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ABSTRACT

PURPOSE OF THE STUDY

Aseptic loosening of implants is the main complication affecting the longevity of joint prostheses. The highest proportion
of loosening occurs due to osteolysis produced by the presence of ultra-high molecular weight polyethylene (UHMWPE)
wear particles smaller than 1 um. These can be identified by microscopic, spectroscopic or light-scattering methods. Here
we describe our method for counting wear particles, based on the principle of light scattering.

MATERIAL AND METHODS

Between 2002 and 2004, we collected samples of polyethylene granuloma in 19 patients who underwent revision total
hip arthroplasty (THA) for aseptic loosening. The samples were obtained from strictly defined areas corresponding to the
radiographic presentation of periprosthetic zones describes by Gruen and DeLee in THA.

The frozen samples were lyophilized and subjected to delipidation and hydrolyzation procedures in 65 % HNO,. The top
part of solution containing wear particles was blended with isopropanol, and the mixture was filtered through a 10-p.m poly-
carbon membrane. Subsequently, the filtrate was filtered through a 0.1-pm membrane. Membranes with trapped particles,
0.1 to 1.0 wm in size, were sent for particle characterization and quantification.

The number of wear particles was measured by the method based on light scattering with calibration (LSC), using a Beck-
man Coulter LS230 analyzer that can express particle size distribution in a given volume in percent. The method was based
on the fact that each particle reflects rays that can be measured. The medium measured contained an unknown number
of UHMWPE particles and a known number of calibration glass beads varying in size. The number of UHMWPE particles
was calculated from the known number of calibration beads.

RESULTS

Because the collected samples were also used to develop the method, comprehensive data was obtained in six patients
only.

Particle distribution recorded in the periprosthetic zones in THA varied greatly; up to a five-fold difference in particle con-
centration was observed between the zones. In five of the six patients, the highest particle concentration was found in zone .

DISCUSSION

Seeking a method that would be exact, quick and cheap and would eliminate particle aggregation remains the subject
of study for researchers cooperating with clinical practice. At present methods based on weighing isolated particles are
used most frequently. We developed the LSC method that, for quantification, utilizes the ability of particles to disperse light,
and allows us to calculate the real numbers of UHMWPE wear particles in a medium containing a known number of cali-
bration particles. Although this is an indirect method, it gives more accurate results than the direct weighing of particles.

The advantages of the LSC method involve less demand on sample purity, greater speed and low limits of detection.
The method is useful for statistical evaluation of a larger number of samples. The variation in particle distribution in THA
found in this study is in agreement with the relevant literature data; it is also in agreement with our assumptions and cli-
nical findings.

CONCLUSIONS

The authors developed an original method for assessment of UHMWPE wear particles in tissue samples, which is quick-
er than the methods so far used. In the periprosthetic tissues studied, particles about 1 wm in size were detected; their
numbers (about 10'° particles per gram dry tissue) are in agreement with the literature data. The distribution of particles
in periprosthetic zones in THA was uneven. The highest number of particles was found in the neighboring zone Ill and zone 7,
as described by Gruen and Delee.

Key words: wear, polyethylene, total hip arthroplasty, light scattering, aseptic loosening, wear particles.
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Aseptické uvolnéni implantatli je nepochybné hlavni
komplikaci, kterd omezuje Zivotnost umélych kloubnich
nahrad. Soucésti aseptického uvolnéni byva destrukce
kostniho lizka. Osteolyza se vSak miZe vyskytovat
i v okoli stabilnich implantatt (7). V kazdém ptipad¢ jde
o sloZity patofyziologicky proces, ktery je vyvolan celou
rovych ¢éstic polyetylenu (UHMWPE) o velikosti pod
1 pm (9, 18, 19, 21, 22). Charakteristiky téchto riziko-
vych Céstic byly jiz dfive definovany (4, 16, 22, 20, 23).
Intenzivné je studovan mechanismus vzniku osteolyzy
(24). Na pocatku stoji pravdépodobné makrofagy, které
se po fagocytdze Castic polyetylenu aktivuji a spousti
kaskadu interakci, na jejichZ konci dochazi k destrukci
kosti (6). Jsou uvoliiovany riizné tkanové faktory- inter-
leukin 1L-6, IL-1, tumor necrosis factor TNF-«, pro-
staglandin PGE2, macrophage-colony stimulating fac-
tor (M-CSF), transformujici ristové faktory (TGFb),
metaloproteindzy.

