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Abstrakt

Mechanickd zatéz ovlivituje geometrické vlastnosti transverzalniho prufezu kosti
(CSG). Cilem této diplomové prace bylo zkoumat integralnim experimentem vztah mezi
lokomo¢nimi parametry a parametry geometric prifezu dlouhych kosti a testovat tak
nékteré dil¢i poznatky o zplsobu adaptace kostni tkdné na mechanickou zatéz.
Experimenty probihaly na dvou skupinach mysi kmene B6CBA: (a) Lurcher typ (model
olivocereberalni degenerace; n =10) a (b) kontrola (zdravi jedinci; n=10). Na
zkoumanych jedincich byly snimany motorické parametry a analyzovany geometrické
charakteristiky transverzalnich fezli hutné kostni tkdné. Motorické testy sestdvaly z
vySetieni spontanni motorické aktivity (Open field), silovych vlastnosti (hrazda) a
motorické koordinace (rotarod). Transverzalni fezy byly odebrany v 50 % biomechanické
délky levé holenni kosti a dale zpracovany pro fluorescencni konfokalni mikroskopii. Na
histologickych fezech jsme pomoci softwaru ImageJ sejmuli biomechanické
charakteristiky geometrie hutné kostni tkané. Mezi jedinci typu Lurcher a kontrolni
skupinou jsme nenasli signifikantni rozdily v parametrech CSG (TA, CA, lnax, Imin, J,
Imax/Imin).  Vysledky nepotvrdili nas piedpoklad o pusobeni motorické poruchy na
parametry CSG. Neprokazali jsme ptisobeni lokalnich faktord na biomechanickou adaptaci
kosti. Vysledky prace mohou v antropologii piispét k novym mozZnostem testovani

parametr hutné kostni tkang.

Kli¢ova slova: mechanicka zatéz, adaptace kosti, CSG, holenni kost, motoricka porucha,

Lurcher



Abstract

The mechanical loading affects the long bone cross-section geometry (CSG). The aim of
this thesis was to examine experimentally the relationship between the locomotory
parameters and cross-sectional properties of long bones, and to test some partial
knowledge of the bone mechanical adaptation. Two groups of B6CBA mice were
examined: (a) Lurcher type (model of olivocerebellar degeneration; n = 10) and (b) control
(normal mice; n = 10). We analyzed the motor characteristics and the bone cross-sectional
geometric properties. The motor tests included the test of spontaneous motor activity
(Open field), strength properties (horizontal bar) and motor coordination (rotarod).
Cross-sections were taken in 50 % of the left tibia biomechanical length and further
processed for fluorescence confocal microscopy. We analyzed the biomechanical
properties of cortical bone cross-sections (software ImageJ). There were nonsignificant
differences in CSG parameters (TA, CA, Inax, Imin, J, Imax/Imin) between Lurcher and control
mice. The results did not support our assumption about the effect of motor disorder on
CSG properties. We did not demonstrate the effect of local factors on the
bone biomechanical adaptation. The results of this thesis may be useful to find new testing

possibilities of cortical bone in anthropology.

Key words: mechanical loading, bone adaptation, tibia, CSG, motor disorder, Lurcher



Uvod

Adaptace kosti je souhrnny proces zahrnujici remodelaci kostni tkané, diky které
dochazi ke zménam v biomechanickych vlastnostech geometrie prifezii dlouhych kosti
(Cowin et al., 1991). Tyto zmény jsou pravdépodobné vyvolany lokalnim pusobenim
mechanické zatéze na kost (Fritton et al., 2005; De Souza et al., 2005; Wilks et al., 2009;
Sugiyama et al., 2010). Otazkou zistava, do jaké miry je adaptace kosti na mechanickou
zatéz ovlivnéna také systémovymi faktory, jako je naptf. hormonalni, geneticka a nervova
regulace a vek. Predpokladem pro tuto praci je lokalni pusobeni mechanické zatéze na
kost, zpusobené specifickou motorikou jedince, ktera se muze projevit vV geometrickych

vlastnostech prifezu dlouh¢ kosti.

Geometrickych vlastnosti transverzalniho prifezu se vyuziva k odhadu zpiisobu
adaptace dlouhych kosti na mechanickou zatéz. V antropologii mohou vést vyzkumy
zpuisobu adaptace kosti na mechanickou zatéz k novym moznostem testovani parametrt
hutné kostni tkané, které mohou byt vyuzity pti dal§ich vyzkumech napft. v retrospektivni
antropologii, bioarcheologii, archeologii a forenzni antropologii. Poznatky o adaptaci kosti
na mechanickou z4téz mohou mit z4sadni vliv pro vyzkumy mobility a manipulativniho
chovani minulych populaci ¢lovéka, ale i dalSich témat antropologie, ¢i 1ékarstvi a evolu¢ni

biologie.

Pro testovani zpusobu adaptace kosti se vyuzivaji rizné bioarcheologické, klinické
a experimentalni modely (Ruff et al., 2006). Problémem testovani mize byt invazivita
experimentu, ktera ¢asto nepfimo pusobi na fyziologické procesy organismu (Ruff et al.,
2006). Proto jsme v na$i praci pouzili neinvazivni model ovlivnéni motoriky. To nam
umoznuje bez predchoziho invazivniho zasahu sledovat vliv projevli motorické poruchy

(napt. nekoordinovanost pohybt, ties) na hutnou kostni tkan.

Jako model jsme pouzili holenni kost dospélé mutantni mysi typu Lurcher (model
olivocereberalni degenerace) a normalni zdravé mysi (kontrola) kmene BG6CBA.
Olivocerebelarni degenerace zplsobuje patologické zmény motorickych funkci (napf.
tremor, astenie, adiadochokineze, dysmetrie nebo lokomoc¢ni lateropulze). U jedinct s
motorickou poruchou piedpokladame odlisné ptisobeni lokalni mechanické zatéze, ¢imz se

odlisi i biomechanické charakteristiky geometrie transverzalnich prafezi dlouhych kosti.



Biomechanické parametry jsou odvozeny od dynamické reakce na mechanické sily
a momenty, a to jak v kompresi, tak i ohybu, stfihu a torzi (Nordin and Frankel, 2001).
Vliv mechanické zatéze lze vyjadiit biomechanickymi parametry distribuce hutné kostni
tkan¢ v transverzalnim prufezu (Obr. 1). Na prufezu téla dlouhé kosti rozliSujeme plochu
hutné kostni tkan¢ a dfefiovou dutinu. Biomechanické parametry sestdvaji z parametrii
plochy prifezu (napfi. celkova plocha prifezu, plocha hutné kostni tkan¢) a z kvadratickych
momentii plochy prufezu (kvadratické momenty a polarni kvadraticky moment plochy

prafezu).

Makroskopicka stavba kosti

Kost je dynamicky organ, ktery mizeme podle tvaru, stavby, cévniho zasobeni,
ristu a biomechanickych vlastnosti rozdélit do tii skupin. RozliSujeme kosti dlouhé, kratké
a ploché. V na$i praci jsme analyzovali holenni kost, ktera patii mezi dlouhé kosti
koncetiny. Dlouhd kost sestdva u dospéclého jedince z téla a z proximalniho a distalniho
konce dlouhé kosti. Télo dlouhé kosti ma Casto valcovity tvar, jehoz plast’ tvofi hutna
kostni tkan a dutinu vypliuje kostni dien (dfefiova dutina). Konce dlouhych kosti jsou
tvoreny kostni trdmc¢inou (spongidézou), obklopenou tenkou vrstvou hutné kostni tkané. Na
longitudinalnim fezu dlouhou kosti rozliSujeme hutnou a spongiozni kostni tkan. Hutna
kostni tkan tvofi povrch vSech kosti a nejvétsi tlouStky dosahuje v téle dlouhych kosti.
Spongiodzni kostni tkan je slozena z tramct, trabekul, které se kiizi a rozvétvuji na zpisob
houbovité struktury. Mezi tramci zlstavaji dutinky vyplnéné kostni dieni. Uspotadani
struktury hutné a spongidzni kostni tkané¢ miize vypovidat o plisobeni mechanickych sil na
kost. Povrch dlouhé kosti je na zevni plose pokryt periostem a na vnitini endostem. Periost
je specializovand, vysoce vaskularizovanda membrana, pokryvajici vétSinu vnéjSiho
povrchu kosti. Je sloZzena ze dvou vrstev. Vnéjsi vrstvu tvoii kolagenni vldkna a

fibroblasty. Vnitini vrstva obsahuje kostni buniky v riznych stadiich diferenciace.

Mikroskopicka stavba hutné kostni tkané

Na mikroskopické tirovni sestava kostni tkan z bun¢k a mezibunééné hmoty (kostni
matrix). Kostni buniky produkuji mezibunétnou hmotu, ktera nad nimi svym objemem
prevazuje. Mezibunééna hmota sestava z organické a anorganické matrix. Organickou
matrix tvofi z 98 % kolagenni vlakna. Anorganicka matrix je tvofena ukladanim vapniku a
fosfatovych soli ve formé hydroxyapatitu (Cai0(PO4)s(OH)) (Nordin and Frankel, 2001).

Vépnik a fosfor podminuje pevnost a tvrdost kosti, kolagenni vlakna pruznost. Kost je



nejvetsi zasobarnou vapniku v téle. Kromé vapniku jsou zde ukladany dal$i minerdly jako
fosfor, sodik, draslik, zinek a hoi¢ik. Véapnik je dilezity pro chod mnoha vitalnich
metabolickych procest. Udrzeni mineralni rovnovahy v téle svou dulezitosti pfevazuje nad
udrzenim pevnosti kosti dostatecnym ukladanim vapniku. Rovnovaha mineradli je
regulovana hormony: parathyroidni hormon (PTH), kalcitonin (CT), cholekalciferol

(vitamin D), pohlavni hormony a ristové hormony (Nordin and Frankel, 2001).

V kostni tkéni se nachazeji tii zakladni typy bunék: osteoblasty, osteocyty a
osteoklasty (Cooper and Milgram, 1966). Osteoblasty produkuji organické komponenty
kostni matrix a nachazeji se na vnitinim i vnéj$im povrchu kosti a také ve sténach kanalka
(Hillsley and Frangos, 1993). Na pfitomnosti osteoblasti je zavislé ukladani anorganickych
latek do kostni matrix. Osteoblasty se jiz dale nedéli. Osteocyty jsou plné diferencované
osteoblasty, které jsou zcela zality v kostnim matrix. Jsou uloZeny v lakunach a vybézky
umisténymi v kanalcich komunikuji s ostatnimi osteocyty, nebo osteoblasty (Cooper and
Milgram, 1966). V mist¢, kde se dotykaji vybézky dvou sousednich kostnich bunék, jsou
mezibunééné spoje. Mezibunééné spoje umoziiuji iontim a prvkiim s nizkou molekulovou
hmotnosti prostoupit z jedné bunky do druhé, aniz by se dostali do extracelularniho
prostoru (Cowin, 2002). Mezibunééné spoje umoznuji propojeni osteocytd S endostalnimi a
periostalnimi lemovymi bunkami a s osteoblasty (Cowin, 2002). Osteoklasty jsou volné
bunky kostni tkané€ a jejich funkci je kostni matrix odbouravat. Jsou to velké pohyblivé

buiiky s Cetnymi vybezky, uloZzené na povrchu kostni tkan€ v drobnych prohlubnich.

Architektura hutné kostni tkané ma tii stupné porozity. Vaskularni porozitu,
lakuno-kanalikularni porozitu a kolagen-apatitovou porozitu mineralizované matrix.
Vaskularni porozita kosti je u zivoCichli bez sekundarnich osteonti (napf. mysi a krysy)
tvofena primarnimi a transverzalnimi kanalky (Ciani et al., 2005). Tato porozita je ze vSech
tii vySe jmenovanych nejvetsi (20 um) (Cooper and Milgram, 1966). Lakuno-kanalikularni
porozita je tvofena prostorem okolo osteocyti v lakunach a kanalcich (Obr. 2). Nejmensi
kostni porozitou je kolagen-apatitova porozita, kterou vytvari prostor mezi kolagenovymi
vlakny a krystalky mineralniho apatitu (Ciani et al., 2005). Vaskularni a
lakuno-kanalikularni porozita jsou piimo zahrnuty do procesu proudéni intersticialni
tekutiny, které ziejmé hraje dulezitou roli v kostni prestavbeé (Cowin et al., 1991; Hillsley
and Frangos, 1993; Dodd et al., 1999; KnotheTate and Knothe, 2000).
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Osteocyty jako mechanické senzory kosti

Osteocyty ulozené v lakuno-kanalikularni systému jsou povazovany za mechanické
senzory kosti (Cowin et al., 1991). Osteocyty tvoii 90-95 % celkového poétu bunék kosti a
jsou vétsinou pravidelné rozprostieny v mineralizovaném matrix, zejména v hutné kostni
tkani. Buniky naléhaji na okolni matrix specialnimi receptory v cytoplazmatické membrané
(integriny a CD44 receptory) a diky témto receptorim se ziejmé prenasi mechanicky
stimul na intracelularni signal (Wang et al., 1993; Klein-Nulend et al., 2003). Mechanicka
zatéz zpusobend zménou motorickych funkci vyvolava deformaci perilakundrni kostni
matrix a proudéni tekutiny v lakuno-kanalikularnim systému (Cowin et al., 1991; Piekarski
and Munro, 1997; Cowin, 2002; Nicolella et al., 2006). Tento jev byl také prokazan
experimentalné pomoci znacenych latek (KnotheTate and Knothe, 2000; Mak et al., 2000;
Wang et al., 2005).

Proudéni tekutiny lakuno-kanalikuldrnim systémem vede ke vzniku stfihového
tlaku tekutiny na bunéénou membranu osteocytu (Cowin et al., 1991). Odpovédi osteocytu
na stfihovy tlak tekutiny je produkce rozpustnych faktort (napf. prostaglandiny a NO),
které reguluji aktivitu osteoklastll a osteoblastl, vedoucich k remodelaci hutné kostni tkané
(Klein-Nulend et al., 2003). Hydrostaticky tlak, ktery vznikne v lakuno-kanalikularni
porozité¢ vlivem mechanické zatéze je priblizné Ctyficetkrat vyssi, nez tlak v porozité

vaskularni (Zhang et al., 1998).

Remodelace kosti

Ke zménam morfologie dlouhych kosti dochazi diky remodelaci kostni tkané
(Cowin et al.,, 1991). Remodelaci kostni tkané lze rozdé€lit na proces modelace a
remodelace. Modelace kosti je proces, ve kterém pievazuje tvorba kostni tkané nad
odbouravanim kosti, dochazi tedy ke zvétSovani mnozstvi kostni hmoty (Nigg and Herzog,
2006). Remodelace je proces, kterym se mnozstvi kostni hmoty udrzuje, nebo zmensuje
(Nigg and Herzog, 2006).

