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ABSTRACT

PURPOSE OF STUDY

Aseptic loosening of total joint replacement (TJR) due to wear of ultra-high molecular weight polyethylene (UHMWPE)
is regarded as one of the major problems in the field of arthroplasty. This work describes a newly developed method, cal-
led MORF, which completely describes the morphology of UHMWPE wear particles. The differences in wear particle mor-
phology may help to elucidate individual differences in TJR failures.

MATERIAL AND METHODS

During the years 2002-2010, a set of 47 typical damaged periprosthetic tissues, coming from 16 TJR revisions, was col-
lected. Isolated on polycarbonate (PC) filters were quantified. Quantification of the particles consisted in determination of
their concentration and description of their morphology by means of the newly developed MORF method. Firstly, the mic-
rographs of isolated UHMWPE particles were obtained with a scanning electron microscope (Quanta 200 FEG; FEI) at two
magnifications: x1200 and x6000. Secondly, both high- and low-magnification micrographs were processed by a standard
image analysis software (program NIS Elements; Laboratory Imaging) in order to obtain basic morphological descriptors.
Finally, the results from image analysis of high- and low- magnification micrographs were combined by means of our own
program MDISTR in order to obtain correct particle sizes and shapes.

RESULTS

In the first stage, the method was applied to 25 samples and yielded an average particle size of 0.51 pm. In the second
stage, the method was further improved in order to calculate not only the size of particles but also the shape of descrip-
tors. The improved method was applied to eight samples and gave an average size of particles (equivalent diameter, D) in
the range of 0.27 — 0.60 pm, circularity (C) of 0.66-0.85 and elongation (E) of 1.75-1.79, suggesting that the great majori-
ty of particles were approximately spherical. Finally, in the third stage, the MORF method was applied to two exceptional
samples which contained extremely small wear particles (D = 18.5 nm and 21.2 nm). The shape of these small wear nano-
particles (C = 0.97 and 0.93; E = 1.29 and 1.35) was even more spherical than that of wear microparticles described abo-
ve. This was one of the first two studies which proved the presence of UHMWPE wear nanoparticles in vivo.

DISCUSSION

Our newly developed MORF method described in this contribution yields both size and shape descriptors of UHMWPE
wear particles, with sizes from 0.1 to 10 pm, which are regarded as most biologically active. The main objective of the met-
hod is to yield the highest accuracy. This is achieved by parallel analyses of high- and low-magnification micrographs taken
of the same sample. In the end, the two analyses are combined together in order to obtain the correct and complete size
and shape description of all particles in the sample. The morphology of UHMWPE wear particles influences TJR lifetime
both directly (size and shape of the particles is related to their biological activity) and indirectly (for the given total volu-
metric wear, size and shape of the particles influence their concentration, which is associated with the biological respon-
se of the organism).

CONCLUSION

The authors have developed a new method which yields a complete description of the size and shape of UHMWPE
wear particles in periprosthetic tissues. The method, which was called MORF, can be applied to studies of TJR failures and
also used to evaluate the quality of different UHMWPE components of TJR. The method is quite universal and therefore
can be used not only for analyses of wear particles, but also for other types of particles, such as microparticles in polymer
blends or inorganic/metallic nanoparticles.

Key words: UHMWPE, wear debris, total joint replacement, morphology of wear particles.



1 3 ACTA CHIRURGIAE ORTHOPAEDICAE
ET TRAUMATOLOGIAE CECHOSL., 78, 2011

uvoD

Vznik polyetylenového agresivniho granulomu, kte-
ry pusobi osteolyzu a aseptické uvolnéni kloubnich
nahrad, je aktivovan pfitomnosti otérovych castic poly-
etylenu v mékkych periprotetickych tkanich. Tvar a veli-
kost UHMWPE C¢astic tzce souvisi s mechanismy jejich
vzniku (7, 11, 18, 22, 30). Obecné se predpoklada, ze
nejvetsi schopnost aktivace nezadouci biologické kas-
kady (biologickou aktivitu) maji Castice o velikosti
v rozsahu 0,1-10 um (5, 15, 21, 23).

