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ABSTRAKT

Univerzita Karlova v Praze, Farmaceuticka fakulta v Hradci Kralové

Katedra: Biofyziky a fyzikalni chemie

Kandidat: PharmDr. Petra Rehackova

Skolitel: Prof. RNDr. Ing. Stanislav Doubal, CSc.

Konzultanti: Doc. MUDr. Stépan Kutilek, CSc.; Doc. MUDr. Sylva Skalova, Ph.D.

Nazev disertacni prace: Biomechanické vlastnosti kosti v experimentu a vliv

homocysteinu na kostni zdravi

Tato disertacni prace sestava z ¢asti experimentalni a klinické. Experimentalni ¢ast
se zabyva viskoelastickymi vlastnostmi biologickych materialt, v tomto piipad¢ kosti pfi
dynamickém namahani. Klinickd ¢ast se zabyva vlivem vyssich hladin homocysteinu na
kostni zdravi. V teoretickém uvodu je podrobné uveden popis anatomie a fyziologie
lidskych kosti, jejich vyvoj, metabolismus, néktera metabolicka onemocnéni kosti, vliv

stravy na jejich kvalitu a vliv homocysteinu na kostni zdravi.

Daéle je uveden popis reologickych modelt (sloZzenych z Hookeova a Newtonova
télesa). Pro ovéfeni, zkoumani a méfeni byly v experimentalni ¢asti této prace vybrany
kosti prasete domaciho, nebot’ maji podobnou strukturu a biomechanické vlastnosti jako

kosti lidské.

V experimentalni ¢asti byly provedeny dvé série méfeni s mirn€ odliSnou
konfiguraci. Byla zvolena méné obvykld tzv. rezonan¢ni metoda, vyuZivajici pfistroje
RMA. Jednim z cili bylo ovéfit na vzorcich kosti prasete domaciho, Ze doba uskladnéni
vzorkll (aZ 15 dni) nemd vliv na jejich viskoelastické vlastnosti. V druhé sérii méteni se

prokazovala jejich ptipadna frekvencéni zavislost.

Vysledky 1. série méfeni neprokazaly, ze by se viskoelastické vlastnosti kosti
post mortem ménily v ¢ase (dobé uskladnéni vzorki). Z vysledki 2. série meéfeni
vyplynulo, Ze méfené vzorky kosti maji elasticky a viskdzni koeficienty prokazatelné
frekvencné zavislé. Z tohoto zavéru lze konstatovat, ze viskoelastické vlastnosti méfenych
kosti jsou z biomechanického hlediska nelinearni. DalSim z dil¢ich cild bylo ovéteni

funk¢nosti a aplikovatelnosti pfistrojii vyvijenych na katedie Farmaceutické fakulty



UK HK. Praktické zkuSenosti z méfeni prispély ke zdokonalovani konstrukce téchto
pfistroju.

V klinické casti prace je hodnocen vliv vySSich hladin homocysteinu na kostni
zdravi u déti a dospivajicich (celkem 37 subjektd). U postmenopauzalnich Zen existuje
vztah mezi vysokou hladinou homocysteinu v séru a nizkou denzitou kostniho mineralu a
zvySenym rizikem zlomenin. U déti a dorostencii dosud neexistuji souvislé tidaje o vztahu
hladiny homocysteinu v séru (S-Hcy) a stavem skeletu. Z laboratornich vysledka krevniho
séra byla zjiSténa pozitivni korelace mezi hladinou alkalické fosfatazy a hladinou
osteokalcinu, dale mezi hladinou alkalické fosfatazy a hladinou CrossLaps a korelace mezi
hladinou osteokalcinu a hladinou CrossLaps. Tyto vysledky prokazuji zvySeny kostni obrat
a negativni vliv vysSich hodnot S-Hcy na kostni denzitu u déti. Vyssi hodnoty sérového
homocysteinu piedstavuji rizikovy faktor pro kostni zdravi nejenom u postmenopauzalnich

zen, ale téZ v détském a dorostovém véku.

Kosti jsou Vv realnych podminkach zatéZovany pievazné dynamicky a pravé toto
namahani je castym divodem fraktur kosti. Obzvlasté vyznamné je toto riziko u kosti se
sniZenou denzitou. Biomechanické vlastnosti kosti totiz nejsou doposud podrobné popsany
pravé pii dynamickém namahani. Teoretické 1 praktické poznatky jak z experimentalni, tak

z klinické ¢asti, mohou byt do budoucna napomocny v Iékaiském odveétvi.



ABSTRACT

Charles University in Prague, Faculty of Pharmacy in Hradec Kralové

Department of Biophysics and Physical Chemistry

Candidate: PharmDr. Petra Rehackova

Supervisor: Prof. RNDr. Ing. Stanislav Doubal, CSc.

Consultants: Doc. MUDTr. Stépan Kutilek, CSc.; Doc. MUDr. Sylva Skalova, Ph.D.

Title of Doctoral Thesis: Biomechanical properties of bones in the experiment and

the effect of homocysteine on bone health

The Doctoral Thesis comprises two basic parts - the Experimental and Clinical. The
former one addresses viscoelastic properties of biological materials, in particular bones
under dynamic strain. The latter one focuses on the effect of elevated homocysteine levels
on bone health. The Introduction includes detailed anatomical description and physiology
of human bone, its development, metabolism, and finally some metabolic disorders, the
impact of nourishment on its quality and the impact of homocysteine on bone health.

Furthermore, the Introduction contains description of Rheological models
(described by Hooke’s and Newton’s elements). As porcine bones resemble human bones
in their structure and biomechanical properties, they were used in the Experimental part

with the main objective to verify, investigate and measure their characteristics.

Two series of measurement with moderate changes in configuration were conducted
in the Experimental part using the less frequent Resonance method and RMA devices.
Firstly, one of the objectives was to verify whether the storage period of samples (up to 15
days) affects bone viscoelastic properties. Secondly, the second series of measurement
were supposed to prove potential frequency dependence of bone.

The results of the first series measurement did not prove any post mortem changes
over the time subjected to the study. However, the second measurement indicated that the
elastic and viscous coefficients were demonstrably frequency dependent. It may be
concluded that the viscoelastic properties of the measured bones are nonlinear as far as the
biomechanical point of view is considered. Another partial objective was to verify the

functionality and applicability of devices being developed at the Faculty of Pharmacy in



Hradec Kralové, Charles University in Prague. Practical experience from the measurement

has contributed to improvement of both design and function of the aforementioned devices.

The Clinical part of the Doctoral Thesis focusses on the effects of elevated
homocysteine levels on bone health of children and adolescents (37 subjects in total). In
postmenopausal women the elevated serum homocysteine levels correlate with low bone
mineral density and thus increase the risk of bone fracture. Notwithstanding, there are no
coherent data on the relationship between the serum homocysteine levels (S-Hcy) and state
of the skeleton. The laboratory results of blood serum showed, firstly, positive correlation
between serum alkaline phosphatase levels and osteocalcin levels; secondly, serum alkaline
phosphatase levels and CrossLaps levels; and thirdly, serum osteocalcin levels and
CrossLaps levels. These results demonstrate increased bone turnover and the negative
effect of elevated levels of S-Hcy on bone density in children. Higher serum homocysteine
levels are perceived as a risk factor for bone health not only in postmenopausal women but

also in childhood and adolescence.

The bones are in real conditions loaded mainly dynamically. Therefore, this
dynamic strain often leads to bone fractures causing particular risk in bones with reduced
bone mineral density. So far, biomechanical properties of bone have not been described in
detail as far as dynamic strain is concerned. Theoretical and practical knowledge described

in both the Experimental and Clinical part may be useful for the medical industry in future.
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1 UVOD A CIiL PRACE

Mechanické vlastnosti biologickych struktur jsou nesporné dulezité pro zdravi a pro
funkceschopnost organismu. Zvlast’ zfejmé je to v pripad¢ kardiovaskularniho systému a
soustavy pohybové. Prace se zaméfuje v experimentalni ¢asti na métfeni viskoelastickych
vlastnosti kosti (v naSem pfipadé kosti prasete domaciho) a Vv klinické ¢asti na vliv
aminokyseliny homocysteinu na kostni denzitu, ktera ovlivituje pevnost a odolnost kosti.
Ob¢ casti prace maji za cil 1épe poznat faktory, které ovliviiuji nebo zvysuji riziko

poskozeni kosti. Takovym poSkozenim muze byt napt. fraktura.

Tradi¢ni pojeti biomechaniky se zamétovalo hlavné na problematiku pevnosti a
pruznosti biologickych struktur. Metody kvantifikace se obvykle omezovaly na moduly
pruznosti, strain-stress kiivky (tzv. zatéZzovaci diagramy) a na meze pevnosti biologickych
struktur a materidli. Tyto parametry jsou vSak parametry statické (viz napf. jiz star$i
studie: Valenta, Biomechanics, Academia, Prague, 1993). Experimentaln¢ jsou totiz
zpravidla méteny statickymi metodami. Navic jsou zaloZeny na piedpokladu linearity
mechanického chovani. Je zieymé, Ze pravé kosti jsou v redlnych situacich naméahany
prevazné dynamicky. Jednim z cilii prace bylo ovéteni, zda mechanické chovani kosti je

linearni nebo nelinearni.

Soucasny vyvoj biomechaniky se zaméfuje na prekonani téchto, Casto zasadnich,
omezeni. Klasické metody jsou nahrazovany metodami, které studuji jak statické, tak
zejména dynamické chovani biologickych struktur a respektuje tak skute¢nost, ze jejich
namahani byva zpravidla dynamické. Kromé& toho moderni biomechanika studuje i
linearitu mechanického chovani. Nutno zdiraznit, Ze vyvoj v této oblasti je rychly a mnoho
zakladnich problémi neni dosud uspokojivé vyfeseno. A to jak na teoretické urovni, tak na

urovni experimentalnich technik.

Po teoretické strance jsou v soucasné dobé¢ stale pro charakterizaci dynamického
mechanického chovani pouZivany zejména tzv. komplexni moduly a komplexni tuhosti.
Jedna se o zobecnéni klasicky pouzivanych moduld a tuhosti. Znalost téchto komplexnich
modullt a tuhosti umoziuje napiiklad feSit problematiku mechanické kompatibility
biologickych struktur a nihrad. Pod vlivem nemoci se komplexni tuhosti a komplexni
moduly méni a mohou tak potencialné slouzit jako diagnosticky prostfedek. Vyse uvedené

veli¢iny jsou vyrazné zavislé na véku a slouzi tak jako markery biologického véku.
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Pokrok v aplikaci téchto modernich pfistupti brani Spatna dostupnost vhodnych
méficich metodik. VétSina experimentalnich pracovist je tak odkazédna na vlastni
improvizace nebo na pouziti drahych a pfili§ robusnich piistroji typu DMA, které jsou
nevhodné pro biologické a biomechanické laboratofe. Na biomechanickém pracovisti
katedry biofyziky a fyzikalni chemie se proto jiz n€kolik let zdokonaluje soubor pfistrojit
pro méfeni komplexnich modulti a tuhosti, ktery je zalozen na novém (rezonan¢nim)
principu métfeni. O aplikovatelnosti téchto piistrojii svéd¢i rostouci zajem o spolupraci.
V soucasné¢ dob¢ katedra spolupracuje napiiklad s IKEM na méfeni biomechanickych
vlastnosti perikardu a srde¢nich chlopni. Cilem tohoto spole¢ného vyzkumu je
optimalizace mechanickych vlastnosti ndhradnich chlopni. Rozviji se také spoluprace

s Ustavem experimentalni mediciny Akademie véd na vyvoji nosict pro nadhradni materialy.

Dal$im cilem prace bylo ovéfit, zda kostni denzitu ovliviluje vyss$i hladina
homocysteinu jiz v détském veéku. Naruseni pevnosti kosti, tzn. mechanické odolnosti kosti

7

je asi ze 70 % zplsobeno sniZenou kostni denzitou® neboli chorobou nazjvanou

osteoporoza.

Vztahem mezi vysokou hladinou homocysteinu v séru a nizkou denzitou kostniho
mineralu (BMD) a zvySenym rizikem zlomenin u postmenopauzélnich zen byla v uplynulé
dekéad¢ publikovana fada praci46'54. V soucasné dobé existuji pouze velmi omezené tdaje
tykajici se vztahu mezi sérovou hladinou homocysteinu a kostnim zdravim u déti a
dorostencti. Takovéto informace by byly velmi Zadouci vzhledem ke skute¢nosti, ze
osteopordza je povazovana za nemoc vysSitho ve&ku, zvlaste¢ pak za nemoc
postmenopauzalnich Zen, kterd ma ovSem své kotfeny Vv détstvi. Klinické ¢ast se déli na na
pilotni a roz$ifenou studii, ve kterych byly vyhodnoceny zaznamy déti a dorostenct
vysetfenych v letech 2006 — 2012 v poradné pro détskou osteologii Pardubické krajské

nemocnice a.s.
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2 TEORETICKA CAST

2.1 Charakteristika a vlastnosti kosti

2.1.1 Anatomie a fyziologie lidské kosti

Kost (lat. 0s) je tvrda, mineralizovana struktura slouzici jako mechanicka ochrana
vnitfnich organti a opora téla, tvofici vnitini konstrukci, na kterou se upinaji svaly a
skeleton). Piedstavuje soubor kosti, chrupavek a vazi, které dohromady vytvaieji pevnou,
pasivné pohyblivou oporu téla, na niz se upinaji svaly. Kostrou tvofena ochranna pouzdra
(lebka, hrudnik) zaroven chrani nékteré kli¢ové organy pred zranénim. Lidska kostra tvoii
cca 14 % télesné hmotnosti. Kostra dospélého Cloveka se sklada priblizné z 206 kosti,
nicméng¢ toto ¢islo je pomérné individuélni a zavisi napiiklad na dédicnych predispozicich,
ale predevsim na véku. Napiiklad novorozenec ma asi 270 kosti, toto ¢islo se po narozeni
jesté néjakou dobu zvysuje tak, jak vznikaji né€které nové kosti, nicméné u adolescentl
pocet kosti strmé klesa, protoze jich fada srstd. Lidska kostra se d4 obecné rozdélit na tyto
Casti: patefni sloupec, kiizova kost a kostr¢ — 26 kosti, lebka — 8 kosti, obli¢ej — 14 kosti,
sluchové kustky — 6 kosti, jazylka, Zebra a kost hrudni — 26 kosti, horni konéetiny — 64
kosti, dolni konCetiny — 62 kosti. Kosti maji své vlastni cévni zadsobeni a obsahuji Cetna

nervova zakonéeni®®,

Dle tvaru se rozeznavaji tzv. dlouhé kosti (nap¥. stehenni, holenni, loketni, vietenni)
s télem a s charakteristicky odliSnymi kloubnimi useky na obou koncich. Dale krdtké kosti
(zapéstni a zanartni kost) nepravidelného tvaru s nepravidelnymi kloubnimi plochami
ruznych tvart a ploché kosti (Zebra, hrudni kost, lebecni kosti, lopatka). Kosti nepravidelné

jsou sedaci, stydka kost a obratel*®.

Kosti vSech tvarovych typt jsou tvofeny kostni tkani dvou hlavnich forem. Je to
kostni tkan hutna — kompakta, ktera tvoti vnéjsi povrch kosti (corticalis) a houbovita kostni

tkan — spongioza (kostni tramcina), ktera je v nitru kosti®®.

Dlouhé¢ kosti maji duté t€lo tvofené silnym plastém kompaktni kosti. Kloubni konce

dlouhych kosti jsou na povrchu tvofeny ten¢i vrstvou kompaktni kosti, uvnitt pak
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spongidzni kosti. Tramecky typicky zacinaji z kompakty v konci téla kosti. Dutina téla

dlouh¢ kosti obsahuje kostni diefi'®,

Kratké kosti maji na povrchu tenkou vrstvicku kompakty, uvnitf je spongioza, ktera
je pod povrchem hustsi. Ploché kosti maji na zevnim a vnitinim povrchu vzdy vrstvu

kompakty a mezi ob&ma je spongioza, nazyvana diploe™.

Kostni dient vypliuje dieniovou dutinu V télech dlouhych kosti a dale vSechny
prostory mezi trame¢ky spongidzy. Cervena kostni dfefi je organem krvetvorby. Sklada se
ze sité retikularniho vaziva protkané¢ho krevnimi vlasecnicemi. V okach retikularniho
vaziva je krvetvorna tkan obsahujici mateiské vychozi builkky pro tvorbu cervenych
krvinek, pro granulocyty a ¢ast lymfocytti a pro krevni desti¢ky. Za rustového obdobi je
retikuldrni vazivo dfené postupné prostupovano tukovymi bunikami. Ve véku kolem 20 let
je jiz zlutd dien ve dienovych dutindch vSech dlouhych kosti, S vyjimkou proximalniho
konce kosti pazni a stehenni, spongidzy kloubnich kosti dlouhych a kratkych kosti (obratle,
zapésti — karpalni, kosti zanartni — tarzalni), v Zebrech, v kostech panevnich, v kosti hrudni
a v diploe plochych lebe¢nich kosti, kde se udrzuje krvetvorna tkai — diefi ¢ervend. Seda
dren kostni, zelatinovitého, prisvitného vzhledu, vznika ze zluté diené ztratou tuku. Je to

jev typicky pro pozdni vek™.

Okostice (periost) je vazivovy obal, kryjici povrch kosti v§ude s vyjimkou, kdy kost
je spojena se svalem a mimo kloubni konce kosti, jez jsou kryty chrupavkou. Okostice
pronika kolagennimi vlakny své hluboké vrstvy do kosti (vldkna Sharpeyova) a jimi je
periost fixovan ke kosti. Zevni vrstva okostice je sloZzena z hust§iho vaziva se snopci
vlaken spiSe podéln€ ulozenymi. Hlubsi vrstva, zvana kambiova, obsahuje vice vazivovych
bunck a nepravidelné uspotadand vldkna, z nichz ¢ast pronikd do kosti ve formé vlaken
Sharpeyovych. Obsahuje cetné cévy, jez z periostu pronikaji do kosti Volkmannovymi
kanalky. V ristovém obdobi a za regenerace poskozené kosti obsahuje kambiova vrstva
periostu téz osteoblasty (bunky vytvarejici kostni tkan) ve vrstvicce, ptiloZzené k povrchu
kosti. Jejich ¢innosti pfirista kost apozi¢né (tvofeni vrstev) do tlouStky a do této
pfibyvajici kosti jsou Z periostu zaujimana Sharpeyova vldkna. Na vnitini ploSe kosti, mezi
kostni tkdni a kostni dfeni, je vazivova vrtvicka podobna periostu, nazyvana endost. Endost
je mnohem tenci, jeho vyznam pro vyZivu kosti 1 pro regeneraci je mensi nez vyznam

okostice®®.
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Kost zajistuje nekteré mechanické a fyziologické funkce, tvofi podpérny systém
téla viici vnéjsim silam (gravitace), pakovy systém pro ptenos sil (napt. svalovych sil),
ochranu pro zivotné dulezité vnitini organy (naptf. mozek), krvetvorbu (hemopoézu) a
ucastni se uklddani a udrzeni rovnovahy véapniku (homeostdza minerall). Kostni skelet
obsahuje 99% veskerého vapniku Vv téle dospélého jedince, tj. piiblizné 1 kg vapniku, a pro

jeho vyménu ma skelet k dispozici 1,2.10° m? povrchu®®.

Kosti jsou slozeny z1/3 organickymi latkami (bunky a matrice), 2/3

z anorganickych latek (mineralni slozky).

Organické latky:

o kolagen I. typu — 90 % vSech organickych sloucenin kosti, tvoien trojitou Sroubovici

ze tii a-helix s pricnymi mistky, cely komplex dotvaren extracelularné

e osteokalcin — je produkovan osteoblasty, jeho zvySena pritomnost v Krvi signalizuje

vy$si metabolicky obrat kosti

e osteonektin, osteopontin, proteoglykany, sialoproteiny — funkce téchto proteini

neni dosud plné€ objasnéna

Anorganickeé latky:
e 85 % — krystaly fosfore¢nanu vapenatého ve formé krystalti hydroxyapatitu
Cay0(PO4)s(OHy)
e 10 % — uhli¢itan vapenaty
e 0,3 % — fluorid vapenaty

e 1% — fosforecnan hotecnaty

Mineraly tvofi krystaly tvaru jehly nebo plati a jsou lokalizovany mezi

kolagennimi fibrilami=.
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2.1.2 Anatomie a fyziologie kosti prasete domaciho

Pro experimentalni ¢ast této prace byla zvolena kost prasete domaciho. Lidska kost

je pro experimentalni ti¢ely obtizn¢ dostupna, a to predevsim z etickych divodu.

Z experimentalniho hlediska je dilezita informace, Ze post mortem (posmrtné)
detekované mechanické vlastnosti neodpovidaji mechanickym vlastnostem Zzivé tkané.
Vzdy se jednd o riizné€ presné priblizeni. Pfi odhadu redlnych vlastnosti je pak nutné vzit
vV tivahu dobu mezi méfenim a odebranim vzorkt, zptisob skladovani vzorki, jejich teplotu

o - 23
pfi testovani apod.

Kost prasete doméaciho je kosti lidské pravdépodobné nejpodobnéjsi, a to ve vsech
charakteristickych vlastnostech a fyziologickych funkcich. Je vhodna jako model pro
napodobovani vnitfnich pomérid u clovéka. Tohoto faktu vyuziva 1 pracovisté
experimentalni mediciny prazského IKEM, ktery pouziva prasata domaci pro lékarské a
vyzkumné ucely. Lékati se na nich u¢i nové metody operaci jesté predtim, nez jsou pouzity
V huménnim Iékafstvi. Pro experimentdlni ucely se pouzivaji predevSim gottingenska
miniprasata (angl. Gottingen minipigs), ktera jsou vyrazné mensi a lehéi nez prase domaci,

. Lo x 5 x « s x P14 , 1431
nicméné stavbou a funkei lovéku stejné blizka jako prase doméci*3,

Prase domaci je sudokopytnik, jehoz koncetiny se dé€li na predni, neboli hrudni

(membra thoracica), a na zadni, neboli pAnevni (membra pelvina)®®.

Fylogeneticky je na hrudni koncetiné domécich savcii zalozeno pét prsti (digiti
manus). Jejich pocet je vSak od medialni (I. prst) k lateralni stran¢ (V. prst) druhovée
specificky redukovan. U prasete jsou vytvotreny pouze Ctyfi prsty (II. az V. prst). Treti a
ctvrtd metakarpalni kost je silnd, druha a patd jsou mensi a slabsi, jsou zédkladem pro tzv.

paprst — paradigitus™.

Kostra nartu a prstii panevni koncetiny odpovidaji v podstaté hrudni konceting.
Existuji zde vSak jemné rozdily. Kosti metatarzu jsou na rozdil od metakarpu Stihlejsi, delsi

a maji silnéjsi sténu™.
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Obr. 2: Prase domaci — panevni kondetiny™
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Obr. 3: Prase domaci — schematické zobrazeni kostry hrudni konéetiny18
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Obr. 4: Prase domaci - schematické zobrazeni kostry hlezna®™®
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2.1.3 Vyvoj a rist lidskych kosti

Kosti se zainaji formovat u embrya, v Sesti tydnech jsou tvofeny z vaziva a
hyalinnich (sklovitych) chrupavek. Proces osifikace, tedy kostnaténi, zacina jiz béhem
nitrodélozniho vyvoje a pokrauje po narozeni az do konce adolescence, kdy zanikaji

rustové steérbiny dlouhych kosti a vyvoj kosti je dokoné&en®®.

V embryondlnim vyvoji a Vv prabéhu ristu se u clovéka zachoval dvoji zptusob
tvorby kosti. Osifikace (kostnaténi, tvorba kostni tkané) zvaziva, tzv. osifikace
desmogenni a osifikace z chrupavky — osifikace chondrogenni. Osifikace chondrogenni
mize byt jesté dvojiho typu — povrchova osifikace z perichondria (povrchova vrstva
chrupavky), tzv. — osifikace perichondralni, a uvnitf ve chrupavce — osifikace
enchondralni. Osifikaci enchondralni osifikuje vétSina kosti skeletu ¢lovéka, napt. dlouhé
kosti, obratle, kosti pletence hrudniho a panevniho, kosti baze lebni atd. Osifikace je
proces dlouhodoby, ktery se zastavuje po dosazeni potfebné délky a tvaru kosti. V prubéhu
détstvi je kostni tkan modelovana, kdy kostni formace pfevazuje nad kostni resorpci.
V dospélosti jiz nasleduje dynamické ptestavba (remodelace) kosti, ktera se ptizpusobuje
vnéjSim fyzikdlnim vlivim (namdhani pfi zaté€zi), hmotnosti téla a vnitfnim pomérim

V organizmu. Za normalnich okolnosti se ro¢né ptestavuje asi 5—10 % lidské kostry19'36.

Echondralni osifikaci 1ze dobfe objasnit na osifikaci dlouhych kosti. Chrupavka
tvoii model, ktery zédkladnim tvarem odpovidéd budouci kosti. Chrupavcity zaklad je na
povrchu kryt perichondriem bohatym na buniky embryonalniho vaziva. Tvorba kosti za¢ina
v pruhu perichondria, ktery obklopuje stfed chrupavky. Osteogenni aktivita se projevuje
zpocatku vznikem tenkého prstence, ktery postupné zesiluje a vytvaii periostalni kost,
vzniklou na podkladé vaziva osifikaci desmogenni. Soucasné Stim se postupné meéni
vnitini struktura chrupavky. Do této zménéné chrupavky pronikaji od kosténého plaste
Z kambiové vrstvy periostu pupeny embryondlni tkané s cévami. Z téchto pupent se
diferencuji bunky primitivni kostni dfené¢ a osteoblasty vytvérejici enchondralné kostni
tkan. Toto primarni osifikacni jadro je tvofeno hypertrofickou zvapenatélou chrupavkou.
RozruSenim centra zvapenatélé chrupavky vznika primarni dienova dutina S cévami a
embryondlnim vazivem. Touto osifikaci vznika stfedni ¢ast dlouhé kosti, nazyvana diafyza.

vvvvvv

k epifyzam®®.
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V perinatalnim obdobi vznikaji rovnéz osifikaéni centra V epifyzach dlouhych
kosti, kterd se S$ifi vSemi sméry. Chrupavka zlstdva zachovana jen V oblasti kloubni
chrupavky a v podobé ristovych chrupavek mezi epifyzou a diafyzou. Z rustovych
chrupavek pfirtista dlouhd kost do délky (echondralni osifikace). Na konci rastového
obdobi ustava novotvoreni (proliferace) chondrocytti V rdstové chrupavce, ktera je
nahrazena spongi6zou a kostni dieni. Po ,,uzavéru* ristové chrupavky kon¢i rast dlouhych

kosti do délky™®.

Do tloustky pfirasta dlouha kost z periostu, misty z endostu, mechanismem
apozice. Pro vyvoj tvari je apozice doplnéna odbouravanim kosti, tj. rezorpci na nékterych
mistech, a to jak z periostu, tak z endostu. Perichondralni, pozdé&ji periostalni desmogenni
osifikaci vytvoreny, plast predstavuje primarni kompaktu. Primdrni kompakta diafyzy
dlouhé kosti je slozena z vlaknité kosti, kde kolagenni vlakna jsou nahodn¢ orientovana. Ve
veéku (14 az 16) let se u ¢loveéka jiz nevyskytuje. Mineralizace vlaknité kosti ma ndhodny
charakter a muze dochdzet i K hypermineralizaci. Vlaknitd kostni tkan vytvaii nosnou

. r r I3 r r 7~ 19
,strukturu® pro primarni lamelézni kostni tkan=".

Primarni lamelozni kost je wuspofaddna Vv kruhovych prstencich kolem
nitroskeletniho (endostalniho) a okosticniho (periostdlniho) povrchu kosti. Tramecky
Vv epifyze dlouhych kosti jsou rovnéz primarni lamelozni kosti a jsou Vv blizkém kontaktu
se dieni a vaskularni tkéni. Tato okolnost umoZiiuje rychlou vyménu vapniku mezi kostni
tkani a krevnim sérem, coz pravdépodobné svéd¢i o tom, pro¢ spongidza je jedna z prvych
struktur, kterd prokazuje osteoporézu. Mechanicka tnosnost je dostatecnd. Biosystém

v r AR VSR , . . 1ol
ovSem V této fazi dava prednost hematopoéze a metabolismu minerala S,

Kvalitné organizovana primarni lamelozni kost obsahuje rovnéz primarni osteony,
coz jsou soustiedéné prstence kolem malych vaskularnich kanalkli. Jsou vyvojove,
morfologicky a mechanicky odlisné od sekundarnich osteonti, nebot’ nemaji tmelovou linii,
coz je tenka vrstvicka, kterd oddéluje lamely od sebe, a obsahuji mensi pocet lamel nez

., 1
sekundarni osteon®®,

Pletenovita kost, podobné jako priméarni lamelozni kost, se vyviji na jiz existujicim
povrchu. Tvofi se rychle a vyskytuje se jako dobie orientovand spongidzni kostni tkan se
zesilenymi tramecky ve tvaru plotének vytvofenych vrstvenim (apozici) na endostalnim

nebo periostalnim povrchu. Tento typ kostni tkané je nejb&€znéjsSim u rychle rostoucich
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velkych zvirat, jako je hovézi dobytek. OvSem pleteniovita kostni tkan byla rovnéz

, v, ’ v o r o 19
pozorovana u déti v obdobi ukoncovani svého riistu™.

Desmogenni osifikace probihd novotvorbou kostnich trameckt piimo ve vazivu.

Takto osifikuji klenby lebecni, kosti oblicejové &asti lebky a vétsina kosti klicni®®.

Osifikace kratkych Kkosti, jez nemaji diafyzu a epifyzu, probiha vyhradné
enchondralné uprostted chrupavcitého zakladu. Odtud se osifikace §ifi k povrchu kosti po
celé ristové obdobi. Teprve na konci rastového udobi se vytvari plastové lamely, jez

vytvori tenkou povrchovou kompaktu kosti®.

Cévni zasobeni dlouhych kosti ma né€kolik zdroji. Vyzivujici tepna (a. nutricia) se
po vstupu do kosti svymi vétvemi dostava do kostni dfené, kterou vyzivuje, a ¢asti svych
vétvi se napojuje na cévy V kostni tkani. Nejveétsi mnozstvi cév do kosti ptichazi z okostice
periostalni cévy. Bohat€ jsou mezi sebou propojeny (anastomozuji) a do kosti vstupuji
Sikmymi drobnymi Volkmannovymi kanalky. Samostatnymi cévami je zasoben konec
diafyzy, ktery se nazyva metafyza. Epifyzy dlouhych kosti odvadéji krev z kosti jednak
podél tepének, jednak samostatnymi kanélkylg.

Sekundarni kostni tkan — jestlize kostni tkan je produktem procesu odbourdvani
drive existujici kostni tkané€ a nadsledné novotvorby kostni tkang, ktera resorbovanou kost
nahrazuje, pak se mluvi o sekundarni kostni tkani. Napt. u lidské kompakty je vysledkem
procesu odbouravani kosti pomoci osteoklastli a nasledné novotvorby kosti pomoci
osteoblastt, tzv. sekundarni osteon. Sekundarni osteon ma centralni vaskularni kanalek
0 veEtsi svétlosti neZ mé primarni osteon a nazyva se Haverstiv kanalek. Kanalky se volné
spojuji (anastomozuji) piicnymi Sikmymi spojkami. Z povrchu periostalniho i1 endostalniho
vnikaji Sikmo nebo radidln€ do kosti kanalky Volkmannovy a komunikuji s kanalky
Haversovymi. Existuje tak Vkosti souvisly slozity systém kandlkd skrevnimi a
lymfatickymi cévami a nervy. Haverstiv kanalek je obklopen fadou lamel v poctu 8 — 20,
které¢ obsahuji dospé€lé kostni builky — osteocyty, umisténé V dutinach, zvané lakuny.
Lakuny a kanalky kostni jsou vystlany zvlastnim organickym cementem, ktery neobsahuje
fibrily. Lamely, osteocyty v lakunach a centralni kanal tvoii Haversiv systém ¢i osteon,
coZ je strukturni jednotka kompaktni kosti. Haversiiv kanal je vyplnén fidkym kolagennim
vazivem. Difuze latek probihd pfes krevni kapilary uloZené v tomto vazivu a kostnimi

kanalky. Mezi ptilehlymi osteony je tenka vrstvicka zvana tmelova vystelka. Prostory mezi
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Haversovymi systémy jsou vyplnény v mezete lamelami, coz jsou zbytky starSich, pozd¢ji
rozruSenych Haversovych lamel, ulozenych mezi novéjsimi kompletnimi osteony. Tyto
lamely vznikaji pfestavbou lamelozni kosti. V kompakté lidskych kosti jsou uplné a

pravidelné osteony dosti vzacné'®,

Lamely povrchové — lemuji kost rovnobézné se zevnim i vnitinim povrchem.
Vznikaji opét mechanismem apozice. Osteoblasty, jez povrchové lamely kosti vytvateji,

patii kambiové vrstvé okostice®®.

V mlédi jsou dlouhé kosti tvoieny vlaknitou kosti s n¢kolika primarnimi osteony.
V pribéhu dospivani vlaknitd kost pfechazi na lamelozni kostni tkan a v dospélosti je
castecné remodelovana na Haversovu kost. OvSem Haversova kost neni nikdy primarni,
ale je tvofena nasledné po proniknuti endostalnich kapilar do nevaskuldrni kosti. Piestoze
Haversova kost ma niz$i mechanické vlastnosti nez kost lamelozni, dochazi s vékem K jeji

y . 1
prevaze nad kosti lamelozni®™.

Spongioza tvori asi 20 % skeletu a jeji prostorova struktura je tvorena zdanliveé
neuspofadanou spleti trameck, které probihaji ve sméru ptsobicich tahovych a tlakovych
napéti. Jednotlivé tramecky jsou Vv disledku remodelace (odbourani a novotvorba kostni
tkan¢) a starnuti sloZzeny z riznych typi mineralizovanych lamel. Pfi nizkych hustotach
kostni tkané jsou komiirky tvofeny otevienou siti prutd, kdezto pfi vyssi hustoté struktura
prechédzi v uzavienou sit’ plotének. Napiiklad u obratli vytvareji tramecky sloupcovitou
strukturu ,,valeck”, které jsou pievdzné orientovany ve vertikdlnim sméru, coz v tomto

N ey y 1
sméru zajistuje pozadovanou tuhost a pevnost .

Tramce spongidzni kosti jsou slozeny z fady vice nebo méné rovnobéznych lamel.
V lamelozni kostni tkani je vzdalenost mezi kazdym systémem cévnich trubic asi 200
nanometra. Architektonika spongidzni kosti neni vytvofena od pocatku. Vyviji se vlivem

tlak® a taha®,

Mikrostruktura kostni tkané — na molekularni trovni je kostni tkan tvofena matrici,
slozenou z krystalick¢é minerdlni faze, kterd se sloZzenim podoba hydroxyapatitu a
karbonatapatitu a z amorfni a krystalické faze fosfore¢nanu vapenatého. Krystaly apatitu
jsou uloZeny na kolagennich fibrilach jako $tihlé jehlice. Dlouhd osa krystalii apatitu je
orientovana rovnobézn¢ S dlouhou osou kolagennich molekul. Mezi vlakny kolagenu je
amorfni hmota mukopolysacharidi a glykoproteini. Na rizné organické komponenty je

vazéna téz voda, ktera znacn€ ovliviiuje mechanické vlastnosti kosti. Za odbouravani,
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novotvorbu a zachovani kostni tkané jsou spoluzodpovédné ¢tyti kostni bunky. Tti z nich

pokryvaji kostni tkiné a jsou to osteoblasty, povrchové kostni buiiky a osteoklasty. Ctvrty

typ bun¢k osteocyty jsou V podstaté osteoblasty, které se postupné zalily produkovanou

kostni matrici®®.

Osteoblasty — jsou osteoforma¢ni bufiky umisténé na aktivnim kostnim
povrchu, coz mize byt okostice (vnéj$i povrch kosti) nebo vnitini
(endostedlni) povrch kosti. V prvém piipad¢ jsou osteoblasty casti vnitini
bunécné vrstvy periostu, lezici mezi vnéj$im povrchem kosti a hustou vnéjsi
vazivovou membranou. Aktivita téchto osteoblastll zplisobuje zménu tvaru
kosti. V druhém piipadé jsou osteoblasty lokalizovany mezi povrchem kosti
a prvky kostni diené nebo cévnimi kanalky v kostni tkani. Tyto osteoblasty
zpusobuji zménu hustoty kostni tkané. Osteoblasty hraji dulezitou roli i pfi
odbouravani kosti. Maji povrchové receptory pro endokrinni a parakrinni
faktory, které stimuluji osteoblasty K aktivaci kolagenazy (enzymového
odbouravani kolagenu), coz pfitahuje osteoklasty. Pii ukonceni aktivity
osteoklastd, mohou rustové faktory osteoblasti nebo makrofagi prave
Vv oblasti odbouravani stény lakuny byt mechanismem, nutnym pro tvorbu

kostni tkdné spolu s osteoklastickou resorpci lakunylg.

Povrchové kostni bunky ,tapetové bunky“ — jsou ploché klidové burniky
umisténé na nefinném povrchu kosti, coz je asi 80 % povrchu dospélé
tramc¢ité a kompaktni kosti. Tyto buiiky se tvofi diferenciaci osteoblasti,
Jsou rozSifeny Vtenké vrstvé. Povrchové kostni bunky odd€luje od
mineralizované kosti vrstva pojivové tkdné. Pomoci sty¢nych spar jsou tyto
bunky spojeny jedna s druhou a s osteoblasty. Vrstva téchto bunék vytvaii
membranu, kterd oddéluje vazanou vodu kosti od vmezefenych kapalin.
Povrchové kostni buitky normalné neprojevuji mitotickou aktivitu (nepiimeé
déleni bunky). Vhodnou stimulaci mohou byt aktivovany a stavaji se opét

.19
vrstvou osteoblasti .

Osteoklasty — jsou mnohojaderné buiniky zodpoveédné za odbouravani kosti,
a to od povrchu nebo z nitra kanalku a uvoliuji vapnik do séra. Nachazeji se
na povrchu kosti, ktery byl Vvrizném cCase obsazen osteoblasty nebo
povrchovymi kostnimi bufikami. Osteoklasty jsou charakterizovany

pfitomnosti pocetnych lysozomi (Castice uvnitt buniky, obsahujici
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hydrolytické enzymy), které slouzi kK enzymatickému odbouravani riznych
latek vcetné casti cytoplasmy vlastni buiky. Jak mezi osteoklasty, tak
S osteoblasty a ostatnimi buiikami neni vytvoren zadny kontakt. Tyto bunky
nejsou soucasti sité kostnich bunék. Vzajemné spojeni s osteoblasty se
pravdépodobné uskuteciiuje neptimo chemickymi prostfedniky, coz jsou
parakrinni faktory vylu¢ované osteoblasty nebo vazebné faktory kostni
matrice, které jsou uvolnovany kolagenazovou aktivitou osteoblastd, kdyz

iniciuji resorpci kosti®.

e Osteocyty — jsou kostni bunky, které jsou uzavieny V kostni matrici.
Reprezentuji malou skupinu osteoblastii, které podstoupily konecnou
diferenciaci (ziskani alesponn jednoho povrchového antigenu, ktery neni
sdilen osteoblasty). A jsou ponechany VvV nové tvofené kostni matrici. Jsou
umistény Vv lakundch a udrzuji kontakt S ostatnimi osteocyty, osteoblasty a
povrchovymi kostnimi buitkami prostfednictvim bunécnych vybeézki,
prochazejicich kostnimi kanalky. Osteocyt je zodpovédny za zachovani
kostni tkdn¢ a podili se rovnéz na regulaci vapniku V télnich tekutinach.
Osteocyt ma schopnost pietvaiet se na osteoblast, osteoklast ¢i dokonce na

retikularni butiku®®.
2.1.4 Metabolismus kosti

Kostni metabolismus je kontinualni a dynamicky proces, ktery udrzuje velmi
t&snou rovnovahu mezi procesem tvorby nové kosti a odbourdvani kosti staré”. Za
normdlnich podminek se timto rovnovaznym procesem, nazyvanym také remodelace,
u ¢lovéka obmeéni 5-10 % kostni hmoty za rok. Maxima kostni hmoty, hustoty a kostniho
obratu dosahuji lidé kolem véku 25 let, po 30. roce zivota dochazi k postupnému ubytku

(cca 0,5 % za rok)*.