Proces modelace se odehrava na vnitinim i1 vnéj§im povrchu kosti (endokortikalné a
periostaln€¢) a muze ménit tvar kosti. Modelace prevlada v détském véku do ukonéeni
maturace kostni tkdn€, v dospélosti se vyskytuje méné. Proces remodelace zahrnuje
vSechny procesy odehravajici se v hutné kostni tkani (intrakortikaln¢€). Synonymem pro

remodelaci kosti je mechanicka adaptace kosti. Remodelace udrzuje mnozstvi kostni
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hmoty a integritu kosti odstranovanim mikroskopickych trhlin, které vznikaji b&hem
normalni fyzické zatéze (Nigg and Herzog, 2006). Mechanismus, ktery reguluje
remodelaci neni uplné znam. Predpoklada se, ze osteocyty funguji jako mechanosenzory
kostni tkané, které reguluji proces remodelace (Cowin et al., 1991; Nigg and Herzog,
2006). Regulacni proces remodelace byl popsan v teorii mechanostatu (Frost, 1987). Frost
ve své praci popisuje, jak a kdy dochazi k (re)modelaci v zavislosti na deformac¢nim
prostiedi. Teorie piedpoklada ptitomnost fyziologického okna pro normalni deformaci.
Kdyz dosahne deformace nizSich hodnot (< 200 peg), vyvold proces remodelace, pokud
ptekroc¢i horni limit (2500 pe pro kompresi, 1500 pe pro tenzi) vyvold modelaci kosti
(Frost, 1987). Otazkou zustava, jaky typ zatéZze je vniman kosti a zpusobi proces

remodelace.
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Biomechanické vlastnosti kosti

Pii analyze kostni morfologie vychdzime z biomechanickych vlastnosti kosti.
Strukturalni vlastnosti kosti souvisi s celkovou organizaci hutné kostni tkané a kostni
tram¢iny. Materialové vlastnosti souvisi se slozenim vlastni kostni hmoty (Nigg and
Herzog, 2006). Z biomechanického hlediska 1ze kost povazovat za dvouslozkovy material,
obsahujici slozku mineralni a vlaknitou (Nordin and Frankel, 2001). Mineralni slozka

zajistuje pevnost kosti, vldknita potom pruznost. Oba tyto parametry jsou z funkéniho

vvvvvv

Pevnost a pruznost kosti mohou byt méfeny piimo aplikovanymi biomechanickymi
testovacimi metodami, véetné testu v kompresi a tahu, nebo testu ve tii/Ctyf bodovém
ohybu (Nigg and Herzog, 2006). Pokud bychom na téleso aplikovali zatéz ve znamém
sméru, mizeme méfit deformaci materidlu a vynést hodnoty na deformacni kiivku. Z
deformacéni k¥ivky lze ziskat informace o pevnosti, pruznosti a dalSich mechanickych
vlastnostech zkoumaného télesa (Nordin and Frankel, 2001). Deformaéni kfivka pro
vlaknité téleso, jakou je kost (Obr. 3), sestava z ptimocaré ¢asti znazornujici elastickou
deformaci. Elastickda deformace vyjadiuje schopnost télesa vratit se do svého ptivodniho
stavu po skonceni pusobeni deformaéni sily (Nordin and Frankel, 2001). Tato ¢ast kiivky
kon¢i bodem, ktery nazyvame ,,mez imérnosti* (U). Mez umérnosti udava limit elastické
deformace (Nordin and Frankel, 2001). Po piekroCeni meze imérnosti nastava plasticka
deformace materialu. Pfi pisobeni plastické deformace jiz nedochazi k navratu télesa do
pivodniho stavu, material zdstava deformovany (Nordin and Frankel, 2001). Ktivka
plastické deformace kon¢i tzv. bodem pretrzeni (X), v tomto bod¢ dochazi napi. ke

zlomeni kosti (Nordin and Frankel, 2001).

Pevnost kosti mtize byt determinovana tfemi parametry deformacni kiivky:
1) ZatiZeni, kterému mutize byt t€leso vystaveno do bodu pietrzeni;
2) Deformace, které mtize byt t€leso vystaveno do bodu pretrzeni;
3) Energie, kterou mize téleso piijmout do bodu pretrzeni.

Pevnost je z hlediska zatizeni a deformace charakterizovana na kfivce bodem
pretrzeni (Nordin and Frankel, 2001). Pevnost je zhlediska pfijmu energie

charakterizovana velikosti plochy pod kfivkou (Nordin and Frankel, 2001). Cim je plocha
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vEetsi, tim piijima téleso béhem zatéze veétsi energii (Nordin and Frankel, 2001). Pruznost
télesa je dana sklonem (strmosti) kiivky v oblasti elastické deformace (Nordin and Frankel,
2001). Cim je kiivka elastické deformace strm&jsi, tim je material pruzngjsi (Nordin and

Frankel, 2001).

Deformacni kiivka je vhodna ke stanoveni mechanickych vlastnosti celého télesa,
napt. celé kosti. Ke stanoveni vlastnosti materialu, ze kterého je téleso slozeno (napf.
kostni tkan), je potieba standardizovanych podminek testu, musi byt dana velikost a tvar
testovanych vzorkt (Nordin and Frankel, 2001). Pouziva se piesnych mérnych jednotek,
jako jsou: jednotka zatéze aplikovana na plochu vzorku (o; napéti — stress) a velikost
deformace z hlediska procent zmén v rozmérech vzorku (g; deformace — strain). Kiivka se
potom oznacuje jako napétové-deformacni — ,,stress-strain“ kiivka (Nordin and Frankel,
2001). Mezi nejcastéji pouzivané jednotky pii vypoétu napéti patii N/mm?, N/cm?, Pa.
Deformaci lze rozdélit na linearni deformaci, kterd zplsobuje zménu v délce vzorku
(e=AL / L; bezrozmérna veli¢ina), a stiihovou deformaci, ktera zpusobuje zmény
uhlovych vztahi ve vzorku (y = n / 2 — 4, vyjadieno v radianech) (Nordin and Frankel,
2001).

Hodnoty napéti (o) a deformace (e) kostni tkané mohou byt ziskany testovanim
standardizovaného  vzorku v zatéZi. Vynesenim téchto  hodnot  ziskame
napétoveé-deformacni kiivku. Oblasti napétoveé-deformacni kiivky jsou stejné jako u
deformacni kiivky. Pruznost kostni tkan¢ je dana pomérem hodnot pro napéti a deformaci
v daném bodé kiivky (E = o / €) (Nordin and Frankel, 2001). Tato hodnota se nazyva

Younglv modul pruZnosti.

Fyziologické zatizeni kosti probiha v elastickém pasmu (Nigg and Herzog, 2006).
Proto miZeme dle zdkladnich analytickych metod pro mechaniku materidlu, odhadnout
hodnotu napéti pro danou konfiguraci zatéze. Zatéz mize byt axialni, v ohybu, v torzi a
transverzalni. Pro zjednoduSeni testovani se s kostni tkani casto pracuje jako

s homogennim, izotropnim materialem (Nigg and Herzog, 2006).

Anizotropie a nehomogenita kosti
Kost je casto pro zjednoduSeni povazovana za izotropni a homogenni tkan.

Ve skutecnosti je vSak kostni tkan anizotropni a nehomogenni (Nigg and Herzog, 2006).
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Mechanické vlastnosti mohou byt pro vypocetni ucely zjednoduSeny v zavislosti na

potiebné tirovni komplexity k vyfeseni daného problému (Nigg and Herzog, 2006).

Nehomogenita kosti znamend, Ze materidlové vlastnosti kostni tkané jsou odlisné
v prostoru, kost se tedy v riznych ¢astech 1isi (Nigg and Herzog, 2006). Na tGrovni tkan¢ se
muze hutna kostni tkan liSit ve stupni mineralizace, nebo v porozité¢ (Nigg and Herzog,
2006). Rozdily v kostni tram¢iné mohou byt zpusobeny riznym stupném mineralizace a
také usporadanim tramcti (Nigg and Herzog, 2006). S nehomogenitou kostni tkan¢ se Casto
nepocita diky nedostatku pottebnych informaci. Tento problém muze byt vyieSen vyuzitim
lepSich trojrozmémnych zobrazovacich metod, které poskytuji informace napt. o kostni

denzité a mikrostruktufe kosti.

Piisobeni mechanické zatéZe na kost

Zakladem vSech pokust o rekonstrukci chovani z morfologie kosti je piedpoklad,
ze se kost v prubéhu zivota adaptuje na své mechanické prostiedi. Pokud by se kost na
mechanickou zatéZz neadaptovala, pak by jeji morfologie nevypovidala o zatézi, které byla
kost vystavena, a nebylo by mozné odvodit chovani, které tuto zatéz zpusobilo (Ruff,
2007).

Vztah mezi mechanickou zatézi a morfologii skeletu byl identifikovan jiz pred
mnoha lety. Galileo (1638) byl jednim z prvnich, kdo se timto vztahem zabyval. V roce
1892 byl zformulovan ,,zakon kostni remodelace®, popisujici vztah mezi strukturou kosti a
mechanickou zatézi, dnes znam jako tzv. ,,Wolffiv zdkon®. Julius Wolff ve své praci
popsal specifickou orientaci tramct v proximalni ¢asti femuru, které jsou uspoifadany ve
sméru vyslednice rtiznych mechanickych sil plisobicich na kost a lze je odvodit
matematickymi vzorci (Wolff, 1892). Nejde vsak o zakon v matematickém slova smyslu.
Zhruba ve stejné dobé popsal Vilhelm Roux (1881) adaptaci kosti jako nasledek
kvantitativniho seberegulacniho mechanismu. Dle Rouxe je struktura a funk¢éni adaptace
architektury trabekularni kosti regulovana lokalné¢ bunkami a fizena mechanickym

stimulem, jako soucast seberegula¢niho procesu (Huiskes, 2000).

Dnes je vSak vztah mezi mechanickou zatézi a strukturou kosti povazovan za
mnohem komplexn¢jsi (Pearson and Lieberman, 2004). Wolffiv zakon je zaloZen na
chybném ptedpokladu (Bertram and Swartz, 1991), ze kost je homogenni a izotropni

struktura, na kterou pusobi statické sily (Ruff et al., 2006). Wolffiv zakon napiiklad
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nepocita s rozdilem mezi statickou a dynamickou zatézi, které maji rozdilny vliv na
remodelaci kosti (Lanyon and Rubin, 1984). K popisu vztahu mezi mechanickou zatézi a
strukturou kosti by proto mél byt termin ,,Wolffiv zdkon* rad€ji nahrazen terminem
,funk¢ni adaptace kosti“ (Ruff et al., 2006). Model jednoduché zpétné vazby znazormujici
funkéni adaptaci kosti je popsan na Obr. 4. Model je zalozen na vztahu mezi deformaci
kostni tkdn€¢ a mechanickou zatézi. ZvySeni deformace, zplisobené napt. vétsi velikosti
téla, nebo svalovou aktivitou, stimuluje novotvorbu kostni tkané, coz vede k posileni kosti
a redukci velikosti deformace na pavodni uroven (Ruff, 2007). Snizeni deformace,
zptisobené napf. pobytem ve stavu bez tize, ochrnutim, nebo inaktivitou, vede
k odbouravani kosti, které oslabi kost a znovu obnovi ptivodni hodnoty deformace (Ruff,
2007). Tento zakladni model je podpofen mnoha experimentalnimi studiemi, sou¢asné¢ ma
ale také mnoho omezeni (Pearson and Lieberman, 2004; Lieberman et al., 2004; Ruff et
al., 2006). Optimalni obvykla uroven deformace kosti se 1isi v zavislosti na anatomickém
umisténi a systémovych faktorech, jako jsou napt. strava, zdravotni stav, vék, hormonalni a
genetické faktory (Ruff, 2007). Je tedy dulezité tyto faktory zohlednit pii interpretaci
strukturdlnich vlastnosti kosti. Kost je naptiklad normalné odbourdvana s pfibyvajicim
vékem v dospélosti, proto by mél byt tento faktor zohlednén napt. pii porovnavani
kosternich ostatkl jedinct, nebo populaci s rozdilnym vékem umrti (Ruff, 2007). Vzdy by
se mé&lo myslet na to, Ze morfologie kosti je v jistém smyslu modifikovana kompromisem

mezi mechanickymi a ostatnimi faktory (Ruff et al., 2006).

Proces funk¢ni adaptace kosti zahrnuje nejen (re)modelaci kostni tram¢iny, ale i
(re)modelaci hutné kostni tkané. Na kost také plisobi tah svald, které se zde pomoci Slach a
vazil upinaji, nebo rist okolnich organi (Pearson and Lieberman, 2004). Sily, kterym je
kost vystavena, jsou tedy jak vnitini (svaly), tak vnéjsi. Struktura a architektura hutné
kostni tkané¢ a kostni trdmciny je modifikovana k maximdlni odolnosti s vyuZiti
minimalniho mnozstvi kostni hmoty (Nigg and Herzog, 2006). Hutna kostni tkan muze
reagovat na zmény v pusobeni mechanické zatéZe né€kolika zpisoby, napiiklad nartistem
kostni hmoty, zménou geometrickych vlastnosti kosti (Pearson and Lieberman, 2004),

nebo prestavbou struktury kostni tkan¢ (Heft et al., 1994; Petrtyl et al., 1999).

Bylo prokazéno, ze se téla dlouhych kosti pfi mechanickém zatiZzeni chovaji
podobn¢ jako nosniky ve strojirenstvi (Huiskes, 1982), lze tedy vyuzivat stejnych

zakonitosti a teorii, které pfi projektovani aplikuji inzenyii. Pokud bychom si dlouhou kost
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ptedstavili jako mechanicky namahany nosnik, mohli bychom tvar kosti pfirovnat k tyci
S plastém a dutinou. U takového télesa jsou pro odolnost viici mechanickym silam dilezité
parametry jako napft. délka, rozlozeni hmoty kolem neutralni osy, mnoZzstvi a struktura
hmoty, atd. K dalezitym veli¢inam patii napéti (o; definovano jako sila, F pusobici na
jednotku plochy, S) a deformace (g; definovana jako zména délky, AL na jednotku délky,
L). Sily vytvaii napéti o riizné intenzité, a to zplisobuje deformaci materialu rizné velikosti
a typu. Pro model nosniku muze byt napéti, zpisobené zevné aplikovanou zatézi,
vypocitano pomoci geometrickych vlastnosti transverzalniho prifezu (CSG) (Ruff, 2007).

Napéti miize byt vyvolano tahem (prodlouzeni) nebo kompresi (zkraceni).

Kost je vSak Casto vystavena pusobeni riznych kombinaci mechanickych sil
(Pearson and Lieberman, 2004). Kost je namahana nejen v tahu a kompresi, ale i v torzi,
ohybu a stfihu (Nordin and Frankel, 2001) (Obr. 5). K modifikaci kosti a strukturalni
adaptaci dochazi na zaklad¢ pusobeni pievazujicich mechanickych sil, které jsou dany

specifickou lokomoc¢ni zatézi jedince.

Vyzkumy biomechanickych parametrii v antropologii

Ke sledovani zmén v morfologii kostry minulych a recentnich populaci se
Vv antropologii vyuziva biomechanického modelu kosti, zejména jeho geometrickych
vlastnosti (Larsen, 1999). Pii analyze CSG se uziva fyzikalnich principi (viz vyse), které
jsou aplikovany na biologicky material (biomechanika), respektive na kostni tkan (Larsen,
1999). Biomechanika je na rozdil od klasické mechaniky vztazena k dynamické tkani,

ktera se muze pribézné modifikovat dle zpisobu a velikosti zatéze (Larsen, 1999).

