32

PE castice (obé velikosti) 69 31
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vysvétlit biologické aktivity otérovych ¢astic. Od samého pocatku bylo
zajimavé, zda otérové castice mohou prezentovat né&jaké antigeny
samy (jako fragmenty nebo zlomy polyethylenovych fetézcl), nebo
zprostiedkované. Ob& moznosti zlstavaji oteviené, ale mnohem
pravdépodobnéjsi se zda to, Ze plsobi zprosttedkované, adsorpci
proteinti, které na nich denaturuji. Po denaturaci vlastnich

adsorbovanych proteind jsou tyto rozpoznavany jako cizi [11].
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Diskuse

Tato dizertacni prace v podstaté uzavird okruh otdzek, ktery
vznikl zaddnim problému pied vice lety (Doc. RNDr. Zden¢k Hordk,
CSc., soukromé sdéleni). Podafilo se optimalizovat [12] plvodni
izolacni postup vyvinuty v nasi laboratofi pro polyethylenové otéroveé
Castice, ptizplsobit ho pro izolace ve velkém meéfitku [15], poznat
jejich fyzikalné-chemické vlastnosti a podle toho s nimi zachazet.
Umoznilo to mimo jiné kvantifikovat otérové Castice nejen relativné,
ale 1 absolutné¢ [10]. Bylo také tifeba vyvratit nazor nékterych
pracovnikl, ktefi nemaji zkuSenosti s centrifugaci, Ze pouZiti
centrifugace mtize ovliviiovat morfologii izolovanych castic [14].
Otazka distribuce polyethylenovych castic v okoli endoprotéz
kycelniho kloubu byla vlastné feSena na dvou trovnich. Na
,makroskopické*“ turovni bylo ukazano, ve kterych zdénach okolo
endoprotézy se vyskytuje nejvice otérovych castic (tyto vysledky
nejsou soucasti dizertace) [16]. Dale se na ,,mikroskopické™ urovni
sledovala jejich distribuce v granulomové tkani ze zén v okoli
endoprotéz, kde castic bylo nejvice. Proto tam granulomova tkan
vznikala. Ukézalo se, Ze mezi ortopedy b&zny vyraz ,,osteoagresivni
granulom* je pon€kud zavadgjici. Granulom neni vici kostni tkani
agresivni. Naopak, vznik granulomu snizuje efektivni mnozstvi
otérovych Castic s negativnimi  biologickymi vlastnostmi [12].

ZavrSenim celého problémového okruhu byl ptispévek k tomu, jak 1ze
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Vazba sérovych proteint na PE ¢astice

Byla vypracovana nova metoda pro méfeni vazby proteinii na
UHMWPE otérové castice. Tato metoda byla vhodna i pro testovani
mozné eluce navazanych proteind (reverzibilitu vazby). Vysledky
experimentll demonstrujici adsorpci proteinii na otérové Castice
vzniklé in vivo a izolované z periprotetické tkané jsou shrnuty v Grafu
2, str. 12. Ten popisuje vazbu pouzitych sérovych proteinli na
UHMWPE otérové ¢astice, jejichz hmotnost byla konstantni. VSechny
testované proteiny vykazovaly podobnou zdvislost mnozstvi
navazan¢ho proteinu na pocatecni koncentraci proteinu. Vazebné
ktivky proteinli podobné tém pro otérové Castice byly ziskany i pro
komeréné dostupné castice prasku GUR 4120 (viz Graf 3, str. 12).
Experimenty dale potvrdily, ze vazba téchto proteini na UHMWPE
¢astice neni ovlivnéna pH v rozsahu 6,0-8,0. Stejné tak nema na vazbu
vliv ani slozeni pufrt (tris, acetitovy, fosfatovy, NaCl). Kvuli
ireverzibilni povaze vazby nebylo mozné urcit disociacni konstanty a
pocet vazebnych mist (napf. podle Scatchardova vynosu). Mohl byt
vSak uréen pocet navazanych molekul proteinu na pramérnou
polyethylenovou otérovou castici (za pouziti fady ptedpokladl) viz

Tab. 3, str. 13. [11]
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Tab. 3: Vazba lidskych sérovych proteini na UHMWPE otérové castice. [11]
0,16 . , ., , . . L, . . . . ,
(lidsky sérovy albumin (HSA), lidsky imunoglobulin G (HIgG), lidsky a;-kysely
o —— glykoprotein (Ho;AG), lidsky holo-transferin (HHT), lidsky o, -antitrypsin
S (HouAT))
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Graf 2: Vazba sérovych proteinii na izolované UHMWPE otérové Castice ve proteinu [g] do prvntho | 5 o (o5 | s e 105 | a70x10° | 465x10° | 5.62x10°

vazebného mista na 0,5
mg otérovych &astic
Koncentrace proteinu

fyziologickém roztoku. Mnozstvi otérovych c¢astic bylo konstantni (0,5 mg),
koncentrace proteinu se ménila. [11]
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Graf 3: Vazba sérovych proteinl na castice prasku GUR 4120 ve fyziologickém
roztoku. Mnozstvi ¢astic GUR 4120 bylo konstantni (20 mg), koncentrace proteinu
se ménila. [11]

(lidsky sérovy albumin (HSA), lidsky o;-kysely glykoprotein (Ha,;AG))
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