Remodelace je dilezita pro udrzeni strukturni integrity kostry a slouzi zéaroven
k udrZeni homeostazy vapniku a fosforu v té€le. Remodelaéni cyklus se mize spustit vlivem
zmeén pusobeni mechanickych sil, mikrotraumatem, metabolickym ¢i nutricnim stresem a
hormondlni odezvou na zmény hladin vapniku a fosforu. Je to pfisn€ regulovany sled fazi,
zavisly na interakci mezi dvéma bunécnymi liniemi — mesenchymalni osteoblastovou linii

a hematopoetickou osteoklastovou linif'’.
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V remodelaci se vzdy stfidaji dva déje: resorpce a po ni tvorba kostni hmoty. Tyto
dva procesy se vyskytuji na jednom misté a dochazi k nahrazeni stejného mnozstvi hmoty,
které¢ bylo resorbovano. Remodela¢ni cyklus se déli na nasledujici faze: klidovy stav,
aktivace, resorpce, formace, mineralizace. Faktory, které iniciuji vstup z klidové faze do
aktivacni, nejsou zatim zcela znadmy, ale predpokladé se, ze se zde vyznamné uplatiiuji

osteocyty'’.

Aktivacni faze zahrnuje kontakt progenitorovych bunék osteoklastii s osteoblasty.
Pod vlivem cytokini a rustovych faktori dojde Kk diferenciaci, migraci a fhzi
osteoklastovych prekurzor a K tvorbé velkych mnohojadernych osteoklasti. V resorpcni
fazi ptilnou tyto buiky K povrchu kosti, nasleduje iniciace resorpce, sekrece
hydrogenovych iontii a lysozomélnich enzymt (pfedev$im katepsinu K), které mohou
degradovat vSechny komponenty pii nizkém pH. Vysledkem resorpce jsou nepravidelné
kavity na povrchu kosti. Také ristové faktory (napi. TGFB, PDGF, IGF-I a II), které jsou
obsazeny V matrix, jsou uvoliiovany a chemotakticky ptitahuji v dalsi fazi preosteoblasty.
Pak dochazi ke zvratu, kdy se postupné aktivuji osteoblasty a béhem faze formovani jsou
kavity kompletné po vrstvach vyplnény matrix. Zavérecna mineralizacni faze zacina
pfiblizn€ 30 dni po syntetizovani osteoidu. Mineralizace trabekuldrni kosti trva 90 dni a

kortikalni kosti 130 dni’.

T&sna rovnovéaha mezi kostni novotvorbou a odbouravanim je fizena celou fadou
endokrinnich a parakrinnich faktora:
e Endokrinni: Parathormon, Vitamin D, Kalcitonin, Vitamin K, Tyreoidalni
hormony, Estrogeny, Androgeny, Kortikoidy, Inzulin, Fosfatoniny
e Parakrinni: Interleukin 6, Systém regula¢ni (OPG-RANKL-RANK), TNF faktory
(I. rodina cytokintl), TGF faktory (TGF-alfa), IGF faktory (IGF-1 a IGF-1I), CSF
faktory®.

Rovnovahu véapniku ve skeletu zabezpecuji tyto endokrinni hormony jako je
parathormon, kalcitonin, cholekalciferol (vitamin D), jakoz i rozmnozovaci a rustové

hormony.

Parathormon je hormon, ktery produkuji pfistitna téliska Stitné zlazy a ktery
reguluje metabolismus véapniku (zvySuje hladinu vapniku v krevni plazmé)lg. Parathormon

zvysuje aktivitu osteoklastti, osteocytli a také osteoblasti. Hlavnim efektem PTH na kost je
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mobilizace véapniku odbourdvanim kostni substance osteoklasty. ZvySenim aktivity
osteoblasti zasahuje PTH i do syntézy kolagenu’.

Kalcitonin je vylucovan parafolikularnimi bunkami $titné zlazy a naopak od

&', Kalcitonin tlumi osteoresorpci,

parathormonu snizuje hladinu vapniku v krevni plazm
jeho sekreci pozitivné ovliviiuji estrogeny. Za gravidity je nadprodukce kalcitoninu, coz
ma za nasledek inhibici odbouravani kostni tkané (kalcitonin je ,,ochrancem® skeletu

matefského organizmu)’.

AKtivni metabolity vitaminu D - vitamin D je v organizmu savce postupné
hydroxylovan na mono-, di-, a trihydroxymetabolity. K hydroxylaci dochazi v riznych
organech a vzniklé metabolity maji odlisné biologické u¢inky. Pro metabolismus kosti jsou
dalezité:
25-monohydroxymetabolit (25-hydroxycholecalciferol, 25-HCC),
24,25-dihydroxymetabolit (24,25-dihydroxycholecalciferol, 24,25-DHCC),
1,25-dixydroxymetabolit (1,25-dihydroxycholecalfiferol, 1,25-DHCC)

Pro mineralizaci osteoidu je podstatné, ze tyto metabolity jsou v krevni plazmé ve stalém
poméru (1000:100:1)".

25-monohydroxymetabolit vznikd hydroxylaci v jatrech a je meziproduktem pro dalsi
hydroxylaci. Jeho jedinym efektem je stimulace kostni mineralizace. Z jater je

transportovan a-globulinem k mistu dalsi metabolizace, tj. k ledvinach’.

1,25-dihydroxymetabolit je nejucinngjsi metabolit vitaminu D, ma vSechny vlastnosti
hormonu (oznacovan také D-hormon): vysokou afinitu, cileny ucinek, specifi¢nost a
specifickou kontrolu syntézy. Vznika hydroxylaci 25-HCC v ledvinach. Jeho tvorba je
stimulovana parathormonem a inhibovana kalcitoninem nebo deficitem hoi¢iku. V Kosti
zvySuje osteoresorpci, dale tlumi syntézu kolagenu, zvySuje obrat véapniku V kostnim
mineralu’.

24,25-dihydroxymetabolit vznika také v ledvinach namisto 1,25-DHCC, a to za urcitych
podminek, napf. pii hypokalcemii. 24,25-DHCC stimuluje osteoblasty, a tedy novotvorbu

kosti. Tlumi sekreci PTH a tim sniZuje osteoresorpci’.
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2.1.5 Vybrana metabolicka onemocnéni kosti

Metabolicka onemocnéni kosti se vétSinou tykaji kosti jako celku. Muze byt
postizena bud’ organickd slozka kostni tkan¢, nebo kostni mineral, nebo oboji. Na prvnim
misté Cetnosti vyskytu stoji osteopordza, ale K ¢astym metabolicky podminénym chorobam

patii i osteomalacie a Pagetova kostni choroba®.

2.15.1 Osteoporoza

Osteoporodza je generalizované onemocnéni skeletu charakterizované progredujicim
ubytkem kostni hmoty na jednotku objemu se zhorSenim mikroarchitektury kostni tkang,
vedouci ke zvySené kostni fragilité¢ a naslednému zvySeni rizika fraktury. O manifestované
osteoporoze lze hovorit pii vyskytu jedné nebo vice osteoporotickych zlomenin. Zejména
zlomeniny obratlll a kréku stehenni kosti vyznamné zhorSuji kvalitu Zivota a zkracuji jeho
délku®. Vzhledem k tomu, Ze osteoporéza postihuje 7-8 % obyvatel vysp&lych zemi, lze
hovofit o vyznamném problému medicinském, socidlnim, lidském a ekonomickém.
Pravem je povazovana za ,.civilizani chorobu* dne$ni doby. Faktory zvysujicimi riziko
osteopordzy a zlomeniny jsou nezdravy zivotni styl, snizeny piijem kalcia a vitaminu D,
fyzickd inaktivita, koufeni, negativni vlivy Zivotniho prostfedi a dalsi rizikové faktory.
Zasadni vyznam ma téZ obdobi détstvi a dospivani, kdy se buduje skelet a svalova tkan?’.
Je vSobecné znamo, ze v obdobi mezi 20. - 80. rokem Zzivota ztraci ¢loveék az polovinu své
kostni hmoty, a v této souvislosti byl zmifiovan Ubytek tramcité kosti. Relativni ztrata
kostni hmoty s v€kem je markantnéjsi v trabekuldrni kosti, protoze ta méa vy$$i pomér
povrch/objem. Absolutni uUbytek kostni hmoty je vSak vyssi v kortikdlni kosti, coz
vyznamnné piispivd k poklesu mechanické odolnosti kostni tkan¢. Nedavno publikované
studie prokazuji, ze kortikalni kost ma zasadni vyznam pro integritu skeletu a pevnost
kortikalni kosti je rozhodujicim faktorem pro vznik zlomeniny. S pfibyvajicm vékem
dochazi k ubytku kortikalni hmoty, zejména v dusledku jejiho ztenceni a narustu porozity
kortikalni kosti®.

Preventivni opatfeni (fyzicka aktivita, strava bohata vapnikem a vitaminem D) jsou
proto v obdobi détstvi a dospivani velmi dulezité. Osteopordza byva nikoliv nepravem
nazyvana pediatrickou chorobou s geriatrickymi dasledky. Zakladem terapie osteopordzy
zustava aktivni spoluprace pacienta, piiméfeny pohyb se zatézi skeletu a zdrava

zivotosprava. Nezbytnou soucasti jakékoliv terapie osteopordzy je dostatecnd saturace
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vapnikem a vitaminem D. K farmakologické 1€cbé postmenopauzalni osteopordzy se
pfistupuje u zen S denzitometricky dokumentovanou osteoporézou, kdy denzita kostniho
mineralu vyjadfend pomoci T-skore je - 2,5 SD a méné. Terapie je rovn€z uréena zendm se
snizenou denzitou kostniho mineralu, které utrpély osteoporotickou zlomeninu, a zvazuje
se u Zen se snizenou denzitou kostniho mineralu a sou¢asnymi hlavnimi rizikovymi faktory

.20
osteoporozy”.

Lécivé pripravky V terapii osteoporozy

Cilem farmakologické 1€¢by osteoporozy je zabranit zlomenindm, udrzet mnozstvi
a kvalitu kostni tkané nebo dosahnout jejich upravy, zmirnit klinické dasledky fraktur a

deformit skeletu, zachovat t&lesnou zdatnost a snizit riziko pada®.

Lécivé ptipravky registrované pro terapii osteoporozy lze rozdelit na osteoformacni

(osteoanabolické) a antiresorp¢ni (antikatabolické).

e Osteoanabolické pripravky indukuji nartist mnoZstvi kostni hmoty, ¢imz
stoupa pifevaha kostni novotvorby nad osteoresorp0121. Osteoanabolicka
lé¢iva snizuji riziko zlomenin. Uvedend kritéria spliluje rekombinantni
parathormon a rekombinantni analog parathormonu teriparatid. Stroncium
ranelatu se pfic¢itd dudlni mechanismus Uc¢inku (efekt antiresorpéni i
formacni). Jeho uzivani vede k vyznamnému narGstu BMD a ke snizeni

rizika zlomenin®.

o K farmakoterapii se nejCastéji pouZzivaji léciva plsobici antiresorpcné
(antikatabolicky)®. Mezi antikatabolické p¥ipravky patii bisfosfonaty
(alendronat, risendronat, ibandronat, zolendrondt), selektivni modulatory
estrogennich receptort  (SERM; raloxifen, bazedoxifen, lazofoxifen),
kalcitonin a denosumab. Antikatabolické pfipravky snizuji kostni
remodelaci, prodluZzuji Zivotnost kostnich strukturdlnich jednotek, ¢imz se
prodluzuje doba, béhem niz dochazi k akumulaci kostniho mineralu, a tim

stoupa kostni mineralizace®.

Bisfosfonaty, které jsou hlavnimi reprezentanty antikatabolickych ptipravkd, snizuji
dozravani a pocet osteoklastii a vedou K jejich apoptdze, tlumi téZ kostni formaci a jsou

oy y . . . 21
celoZivotn€ deponovany V kostni matrix™".

Vyznamny piedé€l v 16¢bé osteoporozy piedstavuje zavedeni denosumabu. Je to plné

humanni monoklonalni protilatka IgG2, ktera ma vysokou afinitu kK RANKL (ligand
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receptoru aktivujiciho nuklearni faktor kappa-B), ¢imz inhibuje diferenciaci osteoklastt,
jejich funkci a prezivani. Po podani denosumabu dochazi Kk poklesu kostni resorpce,
k narastu BMD a ke sniZeni rizika fraktur obratlovych i mimoobratlovych. Oproti ptisobeni
bisfosfonati ma denosumab na kost reverzibilni ucinek, nebot’ je degradovan a neni

ukladan v organizmu?'.

2.15.2 Osteomalacie a rachitis

Osteomalacie je onemocnéni charakterizované snizenim mineralni komponenty
nasledkem porusené mineralizace nové vytvorené kosti. Vyskytuje se zvySené mnozstvi
osteoidu (nemineralizované organické matrix) Vv kostni matrix, ktera nekalcifikuje, nebo

9,27

jen zvolna®?’. Mineralizace je defektni jak v kosti trabekularni, tak kortikalni®.

Nejcastéjsi pficinou osteomalacie je nedostatek vitaminu D Vv disledku jeho
nedostateéného obsahu V potraveé, poruch traveni a vstfebavani. Rovnéz nedostatek
slune¢niho zafeni, jaterni a ledvinové choroby, spojené s narusenou pteménou vitaminu D
na aktivni metabolity. Pfi osteomalacii se objevuji neurcité¢ bolesti patefe, panve, dolnich
koncetin, bolesti svalil, velka svalova unava. V pozdéjsich stadiich vznikaji patologické

zlomeniny®’.

Rachitis neboli kiivice je termin oznacujici osteomalacii u déti, nebot’ rozvoj
kfivice je podminén ristem kosti*?. Jedna se o generalizované onemocnéni skeletu
s nedostate¢nou mineralizaci kostni tkdné a zvySenou akumulaci osteoidu®. Onemocnéni
je nejcastéji zpuisobené nedostatkem vitaminu D. Vitamin D (antirachiticky vitamin) zvySuje
vstiebavani vapniku a fosforu ze stfeva a jeho uklddani do kosti. Pfi¢inou muize byt
nedostatek vitaminu D ve stravé, nedostatek slune¢niho zateni, které je nutné K pfeméné
prekurzoru vitaminu D na aktivni formu, vzacné se vyskytuje tzv. D rezistentni rachitis
(vitaminu D je dostatek, ale chybi jeho receptory). Pfi nedostatku se snizuje ukladani
minerdll do kosti. Chrupavka kosti roste normalnim tempem, ale neni v€as nahrazena

mineralizovanou kostni tkani, kosti neunesou velké zatiZzeni a deformuyji se™.

Lécba onemocnéni spociva v podavani vysokych davek vitaminu D, vystavovani
UV paprskiim (slunéni, horské slunce). Prevence onemocnéni spociva V profylaktickém
podavani D vitaminu détem V prvnim roce Zivota, pfipadné 1 déle, zejména Vv zimnim

obdobi'?.

30



Existuje téZ hypofosfatenicka kiivice (vdzand na chromozém X ¢i autozomalné
dominantni), kterd je zplisobend nadmérnymi ztratami fosforu moci v dusledku zvysené
tvorby fosfaturickych faktori (fosfatonint). V 1é¢b¢ se uplatiiuje suplementace fosforem a

kalcitriolem®:.

2.1.5.3 Pagetova kostni choroba

Pagetova choroba (neboli osteitis deformans, osteodystrophia deformans) je kostni
onemocnéni charakterizované poruchou remodelace kosti, pii které dochazi k nadmérné
kostni resorpci nasledované kompenzatorné zvySenou novotvorbou strukturalné

neplnohodnotné kosti*®.

V patofyziologii Pagetovy choroby hraje vyznamnou roli genetickd predispozice.
Pagetova choroba vykazuje familidrni vyskyt (vyskyt Vrodinach), je pirendsena
autosomalné dominantné; 15-30 % postizenych mé pozitivni rodinnou anamnézu této

choroby.

Pagetova choroba muze postihovat jednu kost (monostoticka forma 15 %), nebo
postihuje vice kosti (polyostotickd forma), pfipadné ,soustavu™ kosti. Postihuje obé&
pohlavi, vice muZze, vyjimecné byva diagnostikovana u mladych osob, nejcastéji u osob po
50. roce Zivota. Mnoho ptipadi probiha ziejmée subklinicky az symptomaticky. Choroba je
progredujici ve smyslu ,,vyvoje* ve stavajicich loziscich, jen vzacné vSak vznikaji nova
(raritné Cetnd) loziska u postizenych osob. Nejcastéji jsou postiZzeny péanev, patef, lebka a
tibie. Kosti hornich koncetin jsou postizeny méné Casto nez kosti dolnich koncetin, kosti
rukou a nohou jsou postizeny zcela vyjimecné. Zda se, ze u vétSiny pacientd je prubch
zcela asymptomaticky a choroba je zjisténa na zakladé nahodného zjisténi elevace
alkalické fosfatdzy nebo pii popisu rentgenového snimku, kdy jsou pfitomny typické

Znamky nemoci*!,

Klinické projevy onemocnéni vychazeji logicky z mista postizeni, tedy charakteru
anatomickych struktur, ale také z aktivity onemocnéni. Mezi typické zndmky onemocnéni
patii bolesti vV misté postizeni, a to V klidu i pfi pohybu, a zvySend teplota nad mistem
postizeni pii hypervaskularizaci tkan¢. Muze dojit k deformité — prohnuti kosti, ktera je
rozsahleji postizena, coz nasledné vede ke zkraceni kosti a napft. postizeni stereotypu chiize
a vzniku artrotickych zmén. Pfi postiZeni patefe se vyskytuji bolesti v zadech, které mohou

byt vysledkem lokdlni aktivity choroby a soucasné akcelerace degenerativnich zmén
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patete. Postizené obratle se zvétSuji a mohou byt pfi¢inou celé fady neurologickych
komplikaci. Mohou se objevovat paraparézy (Casto reagujici na 1écbu zakladniho

onemocnéni)41.

Fraktura kosti postizené nemoci, at’ jiz traumaticka nebo patologicka, je zavaznou
komplikaci. Problémem mize byt, vzhledem K vyznamné vaskularizaci postizené kostni
tkané, zdvazné krvaceni. K patologickym frakturdm dochézi ¢astéji v pripadech, kdy doslo
k maligni transformaci v dané lokalizaci diky nemoci. Mohou téz vznikat malé fraktury
V misté postizeni, které vSak byvaji symptomatické. Maligni transformace postizené kosti
je vzacnou komplikaci sincidenci niz§i nez 1 %. Histopatologicky jde nejcastéji
0 osteogenni sarkom (osteosarkom), vyjimeéné o fibrosarkom nebo chondrosarkom.

Prognéza u malignich komplikaci je §patna®’.

Zakladni 1écba nemoci je VsouCasné dobé zalozena na antiresorpcni terapii
(bisfosfonaty, kalcitonin), doplnéné substituci vapniku a vitaminu D. Dalsi
symptomatickou terapii jsou nesteroidni antirevmatika a analgetika, ortopedické a

protetické pomﬁcky41 .
2.1.6 Vliv stravy na kvalitu kosti

Strava je jednim z ovlivnitelnych rizikovych faktorti. Strava mize mit pozitivni
nebo negativni dopad na zdravi kosti. Piisobi na zménu struktury kosti, rychlost kostniho
metabolismu, na homeostazu vapniku a na dalsi mineralni prvky. Z hlediska prevence jsou
dilezité mineralni latky — vapnik, hoicik, fosfor, sodik, draslik, dale rizné stopové prvky a
vitaminy — D, E, K, C, B. Pfijem mineralQ i vitaminti mtZze byt ovlivnén riznymi typy diet

(vegetaridnstvi, atd.)z.

2.1.6.1 Mineralni latky ovliviiujici tvorbu kosti

Minerélni latky maji vliv na kostni zdravi. Jedna se zejména o vépnik, hoic¢ik,
fosfor, mangan, bor a dal$i. Tyto minerdlni latky ovliviiuji kostni zdravi, aktivuji
osteoblasty, zvySuji hustotu kostniho mineralu a podporuji aktivitu nékterych vitamint a

citlivost kostni tkané k n&kterym hormonéim. Jsou nezbytné pro zdravy riist a vyvin kostiZ.

Nedostatek mineralnich latek zpasobuje oslabeni a kiehkost kosti, coz vede
k CastéjsSimu vyskytu zlomenin. Nejvétsi vyznam pro kosti ma vapnik, ktery je nezbytny

pro jejich zdravy vyvin a rst. Nékteré mineraly ovlivituji kostni zdravi nepiimo, napt. bor
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ovlivitluje metabolismus vapniku, hoi¢iku, fosforu a vitaminu D, které jsou dileZzité pro

prevenci osteopordzy. Mineralni latky neplsobi pouze jako prevence vzniku kostniho

onemocnéni, ale usnadiiuji hojeni a snizuji dobu hojeni zlomenin®.

Calcium (vapnik) — je zékladni soudésti stavebniho materialu kosti®’. V t&le
zdravého ¢loveéka o hmotnosti 70 kg je asi 1,3 kg vapniku. Nejvice se ho
nachazi v kostech a zubech (99 %), poté v bunkach mékkych tkani (1 %) a
Vv extracelularni tekutiné (0,1 %). Téméf K zdvojnasobeni zasob vapniku
v kostech dochézi b&hem puberty®. Mnozstvi vapniku v organismu nezavisi
jen na piijmu, ale i na schopnosti vstfebavani vapniku Vv tenkém stieve.
Nejvétsi schopnost asorpce je v détstvi (pfiblizné 75 %) a s vékem klesa.

U dospélych se pohybuje mezi 30 az 60 %2

Magnesium (horcik) — tento prvek ovliviiuje zdravi kosti. 60 % hoiciku je
uskladnéno Vv kostech (v krystalové miizce apatitu), zbytek ve svalech a
jinych tkani. Hof¢ik aktivuje osteoblasty, zvysSuje hustotu kostniho
mineralu, aktivuje vitamin D a podporuje citlivost tkané k parathormonu a
aktivnimu vitaminu D. Dale podporuje transport vapniku z kosti do kosti a
vyrazné ovliviiuje kontraktilitu svaloviny. Slouzi jako prevence vzniku

kostniho onemocnéni a snizuje dobu hojeni zlomenin®®,

Phosphorus (fosfor) — Fosfor ve formé fosfata spole¢né s vapnikem tvoii
hlavni soucast kosti. Pfesuny fosfatl v organizmu jsou tzce spjaty
S pohybem vépniku. Hladina obou je regulovana vitaminem D. K poruchdm

vyvoje kosti dochazi v disledku snizeného piijmu fosforu potravouz.

2.1.6.2 Vitaminy ovliviiujici tvorbu kosti

Vitaminy ptsobi ptiznivé na tvorbu kosti a celkové kostni zdravi. Jedna se zejména

o vitamin D, K, C a vitaminy skupiny B. Tyto vitaminy podporuji kostni tvorbu, podili se

na ristu a obnové kosti. Reguluji obnovu kostni tkané, ovliviiuji vyvoj kostnich bunék a

maji vliv na vyvoj kolagenu. Vitaminy také podporuji €innost nékterych minerald a

pomahaji S jejich zabudovanim do kosti’.

Nejveétsi vyznam z hlediska prevence ma vitamin D. Vitamin K mé skoro stejnou

funkci v kostnim metabolismu jako vitamin D.
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Vitamin D — Chemicky hormon, ktery se vytvaii Vv téle. Je rozpustny
Vv tucich. Na rozdil od ostatnich vitamina se nedostava do téla jen exogenné.
V téle dochazi k jeho tvorbé plisobenim ultrafialového zafeni ze slune¢niho
svétla a vznikd ve dvou chemickych slou¢enindch. Prvni sloucenina vznika
z cholesterolu a jde o tzv. cholekalciferol, vitamin D3z. Druha sloucenina
vznikd z ergosterolu a jde o ergokalciferol, ktery je oznaCovan jako vitamin
D,. Vitamin D je jedinym vitaminem, ktery si lidsky organizmus dokéze
dobie vytvofit. Z cholesterolu vznika provitamin D a piisobenim UV zéieni
v kizi se méni na provitamin D3 (cholekalciferol). Z estrogenu se tvofi
stejnym zplsobem provitamin Dj. V jatrech a poté Vv ledvindch probihd
proces hydroxylace a je vytvofen ucinny vitamin D. Ten je 25x u¢innéjsi

nez jeho provitamin D?.

Vitamin C — vitamin rozpustny ve vodé. Je potfebny pro vyvoj kolagenu,
stimulaci osteoblasti a zlepSeni absorpce vapniku. Také je prokazan
pozitivni vztah na kostni objem. Hypovitamin6za se projevuje narusenim
stavby kosti. Dochazi ke krvacenim do kloubti a jejich deformacim.

Avitamindza zptsobuje otok kloubi, kiehkost kosti a svalovou atrofii®,

Vitamin K — ma dv¢ ptirozené se vyskytujici formy. Vitamin K; (fylochinon)
je produkovan rostlinami a vitamin K, (menachinon) je produkovan
bakteriemi. Muzeme se také setkat se syntetickym vitaminem Kj
(menadion), ktery se ptidava do zvifecich krmiv. V organizmu se z n€ho
vytvaii vitamin K, Vitamin K; pisobi pfedev§im V jatrech a slouzi ke
srazeni krve. Vitamin K; ma dulezitou roli v metabolismu a mineralizaci
kosti. Vitamin K zprostfedkovava karboxylaci kostniho  proteinu
osteokalcinu. Vysoké sérové koncentrace osteokalcinu a nizké sérové
koncentrace vitaminu K jsou spojeny s nizsi kostni denzitou a zvySenym
rizikem fraktury krcku stehenni kosti. Z toho vyplyva, ze zvySeny piijem

vitaminu K je spojen s niz§im rizikem zlomeniny kréku kosti stehenni?.

Vitamin Bg — Dbylo zjisténo, ze nedostatek vitaminu Bg zpisobuje
osteoporézu u krys. Uginek suplementace timto vitaminem se vysvétluje
jeho ucasti pfi enzymatickém zesiténi kolagennich vlaken, procesu, ktery

zvySuje pevnost pojivovych tkdni. Vitamin Bg také snizuje hladinu
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homocysteinu v krvi, o kterém se predpoklada, Ze brzdi syntézu kolagenu®
64,65

e Vitamin By, — ovliviiuje obsah kostniho mineralu a kostni denzitu. Studie
prokézaly, ze vitamin Bi» m4 vyznamny vliv na proliferaci osteoblasti.
Minimalni koncentrace vitaminu Bi, je nutnd pro pozitivni proliferaci
oseoblasti. Vitamin Bj, je zapojen do metabolismu homocysteinu.
Homocystein brani mineralizaci kosti a byl spojen S osteoporotickymi
zlomeninami u muzl a Zen nad 55 let. Homocystein je metabolit esencidlni
aminokyseliny methioninu. Vitaminy skupiny B maji zdsadni roli pfi

PP Do . 22,1165
snizovani oxidac¢niho procesu a metylaci riznych proteinit .

2.1.7 Homocystein a jeho vliv na kostni zdravi

Jak se zmifiuje V kapitole 2.1.5.1 a 2.1.6, kvalitu kostni tkané ovliviiuje fada
faktord. Jednim z velmi pravdépodobnych rizikovych faktord pro kostni zdravi je vysoka
hladina homocysteinu. Homocystein je aminokyselina, ktera vznika z methioninu
odstranénim termindlni C-methylové skupiny. Homocystein mliZze byt recyklovan zpét na
methionin nebo pfeménén na cystein. Metabolismus homocysteinu zavisi na hladinach
vitaminG Bg, B, B1, a rovnéZ také na koncentraci kyseliny listové v séru*?*"°. Vysoké
hladiny homocysteinu v krevnim séru souviseji s poruchami cévni morfologie, ztratou
antitrombotické funkce endotelu a se vznikem prokoagulacniho  prostiedi.
Hyperhomocysteinémie ma vztah ke kardiovaskularnim a neurodegenerativnim chorobam,

diabetu, trombdtickym staviim a Raynaudové fenomenu®*+4°.

U dospé€lych 0sob byla jiz opakované prokazana souvislost mezi vysokymi
hodnotami S-Hcy a nizkou BMD*"*2. Byly rovnéz dokumentovéany vysoké hodnoty S-HCy
u osteoporotickych postmenopauzalnich zen bez vztahu k hodnotdm BMD*. Byla téz
prokdzana souvislost mezi vysokymi hladinami S-Hcy zvySenym rizikem zlomeniny kycle

. , 1
u seniorské populace™.

Vzhledem k tomu, ze u déti jiz byla prokazana jasna souvislost mezi nizkou BMD a
vyskytem fraktur®®®, hyperhomocysteinémie mliZze znamenat vyznamny rizikovy faktor

pro kostni zdravi u détské populace.

Z hlediska patofyziologického je vztah osteopordzy u pacienti s vysokou hladinou

homocysteinu v séru vysvétlovan akumulaci homocysteinu v kosti, coz vede K ubytku
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traméité kostni tkand a zhorSeni mechanické odolnosti skeletu™. Homocystein téz
stimuluje osteoklastickou aktivitu®. Svij podil miZe téZ mit snizena metylani kapacita
kosti®. Z téchto poznatki vyplyva, Ze vysoké hladiny homocysteinu v séru zptisobuii
snizenou kostni denzitu. Snizena hodnota kostni denzity proti normalu ma signifikantni
vliv na biomechanické parametry kosti neboli pevnost, odolnost a pruznost. Riziko

poskozeni kosti (obvykle fraktura) je vyznamné vyssi pfi snizené kostni denzité.
2.1.8 Biomechanické vlastnosti kosti

Kost neni V pravém slova smyslu tkan, ale organ (¢i komplexni biomaterial), ktery
Zz mechanického hlediska vykazuje rizné mechanické vlastnosti podle své struktury,
lokality, sméru zatizeni, zatézové historie atd. U kosti plati zdkon minima-maxima, ktery
tika, ze struktura kosti je vybudovana S minimélnim mnozstvim materidlu pfi maximalni

pevnosti v daném sméru®.

Biomechanické vlastnosti kostni tkané jsou Vv prvni fadé dany kolagenovou matrici
a mineraly. Kolagenni vldkna odolavaji tahu, ale pro jiné zplsoby zatiZeni jsou poddajna.
Mineralni latky, pfedev§im kalcium ve formé& hydroxyapatitu, dodavaji kosti tvrdost a
kiehkost. Proto je demineralizovand kost mékka a poddajna. Deproteinizovana kost je

naopak tvrdé, kiehka a snese jen nizké zatizeni v tahu®.

Zakladnimi typy kosti jsou spongiozni kost a kompaktni kost, které se od sebe
vyrazn€é odliSuji jak strukturou, tak mechanickymi vlastnostmi. Reédlné kostni utvary
vykazuji vzdy kombinaci obou typu kostni tkans®. Kompaktni kosti tkan je nehomogenni,
anizotropni a nelinearné viskoelasticky biomaterial®. Bylo zjisténo, ze kompakta dlouhych
kosti snasi obrovské statické zatizeni Silou putisobici ve sméru jeji osy: humerus snese
zatizeni tithou odpovidajici hmotnosti asi 600 kg; femur asi 760 kg, ale tibie az 1350 kg40.
Spongidzni kost je zndma funkéné podminénou stavbou, kdy jsou tramecky vystavény tak,

T v ’ » ’ v 2
ze jejich smér souhlasi se smérem hlavnich napéti °,

Mechanické viastnosti kosti:

Vzhledem K principu remodelace kostni tkan¢ zavislém na mechanickém pisobeni
je kostni tkan nehomogenni (nema stejné rozlozeni hmoty v objemu) a anizotropni (rtizna
odezva na zatiZeni z riznych smérli). Zavislost mechanickych vlastnosti na sméru, kterym
pusobi vngjsi zatizeni, je znaCna. Pii zatizeni V podélném sméru kosti, mize byt mez

pevnosti az 10X vy$$i nez ve sméru radidlnim a tangencidlnim. Navic jes$té¢ zéalezi na
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zpusobu zatizeni. Obecné lze fici, Ze V tlaku je pevnost kosti nejvyssi, o tfetinu nizsi v tahu
a jen tietinova ve smyku. Dale, vzhledem Kk viskoelastickym vlastnostem kostni tkan¢,
zéavisi mechanické vlastnosti kosti na rychlosti deformace. S rychlosti deformace stoupa
mez pevnosti, elasticky modul a naopak klesa maximalni dovolena deformace a absorbuje

ur ot . 26
se vEtS1 mnozstvi energie” .

Zmeny mechanickych vlastnosti kostni tkane:

Vzhledem Kk neustalé remodelaci kostni tkan¢ na zakladé mechanické zpétné vazby
jsou jeji mechanické vlastnosti dany historii zatézovani. To znamend, ze pokud je organ
imobilizovan, sniZzuje se vyrazné jeho pevnost a poddajnost, a naopak opakovanym
zatéZzovanim S dostate¢nou intenzitou je mozné piedchazet poruchdm remodelace (napf.
osteoporoza) a S tim spojenym zvySenym rizikem zlomenin Vv disledku snizeni mechanické
pevnosti. S vékem se mechanické vlastnosti méni ve smyslu zvySovani pevnosti a
snizovani maximalni deformace. Celkové je kost starSi osoby schopna absorbovat mensi

mnozstvi deforma&ni energie v porovnani s mladym jedincem®.
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2.2 Mechanické chovani viskoelastickych téles

Mechanickym chovanim téles (v uz§im slova smyslu) rozumime relace mezi
deformujicimi silami a odpovidajicimi deformacemi. U homogennich téles je mechanické
chovani také mozné popsat relacemi mezi mechanickym napétim a relativni deformaci.
Jinymi slovy materidlovymi parametry. Viskoelasticita je reologickou vlastnosti materialu

a u téles je urcena vlastnostmi elastickymi a viskdznimi.

2.2.1 Reologické modely mechanického chovani

2.2.1.1 Klasicka reologie

Havranek™ uvadi, Ze reologie se konstituovala jako samostatny obor ve dvacatych
letech minulého stoleti, kdy Markus Reiner zacal uvefejiiovat své prace pozdé&ji shrnuté
pod nazvem Reologie v zakladnim kompendiu fyziky Handbuch der Physik (M. Reiner,
Rheology, v: Handbuch der Physik, Bd. VI Elastizitit und Plastizitdt, ed. S. Fligge,
Springer-Verlag, Berlin 1958) a v roce 1929 byla z iniciativy E. C. Binghama zalozena
americka reologicka spole¢nost The Society of Rheology, ktera okamzité zacala vydavat
casopis Journal of Rhelogy. Pti svém zaloZeni definovala spole¢nost reologii jako nauku o
deformaci a teceni latek. Tim byla konstituovana disciplina, ktera shrnuje snazeni
pocetnych védcii, mezi nimiz bylo i mnoho zvuénych jmen zndmych z jinych obori fyziky
(napt. Kelvin, Maxwell, Voigt, Poynting), ktefi si uvédomovali, Ze pifima imérnost mezi
napétim a deformaci, ktera je obsahem znamého Hookova zakona, nemuze pro fadu latek
byt ani pfibliznym vystizenim jejich mechanického — vnové zavadéném pojeti
reologického — chovani. Ukézalo se, ze klasicka teorie pruznosti a jeji odnoz technicka
pruznost, které slavily velké uspéchy pii popisu mechanického chovani tehdy nejbéznéji
uzivanych kovovych materiall, principidlné selhdvaji pfi popisu
takovych latek, jako jsou pryze, asfalty, tésta, klize apod.38 Z druhé

strany se ukazalo, Ze teCeni latek, jako jsou napf. med, malta, mazaci

vvvvvv

a lihu, které byly typickymi kapalinami, pro které plati klasicka

hydrodynamika. Pfi konstituovani reologie se ukazalo, Ze neni

vhodné striktné rozliSovat pevné latky a kapaliny, ale je vhodnéjsi

Obr. 5: Znak americké reologické spolecnosti

38



vvvvvv

vlastnosti kapalin, tedy jejich teceni. Z posledni uvahy vyjadfené teckym sloganem
mavre per (panta rei — vSechno tece) je odvozen i nazev nové discipliny — reologie. Heslo
mavra pet se objevuje 1 ve znaku americké reologické spole¢nosti, ktery je na Obr. 5.
Nadpis tohoto znéni ramuje presypaci hodiny, které symbolizuji univerzalnost toku. Pisek,

ktery odpocitava cCas, tece tizkym otvorem™.

Definice reologie, resp. definice toho, v co se reologic za priblizné osmdesat let své
existence vyvinula, je tato: ,,Reologic je materialova véda, kterd zkouma vztah mezi
napétim a deformaci v latkach nejriznéjsiho charakteru, pfi¢emz nevytvati ostrou hranici
mezi latkami pfevazné pevnymi a pievazné kapalnymi. Pro charakterizaci latek vytvari

modely slozené z elastickych, viskoznich a plastickych ¢lent 10 «

2.2.1.2 Linearné elasticka télesa

Tuhost charakterizuje schopnost materidlu odolavat plsobeni wvnéjSich sil.
Praktickou ptedstavou tuhosti miize byt obycejnd vinutd pruzina, kterd se po zatizeni

deformuje. Viskozitu Ize definovat jako pomér mezi tlakem v kapaliné€ a rychlosti jejiho

te¢eni nebo 1ze definovat také jako pomér plisobici sily a rychlosti deformace tlumice®.

Jiz v roce 1660 formuloval Robert Hooke vztah mezi silou F a deformaci AL u

pruzin®. Jedna se o nasledujici linearni zavislost (Obr. 6):
F=HAL,
kde H je konstanta pruziny neboli tuhost.

Tento tzv. Hooketiv zakon se doposud Casto pouziva pro popis mechanického

chovani tzv. linedrnég elastickych téles.
Casto se Hooketiv zakon také formuluje pomoci materialovych parametri takto:

o=E¢,

kde o je namahani (mechanické napéti), E je modul pruznosti, ¢ je relativni deformace.
V pifipadé namahani v tahu a tlaku se modul pruznosti oznacuje jako Youngliv modul. Je

nutno zduraznit, Ze vySe uvedené vztahy nejsou zcela ekvivalentni®.
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ﬁ F=HAL

Obr. 6: llustrace k Hookeové zdkonu

Hookelv zdkon Vsobé obsahuje samoziejmy piedpoklad, ze parametr H je
konstantni. Pfedpoklada se tedy, Ze nezavisi ani na velikosti deformace, ani na dynamice
zmén deformace ¢i frekvenci zatézovani. Tento predpoklad je u realnych téles splnén spise
vyjimecné. Podle Hookeova zakona se V pfijatelné mite chovaji napiiklad kovy, a to az do

meze imérnosti V pracovnim diagramu (linearni oblast v Obr. 7).

Dulezitou vlastnosti elastickych téles je jejich ,elastické” chovani. Elastickym
chovanim se rozumi skutecnost, ze pii opakovaném zatézovani nevznikd zadna trvala

deformace®.