Geometrickych vlastnosti transverzalniho prufezu (CSG) se vyuziva k odhadu
zpusobu adaptace dlouhych kosti na mechanickou zatéz (Lieberman et al., 2004).
V antropologii jsou Kk analyze biomechanickych vlastnosti CSG casto vyuzivany
transverzalni prifezy tél dlouhych kosti (Sladek et al., 2006 a, 2006 b, 2007). CSG
parametry jsou snimany pomoci riznych metod. Ve vétSin€ ptipadii musi byt k ziskdni
CSG parametrii vyuZzita neinvazivni metoda (napf. pocitacova tomografie — CT, uCT,
pQCT; magnetickd rezonance — MR, nebo kombinace rentgenovych snimkl s pfimym
métenim). Také data z vySetfeni kostni denzitometrie (v klinické praxi béZzn¢ pouzivaného
vySetieni) mohou poskytnout informace o CSG. Vlastnosti CSG je v antropologii
vyuzivano 1 k experimentalnim vyzkumim adaptace dlouhé kosti na mechanickou zatéz

(Mikic et al., 1995; Bentolila et al., 1998; Lieberman et al., 2004; De Souza et al., 2005;
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Sample et al., 2008). Pro testovani zpusobu adaptace kosti se vyuzivaji rizné
experimentalni modely (Ruff et al., 2006). U vétsiny experimentalnich modeld jsou

transverzalni fezy dlouhé kosti odebirany invazivné.

Vlastnosti CSG muze byt vyuzito k zodpovézeni velkého mnozstvi otazek
tykajicich se adaptacnich procesti kosti Clov€ka, napi. evoluce lokomocniho chovani,
zmeény ve struktute kosti béhem ristu a vyvoje, nebo vliv strategie obzivy na chovani atd.
(Ruff and Hayes, 1983; Ruff et al., 1984, 1993, 1994; Trinkaus et al., 1999, 2002; Sladek
et al., 2006 a, 2006 b, 2007). Velkou pozornost vénuji antropologové projeviim chovani
vychazejicich z konkrétni strategie obzivy minulych populaci. Z tohoto hlediska se
vyzkumy biomechanickych vlastnosti kosti soustfedi na charakteristické skupiny, jako jsou
lovci-sbéraci, pastevci, nebo zemédélei. Béhem evoluce ¢lovéka byly zmény chovani,
vychazejici ze strategie obzivy, ziejmé& dilezitym faktorem ovliviiujicim dlouhodobé
zmény ve struktute t&€l dlouhych kosti (Ruff, 2007). Dukaz o vztahu mezi strategii obzivy,
prostfedim a strukturou dlouhé kosti existuje také u souc¢asnych populaci, ackoli je tento
vztah cCasto komplexnéjsi (Ruff, 2007). Studie archeologického materialu z pobieZi
Georgie (USA) demonstruje pokles relativni pevnosti femuru a humeru u zeméd¢lskych
skupin ve srovnani se skupinami sbéracli, coz bylo interpretovano jako nasledek vétsi
usedlosti a snizené zatéze v zemédélstvi (Ruff et al., 1984) (Obr. 6). Pfechod k zeméd¢€lstvi
byl tedy spojen se zménami v chovani. Jiné studie ptivodnich severoamerickych obyvatel
ale prinesly rozdilné vysledky (Bridges, 1989). Meta-analyza u n¢kolika severoamerickych
skupin neukazala zadny signifikantni vliv strategie obzivy na robusticitu femuru (Ruff,
2007).

Ve stejné meta-analyze byla ale prokdzéana silna zavislost mezi obyvanym terénem
a robusticitou femuru (Ruff, 2007). Skupiny z horskych oblasti m¢ly vétsi robusticitu
femuru nez skupiny obyvajici roviny a pobiezni oblasti (Ruff, 2007). Vliv obyvaného

terénu na morfologii kosti je jednim z dalSich zaméteni biomechanickych analyz CSG.

Studie zamétfené na oboustrannou (pravo-levou) asymetrii dlouhych kosti poskytuji
dilezity dikaz o existenci obecnych mechanismii funkéni adaptace kosti, stejné jako
specifickych behavioralnich charakteristikach minulych populaci (Roy et al., 1994; Ruff et
al., 1994; Sladek et al., 2007). U tohoto modelu vychazime z ptedpokladu, ze k adaptaci
kosti dochazi ptsobenim lokalni mechanické zatéze. Tento obecny model je podpoten

mnoha studiemi, zvlast¢ pak témi, které srovnavaji sportovce s asymetrickou zatézi horni
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koncetiny (Ruff et al., 2006), napf. tenisty. Tenisté maji primérnou asymetrii t€la humeru
okolo 40 %, coz je spojeno s velkou asymetrickou zatézi horni koncetiny (Ruff et al.,
2006). Asymetrie téla humeru populaci svrchniho paleolitu a neandrtalct je podobna jako
u tenistli, coz také naznacuje silnou asymetrii v zatizeni horni koncetiny, jako vysledek
stereotypniho pouzivani nastroju, napi. kopi (Schmitt et al., 2003). Ve studii Sladek et al.
(2007) srovnavajici asymetrii humeru u stfedoevropskych populaci pozdniho eneolitu a
svrchni doby bronzové, nebyl prokazan rozdil mezi jedinci obou obdobi. Ukézaly se ale
rozdily v asymetrii humeru mezi muzi a Zenami, coz je vysvétlovano specifickymi
charakteristikami zatéze; muzi jsou spojovani s praci v zeméd¢lstvi, vedouci k asymetrické
zatézi a zeny s praci v domacnosti, vedouci k symetrické zatézi u obou obdobi (Sladek et

al., 2007).

Dalsim tématem biomechanickych analyz jsou pohlavni rozdily v morfologii
prifezu dlouhé kosti. Nékteré rozdily v kostni struktufe mezi muZzi a Zenami se pficitaji
rozdilim v mechanické z4tézi. Muzi maji napiiklad téméf u vSech populaci robustnéjsi
kosti horni konéetiny, i kdyz se mohou v souvislosti s konkrétnimi vzorci chovani objevit
odlisnosti (Ruff, 2007). Naptiklad Zeny ze skupiny ptivodni jihozapadni americké populace
maji nepatrné silnéjSi humerus nez muzi (standardizovano k velikosti téla), coz je

pravdépodobné zplisobeno jejich naronym zivotnim stylem (Weiss, 2003).

Geometrické vlastnosti transverzalniho prirezu kosti (CSG)

Vlastnosti CSG vypovidaji o mnozstvi a rozlozeni kostni hmoty v transverzalnim
prifezu kosti (Larsen, 1999). Pii analyze CSG vychazime z ptedpokladu, ze mechanické
sily ptsobici na kost vyvolavaji zmény v biomechanickych parametrech distribuce hutné
kostni tkané prafezu (Cowin et al., 1991). Vlastnosti CSG lze tedy vyuzit k odhadu

zpusobu adaptace na mechanickou zatéz (Lieberman et al., 2004).

Jiz v embryonalnim obdobi ziskava kost vlivem dédi¢nosti vyvojovych procest
svlj zédkladni tvar. Tento tvar pak miize byt (re)modelovan ve své vnitini struktufe 1 ve
vnéjSim tvaru béhem celého prenatalniho i1 postnatalniho ristového obdobi. K porozuméni
morfologie dlouhé kosti v kontextu jejiho mechanického prostiedi se vyuziva
biomechanického modelu kosti. V transverzalnim priifezu kosti, kolmém na jeji dlouhou
osu, je velikost mechanického zatizeni Umérnd vzdalenosti od neutrdlni osy. Na
transverzalnim fezu rozliSujeme plochu, kterou zaujima hutna kostni tkan (cortical area —

CA) a dfenovou dutinu (medullary area — MA) (Obr. 1). Plocha hutné kostni tkan¢ je na
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fezu ohrani¢ena pomyslnou periostalni a endostalni hranici. Celkova plocha kosti (total
area — TA) zahrnuje jak plochu hutné kostni tkang, tak dieniovou dutinu. Hutna kostni tkan
je na fezu distribuovana v zavislosti na puasobeni prevazujici mechanické zatéze.

Mechanicka zatéz je tedy hlavnim faktorem, ktery muze ovlivnit vlastnosti CSG.

Mezi dalsi faktory, které mohou ovlivnit vlastnosti CSG, patii napi. délka kosti a
hmotnost jedince. Na delsi kost ptisobi vétsi ohybovy moment (Nordin and Frankel, 2001).
Pozitivni korelace byla zjisténa také mezi mnozstvim kostni hmoty a télesnou hmotnosti.
VEtsi télesna hmotnost je spojena s vétsim mnozstvim kostni hmoty (Exner and Prader,
1979). Z tohoto duvodu, jsou geometrické vlastnosti kosti zavislé také na pohlavi jedince
(Bouxsein and Karasik, 2006). Muzi maji vétSinou vétsi télesnou hmotnost a vysku nez
zeny, kostra je tedy vystavena vétsi zatézi pii normalni aktivité. Velikost téla vytvaii sama
o sobé mechanickou zatéz (odolnost kostry na gravitaci) a je spojena S dal§imi faktory,
které také ovliviiuji mechanickou zatéz, napi. velikost svali (Ruff, 2007). ,,Robusticita
kostry* muze byt definovana jako ,,tuhost struktury vztazena k mechanicky relevantnim
hodnotam velikosti téla”“ (Ruff et al., 1993). Pro analyzu CSG je proto vhodna
standardizace parametrii na télesnou hmotnost, anebo standardizace na télesnou hmotnost

nasobenou biomechanickou délkou kosti (Ruff, 2007).

Vztah CSG k mechanické zatézi

Vliv mechanické zatéZe nejlépe vyjadiime biomechanickymi parametry distribuce
hutné kostni tkané v transverzalnim prifezu. Biomechanické parametry jsou odvozeny od
dynamické reakce na mechanické sily a momenty, jsou ovliviiovany druhem zatéze
pusobiciho na kost, smérem pusobicich sil a frekvenci zatéze (Nordin and Frankel, 2001).
Mezi nejéastéji pocitané geometrické parametry patii celkova plocha prufezu (total area —
TA), ktera zahrnuje plochu hutné kostni tkan¢ a plochu dienové dutiny. Dale plocha hutné
kostni tkané (cortical area — CA), vyjadiujici odolnost kosti v axialni kompresi. Cim vétsi
je plocha hutné kostni tkan¢ transverzalniho fezu kosti, tim je kost pevnéjsi a odolngjsi
v kompresi (Nordin and Frankel, 2001). Zhodnot TA a CA Ize odhadnou axialni
robusticitu kosti.

Mezi dalsi parametry CSG patii parametry vyjadiujici odolnost kosti v ohybu a
torzi. Pro zjisténi odolnosti kosti v ohybu, jsou dulezité tfi faktory: 1) Celkova plocha
prufezu (TA) a 2) Distribuce kostni hmoty kolem neutralni osy (Nordin and Frankel,

2001). Veli¢ina, ktera zahrnuje tyto dva faktory, se nazyva kvadratické momenty plochy
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prifezu (second moments of area — I). Cim vétsi je |, tim je kost odolngjsi v ohybu (Nordin
and Frankel, 2001). 3) Ttetim faktorem ovliviiujicim odolnost kosti v ohybu je délka kosti.
Na delsi kost pisobi vétsi ohybovy moment (Nordin and Frankel, 2001). U dlouhych kosti
je proto rozhodujici jejich tubularni tvar, ktery umoznuje odoldvat ohybovym silam ve
vSech smérech. Dlouhé kosti maji vétsi hodnotu I, protoze maji kostni hmotu rozmisténou
ve vetsi vzdalenosti od neutralni osy. V neutralni roviné (ohyb), nebo neutralni ose (torze)
nepusobi na kost zadné sily a napéti (Larsen, 1999). Velikost ptisobicich sil je tmérna
vzdalenosti od neutralni osy prifezu kosti. Cim jsou ptisobici sily dale od neutralni osy,
tim jsou vétsi. Protoze kost je asymetrickd, nejsou sily rovnomérné rozlozeny. Oblast kosti
s nejveétsimi hodnotami | oznacujeme jako Imax, oblast s nejniz§imi hodnotami potom In;n.
Tyto dvé veli¢iny charakterizuji vliv ptisobeni mechanické zatéze na kost a adaptaci kosti
na lokomoci jedince (Lieberman et al., 2004). Pomér téchto dvou veli¢in (Imax/Imin) udava
cirkularitu priifezu (index cirkularity). Cim vice se hodnota blizi 1, tim je prifez

cirkularngjsi.

Faktory, které¢ ovliviiuji odolnost kosti v torzi, jsou stejné jako u ohybu: TA a
distribuce kostni hmoty okolo neutralni osy. Veli¢ina, kterd zahrnuje tyto dva faktory pii
pusobeni torze, se nazyva polarni kvadraticky moment plochy prifezu (polar moment of
area — J). Cim vétii je J, tim je kost odolng&jsi v torzi. Z hodnot J Ize odhadnout celkovou
robusticitu kosti. Dle Liebermana et al. (2004) je J nejlepsim parametrem k analyze dlouhé

kosti, v piipadé Ze nemame experimentalni data o zatézi koncetiny.

Testovani faktora ovliviiujicich CSG

Pro vyzkum adaptace kosti na mechanickou zatéz se mohou provadét klinické,
experimentalni, nebo bioarcheologické studie. V experimentalnich studiich vyuzivaji védci
riznych animalnich modela (Bentolila et al., 1998; Robling et al., 2002; Fritton et al.,
2005; De Souza et al., 2005; Zhang et al., 2007; Sample et al., 2008). Problémem pfi
vyzkumu mize byt ale samotny zpisob provedeni experimentu (Bertram and Swartz,
1991), pii kterém mulze Ccasto nepiimo dojit k naruSeni fyziologickych procest
zkoumaného jedince. Jednou z komplikaci, kterou ve své praci popisuji Bertram a Swartz
(1991), mize byt napt. zanét, nebo repara¢ni mechanismy spojené s nasledky chirurgicky
aplikované zaté¢ze. Také pifi neinvazivnim zpusobu provedeni experimentu, kdy je zatéz
aplikovana nechirurgicky, napt. mechanickym zatizenim koncetiny jedince (Bentolila et

al., 1998; Robling et al., 2002), mize samotna nefyziologicka zatéz zpusobit poskozeni
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kosti mikrotrhlinami a tim navodit zmény v adaptaci kosti. Nasledkem téchto adaptacnich

zmén muze dojit i k ovlivnéni geometrickych vlastnosti kosti (napf. naristu kostni hmoty).