Cilem této prace je popis nové metody, nazvané
MOREF (néazev metody je odvozen od slova morfologie),
vyvinuté autory prace, kterd slouZi nejen k ur€ovani pro-
sté velikosti Castic, ale rovnéZ k popisu jejich tvaru, kte-
ry nepochybné znacné ovliviiuje jejich biologickou akti-
vitu (2, 16, 30), a tedy nésledné i rozsah neZadouci
destrukce kostniho lizka kloubni nihrady (20). Oproti
drivéjsim metoddm umoziiuje rychlejsi a presnéjsi ana-
lyzu vétsiho poctu vzork.

MATERIAL A METODA

Odbéry vzorkt periprotetickych tkani

V letech 2002-2010 bylo na I. ortopedické klinice
1. LF UK pfi 16 reimplantacich TEP odebrano 47 vzor-
ki periprotetickych tkani, které vykazovaly typicky
vzhled polyetylenového granulomu (4, 30, 31). U vSech
pacientd, u kterych byl odbér proveden, byla zdoku-
mentovana anamnéza a rentgenové snimky operované-
ho kycelniho kloubu. Odebrané tkané byly rozdéleny
u TEP ky¢le podle mista odbéru tak, aby to odpovidalo
rentgenologickym zéndm dle Gruena a DeLee (30).
U TEP kolena byly tkané rozd€leny na tkdné v okoli
femoralni komponenty a tibidlni komponenty.

Bezprosttedné po odbéru byly tkané zmrazeny a nasled-
né ve zmrazeném stavu predany k izolacim na pracovisté
Prirodovédecké fakulty UK a poté ke kvantifikacim na pra-
covisté Ustavu makromolekularni chemie AV CR.

Izolace otérovych ¢astic ze vzorki

V této praci popisujeme optimalizovanou verzi nase-
ho izola¢niho postupu vcetné jeho findlni modifikace,
kterd umoziuje soucasné urcovat jak celkové mnozstvi,
tak velikosti a tvary Castic.

VSechny kapaliny pouZivané béhem izolace byly pte-
dem filtrovéany, aby byly odstranény nerozpustné necis-
toty. Destilovana voda, 2-propanol (isopropanol, iPrOH)
a 65% HNO, pies 10 a 0,1 m polykarbonétovou (PC)
membranu (Millipore). 12 mol/l KOH byl filtrovan ptes
10 a 0,1 m teflonovou (PTFE) membranu (Millipore).
Zmrazené vzorky odebrané tkané byly nejprve lyofili-
zovany. Z kazdého vzorku bylo odebrano 0,3 g suché
tkan¢ a nasledné dvakrat delipidovany 10 ml smési chlo-
roform-methanol (2:1, objem/objem) po dobu 12 hod.
Po odstranéni delipidacni smési byly zbytky rozpousté-
del odstranény susenim pii 60°C.

KaZdy suchy delipidovany vzorek byl hydrolyzovan
za obcasného promichani 5 ml 65% HNO, pfi labora-
torni teploté po dobu 24 hod. Vzhledem k tomu, Ze poly-
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etylenové Castice neklesaji ke dnu byla pro izolaci vzdy
odpipetovana a pouZita jen vrchni 2 ml vrstva. Zbyla
spodni ¢ast suspenze byla odséta a déle nezpracovavana.
Vrchni 2ml vrstva byla poté promyta dvakrat Sml 65%
HNO, a pétkrat 8 ml destilované vody. Po kazdém pro-
myti byla vZdy jen vrchni 2ml vrstva pouZita pro dalsi
¢isténi, spodni vrstva byla odséta. VSechny vzorky byly
pfed oddé€lenim vrchni 2ml vrstvy promichény na vorte-
xu (vibracni tfepaCce), homogenizovany ultrazvukem
(sonikovany) 2 min (sonikace pouZita jen pfi promyvani
vodou; Ultrasonic Procesor UP 100H Hielscher se sonot-
rodou Micro tip MS3, podminky: 30kHz, am-plituda
180 m, hustota akustického vykonu 460 W/cm?) a cent-
rifugovany (2000 x g 5 min). Béhem tfetiho promyvani
vodou byly vzorky neutralizovany 12 mol/l KOH.