Zavislost mezi napétim a deformaci v tahu

Mez pevnosti v tahu

mez kluzu

©Z pruznosti pretrzeni vzorku
Imez umérnosti

L-rovhomomerna
deformace

Obr. 7: Priklad pracovniho diagramu nebiologickych materialti, napt. oceli

2.2.1.3 Nelinearné elasticka télesa

S vyznamné nelinearnim chovanim se lze Casto setkat zejména u biologickych

struktur, tzn., ze biologické struktury maji obvykle nelinearni zavislost mezi silami a
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deformacemi. Problematika nelinearnich systémt je mnohem komplikovangjsi, nez
problematika systému linedrnich. Z praktického hlediska je dulezité, Ze i nelinearni
systémy je Casto mozné povazovat za priblizné linearni pro malé zmény namahani a
deformaci. Nelinearni systémy lze tedy casto povazovat za linedrni ,,po usecich® a pro

feSeni problematiky nelinearnich systémi vyuzit teorii systémii linearnich®.

Biologické struktury maji obvykle nelinearni zavislost mezi silami a deformacemi.
Hooketliv zakon u nich v piivodné formulovaném znéni nelze aplikovat. Obvykle je vSak
mozné piedpokladat, Ze chovani je ,,po Castech linearni a tedy linearizovatelné pro malé

zmény sil a deformaci. Hooketiv zakon pak plati v této podob&®:
AF=H_ AL.

V diferencidlni formé:
dF=H_,dL.

Diferencialni tuhost Hp je smérnice K pracovnimu diagramu pro jistou hodnotu ustalené

sily.

Podobné je moZné vychéazet z materidlovych parametri:
Ao=E, Ag¢,

respektive:

do=E, de.

Obr. 8: Priklad pracovniho diagramu biologickych materialii — sténa aorty

41



Vyse uvedeny popis jak linedrné elastickych, tak po ¢astech linearnich elastickych
mechanickych systému v sob¢ implicitné obsahuje piedpoklad, Ze parametry systému (H i
Hp) jsou nezavislé na dynamice zmén sil a deformaci. Protoze tomu tak Vv realit¢ neni,
jedna se o pouze modely, jejichz chovani se od chovani realnych téles pifi dynamickém
zatézovani vice ¢i méné lisi. Vyplyva z toho zavér, ze elasticky popis charakterizuje

¥ v . 1s . ;w3 .56
dostatecné uplné pouze statické chovani téles™".

2.2.1.4 Reologické modely linearné viskoelastickych téles

Teprve v devatenactém stoleti se zacaly objevovat prace popisujici dynamické
chovani téles®. Jinymi slovy, zaGala se studovat viskoelasticita t&les a materiald.
Viskoelasticita je vlastnost materidli (a téles), které maji nejen elastické vlastnosti, ale 1
vlastnosti viskozni. Vznikla fada tzv. reologickych modelt, spocivajicich v kombinaci

zékladnich reologickych t&les®.

Zakladni reologickd télesa — Hokeovo a Newtonovo téleso

Obr. 9: Hookeovo teleso — reologickym symbolem je stylizovana pruzina

Obr. 10: Newtonovo téleso — reologickym symbolem je stylizovany pist

Hookeovo ¢ili elastické téleso se chova v souladu s Hookeovym zakonem (vztah
H.L=F). Zavislost mezi silami a deformacemi je linedrni. Sila F zplisobi v Hookeové telese
deformaci L. Newtonovo cili viskozni téleso se chova podobné jako newtonovska

kapalina®.
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Vztah mezi silou a deformaci je nésledujici:
F=N % ,
dt
kde N je Newtonuv koeficient a je konstantni.
Mechanické chovani Newtonova télesa pii namahani v tahu se ¢asto vyjadiuje
formou materidlovych konstant takto:

ds
dt

O =1\

kde o je normalové napéti, nn je ,,normalova® viskozita, ¢ je relativni prodlouZeni®.

Reologické modely

Klasické¢ reologické modely jsou tvofeny kombinacemi Hookeovych a
Newtonovych ¢lenti. Zejména pii rychlych zménach zatézovani se chovani kteréhokoli
reologického modelu vyznamné 1isi od reality, protoze chovani redlnych téles je ovlivnéno
1 setrvacnymi silami. K odstranéni tohoto nedostatku je tfeba klasické modely doplnit jesté
setrvaénymi ¢leny. V nasledujicim textu jsou uvedeny zakladni typy modelti mechanického

chovani viskoelastickych t&les®.

Je nutno zdlraznit, Ze tyto modely jsou linearni v tom smyslu, Ze odpovidajici
diferencialni rovnice, popisujici vztahy mezi silami a deformacemi, je linearni. Redlna
télesa se pii opakovaném zatéZovani chovaji zpravidla jako linedrni ¢i po ¢astech linearni
systémy. Podstatné nelinearnim chovanim (napiiklad Binghamovym modelem) se proto
nebudeme zabyvat®.

Kombinaci Hookeovych a Newtonovych téles Ize ziskat rizné slozité modely. Mezi

jednoduché modely patii model Voightliv ¢i Maxwelliv.

Voigtiiv model

Fn

Obr. 11: Voigttiv model (Kelvinovo téleso)

FEXT
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Voigtiiv model je tvofen ,,paralelni* kombinaci Hookeova a Newtonova télesa. Nebere
vuvahu vliv setrvaénych sil. Ob¢ zakladni télesa se deformuji stejnym zplisobem

(deformace je spolecna). Celkova deformujici sila je rovna souctu sil u obou t&les®:

Fo-HL+NIE
dt

S pouzitim materidlovych parametrt pfiblizné:

0=E5+77E

dt
Maxwelluv model

F

A A

N F
L-L,
L
_ v

F §
H L,

e

Obr. 12: Maxwelliiv model

Maxwelliv model je tvofen ,,sériovou‘ kombinaci Hookeova a Newtonova télesa. Na

ob¢ télesa piisobi shodné sily. Celkova deformace je rovna souctu deformaci obou t&les®

F 1

L:ﬁ+ﬁjpm.

Generalizovany Voigtuv model

Tento model je tvofen ,,sériovou kombinaci jednotlivych Voightovych modeli.

Vysledna celkova deformace je rovna souctu jednotlivych deformaci®®.
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Ny N, Ni

Obr. 13: Generalizovany Voigtav model

Kombinované reologické modely

Kombinované reologické modely jsou tvofeny ruznymi kombinacemi
jednoduchych reologickych modeld, napf. Voightova a Maxwellova modelu s pfidanim
setrvaéného clenu. Nekteré kombinované reologické modely pro ndzornost jsou uvedeny
nize.

Ctyfprvkovy model

Ctyiprvkovy model (neboli Four-element model) je tvofen ,.sériovou” kombinaci
Maxwellova a Voightova modelu®®. Tento model se Gasto vyuzivé k jednoduchému popisu

viskoelastickych deformaci polymera?”.

Hi

§ 2 N2

N3

Obr. 14: Ctyiprvkovy model*®
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Zeneruv model

DalSim reologickym modelem je Zenertiv model. Jedna se o model tvofeny ,,sériovou

a paralelni” kombinaci tii prvkﬁ13.

Hi NI

AN
W

H2

Obr. 15: Zenertiv model®

Reologické modely doplnéné o vliv setrvaénvch sil

Klasické reologické modely neberou v uvahu vliv setrvaénych sil. Implicitné se
pfedpokladd, ze setrvacné sily lze povaZovat za zanedbatelné proti sildm elastickym a
viskéznim. Setrvacné sily vsak rostou se ¢tvercem frekvence deformace. Pii rychlych
zméndch zatéZzovani (pii vysokych frekvencich) prestdvaji byt zanedbatelné. Plati to

zejména u kosti, a zcela obecné, u struktur spojenych s dalSim télesem o velké hmotnosti®.

Klasické reologické modely je proto nutné doplnit o setrvaény c¢len.

Obr. 16: Symbol setrva¢ného ¢lenu

Vztah mezi silou a deformaci u setrvacného ¢lenu je nasledujici:
d’L

F=M
dt? -
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Voigtiiv model se setrvaénym ¢lenem

N
H

Fexr | Fu
Fu [ M

Obr. 17: Voigtuv model se setrvaénym ¢lenem

Voigtliv model se setrvaénym ¢lenem je tvofen ,,paralelni® kombinaci Hookeova,
Newtonova a setrvaéného télesa. VSechna zdkladni télesa se deformuji stejnym zpiisobem

(deformace je spole¢nd). Celkova deformujici sila je rovna souctu sil u vsech téles.

A%

Maxwelluv model se setrvaénym ¢lenem

l F
F1 N F,

L-Ly

L1

Obr. 18: Maxwelliv model se setrvaénym ¢lenem
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Univerzilni model mechanického chovani linearné viskoelastickych téles

N N, Ni

__________________________ AN,

Obr. 19: Univerzalni model mechanického chovani linearné viskoelastickych téles

Univerzalni model mechanického chovani linearné viskoelastickych téles (sériova
kombinace Voigtovych ¢lent doplnénych paralelni setrvac¢nosti) odpovida svym chovanim

, ’ . .7 ’ . . . 4 W . . I 5.
zékladni diferencialni rovnici pro linearné viskoelasticka télesa”:

n m
a,y+ . ayP=byx+> b x™.
=1 m=1

Parametry H, N a M jsou v piipad¢ linearnich systémi konstanty.

Pokud se viskoelastické téleso chova linearné jen po Castech, lze z predchozi
rovnice dospét ke stejné struktufe, ale parametry H, N a M jsou zavislé na frekvenci a na

pfedpétis.

Principidlni nedostatky reologickych modelu

Hlavnim nedostatkem je ptedpoklad linearniho chovani jednotlivych zakladnich
téles. DalSim problémem je, Ze reologické modely predpokladaji, Ze parametry je moZno
soustfedit do nékolika malo zakladnich téles. V realité jsou parametry rozloZeny Vv celém
objemu t€lesa. Tento problém se projevuje u téles s délkou vétsi ¢i srovnatelnou s vinovou
délkou mechanické viny. U biologickych struktur tento problém odpada, vzhledem k tomu,

ze jejich délka je v realnych situacich mnohem mensi nez vinové délka mechanické Vlny5.

Z praktického hlediska je zavazné, ze u zkoumanych struktur nelze pfedem mit
informace o struktufe adekvatniho modelu ani o mife linearity modelt. Identifikace

struktury reologického modelu je vzdy problematicka®.

V soucasné dobé se proto hledaji vhodné&jsi metody popisu viskoelasticity, tedy

popisu dynamického chovéni téles a materialt. Tyto metody vychazeji z konstitutivnich
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diferencialnich rovnic a vyuzivaji metodu jejich feSeni pomoci Laplaceovy nebo

Fourierovy transformace®.
2.2.2 Dynamické chovani viskoelastickych téles

Dynamické namahéni redlnych téles je vzdy provazeno urcitymi ztratami energie.
Nazorné se tato skutecnost projevuje tim, ze vlastni kmity i zdanlive elastickych téles jsou
vzdy do jist¢ miry tlumené. V popisu zavislosti mezi silami a deformacemi se ztraty
energie projevuji existenci viskézni slozky chovani. D4 se tedy konstatovat, ze vSechna
realna télesa jsou do jisté miry télesa viskoelasticka. V praxi se za viskoelasticka télesa
povazuji télesa V situaci, kdy viskézni slozka mechanického chovani neni zanedbatelna

proti slozce elastické a setrvacné®.

2.2.2.1 Zakladni diferencialni rovnice pro linearni viskoelastické systémy

—> T —>
X () y®
namahani deformace
transformace

Obr. 20: llustrace k zakladni rovnici pro popis linearnich mechanickych systémi

U linearnich systémt je transformace T mezi namahdnim a deformaci dana linearni
diferencialni rovnici s konstantnimi koeficienty. Rovnice, kterd popisuje vztahy mezi

vstupem a vystupem, ma nasledujici tvar:

n m
a,y+ > ayV=byx+> bx™
1=1 m=1

kde a a b jsou koeficienty, | a m jsou stupné derivace, X je vstupni veli¢ina (sila ¢i

mechanické napéti), y je vystupni veliCina (absolutni ¢i relativni deformace) .
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Vyse uvedend rovnice predstavuje uplnou informaci o dynamickém chovani
linearnich systémti a umoznhuje i feSeni inverzniho problému. Neposkytuje vSak
jednoduchy a nazorny prostiedek khodnoceni dynamického chovani ani K feSeni

inverzniho problému®.

Princip superposice

U linearnich systémi vyplyva z rovnice tzv. princip superposice, ktery vyznamné
zjednodusuje fadu odvozeni a vypocti. Podle tohoto principu je celkova odezva vystupni
veli¢iny na vice vstupnich veli¢in dédna sou¢tem odezev na jednotlivé vstupni veli¢iny

samostatng’.
Plati:

Y (X X +.) =Y () +Y (%) +.o
kde y je vystupni veli¢ina (odezva), X je vstupni veli¢ina (stimul).

V mechanice linearnich systému tedy plati, Zze vysledna deformacni odezva na vice

SN . oy - v v 7 . P r1. 7. 76
namahani (sil, tlaki) je soucet deformacnich odezev na jednotlivd naméhani".

Odvozené velifiny

Operdatorovd dynamicka tuhost T'(p) Jje pomér Laplaceovych obrazi sily F(p) a

deformace L (p)

r(p)=r b

Operatorova dynamicka tuhost i prvka spojenych se spole¢nou silou (tzv. sériové spojeni)

se vypocte: ®
E
1—‘CS i 1—‘i

Operatorova dynamicka tuhost i prvka spojenych se spole¢nou deformaci (tzv. paralelni

spojeni) se Vypoétea:

FCP:ZE.
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Dynamicka tuhost G (iw), nékdy oznacovana také jako komplexni dynamicka tuhost, je

pomér Fourierovych obrazi sily F(iw) a deformace L (iw) °:

F(iw)

Gliw)=-——= i)

Absolutni hodnota dynamické tuhosti je
G(w)|=Re* +Im* ,

kde Re je realna ¢ast dynamické tuhosti a Im je imaginarni ¢ast dynamické tuhosti.

Dynamicka tuhost n prvki spojenych spoleénou silou (tzv. sériové spojeni) se vypocte®:

GCS(ia)):Zl:Gj(iw) '

Dynamicka tuhost j prvkd spojenych spole¢nou deformaci (tzv. paraleleni spojeni) se

VypoéteGZ
Gep (i) :zGi (i) .
j

Vyse uvedené veliCiny popisuji chovani téles jako celku. Pro materidly se pouzivaji
nasledujici veli¢iny.
Operatorovy modul pruznosti E(p) je pomér Laplaceovych obrazi ¢ (p) napéti a relativni

deformace ¢ (p)

(p)_G(p)

£(p)

Komplexni modul pruznosti E (iw) je pomér fazort o (iw) napéti a relativni deformace ¢
(i)

o(iw)
- slio)

E(iw)=

Imaginarni slozka komplexniho modulu pruznosti se nazyva loss modulus E_

(ztratovy modul) a vyjadfuje relativni ¢ast energie, ktera se pii zatézovani harmonickym
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mechanickym namahanim o frekvenci w pfeméni Vv teplo. Pro disipativni energii plyne
vztah®:

o)

E. =|—|sing,

&

kde thel ¢ je fAzovy posun mezi harmonickymi prub€hy napéti a relativni deformace.

Plati také:

O

E.=—sing,
&o
kde oo a & jsou amplitudy harmonickych prib&hi napéti a deformace®.

Realna cast komplexniho modulu pruznosti se nazyva storage modulus Eg
(konzervativni modul), ktery vyjadiuje konzervativni energii, ktera se transformuje mezi

elastickou a setrvacnou slozku energie bez ztrat.

Plati, analogicky jako u ztratového modulu®:

E :‘Z Cos @,
£
a také
Es =20 cos Q.
€o
A
imaginarni osa
E(iw) | d=|E (iw)” E (io)
Q < : >
Es (iw) realna osa

Obr. 21: Komplexni modul pruznosti
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2.2.2.2 Disipace energie u viskoelastickych téles

T¢leso je mechanicka soustava, obsahujici jistou vnitini energii U. Tato vnitini
energie je principialné tvofena veskerou energii obsazenou V télese. Pokud je do soustavy

vnesena energie E, pak podle zakona o zachovani energie plati®:

OE=dU -ow ,

kde oW je mechanicka prace vykonana soustavou.
Pro mechanickou praci plati:

oW =padVv,

kde V je objem soustavy.

Mechanickd prace W maé disipativni charakter a odpovida energetickym ztratam
béhem deformacniho déje. U viskoelastickych téles je za disipaci energie zodpoveédna
viskozni slozka chovani télesa. Konzervativni slozka obsahuje energii pohybovou a energii
elastickou. Dals$i formy vnitini energie povazujeme béhem deformacniho déje za neménné.
U izolovaného télesa bez disipativnich ztrat (u elastického télesa) zlstava b&hem
deformaéniho déje konzervativni energie V télese uchovana. Konzervativni energie miize

byt u télesa spojeného s dal§imi strukturami preddvana dale do navazujicich struktur®.

E )
1—1/ E,—E,=W

deformace L

y
A\ 4

SRR CEE R

Obr. 22: llustrace k vysvétleni vztahi mezi konzervativni a disipativni energii

Pokud je do télesa vlozena energie Ej, rozd€li se na zménu vnitini energie télesa W
a na energii predanou navazujicim strukturam a na praci vykonanou télesem E, (Obr. 22).
V dalSich tivahach budeme predpokladat, ze sily a deformace maji Vv télese stejny smér

(jednoosé namahani) °,
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Disipativni energie odpovida praci vykonané télesem pti pohybu. Je dana skalarnim
souc¢inem vektoru sily (F) a drahy (l). Pfi posunuti télesa podél elementarni drahy dl,

dostavame pro elementarni praci vztah®

dw=F.dl.

2.2.2.3 Tlumeni sil a deformaci v soustavach viskoelastickych téles

V biomechanice se Casto setkdvame se situaci, kdy dvé nebo vice viskoelastickych
struktur jsou ve vzajemném kontaktu. Pokud jsou tyto struktury namahany dynamicky,
zmeény sil 1 deformaci se §ifi podél téchto struktur kone¢nou rychlosti s nezanedbatelnym
utlumem. Na kontaktu struktur s rozdilnymi mechanickymi vlastnostmi dochézi ke vzniku

dodate¢nych namahani. Tyto jevy ovliviiuji riziko poruseni téchto struktur®,

Disipace energie vede k tlumeni tlakti i deformaci. Pokud mame ty¢ z homogenniho
materialu, pevné ukotvenou v bodé¢ 2 (Obr. 23), na kterou pasobi v bod¢ 1 sila F;, pak se
v mist¢ ukotveni objevi sila F, S jistym zpozdénim a jistym utlumem. Sily a deformace
V mistech uvnitf ty¢e jsou mezi hodnotami pro tyto krajni body. V ptipadé, Ze tyC je
relativné kratka, pak je sila F1 = F,, protoZe ¢asové zpozdéni a Gtlum jsou zanedbatelné.

Pokud je ty¢€ v bodé€ 2 pevné ukotvena, je deformace v bod¢ 2 nulova®.

bod 2 - upevnéni

bod 1- piisobists sily

Obr. 23: Sily a deformace podél pevné ukotvené tyce
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Utlum sil a deformaci Ize provést na zékladé znalosti dynamickych tuhosti.

navazujic{ struktury G(iw)2s
G(iw)13
sila nebo deformace v bodé 2 I «]---- bod2
viskoelast{ckeé téleso
Gliw)
sila nebo deformace v bodé lI g----- bodl___Y¥

Obr. 24: Utlum ve viskoelastickych strukturach

V celé struktute (viskoelastické téleso plus navazujici struktury) podle Obr. 24
dochazi k disipaci energie. V nas$i situaci je energie N13, ztracena Vv celé struktufe za

jednotku asu, dana vztahem popisujicim situaci v bodg 1°:

le_

kde F1 je amplituda deformujici sily v bod¢ 1, a I, je amplituda deformace v bodé 1, ¢13 je

fazovy posun mezi pribéhem sily a deformace. Vzhledem K tomu, Ze pro dynamickou

Fio)

1

tuhost plati G,;(iw)= i 1ze ptedchozi vztah lze déle uprav1t

2

N=o———sing,

2\ 13
Pro energii ztracenou mezi body 2 a 3 (energie ztracena Vv navazujicich strukturach) plati
analogicky®:

2

Ny =0 —~—sing,,

Z\GZS\

kde F2 je amplituda deformacni sily v bod¢ 2.
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Pro energii ztracenou mezi body 1 a 2 (energie ztracend Vv t&lese) plati op&t analogicky®:

_ 2
INGELN

N, = Z‘Glz‘ sing,,

Jazarovenplati: =N+ Nog,

2.2.2.4 ReSeni inverzniho problému

Ve svém celku je problematika feseni inverzniho problému velmi rozsahla. V dané
situaci se jednd o vybér (identifikaci) nejvhodnéjsiho modelu a vypocet jeho parametrt
u linearnich a po Castech linearnich systému. Tato oblast je jiz teoreticky dobfe zvladnuta,
ptesto jeji praktickd aplikace neni trividlni. VyZaduje pfedevsim peclivou analyzu platnosti
predpokladii, na nichz jsou pouzivané modely zalozeny, déle je tfeba vychazet ze spravné
provedenych a spolehlivych méteni. Podminkou sine qua non je dostupnost vhodné méfici

aparatury®.

Pokud je mozno pouzit modely se soustfedénymi parametry, znamend to podstatné
zjednoduseni problematiky feSeni inverzniho problému. Viskoelasticka télesa v této situaci
se povazuji za systémy sloZené z kombinaci tii zékladnich reologickych typi t&les. Reseni

inverzniho problému vychazi zpravidla z méfeni vhodné vybranych charakteristik®.

Identifikace modelu a vypocet parametru — frekvenéni charakteristiky

Znalost frekven¢ni charakteristiky je mimotadné diillezita pro urceni deformacni
reakce daného télesa ¢i materidlu pro libovolny pribéh deformujici sily, pro vypocty
energetickych ztrat, mechanické impedance apod. Je-li zndma amplitudova frekvencni
charakteristika pro dostate¢ny pocet frekvenci, lze tyto a podobné problémy relativné
snadno fesit’.

Po praktické strance je vSak pifimé méfeni frekvencnich charakteristik
mechanickych systéml pro vétsi pocet frekvenci obtizné, drahé a Casto 1 malo presné.
Pokud to situace umoznuje, je proto vyhodnéjsi urcit nejprve dynamickou tuhost nebo
komplexni modul pruznosti zjinych charakteristik, a frekvenc¢ni charakteristiku pak

dopoéitat6.
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2.2.3 Dynamicka pevnost viskoelastickych téles

Riziko poruseni celistvosti kosti (mimo jiné také fraktur) roste s vékem a souvisi
s fadou onemocnéni. Zv1asté vyznamna je tato problematika u kosti. Dynamickd pevnost

t&les souvisi s jejich mechanickymi vlastnostmi, tedy i s viskoelasticitou®.

Riziko poruchy (lom, prasknuti, poSkozeni) se obvykle hodnoti podle meze
pevnosti. Tyto meze jsou vSak popsany pouze pii jednorazovém zatizeni. V redlnych
podminkach zatézovani biologickych materidlii jsou vSak struktury (vCetné kosti)
zatézovany v mnoha cyklech. K poruse mtze dojit i pfi mensim namahani nez je mez
pevnosti. V podstaté nesmi byt zatéZovani vétsi, nez je mez elasticity, tedy nesmi pfi

—_ N ST . 5
cyklickém zatéZovani vznikat Zadn4 trvala deformace”.

Protoze kvantitativni popis vztahu mezi viskoelasticitou a dynamickou pevnosti nebyl

dosud v dostupné literatuie uspokojivé popsan, je této problematice vénovana podrobnéji

rowr

nasledujici ¢ast prace’.

Pevnost pri statickém namahani

Strain-stress

0,9
0,8 o ®
[ ]

0.7 ® mez pevnosti

0,6 .

0,5 °

0,4 -

03 o

0,2

0,1

0 . T T ‘ 1

0 0,1 0,2 0,3 0,4

° limitni deformace

Obr. 25: Priklad pracovniho diagramu viskoelastického télesa

Tradi¢né se pevnost materialii urcuje na zakladé meéteni tzv. pracovnich diagrami
(strain-stress curves). Pii méfeni se téleso zatézuje postupné se zvysujici silou az do
okamziku, kdy se porusi celistvost télesa. Méfeni by méla byt provadéna Vv ustalenych

stavech, tedy po doznéni prechodového déje. Optimalné by se namahani mélo nastavit na
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hodnotu odpovidajici méfenému bodu Vv pracovnim diagramu. Odpovidajici deformace by
se méla méfit az po jejim ustaleni. Mozny je i opacny postup, kdy se primarné nastavi
zvolena deformace a po ustaleni procesu se ur¢i namahani. V technické praxi se u ,,téméi“
elastickych téles, jako jsou napt. kovy, métfeni Casto provadi tak, Ze naméhani linearné a
pomalu roste a prubézné¢ se méti deformace. Piipadné opét je mozno linedrné a zvolna

v . v [ PR 1. z..r5
zvySovat deformaci a urovat odpovidajici naméahani”.

V ptipad¢ viskoelastickych téles méfeni pracovnich diagramt na zakladé linearniho
zvySovani namahani (¢i deformace) neni vhodné. Vliv viskozni slozky mechanického
chovani muze vést Kk nespravnym vysledktim, protoZze neni jasné, zda bylo dosaZzeno

ustaleného stavu®.

Strukturalni pohled na procesy provazejici destrukci téles ukazuje na vyznam
limitni deformace. K poruseni celistvosti dochdzi zifejmé tehdy, kdyz deformace nabude
takové velikosti, ze vazby uvnitf télesa piestanou pusobit. Kratkodobé piisobeni sily i nad

Mezi pevnosti nemusi vést k poruseni celistvosti télesa’.

Cisté statické namahani je Vv biomechanice vyjimeény jev. Napiiklad fraktury
obvykle nastavaji v disledku dynamického zatéZovani. V technické praxi se dynamicka
pevnost Casto posuzuje na zakladé néarazovych (impaktovych) testd. Princip spociva
Vv porovnani velikosti energie pii narazu, kterou je téleso schopno pohltit bez poruseni
celistvosti. Hlubsi pohled na tuto metodu ukazuje, Ze schopnost téles pohltit energii pfi

narazu souvisi s viskoelastickymi vlastnostmi materiald”.

V biomechanice jsou klasické ndrazové testy prakticky nepouzitelné. Je vSak
mozné popsat souvislost mezi dynamickou pevnosti a viskoelastickymi vlastnostmi téles.
ProtoZe mechanické chovani biologickych viskoelastickych struktur je nelinearni, je uplné
obecné feSeni této problematiky velmi obtiZzné. Nezbytna je znalost popisu nelinearni
viskoelasticity a vyuziti pocitacového modelovani. Nicméné pro zdkladni odhad miize

s usp€chem poslouzit 1 pouziti jednoduchych linearnich reologickych modelt®.
2.2.4 Dynamicka pevnost téles chovajicich se podle Voigtova modelu

Dle Delteru® je mozno odolnost tles proti poruSeni pii dynamickém zat&Zovéni
odhadnout na zakladé nasledujici analyzy. Voigtiiv model je ¢asto pouzivana aproximace
viskoelastického chovani biologickych struktur. Popis Voigtova modelu a analyza jeho

pouzitelnosti jsou uvedeny V ¢asti 2.2.1.4.
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Obr. 26: Kiivka toku Voigtova modelu namahaného impulsem (A+B)

Pokud je t€leso namahano obdélnikovym impulsem (Obr. 26-A), Voigtovo téleso
ma prubéh deformace (Obr. 26-B).

Je ziejmé, ze i v ptipadé, kdy je velikost obdélnikového impulsu nad mez pevnosti
a nad limitni mez deformace, k poruse nedojde okamzité. Pokud se plisobeni sily pierusi
pied dosazenim limitni deformace, k poruseni nedojde. Kvantitativni popis toho jevu

nasleduje’.
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Pribéh deformace na vstupni hranu impulsu sily je

LO-Fa-e )

=—(1—¢e )
H

Pti namahani tyce v tahu plati:

a:g , kde S je plocha prufezu tyce, g:LL , kde Ly je klidova délka tyce.
0

Plati také:

E

g(t)zg(l— e ).

Pokud ze statickych méfeni je znama limitni deformace Lyax a pokud je sila impulsu F, pak

Ize urcit nejdelsi dobu trvani impulsu, aniz by doslo k poruseni télesa.

Deformace statickd Lo odpovida dobé trvani obdélnikového impulsu rostoucim nade

viechny meze®.

Odvozeni nekterych dulezZitych vztahii:

H H

F _ﬁ'tmax _ﬁ'tmax
Lmaxzﬁ.(l—e ), L.,=L,.(1—e ),
F N F
L=—, t =—.In(————),
° H ™ H (F+HLmax)
L
a také 1 :ﬂ In 0

™H L+l

Interpretace vy3e uvedenych vztahii vak neni snadna”.

v

Prehlednéjsi je vyjadieni ,,odolnosti* proti poruSeni vV dynamickém zatéZovani tak,
7e se porovnava teoreticka deformace v ustaleném stavu (Lo) S deformaci dosazenou na
konci zatézovani obdélnikovym impulsem (Lyax). Deformace Lmax je vzdy mensi nez

deformace Lo°:

—_e N o T hmx _ o TNt
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Relativni zvySeni odolnosti je dano vztahem:

Relativni zvyseni odolnosti v procentech:

H
—.t
N max

K (%)=100. e

v

Ptehledné;jsi interpretaci poskytuje vyjadieni v logaritmickém méftitku, které se oznaci jako

koeficient odolnosti k:

k=InK(%) , k=2,7—%t

max *

Cim je vétsi koeficient k, tim je vétsi odolnost proti poruseni celistvosti t&lesa.

Pro ilustraci nasleduje grafické znazornéni vlivu jednotlivych parametrti (H, N, tnax) Na

koeficient k°.

Koeficient odolnostina H
pro N =100 N/s
t=1ms
4
2 2
L 4
L J
O ’ ’ T 1
* & 500000 1000000
2 *
3
L 4
L J
-4 L 3
L 3
2 2
2 2
6 73
¢ L 4
L 4
-8

Graf 1: Zavislost koeficientu odolnosti (k) na H
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Koeficient odolnostina N
proH=1MN/m
t=1ms
4,00
2,00 ‘—‘—.—0—0—0—0—0—0—0—
0""’
0,00 ® : . . .
0 ® 500 1000 1500 2000 2500

-2,00 *

-4,00

-6,00

L 2
-8,00

Graf 2: Zavislost koeficientu odolnosti (k) na N

Koeficient odolnosti na délce impulsu
proH=1MN/m
N =1kN/s
3,00
250 —2 o
*e
*
2,00 &
*e
*
1,50 *—
.
¢
1,00 * g .
.
0,50 Q_‘
*
0,00 T T T T 1
0 0,005 0,01 0,015 0,02 0,025

Graf 3: Zavislost koeficientu odolnosti (k) na délce impulsu
1) Viskozni slozka zvySuje odolnost proti poruseni.
2) Tuhost snizuje odolnost proti poruSeni.

3) Doba trvani impulsu snizuje odolnost proti poruseni. Cim krat§i impuls, tim v&tsi

odolnost (vyjadiuje se pomoci poméru N/H = &asové konstanta)®.
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Dynamicka pevnost téles obecné

Redln¢ se télesa chovaji S veétsSimi ¢i1 mensimi odchylkami proti Voigtovu modelu.
U biologickych struktur je mechanické chovani zpravidla vyznamné nelinearni. Re$eni
nelze odvodit jednoduSe analyticky a je mozné jen na zakladé¢ znalosti nelinearné
viskézniho chovéni a je nutné pouzit matematickych modeli a numerickych metod ve

spojeni S vypocetni technikou.

Kvalitativni zaveéry plynouci z Voigtova modelu Ize vsak pro orientacni tivahy pouiit‘r’.
2.2.5 Pristroje pro dynamicka méreni

Pro dynamicka méfeni se pouzivaji piistroje:

e DMA (Dynamical Mechanical Analyzer)

e RMA (Rezonance Mechanical Analyzer)

2.2.5.1 Pristroje pro dynamicka méreni —- DMA

Pfistroje pro dynamicka méfeni — DMA — jsou soucasti vyrobniho programu
prednich svétovych vyrobct testovacich ptistrojii a nabizeji Sirokou variabilitu typi méteni
a oborového pouziti, vyrobci nabizeji modely stolni 1 volné stojici, pro rozsahla méteni
jsou k dispozici celé soustavy méficich aparatur tak, aby bylo mozné méfit velké soubory
vzorkll S maximalnim vyuZitim automatizace. Standardem je automatické fizeni a velka

variabilita ve vyhodnocovani ziskanych dat pomoci firemnich softwarti®.

U pfistroji typu DMA pifedniho vyrobce firmy Perkin Elmer (USA) existuje cela
fada variant pfistrojli, véetné kompaktnich modeld. Testovani vzorkll je moZzné provadét
v kontrolovaném prostiedi (teplota, vlhkost) a souCasn¢ se stanovenim mechanickych

vlastnosti je tak mozné ziskat dopliujici informace o deformacich, inavé materialu atd®.
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Obr. 27: Kompaktni univerzalni ptistroj DMA firmy Perkin Elmer

2.2.5.2 Pristroje pro dynamicka méreni - RMA

Ptistroj vyvinuty na farmaceutické fakult¢ — DELTER Ize pouzit pro dynamicka
métfeni — RMA. Z méfeni a nésledné analyzy rezonanéni kiivky i pribéhu vlastnich kmiti
lze dospét k dilezitym informacim o viskoelastickych parametrech mechanické soustavy.
Na tomto principu je napftiklad zalozena metodika popisovana v normé CSN ISO 6721-3
(Ohybové kmity — Metoda rezonan¢ni kfivky)zz. Jedna se o ptesnou, citlivou a levnou
metodiku méfeni mechanického chovani viskoelastickych téles, v tomto ptipadé kosti pii

. r v ;75
dynamickém zatézovani ”.

Mechanicka rezonance

Pojem mechanicka rezonance je klasicky definovan jako stav, kdy amplituda
ustaleného vynucené¢ho kmitani (rezonan¢ni kiivka) dosahuje maxima. Tomuto stavu
odpovida rezonancni frekvence mechanického systému. Rezonancni kiivka je tedy
zavislost deformace na frekvenci budiciho namahani (o konstantni amplitudé), obvykle
sily. Vlastni kmity mechanické soustavy nastavaji pii jednorazovém vneseni energie do
systétmu (napfiklad kratkym impulsem sily). Frekvence vlastnich kmiti odpovida
rezonancni frekvenci. Tlumeni vlastnich kmit soustavy zavisi na ztratach energie béhem
kmitani. Zavislost deformace na frekvenci konstantniho budiciho namahani v§ak nemusi
obsahovat 7Zadné maximum. Maximalni hodnota deformace je pfi nulové frekvenci a
s rostouci frekvenci klesa. Mechanicky systém pak nemé rezonanci a nevyskytuji se u n¢j

vlastni kmityzz.
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Rezonanéni ki¥ivka

Elementarni informace je popsana na Wikipedii**, pro kvantitativni popis viak
zdaleka nepostacuje. Piehledny a dostateCné ptesny popis lze vSak ziskat na zakladé
aplikace Laplaceovy ¢i Fourierovy transformace (operatorového poctu) na zakladni

diferencialni rovnici linearnich mechanickych soustav.

Zakladni rovnice, ktera popisuje vztahy mezi vstupem a vystupem u linedrnich ¢i

linearizovatelnych mechanickych systému, ma nasledujici tvar:
N (1) N q)
N _ j
a,L+> a,LV=b,F+> b FY,
i=1 j=1

kde L je deformace, F je namahani. i a j jsou stupné derivace®.

Aplikace Fourierovy transformace vede k rovnici:

[ao +Zn:ai (ia)t)iJ L(iw) = (bo +ibj (icot)j] Fliow),

kde iw je nova proménna (misto ¢asu t), i je komplexni jednotka a L(iw), F(iw) jsou

Fourierovy obrazy veli¢in L(t), F(t).
Komplexni tuhost T(w) je pomér fazort sily a deformace®

T(ia))=%.

Plati pro ni vztah:
n .
T(iw)=a, + 3, (iat)
i=1

Komplexni tuhost sestava zrealné a imaginarni Casti (viz kapitola 2.2.2.1).
Redlnou a imagindrni ¢ast i absolutni hodnotu tuhosti lze uréit na zdkladé¢ méteni

frekvencni charakteristiky (feSeni inverzniho problému).

Absolutni hodnota dynamické tuhosti je |T(a))|=w/TRE2+T|M2. Udava pomér

amplitud harmonické budici sily a harmonické deformace. Tedy frekven¢éni amplitudovou
charakteristiku mechanické soustavy. Protoze rezonance nastava tehdy, je-li amplituda
deformace maximalni, znalost vztahu popisujiciho komplexni tuhost umoznuje urcit

resonanéni frekvence®.
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Postupuje se tak, ze se hleda minimum pro |T (a))| v zavislosti na frekvenci. Tedy
d
pro stav, kdy —T (w)|=0.
do

Pocet lokdlnich minim mutze byt obecné libovolny. Resonanéni frekvence takto

stanovené odpovidaji frekvenci vlastnich kmiti télesa.

U VWoigtova modelu k rezonanci nedochazi, ma minimum pfi nulové frekvenci, tedy
pii statickém zatézovani. U vétSiny redlnych mechanickych systémi se vyskytuje omezeny
pocet minim. Vysvétleni tohoto jevu lze nalézt Vv analyze zévislosti deformace na

frekvenci. Pro deformaci plati®;

ump?%%

Pokud je budici sila konstantni, napfiklad pro jednoduchost jednotkova, pak

Lio)=——,  ataké L(io)=— |
T(io) 8, +a (iat)

Ptedchozi vztah lze upravit takto:

Lio)=—Dr s P > i

. ot TR 2
lo+a, lo+a, o+ B -y o+, —y,0

kde ¢leny s B odpovidaji dil¢im deformacim vykazujicim maxima a vlastni kmity.
Celkovou deformaci Ize tedy povazovat za soucet dil¢ich deformaci.

Liow)=L (iw)+L,(io) + Ly (iw) +.....
Pii jednotkové budici sile také plati:

L(ia)):A_‘1+AtQ+Afs+
T (o) T,(w) T,(iw)

S rostouci frekvenci rostou dil¢i tuhosti a klesaji diléi deformace. Cili vaha dil¢ich

deformaci klesa s frekvenci®.
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Vlastni kmity mechanické soustavy

Vlastni kmity soustavy nastdvaji pfi urcité kombinaci parametrt tehdy, kdyz se do
soustavy vnese kratkym impulsem energie. K feSeni problémua vzniku a popisu vlastnich

kmith je vhodné pouzit Laplaceovu transformaci®.

Aplikace Laplaceovy transformace na zakladni diferencialni rovnici vede Kk rovnici:

[ao Y2, (p)ijL(p) =[bo +ib,—(p)ij(p>,

kde p je nova proménna (misto ¢asu t) a L(p), F(p) jsou Laplaceovy obrazy veli¢in L(t),
F(t). Z teorie je znamo, Ze Laplacelv obraz kratkého ,,jednotkového* impulsu je roven

jedné. Plati tedy

[ao +iai (p)ijl—(p) =1.

Pti znalosti koeficientd V pfedchozi rovnici lze pomoci zpétné Laplaceovy
transformace dospét k Casovému pribéhu deformace pifi vlastnich kmitech. U vétSiny
realnych mechanickych systéml maji vlastni kmity charakter harmonickych tlumenych

kmita®:
L(t)=L, e ™" .sin(wt).

To odpovida feSeni rovnice:

1
a,+a,p+ra,p’

L(p) =

U Voigtova modelu se setrvacnym ¢lenem M:

1
L(p) = .
(P) H +Np+ Mp?
14 4 L0 4 al
Pro tlumeni vlastnich kmitd plati: K =
2
U Voigtova modelu se setrvaénym ¢lenem: K =m .
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da,.a, —a,’

2a,

V4AM.H - N?