U klinickych vyzkuml recentnich populaci se vlastnosti CSG vyuziva napf.
k odhadu vlivu specifické aktivity (Haapasalo et al., 1996; Wilks et al., 2009; Rittweger et
al.,, 2010), ¢i vlivu systémovych faktori jako napf. ve€k, pohlavi, hormonalni stav
a genetické faktory (Rauch et al., 1999; Bouxsein and Karasik, 2006; Sone et al., 2006;
Tommasini et al., 2007; Wetzsteon et al., 2009) na morfologii dlouhé kosti jedince.
Testovani adaptace na mechanickou zatéz se u Clovéka nejCastéji provadi na jedincich se
zvySenou aktivitou, napf. u sportovci (Sone et al., 2006; Wilks et al., 2009), ¢i na jedincich
s aktivitou sniZenou, napf. po ochrnuti koncetin (Rittweger et al., 2010). Tyto studie jsou
neinvazivniho charakteru. Bertram a Swartz (1991) pfipisuji zmény v rozmérech kosti
pozorovanych u sportovcll spiSe reparaénim procesiim, které jsou zpiisobeny chronickym
unavovym postizenim. Otazkou zlstava, zda jsou tyto reparacni procesy jeSt€ soucasti

,hormalnich* adaptacnich mechanismu kosti.

Lokalni vs. systémové faktory a jejich vliv na CSG

Jak jiz bylo zdlraznéno, pfi analyze CSG vychazime z predpokladu, ze k adaptaci
kosti dochéazi ptisobenim lokélni mechanické zatéze (plsobeni sil a momentt). Neékteré
studie ale upozorfiuji na nejasnosti mezi plsobenim systémovych a lokdlnich faktord
zpusobujicich zmény kostni remodelace. Ve prospéch systémovych faktori svédci napt.
studie, ve které se nasledkem experimentalni zaté¢ze objevil narast hutné kostni tkan¢ na
kostech lebky, ktera nebyla lokomoci jedince pfimo zatizena (Lieberman, 1996). Na druhé
stran¢ ale existuje mnoho dalSich klinickych, experimentdlnich a bioarcheologickych
studii, které ptsobeni lokalnich faktori podporuji (Haapasalo et al., 1996; Larsen, 1999;
De Souza et al., 2005; Zhang et al., 2007; Wilks et al., 2009).

Predpoklad, Ze geometrické vlastnosti vypovidaji o mechanické zatézi plisobici na
kost, byl podpofen napt. ve studii srovnavajici vlastnosti CSG sprinterti, bézcl na stiedni a
dlouhé traté, chodcti a kontrolni skupiny nesportujicich jedinca (Wilks et al., 2009).
Vysledky byly v této studii v souladu s predpokladem, ze vlastnosti CSG holenni kosti
souvisi s rychlosti pohybu, coz by mohlo byt zplisobeno rozdilnymi silami plisobicimi na

pohybovy aparat (Wilks et al., 2009).
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Ackoli je predpoklad funkcni adaptace kosti podporovan i fadou experimentalnich
vyzkumu (Lanyon and Baggott, 1976; Robling et al., 2002), neni vztah mezi funkéni
adaptaci kosti a CSG bez komplikaci (Lieberman et al., 2003, 2004). Vyuziti CSG k
odhadu mechanické zatéze a odhadu chovani minulych populaci, kde ma tvar
transverzalniho prifezu vypovidat o bézné aktivit¢, mize byt ponékud sporné. Diskuze
K témto otazkdm jsou shrnuty v nékterych recentnich pracich (Pearson and Lieberman,
2004; Ruff et al., 2006). Platnost vztahu mezi funk¢éni adaptaci kosti a vlastnostmi CSG je
v n¢kterych pracich zpochybnéna. Zejména vztah mezi experimentalni deformaci dlouhé
kosti in vivo, z toho plynoucich vlastnosti CSG a jejich interpretace (Demes et al., 2001,
Lieberman et al., 2004).

Dals§im spornym bodem je vliv véku na funkéni adaptaci kosti v zatézi (Pearson and
Lieberman, 2004; Ruff et al., 2006). Nékteré¢ vyzkumy prokazaly vétsi (re)modelaci
zatizené kosti u nedospé€lych jedincu (Turner and Robling, 2003). Tento fakt by m¢l byt
bran v uvahu pii hodnoceni a interpretaci vlastnosti CSG, srovnavani by méli byt pouze
jedinci podobné vékové kategorie (nedospé€li x dospéli jedinci). Ackoli je vliv mechanické
zatéze u nedospélych jedinct vyrazngjsi, prokdzaly vyzkumy ptisobeni mechanické zatéze
na kost i u dospé€lych jedinct (Robling et al., 2002). Rozdily pusobeni mechanické zatéze
na kost nedospélych a dospélych jedinci by mohly byt ¢astecné zptisobeny odliSnou
citlivosti kosti (Ruff et al., 1994). Zatimco u nedospélych jedincu ziejmé dochazi po
zatizeni k tvorbé kostni hmoty na periostdlnim povrchu, v dospélosti je kost tvofena na
povrchu endostalnim (Ruff et al., 1994). Vlastnosti CSG dospélych jedinci by proto mohly
byt ovlivnény aktivitou vykonavanou pied dosazenim dospélosti (Pearson and Lieberman,
2004).

Dalsim diskutovanym problémem v interpretaci vlastnosti CSG je vliv genetickych
a dal$ich systémovych faktort na funkcéni adaptaci kosti. Nejveétsi otdzkou pro antropology
je mira ovlivnéni struktury kosti dospélého jedince genetickymi faktory. Nékteré aspekty
morfologie kosti by mohly byt daleko vice ovlivnény genetickymi mechanismy, nez
funk¢ni adaptaci kosti (Lovejoy et al., 2003). Protoze genetické faktory pravdépodobné
ovlivituji mechanismus adaptace kosti na mechanickou zaté¢z, doporuCuje se srovnavat
vlastnosti CSG jen mezi fezy ze stejnych oblasti kosti a jedinct stejnych, nebo pfibuznych

druht (Ruff et al., 2006).
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Cil prace

Cilem diplomové prace je srovnat vliv motorické poruchy na rozlozeni hutné kostni
tkdné€ transverzalniho prifezu téla dlouhé kosti u dvou typti mysi. Experimentalni prace je
cilena na typ Lurcher (geneticky determinovana motorickd porucha; viz material) a
kontrolni skupinu (soubor mys$i s normalni motorikou). Na transverzalnim prifezu se
budeme soustiedit na biomechanické parametry rozlozeni hutné kostni tkan¢. Vzhledem
ktomu, Ze se geneticky podminéna porucha motoriky u typu Lurcher projevuje
nesmérovou zatézi na dlouhé kosti vlivem napf. tremoru, astenie, adiadochokineze,

dysmetrie nebo lokomoc¢ni lateropulze, pak piredpokladame ze:

a) U typu Lurcher se projevi nesmérova zatéz nejvyraznéji na cirkularité prafezu
dlouhé kosti, kdy se odhad cirkularity rozloZeni hutné kostni tkdné (napf.
Imax/Imin) bude blizit hodnoté¢ 1. Pravdépodobné by se mohly liSit i jiné
parametry geometrie prufezu napt. hodnota Inax, nebo plocha hutné kostni tkané
(CA). Nasledkem plsobeni nesmérové zatéze predpokladame nizsi hodnotu
Imax, ktera vypovida o oblasti prifezu nejvice namahané v ohybu. Plocha hutné
kostni tkané by mohla byt u jedinct typu Lurcher mensi, napt. z divodu

zhorsené silové funkce svalt koncetiny.

b) U kontrolni skupiny je zatéz vzhledem knormalni lokomoci vedena
Vv prevazujicim pfedozadnim sméru. Pfedpokladame, Ze predozadni smérové
zatizeni se projevi dominujici distribuci hutné kostni tkan€ v predozadni ose a
men$im podilem hutné kostni tkan¢ v medio-lateralnim sméru. Vysledkem bude

vy$$i hodnota indexu cirkularity.
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Material

Experimenty probehly na dvou skupinach mysi kmene B6CBA:

(@) Lurcher typ (model olivocereberalni poruchy; heterozygotni mutantni forma

mysi; +/Lc; n = 10);
(b) kontrolni skupina (zdravi jedinci; +/+; n = 10).

VeEk laboratornich mysi byl 9 mésict, hmotnost se pohybovala v rozmezi od
22,14 g do 34,06 g (Tab. 4). VSichni testovani jedinci byli samci. Mutantni mysi typu
Lurcher (Lc) jsou pfirozenym animalnim modelem dédi¢né podminéné olivocerebelarni
degenerace (Phillips, 1960). Vyhodou tohoto modelu je, ze vSechny motorické poruchy a
tedy 1 plisobeni mechanické z4téZe na geometrické vlastnosti a mikrostrukturu kostni tkané
mohou byt zkoumany na pfirozeném a neinvazivné indukovaném stavu. Lc mutace je
semi-dominantni (Zuo et al., 1997). Volba tohoto typu mutace umoziuje bez piedchoziho
invazivniho zdsahu sledovat vliv cerebelarni ataxie a jejich projevii (napf.

nekoordinovanost pohybi, ties) na hutnou kostni tkan.

Olivocerebelarni degenerace je u Lc mutantll zpisobend mutovanou alelou genu
pro 82-podjednotku glutamatového receptoru (GluR$2) (Zuo et al., 1997) exprimovaného v
Purkynovych bunikach mozecku (Araki et al., 1993). Mutace genu zpasobuje masivni
excitotoxickou apoptézu Purkynovych bunék (Zuo et al., 1997) asekundarné i zanik
granularnich bunék a neuronti dolni olivy (Wetts and Herrup, 1982). Degenerativni proces
zadina v osmém postnatalnim dni a kon¢i v devadesati dnech Zzivota, kdy nezlstavaji v
mozecku téméf Zadné Purkynovy buiiky a pfeziva jen ptiblizn€ 10 % granularnich bunék a
30 % neuront dolni olivy (Caddy and Biscoe, 1976, 1979). Axony Purkynovych bunék
jsou jedinymi eferentnimi drahami mozecku a jejich zanikem dochézi ke komplexni
funkéni dekortikaci mozecku. Mutantni mysi typu Lurcher trpi cerebelarni ataxii (Lalonde
et al., 1992; Krizkovda and Vozeh, 2004), naruseny jsou vSak i nékteré dalsi
behavioralné-kognitivni vlastnosti. Poruchy motoriky se u mutantnich mysi typu Lurcher
projevuji tfesem, nesoumérnosti pohybil a Spatnou koordinaci, coZ umoziuje sledovat vliv
nefizeného a multidirekéniho pohybu na hutnou kostni tkan. Vzhledem k tomu, Ze nemoc

je dédi¢né podminéna a jeji symptomy se zacinaji manifestovat jiz v prvnim tydnu Zivota
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jedince, lze ocekavat, Ze hutna kostni tkan bude reagovat na nepfirozeny pohyb zménou

biomechanickych vlastnosti.

Metody

Chov experimentalnich zvitat zajistil Ustav patologické fyziologie LF UK v Plzni,
ktery vlastni akreditaci pro provoz uzivatelského zafizeni a je tedy opravnén provadét
pokusy se zvifaty. VSechny pokusy byly provadény v souladu s pfisluSnymi pravnimi
normami EU o pokusech na zvifatech a s povolenim Etické komise LF UK v Plzni.
Metodicka ¢ast prace byla rozdélena do dvou casti: (1) motorické testy; (2) analyza

geometrie transverzalnich prafezi dlouhych kosti.

Testy motorickych vlastnosti

U experimentalnich zvitat jsme vySetiili a analyzovali nasledujici motorické vlastnosti:

1) Motorické vlastnosti sestavaly ze silového testu na hrazdé a koordina¢niho testu na
rotarodu (Kiizkova and Vozeh, 2004). Sledovali jsme schopnost zvifete udrzet se na
daném naradi. VSechny metody (tj. hrazda a rotarod) byly v jednom dni opakovany
Ctyfikrat. Hodnotili jsme pramér vSech ¢ty pokust.

2) Spontanni motoricka aktivita byla testovana metodou otevieného pole — Open field
(Hall, 1934) s vyuzitim trackovaciho systému EthoVision XT (Noldus Ltd.). Mys byla
vlozena do ¢&tvercové plastové arény o strané 50 cm a v ni ponechana 10 minut.
Hodnotili jsme nasledujici parametry: délka drahy, €as straveny pohybem, hybnost a

rychlost jedince.

Vysledky testli motorickych vlastnosti

Vysledky testlh motorickych vlastnosti jsou ptebirany z dosud nepublikované studie
(GAUK 408911; J. Tuma) a proto je zde uvadime jen stru¢né. V Tab. 1 jsou shrnuty
vysledky ze silového testu na hrazdé, koordina¢niho testu na rotarodu a testli spontanni

motorické aktivity v otevieném poli.

Hrazda
Jedinci typu Lurcher se na hrazdé udrzeli signifikantn€ kratSi dobu nez kontrolni

skupina (Tab. 1), coz je pravdépodobné zptisobeno projevy motorické poruchy, ktera muize
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vést k zhorSeni svalové funkce a schopnosti koordinované kontrakce ptislusnych svalovych

skupin.

Rotarod

U jedinct typu Lurcher byl primérny ¢as, po ktery se udrzeli na rotarodu,
signifikantné nizsi, nez u kontrolni skupiny (Tab. 1). Mtzeme tedy piedpokladat, ze jedinci
typu Lurcher maji sniZzenou schopnost koordinace pohybi, které jsou podminény

predevsim poruchou procesu fizeni a regulace pohybové ¢innosti.

Open field

Vysledky spontanni motorické aktivity jsou uvedeny v Tab. 1. Mezi jedinci typu
Lurcher a kontrolni skupinou byl signifikantni rozdil v hybnosti. Hybnost je u jedinct typu
Lurcher pravdépodobné zvySena tfesem a lateropulzi, které jsou zptisobeny motorickou
poruchou. U ostatnich testii v otevieném poli (draha, pohyb, rychlost) nebyly rozdily mezi

jedinci typu Lurcher a kontrolni skupinou statisticky vyznamné.

U jedinci typu Lurcher jsme zjistili signifikantni rozdily v motorickych
vlastnostech (viz vyse). Pfredpokladame, Ze se tyto rozdilné motorické vlastnosti projevi na
morfologii holenni kosti. Po skonCeni motorickych testd nasledovala ptiprava

histologickych preparati pro analyzu geometrickych vlastnosti priifezu holenni kosti.

Priprava histologického preparatu

Holenni kost byla odebrana z levé koncetiny. Kost jsme odistili od mékkych tkani
avlozili do fixa¢niho roztoku (Karnowskiho fixativum). Biomechanickou délku holenni
kosti jsme zméfili digitalnim posuvnym méfitkem Kinax (DIN 862; 150 mm; rozliSeni
0,01 mm). Po zméfeni jsme odebrali transverzalni fezy v 50 % biomechanické délky
holenni kosti (Obr. 7) pomoci pily s diamantovym kotou¢em Isomet 1000 (Buehler Ltd.)
(Obr. 8). Rezy mély tloustku v rozmezi 300-500 um. V dalsim kroku jsme fezy zbrousily
na konec¢nou tloustku 50-100 um. Brouseni bylo manuélni, pomoci dvou druht brusnych
papirt Carbimet (velikost zrna 12 um a 5 pm; Buehler Ltd.). Kazdy preparat jsme nejprve
zbrousili hrubsim brusnym papirem, dale jsme pokracovali papirem jemné&jSim, dokud se
fez nedostal na pozadovanou tloustku. Po brouSeni jsme z transverzalniho fezu vymyli
kostni dren, ktera by mohla pozdé&ji preparat znehodnotit. Vzorky jsme vlozili do fixacniho

roztoku a ulozili do chladu a temna.
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Pfi histologickém barveni jsme postupovali dle studie Ciani et al. (2009). Preparaty
byly nejprve dehydratovany ve vzestupné sefazenych roztocich etanolu (75%, 95% a
100%; 5 minut v kazdém). Pro zobrazeni intersticialniho kostniho prostoru jsme pouzili
fluorescen¢niho barviva FITC (Sigma-Aldrich Ltd.) rozpusténého ve 100% etanolu v
koncentraci 1 %. Transverzalni fezy byly umistény do 20 ml tohoto barviciho roztoku a
opatrné promichavany po dobu 2 hodin. Poté byly preparaty proplachovany ve 100%
etanolu po dobu 30 minut, nechaly se osusSit a umistily na laboratorni sklicko. Aby se po
obarveni co nejvice piedchazelo ztraté fluorescence, byly vzorky po celou dobu

uchovéavany ve tme.