Vysledné 2 ml suspenze otérovych Castic byly smi-
chany s 2 ml isopropanolu (iPrOH); tyto 4 ml suspenze
byly 5 min sonikovany a okamZité filtrovany pfes 10 m
PC membranu (Millipore) do kalibrované polypropyle-
nové zkumavky. Pivodni zkumavka byla dvakrat pro-
myta 0,5 ml iPrOH a takto ziskana suspenze byla rov-
néz filtrovana pres stejnou 10 m membranu. Nakonec
byla membrana promyta 1 ml iPrOH. Posléze bylo 6 ml
filtratu (suspenze obsahujici otérové Castice mensi nez
10 m) promichdno na vortexu. Z této suspenze byly
odebrany 4,5 ml a filtrovany pres 0,1 m PC membrinu
(Millipore). Membrana byla opét promyta 1 ml iPrOH.
Tato membrana se zachycenymi Casticemi o velikosti
0,1-10 m byla pouZita ke stanoveni koncentrace ¢éstic
(vzorek A) (17, 28). Ze suspenze obsahujici otérové ¢as-
tice mens$i neZ 10 m byly dale odebrany 0,2 ml a fil-
trovany pres dal$i 0,1 m PC membréanu. I tato mem-
brdna byla promyta 0,5 ml iPrOH a pfedéna na Ustav
makromolekularni chemie AV CR, kde byla pouZita pro
stanoveni morfologie oté€rovych castic (vzorek B). Zby-
lych 1,3 ml suspenze bylo ponechédno v zéloze, ptipad-
né pouZito pro stanoveni koncentrace pomoci rozptylo-
vych metod (vzorek C), (25, 28).

Kvantifikace otérovych ¢astic

Vstupni vzorky pro kvantifikaci. Vysledkem izo-
la¢niho postupu jsou izolované castice UHMWPE ve
ttech formach: (A) PC membrana pokrytd vysokou kon-
centraci PE ¢astic, (B) PC membrana pokrytd nizkou
koncentraci PE ¢astic a (C) zbylé PE cCastice v suspen-
zi. Z kazdé odebrané tkan€ tedy mame k dispozici vzor-
ky typu A, B i C pro kvantifikacni metody. Diky pouZi-
tym filtrtim vzZdy zachycujeme cCastice o velikostech
0,1-10 pm, které jsou povazovany za biologicky nejak-
tivnéjsi (3, 9, 15, 21, 23). V dal§im kroku jsme zminé-
né vzorky vyuZili ke kvantifikaci otérovych castic
UHMWPE, neboli k uréeni koncentrace (celkového
mnozstvi vztazeného na gram suché tkang) a morfolo-
gie (velikosti a tvarll) Castic.

Stanoveni koncentrace otérovych ¢astic. Koncent-
raci otérovych ¢astic UHMWPE lze nejlépe zjistit ana-
lyzou shora popsanych vzorki ty pu A (tj. PC membran
pokrytych PE Casticemi o vysoké koncentraci, obr. 1a)
pomoci metod SEMq (12, 25, 33) a IRc (17, 28). Alter-
nativné je mozné pouZit i vzorky typu C (tj. suspenze
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Obr. 1. SEM mikrofotografie PC membrdn pokrytych izolova-
nymi otérovymi PE Cdsticemi: a — vzorek A, membrdna s vyso-
kou koncentraci PE Cdstic; b — vzorek B, membrdna s nizkou
koncentraci PE Cdstic.