2M

Pro frekvenci vlastnich kmith plati: @ =

U Voigtova modelu se setrvacnym ¢lenem: @ =

Voigtiiv model se setrvacnym ¢lenem neni sice obecnym modelem mechanického
chovéni, ale ,,sériova“ kombinace nékolika Voigtovych modelii doplnénych setrvacnymi

&leny predstavuje jiZ zcela obecné strukturu linedrnich a linearizovatelnych t&les>®.

2.25.3 Zavéry

Me¢fteni frekvencni amplitudové charakteristiky i méfeni pribehu vlastnich kmitd
umoznuji uréeni koeficientli zakladni rovnice, a tedy feSeni tzv. inverzniho problému. To je
uréeni koeficientd zédkladni rovnice a néasledné 1 vypocet komplexni tuhosti a komplexnich
modulti. Znalost komplexni tuhosti nebo komplexniho modulu umoziuje i feseni ptimého
problému. To je urceni pribéhu vlastnich kmith a pribéhu frekvenéni (amplitudové i
fazové) charakteristiky. Pouziti rezonan¢ni metody je mozné jen tehdy, pokud k rezonanci

dochazi. To je tehdy, pokud plati’:
AM.H —N?)0.

Pokud systém nekmitd, tj. samotny systém nema rezonanci, je nejsnadnéj$i docilit
rezonance spojenim meéteného télesa se setrvacnym clenem tak, aby podminka rezonance
byla splnéna. Je také praktické, aby setrvacné téleso bylo umisténo na konci télesa a aby
hmotnost setrva¢ného Clenu byla vyznamné vétsi, nez je hmotnost samotného télesa. Tim

se omezi nepiesnost vlivem nepiesné znalosti t&éziste t8lesa>®.

Model systému téleso-setrvacny c¢len je sériovd kombinace Voigtovych clend se

setrva¢nymi ¢leny, viz Obr. 19.

Rovnice pro jeho chovani je:

L(iw)=(- B, + 5,

. +..)F(iw) .
Ia)+,81—7/1a)2 ia)+ﬁ2—72a)2 JF(ie)
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Na zakladé¢ meéteni frekvence a tlumeni vlastnich kmitd systému téleso-setrvacny
¢len lze urcit parametry vySe uvedené rovnice a nasledné i parametry jednotlivych slozek
modelu podle Obr. 19 a také komplexni tuhost samotného télesa. Na tomto zaklad¢ pracuji
resonanc¢ni pfistroje. Software, ktery je soucasti téchto pfistroji, urcuje na zakladé vyse
popsané teorie parametry H a N automaticky. Dale software uréuje komplexni tuhost a

komplexni modul samotného t&lesa’.
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3 EXPERIMENTALNI CAST

3.1 Material

3.1.1 Priprava biologického materialu

Pro experimentalni ucely byla jako méfeny vzorek zvolena prava hrudni koncetina
prasete domaciho (lat. os metacarpale quartum dextrum). Stafi prasete bylo v den porazky
piiblizné 6 mésicu. Jate¢ni zavod firmy Chovservis — Toro Hlave¢nik vyhovél pozadavku,
aby praseci nozky nebyly jakkoli jate¢né upraveny (tepelné pateny). Ihned po pievzeti byly
koncetiny naloZeny do fyziologického roztoku a nasledné ulozeny Vv chladicim zafizeni
o teploté 7 °C. Pfed vlastnim méfenim bylo potieba vzorek kosti vypreparovat z koncetiny
prasete. Piistroj byl ptizpisobeny K upnuti vzorkt dlouhych asi 20 az 50 mm. Proto byly
preparovanim ziskany vzorky kosti dlouhé asi 25 mm, Siroké asi 8§ mm a vysoké asi 2,5
mm. Vzhledem Kk velikosti zvolené praseci kosti (os metacarpale quartum) byly toto
maximalni rozmeéry, které bylo mozné preparovanim ziskat. Diky slozitosti preparovani
(tfezéni, odd¢€lovani, CiSténi a brouSeni) a rozmanitosti samotnych kosti nebylo mozné
ziskat absolutné stejné rozméry jednotlivych vzork. Béhem méteni byly vzorky kosti

zvlhcovany fyziologickym roztokem.
Experimentalni ¢ast se sklddala ze dvou samostatnych méfeni nazyvanych pro
ucely této prace 1. série a 2. série. V obou sériich byly méfeny impulsni charakteristiky

z harmonickych tlumenych kmiti kostnich vzorkd. V 1. sérii se méfilo s 8 kostnimi vzorky,

v 2. sérii se pracovalo s 5 odlisnymi vzorky.

Obr. 28: Vzorky métfenych kosti
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3.1.2 Experimentalni méreni 1. série

Pro méfeni bylo vybrano 8 vzorku kosti z prasete domaciho, které byly v den
porazky vypreparovany. Vzorky byly jednotlivé ulozeny ve fyziologickém roztoku
v Petriho miskach oznacenych potadovymi ¢isly 1 az 8. Pied méfenim byla teplota vzorkt
vytemperovana na teplotu laboratorni mistnosti tj. 22 °C. Vlastni experimentalni méfeni

zacalo v den 0, coz bylo 7 hodin po porazce.

Délka upnuti vSech vzorkli byla Vv pfistroji Delter pro kazdé jednotlivé meéteni
zm¢étena posuvnym meétidlem. Snahou bylo vzorek kosti upnout co nejpiesnéji vzdy pokud
mozno do stejné pozice jako V pfedchozim méfeni. Na jednotlivé vzorky byly naznaceny
pomocné rysky fixem, aby pozice upnuti byla pokud mozno stejna. Z tabulek vyplyva, ze
rozméry vzorku jsou relativné malé, proto ne vzdy bylo dosazeno stejného upnuti vzorku
do pfistroje. Kazdd nova zmétena délka byla zapsana do tabulky 1 a byla vlozena do

software na PC.

Vzorek ¢&. Délka Sirka Vyska
1 22,9 mm 6,5 mm 1,95 mm
2 27,5 mm 7,0 mm 2,6 mm
3 32,0 mm 7,4 mm 2,1 mm
4 27.4 mm 7,2 mm 3,4 mm
5 33,6 mm 6,4 mm 2,9 mm
6. 30,8 mm 6,1 mm 3,0 mm
7. 28,8 mm 7,6 mm 3,2 mm
8. 29,8 mm 6,7 mm 3,0 mm

Tabulka 1: Rozméry ptipravenych vzorki
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Pouzité kost: prava hrudni koncetina — 4. prst (0os metacarpale
quartum)

Pocet vzorki: 8

Hmotnost sondy: 44,529 g

Tabulka 2: Pfiprava vzorki pro 1. sérii

Casovy
odstup od 0 1 den 3dny 7 dnu 15 dna
porazky
Vzorek ¢. | Délka pro Délka pro Délka pro Délka pro Délka pro
1. méreni 2. méreni 3. méreni 4. méreni 5. méreni
1. 15,0 mm 15,0 mm 15,0 mm 15,2 mm 15,0 mm
2. 16,1 mm 16,1 mm 16,1 mm 16,0 mm 16,3 mm
3. 15,8 mm 16,0 mm 16,1 mm 16,0 mm 16,0 mm
4, 15,5 mm 15,5 mm 15,2 mm 15,2 mm 15,5 mm
5. 15,9 mm 15,5 mm 15,8 mm 15,8 mm 15,2 mm
6. 16,1 mm 16,1 mm 16,4 mm 16,2 mm 16,6 mm
7. 15,8 mm 16,1 mm 16,3 mm 16,1 mm 15,6 mm
8. 17,4 mm 17,8 mm 17,8 mm 17,6 mm 17,4 mm

Tabulka 3: Rozméry upnuti v pfistroji RMA Delter pro jednotliva méfeni v 1. sérii

3.1.3 Experimentalni méreni 2. série

Prase¢i nozky byly vden porazky dovezeny ve fyziologickém roztoku na
Farmaceutickou fakultu UK HK. Stejny den byly vypreparovany méfené vzorky kosti a
jednotlivé ulozeny ve fyziologickém roztoku Vv Petriho miskdch oznatenymi potfadovymi

¢isly 1 az 5 v chladicim zafizeni pfi teploté 7 °C.
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Pouzité kost: prava hrudni koncetina — 4. prst (0s metacarpale

quartum)
Pocet vzorkt: 5
Uroveti napéti: 40 mV

Tuhost pruziny (H): | 380 N/m

Tabulka 4: Priprava vzorkl a nastavené parametry

M¢ieni probihalo druhy den (od porazky) a teplota vzorki byla vytemperovana na
teplotu laboratorni mistnosti, tj. 21 °C. Pfed zacatkem méfeni byly posuvnym méfitkem
zméfeny jednotlivé vzorky kosti, které jsou zaznamenany Vv tabulce 5 a zvazena hmotnost

sondy a jednotlivych zavazi. Hmotnost sondy spolu s jednotlivymi zavazimi je uvedena

v tabulce 6.
Vzorek ¢&. Délka Sifka Vyika
1 25,6 mm 9,35 mm 3,2 mm
2 25,3 mm 9,1 mm 3,3 mm
3 26,2 mm 8,6 mm 2,1 mm
4 25,2 mm 9,1 mm 2,2 mm
5 26,3 mm 10,0 mm 3,2 mm

Tabulka 5: Rozméry vzorku kosti

3.2 Metody

3.2.1 MeéFici aparatura RMA

K experimentalnimu méteni vzorki kosti byl pouzit viskoelastometr Delter (obr.
29), ktery byl navrzen katedrou biofyziky Farmaceutické fakulty UK HK. Ob¢ série méfeni
na tomto piistroji byly provedeny rezonan¢ni metodou RMA. Jedna se o variabilni zatizeni
pro stanoveni pfedevS§im dynamickych vlastnosti biologickych materialii a plastickych a
pryzovych materiald s Sirokou moznosti aplikaci v oborech biomechaniky, mediciny a

pramyslu®.
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Origindlni software vyvijeny spolu S pfistroji umoziluje méfeni na zakladé
nejnovEjSich  poznatkli v teorii chovani materiald, zejména z hlediska jejich
viskoelastickych vlastnosti tak, aby bylo mozné métené hodnoty co nejvice aplikacné
piiblizit realnému chovani vzorka®.

U pfistroju je pouzita klasicka koncepce, obdobnd u vétSiny zkouSecich piistroju,
tvofend mechanickou c¢asti pro upnuti a méfeni vzorku, elektronikou pro zpracovani

signalu a poc¢itaCem vybavenym piisluSnym softwarem®.

Obr. 29: Sestava viskoelastometru Delter s mechanickou ¢asti, elektronikou a pocitacem
vybavenym originalnim softwarem

Viskoelastometr Delter je vyvijen od roku 2002 a z pocatku byl zamyslen pro
méfeni in vivo parametrii lidské kiize, pozdéji se pfidaly aplikace pro méfeni tkani a
biologickych materialli in vitro a pouZiti pfistroje bylo nasledné rozsifeno na vSeobecné a

univerzalni méfeni vzorkli a materialii v tlaku, tahu, ohybu a experimentalné i krutu®.

Softwarové zpracovani dat:

Samotny vypocet zajistuje program V aplikaci Excel s pouzitim programovaciho
jazyka Visual Basic. Program je navrzen pro vypocet a zpracovani charakteristik
viskoelastickych materiald a byl rovnéz vyvinut katedrou biofyziky Farmaceutické fakulty

UK HK. Data piijima z analogové-digitalniho pfevodniku UDAQ-1208.
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3.2.2 MEérici sestava pro 1. sérii méieni

Toto méfeni mélo za cil ovéfit dva fakty. Za prvé, ze v Case (starnuti) nedochazi
K vyraznym zménam viskoelastickych vlastnosti méfenych vzorkd. Za druhé, ze
viskoelastické charakteristiky kosti se chovaji linearné nebo ptipadné jsou do ur€ité miry
po castech linearizovatelné. Jednotlivé odstupy meéfeni byly zvoleny V piiblizné

logaritmické fadé v rozsahu 0 az 15 dnd.

Pro méfeni byla pouzita méfici sestava podle Obr. 30 a Obr. 31. Pfistrojem byly
zméfeny prumérmé hodnoty tlumeni amplitud a frekvence za urCity casovy usek.
Kompenzace ohybu vzorku vlivem tihy sondy nebyla brana v uvahu, nebot’ je pii malych

ohybech nevyznamna.
Hmotnost setrvaéného ¢lenu pro 1. sérii se rovnala hmotnosti sondy (nebylo
pouzito zadné zavazi).

Pouzity postup méfeni pro 1. sérii:

1. Vzorek byl upnut do pevného ramu, zméfila se délka upnuti v piistroji.
2. Generatorem impulst (silou elektromagnetu na konci sondy) se vzorek rozkmital.

3. Ziskany signal se z induk¢éniho snimac¢e pomoci elektroniky pievedl na napéti, zesilil a

pies A/D prevodnik ptevedl do pocitace.

4. Software z naméfenych hodnot vypocetl komplexni tuhost vzorku a komplexni modul

pruznosti.
5. Méfeni se opakovalo 10x se stejnym vzorkem.

6. Tento postup se opakoval pro vSech 8 vzorki a pro kazdy den méfeni.

Z 8 vzorku kosti bylo ziskano 400 hodnot (80 hodnot za 1 den méfeni, celkem
5 dnt, viz Tabulka 3). Zamérné byl zvolen vétsi pocet jednotlivych méteni, aby se pokud

mozno vyloucily chyby metody méteni a zpracovani (pfedevSim zptsob upnuti vzorku).

75



setrvacny ¢len
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ram

Obr. 30: Schéma méfici sestavy pro 1. sérii

Obr. 31: M¢ftici sestava pro 1. sérii
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3.2.3 Meérici sestava pro 2. sérii méreni

Cilem méfeni bylo ziskat frekvencni zavislosti parametriit vzorkli pfi konstantnim

vvvvvv

konfigurace, viz Obr. 32 a Obr. 33. Do sestavy bylo vlozeno zavazi a kompenzacni
pruzina. Jeji tah byl pokazdé nastaven tak, aby kompenzoval tihu zavazi. Pfedem byla
uré¢ena hmotnost sondy a jednotlivych zavazi pouzitych pro méfeni. Hmotnost sondy spolu

S jednotlivymi zavazimi je uvedena v Tabulce 6.

Postup méteni byl podobny jako pro 1. sérii S rozdilem, Ze pro kazdy vzorek bylo

provedeno 5 opakovani pro kazdou konfiguraci zavazi (viz Tabulka 6):
1. méfeni provedeno pouze S hmotnosti sondy.
2. a7 6. méfeni provedeno spolu se zdvazimi oznacenymi pofadovymi Cislicemi 1 az 5.

Zavazi pro 6. méfeni bylo sloZzeno ze dvou kust zavazi o celkové hmotnosti 82,24 g.

Z 5 vzorku kosti bylo ziskano 150 hodnot (30 hodnot pro kazdy vzorek a pro 6 variant

zavazi).
Poradi Popis Hmotnost Celkova hmotnost
méreni véetné sondy
1. Sonda 241,60 g 241,60 g
2. Zavazi 1 60,40 g 302,00 ¢
3. Zéavazi 2 60,40 g 362,40 ¢
4. Zavazi 3 60,46 g 422,86 g
5. Zavazi 4 60,48 ¢ 483,34 g
6. Zéavazi 5 82,24 ¢ 565,58 ¢

Tabulka 6: Hmotnost sondy a zavazi pro méteni
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Obr. 32: Schéma méfici sestavy pro 2. sérii

Obr. 33: M¢ftici sestava pro 2. sérii
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4 KLINICKA CAST

4.1 Pilotni studie

4.1.1 Pacienti

V pilotni studii byly vyhodnoceny lékaiské zaznamy 19 déti (12 chlapci a 7 divek;

prumérny vek 14.9 £ 3.3 roki). Diagnostické rozdé€leni pacientl se délilo na: osteogenesis

imperfecta (n=3) a neadekvatni snizeni kostni denzity/osteoporézu neznamého ptivodu

(n=16).

Vstupni kritéria pro zafazeni do retrospektivni pilotni studie:

Nejméné dvé prevalentni nizkozatézové zlomeniny v osobni anamnéze;
a/nebo:
Nizka denzita kostniho mineralu v bederni pateti (L1-L4 BMD): pod -2 SD

Z-skore

Kritérium pro nezafazeni do studie:

rrrrrr

VSsichni pacienti poZivali standardni stfedoevropskou stravu sestdvajici zvlasté

Z masa a karbohydrat. Zadny pacient nemél stravu s omezenim vitaminu B ¢i potravin,

které jej obsahuji, ani neuzival nadmérné davky vitaminu B.

4.1.2 Procedury

U vsech 19 pacientli byla vyhodnocena nasledujici data:

Hladina homocysteinu v séru (S-Hcy)

Sérové hladiny kalcia (S-Ca) a fosforu (S-P)

Hladina dusiku moc€oviny v séru

Sérova hladina kreatininu

Ukazatele kostni formace: sérova hladina alkalické fostatazy (S-ALP)
Ukazatele kostni resorpce: hladina CrossLaps v séru

Denzita kostniho mineralu v bederni pateti (L1-L4 BMD)

T¢lesna vyska
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Biochemické parametry byly vySetieny z jednorazového vzorku krve, ktery byl

odebran rano nala¢no.
41.3 Metodika

Denzita kostniho mineralu (BMD) byla zméfena na bederni pateti (obratle L1-L4)
metodou rentgenové absorpciometrie o dvou energetickych hladinach (dual-energy X-ray
absorptiometry — DXA; pfistroj Lunar GE) v den krevniho odbéru. Pfesnost méfeni,

vyjadfena jako variacni koeficient, byla 1,0 %.

Hladina homocysteinu v séru byla méfena chemiluminescenci (Immulite 2500
immunoassay system, Siemens Healthcare Diagnostics, Némecko) a vyjadiena v mol/L.
Chyba méfeni mezi jednotlivymi soupravami (interassay variation) byla 2,06 % u vzorkl
s S-Hcey 7,43 pmol/L; 1,99 % u vzorkt s S-Hcy 10,31 umol/L, a 1,72 % u vzorkl s S-Hcy
22,25 pmol/L.

Kalcémie a fosfatémie byly vysetfeny kolorimetricky a hodnoty vyjadieny

v mmol/L.
Aktivita alkalické fosfatazy v séru byla méfena kolorimetricky a hodnoty
vyjadieny v pkat/L.

Hladina CrossLaps (S-CTx) vséru byla méfena elektrochemiluminiescenci
(electrochemiluminescence immunoassay — ECLIA system, Elecsys-Cobas analyzator) a

vyjadiena v ng/L.
Télesna vySka byla métfena v den piisluSného krevniho odbéru s presnosti 0,5 cm
na kalibrovaném stadiometru.

4.2 RozSirena studie

Rozsifena studie navazovala na pilostni studii. V tomto klinickém hodnoceni byla
rozSifena vysetfovana skupina déti a dorostencti s prevalentnimi nizkozatézovymi
zlomeninami a nizkou BMD, kde byl hodnocen S-Hcy a jeho vztah k ukazatelim kostniho

obratu, k né¢kterym biochemickym a klinickym parametrim.
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4.2.1 Pacienti

Pro rozsifenou studii byly vybrany lékatské zaznamy celkem 37 déti a dorostencu

(22 chlapcti a 15 divek; v€kové rozmezi 7-20 let; primérny veék 13,9 & 3,5 let).

Vstupni kriteria pro zafazeni do retrospektivniho hodnoceni:

e VeEk5-19 let

e Nejméné dvé prevalentni nizkozatézové zlomeniny v osobni anamnéze nebo

e Nizka denzita kostniho mineralu v bederni patefi (L1-L4 BMD): pod -2 SD
Z-skore

nebo

e Kombinace obou

Byly téz vyhodnoceny zaznamy Ctyt déti s méné nez dvémi prevalentnimi frakturami

a s nizkym BMD (pod -2 SD Z-skore).
U téchto Ctyt déti byla zmétena BMD z nasledujicich divodu:

e U jednoho chlapce bez prevalentnich zlomenin byla BMD zmétena vzhledem
K ptitomnosti rizikovych faktor kostni fragility a fraktury (celozivotni
imobilizace po krvaceni do centralniho nervového systému).

e U dvou divek bez anamnézy zlomenin byla BMD zmefena na zakladé
radiologova podezieni na osteopordzu pii rentgenovém vysSetieni koncetin,
které bylo provedeno z indikace chirurga u poranéni mékkych tkani.

e U jedné divky po pouze jedné nizkozatézové fraktuie femuru.

Kritéria pro nezatfazeni do studie:

e Uzivani 1€kl ovliviwyjicich kostni metabolismus (alfakalcidol, kalcitriol,
dihydrotachysterol, bisfosfonaty, glukokortikosteroidy, anabolické steroidy,
antiepileptika, thiazidova diuretika, furosemid, thyroidni hormony, rlstovy
hormon, heparin, warfarin) v dobé hodnoceni ¢i kdykoliv pted tim

e Diabetes mellitus

o Celiakie

e Idiopatické zanéty stifevni

e Autoimunitni onemocnéni

e Cushingliv syndrom
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Chronicka rendlni insuficience
Hyperkalciurie

Urolitiaza

Hypotyre6za

Hypertyredza
Hyperparatyredza
Hypoparatyreoza
Pseudohypoparatyredza

Vsichni pacienti pozivali standardni stfedoevropskou stravu sestdvajici zvlasté

z masa a karbohydrati. Zadny pacient nemél stravu s omezenim vitaminu B &i potravin,

které jej obsahuji, ani neuzival nadmérné davky vitaminu B. Jeden obézni chlapec trpél

hypertenzi a byl 1éCen enalaprilem. Ostatni déti mély krevni tlak v rozmezi referen¢nich

hodnot.

4.2.2 Procedury

U vSech 37 déti a dorostencti byla vyhodnocena nasledujici data:

Hladina homocysteinu v séru (S-Hcy)

Ukazatel kostni formace: hladina alkalické fosfatazy (S-ALP) a hladina
osteokalcinu v séru (S-OC)

Ukazatel kostni resorpce: hladina CrossLaps v séru

Sérova hladiny kalcia (S-Ca) a fosforu (S-P)

Sérové hladiny kyseliny listové a vitaminu B,

Hladina cholesterolu v séru (S-cholesterol)

Antropometrické parametry: télesna vyska, hmotnost a body mass index
(BMI).

Denzita kostniho mineralu v bederni pateti (L1-L4 BMD)

Biochemické parametry byly vySetfeny z jednordzového vzorku krve, ktery byl

odebran rano nala¢no.
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4.2.3 Metodika

Télesna vySka byla métena v den piislusného krevniho odbéru s presnosti 0,5 cm na
kalibrovaném stadiometru. Udaj o télesné hmotnosti byl ziskan zvézenim pacienta na

kalibrované vaze s ptesnosti 0,5 kg.
Body mass index (BMI) byl vypoc¢itan za uziti rovnice:
BMI = hmotnost (kg)/vyska® (m).

Denzita kostniho mineralu (BMD) byla zméfena na bederni patefi (obratle L1-L4)
metodou rentgenové absorpciometrie o dvou energetickych hladinach (dual-energy X-ray
absorptiometry — DXA; pfistroj Lunar GE) v den krevniho odbéru. Pfesnost méfeni,

vyjadfena jako variacni koeficient, byla 1,0 %.

Hladina homocysteinu v séru byla méfena chemiluminescenci (Immulite 2500
immunoassay system, Siemens Healthcare Diagnostics, Némecko) a vyjadiena v umol/L.
Chyba méfeni mezi jednotlivymi soupravami (interassay variation) byla 2,06 % u vzorki
s S-Hey 7,43 umol/L; 1,99 % u vzorkli s S-HCy 10,31 pmol/L, a 1,72 % u vzorkil s S-
Hcy 22,25 pmol/L.

Kalcémie a fosfatémie byly vySetfeny kolorimetricky a hodnoty vyjadieny

v mmol/L.

Aktivita alkalické fosfatazy v séru byla méfena kolorimetricky a hodnoty vyjadieny
v pkat/L.

Hladina CrossLaps a osteokalcinu (S-OC) vkrevnim séru byly méfeny
elektrochemiluminiescenci (electrochemiluminescence immunoassay — ECLIA system,

Elecsys-Cobas analyzator) a vyjadiena v ng/L a ng/mL.

Sérové koncentrace Kkyseliny listové a vitaminu Bi; (S-Bip) byly vysetfeny

chemiluminiscenci (Access analyzatoru, Beckman Coulter) a vyjadieny v pug/L a ng/L.

83



5 VYSLEDKY

5.1 Vysledky experimentalni ¢asti

5.11 Zpracovani namérenych hodnot

Viskoelastické vlastnosti kosti byly zméreny metodou RMA. Vlastni kmity mély
vzdy charakter harmonickych tlumenych kmiti. To indikuje, Ze generalizovany model
(Obr. 19) obsahuje jen jednu vyznamnou slozku. Z téchto vlastnich kmitd soustavy byly

uréeny komplexni tuhosti a nasledné vypocteny komplexni moduly vzork.

0,600 4

0,500 -

L mm]
-
&
g
——
——

0,300 4

A AAAMAAMAAAMAAA

A A

-0,500

Obr. 34: Harmonické tlumené kmity méfeného vzorku

Ptistrojem se méfi zavislost prihybu (y) na sile (F). Pro linearni a linearizovatelné

prubéhy dostavame harmonické tlumené kmity — odezvu na impuls (viz Obr. 34).
Pribéh obsahuje slozky odpovidajici feseni nasledujici rovnice:

2
F=M 3t2’+|\| Yoiny

dt

Pro linedrni systémy jsou parametry H a N nezavislé na frekvenci. U ,,po ¢astech
linedrnich systému* se zavislost na frekvenci projevuje. Frekvencni nezéavislost mize byt
kritériem linearniho & nelinearniho chovani t&les®.

Program vyhodnotil z frekvence kmitd Hookeiv koeficient (H) vypovida o
elastické slozce chovani télesa a z tlumeni kmitd vyhodnotil Newtontiv koeficient (N),
ktery charakterizuje viskozitu télesa. Hmotnost setrvaéného c¢lenu (M) je vzdy dana

(hmotnost sondy + zévaii)ﬁ.
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Pracuje se s frekvencemi, kde vliv setrva¢nosti samotného vzorku je zanedbatelny.

Samotny vzorek se tedy chova podle rovnice:

U linearnich systému koeficienty N a H popisuji plné jejich dynamické chovani.
Koeficienty jsou vtomto piipadé konstantni, nezavislé na frekvenci i na klidovém
naméhani®,

Pokud jsou konstitutivni rovnice linearni jen po castech, jsou koeficienty N a H

frekven¢né zavislé a mohou zaviset na klidovém namahani.

Uplny popis musi zahrnovat frekvenéni zavislosti a zavislosti na predpéti. V nagem
piipadé byla meéfeni provadéna pii stejném prihybu vzorku. Tiha vzorku byla

I - 6
kompenzovana pruzinou’.
Realna ¢ast komplexni tuhosti:

See=H

Realna ¢ast komplexniho modulu v normalovém namahani (platnost vztahu je

MV

omezena na vzorky s velkym pomérem délky a pii¢nych rozméru):

4°
En =E=H
RE a b3
Imaginarni ¢ast komplexniho modulu tuhosti:
Suw =oN

Imaginarni ¢ast komplexniho modulu v norméalovém namahani 6.

41°

E.,, =N—
™ ab®
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5.1.2 Vysledky 1. série méreni

U vSech 8 vzorkii byly z frekvence kmiti pro kazdy den méieni softwarem
vypocitany Hookovy koeficienty, z hodnot tlumeni amplitud Newtonovy koeficienty a dale

viskozita n a dynamicky modul pruznosti Ep. Vypocet byl proveden pro prvnich 10 kmitd.

V Grafu 4 jsou vyneseny pro kazdy vzorek prumérné frekvence v zavislosti na Case.
V Grafu 5 jsou vyneseny primérné hodnoty tlumeni amplitud Vv zavislosti na ¢ase (dnech

méfeni). Naméfené a vypocétené hodnoty jsou Vv piiloze v Tabulce 11.

Z vysledku (Graf 4) vyplyva, ze frekvence (a tedy i dynamické moduly) se
V jednotlivych dnech méfeni téméf neménily (ne vice nez o 1,5 Hz). Z toho lze vyvodit, Ze
méfeni byla s vysokou pravdépodobnosti provadéna korektné a srelativné malymi

odchylkami pfi opakovanich.

U vzorki se vSak ménila pomérné vyrazné¢ amplituda tlumeni a tedy i viskozita
(Graf 5), u vzorku ¢. 2 téméf 0 40 %. Avsak zmény viskozity s ¢asem jsou u jednotlivych
vzorkl kosti zcela odlisSné a nenaznacuji zddnou tendenci. Zdivodnéni tohoto jevu je
obtizné a spise jej lze hledat v biologickych odlisnostech vzorki. Méfené vzorky se
z hlediska viskozity v prubéhu skladovani vzorkd meénily, viskozitu nelze povazovat za
konstantni. I pfesto vSak nebyla prokazana systematicka zména viskoelastickych vlastnosti

kosti v pritbéhu prvnich 15 dnil od porazky prasete.

MENU

hmotnost sondy [g] |44 53

délka vzorku [mm] | 16,1

Sifka vzorku [mm] 7 NOUZOVE
tloustka [mm] | 25 ULOZEN

VYHODNOTIT

soubor
pocet kmitii 63

1} 2 4 ts] & g 10 12

HODNOTIT
od kmitu 1

do kmitu 10

t [s]

[ poznamka It

Obr. 35: VWhodnoceni zaznamenanych hodnot softwarem na PC
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Graf 5: Primérna hodnota tlumeni amplitud
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5.1.3 Vysledky 2. série méreni

Druha série méfeni probihala s 5 vzorky a opét byly z hodnot frekvence kmitt a
tlumeni vypocitany Hookeovy a Newtonovy koeficienty, viskozita n a komplexni modul

pruznosti Ep. Vypocet byl proveden pro prvnich 15 kmiti.

Do méfici sestavy byla pfidana kompenzacni pruzina, ktera kompenzovala
hmotnost zavazi. Pro kazdy vzorek se méfeni opakovala 5x pfi stejné hmotnosti zavazi
(setrva¢ného ¢lenu). Hmotnost zavazi pro jednotlivd méfeni je uvedena Vv Tabulce 6.
Naméfené a vypoctené hodnoty jsou V piiloze v Tabulce 12 a primérné vypocitané

hodnoty dynamického modulu a viskozity v Tabulce 7.

Pro vypocet je nutno brat v avahu kompenzacni pruzinu, Ktera se chova jako
paralelni ¢len se setrvaénym ¢lenem. Vyhodnocovaci software pouzil pro vypocet zadanou
tuhost pruziny (pfedpokladame, ze je po celé délce napnuti linearni). Zménou hmotnosti

zavazi se ménila frekvence harmonického kmitani vzorku.

Cilem méteni bylo ziskdni viskoelastickych vlastnosti méfenych vzorkl v zavislosti

na riznych frekvencich (na rozdil od 1. série, kde se ziskavala zavislost modulti na Case).

V grafech jsou pro kazdy vzorek vyneseny dynamické moduly pruznosti a viskozity
v zavislosti na frekvenci. V dané konfiguraci se kazdé méfeni opakovalo 5x, proto jsou

v grafech vyneseny jejich primérné hodnoty.

Ze ziskanych dat lze odpovédét na otazku, zda jsou viskoelastické vlastnosti vzorkl
kosti frekvenéné zavislé. Vysledky v grafech naznacuji, ze métené vzorky kosti jsou
frekvenéné zavislé a chovaji se nelinearné¢ (pfipadné jen castecné linearné). Takovy
vysledek odpovida dosavadnim zjiSténim, Ze biologické materidly jsou téméf vzdy

nelinearni.

Z vysledku vyplyva (Graf 6), ze Hooketuv koeficient a z ného odvozena realna ¢ast
modulu pruznosti jsou pomérné vyrazné frekvenéné zavislé (u vSech vzorki rostouci
tendence). Také Newtontv koeficient a z ného odvozena viskozita i jsou dle Grafi 7 a 9
frekvencné zavislé (u vSech vzorkd je ziejma klesajici tendence). U vzorku ¢. 2 je
vynesena do grafi hodnota mimo bézny rozsah ostatnich hodnot (odlehla hodnota), coz

pravdépodobné indikuje chybu méfeni a tato hodnota byla proto z hodnoceni vylouéena.

Vypoctem statistické spolehlivosti bylo ovéieno, ze viskozita métenych vzorkt 1, 2

a 3 klesa s frekvenci se spolehlivosti vyssi nez 99 % (Tabulka 8).
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Graf 6: Prim&rné hodnoty Hookeova koeficientu zavislé na frekvenci
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Graf 7: Primérné hodnoty Newtonova koeficientu zavislé na frekvenci
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Dynamicky modul pruznosti
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Graf 8: Primérné hodnoty dynamického modulu pruznosti zavislé na frekvenci
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Graf 9: Primérné hodnoty viskozity zavislé na frekvenci (véetné tendence)
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. Frekvence Dynamicky Viskozita Casova
Vzorek Konf’lguvr’ace modul konstanta
zavaii
f [Hz] Ep [MPa] n [Pa.s] N/H [ms]
1 14,3 1957,21 624,76 0,59
2 13,4 1922,97 652,92 0,43
3 12,3 1952,97 709,78 0,40
! 4 11,1 1847,54 733,78 0,36
5 9,9 1674,77 720,14 0,34
6 8,4 1356,38 795,90 0,32
1 12,8 1058,11 297,91 0,60
2 12,0 1013,21 328,28 0,44
3 10,9 1018,71 350,63 0,66
2 4 9,9 958,63 628,17
5 9,0 893,76 390,07 0,32
6 7,5 704,36 420,07 0,28
1 9,5 1652,82 969,43 1,60
2 8,9 1432,71 1041,07 1,15
3 1,7 124471 1066,12 1,01
3 4 7,0 1167,38 1180,96 0,86
5 6,3 1034,17 1186,78 0,73
6 52 770,22 1228,87 0,59
1 12,6 438,10 139,82 0,89
2 11,9 428,25 193,23 0,54
4 3 10,6 405,73 170,13 0,46
4 9,6 387,26 177,84 0,42
5 8,6 349,75 187,96 0,45
6 7,2 280,51 250,87 0,32
1 11,0 955,66 409,87 1,00
2 10,6 933,47 586,82 0,76
5 3 9,3 866,57 531,27 0,67
4 8,5 833,62 561,42 0,61
5 7,6 753,21 573,57 0,63
6 6,4 597,66 597,44 0,43

Tabulka 7: Primérné vypocitané hodnoty 2. série méfeni
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Vzorek R2 R p (statisticka spolehlivost)
1 0,9065 0,952103 0,99
2 0,9895 0,994736 0,99
3 0,9313 0,965039 0,99
4 0,635 0,796869 Nevyznamné (mensi nez 0,95)
5 0,4168 0,6456 Nevyznamné (mensi nez 0,95)

Tabulka 8 : Tabulka hodnot spolehlivosti

Staticka tuhost méfenvch vzorka

Pro korektni logistické vyhodnoceni namétenych hodnot bylo nutné doplnit znalost
statické tuhosti métenych vzorkd (tuhost pfi nulové frekvenci). Znalost statické tuhosti
umozni 1épe ilustrovat priabéh logistické funkce (kiivky), a tak dokonaleji vyhodnotit
naméfené zavislosti. Hodnoty statické tuhosti vzorkli byly namétfeny dodate¢né az po
matematickém vyhodnoceni hodnot méfeni. Proto jsou v praci interpretovany jako

orientacni a v grafech jsou vyneseny pierusovanou ¢arou.
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Graf 10: Dynamicky modul pruznosti s vynesenim statické tuhosti pro vzorek 1
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Graf 11: Dynamicky modul pruznosti s vynesenim statické tuhosti pro vzorek 2
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Graf 12: Dynamicky modul pruznosti S vynesenim statické tuhosti pro vzorek 3
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Graf 13: Dynamicky modul pruznosti S vynesenim statické tuhosti pro vzorek 4

Vzorek 5
1200
1000 PO
4" -
= 800 ,"
a b 4
=
= 600 /
[a] r
[FE ] rd
’{
400 el
200 -~~~
0 T T T T T T T T 1
0 2 4 6 8 10 12 14 16 18
f [Hz]

Graf 14: Dynamicky modul pruznosti S vynesenim statické tuhosti pro vzorek 5
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5.2 Vysledky klinické ¢asti
5.2.1 Pilotni studie

V pilotni studii byl hodnocen vztah homocysteinu a kostniho zdravi u 19 déti

s opakovanymi zlomeninami a nizkou denzitou kostniho mineralu.

5.2.1.1 Statistické vyhodnoceni

Hodnoty, které jsou zavislé na véku ditéte (t€lesna vyska, S-Hcy, S-ALP, S-CTx)

jsou vyjadieny pomoci Z-skore za pouziti vzorce:

aktualni ziskana individualni hodnota — primérna hodnota pro ptislusny vék a pohlavi
Z-skore =

smérodatna odchylka pro vék a pohlavi

Referen¢ni hodnoty pro L1-L4 BMD tykajici se stfedoevropské pediatrické
populace jsou soucasti pediatrického pfislusenstvi (software) doddvaného vyrobcem
pfistroje.

Jako referenc¢ni hodnoty byly pouzity téz diive publikované vysledky:

e Antropometrické parametry pro deskou détskou populaci z roku 2001°°
e S-Hcy u zdravych ¢eskych dati*®

e S-ALP u zdravych eskych d&ti®’

e S-CTxu zdravych britskych déti - populace evropského pivodu®®

Ke statistickému hodnoceni byly pouzity programy Sigmaplot 2.0 a Systat.
Statisticka analyza byla provedena pomoci neparového t-testu a linearni regrese. Vysledky

byly povazovany za statisticky vyznamné pti hodnoté p < 0,05.

5.2.1.2 Vysledky pacientii

V pilotni studii byla hodnocena hladina homocysteinu v séru (S-Hcy) vzhledem
k referen¢ni populaci a vztah mezi S-Hcy a BMD a ukazateli kostniho obratu (aktivita
alkalické fosfatdzy v séru — S-ALP, marker kostni formace; S-CrossLaps — marker kostni
resorpce). Bylo zjiSténo, Ze tito pacienti maji signifikantné vyssi hladinu homocysteinu

Vv séru (S-Hcy) viz Tabulka 9. Dale byla nalezena vysoka inverzni a signifikantni korelace

95



mezi S-Hcy a BMD, (r =-0,66; p = 0,01) a S-Hcy a aktivitou alkalické fosfatazy v séru (S-
ALP), (r = -0,56; p = 0,03). S-Hcy nesouvisel s po¢tem prevalentnich zlomenin (r = 0,11)
ani s hodnotami S-CrossLaps (r = -0,14).

Parametr Primér Smérodatna Stati.sticka' .
odchylka (SD) spolehlivost (p)
S-homocystein 1,4 1,8 0,001
L1-L4 BMD -2,1 13 0,0001
S-ALP 0,03 1,0 0,91
S-CrossLaps 15 1,9 0,001
Télesna vyska -0,06 1,0 0,27

" v porovnani s referenénimi tdaji

Tabulka 9: Ziskané hodnoty z pilotni studie (n=19), vyjadieno jako Z-skore + SD

Primérny vyskyt prevalentnich nizkozatéZzovych zlomenin byl 4,0 £ 2.6 SD na
pacienta. Primérna hodnota S-Hcy byla 10,9 mol/L + 3,4 SD. Praimérna hodnota L1-L4
BMD byla 0,818 g/cm®+ 0138 SD.