Zobrazeni preparatu vV konfokalnim mikroskopu

Nabarvené preparaty jsme postupné skenovali Vinvertovaném konfokalnim
mikroskopu Leica TCS SP2 s AOBS (Acousto-Optical Beam Splitter) systémem,
zajiStujicim vysoky stupeni citlivosti. Nastavené skenovaci parametry konfokalniho
mikroskopu byly u vSech vzorki totozné. Jednalo se zejména o rozliSeni
(2048 x 2048 pixelir), rozsah skenovani, barevnou $kalu (zeleny, ¢erveny a modry kanal),
velikost pixelu, (0,732 um), vzdalenost mezi skeny (1,79 um). VSechny preparaty byly

snimany objektivem s 10x zvétSenim, ktery pokryl celou plochu transverzalniho fezu kosti.

Analyza CSG parametru

Geometrické vlastnosti transverzalniho prufezu téla holenni kosti jsme analyzovali
pomoci softwaru Imagel. Hodnotili jsme parametry plochy prufezu (TA, CA)
a kvadratické momenty plochy prufezu (Imax, Imin, J) Hodnota TA zahrnuje celkovou
plochu transverzalniho prifezu kosti. Plocha hutné kostni tkan¢ (CA) vypovida o odolnosti
kosti v axialni kompresi a tahu (Larsen, 1999). Kvadratické momenty plochy pruiezu (I)
udavaji odolnost kosti v ohybu. Dale jsme analyzovali oblasti Inax @ Imin, Oblasti s nejvétsi a
nejmensi odolnosti kosti v ohybu a index cirkularity (Imax/Imin) K porovnani tvaru priiezu
kosti. Hodnota polarniho kvadratického momentu plochy prufezu (J) udava odolnost kosti
v torzi (Larsen, 1999).

Ke srovnani vlivu mechanické zatéZze na plosné parametry CSG by mély byt
vysledky standardizovany na hmotnost jedince (Ruff et al., 1993). U parametri
vyjadiujicich odolnost kosti v ohybu, nebo torzi by se také mé¢lo pocitat s biomechanickou
délkou kosti (Ruff et al., 1993). Hodnoty celkové plochy prufezu (TA) a plochy hutné
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kostni tkan¢ (CA) jsme tedy standardizovali na hmotnost jedince a hodnoty Inax, Imin @ J

jsme standardizovali na hmotnost jedince nasobenou biomechanickou délkou kosti.

Vystupem z konfokalniho mikroskopu bylo z kazdého fezu pfiblizn¢ 50 skent.
Proto jsme nejprve museli otestovat, zda se budou liSit hodnoty geometrickych vlastnosti
z prvniho, stiedniho, anebo posledniho skenu. Test neprokazal signifikantni rozdil mezi
zméfenymi geometrickymi parametry jednotlivych skeni. Pro analyzu tedy nebylo

podstatné, ktery ze skentl transverzalniho fezu zvolime.

Pro analyzu geometrickych vlastnosti transverzalniho fezu kosti jsme v softwaru
ImagelJ vytvofili vlastni makro. Po otevieni skenu v softwaru ImageJ jsme spustili makro
pro analyzu geometrickych parametrii. Nejprve jsme u kazdého skenu odhadli a ru¢né
vymezili periostalni i endostealni hranici hutné kostni tkan¢ (ROI). Ze zadanych ROI jsme
nasledné spocitali zakladni geometrické parametry fezu (TA, CA, |, lnax, Imin). TYtO
hodnoty jsme ptenesli do tabulky Excel a dopocitali hodnoty indexu cirkularity prifezu
(indeXcirkularita = 1max/ 1min) @ polarniho kvadratického momentu priafezu (J = lnax + Imin)-
Hodnoty TA, CA jsme standardizovali na hmotnost jedince a hodnoty | a J na hmotnost
jedince nasobenou délkou kosti. Testovali jsme intraobservaéni chybu méfeni (viz nize).
Obrazovym vystupem makra v programu ImageJ byl sken se zakreslenymi osami Imax @

Imin, které znazornuji oblasti fezu nejvice a nejméné odolné v ohybu (Obr. 9).

Test intraobservaéni chyby CSG
Intraobservacni chyba vznika pii opakovanych méfenich stejného parametru jednou

osobou. Ugelem testovani intraobservaéni chyby je zjistit spolehlivost metody méfeni.

Test intraobservacni chyby sestaval z osmi opakovanych méfeni CSG na deseti
jedincich. Intraobservacni chybu jsme pocitali dle metody uvedené ve studii Sladek et al.
(submitted). Chybu jsme stanovili z hodnot celkové plochy prifezu (TA) (Tab. 2) a
polarniho kvadratického momentu plochy prufezu (J) (Tab. 3). Rozdily mezi jednotlivymi
meéfenimi jsme pocitali pomoci primérné chyby (MD — mean difference). Primérna chyba
nabyva plusovych, ¢i minusovych hodnot. Pro vypocet MD jsme dle studie Sladek et al.

(submitted) pouzili nasledujici vzorec:

zn:(Mli—l\/l 2i)
MD ==

n
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Za M1 jsme dosadili hodnotu prvniho srovnavaného méfeni, za M2 jsme dosadili
hodnotu posledniho méfeni a n je velikost souboru (n = 10). Posledni (osm¢) méfeni jsme
zvolili jako referencni, protoze jsme piedpokladali, Ze se S opakovanim méfeni bude chyba
postupné zmenSovat. Celkovou chybu mezi jednotlivymi méfenimi jsme vyjadiili
prumérnou absolutni chybou méteni (MAD — mean absolute difference). Hodnoty
primérné absolutni chyby nabyvaji pouze kladnych hodnot. K vypoctu MAD jsme pouzili

nasledujiciho vzorce (Sladek et al., submitted):

n

D> IML-M2j|
MAD = =

n
Vyznamy zkratek jsou popsany vySe. Do vzorct jsme postupné za M1 dosadili hodnoty
prvniho az sedmého méfeni a za M2 jsme dosadili vzdy hodnoty posledniho (osmého)
méfeni (Tab. 2 a 3).

Interval, ve kterém bychom ocekavali 95 % rozdilti mezi méfenimi, jsme odhadli
limitem souhlasu (95% LA — 95% limits of agreement). Zminény 95% LA jsme vypocitali
dle nasledujiciho vzorce (Bland and Altman, 1986):

LA=MD £ 1,96 .SD

Kinterpretaci hodnot LA a MAD musi byt dana akceptovatelnd chyba.
Akceptovatelna chyba je casto odvozena z hodnot ziskanych z empirickych vyzkumi
(Meloun and Militky, 1998). Hodnota akceptovatelné chyby byla v nasi praci 5 %.
Ke stanoveni akceptovatelné chyby naSich vysledkd jsme vychazeli z CSG analyz

ptedchozich studii (O’Neill and Ruff, 2004; Sladek et al., 2010).

Jak jsme predpokladali, byla nejvétsi primérnd 1 primérna absolutni hodnota mezi
prvnim a osmym métenim. Postupné s dal§imi méfenimi Se chyba zmenSovala (Tab. 2 a 3),
od tfetiho méfeni jiz byly hodnoty vyrovnané. Z tohoto diivodu jsme osmé méteni zvolili
jako referen¢ni. Primérna chyba mezi sedmym a osmym métenim byla u hodnoty TA
rovna 0,008 (0,68%), u hodnoty J pak 0,003 (1,56%). Primérna absolutni chyba mezi
sedmym a osmym métfenim byla u hodnoty TA rovna 0,009 (0,71%) a u hodnoty J potom
0,004 (1,70%). Horni a dolni 95% limity shody (LA) kone¢né primérné chyby méfeni byly
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u hodnot TA -0,006; 0,023 a u hodnot J pak 0,003; 0,010. Zadna z t&chto hodnot nebyla

veétsi nez 5% akceptovatelnd chyba méteni.

Metody statistického Setieni

Ke statistickym vypoctim jsme pouzili software Statistica 6.0 (StatSoft, 1984—
2001) a Excel 07 (Microsoft Corporation, 1985-2007). Pro porovnani rozdild mezi
jednotlivymi parametry dvou souborti jsme pouzili dvouvybérovy t-test a Mann-Whitney
test (na 5% hladiné vyznamnosti). Symetric a variabilita souborii pro hmotnost a
biomechanickou délku holenni kosti byla vyjadfena pomoci krabicovych grafii. V grafech
uvadime pramér, smérodatnou chybu (SEM) a smérodatnou odchylku (SD) jedinct typu

Lurcher a kontrolni skupiny.

Vzhledem k tomu, ze jsou CSG parametry zavislé na proménnych jako je hmotnost
a hmotnost nasobena biomechanickou délkou holenni kosti a oba tyto parametry jsou
meéfeny s chybou, pouzili jsme model redukované hlavni osy (RMA — reduced major axis)
K porovnani vztahu studovanych proménnych (Sladek et al., 2006 a). Redukovana hlavni
osa byla spocitana dle programu pro RMA regresi (Bohonak, 2002). Sklon a prusecik
sosou y byl odhadnut 95% intervalem spolehlivosti pomoci principu generace
simulovanych vybérti (bootstrap). K porovnani rozdiltt v distribuci hodnot okolo
redukované hlavni osy byl pouzit Fisheriv exaktni test (Preacher and Briggs, 2001), kde
jsme porovnavali pocet jedinci nad redukovanou hlavni osou s poctem jedinci pod

redukovanou hlavni osou.
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Vysledky

Vysledky srovnani télesnych parametri
Pro zékladni charakteristiku télesnych parametri souboru jsme zvolili hmotnost
jedince a biomechanickou délku (BML) holenni kosti. Hmotnost a BML jsme dale pouzili

pro velikostni standardizaci parametrtt CSG.

Vysledky primémé hmotnosti jedince a biomechanické délky holenni Kkosti
uvadime souhrnné v Tab. 4. Primérna hmotnost jedinct typu Lurcher byla 28,70 g, u
kontrolni skupiny jsme naméiili primérmou hmotnost 27,95g. Primérmna hodnota
biomechanické délky holenni kosti byla u jedinct typu Lurcher 17,49 mm, u kontrolni
skupiny byl primér hodnot BML roven 17,64 mm. Primér, smérodatna chyba (SEM) a
smérodatna odchylka (SD) hmotnosti a biomechanické délky jsou zobrazeny v Grafu 1 a 2.
Distribuci hodnot biomechanické délky holenni kosti vztazenych ke hmotnosti jedince
uvadime v Grafu 3. Z vysledkt vyplyva, ze rozdily primérné hmotnosti nebyly mezi
jedinci typu Lurcher a kontrolni skupinou statisticky vyznamné (Tab. 4). Ukazalo se ale, ze
jedinci typu Lurcher méli o tii procenta vétsi primérnou hmotnost, nez kontrolni skupina.
Na krabicovém grafu je patrné symetrické rozlozeni hodnot hmotnosti u jedinci typu
Lurcher i kontroly (Graf 1). Velikost smérodatné odchylky je ale u kontrolni skupiny vétsi
nez u skupiny Lurcher. Ani v hodnotach biomechanické délky holenni kosti se jedinci typu
Lurcher a kontrolni skupina signifikantné¢ neodliSovali (Tab. 4). Jedinci typu Lurcher méli
o jedno procento nizS§i biomechanickou délku holenni kosti nez kontrolni skupina.
Z krabicového grafu je patrné, Ze hodnoty biomechanické délky obou soubortt byly
symetricky rozlozené (Graf 2). Velikost smérodatné odchylky byla u jedinctd typu Lurcher
1 kontrolni skupiny podobnd. Hodnoty biomechanické délky holenni kosti vztaZené

ke hmotnosti se mezi jedinci typu Lurcher a kontrolou signifikantné¢ nelisily (Graf 3).

Z nasSich vysledkl jsme nezjistili signifikantni rozdil v télesnych parametrech mezi
jedinci typu Lurcher a kontrolni skupinou. Je vSak zajimavé, ze jedinci typu Lurcher méli o
tii procenta vétsi praimérnou hmotnost a zaroven o jedno procento nizsi biomechanickou
délku holenni kosti, nejedna se tedy o stejny velikostni efekt. Vysledky budou detailnéji
popsany v diskuzi, 1ze vSak predpokladat, ze by mohly byt ovlivnény napt. malou velikosti
souboru. Rozlozeni hodnot t€lesnych parametri je v obou souborech symetrické, u

hmotnosti jsme ale zjistili vétsi rozptyl hodnot kontrolni skupiny.
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Vysledky CSG holenni kosti

Plochy priufezu: TA, CA

Standardizované hodnoty plo$nych parametrd CSG holenni kosti, tj. celkova plocha
prufezu a plocha hutné kostni tkané, jedinct typu Lurcher a kontroly uvadime v Tab. 4.
Hodnoty plochy prufezu byly standardizovany hmotnosti. U jedinct typu Lurcher byla
naméfena primérna hodnota TA 1,187 mm? a primé&rna adjustovand hodnota TA byla
0,042 mm?/g. Kontrolni skupina méla pramér hodnot TA rovnajici se 1,232 mm? a pramér
adjustovanych hodnot TA byl 0,045 mm?/g. Praim&ma hodnota CA byla u jedinci typu
Lurcher 0,752 mm?, po adjustaci potom 0,027 mm?/g. U kontrolni skupiny jsme namé&fili
primérnou hodnotu CA rovnajici se 0,775 mm?, adjustovand hodnota CA byla
0,028 mm?/g. Distribuce hodnot celkové plochy prifezu holenni kosti vztaZenych ke
hmotnosti jedince je zobrazena v Grafu 4. Distribuci hodnot hutné kostni tkané (CA)

holenni kosti vztazenych ke hmotnosti jedince uvadime v Grafu 5.

Pramérna hodnota celkové plochy prifezu byla u jedinc typu Lurcher o ¢tyfi
procenta mens$i, nez u kontrolni skupiny, nevykazovala vSak oproti ptredpokladu
signifikantni rozdil (Tab. 4). Jedinci typu Lurcher a kontrolni skupina se signifikantné
nelisili ani u hodnot plochy hutné kostni tkané (Tab. 4). Primérna hodnota plochy hutné
kostni tkané byla u jedincl typu Lurcher o tfi procenta mensi nez u kontrolni skupiny.
Mezi jedinci typu Lurcher a kontrolni skupinou nebyl signifikantni rozdil v celkové plose
prifezu vztazené k hmotnosti jedince (Graf 4). Stejné tak se neukazal signifikantni rozdil
ve velikosti plochy hutné kostni tkané vztazené k hmotnosti jedince (Graf 5). Z vysledkt
parametrit plochy prufezu vyplyva, ze jedinci typu Lurcher a kontrolni skupiny méli
podobné mnoZstvi hutné kostni tkdné ve srovnani s celkovou plochou priifezu a hmotnosti

jedince.