PE c&astic) pro metodu LSc (29). Popis vSech vySe uve-
denych metod (LSc, SEMq, IRc) pro stanoveni kon-
centrace otérovych castic UHMWPE Ize dohledat
v naSich predchozich studiich (17, 25, 28, 29, 33).
Stanoveni morfologie otérovych ¢astic. Morfologii
otérovych castic UHMWPE (neboli charakteristiku
jejich velikosti a tvaru) I1ze nejlépe zjistit analyzou sho-
ra popsanych vzorkt typu B (tj. PC membran pokrytych
PE ¢asticemi o nizké koncentraci, obr. 1b) pomoci meto-
dy MOREF. V prvnim kroku byly PC membrany s PE
Casticemi vodivym lepidlem pfipevnény na kovovy drza-
¢ek vzorkill a pokryty 4nm tenkou vrstvou platiny ve
vakuové naprasovacce (Vacuum sputter coater SCD 005,
Balzers). Ve druhém kroku byly membrany pozorovany
v rastrovacim elektronovém mikroskopu (Quanta 200
FEG, FEI) ve vysokém vakuu (10-3 Pa) za pouziti detek-
toru sekundarnich elektronti (SE detektor) pfi urychlo-
vacim napéti 10-30 kV (urychlovaci napéti bylo pfi-
zpisobovano podle citlivosti preparatu). Pro kazdy
vzorek byly nasnimany dvé sady SEM mikrofotografii:
nejméné 4 mikrofotografie pti nizkém zvétSeni (1200 x)
a nejméné 4 mikrofotografie pfi vyS$§im zvétSeni
(6000 x). Ve tretim kroku byla kazda jednotlivd mikro-
fotografie zpracovana standardnim komer¢nim progra-
mem pro obrazovou analyzu (NIS Elements, Laborato-
ry Imaging), pfi¢emz pro kazdou castici byly urceny t¥i
morfologické deskriptory (obr. 2):
1. pramér — Equivalent diameter (D);
2. kruhovost — Circularity (C);
3. prodlouZeni — Elongation (E).

MaxFeret MinFeret

Perimeter = P
Area=A

Eq.diameter =D

Obr. 2. Morfologické deskriptory otérovych cdstic. Vpravo:
ekvivalentni priimér Cdstice (Equivalent diameter, D) je roven
priméru kruhové Cdstice, jejii plocha (Seq) je ekvivalentni
s plochou pitvodni cdstice (S). Vlevo: kruhovost (C) je defino-
vdna jako 4w ndsobek plochy cdstice (A) lomeny druhou moc-
ninou obvodu cdstice (P). ProdlouZeni (E) je definovdno jako
podil maximdlniho primétu (MaxFeret) a minimdlniho prii-
métu (MinFeret) Cdstice (priumét je rozmér cdstice promitnuty
do daného sméru).
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Stru¢né lze shrnout, Ze deskriptor D udava primér-
nou velikost ¢astice v um, zatimco deskriptory C a E
charakterizuji tvar ¢astice (C nabyvd hodnoty 1 pro kru-
hové castice a nizSich hodnot pro Céstice protaZené;
deskriptor £ nabyva hodnoty 1 pro kruhové ¢astice a vys-
Sich hodnot pro Castice protazené).

Ve ctvrtém a poslednim kroku byly vysledky jednot-
livych obrazovych analyz spojeny dohromady pomoci
programu MDISTR, konkrétné jeho modulem
MOREPE. Program MDISTR/MORE.PE dokdZe ma-
tematicky korektnim zpiisobem spojit vysledky stan-
dardnich obrazovych analyz (tj. deskriptory D, C, E)
z jednotlivych mikrofotografii (tj. z mikrofotografii
z vysokym i nizkym zvétSenim), pficemZ z mikrofoto-
grafii s vysokym zvétSenim bere malé Castice a z mik-
rofotografii s nizkym zvétSenim bere velké castice. Hra-
nici mezi malymi a velkymi casticemi lze programu
predat jako parametr, pro dana zvétSeni se v praxi nej-
lépe osvédCila hodnota 2 pm. Divodem oddéleného
vyhodnocovani malych a velkych otérovych Castic je
skute¢nost, Ze biologicky aktivni castice UHMWPE
s velikostmi 0,1-10 um maji rozsah velikosti dva tady,
takZe nejveétsi Castice se na mikrofotografie s vysokym
zvétSenim témér nevejdou, zatimco nejmensi Castice na
mikrofotografiich s nizkym zvétSenim prakticky nejsou
vidét. Cely vypocetni postup nazyviame matematicka
filtrace castic. Alternativné by bylo mozno pouZit sku-
teCnou, fyzickou filtraci Céstic, takze bychom vzorek
rozdélili filtraci na dvé Casti, z nichZ prvni by obsaho-
vala jen malé a druha jen velké Castice. Nevyhodou
fyzické filtrace Castic jsou ovSem experimentélni chyby,
kterym se u tak malych ¢astic nelze zcela vyhnout. Oté-
rové castice UHMWPE maji totiZ velkou tendenci ulpi-
vat na sténach nadob pfi skladovani, prelévani i filtra-
cich, jak lze snadno experimentdlné ovérit. Cely trik
s matematickou filtraci tedy stru¢né feceno spociva ve
skuteCnosti, Ze se vyhneme experimentidlnim chybam
spojenym s fyzickou filtraci ¢astic a analyzujeme velké
a malé ¢éstice v ramci jednoho vzorku prohlédnutého
pfi dvou riznych zvétSenich. Nahrazeni fyzickych fil-
traci matematickou rovnéz vyrazné zrychli celou meto-
du. Zpracovani jednoho vzorku (od odbéru az do ziska-
ni vysledki) trva ptiblizné 7 dnd.