V periprotetickych tkdnich I1ze nalézt velmi rznoro-
dé castice, napt. otérové Castice polyetylenu, otérové
Castice keramickych ¢asti implantétu (Al,O, z alumina
ceramic, ZrO2 ze zirconia ceramic), kovovych casti
implantatu a Castice cementu (u cementovanych kom-
ponent) ¢i tlomky kosti. PfevaZznou vétSinu vsak tvori
otérové castice UHMWPE mensi neZ 4 mikrometry,
z nichZ vice neZ 90% byva menSich nez 1 mikrometr
(0,05 pm —0,3 wm). K identifikaci ¢astic 1ze pouzit fadu
metod, zejména mikroskopickych, spektroskopickych
a rozptylovych:

1. Svételnd mikroskopie v proslém a polarizovaném

svétle (zkratky LM a PLM) (15).

2. Rastrovaci elektronova mikroskopie (zkratka SEM)

(26).

3. Transmisni elektronova mikroskopie (zkratka TEM)

27).

4. Mikroprvkova analyza (zkratky EDS ¢i EDAX)(14).

5. Infracervend, popt. Ramanova spektroskopie (zkrat-
ky IR a RS)(12).

6. Diferenéni skanovaci kalorimetrie (zkratka DSC)

(25).

7. Metody zalozené na rozptylu svétla LS, DLS, QELS)

(5).

8. Dalsi specidlni metody zaloZené napf. na méteni elek-
trické vodivosti roztoku apod.

Uvolnujici se Castice jsou pohybem a hydraulickymi
fenomény vtlaCovany do Stérbinovitého prostoru, ktery
obklopuje ¢dste¢né nebo uplné implantat — effective
joint space (23). Jeho rozsah je dan kvalitou osteointe-
grace implantatu. NedostateCné zpracovan je stile pro-
ces distribuce ¢dstic do uvedeného prostoru a pfima vaz-
ba mnozZstvi a charakteru Castic na intenzitu lokalni
osteolytické reakce. Proto nasim cilem bylo provést ana-
lyzu distribuce otérovych ¢astic UHMWPE do okolnich
tkani a vyjadfit vztah koncentrace a charakteru ¢astic na
tuto patologickou tkafiovou odezvu.

Urceni poctu otérovych Castic v poskozenych tkanich
z okoli implantatu neni jednoduché, jak se l1ze presvéd-
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¢it nahlédnutim do zahrani¢nich odbornych periodik.

Popisované vysledky byvaji leckdy rozporné, publiko-

vané metody izolaci ¢i kvantifikaci jsou neziidka obtiz-

né reprodukovatelné nebo pfimo nepouZitelné. K aspés-

nému pocitani ¢i kvantifikaci otérovych castic je tfeba

zvladnout tfi zdkladni kroky:

— definované odbéry poSkozenych tkani pfi reoperacich
kloubnich néhrad,

— reprodukovatelné metody izolace Castic z poSkoze-
nych tkéni,

— co nejpresnéjsi techniky pro urceni poctl izolovanych
castic.

Je dobré ptipomenout, Ze Castice jako celek maji nepa-
trnou hmotnost a nelze drtivou vétSinu rozmérové nepa-
trnych Castic pozorovat ani s pomoci svételného mikro-
skopu. Jedna se tedy o urCovani poctd ¢astic prakticky
neviditelnych a nevazitelnych. V nasem piipadé se poda-
filo vyvinout novou, rychlou kvantifikacni metodu jen
diky dzké spolupraci tii vysoce specializovanych pra-
covist: I. ortopedické kliniky 1. LF UK (zajisténi odbé-
1), Prirodovédecké fakulty UK (izolace Castic) a Usta-
vu makromolekularni chemie AV CR (kvantifikaci
otérovych castic).