Zavérem lze shrnout, Ze jedinci typu Lurcher a kontrolni skupiny méli podobné
plosné parametry CSG (tj. axialni robusticitu). Hodnoty celkové plochy prufezu i plochy
hutné kostni tkané¢ byly u jedinct typu Lurcher mensi, ale nevykazovaly oproti
predpokladu signifikantni rozdil. Vysledky tedy nepotvrzuji nas$ piedpoklad vlivu
motorické poruchy na plosné parametry CSG. Projevy motorické poruchy (napt. zhorSeni
svalové funkce koncetin) nezplsobily signifikantni snizeni velikosti plochy hutné kostni

tkan€ u jedinct typu Lurcher.
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Kvadratické momenty plochy priifezu

Standardizované hodnoty polarniho kvadratického momentu plochy prifezu, tj.
odhad celkové ohybové/torzni robusticity, uvadime v Tab. 4. Hodnoty kvadratického
momentu plochy prifezu byly standardizovany soufinem hmotnosti a biomechanické
délky holenni kosti. Prim&rna hodnota J byla u skupiny Lurcher 0,205 mm* a po adjustaci
0,0004 mm*/gxmm. U kontrolni skupiny jsme namé&fili pramé&rnou hodnotu J rovnajici se
0,219 mm* poadjustaci byla primémé hodnota J u kontroly 0,0005 mm®*/gxmm.
Rozmisténi hodnot polarniho kvadratického momentu plochy prafezu ve vztahu

k hmotnosti a biomechanické délce holenni kosti je zobrazeno v Grafu 6.

Hodnoty polarniho kvadratického momentu plochy prufezu nevykazovaly mezi
jedinci typu Lurcher a kontrolni skupinou signifikantni rozdil (Tab. 4). Hodnota J, nebo
také robusticita kosti vztazena k zatézi v ohybu a zkrutu, byla u jedinct typu Lurcher o
sedm procent mensi nez u kontrolni skupiny. Distribuce hodnot polarniho kvadratického
momentu plochy prifezu vztazenych k sou¢inu hmotnosti a BML nebyla mezi jedinci typu
Lurcher a kontrolni skupinou signifikantné odlisna (Graf 6). Vysledky nepotvrdily nas
ptedpoklad, ze motorickd porucha zpisobi statisticky vyznamné zmenSeni hodnot

polarniho kvadratického momentu plochy prifezu (tj. celkové ohybové/torzni robusticity).

Vzhledem k tomu, Ze polarni kvadraticky moment plochy prifezu je souctem
parametrti odolnosti kosti v ohybu (tj. Imax, Imin) @ vyjadiuje tak celkové ohybovou a torzni
robusticitu, testovali jsme i jednotlivé kvadratické momenty plochy a jejich distribuci na
prufezu. Standardizované hodnoty maximalnich a minimdalnich kvadratickych momentt
plochy prifezu jsou pro jedince typu Lurcher a kontrolni skupiny shrnuty v Tab. 4.
U jedinci typu Lurcher byl primér hodnot lyay roven 0,116 mm* a pramér hodnot I, byl
0,089 mm*. Po adjustaci na sou¢in hmotnosti a BML byla primérmé hodnota Imnay U skupiny
Lurcher 0,00023 mm*/gxmm a hodnota Iy, byla 0,00018 mm*/gxmm. U kontrolni skupiny
jsme naméfili primér hodnot Iyax rovnajici se 0,123 mm* a pro Imin potom 0,096 mm?* ,
primér adjustovanych hodnot pro Iy byl 0,00025 mm?/gxmm a pro hodnotu Iy, pak
0,00020 mm*/gxmm. Hodnoty kvadratickych momentéi plochy prifezu vztazenych

k soucinu hmotnosti a biomechanické délky holenni kosti uvadime v Grafu 7 a 8.

Mezi jedinci typu Lurcher a kontrolni skupinou jsme nenasli signifikantni rozdil
Vv maximalnich a minimalnich kvadratickych momentech plochy prifezu (Tab. 4).

Primérna hodnota Inax ale byla u jedinct typu Lurcher mensi o Sest procent a primérna
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hodnota Inin byla mensi o devét procent. Hodnoty kvadratickych momentt plochy prifezu
vztazené k hmotnosti a biomechanické délce neukazaly mezi jedinci typu Lurcher a

kontrolni skupinou signifikantni rozdil (Graf 7 a 8).

Tvar prifezu holenni kosti, vychazejici z distribuce rozdila odolnosti v ohybu, jsme
u jedinct typu Lurcher a kontrolni skupinou odhadli z indexu cirkularity (Imax/Imin).
Hodnoty indexu cirkularity jsou shrnuty v Tab. 4. Primér hodnot indexu cirkularity byl u
jedinct skupiny Lurcher 1,303. U kontrolni skupiny byla primérna hodnota indexu
cirkularity 1,273. Hodnoty maximalnich kvadratickych moment plochy prifezu
vztazenych K minimalnim kvadratickym momentim plochy prufezu jsou uvedeny v Grafu

9.

Hodnoty indexu cirkularity neprokazali signifikantni rozdil mezi jedinci typu
Lurcher a kontrolni skupinou (Tab. 4), pfestoze byla hodnota indexu cirkularity u jedinct
typu Lurcher o dvé procenta vétsi. Hodnoty Imax vztaZzené k hodnotam I, neukazaly rozdil

mezi jedinci typu Lurcher a kontrolni skupinou (Graf 9).

Z vysledku vyplyva, Ze jedinci typu Lurcher a kontrolni skupina maji podobnou
distribuci maximalnich a minimdlnich kvadratickych momentti plochy prifezu holenni
kosti. Hodnoty indexu cirkularity jsou u jedinct skupiny Lurcher a kontroly podobné.
Vysledky nepotvrdily nas predpoklad, ze u jedinct typu Lurcher bude vlivem putisobeni
nesmérovosti zatéze hodnota Inax a hodnota cirkularity prufezu signifikantné nizsi. U
kontrolni skupiny se nepotvrdila dominujici distribuce hutné kostni tkan€ v predozadni ose,

ktera by se projevila vétS§imi hodnotami Iax @ indexu cirkularity.
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Diskuze

Z vysledkd naSich analyz vyplyva, Ze parametry CSG (TA, CA, Inax, Imin, J) t€la
holenni kosti se mezi jedinci typu Lurcher a kontrolni skupinou signifikantné nelisi a tak
nepotvrzuji nasSe predpoklady o vlivu motorické poruchy na biomechanické vlastnosti
holenni kosti. Dulezity je také nesignifikantni rozdil v hodnotach cirkularity prifezu
(Imax/Imin) mezi jedinci typu Lurcher a kontrolni skupinou. Otazkou tedy zustava, z jakého
divodu se statisticky vyznamné zmény motoriky jedinci typu Lurcher neprojevily na
rozlozeni hutné kostni tkané holenni kosti. V nasledujicim textu jsou shrnuta mozna

vysvétleni nasich vysledku a také faktory a limity, které mohly mit na vysledky prace vliv.

K analyze CSG parametrii holenni kosti byla v nasi praci zavedena nova metoda
histologického barveni kosterniho materialu (Ciani et al., 2009). Vyhodou metody je
pfedev§im moznost analyzovat nedekalcifikovanou kost, coz umozinuje nejen analyzu CSG
parametrt, ale i histologickou analyzu lakuno-kanalikularniho systému. Histologické
analyze transverzalnich fezt holenni kosti se budeme vénovat v dalsi fazi nasi prace. Dalsi
vyhodou nové metody je jeji spolehlivost, kterou jsme testovali pomoci intraindividudlni

chyby méfeni CSG parametri (viz Material a metody).

Vzhledem ktomu, Ze jsme zavadéli novou metodu histologického barveni a
zobrazeni preparatt, testovali jsme kazdy krok v postupu prace. V prvni fazi, pfi odebirani
transverzalniho fezu holenni kosti pomoci pily S diamantovym kotoucem, jsme fesili jakym
zpusobem zajistit optimalni, nepoSkozeny fez holenni kosti. Kost nebyla zalita v zadném
médiu a praci nam ztéZzovala také mala velikost preparatd. Pilu jsme proto upravili a
pfizpusobili k praci s nas§imi vzorky. Upevnéni kosti do pily jsme upravili tak, aby byla
kost pevné fixovana a pii fezdni se nepohnula a aby se zaroven nepoSkodila tlakem
fixacniho zafizeni. Optimalizovali jsme také rychlost otacek pily. V této fazi prace jsme ale
nenasli zplsob, jakym preparaty orientovat, tj. oznalit na prifezu piedozadni (A-P) a
mediolateralni (M-L) rovinu tak, aby oznaceni zlstalo na preparatu az do kone¢né faze
zobrazeni v programu Imagel. Vzhledem ktomu, Ze pro naSi praci nebyla orientace
preparatu stéZejni, pokraCovali jsme bez oznafeni rovin. U brouseni transverzalniho
prufezu kosti brusnym papirem se ukazala jako nejlepsi metoda manualni. Z davodu velmi
malé velikosti preparati se pii brouSeni neosvédCily zadné pomucky a nastroje,

nejpresnéjsi a nejcitlivejsi ztstala pro brouseni lidska ruka. Postup barveni histologickych
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preparatl jsme také testovali a nakonec uzpiisobili dobu barveni preparatim tak, aby byla
mozna nejen analyza CSG, ale i pozd¢jsi analyza lakuno-kanalikuldrniho systému kosti.
Skenovani preparati v konfokalnim mikroskopu ptfedchazelo testovani nastavitelnych
parametri mikroskopu. Parametry nastaveni, které se ukazaly pro na$i analyzu jako
nejlepsi, jsme potom pouzili pro skenovani vSech vzorkii. Obrazovym vystupem
z konfokalniho mikroskopu bylo pro kazdy fez asi 50 skent ve tfech barevnych kanalech.
Testovali jsme, zda se budou lisit vysledky parametri CSG skent ze zaéatku, stfedu a
konce prafezu a zda vysledky ovlivni volba barevného kanalu. Vysledky CSG nebyly u
testovanych skentu statisticky vyznamné. Nebylo proto podstatné, jaky sken z prifezu a
jaky barevny kanal pro analyzu CSG zvolime. Pro analyzu geometrickych parametri
prifezu jsme v programu ImageJ vytvofili vlastni makro. Pro analyzu CSG parametrt bylo
na skenu potieba ruéné vymezit periostalni a endostealni hranici kosti. Analyzu
v programu ImageJ provadéla pouze jedna osoba. Spolehlivost méfeni jsme zjistili pomoci
testu intraindividualni chyby dle studie Sladek et al. (Sladek et al., submitted). U deseti
jedinct jsme osmkrat métili celkovou plochu priifezu a polarni moment plochy prifezu.
Z vysledku testu intraindividualni chyby vyplyva, Ze postup analyzy CSG parametri neni
zatizen vyS$$i nez akceptovatelnou chybou méfeni (viz Material a metody). Dal$im krokem
prace byla analyza parametri CSG naskenovanych preparati. Vysledky byly rozd€leny do
dvou celki: (a) vysledky télesnych parametr; (b) vysledky CSG holenni kosti.

Z vysledku télesnych parametru jedincd typu Lurcher a kontrolni skupiny vyplyva,
ze rozdily ve hmotnosti jedince a v biomechanické délce holenni kosti nejsou statisticky
vyznamné. Ve vysledcich jsme upozornili na nestejny velikostni efekt télesnych parametri.
Jedinci typu Lurcher méli o tfi procenta vétsi hmotnost a zaroven byla jejich
biomechanicka délka holenni kosti o jedno procento mens$i. Z piedchozich studii, ve
kterych se vychdzelo z antropometrickych méfeni ¢lovéka, je ziejmé, Ze hmotnost by méla
mit linearni vztah k vysce jedince (Kemsley et al., 1962). Vzhledem Kk tomu, ze vyska
jedince by méla pozitivné korelovat s délkou holenni kosti (Ruff, 2000; 2002), mél by byt
vztah 1 mezi hmotnosti jedince a délkou holenni kosti linearni. Protoze u vétSiny savci je
délka kosti koncetin pfiblizné proporcionalni k hmotnosti (Alexander et al., 1979),
muizeme u mysi predpokladat stejny efekt, i kdyz se jednd o kvadrupedni Zivo€ichy, u
kterych se vySkovy parametr nepouziva. Vysvétlenim naSich rozdilnych vysledka by

mohla byt mala velikost souboru. Pro dalsi praci proto planujeme rozSifeni souboru
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jedincti. Zajimava je také distribuce hodnot biomechanické délky holenni kosti vztazenych
k hmotnosti jedince. Na Grafu 3 je patrné rozdéleni hodnot kontroly do dvou pomysinych
skupin. RozloZeni hodnot hmotnosti je ale dle Grafu 1 u jedinctu typu Lurcher i kontroly
symetrické. Netypické rozdéleni hodnot hmotnosti jedinct kontrolni skupiny je
pravdépodobné zpiusobeno nehomogenitou ndhodného vybéru jedincti a malou velikosti

souboru.

Vysledky parametri plochy CSG (celkova plocha priifezu a plocha hutné kostni
tkan¢) neprokazaly signifikantni rozdil mezi jedinci typu Lurcher a kontrolni skupinou.
Parametry plochy prufezu byly standardizovany hmotnosti jedince. Na Grafu 4 a 5 je také
patrné rozdéleni jedincti kontroly do dvou skupin dle hodnot hmotnosti na ose x, jak jsme
jiz zminili vySe. Jedinci typu Lurcher a kontrolni skupina méli podobné mnozstvi hutné
kostni tkan¢ vztazené k celkové plose prufezu a hmotnosti jedince. Nepotvrdil se tedy nas
ptedpoklad o vlivu motorické poruchy na parametry plochy CSG, kde by napf. sniZeni
svalové funkce u jedincu typu Lurcher zptsobilo mens$i plochu hutné kostni tkané na

prafezu holenni kosti.

Z vysledkt analyz kvadratickych momentt plochy prifezu (J, Imax, Imin) @ indexu
cirkularity (Imax/lmin) je patrné, ze rozdily mezi jedinci skupiny Lurcher a kontroly nebyly
statisticky vyznamné. Vysledky nepotvrzuji nas pfedpoklad, Ze motoricka porucha zpiisobi
signifikantni zmenSeni hodnot poldrniho kvadratického momentu plochy prifezu (tj.
celkové ohybové/torzni robusticity) a ze nasledkem nesmérovosti zatéze jedinci typu
Lurcher, bude hodnota Inax a cirkularita prafezu signifikantné mensi. Nabizi se zde otazka,
zda byly projevy motorické poruchy natolik vyznamné, aby ovlivnily geometrické
parametry prafezu holenni kosti. Projevy motorické poruchy jsme testovali pomoci

motorickych testa.