VYSLEDKY

Hlavni graficky vystup programu MDISTR/
/MORE.PE ukazuje velikosti a tvary ¢astic ve vzorku ve
formé histogramt (obr. 3). Histogramy v levé poloviné
(obr. 3a, b) ukazuji Ciselné distribuce velikosti Castic
(Cervené sloupce) a objemové distribuce velikosti ¢astic
(zelené sloupce). Ciselné distribuce velikosti udavaj,
jaky je ve vzorku pocet Castic dané velikosti, zatimco
objemové distribuce velikosti udéavaji, jaky je ve vzorku
objem Ccastic dané velikosti. JelikoZ vétsi Castice maji
podstatné vétsi objem neZ Castice malé (objem roste se
tfeti mocninou velikosti), projevi se na ¢iselnych distri-
bucich velikosti pfedev§im castice malé (kterych je
v typickych vzorcich otérovych ¢astic UHMWPE vétsi-
na), zatimco na objemovych distribucich velikosti se
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Obr. 3. Prvni vystup metody MORF: graficky vystup z progra-
mu MDISTR/VOL.PE. a — ¢iselnd a objemovd distribuce veli-
kosti otérovych cdstic D, pocitand pouze 7 mikrofotografii
s vysokym zvétSenim; b — presnéjsi Ciselnd a objemovd distri-
buce velikosti otérovych cdstic D, pocitand 7 mikrofotografii
s vysokym i nizkym zvétSenim; ¢ — ciselnd distribuce kruhovosti
(circularity) otérovych Cdstic C; d — Ciselnd distribuce pro-
dlouZeni (elongation) otérovych cdstic E. Jméno pacienta, kte-
ré program automaticky uvddi do popisu obrdzki, je fiktivni.

projevi pfedevsim castice velké (kterych byva sice méné,
ale jejich objem je podstatné vétsi). Levy horni histo-
gram (obr. 3a) ukazuje vysledky zaloZené pouze na mik-
rofotografiich s vysokym zvétSenim (takovy obrazek Ize
snadno ziskat i ze standardniho komer¢niho softwaru
a program MDISTR/MORF.PE ho pocita jen pro kon-
trolu). Levy dolni histogram (obr. 3b) ukazuje vysledky
zaloZené na kombinaci vysledklli z mikrofotografii
s vysokym i nizkym zvétSenim (na takovém obrazku je
na prvni pohled mnohem presnéjsi, ,,neuseknuta“ ob-
jemova distribuce velikosti otérovych castic; jde o hlav-
ni vystup této Casti programu MDISTR/MORF.PE).
Histogramy v pravé poloviné (obr. 3¢,d) ukazuji deskrip-
tory C a E popisujici tvary Castic, pficemZ v obou his-
togramech jsou rovnou zapocteny vysledky z mikrofo-
tografii s vysokym i nizkym zvétSenim. Oba deskriptory,
C aE, popisuji podobnou véc — kulatost ¢astic. Pro kula-
té Castice plati C = E = 1. Pro nekulaté se hodnota C
postupné sniZuje az k nule a hodnota E se zvySuje az
k nekonecnu. Histogramy C (obr. 3¢) a E (obr. 3d) tudiz
ukazuji, jaké je zastoupeni kulatych a nekulatych Castic
ve vzorku.