Dosud zndmé kvantifikacni metody, které umoZziuji
stanoveni otéru UHMWPE, nebyly pro nis projekt,
jehoz cilem je stanoveni poctl ¢astic v riznych zénach
v okoli implantétil, naprosto vhodné. VétSina popisova-
nych metod (3) je zaloZena na méfeni hmotnosti izolo-
vanych ¢astic, coz je dosti nepfesné (navazky se pohy-
buji v desetindch az setindch mg) a navic velmi narocné
na dokonalou Cistotu vzorku (i nepatrné necistoty mohou
vysledek ovlivnit, protoZe stanovovana hmotnost je vel-
mi nizka). Dalsi ¢ast metod (13) je zaloZena na stano-
veni celkového objemového ¢i hmotnostniho dbytku
kloubni jamky, coZ ovSem neumoziiuje urcit distribuci
poctu Castic v jednotlivych zénach. Jiné techniky jsou
zaloZeny na statistickém vyhodnocovani mikrofotogra-
fii z rastrovaciho elektronového mikroskopu (11), coz
muzZe byt pfi sprdvném provedeni presné, ale diky
extrémni pracnosti jde o metodu obtizZné€ pouZzitelnou pro
velkd mnoZstvi vzorkll. Nékteré specidlni techniky zalo-
Zené na méfeni elektrické vodivosti suspenze otérovych
¢astic jsou sice méné pracné, ale nezachycuji nejmensi
&astice (15) a navic neni dotyéné zafizeni v CR k dis-
pozici. Kone¢né byly zkouSeny i metody zaloZené na
méfeni rozptylu svétla ze suspenze otérovych ¢astic ve
vhodné kapalin€, nejcastéji isopropanolu (5). Mezi hlav-
ni vyhody téchto metod patii rychlost, schopnost zachy-
tit i velmi malé Céstice a necitlivost na necistoty, pokud
jsou rozpustné v pouZité kapaliné. Nevyhodou je nut-
nost pouZit specidlni pfistroj a nutnost omezit aglome-
raci Castic, kterd velmi zkresluje vysledky.

V této praci jsme pouZili nasi vlastni metodu pocita-
ni otérovych ¢astic, zaloZenou na principu rozptylu svét-
la Light Scattering with calibration (LSc). Metoda LSc
poskytuje relativni pocty ¢astic v okoli implantatd, jeji
modifikace, nazvand LScm, poskytuje absolutni pocty
Castic. Podrobny popis metody LSc spolu s odhadem
presnosti, je obsahem nasi predchozi prace (25). Bylo
stanoveno, Ze chyba ve stanoveni relativnich pocta ¢as-
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tic pomoci metod LSc ¢ini méné nez 15 %. NiZsi pres-
nost techniky je vyvaZena jeji vysokou rychlosti, ktera
ndm umozZnila zpracovat velké mnoZstvi testovacich
i redlnych vzorkl. Nejzajimavéjsi vysledky ziskané
pomoci LSc jsou shrnuty v této praci.

MATERIAL A METODA

Odbéry vzorkua

V letech 2002 — 2004 jsme u 19 pacientd, u kterych
provadél nejzkuSenéjsi operatér z tymu autord (A.S.)
reimplantaci TEP kycelniho kloubu pro aseptické uvol-
néni, odebrali patologické tkané typického vzhledu
polyetylenového granulomu (obr. 1). Odebrané tkané
byly rozdéleny podle mista odbéru tak, aby to odpovi-
dalo rentgenologickym z6éndm podle Gruena a DeLee-
ho (obr. 2) (1,10)). Tyto tkané pak ve zmrazeném stavu
byly predany k analyze. Problémem vSak byla skutec-
nost, Ze ne u vSech pacientli bylo odebratelné mnozstvi
vzorku ve vSech zénach v okoli jamky a diiku ¢i jedna
z komponent nebyla uvolnéna, a tedy ani nebyla méné-
na.

Dokumentace vzorku

U vSech pacientd, u kterych byl odbér proveden, byla
zdokumentovana anamnéza a ziskana rentgenova doku-
mentace operovaného kycelniho kloubu.

Izolace otérovych Castic ze vzorki

Proizolaci otérovych ¢astic z odebranych vzorkii byly
vSechny pouZivané roztoky predem ciStény. VeSkerd
destilovana voda a izopropanol byly ¢iStény pred pou-
zitim filtraci postupné pres 10 pm a 0,1 wm polykarbo-
natovou membranu (Cyclopore, Whatman, UK). 65%
HNO, a 12 mol/l KOH byly filtrovény pfed pouZzitim
postupné pres 10 um a 0,1 wm teflonovou membrinu
(PTFE, Millipore, Irsko).

Zmrazené vzorky byly lyofilizovany a delipidova-
ny. Pro delipidaci bylo 0,3 g vzorku nakrdjeno na malé
kousky a 2krat extrahovano 10 ml smési chloro-
form/methanol (2:1, v/v) po 12 hod. Po odstranéni dru-
hé ¢asti smési rozpoustédel byly vzorky suSeny prou-
dem filtrovaného vzduchu a pak zahtivany pti 60°C po
2 hod. Delipidovany vzorek (ziskany z 0,3 g lyofili-
zovaného vzorku) byl hydrolyzovan 5 ml 65% HNO,
po 24 hodin za laboratorni teploty. Pouze horni 2ml
vrstva byla pouZita pro dalsi izolaci, zbyvajici dolni
Cast byla odstranéna odsatim a likvidovana. Vyse zmi-
nénd horni vrstva byla 2krat promyta dal§imi 5 ml 65%
HNO, a 2krat 8 ml vody stejnym zptsobem. Pied oddé-
lenim horni vrstvy byl roztok vzdy centrifugovan pfi
500 g po 1 minutu. Promyta 2ml vrstva byla neutrali-
zovana 12 mol/l KOH a 2krat promyta vodou stejnym
zptisobem, jak je popsdno shora. Kone¢nd promyta
2ml horni vrstva obsahujici otérové polyetylenové cas-
tice byla smichana se 4 ml izopropanolu a smés byla
filtrovdna pres 10 pm polykarbonatovou membranu
(Cyclopore, Whatman, UK). Filtrat byl pak filtrovan
pres 0,1wm membréanu stejné provenience. Membra-
ny se zachycenymi otérovymi Casticemi 0,1-10 pwm
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Obr. 1. Typicky osteoagresivni granulom