Primétna hodnota S-ALP byla 3,6 pkat/L + 2,1 SD a praimérna hodnota S-
CrossLaps byla 925 ng/L + 522 SD. Po pfepoctu na Z-skoére a v porovnani s referenénimi
hodnotami, byly hodnoty S-Hcy Z-skore signifikantné vys$si, zatimco vysledky L1-L4
BMD Z-skore byly vyznamné nizsi. (Tabulka 9). Hodnoty S-ALP Z-skére se vyznamné
nelisily od referen¢nich hodnot, zatimco hodnoty S-CrossLaps byly vyssi (Tabulka 9).
Hodnoty S-Ca a S-P byly rovnéz v normé: S-Ca 2,36 = 0,09 mmol/L (rozmezi 2,18 — 2,54
mmol/L). S-P 1,52 + 0,19 mmol/L (rozmezi 1,16 — 1,99 mmol/L). Primérné¢ hodnoty
télesné vysky vyjadiené jako Z-skore, byly -0,06 + 1,0, vyznamné se nelisily od
referenénich hodnot (Tabulka 9). Dale nebyla nalezena korelace mezi télesnou vyskou a
BMD Z-skoérem (r = -0,004). Byla nalezena inverzni korelace mezi S-Hcy a L1-L4 BMD (r
= -0,66; p = 0,01), (Graf 15) a S-Hcy a aktivitou alkalické fosfatazy v séru (r = -0,56; p =
0,03), (Graf 16). S-Hcy nesouvisel s poc¢tem prevalentnich zlomenin (r = 0,11) ani
s hodnotami S-CrossLaps (r = -0,14).
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Graf 15: Zavislost S-Homocysteinu (Z-skore) na BMD (Z-skore)
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Graf 16: Zavislost S-Homocysteinu (Z-skore) na S-ALP (Z-skore)
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5.2.2 RozSirena studie

5.2.2.1 Statické vyhodnoceni

Hodnoty, které jsou zavislé na véku ditéte (t€lesna vyska, hmotnost, BMI, S-Hcy,

S-ALP, S-OC, S-CrossLaps) jsme vyjadiili pomoci Z-skore.

Referencni hodnoty pro LI1-L4 BMD tykajici se stiedoevropské pediatrické
populace jsou soucasti pediatrického pfislusenstvi (software) doddvaného vyrobcem
pfistroje.

Jako referencni hodnoty byly pouzity téz diive publikované vysledky:

e Antropometrické parametry pro deskou détskou populaci z roku 2001
e S-Hcy u zdravych Eeskych déti *®

e S-ALP u zdravych Ceskych d&ti®’

e S-CTxu zdravych britskych déti - populace evropského pf’lvodu58

Normalni rozmezi hodnot S-OC bylo stanoveno u 77 déti a dorostencti ve véku 7 -
19 let, které netrpély onemocnénim skeletu, jater, ledvin, zazivaciho traktu ¢i endokrinnich

Zlaz.

Ke statistickému hodnoceni byly pouzity programy Sigmaplot 2.0 a Systat.
Statisticka analyza byla provedena pomoci neparového t-testu a linearni regrese. Vysledky

byly povazovany za statisticky vyznamné pti hodnoté p < 0,05.

5.2.2.2 Vysledky pacienti

Primérny vyskyt prevalentnich nizkozatéZzovych zlomenin byl 3,3 + 2.3 SD na
pacienta. Primérna hodnota S-Hcy byla 10,7 umol/L + 2,9 SD; rozmezi 6,7- 20 umol/L.
Byla zjisténa vyznamnou pozitivni korelaci mezi S-Hcy a vékem (r = 0,47; p < 0,01), (Graf
16).
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S- homocysteine (kmol/L) vs. age (years)

R=0.47, p<0.01
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Graf 16: Zavislost S-Homocysteinu (Z-skore) na véku pacienti

7 pacientt (19%) mé&lo hladiny S-Hcy nad + 2 SD, 30 pacientt (81%) mélo S-Hcy

V rozmezi + 2 SD.

Po ptepoctu na Z-skore a v porovnani s referenc¢nimi hodnotami byly hodnoty S-
Hcy signifikantné vyssi, zatimco vysledky L1-L4 BMD Z-skére byly vyznamné nizsi.
Hodnoty S-ALP se vyznamné neliSily od referenénich hodnot, zatimco S-CrossLaps a S-
OC byly vyssi (Tabulka 10).

Primérné hodnoty sérovych hladin kyseliny listové a vitaminu B, byly v rozmezi
normdlnich hodnot: Kyselina listova 7,5 pg/L + 4,2 SD (normalni hodnoty 2,3 — 17 ug/L).
Vitamin By, 413 ng/L + 143 SD (normalni hodnoty 180 — 914 ng/L).

Hodnoty S-Ca a S-P byly rovnéz v normé: S-Ca 2,33+0,10 mmol/L (rozmezi 2,13 —
2,54 mmol/L). S-P 1,45 + 0,23 mmol/L (rozmezi 0,78 — 1,99 mmol/L). Primérna hodnota
S-cholesterolu byla 4,21 + 0,96 mmol/L (rozmezi 3,06 — 5,59 mmol/L), tudiz v rozmezi

fyziologickych hodnot 2,7 -5,6 mmol/L.

Primérné hodnoty télesné¢ vysky, hmotnosti a BMI vyjadiené jako Z —skore se

vyznamné neliSily od referen¢nich hodnot (Tabulka 10), ale u péti subjektd piesahly
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hodnoty BMI Z-skére + 2 SD. T¢lesna vyska, hmotnost a BMI vyjadfeny jako Z-skore
pozitivné korelovaly s L1-L4 BMD Z-skore (r = 0,44, 0,53 a2 0,50; p =0.02).

Parametr Pramér Smérodatna Stati.sticka' .
odchylka (SD) spolehlivost (p)

S-homocystein 1,31 1,49 < 0,0001
L1-L4 BMD -1,74 1,32 < 0,0001
S-ALP 0,02 1,01 0,88
S-CrossLaps 1,21 1,79 0,0001
S-osteokalcin 0,38 0,53 0,001
Télesna vyska -0,05 1,31 0,82
Hmotnost 0,18 1,62 0,50

BMI 0,48 1,88 0,12

" v porovnani s referen¢nimi daji

Tabulka 10: Ziskané vysledky z rozsitené studie (n=37); vyjadieno jako Z-skore + SD

Hodnoty S-Hcy inverzné korelovaly s L1-L4 BMD (Graf 17) a S-ALP (Graf 18),
ale nekorelovaly s poc¢tem prevalentnich fraktur, hodnotami S-OC (r = 0,11) & S-
CrossLaps (r = 0,003).

Byla zjisténa vyznamnou inverzni korelace mezi S-Hcy a vitaminem B12 (r =
-0,36, p = 0,05). S-Hcy nekoreloval s hladinou kyseliny listové (r = 0,05)

Byla zjisténa téz pozitivni korelace mezi S-OC a S-CTx (r = 0,36, p = 0,05), S-ALP
aS-0C (r=0,58,p=0,01),aS-CTx aS-ALP (r=0,39, p=0,05).
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S- homocysteine (Z-score) vs. Bone Mineral Density (Z-score)

R=-0.33;p=0.05
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Graf 17: Zavislost S-Homocysteinu (Z-skoére) na BMD (Z-skore)
S- homocysteine (Z-score) vs. S-alkaline phosphatase activity (Z-score)
R=-0.36; p=0.04
S-homocysteine
7
[}
6 =1
5 °
[}
4 4
)
3 b
L © ®
25 e ° °
° .\\\\\‘ ° . [}
] ' 4 —e_ °®
1 ' . TG
’ o °® o - °
. \
0 ® " )
[ 2N ) °
[ ]
g ‘
‘2 l T T T T T T T T !
0 1 2 3 4 5 6 7 8 9

S-ALP

Graf 18: Zavislost S-Homocysteinu (Z-skore) na S-ALP (Z-skore)
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6 DISKUZE

v r

6.1 Experimentalni ¢ast

Jednim z dil¢ich cilt prace bylo ovéfeni rezonan¢ni metody a aplikovatelnosti RMA
piistroji V praxi a potvrzeni spravnosti jejich vyvoje. V experimentalni ¢asti diserta¢ni
prace byly pouzivany a ovéfovany dv€ varianty pfistroji. Prvni varianta (Obr. 30 a
Obr. 31), druha varianta (Obr. 32 a Obr. 33).

Prvni varianta pfistroji byla jednodussi a vychdzela z vSeobecné pftijimaného

ptedpokladu, ze mechanické chovani kosti 1ze popsat vhodnym reologickym modelem?.

p"“i“\/\/\ﬁ
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| tlumic

pruzina 2

Obr. 36: Ptiklad reologického modelu kosti

Matematicky popis dynamického chovani reologickych modeld sloZenych
z Hookeovych, Newtonovych a setrvacnych téles je korektn€j§im zplisobem popisu, nez

klasické reologické modely. Tento popis vede k linearni diferencialni rovnici typu
n m
a,y+ Y. a,yV=box+> b x™
1=1 m=1

kde a a b jsou konstantni koeficienty, | a m jsou stupné derivace, X je vstupni veli¢ina (sila

¢i mechanické napéti), y je vystupni veli¢ina (absolutni ¢i relativni deformace) °

Vsechny koeficienty Vv této rovnici jsou konstantni. Neboli musi byt nezavislé na
velikosti ustalenych hodnot i na vSech derivacich proménnych. Koeficienty musi byt proto
nezavislé na frekvenci deformace a linearni musi byt i strain-stress charakteristika.
Koeficienty musi byt konstantni pro cely rozsah deformaci a frekvenci, ktery pada

prakticky v avahu®.

NaSe ptfedbéznd méfeni 1 predchozi vysledky meéfeni na katedfe vedla
k pochybnostem o opravnénosti tohoto piedpokladu. Proto byla pouzita ponékud

komplikovanéjsi konstrukce (2. série méteni), vhodnd pro po castech linearni systémy.
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Misto pouziti reologickych modelti byly ur€ovany komplexni moduly a komplexni tuhosti,

jako univerzalngjsi prosttedek popisu mechanického chovani mechanickych systémd.

Cilem prvni série méfeni bylo potvrdit ¢i vyvratit zavislost viskoelastickych
vlastnosti kosti na dob¢ uchovéni, tzn. proménlivost/zménu dynamického modulu
pruznosti a viskozity post mortem ve zvoleném casovém intervalu. Z vysledki méfeni
vyplynulo, ze frekvence harmonického kmitani vzorki se Vv ¢ase pfiliS neménila, zato
viskozita ano. Z naméfenych hodnot ovSem nevyplynula zadna vyrazna tendence, proto
nelze prokazat zménu viskoelastickych vlastnosti méfenych vzorkii béhem prvnich 15 dni
post mortem. Prvni méteni dale poslouzilo pro verifikaci RMA pfistroje a sezndmeni se

se samotnou metodikou méfeni, proto ho lze nazvat ovérovacim.

V druhé sérii méteni jsem se zabyvala zavislosti Hookeova a Newtonova koeficientu,
z toho vyplyvajicich dynamickych modulli pruznosti a viskozity na frekvenci. Méfeni
probihalo pfi frekvencich v rozsahu cca 5 az 15 Hz. Zména frekvence se provadéla zménou
hmotnosti setrvacného clenu (zavazi), ktery byl kompenzovén pruzinou. Z analyzy
vysledku druhé série vyplynulo, Ze je nutné dodate¢né zjistit hodnotu statické tuhosti. Tato
hodnota umoznuje vynést S vyssi presnosti a vypovidajici hodnotou kiivku zévislosti
dynamického modulu pruZznosti na frekvenci. Hodnoty statické tuhosti jsou ovSem V této

praci povaZzovany jen za orientacni, protoze byly méfeny S Casovym odstupem.

Z vysledkl vyplyva, ze métené vzorky kosti maji elasticky koeficient (E) 1 viskdzni
koeficient () prokazatelné frekvencéné zavislé. Ztohoto zavéru lze konstatovat, ze
viskoelastické vlastnosti méfenych kosti jsou z biomechanického hlediska nelinearni
(ptipadné linearni jen po castech). Obecné feSeni nelinearnich vlastnosti materiald je
nerealistické, proto je z fyzikalniho hlediska bézné povazovat je za linearni nebo spise

linearni po ¢astech, coz umoziuje aplikovat na né fyzikalni a matematické modely.

Dalsim z dil¢ich cilti bylo ovéfeni funkcnosti a aplikovatelnosti pfistroji. Dospéli
jsme kzavéru, Ze dobra opakovatelnost méfeni pomoci druhé série potvrzuje
aplikovatelnost. Méfeni jsou rychla a nenaro¢na na obsluhu, coz je dilezity piedpoklad
uspésného provedeni méfeni. Nase prace, jak se domnivame, pfispéla i ke zdokonalovani
konstrukce pfistroji, nebot’ vzhledem Kk relativné malo rozsSifené metodé nejsou pristroje
zcela piipravené a odladéné tak, aby vyhovovaly podminkam pfi laboratornim testovani.

Kazdym provedenym métfenim se pfistroje zdokonaluji na zaklad€ zjisténych nedostatkd.
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Pro budouci dokonalejsi méteni by bylo naptiklad vhodné dofesit jednodussi a presnéjsi

zpusob upnuti vzorkd, aby byla méfeni opakovatelnd s vyssi presnosti.

Odolnost viskoelastickych materiald (kosti) proti poruseni je nutné z bio-
mechanického hlediska hodnotit nejen velikosti pusobici sily, ale také délkou trvani
(Casem) pusobeni. Doba trvani impulsu ma vliv na odolnost proti poruseni (napt. zlomu
kosti). Obecné¢ plati, ze ¢im kratsi impuls, tim vétsi je odolnost materidlu proti trvalému

poskozeni.

Lopot23 ve své literatuie uvadi, Ze v pfipad¢ rychlych zatiZeni, ktera se vyskytuji
napf. pii padech nebo pii narazech na tuhé pevné piekazky, dochazi Kk ,zablokovani®
tlumice a veSkera deformace se odehrava na pruziné 2 (Obr. 36), ktera reprezentuje ty
nejtuzsi kostni komponenty. Vysoka tuhost znamena vznik velkych napéti jiz pfi malych
deformacich a tedy zvySené riziko poSkozeni, resp. zlomeniny. Kost mé vzhledem ke své
konstrukci pochopitelné znacn€ anizotropni charakter a vlastnosti modelu se budou
markantn¢ lisit i podle sméru zatizeni. K vyCerpani mechanickych vlastnosti kosti, a tedy

ke zlomening, je proto zapotiebi rizné velkych sil v zavislosti na sméru jejich ptisobeni.

Dal8im z parametrl, vypovidajicim o pevnosti materiali, je ¢asova konstanta, coz
je podil Newtonova a Hookova koeficientu. Tato konstanta udava rychlost navratu
materialu po deformaci do pivodniho stavu®. Casova konstanta méfenych vzorka kosti
byla v nasem ptipadé v rozmezi 0,28 — 1,60 ms. U nami méfenych vzorku Ize ocekavat, ze
kosti by 1épe odolaly tiderim kratS$im nez je vypoétena ¢asova konstanta.

6.2 Klinicka ¢ast

Klinicka cast disertacni prace se délila na pilotni a roz$ifenou studii. Z pilotni studie
19 déti s prevalentnimi zlomeninami a nizkou kostni denzitou (BMD) byly ziskany
vysledky, které svédCily pro negativni vliv zvySené S-Hcy na kostni formaci a BMD,
zatimco kostni resorpce byla u téchto pacientti zvySena. Nizka kostni denzita déti nebyla
ovlivnéna télesnou vyskou, protoze télesnda vyska se neliSila od referenc¢nich hodnot a

nevyplynula zadna korelace mezi kostni denzitou a té€lesnou vyskou.

V pilotni studii nebyla prokazana souvislost mezi poétem prevalentnich zlomenin a
S-Hcy. Muzeme navrhnout hypotézu, ze studie nebyla dostatecné obsahla na to, aby
detekovala vyznamny vztah mezi dvémi sledovanymi parametry. K piipadnému prokazéani

byla proto studie nasledn¢ rozsitena.
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V rozsifené studii 37 déti S prevalentnimi zlomeninami a nizkou kostni denzitou
byly ziskany velmi podobné vysledky: ZvySenou hladinu S-Hcy a jeho inverzni korelaci
s S-ALP a L1-L4 BMD. Vzhledem k nalezu vys$ich hodnot S-OC a S-CrossLaps mizeme
usuzovat na zvySeny kostni obrat. Pro to svéd¢i téz vzajemné korelace mezi jednotlivymi
ukazateli kostniho obratu. Nizké hodnoty BMD u nasSich pacient nebyly ovlivnény malym
vzrustem, nebot’ télesnd vyska byla u téchto déti v normé. Korelace vysky, hmotnosti a
BMI s denzitnimi (BMD) vysledky potvrzuji vliv antropometrickych parametrt na BMD.
Vzhledem Kk tomu, Ze u déti jiz byla prokazana jasna souvislost mezi nizkou BMD a
vyskytem fraktur®®®®, hyperhomocysteinémie miiZe znamenat vyznamny rizikovy faktor
pro kostni zdravi u détské populace. U dospélych byla jiz opakované prokézana souvislost
mezi vysokymi hodnotami S-Hcy a nizkou BMD*"*2, Byly rovnéZ dokumentovany vysoké
hodnoty S-HCy u osteoporotickych postmenopauzalnich Zen bez vztahu k hodnotam
BMD*. Byla té7 prokézana souvislost mezi vysokymi hladinami S-Hey zvy$enym rizikem

: y : . 1
zlomeniny ky¢le u seniorské populace™.

Z hlediska patofyziologického je vztah osteopordzy u pacienti s vysokym S-Hcy
vysvétlovan akumulaci homocysteinu v kosti, coz vede k ubytku tradmcité kostni tkdné a
zhor§eni mechanické odolnosti skeletu™. Homocystein téz stimuluje osteoklastickou

aktivitu®'. Sviij podil miize téZ mit snizena metylaéni kapacita kosti®.

U nami sledovanych pediatrickych pacientli nebyla nalezena souvislost mezi
poc¢tem prevalentnich zlomenin a hladinou S-Hcy. Pravdépodobné by byl prokazan
v piipad¢ nékolikanasobné vyssiho pocétu vySetfovanych subjektli, nebot’ nizké hodnoty
BMD snizuji odolnost (pevnost) kosti proti namahéani (tedy zvySuji pravdépodobnost
fraktury). Ohledné kardiovaskularniho rizika: sérova hladina cholesterolu a BMI nebyly

uhrnné signifikantné zvyseny, pouze jeden pacient byl hypertonik.
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7 ZAVER

Tato disertaéni prace V experimentalni ¢asti navazuje na rozsahlejsi experiment
provadény katedrou biofyziky Farmaceutické fakulty UK HK. Projekt je zaméfeny na
ur¢ovani mechanickych vlastnosti jak biologickych materialti, tak materidld umélych
(pouzivanych v chirurgii) a vyvinuti vhodnych pfistroji pro meéfeni viskoelastickych

vlastnosti.

V teoretické Casti je podrobné uveden popis anatomie a fyziologie lidskych kosti,
jejich vyvoj, metabolismus, n€ktera metabolickd onemocnéni kosti, vliv stravy na jejich
kvalitu a vliv homocysteinu na kostni zdravi. V experimentalni ¢asti prace jsem se
zabyvala ovéfenim rezonan¢ni metody pii méteni viskoelastickych vlastnosti kosti. Vzorky
byly ziskany preparovanim pravé hrudni konéetiny (0S metacarpale quartum) prasete
domaciho. V klinické ¢asti prace jsem hodnotila vliv vysSich hladin homocysteinu na

kostni zdravi (denzitu kosti) u déti a dospivajicich.

V souCasné dobé je obvyklé pro méteni viskoelastickych vlastnosti material
pouzivat pfistroje DMA, které vyuZzivaji pfimého méfeni frekvencnich charakteristik.
Urcovani komplexnich modulit a komplexnich tuhosti na zaklad¢ piistroji DMA je
z technickych diivodl neptesné a drahé. Prakti¢téjsi je pouzit k uréovani moduld a tuhosti
rezonan¢ni metodu, kde dosdhneme vyssi citlivosti, lepsi pfesnosti a pfistroje jsou levnéjsi.
Jednim z cilti proto bylo provést pilotni méfeni na vzorcich kosti S uzitim nového pfistroje
RMA a tim ovéfit potvrzeni spravnosti jeho vyvoje, aby se Vv praxi mohl vyuZzit napt.
k pochopeni dynamické pevnosti kosti a kostnich nahrad. Byly provedeny 2 experimentalni

série méfeni, pro které byly pouzity 2 rizné varianty piistroji RMA.

Z naméfenych a vypoctenych hodnot 1. série lze odecist, Ze doba uskladnéni
mefenych vzorkit v pribéhu prvnich 15 dnli nemd vyrazny vliv na biomechanické
vlastnosti. Frekvence vzorkd byla po 15 dnech téméf konstatni, tlumeni amplitud
nevykazalo Zadnou tendenci (bylo spiSe nahodil¢). Nebyla tedy prokazana, avSak ani
vyloucena, systematickd zména viskoelastichych vlastnosti. Proto pro dalSi pifipadna
meteni vzorkil kosti zistavd obecnym doporucenim pro korektnost a interpretaci vysledki,
provadét je bud’ in vivo (obvykle nelze), nebo post mortem, avsak co nejdiive od vyjmuti
vzorku (napf. béhem 2 az 3 dnt) a sdodrZzenim podminek skladovani (v lednici a

v roztoku).
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Zkusenosti z 1. série méfeni poslouzily také pro urcité Gpravy a vylepSeni méfici
sestavy pro 2. sérii méfeni. Byla ptidana moznost vlozit rizna zavazi S kompenzaéni
pruzinou a tim ménit frekvenci kmitani vzorkl. Bylo tim umoznéno ovéfit chovani vzorkt
v SirSim frekven¢im (dynamickém) poli, tedy blize redlnym podminkdm namahani kosti.
Dodatecné byly zjistény hodnoty statické tuhosti (pii statickém zatizeni), které umoznuji
vynést S vyS$i piesnosti a vypovidajici hodnotou kiivku zavislosti dynamického modulu
pruznosti na frekvenci. Z tohoto zjisténi vyplyva ponauceni pro ptipadna budouci méieni:

zm¢fit statickou tuhost jednotlivych vzorkl kosti neprodlené€ s ostatnimi parametry.

Z vysledkt méfeni vyplynula prokazatelna frekvencni zavislost elastického (Ep) i
viskozniho () koeficientu. Z toho Ize vyhodnotit zavér, ze viskoelastické vlastnosti
méfenych kosti jsou z biomechanického hlediska nelinearni (pfipadné linearni jen po

Castech).

Vysledky a ovéfeny postup poskytuji metodiku pro feSeni mechanického
piizptisobeni kosti a umélych struktur. V budoucnosti by mohly byt vyuzitelné i
k diagnostickym t¢elim a pro hodnoceni vysledki terapie. Z méfeni Ize relativné levné a
jednoduse ziskat casovou konstantu materialu, ktera ma vyrazny vliv na odolnost materialu
proti poruSeni. Tento parametr tak muze pomoci napf. vV mediciné K posouzeni rizika
poskozeni (zlomeni). V soucasnosti jsou pozadovany zvySené naroky na viskoelastické
vlastnosti nahrad, nebot je nutné sladit biomechanické vlastnosti s fyziologickymi
vlastnostmi biologickych struktur, neboli zajistit vzajemnou kompatibilitu. Cilem je tedy
vyrabét nahrady tak, aby se v mechanickych parametrech (napf. v pevnosti, v pruznosti, v
roztaznosti) co nejvice podobaly lidskym strukturam. Pfedpokladame, ze nova metoda
RMA by mohla v budoucnosti ptispét k vyzkumu pro lepsi a ptesnéj$i poznani
viskoelastickych vlastnosti materialti pouzivanych v medicing.

V klinické ¢asti byly provedeny dveé studie, v prvni pilotni byly hodnoceny
zdznamy 19 pacientli, V druhé rozsitené studii bylo hodnoceno 37 pacienti. Cilem bylo
prokazat nebo vyvratit vztah mezi vysokou hladinou homocysteinu v séru a nizkou

denzitou kostniho mineralu u déti a dospivajicich.

Tato zavislost jiz byla prokdzana u postmenopauzélnich zen. U déti a dorostenct
dosud neexistuji souvislé udaje o vztahu hladiny homocysteinu v séru (S-Hcy) a stavem
skeletu. Z laboratornich vysledkti krevniho séra byla zjisténa pozitivni korelace mezi

hladinou alkalické fosfatdzy a hladinou osteokalcinu, dale mezi hladinou alkalické
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fosfatazy a hladinou CrossLaps a korelace mezi hladinou osteokalcinu a hladinou
CrossLaps. Tyto vysledky prokazuji zvySeny kostni obrat a negativni vliv vysSich hodnot
S-Hcy na kostni denzitu u déti. Osteoporoza a zvySené riziko zlomenin u pacientd
svysokou hladinou S-Hcy je v soucasnosti vysvétlovano hromadénim homocysteinu

v kosti, coz vede k vyraznému ubytku tramgité kosti a tim k poklesu pevnosti kosti®".

Z vysledku klinické casti vyplynulo, ze vyssi hodnoty sérového homocysteinu
predstavuji rizikovy faktor pro kostni zdravi nejenom u postmenopauzalnich zen, ale téz v
détském a dorostovém veku. Osteopordza je nejcastéjsi metabolické onemocnéni skeletu a
postihuje 7-8 % obyvatel, osteoporoticka zlomenina hrozi kazdé 3. Zené a kazdému 6.
muzi ve véku nad 50 let, az 20 % pacientd na nésledky osteoporotickych zlomenin umiré a
30 % se stava nesobéstaén;’rmi%. Proto by bylo vhodné, zamétit budouci vyzkum nejen na
homocystein, ale i dalsi faktory, které mohou jak negativné tak i pozitivné ovlivnit

biomechanické vlastnosti kosti.

Jsme si védomi faktu, ze jsme u pediatrickych pacienti nenalezli vztah mezi
poc¢tem prevalentnich zlomenin a S-Hcy, ale pocet vySetfovanych subjektli toto nejspise
neumoznil. K nalezeni prokazatelného vztahu mezi S-Hcy a poctem fraktur by bylo tfeba
vySetiit nékolik stovek pacientt. Vysledky nicméné potvrzuji negativni vliv zvySenych
hodnot S-Hcy na kostni zdravi jiz u pediatrické populace. Vyvojovym aspektim fady
chorob  postihujicich  geriatrickou  populaci  (napf.  osteopor6za, hypertenze,
hypecholesterolémie, obezita) je v souc¢asné dobé vénovana zaslouzena pozornost, nebot’
fada téchto chorobnych stavii mé svij zadklad jiz v détském véku. Je pravdépodobné, Ze

sem patii téz vliv hyperhomocysteinémie na kostni tkan.
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9 PRILOHY

9.1 Tabulky namérenych hodnot

1. série méreni

ﬁ 7] Tlumeni | Primérna Hookeliv Newtontiv Dynamicky Viskozita
§ ’é’ amplitud | frekvence koeficient koeficient modul