Hlavni ¢iselny vystup programu MDISTR/VOL.PE
(obr. 4) tvofi seznam morfologickych deskriptort, kte-
ré prislusi histogramim popisujicim velikosti a tvary
Castic. Prvni odstavec vystupu odpovida histogramu na
obr. 3a (velikost D), druhy histogramu na obr. 3b (pfes-
né¢jsi velikost D), tieti histogramu na obr. 3¢ (kruho-
vost—C) a konec¢né Ctvrty odstavec histogramu na obr. 3d
(prodlouzeni— E). Z (obr. 4) je zfejmé, Ze dostdvame
obsédhlou fadu ¢isel, kterd podrobné charakterizuji oté-
rové Castice.

PUVODNI PRACE
ORIGINAL PAPER

% Viewer [M:\MIREK.GRA\4PE\SERIE.L\L1\A\BOCAN\ MORF\ALL)4final_stat.txt]
Files Edit Search View Options

Kloubni nahrada: JamesBond j
Hranice male/velke: 2um

DISTRI\ED
DataFile sumAll sumW meanN sigmaN meanV sigmalV Min  Max S[%] B[%]
JamesBond 1969 2e+3 0.3 6.24 1.24 ©.85 0.84 3.09 98.4 1.6
DISTR2\ED
DataFile sumAll sumy/ meanN sigmaN meanV sigmaV  Min  Max S[%] B[%]
JamesBond 2170 2e+3 0.31 0.28 3.61 3.26 0.04 9.76 9%.1 1.9

DISTR2\CIRC
DataFile sumAll suml meanN sigmaN Min  Max S[%] B[%]
JamesBond 2170 2e+3 0.80 0.22 ©0.06 1.00 23.1 16.9
DISTR2\ELONG
DataFile sumAll sumW meanN sigmaN Min  Max S[%] B[%]
JamesBond 2170 2e+3 1.70 0.66 1.00 6.33 0.0 1008.0

v
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Obr. 4. Druhy vystup metody MORF: ¢iselny vystup z progra-
mu MDISTR/VOL.PE. D = ED = primeér cdstic, C = CIRC =
kruhovost, E = ELONG = prodlouZeni, sumAll = celkovy pocet
analyzovanych Cdstic, sumW = soucet statistickych vah analy-
zovanych cdstic, meanN = stred Ciselné distribuce, pocitany
Jjako aritmeticky priumér Ciselné distribuce, sigmaN = Sitka
ciselné distribuce, pocitand jako smérodatnd odchylka ciselné
distribuce, meanV = stied objemové distribuce, pocitany jako
aritmeticky priimér objemové distribuce, sigmaV = $itka obje-
mové distribuce, pocitand jako smérodatnd odchylka objemo-
vé distribuce, Min = minimdlni nalezend hodnota, Max = maxi-
madlni nalezend hodnota, S[%] = procento cdstic <1, B[%] =
procento Cdstic = 1. Jméno pacienta (DataFile) je fiktivni.

FAZE VYVOJE METODY

Faze A.

Prvni faze vyvoje metody MORF a SEMq (25) zpra-
covala sérii, kterd zahrnovala celkem 6 pacientd, z nichz
3 prodélali revizi TEP kolena a 3 prodélali revizi TEP
kycle. Pti revizich byly odebrany posSkozené tkané z cel-
kem 25 rtiznych zén z okoli TEP. Ac¢koli zminénd stu-
die se soustfedila na popis izola¢nich postupii a metody
SEMgq, v dopliikovych experimentech byly studovany
téz pramérné velikosti (D) izolovanych ¢astic UHMW-
PE; morfologické deskriptory C a E, popisujici tvary Cas-
tic, nebyly uréeny — naSe metodika to v té dobé jesté
neumoziovala. Primérna velikost ¢astic ve vSech 25
z6nach Cinila 0,51 um, zoéna s nejmensimi pozorovany-
mi ¢asticemi vykazovala priimérnou velikost otérovych
¢astic 0,30 pm a zona s nejvétsimi pozorovanymi ¢asti-
cemi poskytla primérnou velikost ¢astic 0,70 um. Hlav-
nim vystupem této série vzorkll byl nicméné€ vyvoj meto-
dy SEMgq, jejiZ hlavni ¢asti je semi-automaticky pfevod
SEM mikrofotografii na ¢ernobilé, tzv. binarni obrazy,
ze kterych 1ze nasledné vyhodnotit obsah ¢astic ve vzor-
ku (25, obr. 5). Binarni obrazy ziskané podobnym postu-
pem se poté vyuZivaly i v metodé MORFE.