Obr. 2. PouZité rozdéleni periprotetickych zon

byly pouzivany pro charakterizaci a kvantifikaci ¢és-
tic.

Stanoveni relativnich pocti otérovych castic meto-
dou LSc

Pocty castic byly stanoveny pomoci elastického roz-
ptylu svétla (LS = Light Scattering). Jedn4 se o dvouk-
rokovou techniku. V prvnim, experimentalnim kroku se
zméii elasticky rozptyl svétla roztoku, presnéji feceno
suspenze, obsahujici neznamé mnoZstvi otérovych poly-
etylenovych ¢astic, k némuz je ptidino znamé mnozstvi
sklenénych kalibra¢nich kulic¢ek. Velikost kalibra¢nich
kulicek se musi vyrazné liSit od velikosti polyetyleno-
vych castic. Ve druhém, matematickém kroku se ze zné-
mé hmotnosti vzorku pouZzitého pfi izolaci Castic, zna-
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mého objemu méfené suspenze Castic a zndmého mnoz-
stvi pridanych kuli¢ek vypocte Cislo, které udava rela-
tivni pocet otérovych Castic vztaZeny na jeden gram
suché tkan€. Termin relativni pocet Cdstic zde znamena,
Ze toto Cislo neudava pfimo pocet Castic, ale rovna se
poctu Castic vyndsobeného jistou nezndmou experimen-
talni konstantou. Ta je ovSem pro vSechna méfeni oté-
rovych Castic pfiblizné stejna, pokud maji otérové Cas-
tice priblizné€ stejnou velikost.

V prvnim kroku metody LSc se méfi elasticky roz-
ptyl svétla pomoci pfistroje Particle Size Analyser Coul-
ter — LS 230, Beckman (obr. 3).

Do pfistroje se napusti 150 ml cirkula¢niho média
(v tomto piipad€ vody s rozpusténou povrchové aktivni
latkou omezujici shlukovani Castic) a né¢kolik mililitrt
suspenze izolovanych PE c¢astic. MnoZstvi méfenych
otérovych ¢astic se lisi vzorek od vzorku: suspenze PE
Castic se pridava tak dlouho, dokud pfistroj pomoci
automatické kontroly neozndmi, Ze je dosaZeno opti-
malni koncentrace. Déle se k suspenzi pfidd zndmé
mnoZstvi kalibracnich sklenénych kulicek, které jsou
znacné vEtsi neZ mérené Castice. V pribéhu méreni cir-
kula¢ni médium neustale obiha v uzaviené trubici uvnitf
pfistroje, pfi¢emZ s sebou unasi mérené otérové Castice
i kalibra¢ni kulicky. V jistém misté pfistroje je laser
a detektor. Kdykoli se v tomto misté€ objevi ¢astice una-
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Obr. 3. Analyser Coulter- LS 230, Beck-
man

Send cirkula¢nim médiem, rozptyli laserové svétlo —
pocet zmétenych signall je tedy umérny poctu Castic.
Intenzita rozptyleného svétla je tmérnd Sesté mocniné
ekvivalentniho primeéru &astice, d° — intenzita kazdého
zméfeného signalu tudiZ ddva informaci o velikosti ¢4s-
tice. Pojem ekvivalentni priimér v podstaté znaci, Ze
vSechny castice jsou z hlediska méfeni povazovany za
sférické. Findlnim vystupem z méfeni je tzv. objemova
distribuce PE castic v relativni Skéle. Pojem objemovd
distribuce v relativni Skdle lze nejlépe vysvétlit prikla-
dem: Predpokladejme, Ze méfime vzorek, v némz jsou
pouze tfi kulové Cdstice s priméry d, = 1 pm, d, =2 pm
ad, =3 pm. Pokud bychom naméfili ¢iselnou distribu-
ci v absolutni Skdle, dostali bychom graf na obr. 1a uka-
zujici, Ze ve vzorku je praveé jedna Céstice s primérem
1 pm, pravé jedna Castice s primérem 2 pm a pravé jed-
na Castice s primérem 3 wm. Pokud bychom ziskali
ciselnou distribuci v relativni Skdle, dostali bychom graf
1b tikajici, Ze ve vzorku je pravé jedna tietina castic (tj.
33 %) s primérem 1 wm, pravé jedna tfetina castic s pri-
mérem 2 pm a pravé jedna tfetina ¢astic s primérem 3
pm. Pokud bychom méfili objemovou distribuci v abso-
lutni Skdle, dostali bychom graf 1c, z néhoZz plyne, cel-
kovy objem &astic s primérem 1 wm ¢ini 0.5 pm?
(objem jedné koule o priméru d = d, =1 wm, vypocte-
ny podle vzorce V = 1/6 XX d®), celkovy objem &éstic