& | den (o} f [Hz] H[N.m"] | N[N.s.m™] Ep [Pa] n [Pa.s]
1 0 11 9,9 1,74E+02 9,75E-02 4 87E+07 2,73E+04
1 0 11 10,0 1,74E+02 9,53E-02 4,87E+07 2,67E+04
1 0 11 10,0 1,75E+02 9,36E-02 4,89E+07 2,62E+04
1 0 1,0 10,0 1,77E+02 9,24E-02 4 95E+07 2,59E+04
1 0 11 10,0 1,76E+02 9,46E-02 4,93E+07 2,65E+04
1 0 1,0 10,0 1,76E+02 9,29E-02 4,93E+07 2,60E+04
1 0 1,0 10,0 1,77E+02 9,32E-02 4,96E+07 2,61E+04
1 0 1,0 10,0 1,76E+02 9,29E-02 4,93E+07 2,60E+04
1 0 1,0 10,0 1,77E+02 9,16E-02 4,96E+07 2,57E+04
1 0 1,0 10,0 1,77E+02 9,19E-02 4, 96E+07 2,57E+04
2 0 14 10,3 1,87E+02 1,24E-01 2,54E+07 1,68E+04
2 0 14 10,3 1,88E+02 1,21E-01 2,55E+07 1,65E+04
2 0 1,3 10,4 1,89E+02 1,20E-01 2,56E+07 1,63E+04
2 0 1,3 10,4 1,89E+02 1,19E-01 2,57E+07 1,62E+04
2 0 1,3 10,4 1,89E+02 1,19E-01 2,56E+07 1,62E+04
2 0 1,3 10,4 1,91E+02 1,19E-01 2,59E+07 1,62E+04
2 0 1,3 10,4 1,89E+02 1,18E-01 2,57E+07 1,60E+04
2 0 1,3 10,4 1,90E+02 1,19E-01 2,58E+07 1,61E+04
2 0 1,3 10,4 1,91E+02 1,17E-01 2,59E+07 1,59E+04
2 0 1,3 10,4 1,90E+02 1,17E-01 2,58E+07 1,59E+04
3 0 0,7 11,3 2,26E+02 6,00E-02 5,20E+07 1,38E+04
3 0 0,6 11,3 2,25E+02 5,65E-02 5,19E+07 1,30E+04
3 0 0,6 11,3 2,25E+02 5,52E-02 5,18E+07 1,27E+04
3 0 0,6 114 2,27E+02 5,42E-02 5,24E+07 1,25E+04
3 0 0,6 11,4 2,27E+02 5,35E-02 5,23E+07 1,23E+04
3 0 0,6 11,4 2,27E+02 5,35E-02 5,22E+07 1,23E+04
3 0 0,5 11,5 2,30E+02 4,82E-02 5,31E+07 1,11E+04
3 0 0,5 11,5 2,31E+02 4,82E-02 5,32E+07 1,11E+04
3 0 0,6 11,5 2,30E+02 5,19E-02 5,31E+07 1,20E+04
3 0 0,6 11,5 2,31E+02 491E-02 5,31E+07 1,13E+04
4 0 1,1 14,0 3,44E+02 9,58E-02 1,81E+07 5,04E+03
4 0 1,1 14,0 3,46E+02 9,40E-02 1,82E+07 4 95E+03
4 0 1,0 14,1 3,47E+02 9,33E-02 1,83E+07 4 91E+03
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4 0 1,0 14,1 3,48E+02 9,13E-02 1,83E+07 4,80E+03
4 0 1,0 14,1 3,48E+02 9,21E-02 1,83E+07 4,85E+03
4 0 1,0 14,1 3,47E+02 9,28E-02 1,83E+07 4,88E+03
4 0 1,0 14,1 3,48E+02 9,14E-02 1,83E+07 4,81E+03
4 0 1,0 14,1 3,48E+02 9,18E-02 1,83E+07 4,83E+03
4 0 1,0 14,0 3,46E+02 9,06E-02 1,82E+07 4,77E+03
4 0 1,0 14,1 3,49E+02 9,12E-02 1,83E+07 4,80E+03
5 0 0,7 13,2 3,04E+02 6,45E-02 3,13E+07 6,65E+03
5 0 0,7 13,1 3,04E+02 6,36E-02 3,13E+07 6,55E+03
5 0 0,7 13,1 3,04E+02 6,42E-02 3,13E+07 6,61E+03
5 0 0,7 13,2 3,05E+02 6,32E-02 3,14E+07 6,51E+03
5 0 0,7 13,1 3,04E+02 6,29E-02 3,13E+07 6,48E+03
5 0 0,7 13,1 3,04E+02 6,27E-02 3,13E+07 6,46E+03
5 0 0,7 13,1 3,04E+02 6,29E-02 3,13E+07 6,48E+03
5 0 0,7 13,2 3,05E+02 6,32E-02 3,14E+07 6,51E+03
5 0 0,7 13,2 3,04E+02 6,18E-02 3,13E+07 6,37E+03
5 0 0,7 13,2 3,05E+02 6,28E-02 3,14E+07 6,47E+03
6 0 1,0 12,7 2,85E+02 8,59E-02 2,89E+07 8,71E+03
6 0 0,9 12,7 2,84E+02 8,33E-02 2,88E+07 8,44E+03
6 0 0,9 12,7 2,84E+02 8,45E-02 2,88E+07 8,57E+03
6 0 0,9 12,7 2,84E+02 8,23E-02 2,88E+07 8,34E+03
6 0 0,9 12,7 2,85E+02 8,17E-02 2,89E+07 8,28E+03
6 0 0,9 12,7 2,84E+02 8,09E-02 2,87E+07 8,20E+03
6 0 0,9 12,7 2,85E+02 8,00E-02 2,89E+07 8,11E+03
6 0 0,9 12,7 2,84E+02 8,13E-02 2,88E+07 8,24E+03
6 0 0,9 12,7 2,84E+02 7,94E-02 2,88E+07 8,05E+03
6 0 0,9 12,7 2,84E+02 7,96E-02 2,88E+07 8,06E+03
7 0 0,9 14,5 3,70E+02 8,11E-02 2,34E+07 5,14E+03
7 0 0,9 14,5 3,72E+02 8,16E-02 2,36E+07 5,17E+03
7 0 0,9 14,5 3,72E+02 8,15E-02 2,36E+07 5,16E+03
7 0 0,9 14,6 3,73E+02 8,18E-02 2,36E+07 5,18E+03
7 0 0,9 14,6 3,74E+02 8,20E-02 2,37E+07 5,19E+03
7 0 0,9 14,6 3,74E+02 8,23E-02 2,37E+07 5,22E+03
7 0 0,9 14,6 3,76E+02 8,17E-02 2,38E+07 5,18E+03
7 0 0,9 14,6 3,75E+02 8,19E-02 2,38E+07 5,19E+03
7 0 0,9 14,6 3,77E+02 8,28E-02 2,39E+07 5,25E+03
7 0 0,9 14,6 3,76E+02 8,25E-02 2,38E+07 5,23E+03
8 0 0,8 13,0 2,99E+02 7,03E-02 3,48E+07 8,19E+03
8 0 0,8 13,0 2,98E+02 7,04E-02 3,47E+07 8,20E+03
8 0 0,8 13,1 3,00E+02 7,10E-02 3,50E+07 8,27E+03
8 0 0,7 13,0 2,98E+02 6,42E-02 3,48E+07 7,48E+03
8 0 0,7 13,1 2,99E+02 6,66E-02 3,49E+07 7,76E+03
8 0 0,7 13,1 3,00E+02 6,57E-02 3,50E+07 7,65E+03
8 0 0,7 13,1 3,01E+02 6,61E-02 3,50E+07 7,70E+03
8 0 0,7 13,1 3,00E+02 6,31E-02 3,49E+07 7,35E+03
8 0 0,7 13,1 3,01E+02 6,33E-02 3,50E+07 7,37E+03
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8 0 0,7 13,1 3,01E+02 6,31E-02 3,50E+07 7,35E+03
1 1 1,1 9,6 1,61E+02 9,41E-02 4,50E+07 2,64E+04
1 1 1,0 9,6 1,61E+02 9,33E-02 4,50E+07 2,61E+04
1 1 1,0 9,6 1,61E+02 9,29E-02 4,50E+07 2,60E+04
1 1 1,0 9,6 1,61E+02 9,14E-02 4 51E+07 2,56E+04
1 1 1,0 9,6 1,60E+02 9,12E-02 4,49E+07 2,55E+04
1 1 1,0 9,6 1,61E+02 9,18E-02 4,50E+07 2,57E+04
1 1 1,0 9,6 1,61E+02 9,15E-02 4,51E+07 2,56E+04
1 1 1,0 9,6 1,61E+02 9,17E-02 4 51E+07 2,57E+04
1 1 1,0 9,6 1,61E+02 9,07E-02 4,51E+07 2,54E+04
1 1 1,0 9,6 1,61E+02 9,03E-02 4,52E+07 2,53E+04
2 1 1,0 10,5 1,95E+02 8,68E-02 2,64E+07 1,18E+04
2 1 1,0 10,6 1,97E+02 8,88E-02 2,67E+07 1,20E+04
2 1 1,0 10,6 1,97E+02 8,85E-02 2,67E+07 1,20E+04
2 1 1,0 10,6 1,96E+02 8,85E-02 2,66E+07 1,20E+04
2 1 1,0 10,5 1,95E+02 8,74E-02 2,65E+07 1,19E+04
2 1 1,0 10,6 1,97E+02 8,86E-02 2,67E+07 1,20E+04
2 1 1,0 10,6 1,98E+02 8,86E-02 2,69E+07 1,20E+04
2 1 1,0 10,6 1,97E+02 8,91E-02 2,67E+07 1,21E+04
2 1 1,0 10,6 1,99E+02 8,90E-02 2,70E+07 1,21E+04
2 1 1,0 10,6 1,97E+02 8,91E-02 2,67E+07 1,21E+04
3 1 0,8 12,1 2,57TE+02 7,43E-02 6,15E+07 1,78E+04
3 1 0,9 12,2 2,60E+02 7,71E-02 6,21E+07 1,84E+04
3 1 0,8 12,1 2,59E+02 7,23E-02 6,20E+07 1,73E+04
3 1 0,8 12,2 2,61E+02 7,39E-02 6,23E+07 1,77E+04
3 1 0,8 12,1 2,59E+02 7,39E-02 6,20E+07 1,77E+04
3 1 0,8 12,2 2,60E+02 7,27E-02 6,22E+07 1,74E+04
3 1 0,8 12,2 2,60E+02 7,19E-02 6,22E+07 1,72E+04
3 1 0,8 12,2 2,60E+02 7,22E-02 6,22E+07 1,73E+04
3 1 0,8 12,2 2,61E+02 7,05E-02 6,23E+07 1,69E+04
3 1 0,8 12,2 2,61E+02 7,00E-02 6,25E+07 1,67E+04
4 1 11 14,7 3,78E+02 9,69E-02 1,99E+07 5,10E+03
4 1 1,1 14,7 3,78E+02 9,45E-02 1,99E+07 4,97E+03
4 1 1,1 14,7 3,78E+02 9,38E-02 1,99E+07 4,94E+03
4 1 1,1 14,7 3,78E+02 9,41E-02 1,99E+07 4,95E+03
4 1 1,1 14,7 3,77E+02 9,69E-02 1,99E+07 5,10E+03
4 1 1,1 14,7 3,79E+02 9,36E-02 1,99E+07 4,93E+03
4 1 1,0 14,6 3,73E+02 9,13E-02 1,96E+07 4,80E+03
4 1 1,0 14,5 3,72E+02 9,12E-02 1,96E+07 4,80E+03
4 1 1,1 145 3,72E+02 9,36E-02 1,96E+07 4,93E+03
4 1 1,0 14,5 3,72E+02 9,33E-02 1,96E+07 4,91E+03
5 1 0,9 14,2 3,54E+02 8,16E-02 3,38E+07 7,78E+03
5 1 0,9 14,2 3,54E+02 8,05E-02 3,38E+07 7,68E+03
5 1 0,9 14,2 3,55E+02 7,97E-02 3,38E+07 7,60E+03
5 1 0,9 14,2 3,54E+02 7,97E-02 3,38E+07 7,61E+03
5 1 0,9 14,2 3,56E+02 7,86E-02 3,39E+07 7,50E+03
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5 1 0,9 14,2 3,55E+02 7,89E-02 3,39E+07 7,53E+03
5 1 0,9 14,2 3,56E+02 7,76E-02 3,39E+07 7,41E+03
5 1 0,9 14,2 3,56E+02 7,80E-02 3,40E+07 7,45E+03
5 1 0,9 14,2 3,55E+02 7,81E-02 3,39E+07 7,45E+03
5 1 0,9 14,2 3,56E+02 7,75E-02 3,40E+07 7,39E+03
6 1 0,9 12,6 2,80E+02 8,17E-02 2,84E+07 8,28E+03
6 1 1,0 12,5 2,7T7TE+02 8,46E-02 2,81E+07 8,58E+03
6 1 0,8 12,5 2,74E+02 7,21E-02 2,78E+07 7,31E+03
6 1 0,8 12,5 2,74E+02 7,23E-02 2,78E+07 7,33E+03
6 1 0,8 12,5 2,75E+02 7,15E-02 2,79E+07 7,25E+03
6 1 0,8 12,5 2,75E+02 7,18E-02 2,79E+07 7,28E+03
6 1 0,8 12,5 2,76E+02 6,93E-02 2,80E+07 7,02E+03
6 1 0,8 12,5 2,76E+02 6,96E-02 2,79E+07 7,05E+03
6 1 0,8 12,5 2,76E+02 6,86E-02 2,79E+07 6,96E+03
6 1 0,8 12,5 2,75E+02 6,98E-02 2,79E+07 7,07E+03
7 1 0,9 14,5 3,71E+02 8,36E-02 2,49E+07 5,61E+03
7 1 0,9 14,6 3,75E+02 8,21E-02 2,51E+07 5,50E+03
7 1 0,9 14,6 3,72E+02 8,10E-02 2,50E+07 5,43E+03
7 1 0,9 14,6 3,73E+02 8,19E-02 2,50E+07 5,49E+03
7 1 0,9 14,6 3,75E+02 8,12E-02 2,51E+07 5,44E+03
7 1 0,9 14,6 3,74E+02 8,14E-02 2,51E+07 5,46E+03
7 1 0,9 14,6 3,73E+02 8,11E-02 2,50E+07 5,44E+03
7 1 0,9 14,6 3,73E+02 8,09E-02 2,50E+07 5,42E+03
7 1 0,9 14,6 3,73E+02 8,20E-02 2,50E+07 5,50E+03
7 1 0,9 14,6 3,73E+02 8,06E-02 2,50E+07 5,41E+03
8 1 0,9 13,2 3,08E+02 8,25E-02 3,84E+07 1,03E+04
8 1 0,9 13,2 3,08E+02 8,20E-02 3,84E+07 1,02E+04
8 1 0,9 13,3 3,09E+02 8,23E-02 3,85E+07 1,03E+04
8 1 0,9 13,3 3,09E+02 8,18E-02 3,85E+07 1,02E+04
8 1 0,9 13,3 3,09E+02 8,16E-02 3,85E+07 1,02E+04
8 1 0,9 13,3 3,09E+02 8,23E-02 3,85E+07 1,03E+04
8 1 0,9 13,3 3,09E+02 8,14E-02 3,85E+07 1,02E+04
8 1 0,9 13,3 3,09E+02 8,18E-02 3,85E+07 1,02E+04
8 1 0,9 13,3 3,10E+02 8,15E-02 3,87E+07 1,02E+04
8 1 0,9 13,3 3,10E+02 8,16E-02 3,86E+07 1,02E+04
1 3 11 9,6 1,63E+02 9,52E-02 4,58E+07 2,67E+04
1 3 11 9,7 1,64E+02 9,59E-02 4,61E+07 2,68E+04
1 3 1,1 9,7 1,63E+02 9,57E-02 4,58E+07 2,68E+04
1 3 1,1 9,7 1,66E+02 9,45E-02 4,64E+07 2,65E+04
1 3 11 9,7 1,64E+02 9,41E-02 4,59E+07 2,63E+04
1 3 1,0 9,7 1,66E+02 9,29E-02 4,64E+07 2,60E+04
1 3 1,0 9,7 1,65E+02 9,28E-02 4,63E+07 2,60E+04
1 3 1,0 9,7 1,65E+02 9,28E-02 4,63E+07 2,60E+04
1 3 11 9,7 1,67E+02 9,39E-02 4,67E+07 2,63E+04
1 3 1,0 9,7 1,66E+02 9,32E-02 4,66E+07 2,61E+04
2 3 0,9 10,2 1,84E+02 7,59E-02 2,50E+07 1,03E+04
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2 3 0,8 10,2 1,83E+02 7,41E-02 2,49E+07 1,01E+04
2 3 0,8 10,2 1,84E+02 7,42E-02 2,50E+07 1,01E+04
2 3 0,8 10,2 1,84E+02 7,36E-02 2,50E+07 9,98E+03
2 3 0,8 10,2 1,84E+02 7,25E-02 2,50E+07 9,84E+03
2 3 0,8 10,3 1,85E+02 7,41E-02 2,51E+07 1,00E+04
2 3 0,8 10,3 1,85E+02 7,53E-02 2,51E+07 1,02E+04
2 3 0,8 10,2 1,84E+02 7,44E-02 2,50E+07 1,01E+04
2 3 0,9 10,2 1,84E+02 7,62E-02 2,50E+07 1,03E+04
2 3 0,8 10,3 1,85E+02 7,36E-02 2,50E+07 9,99E+03
3 3 0,8 12,4 2,71E+02 7,26E-02 6,61E+07 1,77E+04
3 3 0,8 12,4 2,71E+02 7,13E-02 6,60E+07 1,74E+04
3 3 0,8 12,5 2,74E+02 6,94E-02 6,68E+07 1,69E+04
3 3 0,8 12,4 2,72E+02 6,94E-02 6,64E+07 1,69E+04
3 3 0,8 12,5 2,74E+02 6,93E-02 6,6 7E+07 1,69E+04
3 3 0,8 12,5 2,75E+02 6,89E-02 6,70E+07 1,68E+04
3 3 0,8 12,5 2,75E+02 6,98E-02 6,71E+07 1,70E+04
3 3 0,8 12,5 2,75E+02 6,89E-02 6,69E+07 1,68E+04
3 3 0,8 12,5 2,75E+02 6,92E-02 6,69E+07 1,68E+04
3 3 0,8 12,5 2,76E+02 7,07E-02 6,72E+07 1,72E+04
4 3 0,9 14,6 3,51E+02 7,69E-02 1,74E+07 3,82E+03
4 3 0,9 14,6 3,77E+02 7,64E-02 1,87E+07 3,79E+03
4 3 0,8 14,6 3,74E+02 7,42E-02 1,86E+07 3,68E+03
4 3 0,8 14,7 3,77E+02 7,45E-02 1,87E+07 3,70E+03
4 3 0,8 14,6 3,75E+02 7,45E-02 1,86E+07 3,70E+03
4 3 0,8 14,6 3,76E+02 7,39E-02 1,87E+07 3,67E+03
4 3 0,8 14,6 3,74E+02 7,48E-02 1,86E+07 3,71E+03
4 3 0,8 14,6 3,75E+02 7,42E-02 1,86E+07 3,68E+03
4 3 0,8 14,6 3,75E+02 7,46E-02 1,86E+07 3,70E+03
4 3 0,8 14,6 3,74E+02 7,48E-02 1,86E+07 3,71E+03
5 3 1,0 13,6 3,28E+02 8,94E-02 3,31E+07 9,03E+03
5 3 1,0 13,7 3,29E+02 8,81E-02 3,33E+07 8,90E+03
5 3 1,0 13,7 3,30E+02 8,67E-02 3,34E+07 8,76E+03
5 3 1,0 13,7 3,29E+02 8,50E-02 3,32E+07 8,59E+03
5 3 1,0 13,7 3,29E+02 8,46E-02 3,33E+07 8,56E+03
5 3 1,0 13,7 3,29E+02 8,57E-02 3,33E+07 8,66E+03
5 3 0,9 13,7 3,31E+02 8,44E-02 3,35E+07 8,53E+03
5 3 0,9 13,7 3,31E+02 8,31E-02 3,35E+07 8,40E+03
5 3 0,9 13,7 3,32E+02 8,43E-02 3,36E+07 8,52E+03
5 3 1,0 13,7 3,31E+02 8,46E-02 3,34E+07 8,55E+03
6 3 0,9 12,7 2,81E+02 7,60E-02 3,02E+07 8,14E+03
6 3 0,8 12,7 2,84E+02 7,34E-02 3,05E+07 7,86E+03
6 3 0,8 12,7 2,82E+02 7,44E-02 3,03E+07 7,97E+03
6 3 0,8 12,7 2,85E+02 7,26E-02 3,05E+07 7,77E+03
6 3 0,8 12,7 2,84E+02 7,33E-02 3,05E+07 7,85E+03
6 3 0,8 12,7 2,84E+02 7,20E-02 3,04E+07 7,71E+03
6 3 0,8 12,7 2,85E+02 7,04E-02 3,06E+07 7,54E+03
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6 3 0,8 12,7 2,84E+02 7,04E-02 3,04E+07 7,54E+03
6 3 0,8 12,7 2,84E+02 6,90E-02 3,04E+07 7,39E+03
6 3 0,8 12,7 2,85E+02 6,84E-02 3,06E+07 7,33E+03
7 3 1,2 14,2 3,54E+02 1,09E-01 2,46E+07 7,58E+03
7 3 1,2 14,3 3,58E+02 1,09E-01 2,49E+07 7,57TE+03
7 3 1,2 14,2 3,56E+02 1,09E-01 2,48E+07 7,61E+03
7 3 1,2 14,2 3,55E+02 1,09E-01 2,47E+07 7,56E+03
7 3 1,2 14,2 3,56E+02 1,08E-01 2,47E+07 7,52E+03
7 3 1,2 14,3 3,57E+02 1,10E-01 2,48E+07 7,64E+03
7 3 1,3 14,2 3,55E+02 1,13E-01 2,47E+07 7,84E+03
7 3 1,2 14,2 3,54E+02 1,10E-01 2,46E+07 7,67E+03
7 3 1,2 14,2 3,54E+02 1,10E-01 2,47E+07 7,63E+03
7 3 1,2 14,2 3,55E+02 1,09E-01 2,47E+07 7,60E+03
8 3 1,1 12,9 2,92E+02 1,00E-01 3,64E+07 1,25E+04
8 3 1,1 12,9 2,94E+02 9,68E-02 3,67E+07 1,21E+04
8 3 11 12,9 2,94E+02 9,59E-02 3,67E+07 1,20E+04
8 3 1,1 12,9 2,92E+02 9,50E-02 3,65E+07 1,18E+04
8 3 1,1 13,0 2,96E+02 9,54E-02 3,69E+07 1,19E+04
8 3 11 12,9 2,93E+02 9,55E-02 3,65E+07 1,19E+04
8 3 11 12,9 2,95E+02 9,51E-02 3,68E+07 1,19E+04
8 3 1,1 12,9 2,94E+02 9,45E-02 3,66E+07 1,18E+04
8 3 11 12,9 2,93E+02 9,45E-02 3,66E+07 1,18E+04
8 3 11 12,9 2,94E+02 9,41E-02 3,67E+07 1,17E+04
1 7 1,2 9,7 1,49E+02 1,07E-01 4,34E+07 3,13E+04
1 7 1,2 9,8 1,67E+02 1,03E-01 4,88E+07 3,00E+04
1 7 1,2 9,8 1,67E+02 1,05E-01 4,88E+07 3,05E+04
1 7 1,2 9,8 1,67E+02 1,02E-01 4,87E+07 2,99E+04
1 7 11 9,8 1,67E+02 1,01E-01 4,88E+07 2,95E+04
1 7 1,2 9,8 1,67E+02 1,03E-01 4,86E+07 2,99E+04
1 7 1,1 9,8 1,68E+02 1,00E-01 4,89E+07 2,92E+04
1 7 11 9,8 1,67E+02 9,98E-02 4,87E+07 2,91E+04
1 7 11 9,8 1,68E+02 1,01E-01 4,89E+07 2,93E+04
1 7 1,1 9,8 1,68E+02 9,89E-02 4,90E+07 2,88E+04
2 7 0,8 10,5 1,93E+02 7,00E-02 2,57E+07 9,32E+03
2 7 0,8 10,5 1,93E+02 6,99E-02 2,57E+07 9,30E+03
2 7 0,8 10,5 1,95E+02 7,09E-02 2,60E+07 9,44E+03
2 7 0,8 10,5 1,93E+02 6,88E-02 2,57E+07 9,16E+03
2 7 0,8 10,5 1,94E+02 6,77E-02 2,58E+07 9,01E+03
2 7 0,8 10,5 1,93E+02 6,85E-02 2,57E+07 9,12E+03
2 7 0,8 10,5 1,94E+02 6,84E-02 2,58E+07 9,11E+03
2 7 0,8 10,5 1,94E+02 6,81E-02 2,59E+07 9,06E+03
2 7 0,8 10,5 1,94E+02 6,86E-02 2,58E+07 9,13E+03
2 7 0,7 10,5 1,93E+02 6,68E-02 2,57E+07 8,89E+03
3 7 0,9 12,7 2,81E+02 7,73E-02 6,72E+07 1,85E+04
3 7 0,9 12,7 2,81E+02 8,11E-02 6,73E+07 1,94E+04
3 7 0,9 12,7 2,82E+02 7,75E-02 6,74E+07 1,85E+04
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3 7 0,9 12,7 2,82E+02 7,92E-02 6,74E+07 1,89E+04
3 7 0,8 12,7 2,82E+02 7,55E-02 6,74E+07 1,80E+04
3 7 0,9 12,7 2,83E+02 7,77E-02 6,75E+07 1,86E+04
3 7 0,9 12,7 2,85E+02 8,14E-02 6,81E+07 1,95E+04
3 7 0,9 12,7 2,84E+02 7,99E-02 6,79E+07 1,91E+04
3 7 0,9 12,7 2,84E+02 8,03E-02 6,80E+07 1,92E+04
3 7 0,9 12,7 2,86E+02 7,77E-02 6,83E+07 1,86E+04
4 7 1,0 14,8 3,83E+02 8,82E-02 1,90E+07 4,38E+03
4 7 1,0 14,8 3,86E+02 8,54E-02 1,92E+07 4,24E+03
4 7 0,9 14,8 3,85E+02 8,43E-02 1,91E+07 4,18E+03
4 7 1,0 14,8 3,84E+02 8,47E-02 1,91E+07 4,21E+03
4 7 0,9 14,8 3,85E+02 8,24E-02 1,91E+07 4,09E+03
4 7 1,0 14,8 3,84E+02 8,61E-02 1,91E+07 4,27E+03
4 7 0,9 14,8 3,85E+02 8,35E-02 1,91E+07 4,14E+03
4 7 1,0 14,8 3,84E+02 8,50E-02 1,91E+07 4,22E+03
4 7 1,0 14,8 3,85E+02 8,67E-02 1,91E+07 4,30E+03
4 7 1,0 14,8 3,86E+02 8,66E-02 1,92E+07 4,30E+03
5 7 1,0 13,7 3,31E+02 9,07E-02 3,35E+07 9,17E+03
5 7 11 13,8 3,33E+02 9,43E-02 3,37E+07 9,54E+03
5 7 1,0 13,7 3,32E+02 9,02E-02 3,35E+07 9,11E+03
5 7 1,0 13,8 3,33E+02 9,18E-02 3,37E+07 9,28E+03
5 7 1,2 13,8 3,36E+02 1,04E-01 3,40E+07 1,05E+04
5 7 1,2 13,9 3,37E+02 1,04E-01 3,41E+07 1,05E+04
5 7 11 13,9 3,38E+02 9,98E-02 3,42E+07 1,01E+04
5 7 1,2 13,8 3,36E+02 1,03E-01 3,40E+07 1,04E+04
5 7 11 13,9 3,38E+02 9,81E-02 3,41E+07 9,91E+03
5 7 11 13,9 3,37E+02 1,00E-01 3,41E+07 1,01E+04
6 7 0,8 12,7 2,85E+02 7,44E-02 2,94E+07 7,68E+03
6 7 0,8 12,7 2,84E+02 7,37E-02 2,93E+07 7,61E+03
6 7 0,8 12,7 2,86E+02 7,55E-02 2,95E+07 7,80E+03
6 7 0,8 12,8 2,86E+02 7,41E-02 2,95E+07 7,66E+03
6 7 0,8 12,7 2,84E+02 7,36E-02 2,93E+07 7,60E+03
6 7 0,8 12,7 2,85E+02 7,28E-02 2,95E+07 7,52E+03
6 7 0,8 12,7 2,84E+02 7,44E-02 2,94E+07 7,68E+03
6 7 0,8 12,8 2,86E+02 7,27E-02 2,95E+07 7,51E+03
6 7 0,8 12,8 2,58E+02 7,25E-02 2,66E+07 7,48E+03
6 7 0,8 12,7 2,86E+02 7,19E-02 2,95E+07 7,42E+03
7 7 1,0 14,1 3,52E+02 8,65E-02 2,36E+07 5,80E+03
7 7 0,9 14,2 3,53E+02 7,79E-02 2,37E+07 5,22E+03
7 7 1,0 14,1 3,51E+02 8,71E-02 2,36E+07 5,84E+03
7 7 0,9 14,2 3,53E+02 7,88E-02 2,36E+07 5,28E+03
7 7 1,0 14,2 3,52E+02 8,58E-02 2,36E+07 5,75E+03
7 7 0,9 141 3,50E+02 8,45E-02 2,35E+07 5,67E+03
7 7 1,0 141 3,51E+02 8,62E-02 2,35E+07 5,78E+03
7 7 1,0 14,1 3,51E+02 8,61E-02 2,36E+07 5,77E+03
7 7 0,9 14,2 3,53E+02 8,37E-02 2,36E+07 5,61E+03
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7 7 0,9 14,1 3,51E+02 7,82E-02 2,35E+07 5,24E+03
8 7 0,8 13,5 3,22E+02 7,38E-02 3,88E+07 8,90E+03
8 7 0,8 13,6 3,23E+02 7,20E-02 3,90E+07 8,68E+03
8 7 0,8 13,6 3,23E+02 7,10E-02 3,89E+07 8,55E+03
8 7 0,8 13,5 3,23E+02 7,19E-02 3,89E+07 8,67E+03
8 7 0,8 13,6 3,23E+02 7,10E-02 3,90E+07 8,56E+03
8 7 0,8 13,6 3,23E+02 6,96E-02 3,89E+07 8,39E+03
8 7 0,8 13,6 3,24E+02 6,93E-02 3,91E+07 8,36E+03
8 7 0,8 13,6 3,24E+02 6,74E-02 3,90E+07 8,12E+03
8 7 0,8 13,6 3,25E+02 6,75E-02 3,92E+07 8,14E+03
8 7 0,7 13,6 3,25E+02 6,67E-02 3,92E+07 8,04E+03
1 15 1,4 9,5 1,60E+02 1,21E-01 4,49E+07 3,40E+04
1 15 1,4 9,5 1,60E+02 1,21E-01 4,47E+07 3,38E+04
1 15 1,3 9,5 1,59E+02 1,15E-01 4,46E+07 3,21E+04
1 15 1,3 9,5 1,59E+02 1,14E-01 4,45E+07 3,19E+04
1 15 1,4 9,6 1,61E+02 1,21E-01 4,51E+07 3,38E+04
1 15 1,3 9,5 1,60E+02 1,19E-01 4,47E+07 3,34E+04
1 15 1,3 9,5 1,60E+02 1,19E-01 4,48E+07 3,33E+04
1 15 13 9,5 1,60E+02 1,15E-01 4,47E+07 3,22E+04
1 15 13 9,6 1,61E+02 1,15E-01 4,51E+07 3,23E+04
1 15 1,3 9,6 1,61E+02 1,15E-01 4,50E+07 3,23E+04
2 15 0,8 10,8 2,03E+02 7,28E-02 2,86E+07 1,02E+04
2 15 0,8 10,7 2,02E+02 7,56E-02 2,85E+07 1,06E+04
2 15 0,9 10,8 2,03E+02 7,64E-02 2,86E+07 1,08E+04
2 15 0,9 10,7 2,02E+02 7,93E-02 2,85E+07 1,12E+04
2 15 0,9 10,8 2,04E+02 7,58E-02 2,88E+07 1,07E+04
2 15 0,9 10,8 2,04E+02 7,63E-02 2,87E+07 1,07E+04
2 15 0,8 10,8 2,05E+02 7,56E-02 2,89E+07 1,06E+04
2 15 0,8 10,8 2,07E+02 7,52E-02 2,91E+07 1,06E+04
2 15 0,8 10,8 2,04E+02 7,34E-02 2,88E+07 1,03E+04
2 15 0,8 10,9 2,07E+02 7,44E-02 2,92E+07 1,05E+04
3 15 0,8 12,7 2,83E+02 6,77E-02 6,76E+07 1,62E+04
3 15 0,7 12,7 2,83E+02 6,65E-02 6,77E+07 1,59E+04
3 15 0,7 12,8 2,87E+02 6,03E-02 6,85E+07 1,44E+04
3 15 0,7 12,8 2,86E+02 6,47E-02 6,84E+07 1,55E+04
3 15 0,7 12,8 2,87E+02 5,95E-02 6,85E+07 1,42E+04
3 15 0,7 12,8 2,88E+02 5,88E-02 6,87E+07 1,41E+04
3 15 0,7 12,8 2,87E+02 5,87E-02 6,87E+07 1,40E+04
3 15 0,7 12,8 2,87E+02 5,91E-02 6,85E+07 1,41E+04
3 15 0,7 12,8 2,87E+02 5,85E-02 6,86E+07 1,40E+04
3 15 0,6 12,8 2,88E+02 5,76E-02 6,88E+07 1,38E+04
4 15 0,9 14,7 3,81E+02 7,58E-02 2,01E+07 3,99E+03
4 15 0,9 14,7 3,79E+02 7,79E-02 1,99E+07 4,10E+03
4 15 0,9 14,7 3,79E+02 7,70E-02 2,00E+07 4,05E+03
4 15 0,9 14,7 3,81E+02 7,72E-02 2,01E+07 4,06E+03
4 15 0,9 14,7 3,81E+02 7,69E-02 2,01E+07 4,05E+03
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4 15 0,9 14,7 3,80E+02 7,64E-02 2,00E+07 4,02E+03
4 15 0,8 14,7 3,79E+02 7,31E-02 1,99E+07 3,85E+03
4 15 0,9 14,7 3,80E+02 7,57E-02 2,00E+07 3,99E+03
4 15 0,8 14,7 3,81E+02 7,47E-02 2,00E+07 3,93E+03
4 15 0,8 14,7 3,78E+02 7,32E-02 1,99E+07 3,85E+03
5 15 1,1 14,6 3,62E+02 1,02E-01 3,26E+07 9,21E+03
5 15 1,0 14,5 3,70E+02 9,34E-02 3,33E+07 8,40E+03
5 15 1,1 14,5 3,69E+02 9,46E-02 3,32E+07 8,51E+03
5 15 1,1 145 3,69E+02 9,55E-02 3,32E+07 8,59E+03
5 15 0,5 14,8 3,83E+02 4,88E-02 3,45E+07 4,39E+03
5 15 1,1 14,5 3,70E+02 9,71E-02 3,33E+07 8,74E+03
5 15 1,1 14,5 3,69E+02 9,67E-02 3,32E+07 8,70E+03
5 15 1,0 14,5 3,71E+02 9,26E-02 3,34E+07 8,34E+03
5 15 1,1 14,6 3,76E+02 9,63E-02 3,39E+07 8,67E+03
5 15 1,0 14,5 3,71E+02 9,31E-02 3,34E+07 8,38E+03
6 15 0,9 12,5 2,76E+02 8,41E-02 3,07E+07 9,34E+03
6 15 0,9 12,5 2,76E+02 8,42E-02 3,06E+07 9,35E+03
6 15 0,9 12,6 2,78E+02 8,33E-02 3,09E+07 9,25E+03
6 15 0,9 12,6 2,79E+02 8,22E-02 3,10E+07 9,13E+03
6 15 0,9 12,6 2,77TE+02 8,24E-02 3,08E+07 9,16E+03
6 15 0,9 12,6 2,80E+02 8,25E-02 3,11E+07 9,16E+03
6 15 0,9 12,6 2,79E+02 8,14E-02 3,10E+07 9,05E+03
6 15 0,9 12,6 2,78E+02 8,10E-02 3,09E+07 9,00E+03
6 15 0,9 12,6 2,79E+02 8,09E-02 3,10E+07 8,98E+03
6 15 0,9 12,6 2,78E+02 8,25E-02 3,08E+07 9,17E+03
7 15 0,8 14,1 3,50E+02 6,70E-02 2,14E+07 4,09E+03
7 15 0,8 14,1 3,51E+02 6,73E-02 2,14E+07 4,10E+03
7 15 0,7 14,2 3,52E+02 6,54E-02 2,15E+07 3,99E+03
7 15 0,7 14,2 3,52E+02 6,50E-02 2,15E+07 3,96E+03
7 15 0,7 14,2 3,52E+02 6,45E-02 2,15E+07 3,93E+03
7 15 0,7 14,2 3,52E+02 6,43E-02 2,15E+07 3,92E+03
7 15 0,7 141 3,51E+02 6,44E-02 2,14E+07 3,93E+03
7 15 0,7 14,2 3,52E+02 6,38E-02 2,15E+07 3,89E+03
7 15 0,7 14,2 3,53E+02 6,50E-02 2,15E+07 3,96E+03
7 15 0,7 141 3,52E+02 6,31E-02 2,14E+07 3,85E+03
8 15 0,8 13,4 3,17E+02 7,03E-02 3,70E+07 8,18E+03
8 15 0,8 13,5 3,18E+02 6,82E-02 3,70E+07 7,94E+03
8 15 0,8 13,5 3,18E+02 6,83E-02 3,71E+07 7,96E+03
8 15 0,7 13,5 3,19E+02 6,58E-02 3,71E+07 7,67E+03
8 15 0,7 13,5 3,19E+02 6,67E-02 3,72E+07 7,77E+03
8 15 0,8 13,5 3,18E+02 6,83E-02 3,71E+07 7,95E+03
8 15 0,8 13,5 3,18E+02 6,74E-02 3,71E+07 7,85E+03
8 15 0,7 13,5 3,20E+02 6,66E-02 3,73E+07 7,75E+03
8 15 0,8 13,5 3,21E+02 6,72E-02 3,74E+07 7,83E+03
8 15 0,7 13,5 3,21E+02 6,6 7E-02 3,74E+07 7,77E+03
Tabulka 11: Vysledky méfeni 1. série
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2. série méreni

Kmitava sloZka - namérené hodnoty

Vypoctené hodnoty
(Voightiv model)

Tlumeni | Primérna | Hmotnost Hookav Newtoniv
amplitud | frekvence zavazi koeficient koeficient

Vzorek K f [Hz] M [g] H [N.m™] N [N.s.m™]
1 1,3 14,3 241,60 1,96E+03 6,24E-01
1 1,3 14,3 241,60 1,96E+03 6,31E-01
1 13 144 241,60 1,98E+03 6,25E-01
1 1,9 13,8 302,00 2,06E+03 1,12E+00
1 14 14,1 302,00 2,15E+03 8,44E-01
1 1,3 13,6 302,00 2,00E+03 8,15E-01
1 11 134 302,00 1,93E+03 6,55E-01
1 1,0 12,3 362,40 1,96E+03 7,05E-01
1 1,0 12,3 362,40 1,94E+03 7,11E-01
1 1,0 12,3 362,40 1,96E+03 7,10E-01
1 1,0 12,3 362,40 1,96E+03 7,04E-01
1 1,0 12,3 362,40 1,97E+03 7,31E-01
1 0,9 11,1 422,86 1,85E+03 7,36E-01
1 0,9 11,1 422,86 1,86E+03 7,51E-01
1 0,8 111 422,86 1,85E+03 6,91E-01
1 0,9 11,1 422,86 1,85E+03 7,69E-01
1 0,9 111 422,86 1,86E+03 7,34E-01
1 0,8 9,9 483,34 1,68E+03 7,27E-01
1 0,7 9,9 483,34 1,67E+03 7,21E-01
1 0,7 10,0 483,34 1,69E+03 7,21E-01
1 0,8 10,0 483,34 1,69E+03 7,34E-01
1 0,7 9,9 483,34 1,67E+03 7,10E-01
1 0,7 8,4 565,58 1,37E+03 8,00E-01
1 0,7 8,4 565,58 1,37E+03 7,99E-01
1 0,7 8,4 565,58 1,36E+03 7,41E-01
1 0,7 8,4 565,58 1,36E+03 7,73E-01
1 0,8 8,4 565,58 1,35E+03 8,81E-01
2 0,9 12,8 241,60 1,56E+03 4,46E-01
2 0,9 12,8 241,60 1,57E+03 4,37E-01
2 0,9 12,8 241,60 1,57E+03 4,36E-01
2 0,9 12,8 241,60 1,57E+03 4,45E-01
2 0,9 12,8 241,60 1,56E+03 4,39E-01
2 0,8 12,0 302,00 1,51E+03 5,12E-01
2 0,8 12,0 302,00 1,51E+03 4,71E-01
2 0,8 11,9 302,00 1,49E+03 4,94E-01
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2 0,8 11,9 302,00 1,48E+03 4,62E-01
2 0,8 12,0 302,00 1,51E+03 4,89E-01
2 0,7 10,9 362,40 1,50E+03 5,17E-01
2 0,7 10,9 362,40 1,51E+03 5,35E-01
2 0,7 10,9 362,40 1,51E+03 5,01E-01
2 0,7 11,0 362,40 1,52E+03 5,28E-01
2 0,7 11,0 362,40 1,51E+03 5,12E-01
2 1,3 9,8 422,86 1,40E+03 1,13E+00
2 11 9,9 422,86 1,43E+03 9,01E-01
2 1,2 9,9 422,86 1,42E+03 9,87E-01
2 1,0 9,9 422,86 1,43E+03 8,35E-01
2 0,9 9,9 422,86 1,41E+03 7,96E-01
2 0,6 8,9 483,34 1,32E+03 5,70E-01
2 0,6 8,9 483,34 1,31E+03 6,08E-01
2 0,6 9,0 483,34 1,33E+03 5,71E-01
2 0,6 9,0 483,34 1,33E+03 5,75E-01
2 0,6 9,0 483,34 1,32E+03 5,60E-01
2 0,6 7,5 565,58 1,04E+03 6,30E-01
2 0,6 7,5 565,58 1,04E+03 6,63E-01
2 0,4 7,5 565,58 1,05E+03 4,94E-01
2 0,6 7,5 565,58 1,04E+03 6,24E-01
2 0,6 7,5 565,58 1,04E+03 6,96E-01
3 1,0 9,5 241,60 8,57E+02 4,67E-01
3 1,0 9,5 241,60 8,64E+02 4,72E-01
3 1,0 9,3 302,00 8,34E+02 5,98E-01
3 0,9 9,3 302,00 8,13E+02 5,54E-01
3 0,9 9,3 302,00 8,20E+02 5,57E-01
3 0,8 8,4 302,00 6,39E+02 5,10E-01
3 0,8 8,4 302,00 6,40E+02 5,03E-01
3 0,8 7,7 362,40 6,49E+02 5,54E-01
3 0,8 7,8 362,40 6,52E+02 5,47E-01
3 0,8 7,7 362,40 6,51E+02 5,59E-01
3 0,8 7,7 362,40 6,51E+02 5,69E-01
3 0,7 7,0 422,86 6,16E+02 6,17E-01
3 0,8 7,0 422,86 6,12E+02 6,40E-01
3 0,7 7,0 422,86 6,06E+02 6,12E-01
3 0,7 7,0 422,86 6,06E+02 6,05E-01
3 0,7 7,0 422,86 6,11E+02 6,12E-01
3 0,6 6,3 483,34 5,41E+02 6,21E-01
3 0,6 6,3 483,34 5,41E+02 6,16E-01
3 0,7 6,3 483,34 5,43E+02 6,31E-01
3 0,6 6,3 483,34 5,41E+02 6,22E-01
3 0,6 6,3 483,34 5,38E+02 6,12E-01
3 0,6 52 565,58 4,02E+02 6,53E-01
3 0,6 5,2 565,58 4,01E+02 6,63E-01
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3 0,5 52 565,58 3,99E+02 6,12E-01
3 0,6 52 565,58 4,04E+02 6,36E-01
3 0,6 5,3 565,58 4,09E+02 6,48E-01
4 0,8 12,6 241,60 1,50E+03 3,86E-01
4 0,9 12,6 241,60 1,50E+03 4,59E-01
4 1,2 12,6 241,60 1,52E+03 5,96E-01
4 1,0 12,6 241,60 1,51E+03 4,65E-01
4 1,0 12,6 241,60 1,51E+03 4,99E-01
4 11 11,8 302,00 1,45E+03 6,54E-01
4 11 11,9 302,00 1,47E+03 6,59E-01
4 11 11,9 302,00 1,47E+03 6,84E-01
4 1,2 11,9 302,00 1,47E+03 7,06E-01
4 1,0 11,9 302,00 1,49E+03 6,21E-01
4 0,8 10,6 362,40 1,39E+03 5,99E-01
4 0,8 10,5 362,40 1,38E+03 5,89E-01
4 0,8 10,6 362,40 1,39E+03 5,92E-01
4 0,8 10,6 362,40 1,41E+03 5,82E-01
4 0,8 10,6 362,40 1,40E+03 5,64E-01
4 0,8 9,6 422,86 1,32E+03 6,35E-01
4 0,7 9,6 422,86 1,33E+03 6,07E-01
4 0,7 9,6 422,86 1,34E+03 6,08E-01
4 0,7 9,6 422,86 1,33E+03 5,70E-01
4 0,8 9,6 422,86 1,34E+03 6,38E-01
4 0,7 8,6 483,34 1,21E+03 6,70E-01
4 0,7 8,6 483,34 1,20E+03 6,29E-01
4 0,7 8,6 483,34 1,21E+03 6,31E-01
4 0,7 8,5 483,34 1,18E+03 6,36E-01
4 0,7 8,6 483,34 1,21E+03 6,66E-01
4 0,8 7,3 565,58 9,79E+02 9,21E-01
4 0,8 7,2 565,58 9,53E+02 8,63E-01
4 0,8 7,2 565,58 9,58E+02 8,63E-01
4 0,7 7,2 565,58 9,65E+02 8,26E-01
4 0,7 7,3 565,58 9,68E+02 8,41E-01
5 1,0 11,0 241,60 1,14E+03 5,07E-01
5 1,0 11,0 241,60 1,15E+03 4,95E-01
5 1,0 11,0 241,60 1,15E+03 4,86E-01
5 1,0 11,0 241,60 1,15E+03 4,92E-01
5 1,0 11,0 241,60 1,15E+03 4,83E-01
5 1,3 10,5 302,00 1,12E+03 7,55E-01
5 11 10,6 302,00 1,12E+03 6,78E-01
5 1,2 10,5 302,00 1,12E+03 7,35E-01
5 11 10,6 302,00 1,13E+03 6,46E-01
5 1,2 10,6 302,00 1,12E+03 7,13E-01
5 0,9 9,3 362,40 1,03E+03 6,38E-01
5 0,9 9,3 362,40 1,04E+03 6,22E-01
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5 0,9 9,4 362,40 1,04E+03 6,26E-01
5 0,9 9,3 362,40 1,04E+03 6,29E-01
5 0,9 9,4 362,40 1,05E+03 6,78E-01
5 0,8 8,5 422,86 1,00E+03 6,88E-01
5 0,8 8,5 422,86 1,01E+03 6,67E-01
5 0,8 8,5 422,86 9,93E+02 6,81E-01
5 0,8 8,5 422,86 1,00E+03 6,66E-01
5 0,8 8,5 422,86 1,01E+03 6,73E-01
5 0,7 7,6 483,34 8,99E+02 6,99E-01
5 0,7 7,7 483,34 9,18E+02 7,05E-01
5 0,7 7,6 483,34 9,03E+02 6,92E-01
5 0,7 7,6 483,34 9,03E+02 6,92E-01
5 0,7 7,6 483,34 9,04E+02 6,59E-01
5 0,6 6,4 565,58 7,15E+02 7,35E-01
5 0,6 6,4 565,58 7,13E+02 7,17E-01
5 0,6 6,4 565,58 7,21E+02 7,27E-01
5 0,6 6,4 565,58 7,21E+02 6,98E-01
5 0,6 6,5 565,58 7,23E+02 7,14E-01

Tabulka 12: Vysledky méfeni 2. série
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9.2.1 Serum homocysteine levels in children and adolescents with

Impaired bone health

Running Title: Homocysteine and Bone Health in Children
Conflict of Interest: None
ABSTRACT

Introduction: Association between high serum homocysteine (S-Hcy) levels and low bone
mineral density (BMD) and increased fracture risk in postmenopausal women has been
documented. Data concerning S-Hcy and bone health in children are scarce. Objective:
Our aim was to evaluate S-Hcy in children and adolescents with impaired bone health and

look for correlations with clinical and laboratory data.

Patients, Methods: We assessed S-Hcy levels in 37 children and adolescents (22 boys and
15 girls; mean age 13.9+3.5 years) with prevalent low-energy trauma fractures (mean
3.34+2.3 per patient) and/or low spinal L1-L4 BMD (below -2SD Z-score; DXA Lunar GE).
We also evaluated S-ALP, serum CrossLaps, osteocalcin (S-OC), body height, weight,
body mass index (BMI) and serum levels of folate and vitamin B12. At the time of
assessment, the children were not taking any drugs known to influence bone metabolism.
The age-dependent parameters were expressed as Z-scores = SD. Results: S-Hcy Z-score
was significantly higher (1.3£1.5; p<0.0001) and L1-L4 BMD Z-score was significantly
lower (-1.7+1.3;p<0.0001), respectively, in comparison with reference values. S-ALP did
not differ from reference values (p=0.88), while S-CrossLaps and S-osteocalcin were
higher (1.2+1.8 and 0.4+0.5; p=0.0001 and p=0.001, respectively). S-Hcy was inversely
correlated to L1-L4 BMD (r=-0.33; p=0.05) and S-ALP (r=-0.36; p=0.04) and not related
to number of prevalent fractures (r=0.01), S-osteocalcin (r=-0.22) or S-CrossLaps
(r=0.003). Conclusion: These results suggest increased bone turnover and negative
influence of elevated S-Hcy on bone formation and BMD in children and adolescents with

recurrent fractures.
Keywords: homocysteine; bone mineral density; bone turnover markers; fractures

Introduction: Homocysteine is an amino acid which is biosynthesized from methionine
by the removal of its terminal C methyl group. Furthermore, homocysteine can be
recycled into methionine or converted into cysteine. The homocysteine metabolism is

dependent on vitamin B6, B9, B12 status and also on serum folate concentration.™* High
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serum homocysteine level (S-Hcy) is associated with alterations in vascular morphology,
loss of endothelial anti-thrombotic function, and induction of a procoagulant environment,
and has been linked to cardiovascular and neurodegenerative disease, diabetes,

thrombosis, Raynaud’s phenomenon.z'4

Associations between high S-Hcy levels and low bone mineral density (BMD) and
increased fracture risk in postmenopausal women have been repeatedly documented. >3
To date, there are scarce data concerning S-Hcy and bone health in children and
adolescents. In our recent pilot study involving 19 children (12 boys and 7 girls; mean age
14.9 + 3.3 years) with recurrent fractures and low BMD, we observed elevated S-Hcy
(Table 1) with high inverse and significant correlations between S-Hcy and BMD (r= -
0.66; p=0.01) and S-Hcy and serum alkaline phosphatase activity (S-ALP) (r= -0.56;
p=0.03), respectively.** S-Hcy was not related to number of prevalent fractures (r = 0.11)

or S-CrossLaps (r = -0.14).*

Therefore, we further analysed S-Hcy levels together with indices of bone turnover and
several clinical and biochemical parameters in a group of 37 children and adolescents with

low BMD and/or prevalent low-energy trauma fractures.
Patients, Materials, Methods:
Patients:

We evaluated the charts of children and adolescents who attended our Pediatric Bone
Clinic at The Department of Pediatrics in Pardubice in the years 2006-2012. The inclusion
criteria were: (i) age between five and 19 years; (ii) at least two prevalent low-energy
trauma fractures in personal history; or (iii) low spinal L1-L4 BMD (below -2 SD Z-
score); or (iv) combination of both. Four children with less than two prevalent fractures
and low BMD were included. In these four children , the BMD measurement was
performed due to the following reasons: In one boy with no prevalent fracture, the BMD
measurement was performed due to presence of bone fragility risk factors (life-long
immobilisation after intracranial hemorrhage); in two girls without fractures, BMD was
measured due to estimation of low bone density on the X-ray of the extremities performed
by a surgeon after soft tissue injuries; and in one girl due to presence of one low-energy
trauma femoral fracture. The subjects were not eligible for evaluation if they were taking
any drugs known to influence bone metabolism (alfacalcidol, calcitriol, dihydrotachysterol,

bisphosphonates, glucocorticosteroids, anabolic steroids,  antiepileptics, thiazides,
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furosemide, thyroid hormones, growth hormone, heparin, warfarin) at the time of the
assessment or any time before. The subjects with diabetes mellitus, celiac disease,
inflammatory bowel disease, autoimmune disorders, Cushing syndrome, chronic renal
failure, hypercalciuria, urolithiasis, hyper- and hypothyroidism, hyper- and
hypoparathyriodism were also excluded. All subjects were on a standard central European
diet, consisting mostly of meat and carbohydrates. None was on a diet poor in vitamin B,
nor was receiving doses of vitamin B exceeding recommended daily allowances. One
obese boy was treated for hypertension with enalapril. Others were normotensive.
Therefore, we included 37 children and adolescents (22 boys and 15 girls; age range 7-20

years; mean age 13.9 + 3.5 years).
Procedures:

We evaluated the following data in all 37 patients: S-HCy, markers of bone formation:
total S-ALP and serum osteocalcin (S-OC), marker of bone resorption serum Crosslaps,
serum calcium (S-Ca), serum phosphate (S-P), serum levels of folate and vitamin B12,
body height, weight, body mass index (BMI), L1-L4 spinal BMD. S-cholesterol was also
evaluated. The biochemical parameters were assessed from a single morning blood draw

in fasting patients.
Materials, Methods:

Body height was measured on the day of the relevant blood draw to the nearest + 0.5 cm

on a calibrated stadiometer.