Motoricka porucha je u jedinci typu Lurcher zpiisobena projevy mozeckové ataxie.
Projevy motorické poruchy se za¢inaji objevovat kratce po narozeni a pln¢ se manifestuji
ve tiech mésicich Zivota. V nasi studii bylo stafi jedinc devét meésicti, jednalo se tedy o
dospélé jedince, u kterych se motoricka porucha mohla pIn¢ projevit a zptsobit tak zmény
vV rozlozeni hutné kostni tkan€. K ovlivnéni motoriky doslo neinvazivn€. Neinvazivné
navozené zmény v motorickych vlastnostech jedince typu Lurcher nam umoznily sledovat
vliv_ motoriky na rozlozeni hutné kostni tkané prufezu kosti, aniz bychom zplsobem

experimentu zasahli do adaptacnich procest kosti.
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Vysledky motorickych testi ukéazaly signifikantni rozdily mezi jedinci typu Lurcher
a kontrolni skupinou (hrazda, rotarod, hybnost). Silovy test na hrazd¢ by mél vypovidat o
schopnosti jedince aktivné zapojit svalové skupiny na piedni konceting. U jedinct skupiny
Lurcher byl naméfen signifikantné kratsi ¢as, po ktery se na hrazdé udrzeli. To by mohlo
byt zpisobeno zménami V sile a koordinaci svalovych skupin (projevy mozeckové ataxie).
MozeCkova ataxie muze zpusobit u jedinct typu Lurcher zmény ve struktufe svalu
(Hartmann et al., 2001). Ve studii Hartmann et al. (2001) se u jedinct typu Lurcher
ukazala redukce myozinu ve svalech, ktera by mohla zpusobit jejich oslabeni. Vzhledem
ktomu, Ze tah svali vytvaii mechanickou zatéz, ktera pusobi na kost (Pearson and
Lieberman, 2004), piedpokladali jsme, Ze se mensi sila svali projevi na parametrech CSG.
Dle modelu funkéni adaptace kosti (Ruff, 2007) by se snizena svalova aktivita u jedinct
hmoty (axialni a torzni robusticity). Jak jiz bylo zminéno, pfestoze byly v nasi praci
hodnoty CA, TA a J u jedinct typu Lurcher mensi nez u kontrolni skupiny, neprokazali
jsme signifikantni rozdil a tim také nepotvrdili na$ ptivodni pfedpoklad. Primérna hodnota

CA, TA aJbyla u obou skupin podobna.

Dal$im motorickym testem, ve kterém se ukézal signifikantni rozdil mezi jedinci
skupiny Lurcher a kontrolni skupinou, byl rotarod a hybnost (Open field). Oba tyto testy
vypovidaji o snizené schopnosti koordinace pohybu u jedinct typu Lurcher. Vétsi hybnost
Vv otevieném poli je u téchto jedincl navic jeSté dana tiesem a lateropulzi. Predpokladali
jsme, ze se tato nesmérovost pohybil jedincl typu Lurcher projevi na hodnotach Imax a
cirkularit¢ prufezu (lmax/Imin) holenni kosti. Podle naSeho piedpokladu by méla byt u
jedinc typu Lurcher signifikantné niz$i hodnota Ima @ indexu cirkularity. Nicméng,
vysledky CSG holenni kosti tento pfedpoklad nepotvrdily. Jedinci typu Lurcher a kontrolni

skupina méli podobné hodnoty Imax 1 hodnoty cirkularity priifezu.

Miuizeme tedy shrnout, Ze i1 kdyZz se ukdazaly statisticky vyznamné rozdily
v motorickych vlastnostech mezi jedinci typu Lurcher a kontrolni skupinou, nezptisobily
tyto rozdily takové zmény V ptisobeni mechanickych sil, které by vedly ke statisticky

vyznamnym zmé&nam Ve vlastnostech CSG.

Otazkou zistava, pro¢ se statisticky vyznamné zmény v motorickych vlastnostech u
jedinct typu Lurcher neprojevily v rozlozeni hutné kostni tkané na transverzalnim prufezu

holenni kosti. Jednim z diivodi by mohla byt mala velikost souboru, u kterého se rozdily v
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CSG nemusely vyznamné projevit. Pro dalsi praci proto pocitime s rozsifenim souboru

jedinct.

DalSim moznym vysvétlenim je plisobeni mechanické zatéze na rozlozeni hutné
kostni tkan¢ az po piekroceni urcitého prahu. Vzhledem k tomu, ze adaptace kosti na
mechanickou zatéz je s velkou pravdépodobnosti reakci na velikost plisobici deformace,
mohlo by se jednat o deformacni prahové hodnoty. Pfitomnost deformaénich prahovych
hodnot, které¢ vyvolaji proces remodelace byla popsana jiz v teorii mechanostatu (Frost,
1987). Zmény v rozlozeni hutné kostni tkan¢ prufezu by se tedy ukazaly aZ po prekroceni
deformacnich prahovych hodnot. Testovani prahovych hodnot a velikosti ptsobici
deformace je vsSak obtizné a vétSinou vyzaduje invazivni zasah do organismu jedince.
Studie, ve kterych jsou adaptacni mechanismy kosti zkoumany neinvazivné, vétSinou
vyuzivaji pasobeni nefyziologické zatéze o znamé velikosti (Robling et al., 2002; De
Souza et al., 2005). Bylo by proto ponékud sporné aplikovat ziskané poznatky na jedince
snormalni fyziologickou zatézi. Pro vypocéet deformacnich sil zplsobenych normalni
fyziologickou zatézi jedince se vyuziva piimé méteni deformace in vivo (Demes et al.,
2001; Lieberman et al., 2004). Na kost jedince je chirurgicky pfipevnéno zafizeni métici
velikost deformace. Jak jsme jiz upozornili, problémem by mohla byt invazivita

experimentu, ktera muze nepiimo ovlivnit adapta¢ni mechanismy kosti.

Pfitomnost prahovych hodnot bychom u jedinci typu Lurcher a kontroly mohli
testovat zvySenim fyzické aktivity jedincl. Neméli bychom piesnd data o velikosti
pusobicich sil a deformace, ale vyhnuli bychom se invazivnim zasahim a pisobeni
nefyziologické zatéze na kost. Pokud by se ukazaly zmény v CSG mezi jedinci typu
Lurcher a kontrolni skupinou po zvySeni aktivity, podpofilo by to teorii piitomnosti
prahovych hodnot. Pfedpokladali bychom, ze se zméni zejména CSG parametry jedinch
kontrolni skupiny s normalni motorikou, kteti by tak vyuzili svlj zbyly pohybovy
potencial (Graf 10). Vlivem zvySené aktivity, by se mohl u kontrolnich jedinct projevit
ptevazujici pohyb v pfedozadnim sméru na parametrech CSG. U jedincu typu Lurcher
bychom naopak vyznamné zmény v CSG ve srovnani s pfedchozimi vysledky jiz

neocekavali.

Pfitomnost prahovych hodnot by také mohla vysvétlovat, pro¢ se pii testovani
funk¢ni adaptace kosti ukazuji signifikantni rozdily v parametrech CSG napt. u sportovc

(Sone et al., 2006; Wilks et al., 2009), ¢i jedinci s nefyziologickou zatézi koncetin
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(Rittweger et al., 2010). Na rozdil od dalSich studii, zkoumajicich napt. rozdily CSG
parametrl mezi skupinami s riiznou strategii obzivy, kde se statisticky vyznamné rozdily
neobjevily (Bridges, 1989; Sladek et al., 2006 a). Pokud by se tedy zmény v CSG
parametrech projevily az po ptekroCeni urcitych prahovych hodnot, bylo by ponékud
obtizné srovnavat a interpretovat vysledky analyz soubortu jedincti S normalni fyzickou
aktivitou. Znamenalo by to napftiklad, ze bychom v bioarcheologickych studiich nebyli
schopni podle parametri CSG analyzovat rozdily v chovani vychazejici ze strategie
obzivy, protoze by se tyto rozdily u jedinct s normalni fyzickou aktivitou nemusely na
morfologii kosti vliibec projevit. Pro objasnéni tohoto rozporu ale bude potieba dalSich

analyz a testovani zptisobu adaptace kosti na mechanickou zatéz.

Dalsim faktorem, ktery mohl ovlivnit vysledky nasi prace, by mohla byt volba
dlouhé kosti, kterou jsme pro analyzu CSG zvolili, tj. holenni kost. I kdyZ se holenni kost
pro testovani adaptace kosti na mechanickou zatéz Casto vyuziva (Fritton et al., 2005; De
Souza et al., 2005), je mozné, ze by se motoricka porucha jedinct typu Lurcher mohla
projevit vice na dlouhych kostech pfedni koncetiny. Piedni koncetina nese mensi cast
hmotnosti jedince nez holenni kost a pfi nékterych béZznych aktivitich jedince (napf.
¢isténi) je zatizena hmotnosti minimalné, tfes by se proto na kosti ptedni konéetiny mohl
projevit vice. Vzhledem k tomu, ze jsme odebirali vS§echny dlouhé kosti souboru jedinct,

planujeme do budoucna také analyzu CSG humeru.

Jak jiz bylo zminéno, vychézeli jsme v nasi préci z toho, ze proces adaptace kosti je
fizen lokalnimi faktory (pisobenim mechanickych sil a momentll). Vysledky analyz vSak
neprokazaly plsobeni lokalnich faktorii na adaptacni mechanismy holenni kosti, ¢imzZ se

na$ puvodni piedpoklad nepotvrdil.

Vliv systémovych faktori na adaptaci kosti jsme se snazili kontrolovat volbou
souboru, vybérem dlouhé kosti a lokalizaci prifezu kosti. Abychom eliminovali pisobeni
systémovych reparaénich mechanismi Kkosti (napt. hojeni zprostfedkované imunitnim
systémem po invazivnim zasahu, ¢i pisobeni nefyziologické zatéze), zvolili jsme model
neinvazivniho ovlivnéni motoriky. U jedinct typu Lurcher se za¢ind motoricka porucha
manifestovat kratce po narozeni, K ovlivnéni motoriky neni tedy tieba zadného invazivniho
zasahu. Dal§im systémovym faktorem, ktery mohl ovlivnit adaptaci kosti na mechanickou
zatéz, byl vék a pohlavi jedincti souboru. Mechanicka zatéz pravdépodobné zpisobuje
vetsi (re)modelaci kosti u nedospélych jedinct, nez u jedinct dospélych (Turner and
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Robling, 2003). V nasem souboru bylo proto stafi a pohlavi u v§ech jedinct stejné, jednalo
se o dospélé samce. Nejveétsi neznamou je pro antropology vliv genetickych faktord na
adapta¢ni mechanismy kosti. Ve studii jsme jako animalni model pouzili mysi inbredniho
kmene B6CBA. Inbredni kmen je skupina genotypové stejnych zvifat vznikla
ptibuzenskym kiizenim, mél by se tedy omezit vliv genetickych faktorti na vysledky CSG.
Vzhledem Kk tomu, ze rizné kosti i ¢asti kosti mohou reagovat na mechanickou zatéz
odli$ng, odebirali jsme transverzalni fezy u vSech jedinc v 50 % biomechanické délky
holenni kosti. Tim bychom méli opét omezit vliv systémovych faktori na adaptacni
mechanismy kosti. Limitem by vSak mohl byt vliv geneticky podminéné motorické
poruchy na funk¢ni adaptaci kosti, ktery zatim neni zndm. Vzhledem k tomu, ze se ale
vysledky CSG jedinci typu Lurcher a Kkontrolni skupiny vyznamné nelisily,
neptedpokladame vliv genetickych faktort na morfologii kosti u jedinct typu Lurcher. Lze
tedy shrnout, Ze ackoli se pisobeni systémovych faktorti neda vyloucit a do jisté miry by se
s nim mélo pocitat, vV nasi praci by mélo byt pusobeni systémovych faktortt omezeno (viz

vyse).

Jak jsme jiz upozornili, je testovani funkéni adaptace kosti u jedincd s normalni
fyzickou aktivitou obtizné. Ptestoze se ve vysledcich nepotvrdilo pasobeni lokalnich
faktord na adaptaci kosti, pravdépodobné se jedna spiSe o nasledek zptisobu provedeni
experimentu. Z davodu, které jsme zminili vyse, by se lokalni faktory mohly projevit napf.
po zvySeni aktivity zkoumanych jedincii. ZnaSich vysledkd vSak nelze prokazat ani
vyloucit pisobeni lokalnich a systémovych faktord na adaptacni mechanismy kosti. Pro
testovani zpusobu adaptace kosti na mechanickou zatéz bude tedy potieba dalSich analyz.
V dalsi praci bychom se chtéli vénovat histologické analyze lakuno-kanalikularniho
systému transverzalniho prifezu kosti a zptsobu jakym by mohla tuto porozitu ovlivnit
mechanicka zatéz. Chtéli bychom se soustfedit na otazku anizotropie a nehomogenity
mikrostruktury kosti a také na ovlivnéni mikrostruktury motorickou poruchou jedinci typu

Lurcher.

Zpusob provedeni experimentu nedovoloval testovat adaptaci kosti na mechanickou
zatéz na Cloveéku. I kdyZ experimenty probihaly na mySim modelu, mohou mit poznatky
pfinos i pro vyzkumy mobility a manipulativniho chovani minulych populaci ¢loveka, ale 1
dal§ich témat antropologie, ¢i lékafstvi a evolucni biologie. Cilem experimentalnich

vyzkuma je vytvofit vhodny model, ktery by umozZnil testovat adaptaci kosti na
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mechanickou zatéz (Ruff et al., 2006) a nasledn¢ tyto informace aplikovat na vyzkum

adapta¢nich mechanismi kosti u ¢lovéka.