Graf la, b, ¢, d. llustrace vysledkii metody LSc: vSechny grafy odpovidaji jednomu a tomu samému modelovému vzorku, kte-
ry by teoreticky obsahoval pouze t7i cdstice s velikostmi 1, 2 a 3 mm; zleva doprava: (a) ciselnd distribuce v absolutni Skdle,
(b) Ciselnd distribuce v relativni Skdle, (c) objemovd distribuce v absolutni Skdle, (d) objemovd distribuce v relativni Skdle
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s pramérem 2 pm &ini 4.2 wm? (objem jedné koule o pri-
méru 2 wm) a celkovy objem castic s primérem 3 pwm
¢ini 14.1 pm? (objem jedné koule o priméru 3 wm).
Pokud by byla vysledkem objemovd distribuce v rela-
tivni Skdle, dostali bychom graf 1d, ktery ukazuje, Ze
objem castic s priumérem 1 pm je 2.8 % celkového obje-
mu Castic ve vzorku, objem castic s primérem 2 pm je
22.2 9% celkového objemu Castic a objem Castic ve vzor-
ku s primérem 3 pm je 75.0 % celkového objemu Cas-
tic.

V druhém kroku metody LSc se z namétenych obje-
movych distribuci velikosti cdstic v relativni Skdle (tedy
z grafu, ktery principidlné odpovidé grafu 1d) vypoctou
relativni pocCty ¢astic (tedy graf, ktery principialné odpo-
vidd 1a). Z grafu la pak snadno urc¢ime celkovy pocet
Castic prostym seCtenim vSech sloupeckd, v naSem
modelovém pfikladu na grafu la bychom dostali
1+1+1=3. Nicméné vysledny celkovy pocet Castic urce-
ny metodou LSc stile neni Uplné absolutni: jedna se
o (islo, které je vyndsobeno jistou nezndmou experi-
mentélni konstantou k. To 1ze opét nejlépe vysvétlit pii-
kladem: predpokladejme, Ze mame dva vzorky A a B,
pfi¢emzZ v prvnim je 50 otérovych ¢astic a ve druhém
100 castic. Metoda LSc nam nefekne, kolik je presné
Castic ve vzorcich A a B, ale sdéli ndm, Ze pomér mnoz-
stvi Castic A:B je 1:2, coz odpovida skute¢nosti. Pfesné
odvozeni a popis vypocti neni komplikované, ale pie-
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Obr. 4a—f. Predoperacni rtg-vySetieni
Sesti prezentovanych pacientii

sahuje ramec tohoto sdé€leni a lze je najit v nasi pred-
chozi praci (25).

Stanoveni absolutnich pocti otérovych castic meto-
dou LScm

V predchozim odstavci bylo zminéno, Ze metoda LSc
poskytuje relativni pocty castic, nebot vysledné vypo-
¢tené Cislo je vynasobeno né€jakou neznamou konstan-
tou k. Podstatou metody LScm je urceni této konstanty
k, coz nésledné umoZni vypocitat absolutni pocty cas-
tic. Konstanta k se ur¢i jednim modelovym experimen-
tem, pii kterém pouzijeme tak velké mnozZstvi otérovych
c¢astic, které je mozno presné zvazit. Odvozeni a popis
metody LScm lze rovnéZ najit v nasi predchozi prici
(29).