Body weight was measured on the same day on a calibrated scale to + 0.5 kg.
The body mass index (BMI) was calculated using the equation:

BMI = weight (kg)/height® (m).

BMD was measured at spine (L1-L4) with dual energy X-ray absorptiometry (DXA) Lunar
GE at the day of the blood draw. Measurement precision, expressed as coefficient of

variation, was 1.0%.

S-homocysteine level was evaluated by  chemiluminescence  (Immulite 2500
immunoassay system, Siemens Healthcare Diagnostics, Germany) and expressed in
umol/L. The interassay variation was 2.06% in samples with S-Hcy concentration 7.43
pumol/L; 1.99% with S-HCy 10.31 pmol/L, and 1.72% with S-Hecy 22.25 pmol/L,

respectively. Serum calcium (S-Ca) and S-P were assessed by colorimetric assay and
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expressed in mmol/L. Serum alkaline phosphatase activity (S-ALP) was measured by
colorimetric assay and expressed in pkat/L.

Serum CrossLaps and S-OC were assessed by means of electrochemiluminescence
immunoassay — ECLIA on Elecsys-Cobas analyzers and expressed in ng/L and ng/mL,

respectively.

Serum folic acid and serum vitamin B12 (S-B12) were assessed by chemiluminiscence on

Access analyzer (Beckman Coulter) and expressed in pg/L and ng/L, respectively.
Statistics:

To eliminate the influence of age, the obtained results of body height, weight, BMI, S-
HCy, S-ALP, S-CrossLaps, S-OC were calculated as standard deviation scores (SDS) or Z-
scores by the equation SDS = (actual individual value — mean value for age and
sex)/standard deviation for age and sex. The BMD reference data (concerning European
paediatric population) were supplied by the manufacturer within the DXA software
package. Previously published results, served as reference data: Czech anthropometric
parameters from a 2001 survey,™ previously obtained HCy values of healthy Czech
paediatric population,’® S-ALP values of Czech children,’” S-CTx levels of healthy
British population.”® The normal S-OC range was determined in 77 children aged 7 - 19
years without evidence of bone, hepatic, renal, gastrointestinal or endocrine disorders. For
statistical analysis, Sigmaplot 2.0 and Systat programme was used. The statistical analysis
was performed by unpaired t-test. The linear regression analysis was performed to
compare the relationship among respective parameters. For all results, p <0.05 was
required for statistical significance.

Results:

The mean number of prevalent low-energy trauma fractures was 3.3 = 2.3 (SD) per
patient. The mean S-homocysteine level was 10.7 umol/L + 2.9 SD; range 6.7- 20

pumol/L. There was a significant positive correlation with age (r=0.47, p <0.01) (Figure 1).

7 patients (19%) had S-homocysteine level above +2SD, 30 patients (81%) had S-

homocysteine levels in the range of + 2 SD.

When converted to Z-scores and compared with reference values, the S-Hcy Z-score was

significantly higher and L1-L4 BMD Z-score was significantly lower, respectively, in
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comparison with reference values. S-ALP Z-score did not differ from reference values,
while S-CrossLaps were higher, same as S-OC (Table 2).

The mean levels of S-folate and B12 were 7.5 ug/L + 4.2 SD and 413 ng/L + 143 SD,
which fall within normal reference ranges of 2.3 — 17 pg/L and 180 — 914 ng/L,

respectively.

S-Ca and S-P levels were within normal reference range (mean + SD: 2.33+0.10 mmol/L;
range 2.13 - 2.54; and 1.45 + 0.23 mmol/L; range 0.78 - 1.99, respectively). Mean S-
cholesterol level was 4.21 + 0.96 mmol/L (range 3.06 — 5.59 mmol/L), therefore within

the normal reference range of 2.7 -5.6 mmol/L.

Mean body height, body weight, and BMI Z-score did not differ from reference values
(Table 2), however in five subjects the BMI Z-score exceeded +2SD. The body height,
weight and BMI Z-scores positively correlated with L1-L4 BMD Z-score (r = 0.44, 0.53
and 0.50, respectively; p =0.02).

S-Hcy was inversely correlated to L1-L4 BMD (Figure 2) and S-ALP (Figure 3),
respectively, and not related to number of prevalent fractures (r = 0.11), S-osteocalcin (r=-
0.22) or S-CrossLaps (r= 0.003).

There was significant inverse correlation between S-Hcy and vitamin B12 (r = -0.36, p =
0.05) and no correlation between S-Hcy and serum level of folic acid (r = 0.05)

Furthermore, we found positive correlations between S-osteocalcin and S-CTx (r = 0.36, p
= 0.05), S-ALP and S-OC (r =0.58, p = 0.01), and S-CTx and S-ALP (r=0.39, p = 0.05),

respectively.
Discussion:

In our previous pilot study of 19 children with prevalent fractures and low BMD, the
obtained results suggested negative influence of elevated S-Hcy on bone formation and
BMD, while bone resorption was increased in this group of pediatric patients.** In an
expanded group of 37 children with impaired bone status, we obtained very similar results.
S-Hcy was elevated and inversely correlated with S-ALP and BMD. Furthermore, we
found indices of increased bone turnover in our patients, as S-OC and S-Crosslaps were
elevated in comparison to the reference data, and there were positive mutual correlations
among the bone turnover markers. The low BMD in our patients was not influenced by

stunted growth, as the body height did not differ from reference value, however our results
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confirm dependence of BMD on basic anthropometric parameters. As there is a proven
association between low bone density and fractures in children,**? hyperhomocysteinemia
might represent an important risk factor for children’s bone health. Furthermore, in
adults, an association between high S-Hcy nad low BMD was reported by several

authors 5

same as high S-HCy in osteoporotic postmenopausal women with no
relationship to BMD values.” In addition, further research revealed that high homocysteine

levels are associated with an increased risk of hip fracture in elderly population.®

From the pathophysiological point of view, osteoporosis and higher fracture risk in patients
with high S-Hcy is currently explained by accumulation of homocysteine in bone,
resulting in a distinct reduction of cancellous bone and a drop in bone strength.’
Furthermore, homocysteine stimulates osteoclast activity.”* A reduced methylation capacity

of bone cells might contribute as well.?

As we did not find any relationship between the number of prevalent fractures and S-Hcy
in our patient group, we may hypothesize that the study was not powered enough to detect
significant relationship between these two parameters. Concerning the cardiovascular risk
factors, the S-cholesterol and BMI were not significantly elevated in our patients, and only

one subject was hypertensive.

Anyway, our results further confirm the negative effect of elevated S-Hcy on bone health
even in pediatric population. The developmental aspects of various disease states of the
elderly (i.e. osteoporosis, high blood pressure, hypecholesterolemia, obesity) are currently
being given special attention, as these disorders usually originate in childhood. It seems
likely that the effect of homocysteine on bone quality is this case as well.

Conclusion:

Our results further suggest that elevated S-Hcy could be a risk factor of impaired bone

health in children and adolescents.
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Figure 3

S- homocysteine (Z-score) vs. S-alkaline phosphatase activity (Z-score)

R=-0.36; p=0.04
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SUMMARY
Kutilek S., Rehackova P., Némec V., Bockayova E.: Serum homocysteine levels in children with fractures and low bone mineral
density - a pilot study
Background: High serum homocysteine (S-Hey) levels are associated with low bone mineral density (BMD) and increased fracture risk
in postmenopausal women. So far, data on S-Hey and bone health are lacking in children and adolescents.
Patients, Methods: We assessed S-Hcy levels in 19 children and adolescents (12 boys and 7 girls; mean age 14.9 + 3.3 years) with pre-
valent low-energy trauma fractures (mean 4 + 2.6 per patient) and/or low spinal L1-L4 BMD (below -2SD Zscore; DXA Lunar GE).
Other assessments included serum alkaline phosphatase (SALP) and serum CrossLaps. At the time of assessment, the children were
not taking any drugs known to influence bone metabolism. To eliminate the influence of age, the obtained results were expressed as
Z-scores = SD.
Results: S-Hcy Z-score was significantly higher (1.4 + 1.8; p = 0.001) and L1-L4 BMD Z-score was significantly lower (-2.1 + 1.3;
p = 0.0001), respectively, in comparison with reference values. SALP did not differ from reference values (p = 0.91), while S-CrossLaps
were higher (L5 + L.9; p = 0.001). S-Hey was inversely correlated to L1-L4 BMD (r = -0.66; p = 0.01) and SALP (r = -0.56; p = 0.03)
and not related to number of prevalent fractures (r = 0.11) or S-CrossLaps (r = -0.14). These results suggest negative influence of ele-
vated S-Hey on bone formation and BMD in children with fractures, while bone resorption was increased in this group of pediatric pa-
tients. In conclusion, our results suggest that elevated S-Hcey is a risk factor of impaired bone health in children and adolescents.
Further studies are necessary for more detailed clarification of these issues.
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Introduction

Homocysleine, an amino acid homologous to cysteine, is
biosynthesized from methionine by the removal of its ter-
minal C methyl group. Homocysteine can be recycled into

methionine or converted into cysteine. Deficiencies of the
vitamins B6, B9 and B12 impair such conversion and can
lead to high serum homocysteine concentration [1,2]. The
serum homocysteine level (S-Hcy) is inversely correlated

Osteologicky bulletin 2012 roc. 17

65 |

140



PUVODNI PRACE

with serum folate concentration in children and adults [1].
High S-homocysteine has been linked to cardiovascular and
neurodegenerative disease, diabetes, thrombosis [2,3].
Hyperhomocysteinemia is associated with alterations in
vascular morphology, loss of endothelial anti-thrombotic
function, and induction of a procoagulant environment |2].
High serum homocysteine (S-Hey) levels are also associa-
ted with low bone mineral density (BMD) and increased
fracture risk in postmenopausal women and also in experi-
mental animals (4-15). So far there are no complex data on
S-Hcy and bone health in children and adolescents. Our aim
was to evaluate S-Hcy levels in children with low BMD
and/or prevalent low-energy trauma fractures in a retrospec-
tive pilot study.

Patients, Materials, Methods

Patients:

The charts of 19 children and adolescents (12 boys and
7 girls; mean age 14.9 £ 3.3 years) attending our Pediatric
Bone Clinic were retrospectively evaluated. The inclusion
criteria for this pilot study were at least two prevalent low-
energy trauma fractures in personal history and/or low spi-
nal L1-L4 BMD (below —2 SD Z-score). The mean number
of prevalent fractures was 4.0 £ 2.6 (SD) per patient. The
diagnostic distribution of the patients was: osteogenesis im-
perfecta (n = 3) and inadequately low bone density/osteo-
porosis of unknown origin {n = 16). At the time of the as-
sessment, the patients were not taking any drugs known to
influence bone metabolism. All subjects were on a standard
central European diet, consisting mostly of meat and carbo-
hydrates. None was on a diet poor in vitamin B, nor was re-

Figure 1
S-Homocysteine (Z-Score) VS BMD (Z-Score)
R=-0.66; P=0.01
S-Homocysteine, Y Axis

ceiving doses of vitamin B exceeding recommended daily
allowances.

Materials:

The following biochemical parameters were assessed
from a single morning blood draw in fasting patients: Serum
levels of homocysteine, calcium, phosphate, blood urea nit-
rogen, creatinin, CrossLaps, serum activity of alkaline
phosphatase.

Methods:

BMD was measured at spine (L1-L4) with dual energy
X-ray absorptiometry (DXA) Lunar GE at the day of the
blood draw. Measurement precision, expressed as coeffi-
cient of variation, was 1.0 %.

S-homocysteine level was evaluated by chemiluminescen-
ce (Immulite 2500 immunoassay system, Siemens
Healthcare Diagnostics, Germany) and expressed in mol/L.
The interassay variation was 2.06 % in samples with S-ho-
mocysteine concentration 7.43 pmol/L; 1.99 % with S-ho-
mocysteine 10,31 pmol/L, and 1.72 % with S-homocysteine
22.25 pmol/L, respectively.

Serum calcium (S-Ca) and serum phosphate (S-P) were
assessed by colorimetric assay and expressed in mmol/L.
Serum alkaline phosphatase activity (S-ALP) was measured
by colorimetric assay and expressed in pkatL. Serum
CrossLaps (S-CTx) were assessed by means of electroche-
miluminescence immunoassay — ECLIA on Elecsys-Cobas
analyzers and expressed in ng/L.

Body height was measured on the day of the relevant blo-
od draw to the nearest £0.5 cm on a calibrated stadiometer.

Figure 2
Homocysteine (Z-Score) VS S-ALP (Z-Score)
R=-056;P=0.03
S-Homocysteine, Y Axis
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To eliminate the influence of age, the obtained results of
body height, S-Hey, S-ALP, 5-CTx were calculated as stan-
dard deviation scores (SDS) or Z-scores by the equation
SDS = (actual individual value — mean value for age and
sex )fstandard deviation for age and sex. The BMD referen-
ce data (concerning European paediatric population) were
supplied by the manufacturer within the DXA software pac-
kage. The following, previously published values, served as
reference data: Czech anthropometric parameters from
a 2001 survey [16], previously obtained Hey values of he-
althy Czech paediatric population [17]. S-ALP values of
Czech children [18] and 5-CTx levels of healthy British po-
pulation [19]. For statistical analysis, Sigmaplot 2.0 and
Systat programme was used. The statistical analysis was
performed by unpaired t-test. The linear regression analysis
was performed to compare the relationship among respecti-
ve parameters. For all results, p < 0.05 was required for sta-
tistical significance.

Results:

The mean S-HCy was 109 mol/L + 3.4 (SD}. The mean
L1-L4 BMD was 0.818 g/cm? = 0.138 (SD). The mean
S-ALP value was 3.6 pkat/L. + 2.1 (SD) and mean S-Cross-
laps value was 925 ng/L + 522 (SD). When converted to
Z-scores and compared with reference values, the S-Hey
Z-score was significantly higher and L1-L4 BMD Z-score
was significantly lower, respectively, in comparison with re-
ference values (Table 1). S-ALP Z-score did not differ from
reference values, while S-CrossLaps were higher (Table 1).
S-Ca and S-P levels were within normal reference range
{mean = SD: 2.36 £ 0.09 mmol/L; range 2.18-2.54; and
1.52 = 0.19 mmol/L; range 1.16-1.99, respectively). Mean
body height Z-score was —0.06 £ 1.04 which did not differ
from reference values (Table 1). There was no correlation
between body height and BMD Z-scores (r = —0.004).
S-Hey was inversely correlated to L1-L4 BMD (r = -0.66;
p = 0.01) (Figure 1) and S-ALP (Figure 2) (r = —0.56;
p = 0.03) and not related to number of prevalent fractures
(r=0.11) or 5-CrossLaps (r=-0.14).

Discussion:

Our results suggest negative influence of elevated S-Hey
on bone formation and BMD in children with fractures,
while bone resorption was increased in this group of pedia-
tric patients. The low BMD in our patients was not influen-
ced by body height, as the body height did not differ from
reference values and was there was no correlation between
BMD and body height.

In adult patients, a negative relationship between S-Hcy
and BMD has been reported by several authors [4.5].
Another study revealed high 5-Hey in osteoporotic postme-
nopausal women with no relationship to BMD values [8].
Yet another study indicated that high homocysteine levels
are associated with an increased risk of hip fracture, which
could be accounted for by poor renal function [12]. In addi-
tion, hyperhomocysteinemia was found to be associated
with impaired fracture healing in mice [13].

Osteoporosis and higher fracture risk in patients with high
S-Hey is currently explained by accumulation of homocys-
teine in bone resulting in a distinct reduction of cancellous

Table 1: Patient data expressed as 7Z-scores £ 5D

Parameter Mean sD P!
S-homocysteine 1.4 1.8 0.001
Li-L4 BMD -21 1.3 0.0001
S-ALP 0.03 1.0 0.91
S-CrossLaps L5 1.9 0.001
Height -0.06 1.0 0.27

EMD - bone mineral density; S-ALP — serum alkaline phospha-
tase aktivity
‘Compared to reference data

bone and a drop in bone strength. Furthermore, homocyste-
ine stimulates osteoclast aktivity [15]. A reduced methylati-
on capacity of bone cells might be another relevant patho-
mechanism [14].

We did not find any relationship between number of pre-
valent fractures and S-Hey in our patient group. We may hy-
pothesize that due to low number of patients, the study was
not powered enough to detect significant relationship bet-
ween these two parameters, and a more extensive research
should be performed. We are aware of other shortcomings,
including the fact that methylenetetrahydrofolate reductase
levels and vitamin B status were not evaluated in our pati-
ents.

Conclusion

Our results suggest that elevated S-Hey could be a risk
factor of impaired bone health in children and adolescents.
Further studies are necessary for more detailed clarification
of these issues.
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Souhrn

Denosumab je relativng novy pripravek uréeny k léché
osteoporozy. Jedna se o plné huméanni monoklonalni proti-
latku Ig(2, ktera se specificky a s vysokou afinitou vaze na
RANK ligand, éimZ zabrafuje formaci osteoklasti, inhi-
buje jejich funkei a zkracuje jejich pfeZivani. Zavedeni de-
nosumabu do klinicke praxe piedstavuje vyznamny piedél
v 1é¢bé osteoporozy, nebot’ denosumab zasadné zlepSuje
pevnost kortikalni kosti, kterd ma zasadni vyznam pro in-
tegritu skeletu. Existuji téz zkuSenosti tykajici se dlouho-
dobé, Sesti — az osmileté, 1&¢by denosumabem.

Klic¢ova slova: denosumabh — denzita kosintho mineralu
— kortikalni kost — fraktury — trvdni léchy.

Uvod

Denosumab je pfipravek uréeny k lécbé osteoporozy.
Jednd se o plné humanni monoklonalni protilatka 1gG2,
ktera ma vysokou afinitu k RANKL (Receptor activator of
nuclear factor NF-kappa-B ligand), ¢imz inhibuje diferen-
ciaci osteoklastl, jejich funkci a pfeZivani. Denosumab je
antiresorpéni (antikatabolicky) pfipravek. Antikatabolicke
pfipravky snizuji kostni remodelaci, prodluzuji zivotnost
kostnich strukturdlnich jednotek, ¢imz se prodluzuje doba
béhem niz dochazi k akumulaci kostniho minerdlu a tim
stoupa kostni mineralizace. Po podani denosumabu dochazi
k poklesu kostni resorpee, k nartistu BMD a ke sniZeni ri-
zika vzniku fraktur obratlovych 1 mimoobratlovych [1-10].
Oproti psobeni bisfosfonatii ma denosumab reversibilni
ucinek na kost, nebot’ je degradovan a neni uklidan v orga-
nismu. Zavedeni denosumabu predstavuje vyznamny predél
v 1écbé osteoporozy.

Osteoporéza je v soutasné dobé povaZovina za
jedno z nejvice invalidizujicich a finanéné niroénych
onemocnéni v Evropé a Americe. Je vieobecné znamo, Ze
v obdobi mezi 20.—80. rokem Zivota ztraci élovek az polo-
vinu své kostni hmoty, a v této souvisloti byl zmifiovan by-
tek traméite tkané. Relativni ztrata kostni hmoty s vékem
je markantnéjii v trabekuldrni kosti, protoZe ta ma vyssi
pomér povrch/objem. Absolutni ubytek kostni hmoty je
viak vyisi v kortikalni kosti, coZ vyznamné piispiva k po-
klesu mechanické odolnosti kostni tkéané [11-14].

Nedavno publikované studie prokazuji, Ze kortikalni
kost ma zasadni viznam pro integritu skeletu a pevnost kor-
tikalni kosti je rozhodujicim faktorem pro vznik zlomeniny
[13]. 8 pfibyvajicim vékem dochazi k dbytku kortikalni

hmoty, zejména v disledku jejiho ztenéeni a narstu poro-
zity kortikalni kosti [13-15]. U postmenopauzilnich Zen
piedstavuji mimoobratlové zlomeniny v oblastech skeletu
s pievahou kortikalni kosti 80 % vsech zlomenin. U po-
stmenopauzalnich Zen s vy33i postavou bylo zjidténo zvy-
Sené riziko zlomeniny v dusledku tenéi vrstvy kortikalni
kosti a zvyiené porozity kortikalni tkané [16]. Denosumab
ma vyznamny pozitivni vliv zejména na kortikalni kost, jak
bude ukazano v nasledujicim textu.

Klinicka hodnoceni s denosumabem

Ve dvojité zaslepeneé pilotni studii faze 11 bylo 247 post-
menopauzilnich Zen randomizovano k léché denosumabem
(60 mg s.c. kazdych 6 mésicii), alendronatem (70 mg p.o.
tydné) nebo placebem. Morfologické zmény v oblasti dis-
talniho radia a distalni tibie byly po 12 mésicich hodnoceny
pQCT v oblasti distdlniho radia. V placebove vétvi dodlo
k poklesu celkové, kortikilni a trabekularmni denzity kostni
mineralu (bone mineral density — BMD) a rovnéz tak
k ztenéeni kortikalni kosti v oblasti distalniho radia (-2,1 %
az -0,8 %). Podavani alendronatu zabranilo poklesu hodnot
uvedenych parametri (-0,6 % az 2.4 %; p = 0,051 az <
0,001 vs. placebo), zatimco denosumab zabranil poklesu,
a dokonce vedl k zlepseni sledovanych hodnot (0,3 % az
3.4 %; p < 0,001 vs. placebo). Denosumab oproti alendro-
natu vyznamnéji ovlivnil zmény celkové a kortikalni BMD
(p < 0,024). Obdobny nalez byl pozorovin v oblasti tibie.
Moment setrvacnosti, ktery vypovida o mechanické odol-
nosti tkang, byl rovnéz vy3si po lecbe denosumabem ve
srovnani s lé¢bou alendronatem (p < 0,001). Nebyl zjistén
rozdil ve vyskytu nezidoucich adinki [17].

Dvajité zaslepend, placebem kontrolovani studie faze
111 s ndzvem DEFEND ( Denosumab Evaluation for Preser-
ving Bone Density) hodnotila vliv dvouletého podavéni de-
nosumabu (60 mg s.c. kazdych 6 mésici) na BMD a kostni
obrat u 332 postmenopauzalnich zen s nizkou BMD. Me-
todou QCT byly téZ v oblasti distilniho radia hodnoceny
zmeény volumetrické kostni denzity, volumetricky obsah ko-
stniho mineralu, tloustka kortikalni kosti, jeji objem
a obvod, a téz polarni moment setrvaénosti, ktery je ukaza-
telem mechanicke odolnosti kosti. Denosumab po 24 mési-
cich vyznamné zvysil BMD v oblasti bederni patefe (6,5
vs. 0,6 %: p < 0,0001) a vyznamné zvysil BMD v ky¢li,
distilnim radiu a téz celotélovou BMD. QCT prokazala
u pacientek lécenych denosumabem oproti placebu zvyeni
volumetrické BMD i volumetrického obsahu kostniho mi-
nerdlu kortikalni kosti v oblasti distalniho radia (p < 0,001),
narist tloustky kortikalni kosti, rovnéz tak se zlepsil po-
larni moment setrvaénosti (+6,6 %; p < 0,0001). Doglo téz
ke zlepseni strukturalnich parametrii v oblasti ky¢le. Uka-
zatele kostniho obratu byly po léébé denosumabem vyrazné
snizeny [9,18].

Nejrozsahlejdim a nejvyznamnéjiim klinickym hodno-
cenim s denosumabem byla dvojité zaslepena, placebem
kontrolovana studie FREEDOM (Fracture Reduction Eva-
Iunation of Denosumab in Osteoporosis every 6 Months)
[19], ktera hodnotila vliv denosumabu na vyskyt novych
fraktur. Zafazeno bylo 7868 Zen. Studii dokonéilo 6478 pa-
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cientek (82 %). Ttileté podavani denosumabu (60 mg s.c.
kazdych 6 mésicii) postmenopauzalnim osteoporotickym
Zenam vedlo v porovnini s placebem k 68% poklesu rizika
zlomenin obratli (p < 0,0001) a 20% poklesu rizika mi-
moobratlovich zlomenin (p = 0,011), riziko zlomenin ky¢le
bylo sniZzeno o 40 % (p = 0,036). BMD bedemni patefe se
po podaviani denosumabu zvysila za tfi roky 0 9 % a v ky¢li
predstavoval tento narist 6 % (p < 0,0001). Vyskyt neza-
doucich pfihod byl v obou skupinich (denosumab vs. pla-
cebo) obdobny. Denosumab tedy jednoznaéné snizil riziko
vzniku obratlovych i mimoobratlovych zlomenin pii vyni-
kajicim bezpeénostnim profilu [19].

V ramei studie FREEDOM bylo téz provedeno hodno-
ceni vlivu denosumabu na kostni denzitu a mechanickou
odolnost tramé&ité a kortikalni tkané v oblasti radia [20].
BMD radia, obsah kostniho mineralu a polarni moment se-
trvacnosti byly vysetfeny v prespecifikovanych podstudiich
za pouziti DXA (placebo, n = 209; denosumab, n = 232)
nebo QCT (placebo, n = 48; denosumab, n = 62). Prespeci-
fikovana analyza vyhodnotila vyskyt zlomenin zapésti
u viech néastnic studie FREEDOM, zatimco v post hoc
analyze byly hodnoceny Zeny s vy3im rizikem zlomeniny
(T-skore BMD kréku femuru < -2,5 SD; placebo, n = 1406;
denosumab, n = 1384). Denosumab signifikantné zvy3il
BMD (vyhodnoceno metodou DXA) a volumetrickou
BMD, obsah kostniho minerilu a polarni moment setrvaé-
nosti (hodnoceno QCT) v porovnani s placebem v korti-
kalni i tram¢ité kosti radia (p < 0,05). Vyskyt zlomeniny
zapésti byl po 36 mésicich lecby 2,9 % v placebove sku-
piné a 2,5 % u pacientek lé¢enych denosumabem (pokles
relativniho rizika o 16 %; p = 0,21). U Zen s vy$3im ri-
zikem zlomeniny (T-skore BMD kréku femuru < -2,5 SD)
denosumab vyznamné snizil vyskyt fraktury zapésti (pla-
cebo — 4,0 %: denosumab — 2,4 %; pokles relativniho rizika
o 40 %:; pokles absolumiho rizika o 1.6 %; p = 0,03).

Z uvedenych vysledki vyplyva, Zze denosumab oproti
placebu vyznamné zlepiuje BMD, mnoZstvi a kvalitu tram-
¢ité a kortikalni tkané v oblasti radia [20]. U Zen s vy$8§im
rizikem zlomeniny denosumab snizuje riziko vzniku fraktur
zapésti [20].

Ve studii FREEDOM byla rovnéz hodnocena metodou
QCT volumetricka BMD v oblasti bederni patefe, ky¢le
a kréku femuru pfi vstupnim vySetfeni a po 12, 24 a 36 mé-
sicich [21]. Jednalo se o podskupinu 209 Zen. Signifikantni
narist ploiné a volumetrické BMD ve viech hodnocenych
oblastech byl patrny jak v prib&hu ¢asu u pacientek léce-
nych denosumabem, tak v porovnani s placebem. Po 36 mé-
sicich 1éEby denosumabem ¢éinil rozdil volumetricke BMD
v bederni patefi, ky¢li a kréku femuru oproti placebu 21,8 %,
7,8 %, a 5,9 % (vzdy p=< 0,0001). V porovnani s placebem
byl patrny narist obsahu kostniho mineralu v kyéli (p <
0,0001), ktery souvisel s vyznamnym zvyienim obsahu ko-
stniho mineralu v kortikalni kosti (p < 0,0001). Uvedené
vysledky studie FREEDOM dokazuji pozitivni i¢inek de-
nosumabu na kortikalni i triméitou kostni tkan [21].

V ramei studie FREEDOM byla provedena téz podstu-
die se 441 ucastnicemi, v niz byla hodnocena ploina BMD
metodou DXA, a to v oblasti bedemi patefe, ky¢le, kréku
femuru, trochanteru a dolni tietiny radia; téz byla vyhod-

nocena celotélova denzita. Signifikantni narast BMD po po-
dani denosumabu byl patmy jiz po jednom mésici v bederni
patefi, ky¢li a trochanteru. (vidy p < 0,005 vs. placebo
a vstupni hodnoty). BMD progresivné nartstala ve viech
hodnocenych mistech po 12, 24, a 36 mésicich (vzdy p<
0,005 vs. placebo a vstupni hodnoty). Publikované vysledky
prokazaly, ze denosumab zvy3uje vyznamné a rychle kostni
denzitu ve viech oblastech skeletu, at’ uz s pfevahou tram-
¢ité, éi kortikalni kostni tkané [21,22]. Zvyieni BMD
zvlasté kortikilni kostni tkiné ma zasadni vyznam pro in-
tegritu skeletu a snizeni rizika fraktury.

Dlouhodob:a lécba denosumabem

Zasadni otdzkou v zistava jak dlouho je tieba osteopo-
rozu 1é¢it. Kupfikladu terapie ve studii FREEDOM trvala tfi
roky, ale u vét§iny pacientek je nutna lécbha delsi.

Ve studii 1. fase (23) bylo ptivodné 412 postmenopau-
zilnich zen randomizovino k dvouletému podavini deno-
sumabu, alendronatu ¢i placeba, pfi¢emz denosumab vedlk
vyraznému naristu BMD v patefi a kyéli. Po dvou letech
byly pacientky na dalii dva roky randomizovany k pferu-
Seni, ukonéeni &i pokracovani leéby denosumabem, ukon-
¢eni alendronatu; nebo pokra¢ovani v uzivani placeba.
Studii dokonéilo 262 Zen (23, 24). Tato studie byla poté pro-
dlouZena o dalii étyfi roky, po které byl viem pacientkam,
které vyslovily souhlas (n = 200), podavan denosumab. Ex-
tenzi studie dokon&ilo 138 Zen. U pacientek, které uZivaly
uhrnné 8 let denosumab (n=88), byl zjiitén narist BMD
v patefi 0 16,5 % a v kyéli 0 6,8 % v porovnani se vstupnimi
hodnotami na samém pocatku studie, rozdil v BMD patefe
a ky¢le oproti vstupnim hodnotam na poéatku extenze byl
+5,7 % a +1.8 %. U 12 pacientek, které uZivaly prve étyfi
roky placebo, bylo nasledneé étyfleté podavani denosumabu
spojeno s vyznamnym narastem BMD v ky¢li a patefi, ktery
byl plné srovnatelny se zménami BMD u Zen uZivajicich
denosumab v pritbéhu prvnich étyf let. Byl opét pozoro-
van jiz dfive popisovany pokles hodnot biochemickych
ukazatell kostniho obratu. Bezpetnostni profil byl plné
srovnatelny s dfive publikovanymi udaji. Osmileta léba
denosumabem tedy vedla k dalfimu vyznamnému nartistu
BMD a k poklesu ukazatelii kostniho obratu pfi zachova-
ném dobrém bezpeénostnim profilu (25).

Diilezitou informaci nam pfinaseji vysledky extendo-
vané studie FREEDOM (26). Prodlouzeni studie FREE-
DOM je planovano na ihrnych deset let lécby (tedy
prodlouZeni zakladni studie o sedm let). Nyni jsou znamy
vysledky tiileté extenze. Z 5928 pacientek, bylo do extenze
zafazeno 4550 (77 %). 2343 zen, které byly piivodné léceny
denosumabem, pokradovalo nadile v této lébé. 2207 zen,
které v zakladni studii uzivaly placebo, bylo prevedeno na
denosumab. U téchto Zzen doilo k vyznamnému néristu
BMD v patefi a kyéli (+9,4 % a + 4.8 %), coz bylo obo-
dobné s nariistem BMD u denosumabem lééenych zen v za-
kladni studii. Obdobny byl i pokles hodnot biochemickych
ukazateli kostniho obratu. V porovnani s piivodni placebo-
vou skupinou zde byl vyznamné nizsi vyskyt novych ob-
ratlovych 1 mimo-obratlovych zlomenin. U pacientek
uzivajicich denosumab v zikladni studii i v pribb&hu extense
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byl nadale nizsi vyskyt zlomenin oproti piivodni placebové
skuping. V pribéhu 3leté extense byly zaznamenany Ctyfi
piipady osteonekrozy celisti, zadny pfipad atypické femo-
ralni zlomeniny. Trvala Sestileta lééba denosumabem byla
dobfe tolerovina, udrzovala snizeny kostni obrat, a vedla
k pribéznému narastu BMD. Pfetrvavala nizka incidence
zlomenin (26).

Lavér

Dosavadni klinické studie dokazuji vyznamny téinek
denosumabu na kostni tkan: pokles kostni resorpce, zabra-
néni daliiho ztenéovani a porotizace kortikalni kosti a na-
rist BMD v kortikalnim i trabekulamim kompartmentu, coz
vede ku zvyieni mechanické odolnosti kostni tkané a z toho
plynoucimu poklesu rizika vzniku obratlovych 1 mimoo-
bratlovych zlomenin. Subkutanni aplikace jednou za 6 mé-
sich je pro pacienty vyhodna. Bezpefnostni profil
denosumabu je vyborny, dosud nebyl zjiitén vyssi vyskyt
nezadoucich pfihod ve srovnani s placebem ¢i alendrona-
tem.
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Souhrn

Denosumab je plné humanni monoklonalni protilatka
122, ktera se specificky a s vysokou afinitou vaze na RANK
ligand (RANKL), ¢imz zabranuje formaci osteoklasti, in-
hibuje jejich funkci a zkracuje jejich pfezivani. V klinic-
kych studiich III. faze byl hodnocen efekt denosumabu
v porovnani s placebem a téz véetné srovnani s aktivnim
komparatorem alendronatem. Histologické ¢i histomorfo-
metricke analyzy potvrdily zachovani fyziologické struk-
tury kosti. Zavedeni denosumabu pfedstavuje vyznamny
predél v 1é¢bé osteoporozy.

Kli¢ova slova: denosumab, denzita kostniho mineralu,
histomorfometrie.

Uvod

Denosumab je plné humanni monoklonalni protilatka
IgG2, kterd ma vysokou afinitu k RANKL (Receptor acti-
vator of nuclear factor NF-kappa-B ligand), ¢imz inhibuje
diferenciaci osteoklastil, jejich funkci a prezivani (1-3).
Utinkem denosumabu dochazi k poklesu kostni resorpee.
Denosumab plisobi obdobné jako osteoprotegerin, coz je
cytokin neutralizujici za fyziologickych podminek RANKL
(4—14). Afinita denosumabu k molekule RANKL je oviem
podstatné vyssi nez afinita osteoprotegerinu (2,3). Antire-
sorpéni uéinky denosumabu byly hodnoceny v dvojité za-
slepenych, placebem kontrolovanych, randomizovanych
studiich I.-II. faze, a nékterych klinickych studii I1I. faze,
jak jsme jiz v tomto periodiku referovali v roce 2009 (10).
V nabizeném piehledu se budeme zabyvat dosud publiko-
vanymi studiemi I1I. faze 1ééby postmenopauzalni osteo-
porozy denosumabem.

Klinické studie I1I. faze s denosumabem

Dvojité zaslepena, placebem kontrolovana studie III.
faze s nazvem DEFEND (Denosumab Evaluation for Pre-
serving Bone Density) hodnotila vliv dvouletého podavani
denosumabu (60 mg s.c. kazdych 6 mésici) na denzitu
kostniho mineralu (bone mineral density — BMD) a kostni
obrat u 332 postmenopauzalnich Zen s nizkou BMD. De-
nosumab po 24 mésicich vyznamné zvysil BMD v oblasti
bederni patefe (6,5 vs. -0,6 %; P<0,0001) a viznamneé zvy-
5il BMD v ky¢li, distalnim radiu a téz celotélovou BMD.
Kvantitativni komputerova tomografie (QCT) prokazala

zvyseni volumetrické BMD v oblasti distalniho radia, doslo
téz ke zlepsSeni strukturdalnich parametrii v oblasti kyc¢le.
Ukazatel€¢ kostniho obratu byly po lé¢bé denosumabem vy-
razné snizeny (15).

Dalsi studie I1I. faze klinického hodnoceni byly zamé-
feny jednak na porovnani vlivu denosumabu a alendronatu
ohledné BMD (studie DECIDE a STAND), jednak na sniZeni
rizika fraktury v porovnani s placebem (studie FREEDOM).

V dvojité zaslepené studii I1I. faze klinického hodnoceni
(studie DECIDE — Determining Efficacy: Comparison of In-
itiating Denosumab vs. Alendronate) byl porovnavan ucinek
denosumabu a alendronatu na zmény BMD u 1189 postme-
nopauzalnich Zen s nizkou BMD (T-skoére <2,0 SD v oblasti
bederni patefe nebo ky¢le). Pacientky byly randomizovany
v poméru 1:1 do skupiny lecené denosumabem (60 mg s.c.
kazdych 6 mésicl + placebo p.o. 1x tydné) nebo alendrona-
tem (70 mg p.o. jednou tydné + s.c. injekce placeba kazdych
6 mésicil). Zmeény v BMD byly vyhodnocovany v ky¢li,
krcku femuru, trochanteru, bederni patefi a distalnim radiu
po 6 a 12 mesicich a ukazatelé kostniho obratu v mésicich
1,3,6,9,a 12, V oblasti kyé¢le zvysil vyznamné denosumab
BMD v porovnani s alendrondtem (3,5 % versus 2,6 %:;
p<0.0001) a na viech méfenych mistech byly po 12mésicni
lécbé denosumabem zjistény signifikantné vyssi piirustky
BMD. Denosumab vedl v porovnani s alendrondtem k vyra-
zngjsi supresi ukazatell kostniho obratu. Bezpecnostni pro-
fil byl u obou pripravki obdobny (16,17).

Mezindrodni multicentricka, randomizovana, dvojité
zaslepena, dvojité maskovana studie STAND (The Study of
Transitioning from Alendronate to Denosumab) se zaby-
vala G¢innosti a bezpecnosti denosumabu pii prechodu
z 1ééby alendronatem na denosumab v porovnani s pietrva-
vajici lécbou alendronatem (18). Studie trvala 12 mésict,
ucastnilo se 504 Zen s postmenopauzalni osteoporozou,
které pred tim uzivaly alespoii 6 mésict alendronat (median
trvani pfedchozi lée¢by alendronatem 36 mésict — rozpéti
6-192 meésicu). Po dobu jednoho mésice pied randomizaci
uzivaly viechny pacientky peroralné 70 mg alendronatu 1x
tydné. Poté byly randomizovany do skupiny déle uzivajici
alendronat ve stejné davee spolu s injekei placeba podava-
nou jednou za 6 mésici, nebo do skupiny lé¢ené deno-
sumabem 60 mg subkutanné jednou za 6 mésicu spolu
s placebem podavanym jednou tydné. Primarnim cilem byly
procentualni zmény BMD celkového proximalniho femuru
po 12 mésicich, sekundarni cile byly procentualni zmény
BMD v bederni patefi, kré¢ku stehenni kosti, a distalni tre-
tiny radia po 12 mésicich lécby a zmény hladin ukazateli
kostniho obratu. Studii dokonéilo 481 Zen (95,4 %). Pie-
chod z lé¢by alendronatem na denosumab vedl v porovnani
s pokracujici terapii alendronatem k vy3simu nartistu BMD
ve viech méfenych mistech a k dalSimu signifikantnimu po-
klesu ukazateli kostniho obratu. Vyskyt nezadoucich pfi-
hod véetné zdavaznych nezadoucich pfihod byl v obou
studovanych skupinach obdobny (18).