K ¢astym otazkam v souvislosti s adaptaci kosti na mechanickou zat€z minulych i
soucasnych populaci patii napt. evoluce lokomocniho chovéni, zmény ve struktuie kosti
béhem ristu a vyvoje, nebo vliv strategie obzivy na chovani atd. (Ruff and Hayes, 1983;
Ruff et al., 1984, 1993, 1994; Trinkaus et al., 1999, 2002; Sladek et al., 2006 a, 2006 b,
2007). Antropologové se velmi casto vénuji otdzce projevi chovani vychazejicich
Z konkrétni strategie obzivy minulych populaci. Z tohoto hlediska se vyzkumy
biomechanickych vlastnosti kosti soustiedi na charakteristické skupiny, jako jsou lovci-
sbéraci, pastevci, nebo zemédélei. Znalosti z experimentalnich studii mohou vyznamné
prispét ke spravné interpretaci analyz kosternich naleziti minulych populaci. Také v dalsich
odvétvich antropologie jsou informace o adaptaci na mechanickou zatéZz podstatné. Napf.
ve forenzni antropologii je dillezitd spravnd interpretace kosterniho materidlu pro potieby
identifikace nalezt. Testovani zplisobu adaptace na mechanickou zatéz je dualezité také pro
1ékatské obory, napt. traumatologii, ortopedii, endokrinologii, sportovni I€kafstvi atd.
(Frost, 2001). Klinické vyzkumy soucasnych populaci vyuzivaji vlastnosti morfologie
kosti napf. k odhadu vlivu specifické aktivity (Haapasalo et al., 1996; Wilks et al., 2009;
Rittweger et al., 2010), ¢i vlivu systémovych faktorti jako napf. vék, pohlavi, hormonalni
stav a genetické faktory (Rauch et al., 1999; Bouxsein and Karasik, 2006; Sone et al.,
2006; Tommasini et al., 2007; Wetzsteon et al., 2009). Experimentalni testovani zpasobu,
jakym se kost adaptuje na mechanickou zatéz, je tedy dulezité nejen pro antropologii, ale 1
pro mnoho dalsich obort (viz vySe). V antropologii mohou vést vysledky této prace

K novym moznostem testovani parametrd hutné kostni tkané.
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Zavér

Biomechanickd analyza transverzalniho prafezu odebraného v 50 % BML téla
holenni kosti neprokazala signifikantni rozdily v parametrech CSG mezi jedinci
s motorickou poruchou (typ Lurcher) a jedinci s normalni motorikou (kontrolni skupina).
Motoricka porucha se sice projevila vyznamnymi zménami V motorickych vlastnostech
jedinct typu Lurcher, tyto zmény vSak nezpusobily signifikantni rozdily Vv pusobeni
mechanické zatéze na télo holenni kosti. Vysledky indexu cirkularity neprokazaly
signifikantni rozdil ve tvaru prufezu holenni kosti jedinct typu Lurcher, u nichz jsme
pfedpokladali zmény zplsobené nesmérovou zatézi koncetiny, a kontrolni skupiny
s pievazujici zatézi v predozadnim sméru. Ani dal$i parametry CSG (TA, CA, Imax, Imin, J)
se mezi jedinci typu Lurcher a kontrolni skupinou signifikantné nelisily. Z vysledktit CSG
parametri nemtzeme potvrdit pusobeni lokalnich faktord tremoru, astenie,
adiadochokineze, dysmetrie nebo lokomoc¢ni lateropulze na biomechanickou adaptaci
kosti. Ptestoze experiment probihal na my$im modelu, mohou vysledky této prace prispét
k dal$im moznostem testovani parametrti hutné kostni tkané. Ziskané poznatky o zptisobu
adaptace kosti na mechanickou zatéz pak mohou byt vyuzity nejen v antropologii, ale i

v dalSich oborech.
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Prilohy: Tabulky

Tab. 1: Testy motorickych vlastnosti jedincti typu Lurcher a kontroly.

Tab. 2: Test intraobservacni chyby prvého az osmého opakovaného méteni (1-8) hodnoty

celkové plochy prifezu (TA) u deseti testovanych jedincu.

Tab. 3: Test intraobservacni chyby prvého az osmého opakovaného méteni (1-8) hodnoty

polarniho momentu plochy prifezu (J) u deseti testovanych jedinct.

Tab. 4: Primér a SD hodnoty u hmotnosti, biomechanické délky a parametria CSG jedincti

typu Lurcher a kontroly.
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Tab. 1: Testy motorickych vlastnosti jedinct typu Lurcher a kontroly®

Parametr Lurcher Kontrola P-value
Hrazda [s] 23,67 41,08 0,005**
Rotarod [s] 3,67 54,78 0,0003***
Open field dréha [cm] 1047,19 1012,12 0,967
Open field pohyb [s] 154,80 140,03 0,775

Open field hybnost [s] 2,52 0,20 0,006**
Open field rychlost [cm/s] 7,43 7,19 0,596

! Data ptevzata z dosud nepublikovanych vysledki (GAUK 408911; fesitel J. Tima).
2 P-value dle Mann-Whitney testu; ** p < 0,01; ***p < 0,001.
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Tab. 2: Test intraobservacni chyby prvého az osmého opakovaného méfeni (1-8)* hodnoty celkové plochy priifezu (TA) u deseti testovanych
jedinct

Jedinec TA[mm? 1-8[mm? 2-8[mm? 3-8[mm? 4-8[mm’ 58[mm’] 6-8[mm’  7-8[mm?

1 1,357 -0,0338 -0,0331 -0,0291 -0,0291 -0,0303 -0,0045 -0,0020
2 1,273 0,0136 0,0007 0,0049 0,0175 0,0109 0,0085 0,0051
3 1,271 0,0004 -0,0079 -0,0001 0,0091 -0,0029 0,0057 0,0033
4 1,134 -0,0094 -0,0138 -0,0029 0,0063 -0,0018 -0,0024 -0,0001
5 1,276 -0,0038 0,0051 0,0016 -0,0024 0,0085 -0,0003 0,0157
6 1,206 -0,0174 -0,0067 0,0020 -0,0002 0,0001 -0,0077 0,0031
7 1,282 0,0255 0,0189 0,0306 0,0101 0,0302 0,0092 0,0094
8 1,050 0,0158 0,0113 0,0209 0,0103 0,0086 0,0113 0,0091
9 1,235 0,1546 0,0171 0,0095 0,0083 0,0121 0,0080 0,0218
10 1,128 -0,0345 -0,0470 0,0107 -0,0048 0,0176 0,0287 0,0178
MD? 0,0111 -0,0055 0,0048 0,0025 0,0053 0,0056 0,0083
MAD? 0,0309 0,0162 0,0112 0,0098 0,0123 0,0086 0,0087
95% LA’ -0,090; 0,112 -0,045; 0,034 -0,025; 0,034 -0,022; 0,027 -0,024; 0,035 -0,014; 0,025 -0,006; 0,023

11-8: 1. az 7. m&feni hodnoty J jsme srovnavali s hodnotou 8. mé&feni. Osmé méfeni jsme zvolili jako referenéni tidaj (detaily jsou v metodach).
2MD (mean difference): Primérna odchylka mezi jednotlivymi méfenimi (Sladek et al., 2010; detaily vypoctu jsou v metodach).

*MAD (mean absolute difference): Absolutni primérna odchylka mezi jednotlivymi méfenimi (Sladek et al., 2010; detaily vypoétu jsou metodach).
*95% LA (limits of agreement): Horni a dolni 95% limity shody pro MD (Bland and Altman, 1986; detaily vypo&tu jsou v metodach).
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Tab. 3: Test intraobservacni chyby prvého az osmého opakovaného méfeni (1-8)* hodnoty polarniho momentu plochy priifezu (J) u deseti
testovanych jedinct

Jedinec J[mm*] 1-8[mm*] 2-8[mm* 3-8[mm* 48[mm* 58[mm‘] 6-8[mm*]  7-8[mm’]

1 1,357 -0,0155 -0,0145 -0,0138 -0,0133 -0,0138 -0,0017 -0,0016
2 1,273 0,0070 0,0012 0,0030 0,0083 0,0057 0,0047 0,0029
3 1,271 -0,0002 -0,0042 0,0004 0,0042 -0,0010 0,0030 0,0021
4 1,134 -0,0029 -0,0045 -0,0001 0,0036 -0,0007 0,0003 0,0008
5 1,276 -0,0042 0,0016 0,0002 -0,0023 0,0018 0,0002 0,0064
6 1,206 -0,0075 -0,0030 0,0007 -0,0002 -0,0001 -0,0040 0,0011
7 1,282 0,0087 0,0056 0,0117 0,0020 0,0095 0,0018 0,0030
8 1,050 0,0056 0,0042 0,0068 0,0039 0,0030 0,0042 0,0030
9 1,235 0,0083 0,0076 0,0052 0,0049 0,0060 0,0046 0,0103
10 1,128 -0,0148 -0,0194 0,0035 -0,0021 0,0070 0,0110 0,0061
MD? -0,0016 -0,0025 0,0018 0,0009 0,0017 0,0024 0,0034
MAD? 0,0075 0,0066 0,0045 0,0044 0,0049 0,0036 0,0037
95% LA’ -0,018; 0,015 -0,019; 0,014 -0,011;0,014 -0,010;0,012 -0,010; 0,012 -0,005;0,010 -0,003; 0,010

11-8: 1. az 7. m&feni hodnoty J jsme srovnavali s hodnotou 8. mé&feni. Osmé méfeni jsme zvolili jako referenéni udaj (detaily jsou v metodach).
2MD (mean difference): Primérna odchylka mezi jednotlivymi méfenimi (Sladek et al., 2010; detaily vypoétu jsou v metodach).

*MAD (mean absolute difference): Absolutni primérna odchylka mezi jednotlivymi méfenimi (Sladek et al., 2010; detaily vypoétu jsou v metodach).
*95% LA (limits of agreement): Horni a dolni 95% limity shody pro MD (Bland and Altman, 1986; detaily vypo&tu jsou v metodach).
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Tab. 4: Primér a SD hodnoty u hmotnosti, biomechanické délky a parametri CSG jedinct

typu Lurcher a kontroly

Parametr’ Lurcher (n=10)  Kontrola (n =10)  P-value?
Hmotnost [g] 28,70 + 0,241 27,95 + 0,380 0,68
BML [mm] 17,49 £ 0,233 17,64 = 0,021 0,33
TA 1,187 £ 0,011 1,232 + 0,008 0,37
CA 0,752 + 0,006 0,775 + 0,006 0,52
Imax 0,116 + 0,002 0,123 £0,002 0,55
Imin 0,089 + 0,001 0,096 + 0,001 0,27
J 0,205 + 0,003 0,219 + 0,003 0,41
TA adj. 0,0418 + 0,0003 0,0449 + 0,0006 0,27
CA adj. 0,0265 + 0,0002 0,0283 + 0,0004 0,38
Imax adj. 0,00023 + 0,000004 0,00025 £ 0,000004 0,34
Imin adj. 0,00018 + 0,000002 0,00020 + 0,000004 0,22
J adj. 0,00041 + 0,000006 0,00045 + 0,000008 0,27
Imax/ Imin 1,303 +£0,013 1,273 + 0,009 0,65

! BML, biomechanické délka; TA, celkova plocha prifezu; CA, plocha hutné kostni tkang;
Imax, maximalni kvadratické momenty plochy prifezu; Imjn, minimalni kvadratické
momenty plochy prafezu; J, polarni kvadraticky moment ploch;/ priufezu. Délka tibie je
vyjadiena v mm, hmotnost je v g, plosné parametry jsou v mm® a kvadratické momenty
vmm®*. Plochy prifezu jsou standardizovany hmotnosti, kvadratické momenty jsou
standardizovany sou¢inem hmotnosti a biomechanické délky kosti.

2 P-value dle dvouvyb&rového t-testu.
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Prilohy: Grafy

Graf 1: Hmotnost jedinct skupiny Lurcher a kontroly.

Graf 2: Biomechanicka délka (BML) tibie skupiny Lurcher a kontroly.
Graf 3: Biomechanicka délka (BML) tibie vztazena ke hmotnosti jedince.
Graf 4: Celkova plocha prifezu (TA) vztazena ke hmotnosti jedince.
Graf 5: Plocha hutné kostni tkan¢ (CA) vztazena ke hmotnosti jedince.

Graf 6: Polarni kvadraticky moment plochy prifezu (J) tibie vztazeny k soué¢inu hmotnosti
a biomechanické délky (BML) tibie.

Graf 7: Maximalni kvadratické momenty plochy prifezu (Imax) tibie vztazené k

sou¢inu hmotnosti a biomechanické délky (BML) tibie.

Graf 8: Minimalni kvadratické momenty plochy prifezu (Imin) tibie vztazené k

sou¢inu hmotnosti a biomechanické délky (BML) tibie.

Graf 9: Maximalni kvadratické momenty plochy prifezu (Inax) tibie vztazené

k minimalnim kvadratickym momentim plochy prifezu (Imin).

Graf 10: DosaZena uroven a potencial fyzické aktivity jedinct ovliviiujici parametry CSG.
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Graf 1: Hmotnost jedinct skupiny Lurcher a kontroly.
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Graf 2: Biomechanicka délka (BML) tibie skupiny Lurcher a kontroly.
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Graf 3: Biomechanicka délka (BML) tibie vztaZzena ke hmotnosti jedince. V grafu je

vynesena redukovand hlavni osa (RMA) a vyjadfena hodnota pravdépodobnosti (P)

Fisherova exaktniho testu.
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Graf 4: Celkova plocha prifezu (TA) vztazena ke hmotnosti jedince. Popis je u Grafu 3.
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Graf 5: Plocha hutné kostni tkané (CA) vztazena ke hmotnosti jedince.
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Graf 6: Polarni kvadraticky moment plochy prifezu (J) tibie vztazeny k soué¢inu hmotnosti

a biomechanické délky (BML) tibie. Popis je u Grafu 3.
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Graf 7: Maximalni kvadratické momenty plochy prifezu (Imax) tibie vztazené k

sou¢inu hmotnosti a biomechanické délky (BML) tibie. Popis je u Grafu 3.
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Graf 8: Minimalni kvadratické momenty plochy prifezu (Imin) tibie vztazené k

sou¢inu hmotnosti a biomechanické délky (BML) tibie. Popis je u Grafu 3.
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Graf 10: Dosazena Groven a potencial intenzity fyzické aktivity jedinct ovliviujici

parametry CSG.
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Prilohy: Obrazky
Obr. 1: Transverzalni prifez téla tibie.
Obr. 2: Struktura lakuno-kanalikularni porozity hutné kostni tkdné u mysi.

Obr. 3: Napétoveé-deformacni kiivka (upraveno podle Nordin and Frankel, 2001).

Obr. 4: Model jednoduché zpétné vazby funkcéni adaptace kosti (upraveno podle Ruff et al.,
2006; Lanyon, 1982).

Obr. 5: Typy zatéze pusobici na kost (upraveno podle Nordin and Frankel, 1980).

Obr. 6: Zmény ve tvaru transverzalniho prifezu téla femuru zptisobené prechodem

k zemé&dé€lstvi na pobiezi Georgie, USA (upraveno podle Ruff et al., 1984).
Obr. 7: Tibie — transverzalni prifez byl veden v 50 % biomechanické délky kosti.
Obr. 8: Pila s diamantovym kotouc¢em Isomet 1000 (Buehler Ltd.).

Obr. 9: CSG analyza v programu ImageJ.
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Plocha hutné kostni tkané (CA) Drenovadutina

Obr. 1: Transverzalni priifez téla tibie, oznacena je plocha hutné kostni tkané a dieiiové

dutiny.
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odstupujici kanalky

Obr. 2: Struktura lakuno-kanalikularni porozity hutné kostni tkané u mysi.
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Obr. 3: Napétové-deformacni kiivka (upraveno podle Nordin and Frankel, 2001)
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Obr. 4: Model jednoduché zpétné vazby funkéni adaptace kosti (upraveno podle Lanyon,
1982; Ruff et al., 2006).
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Obr. 5: Typy zatéze pusobici na kost (upraveno podle Nordin and Frankel, 1980).
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Obr. 6: Zmény ve tvaru transverzalniho prifezu téla femuru zpiisobené piechodem

k zemé&délstvi na pobiezi Georgie, USA (upraveno podle Ruff et al., 1984).
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Obr. 7: Tibie — transverzalni prifez byl veden v 50 % biomechanické délky kosti.
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Obr. 8: Pila s diamantovym kotouc¢em Isomet 1000 (Buehler Ltd.).
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Obr. 9: CSG analyza v programu ImageJ (zlut¢ je oznacena periostdlni a endostalni
hranice, osy udavaji oblast Inax @ Imin, které znazorfiuji oblasti fezu nejvice a nejméné

odolné v ohybu).
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