Rozdil mezi metodami LSc a LScm

Rozdil 1ze vyjadrit takto: metoda LSc poskytuje rela-
tivni pocty Céstic, zatimco metoda LScm dava absolut-
ni poCty Castic v jednotlivych zénach. Vysvétlit I1ze jed-
noduchym prikladem: méjme pacienta se zonami odbéru
A, B, C. Predpokladejme, Ze v z6né A je prave 100 ¢és-
tic, v zo6né B je 200 castic a v zoné C je 300 Castic. Meto-
da LSc poskytne relativni hodnoty, tj. pomér poctli ¢as-
tic v zénach A:B:C, ktery bude v tomto pfipadé 1:2:3.
Jinymi slovy zjistime, Ze v zoné B je dvakrat a v zoné
C trikrat vice ¢astic neZ v zoné A. Metoda LScm poskyt-
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Graf 2a, b. Vysledky metod LSc (a) a LScm (b) pro vybranych Sest pacientii, u nichZ bylo moZno odebrat vzorek ze zony IlI

ne absolutni hodnoty, tj. zjistime Ze v zéné A je 100,
v z6né B 200 a v zoné C 300 castic, coz odpovida pomé-
ru 1:2:3 z metody LSc. Navic obé metody poskytuji
zakladni informaci o velikostech ¢éstic.

VYSLEDKY

Vyhodnoceni ovliviiovaly nasledujici faktory: Jak jiz
bylo zminéno, zdaleka ne u vSech 19 pacientd bylo moz-
né odebrat vzorky ze vSech z6én. Dale v této prvni sérii
pribézné probihalo upfesnéni technologie zpracovani
vzorkil a méfeni. Pfi vysledném rozboru jsme proto pou-
ze u 6 pacientd oznacili vysledky méteni jako objektiv-
ni a minimélné zkreslené. Tabulka 1 ukazuje anamne-
stické udaje uvedenych 6 pacientd, predoperacni rtg-
-vySetfeni je na obr. 4.

Tab. 1.
Pacient |Vek | Doba od |Indikace | Implantit | Rok [Odebrané zony
primo- TEP implan-
implantace tace
(roky)
1 74 8 OA | WM/Poldi | 1995 LIL I
2 78 7 OA _ [Poldi/Poldi| 1996 1, I, L, 11T
3 79 14 OA  |Poldi/Poldi| 1989 | 0,7 IL1II
4 80 27 OA  |Poldi/Poldi| 1975 |0, 1,7, L IL III
5 65 9 RA WM/WM | 1994 | 0,711 I
6 68 11 OA | WM/Poldi | 1992 1, L II, IIT

Ze vsech odebranych vzorki byly izolovany otérové
UHMWPE ¢astice. Jejich relativni pocty v jednotlivych
z6nach byly ur€eny metodou LSc (graf 2a) a jejich abso-
lutni pocty modifikovanou metodou LScm (graf 2b).
Grafy 2a a 2b jsou prakticky totozné, pouze u grafu
2a jsou Cisla na ose y v relativni a u grafu 2b v abso-
lutni Skale. Jinak feceno, na zakladé grafu 2a lze pou-
ze fici, kolikrat vice ¢i méné Castic bylo v jedné zéné
neZz v jiné, zatimco z grafu 2b Ize navic na ose y ode-
Cist 1 pocet Castic v jednotlivych zonach. Rozdil mezi

grafy 1 a 2 spociva v tom, Ze graf 1 ukazuje distribuce
velikosti ¢astic v jednom vzorku, zatimco graf 2 ukazu-
je celkovd mnozstvi ¢astic vypoctend z téchto distribu-
ci pro v§echny vzorky.

V z6né 111 byly opakované nalézany vysoké pocty ¢as-
tic. JelikoZ ¢isla na ose y maji na grafu 2a pouze rela-
tivni povahu, byly vysledky naskdlovany na hodnotu
1000. Cisla na ose y u grafu 2b jsou absolutni, uvedené
v exponencidlni notaci, tj. 2,0E+10 = 2X10° =
20 000 000 000 = 20 miliard ¢astic. Jednoduchym vypo-
¢tem se lze presvédcit, Ze toto ohromné mnoZstvi poly-
etylenovych ¢&astic s velikostmi pod 1 m vazi jen par
desetin aZ setin miligramu, a tudiZ nelze ¢astice presné
zvazit ani na analytickych vahach.

DISKUSE

Vzhledem k mimoradnému klinickému vyznamu, je
patofyziologie aseptického uvolnéni implantati jednim
z nosnych témat vyzkumi v oblasti umélych kloubnich
nahrad. V této souvislosti je velmi €asto citovdna prace
Schmalzrieda (23), ktery provedl rozbor tkani z okoli
uvolnénych endoprotéz. Ve své praci poukézal na klico-
vou tlohu submikronovych ¢astic polyetylenu pfi roz-
voji polyetylenové choroby.