Pacientkam ve studiich DECIDE a STAND byl pfe-
dlozen dotaznik tykajici se jejich preference lécby (poda-
vani tablet jednou tydné oproti podkozni injekei dvakrat
rocné). 77 % pacientek upfednostnilo injekéni lecbu jednou
za 6 mésicu (19).
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Nejvyznamngjdim klinickym hodnocenim s denosu-
mabem byla dvojité zaslepena, placebem kontrolovana
studie FREEDOM (Fracture Reduction Evaluation of De-
nosumab in Osteoporosis every 6 Months) (20), ktera hod-
notila vliv denosumabu na vyskyt novych fraktur. Zatazeno
bylo 7868 Zen. Studii dokonéilo 6478 pacientek (82 %). Tti-
leté podavani denosumabu (60 mg s.c. kazdych 6 mésici)
postmenopauzalnim osteoporotickym Zenam vedlo v po-
rovnani s placebem k 68% poklesu rizika zlomenin obratl
(p<0,0001) a 20% poklesu rizika mimoobratlovych zlome-
nin (p=0,011), riziko zlomenin ky¢le bylo snizeno o 40 %
(p=0,036). BMD bederni patefe se po podavani deno-
sumabu zvySila za 3 roky 0 9 % a v ky¢li byl tento narist
+6 % (p<0,0001). Vyskyt nezadoucich piihod byl v obou
skupinach (denosumab versus placebo) obdobny. Deno-
sumab tedy jednozna¢né sniZil riziko vertebralnich i mi-
moobratlovych zlomenin pfi vynikajicim bezpe¢nostnim
profilu (20). Na zakladg vysledkt studie FREEDOM byl de-
nosumab registrovan v USA a v Evropé pod jménem Prolia.

V ramei studie FREEDOM byl hodnocen t¢inek deno-
sumabu na kostni histologii a na histomorfometrické para-
metry v podskupiné 92 pacientek (47 uzivalo denosumab,
45 uzivalo placebo). Uvedené pacientky podstoupily trans-
iliakalni biopsii (68 biopsii ve 24. mésici, 47 v 36. mésici
a 23 biopsii v obou ¢asovych bodech (21). Kostni histolo-
gie prokazala ve viech vzorcich normalni mineralizovanou
lamelarni kost. V péti vzorcich pacientek lécenych denosu-
mabem v3ak byla pozorovina absence osteoidu. Tetracykli-
nové znaceni bylo pritomno ve viech placebovych vzorcich
a pouze v 64 % vzorki kosti pacientek lé¢enych denosu-
mabem. Dvojité znaceni tetracyklinem bylo pozorovano
v 94 % placebovych biopsiich a pouze v 19 % biopsiich
v denosumabové skuping. Statické 1 dynamické parametry
kostni formace byly v pfipad¢ denosumabu podstatné sni-
Zeny. Resorpce byla rovnéz vyznamné redukovana, pocet
osteoklastii byl 0,08/mm v placebové a 0,00/mm v denosu-
mabove skupiné (21). V ramci hodnoceni metodou mi-
kroCT se obé skupiny vyznamné neliSily. Kostni biopsie
byly provedeny rovnéz ve 12. mésici studie STAND po-
rovnavajici alendronat s denosumabem. Nalezy byly po-
dobné jako ve studii FREEDOM, ukazatele kostniho obratu
byly nizsi nez u pacientek lé¢enych alendronatem (21). Na-
lezy potvrzuji u¢inek denosumabu jako siln¢ho antire-
sorpéniho piipravku, ktery inhibuje kostni obrat, pficemz
kvalita kosti ziistdva normalni

Omezeny pocet bioptickych vzorki od pacientt po pie-
ruseni terapie denosumabem, které byly provedeny mezi
12. a 36. mésicem po ukonceni lécby, svédci pro navrat ko-
stniho obratu na plivodni Groven a pro reverzibilitu antire-
sorpéniho efektu denosumabu (22).

Bezpecnostni profil denosumabu

Bezpecnostni profil denosumabu byl studovan ve viech
provedenych klinickych hodnocenich. Nebyl zjistén vyssi
vyskyt nezddoucich piihod ve srovnani s placebem ¢i alen-
dronatem. Vzhledem ke skute¢nosti, ze denosumab zasahuje
do systému tumor necrosis factor (TNF), byly vysloveny
obavy z mozného ovlivnéni imunity lé¢enych pacientt,

v

které by se projevily vy$§im rizikem infekénich komplikaci
¢ nadorovym onemoenénim. Dosavadni vysledky pro toto
v zadném piipadé nesvédci, na zakladé soucasnych po-
znatkil denosumab nijak nezasahuje do imunitnich procesii
v lidském organismu, u pacientii lé¢enych denosumabem
neni vyssi vyskyt infekénich komplikaci ani novotvar (2,
3, 17, 20). Nedochazi ani k tvorbeé protilatek proti denosu-

mabu (2,3,17).

Uloha denosumabu v 1é¢bé osteoporozy

Podavani denosumabu vede k vyraznéjsi supresi kost-
niho obratu v porovnani s alendronatem. Bylo prokazano,
ze n¢inek denosumabu je reverzibilni, na rozdil od nej-
¢astgji pouzivanych antikatabolickych pripravki, bisfosfo-
nati, se denosumab neuklada v kostni tkani. Vzhledem
k subkutanni aplikaci jeho podavani nema nezadouci t¢inky
na zaZivaci trakt v kontrastu k peroralnim bisfosfonatim
(1,3,16—18). Studie svédskych autori prokazala, ze deno-
sumab predstavuje finanéné vyhodnou alternativu k per-
oralnim bisofosfonatiim, zejména u nemocnych s vysokym
rizikem fraktury a pfedpokladanou nizkou adherenci k po-
davani peroralnich bisfosfonatl (23).

Zavér

Proveden¢ klinické studie dokazuji, Ze denosumab sni-
zuje kostni resorpei a zvySuje denzitu kostniho mineralu
(BMD) a zaroven zvySuje mechanickou odolnost kostni
tkané a snizuje riziko obratlovych i mimoobratlovych zlo-
menin. Denosumab piedstavuje zcela novy a perspektivni
zplisob terapie osteoporozy — biologickou lé¢bu. Zpusob
podavani denosumabu subkutinné jednou za 6 mésici je
pro pacienty vyhodny, zvySuje jejich adherenci k 1é¢bé.
Bezpecnostni profil denosumabu je vyborny, dosud nebyl
zjistén vyssi vyskyt nezadoucich pfihod ve srovnani s pla-
cebem ¢i alendronatem.
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Souhrn
Kutilek S, Rehackova P. Denosumab v Iéébé osteoporozy - udinek na kortikalni kost. Remedia 2013; 23: x-y.

Denosumab je novy pripravek urceny k lécbe osteoporozy, pine humanni monoklonalni protilatka IgG2, ktera se specificky a s vysokou
afinitou vaze na RANK ligand, éimzZ zabrariuje formaci osteoklastt, inhibuje jejich funkci a zkracuje jejich preZivani. Zavedeni deno-
sumabu do klinické praxe predstavuje vyznamny predel v Ieécbé osteoporézy. Zasadni vyznam pro integritu skeletu ma kortikalni kost
a pevnost kortikalni kosti je rozhodujicim faktorem vzniku zlomeniny. V' nasledujicim prehledu dosud publikovanych klinickych studii se
budeme zabyvat predevsim uc¢inkem denosumabu na kortikalni kost.

Kli¢ova slova: denosumab — denzita kostniho mineralu — kortikaini kost — fraktury.
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Uvod

Osteopordza predstavuje vyznamny
medicinsky i spoleCensky problem - je
povazZovana za jedno z nejvice invalidi-
zujicich a finanéné naro&nych onemoc-
néni v Evropé.

Novym Ié€ivem s unikatnim mecha-
nismem Uc¢inku uréenym k l1é¢bé osteo-
pordzy je denosumab. V prfedkladaném
prehledu se budeme zabyvat pfedevsim
Gcinkem denosumabu na kortikalni kost.

Mikroskopicka anatomie
kostni tkané

Kostni tkar se mikroskopicky déli na
tkan kompaktni (kortikalni) a trabekular-
ni (tramcitou, houbovitou, spongiézni).
Vnéjsi ¢ast kosti je predstavovana silnou
a hutnou kortikalni kosti. V diafyzarni &as-
i AFi kortikalni kost dfefiovou dutinu.
i’k metafyze a epifyze se kortikalni

kos je a obklopuje tenké, vzajem-
ne proj dkalcifikovaneé tramce - kost
tramcitou

. Proximalni a distalni
partie dfefo iny jsou tim uzavieny
v tramgité kostni i. Trabekularni kost
je oproti kosti kortikalnighodstatné meta-
bolicky aktivnéjsi, ko

Trabekularni kost je sloze
z nepravidelnych houbovitych us
danych tramca (trabekul), nebo jsou t
bekuly usporadany v urcitych smérech.

Kortikalni a tramcita kost obsahuiji stejné
buriky a stejnou matrix, ale lisi se struktu-
rou a funkci: 80-90 % objemu kompaktni
kostni tkane je kalcifikovano, zatimco tra-
bekularni tkan je kalcifikovana z pouhych
20 %. Zbyvaijicich 80 % trabekulamni kostni
tkéné obsahuje kostni dfen, krevni cévy

a pojivovou tkan. Tramcita kost predsta-
vuje pouhych 15-20 % hmotnosti skele-
tu. Vzhledem ke své struktufe ma vsak
podstatné vétsi povrch nez kost kortikalni
(pomeér 80 : 20). Trabekularni kost je ve
srovnani s kosti kortikalni metabolicky
mnohem aktivnéjsi, zatimco kompaktni

epifyza

metafyza

diafyza

!

epifyza

kloubni chrupavka

Obr. 1 Podéiny fez dlouhou kosti.
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tkan zastava mechanickou a ochran-
nou funkei [1]. Traméita kost se nachazi
v oblasti metafyz a epifyz dlouhych kosti
a obklopuje tak proximalni a distalni par-
tie dfefove dutiny. Pravidelné usporadani
kostnich tramct (tzv. architektonika trabe-
kularni kosti) je zavislé na kfivkach, v nichz
se uplatiuje tlak na kost. Trabekuly tim
zajistuji maximalni odolnost kostni tkané
pfi minimalnim mnoZstvi materialu [2].

Kortikalni kost

Kortikalni kost predstavuje zhruba
80-85 % celkové hmotnosti skeletu. Dle
mikroskopické stavby Ize strukturu kom-
paktni kosti dale délit na vlaknitou nebo
lameldzni. Viaknita kostni tkar se tvori
ve vyvojovém obdobi a trvale se udrZuje
u nizsich obratlovct a v nékterych kos-
tech malych savcll. U ¢lovéka se nachazi
v mistech Uponti nékterych vaz(l a slach,
ve Svech lebednich kosti a v pouzdfe
nitroudniho labyrintu. Viaknita kost sesta-
vé z navzajem se spojuijicich tramci, mezi
nimiz se nachazeji kostni bunky.

U clovéka je v prvnim roce Zivota po-
stupné nahrazovana kosti lameldzni [2, 3],
ktera se sklada z nékolika vrstev zevnich
lamel spojenych amorfni zakladni substan-
ci. Lamely jsou pravidelné koncentricky
usporadany v zavislosti na pribéhu cév
nebo tvofi soustfedneé vrstvy na povrchu
kosti. Lze je rozdélit na lamely Haversovy,
lamely intersticialni a lamely povrchove.
Haversovy lamely tvofi koncentrické vrst-
vy, jejichz stfedem longitudinalné probihaji
Haversovy kanalky, které obsahuiji cévy
a nervy. Haversovy kanalky komunikuji
s kanalky Volkmannovymi. Koncentricky
usporadané lamely s centralnim Haversovym
kanalkem tvofi Haverstiv systém neboli
osteon, ktery predstavuje zakladni struk-
turalni stavebni jednotku kortikalni kosti
(basic structural unit — BSU), obr. 2. Mezi
Haversovymi systémy jsou malé dutinky
(lakuny) s kostnimi burikami — osteocyty [2].

Intersticialni lamely vyplfuji prosto-
ry mezi jednotlivymi osteony. Jedna se
o zbytky ptvodnich Haversovych soustav,
které byly odstranény vrlistanim cév, okolo
nichZ se vytvorily nové Haversovy lamely.
Povrchové lamely se nachézeji na povrchu
kosti. Vznikaji apozi¢ni tvorbou kostni tka-
né v periost. Silna a hutna kortikalni kost
tvori predevsim vnéjsi ¢ast skeletu. V dia-
fyzarni &asti vytvafi kortikalni kost drefo-
vou dutinu. Smérem k metafyze a epify-
ze se kortikalni kost ztencuje a obklopuje
tenké, vzajemné propletené kalcifikované
tramce — kost traméitou. Z periostalniho
a endostalniho povrchu vnikajf kolmo do
kosti Volkmannovy kanalky, v nichz pro-
bihaji cévy a nervy. Volkmannovymi ka-
nélky vstupuji do kosti periostalni cévy,
které vzajemné anastomazuiji a zajistuji
krevni zasobeni kostni tkane [2].

Vysetieni hodnotici kvalitu kosti

Pomér kortikalni ku trabekularni kosti
se rtizni dle lokalizace: v obratlich je tento
pomér 5 : 95 %, v kréku femuru 75 : 25 %,
vradiu 95 : 5 %. Rutinné provadéné zobra-
zovaci vysetfeni denzity kostniho mineralu
(bone mineral density, BMD), konkrétné
dvouenergeticka absorpéni denzitometrie
(DXA, dual-energy X-ray absorptiometry),
je planimetrickou metodou a nerozlisuje
mezi trabekularni a kortikalni kosti.

Mezi metody schopné odlisit korti-
kalni a trabekulamni tkan patfi kvantitativ-
ni vypocetni tomografie (QCT, quantita-
tive computed tomography) a mikroCT.
Periferni kvantitativni vypocetni tomogra-
fie (pQCT) umoznuje analyzu kortikalni
i tramcité kosti v dané oblasti koncetiny,
jakoZ i zhodnoceni parametrd, jako jsou
BMD, obsah kostniho mineralu, kortikalni
obvod é&i tloustka. Pomoci pQCT Ize téz
stanovit tzv. moment setrvaénosti (mo-
ment of inertia), ktery hodnoti pevnost
v ohybu a jehoz zvySeni znaci zlepSeni
biomechanicke vlastnosti kosti. MikroCT
je metoda nové pouzivana in vitro pfi ana-
lyze bioptickych vzork( kostni tkané, kdy
je pomoci dvourozmérnych projekci re-
konstruovan virtualni trojrozmérny model
kostni tkané a tim je mozné hodnotit jejf
mikroskopickou strukturu.

V obdobi mezi 20.-80. rokem Zivota
ztraci ¢lovék aZ polovinu své kostni hmo-
ty. Relativni ztrata kostni hmoty s vékem
je markantnéjsi v trabekularni kosti, pro-
toZe ta ma vyssi pomér povrch/objem.
Absolutni Ubytek kostni hmoty je vdak
vy88i v kortikalni kosti, coz vyznamné
prispiva k poklesu mechanicke odolnosti
kostni tkané 4, 5].

Studie z posledniho desetileti proka-
zuji, Ze kortikalni kost ma zasadni vyznam
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pro integritu skeletu a pevnost kortikalni
kosti je rozhodujicim faktorem pro vznik
zlomeniny [6]. S pfibyvajicim vékem do-
chézi k ubytku kortikalni hmoty, zejména
v disledku jejiho ztenéeni a nérlistu po-
rozity kortikalni kosti [6-8]. U postmeno-
pauzalnich Zen predstavuji mimoobratlové
zlomeniny v oblastech skeletu s preva-
hou kortikalni kosti 80 % vSech zlomenin.
Postmenopauzalni Zeny s vy$si postavou
maji zvySené riziko zlomeniny v dlsled-
ku tendi vrstvy kortikélni kosti a zvySené
porozity kortikalni tkané [9].

Lécgivé pFipravky v terapii

osteoporézy

Lécivé pripravky registrovane pro te-
rapii osteoporézy Ize rozdélit na osteofor-
macni (osteoanabolické) a antiresorpéni
(antikatabolické).

Osteoanabolické pfipravky indu-
kuji nartst mnoZstvi kostni hmoty, &imz
stoupa prevaha kostni novotvorby nad
osteoresorpci. Osteoanabolické pfiprav-
ky zahrnuji parathormon a teriparatid.
Stroncium ranelatu se pficita duélini me-
chanismus U¢inku (efekt antiresorpéni
i formadni).

Mezi antikatabolické pfipravky
patfi bisfosfonaty (alendronat, risedro-
nat, ibandronat, zoledronat), selektiv-
ni modulatory estrogennich receptor(i
(SERM,; raloxifen), kalcitonin a denosumab.
Antikatabolické pfipravky snizuji kostni
remodelaci, prodluzuiji Zivotnost kostnich
strukturalnich jednotek, ¢imz se prodlu-
ZUje doba, béhem niZ dochazi k akumu-
laci kostniho minerélu, a tim stoupa kostni
mineralizace.

Bisfasfonaty, které jsou hlavnimi repre-
zentanty antikatabolickych pfipravkd, snizuji
dozravani a poet osteoklastti a vedou k jejich

Haverslv systém (osteon)

e

Haversovy kanalky

il

cmannovy kanalky

»

ot “©2013

Obr. 2 Prifez kosti zobrazujici jeji mikroskopakou stavbu.
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apoptdze, tlumi téz kostni formaci a jsou
celozivotné deponovany v kostni matrix.

Vyznamny predél v IéCbé osteoporo-
zy predstavuje zavedeni denosumabu. Je
to plné humanni monoklonalni protilatka
1gG2, ktera ma vysokou afinitu k RANKL
(ligand receptoru aktivujiciho nuklearni
faktor kappa-B), ¢imz inhibuje diferenci-
aci osteoklastd, jejich funkci a prezivani
(obr. 3, 4). Po podani denosumabu do-
chazi k poklesu kostni resorpce, k nards-
tu BMD a ke snizeni rizika vzniku fraktur
obratlovych i mimoobratlovych [11-22].
Oproti plisobeni bisfosfonatt mé denosu-
mab na kost reverzibilni G¢inek, nebot je
degradovan a neni ukladan v organismu.

Vzhledem k vyznamu kortikalni kosti
pro mechanickou odolnost skeletu je nutné
hodnotit v tomto kontextu téz G¢innost an-
tiosteoporoticke léCby, zejména pak lécby
antikatabolické. Pomoci metody mikroCT
bylo kupfikladu prokazano, Ze podavani
risedronatu zenam s osteoporézou signifi-
kantné zabrariuje nartstu kortikélni porozity
v porovnani s placebem [10]. Vyznamny
vliv na kortikalni kost ma zejména denosu-
mab. Jeho Gcinky na skelet byly hodnoce-
ny v experimentu a téz v dvojité zaslepe-
nych, placebem kontrolovanych, rando-
mizovanych studiich faze I-lll [11, 12, 22].

Preklinické a klinické
hodnoceni denosumabu
Experimentalni studie

V experimentu byl denosumab po-
davan opicim rodu Cynomolgus [23, 24].
Subkutanni aplikace denosumabu ovar-
ektomovanym opicim jedenkrat mésic-
né po dobu 16 mésicli vedla ve srovnani
s kontrolni skupinou, které byla podavana
nelcinna latka, k poklesu kostni remo-
delace, vzestupu plosné BMD v beder-
ni patefi, kycli, kréku femuru a distalnim
radiu, k narlistu objemu kortikalni kosti
v oblasti stfedniho radia a tibie a rovnéz
tak ke vzestupu mechanické odolnosti
kréku femuru a bedernich obratli [23].
Histomorfometrickym vysetfenim biop-
tickych vzork( skeletu téchto opic byla
potvrzena vyssi kostni remodelace u ovar-
ektomovanych zvirat. Podavani denosu-
mabu vedlo k poklesu kostni remodelace,
poklesu erodovanané plochy v tramcité
kosti a rovnéz tak k poklesu kortikalni po-
rozity. Tyto parametry souvisely s nardis-
tem BMD a mechanické odolnosti kostni
tkane [24]. Ziskané vysledky Ize do jisté
miry extrapolovat do humanni mediciny —
podavani denosumabu zabranuje dalsimu
rozvoji porozity kortikalni kosti a vede tak
ke zlepseni jeji mechanické odolnosti a tim

k poklesu rizika zlomeniny. Uvedené hy-
potézy byly potvrzeny Klinickymi studiemi

Klinicka hodnoceni faze ll a lll

Ve dvojité zaslepené pilotni studi
faze Il bylo 247 postmenopauzalnich zer
randomizovano k |écbé denosumaben
(60 mg s.c. kaZdych 6 mésic), alendro-
natem (70 mg p.o. tydné) nebo placebem
Morfologické zmény v oblasti distalnihc
radia a distalni tibie byly po 12 mésicict
hodnoceny pQCT v oblasti distaniho ra-
dia. V placebové vétvi doslo k poklest
celkové, kortikalni a trabekularni BMC
a rovnéz tak ke ztencéeni kortikalni kost
v oblasti distalniho radia (-2,1 % az -0,8 %)
Podavani alendronatu zabranilo poklest
hodnot uvedenych parametrti (-0,6 % az
2,4 %; p=0,051 az < 0,001 vs. placebo)
zatimco denosumab zabranil poklesu,
a dokonce ved| ke zlepseni sledovanycl
hodnot (0,3 % az 3,4 %; p < 0,001 vs
placebo). Denosumab oproti alendronatt
vyznamnéji ovlivnil zmény celkové a korti-
kalni BMD (p < 0,024). Obdobny nélez by
pozorovan v oblasti tibie. Moment setr-
vacnosti byl rovnéz vyssi po 1écbé deno-
sumabem ve srovnani s Ié¢bou alendro-
natem (p < 0,001). Nebyl zjistén rozdil ve
vyskytu nezadoucich Ucink( [25].

progenitorové buriky
monocytomakrofagové
linie

o
%

hormony
ristové faktory
cytokiny

preosteoklasty

M-CSF d
9

KOSTNI NOVOTVORBA

multinuklearni osteoklasty

osteoblasty

KOSTNI RESORPCE

aktivované
osteoklasty

Obr. 3 Uloha RANKL v kostni remod@r*vzato z Remedia 3/2011.

Osteoblasty v kostni tkani produkuji cytokii L. Jeho vazba na receptor (RANK) je klicova pro dalsi déje osteogeneze.
M-CSF - rustovy faktor (macrophage colony-8timulating factor); RANK —receptor aktivujici nuklearni faktor xB; RANKL — ligand RANK

Denosumab v 1é¢bé osteoporézy — GEinek na kortikdlni kost

152



REMeDIa

hormony
ristové faktory
cytokiny

denosumab

preosteoklasty

osteoblasty

23:3-2013

Diferenciace, zrani,
aktivace i funkce

osteoklastt je inhibovana.

KOSTNI NOVOTVORBA

INHIBICE KOSTNI RESORPCE

Obr. 4 Mechanismus ucinku denosumabu; prevzato z Remedia 3/2011.

Jfit = 2011

Denosumab, monoklonalni protilatka proti RANKL, se kompetitivné vaze na RANKL, ¢imz znemozriuje interakci RANK-RANKL, klicovou v procesu

osteoklastogeneze.

OPG - osteoprotegerin; RANK —receptor aktivujici nuklearni faktor «B; RANKL — ligand RANK

Dvojité zaslepena, placebem kontro-
lovana studie faze lll s nazverm DEFEND
(Denosumab Evaluation for Preserving
Bone Density) hodnotila vliv dvouletého
podavani denosumabu (60 mg s.c. kaz-
dych 6 mésicll) na BMD a kostni obrat
u 332 postmenopauzalnich Zen s nizkou
BMD. Metodou QCT byly téz v oblasti
distalniho radia hodnoceny zmény volu-
metrické kostni denzity, volumetricky ob-
sah kostniho mineralu, tloustka kortikal-
ni kosti, jeji objem a obvod, a téZ polarni
moment setrvacnosti, ktery je ukazatelem
mechanické odolnosti kosti. Denosumab
po 24 mésicich vyznamné zvysil BMD
v oblasti bederni patefe (6,5 vs. -0,6 %;
p < 0,0001) a vyznamné zvysil BMD v ky-
¢li, distalnim radiu a téz celotélovou BMD.
Metoda QCT prokazala u pacientek [é&e-
nych denosumabem oproti placebu zvy-
Seni volumetricke BMD i volumetrického
obsahu kostniho mineralu kortikalni kosti
v oblasti distalniho radia (p < 0,001), na-
rGst tloustky kortikalni kosti, rovnéz tak
se zlepsil polarni moment setrva¢nosti
(+6,6 %; p < 0,0001). Doslo téz ke zlepseni
strukturalnich parametr( v oblasti kycle.
Ukazatele kostniho obratu byly po 1éEbé
denosumabem vyrazné snizeny [21, 26].

Nejrozsahlej$im a nejvyznamnéjsim
klinickym hodnocenim s denosumabem
byla dvojité zaslepena, placebem kon-
trolovana studie FREEDOM (Fracture
Reduction Evaluation of Denosumab in
Osteoporosis every 6 Months) [27], kte-
ra4 hodnatila vliv denosumabu na vyskyt
novych fraktur. Zafazeno bylo 7868 Zen.
Studii dokoncilo 8478 pacientek (82 %).
Ttileté podavani denosumabu (60 mg s.c.
kazdych 6 mésicl) postmenopauzalnim
osteoporotickym Zenam vedlo v porovnani
s placebem k 68% poklesu rizika zlomenin
obratlli (p < 0,0001) a 20% poklesu rizika
mimoobratlovych zlomenin (p = 0,011), ri-
ziko zlomenin ky¢le bylo sniZzeno o 40 %
(p = 0,036). BMD bederni patere se po
podavani denosumabu zvysila za tfi roky
09 % av kycli pfedstavoval tento nardist
6 % (p < 0,0001). Vyskyt nezadoucich
pfihod byl v obou skupinach (denosu-
mab vs. placebo) cbdobny. Dencsumab
tedy jednozna&né sniZil riziko vzniku ob-
ratlovych i mimoobratiovych zlomenin pfi
vynikajicim bezpecnostnim profilu [27].

V ramci studie FREEDOM bylo téz
provedeno hodnoceni viivu denosumabu
na kostni denzitu a mechanickou odol
nost tramcité a kortikalni tkéné v oblasti
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radia [28]. BMD radia, obsah kostniho
mineralu a polarni moment setrvacnos-
ti byly vysetfeny v prespecifikovanych
podstudiich za pouZiti DXA (placebo,
n = 209; denosumab, n = 232) nebo QCT
(placebo, n = 48; denosumab, n = 62).
Prespecifikovana analyza vyhodnotila vy-
skyt zlomenin zapésti u véech Ucastnic
studie FREEDOM, zatimco v post hoc
analyze byly hodnoceny Zeny s vyS§im
rizikem zlomeniny (T-skore BMD kréku
femuru < -2,5 SD; placebo, n = 1406;
denosumab, n = 1384). Denosumab sig-
nifikantné zvysil BMD (vyhodnocen
todou DXA) a volumetrickou BM
kostniho mineralu a polarni

trvaénosti (hodnoceno Q rovna-
ni s placebem v kortikg Cité kosti
radia (p < 0,05). Vys| eniny zapesti
byl po 36 mésicic ,9 % v placebo-

veé skupiné a 2, acientek lécenych
denosumal (pckles relativniho rizika
0 16 %; . U Zen s vyS8im rizikem
zlomeni ~skore BMD kréku femuru
denosumab vyznamné snizil
raktury zapésti (placebo — 4,0 %;
sumab - 2,4 %; pokles relativniho
ika 0 40 %; pokles absolutniho rizika
01,6 %; p=0,03).
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Z uvedenych vysledki vyplyva, 7e
denosumab oproti placebu vyznamné
zlepsuje BMD, mnozstvi a kvalitu tramcité
a kortikalni tkané v oblasti radia [28]. U Zzen
s vyS&im rizikem zlomeniny denosumab
sniZuje riziko vzniku fraktur zapésti [28].

Ve studii FREEDOM byla rovnéz hod-
nocena metodou QCT volumetricka BMD
v oblasti bederni patere, kycle a kréku fe-
muru pii vstupnim vySetreni a po 12, 24
a 36 mésicich [29]. Jednalo se o podsku-
pinu 209 Zen. Signifikantni nardst plosné
a volumetrické BMD ve vSech hodnoce-
nych oblastech byl patrny jak v prabé-
hu ¢asu u pacientek lécenych denosu-
mabem, tak v porovnani s placebem. Po
36 mésicich lécby denosumabem cinil
rozdil volumetricke BMD v bederni pa-
tefi, kycli a kréku femuru oproti placebu
21,8 %, 7.8 %, a 5,9 % (vzdy p < 0,0001).
V porovnani s placebem byl patrny na-
rist obsahu kostniho minerélu v kycli
(p < 0,0001), ktery souvisel s vyznam-
nym zvySenim obsahu kostniho mineralu
v kortikélni kosti (p < 0,0001). Uvedené
vysledky studie FREEDOM dokazuji po-
zitivni G¢inek denosumabu na kortikalni
i traméitou kostni tkan [29].

V ramci studie FREEDOM byla prove-
dena téZ podstudie se 441 G¢astnicemi,
v niz byla hodnocena plosna BMD me-
todou DXA, a to v oblasti bederni patefe,
kycle, kréku femuru, trochanteru a dolni
tretiny radia; téz byla vyhodnocena celo-
télova denzita. Signifikantni narGst BMD
po podani denosumabu byl patrny jiz
po jednom mésici v bederni patefi, kycli
a trochanteru (vZdy p < 0,005 vs. place-
bo a vstupni hodnoty). BMD progresivné
narUstala ve vSech hodnocenych mistech
po 12, 24 a 36 mésicich (vzdy p < 0,005
vs. placebo a vstupni hodnaty). Tyto vy-
sledky prokazaly, ze denosumab zvysu-
je vyznamné a rychle kostni denzitu ve
véech oblastech skeletu, at uz s preva-
hou tramdité, ¢i kortikalni kostni tkané
[29, 30].

Bezpecénostni profil
denosumabu
Bezpecnostni profil denosumabu byl
hodnocen vZzdy ve vSech provedenych
klinickych studiich. Nebyl zjistén vyssi
vyskyt nezadoucich pfihod ve srovnani
s placebem &i alendronatem. Navzdory
skute¢nosti, Ze denosumab zasahuje do

systému tumor nekrotizujiciho faktoru (tu-
mar necrosis factor — TNF), neovliviiuje
toto Iécivo pribéh imunitnich procest
v lidském organismu, u pacient( léce-
nych denosumabem neni zaznamenan
vyssi vyskyt infekénich komplikaci ani
novotvart [12, 22]. U lé¢enych pacient(l
nebyla prokézana ani tvorba protilatek
proti denosumabu [12, 22].

Zavér

Dosavadni klinické studie dokazuji
pozitivni U¢inek denosumabu na kostni
tkan: pokles kostni resorpce, zabranéni
dalsimu ztenCovani a porotizace kortikal-
ni kosti a narlist BMD v kortikalnim i tra-
bekularnim kompartmentu. Dsledkem
téchto zmén je zvyseni mechanické
odolnosti kostni tkané a z toho plynouci
pokles rizika vzniku obratlovych i mimo-
obratlovych zlomenin. Denosumab pred-
stavuje zcela novy a perspektivni zplisob
terapie osteoporézy — biologickou lé€bu.
Subkutanni aplikace jednou za 6 mésicl
je pro pacienty vyhodna. Bezpecnostni
profil denosumabu je vyborny, dosud nebyl
zjigtén vyssi vyskyt nezadoucich prihod
Ve srovnani s placebem &i alendronatem.
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Abstract

This paper provides a survey of recent methodology of characterizing dynamic behavior of
viscoelastic bodies. A special attention is paid to problems of mechanical compatibility of
artificial and biological structures. A detailed analysis of mechanical matching of skin and
plasters or bondages is presented. The criterion for mechanical matching of two

membranes is derived.

Key words: viscoelasticity-complex modulus- mechanical compatibility-plasters-bondages

Introduction

This paper aims to provide a survey of recent methodology of characterizing dynamic
behavior of viscoelastic bodies, including examples of its applications in pharmacy.
Specific attention is paid to problems of mechanical compatibility of artificial and

biological structures.

Applications of medical plasters, bandages, prosthesis, replacements and many other
artificial auxiliaries or supporting tools lead usually to permanent mechanical contact with
biological structures. These artificial structures and adjoining biological materials should
be mechanically compatible." Mechanical compatibility means that the deformations are

the same or, at least, sufficiently similar in both structures.

Mechanical incompatibility of these artificial structures and adjoining biological materials
may lead to health problems and, in less critical situations, noticeable discomfort. The
origin of these problems lies in tangent forces on the boundary between mechanically
incompatible structures. These forces may result, among others, in tear-off plasters and

irritation of adjacent biological structures. Generally, the mechanical incompatibility may
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lead to inflammation and other health complications. A disintegration of the connection
between artificial and biological structures cannot be excluded.

In practice, the solution of these problems still depends mainly on experience. However,
quantitative solution is principally possible, providing modern theory of viscosity is

applied and adequate methodology of measurements is used.

Theoretical background

Solution of problems of mechanical matching requires knowledge of mechanical behavior
of structures under study. Mechanical behavior may be defined as relationship between
forces and deformations. In case of viscoelastic bodies, including virtually all biological
structures, mechanical behavior depends on theirs elastic as well as viscose properties.

Conventional approach to characterization of mechanical behavior of viscoelastic bodies is
based on the identification of corresponding rheological model. Classical rheological
models are structures combining several elastic and viscose bodies. The well known and
often applied model is the Voigt's model. It is possible to demonstrate, theoretically as well
as experimentally, that classical rheological models do not provide satisfactory
characterization of dynamic behavior of viscoelastic bodies. Extended viscoelastic models

with additional non-linear elements also do not lead to compliance with reality.

The more recent approach does not try to find a rheological model. Instead, the main idea
is based on mathematical models and on theory of linear differential equations and Fourier
transform.! Mechanical behavior of viscoelastic bodies is quantified by complex dynamic
moduli or complex dynamic stiffnesses. These characteristics fully describe mechanical

behavior of linear or linearized mechanical systems.
For complex stiffness S(iw) it holds that:

S(iw)="12) Q)

I(iw)
where F(iw) is the phasor representation of force , I(iw) is the phasor representation of

deformation, i is the imaginary unit i=v-1, o is the angular frequency.

The knowledge of the relationships between amplitudes of forces and deformations is
important in many situations. The ratio of the amplitude of force to the amplitude of

deformation is given by the absolute value of the complex stiffness:
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where Sge is the real part of the complex stiffness and Sy is the imaginary part of the

complex stiffness.

Complex modulus is often used in the case of tensile loading. Analogically to the equation
(1), the following equation holds for the complex modulus E(iw):

E(io) = 20 ©)
e(iw)
where o(iw) is the phasor representation of stress, g(iw) is the phasor representation of

strain.

The ratio of the amplitude of stress to the amplitude of strain is given by the absolute value

of the complex dynamic modulus:

|E(@) |=EZ (@) +E2, (), 4)

where Ege is the real part of the complex modulus and E,y is the imaginary part of the

complex modulus.

The imaginary part of the complex modulus (loss modulus) characterizes dissipative
energy losses in a mechanical system. The real part of the complex modulus (conservative

or storage modulus) characterizes energy stored in a mechanical system.

Loss factor L is the ratio between loss and storage modulus.

L(iw)= E'M

()

RE

The loss factor describes the ratio between dissipative energy and conservative energy in

mechanical system during dynamic process.

In tensile loading of a uniform rod, the complex modulus may be calculated from its

complex stiffness and the rod geometry according to the formula (6):
. -
E(ilw)=S(iw)— 6
(iw)=S(iw) A (6)

where A is the cross section area of the rod, | is the length of the rod.
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Measurement

Currently available apparatuses for measurement of complex dynamic moduli or complex
dynamic stiffness’s are so called Dynamic Mechanical Analyzers (DMA).3 Measurements
are based on the measurement of the relationship between harmonic forces and harmonic
deformations. The DMA apparatuses measure the ratio between amplitudes of forces and
amplitudes of deformations and the phase shift between forces and deformations for
different frequencies. The results are frequency dependence of storage and loss moduli.

Usually the loss factor is also calculated.

More modern measurements are based on mechanical resonance principle. Resonance
Analyzers (RA) enable more sensitive measurements, RA are less complicated technically

in comparison with DMA and less expensive.*

Mechanical matching

Solution of problems of mechanical matching requires knowledge of the structure
and the geometry of the system as well as knowledge of mechanical properties of

components of the system. It may be a particularly complicated and difficult task.

The analysis of mechanical matching of thin structures is relatively easy. Pharmaceutically
interesting is for example the mechanical matching of skin and plasters, vessels walls and
stents, or body surface and bandages.

For illustration, the analysis of mechanical matching of skin and plasters will be discussed
in more details. Human skin as well as plasters may be considered as a membrane covering
sub-dermal and other inner structures.® In membranes, differences of pressures inside and
outside of the membrane lead to changes of the membrane geometry according to Laplace

law.® For spherical shape of a membrane it holds:

iy g

where T is the membrane tension, P is the pressure difference, R is the radius of curvature.

Membrane tension T is force per length:

T=T (8)
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For stress in membrane it holds:

o=— 9

where d is the membrane thickness.

Also holds:
F
- 9
=L 9)
and
<7‘"E- 9)
A

where A is the cross section area of membrane.

Relative deformation & of membrane is (see formula 3):

(10)

Consequently, on the basis of measurement of pressure and radius of curvature, it is
possible to calculate the membrane tension and the stress in the membrane. Furthermore,

the deformation may also be calculated.

Membrane thickness is, according to its definition, much smaller than the curvature radius.
Consequently tensions in membranes are the same (see Fig. 2). For strains in membranes
holds:

T
- 11
o, d1 (11)
and
T
_ 12
O, d2 (12)

As the condition for mechanical matching is
£ =8&,, (13)

the condition of mechanical matching for two membranes is:
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Ei(iw) _d, (14)
E,(lw) d,

Example: Elastic modulus of material of medical plaster is 10 MPa. Suppose that the
plaster is applied on skin. Suppose that elastic modulus of skin is 1 MPa and thickness of
skin is 1 mm. Mechanical matching thus requires the thickness of plaster 0,1 mm.

Conclusions

Albeit the solution of mechanical matching of heterogeneous structures is in general a
complicated problem, application of Laplace law may lead to relatively easy methodology
in case of mechanical matching of walls surrounding large objects. The Young—Laplace
equation (Laplace law) relates the pressure difference to the shape changes and wall
tension (eq. 7) in case of a membrane surrounding large objects. In other words, radii of

curvature must be much greater than the thickness of walls.

The methodology outlined in this paper may be applied to solve problems of mechanical
matching of medical plasters and bandages. We hope that it will help manufactures to
improve quality of these products. On the other hand, application of this theory requires
appropriate experimental equipment.”® Mainly meters for determination of strain-stress

diagrams and complex moduli are necessary.
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