Hledani spolehlivé fungujici metody, kterd by byla
dostatecné presnd, eliminovala by zkresleni, plynouci
z koacervace Castic, byla by relativné rychla a levna,
zustava predmétem usili védeckych tymi, navazanych
na klinickou bézi. Stru¢ny prehled dosud publikovanych
metod spolu s jejich vyhodami a nevyhodami je uveden
v ivodu této prace. Nejvétsi popularité se t&§i metody
zalozené na vaZeni izolovanych Céstic, zachycenych
v suchém stavu na membranach, ackoli jsou znacné
nepresné diky zanedbatelné malym hmotnostem izolo-
vanych polyetylenovych ¢astic. My jsme vyvinuli vlast-
ni metodu LSc, kterd ke kvantifikaci vyuZiva jiné vlast-
nosti Castic neZ je hmotnost, a to jejich schopnosti
rozptylovat svétlo. Pokud provedeme rozptylovy expe-
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riment a pridime zndmé mnoZstvi kalibrac¢nich ¢éstic,
muzZeme pocet ot€rovych ¢astic ur€it neptimo vypoctem,
ale paradoxn€ mnohem presnéji, neZ bychom to dok4-
zali jejich pfimym vaZenim. Jinak feceno, i nevaZitelné
mnoZzstvi Castic rozptyluje svétlo, a tudiZ nelze jejich
pocet zjistit vaZzenim, ale Ize jej alesponi odhadnout
z metody LSc.

Relativni pocty Cdstic v nasi studii byly uréeny meto-
dou LSc. Bylo prokézano, Ze velikosti ¢astic z metody
LSc, které se pohybuji kolem 0,1 mikrometru, ptiblizné
odpovidaji tomu, co je publikovano v nasi i zahrani¢ni
skuteCnost, Ze distribuce pocti Castic v jednotlivych
zonach kolem TEP je zna¢n€ nerovnomérnd (graf 2).
Nejvétsi mnozstvi Castic bylo opakované nachazeno
v z6né III. U vsech Sesti pacientll, u nichz se podafilo
odebrat Castice ze zony III, bylo mnozZstvi ¢astic v této
z6n¢ bud nejvyssi (u péti pacientll) nebo alespoil velmi
vysoké ve srovnani se vSemi ostatnimi odebranymi
zonami. U jednoho pacienta bylo nejvys$i mnozstvi ¢as-
tic v zéne€ 7, ktera se zoénou 111 sousedi.

Absolutni pocty cdstic byly urCeny metodou LScm,
kterd je v zdsadé pouhou modifikaci metody LSc. Uka-
zalo se, Ze pocty ¢astic se pohybuji fadove kolem 10'°
na jeden gram suché tkané€ coZ lze povazovat za ¢islo
viceméné se shodujici s literaturou (17). Zde stoji za
zminku, Ze kazd4 metoda ur¢i mnozZstvi ¢astic s jistou
chybou. Pivod chyby tkvi uZ v odbéru vzorka — nelze
predpokladat, Ze se operatérovi podafi odebrat vzorek
vzdy presné stejnym zplsobem, ani Ze ve vzorku budou
obsazeny zcela vSechny otérové Céstice. Dalsi chyby
nutné vzniknou pfi izolaci ¢astic z tkani, protoZe ani Zad-
nd izolacni technika neni stoprocentné spolehliva. Chy-
by vzniknou i pfi prepoctu jednotlivych cisel na néja-
kou méfitelnou veli¢inu, napf. na gram suché tkané —
prepocet bude siln€ ovlivnén druhem tkéné a neni tieba
podotykat, Ze kazda poskozena tkan se trochu li$i obsa-
hem vody, tlomkil kosti atd. Nakonec se chyba jesté dale
zvy$i o nepresnosti dané metodou samotnou, v tomto
pripadé rozptylem svétla. Vyznam ani presnost absolut-
nich ¢isel proto nelze pfeceriovat.

Klady a zapory metody LSc
Mezi dualezité prednosti metody LSc patii:

— mens$i naro¢nost na Cistotu vzorkl (ve vode€ rozpustné
necistoty nejsou na prekazku),

— rychlost, kterd zvIast€ vynikne pfi srovnani s metoda-
mi zaloZenymi na statistickém vyhodnoceni mikrofo-
tografi,

— nizkd mez detekce (tj. moZnost detekovat nevaZzitelna
mnoZzstvi otérovych castic).

Sprdvnost a presnost metody LSc. Spravnost proka-
zéna sérii méfeni na modelovych vzorcich: se zvysujici
se koncentraci otérovych castic rostl pfimo umérné
i naméteny signdl. Dal§im potvrzenim spravnosti je tato
prace, v niz byly pocty Castic uréeny metodou LSc, pfi-
¢emZ nejvetsi mnozstvi Castic korelovalo s peroperacni-
mi nalezy. Pokud jde o presnost, bylo odhadnuto, Ze
chyba u naméfenych hodnot nepresahuje 15 %, coz lze
povaZzovat za prijatelné ¢islo (25).

ORIGINAL PAPER
PUVODNI PRACE

Omezeni metody LSc spociva ve dvou skutecnostech:

—rozptyl svétla silné nadhodnocuje velké Céstice —
intenzita signalu je umérna d°, kde d je pramér &asti-
ce. To muze vést k tomu, Ze signdl prislusejici malym
¢asticim muze zaniknout v Sumu,

— vysledky mohou byt zkresleny aglomeraci, coz plyne
z pfedchoziho bodu: pokud dvé Castice vytvoii aglo-
merat o dvojnasobné velikosti, rozptyluje tento svétlo
mnohem vice nez ony dvé Castice jednotlivé. Pokud
k aglomeraci dochazi ve vétSim rozsahu, mohou byt
vysledky znehodnoceny. Z vétsi €asti ji Ize branit pfi-
dénim surfaktantu do zkoumaného roztoku.

Vyse zminéné nevyhody metody LSc nds vedly

k vyvoji dal§ich novych metod, které maji obdobny prin-

cip, ale pravdépodobné vyssi spolehlivost a presnost.

Tyto metody budou publikovany.

Rozbor vysledki a vystupy pro klinickou praxi

Pozadavkem klinické praxe je moZnost objektivniho
hodnoceni strukturdlnich zmén a prib&hu opotiebeni
kloubnich nahrad. Pravdivé informace lze ziskat prak-
ticky pouze védeckou analyzou explantovanych kom-
ponent (8) a vzorkd okolnich tkani.

Odebrané tkdné musi mit vzhled typického polyety-
lenového granulomu. Jediné tak 1ze alespoii ¢astecné eli-
minovat chybu, plynouci z odbéru nehomogennich vzor-
k. Proto je vhodné, aby odbéry provadéla pouze
omezend skupina operatéra.

Pfi analyze tkéni je nutno pouzit metod, které jsou
dostate¢né presné a pritom rychlé — jediné tak lze sta-
tisticky hodnotit vét§si mnoZzstvi vzorkd. Z tohoto pohle-
du je vyvinutd metoda mimotradné cenna.

Nami zjisténd nerovnomérnost distribuce castic
v okoli TEP dopliiuje a zpresiiuje nékteré udaje v zahra-
ni¢ni literature (5, 11) a soucasné je v souladu s nasimi
predpoklady a klinickymi nélezy. Absolutni pocet ¢és-
tic pii méfeni metodou LScm v granulomu dosahuje 10'°
na jeden gram suché tkané€. Dal§im zajimavym nédlezem
je prikaz nejvyssi koncentrace kritickych ¢astic pravé
v okoli distalniho pdlu jamky — v zoné 111, kde rentge-
nologicky i peroperacné byly osteolyza i mnoZstvi gra-
nulomu nejvetsi.

Jelikoz tato studie slouZila spiSe k vyvinuti metody
méfeni, fada vzorki byla pouZita k dil¢im pokusiim. Ze
stejného diivodu nebyl u prezentovanych Sesti pacientd
proveden systematicky odbér ze vSech dostupnych zon.

Od roku 2004, kdy je metodika méfeni jiz vypraco-
véna, jsou zpracovavany vzorky granulomi z reimplan-
taci TEP od dalSich pacientl systematictéji, s dirazem
na vyskyt ¢astic ve vSech zoénach v okoli implantatu
a presnéjsi vyhodnoceni jejich distribuce. Vysledky
budou publikovany v nejbliz§i budoucnosti.

ZAVER

1. Autofi vyvinuli ptivodni metodu pro ur¢ovani poctl
otérovych castic UHMWPE v tkaiovych vzorcich.
Metoda poskytla cenné vysledky a stala se prvnim
krokem ve vyvoji dalSich a spolehlivéjSich metod
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zalozenych na obdobném principu, které budou

popsany v nejblizsi budoucnosti.

. V studovanych periprotetickych tkanich byly deteko-

vany Castice velikosti kolem 1 pm, jejichZ pocty
(kolem 10'° na 1 g suché tkang) jsou ve shodg s lite-
raturou.

. Bylo zjisténo, Ze distribuce poctl ¢astic kolem TEP

je nerovnomérna.

. Nejvétsi pocty castic byly zjiStény v sousedicich

zénach III a 7.
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