Faze B.

Ve druhé fazi byla metoda MORF dale zdokonalena
a zpresnéna, coz jiZ umoznilo charakterizovat nejen pri-
mér velikosti ¢astic (D), ale téz deskriptory tvaru C a E.
Pomoci zdokonalené metody MORF byly popsany oté-
rové Castice odebrané z celkem 6 revizi TEP kycelniho
kloubu a 2 revizi TEP kolenniho kloubu (tab. 1). Pra-
mérné velikosti ¢astic D se pohybovaly v rozmezi
0,27-0,60 um. Hodnoty deskriptoru C se pohybovaly
v intervalu 0,66—0,85 a hodnoty deskriptoru E oscilova-
ly v intervalu 1,55-2,03 (graf 1).
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Obr. 5. Konverze SEM mikrofotografie (vlevo) na bindrni obraz
(vpravo), ktery je vhodny pro softwarové zpracovdni pomoct
metod SEMq a MORF.

Tab. 1. Prehled souboru 2. fdze vyvoje metody MORF. Ozna-
Ceni vzorkii H-hip, K-knee. D — priimérnd velikost cdstic,
C — kruhovost, E — prodlouZeni.

Vzorek TEP In vivo D C E
(roky) | (um)

Hl1 Duraloc/Enduron 11 0,31 | 0,80 | 1,70
H2 Poldi 16,6 0,40 | 0,85 | 1,55
H3 Poldi 10,1 0,58 | 0,67 | 2,03
Kl Walter Motorlet 20,5 0,60 [ 0,69 | 1,84
H4 ABG (Howmedica) 8,5 0,30 | 0,67 | 1,75
H5 ABG (Howmedica) 9 0,27 [ 0,68 | 1,79
H6 Poldi/Ultima 8 0,33 [ 0,66 | 1,77
K2 PFC 8 0,31 ] 0,68 | 1,76
Faze C.

V priibéhu praci na vyvoji metody jsme zachytili diky
pfiznivé shod€ okolnosti dva vyjimecné piipady peri-
protetickych tkani, které obsahovaly neobvykle malé
otérové cCastice UHMWPE s primérnou velikosti
<0,05 pum (obr.6) (12). V obou naSich vzorcich pocha-
zely tkéné z revizi TEP kycelniho kloubu. U vSech zmi-
nénych veli¢in (D, C, E) byl urcen stied Ciselné distri-
buce velikosti p (vypocteny jako aritmeticky primér)
aSitka ¢iselné distribuce velikosti (vypoctendjako smeé-
rodatna odchylka). Pro velikosti ¢astic D vyS$ly pramér-
né velikosti p= 18,5 a 21,2 nm s pomérné tzkymi distri-
bucemi =35,3a8,0 nm, coZ potvrzovalo neobvykle malé
rozmé€ry a nepritomnost vétSich otérovych castic ve

)
[
.

] i
HI H2 H3 KI H4 H5 H6 K2

Graf 1. Graf vysledkit méteni 2. fdze vyvoje metody MOREF.
D — priimérnd velikost Cdstic, C — kruhovost, E — prodlouzent.

Obr. 6. Mikrofotografie PC membrdny s UHMWPE Cdsticemi,
dokazujict pritomnost nanocdstic UHMWPE v periprotetické
tkdni pacienta s aseptickym uvolnénim TEP kycelniho kloubu.

vzorku. Pokud jde o tvary ¢&astic, primérné hodnoty
deskriptoru C se jen malo liSily od jedné (u = 0,97
a 0,93), podobné jako pramérné hodnoty deskriptoru E
(u=1,29 a 1,35), coz v souladu se SEM mikrofotogra-
fiemi ukazovalo, ze drtiva vétSina Castic ma izometric-
ky, viceméné sféricky tvar.

DISKUSE

Velikosti ¢astic

Namétené hodnoty priomérnych velikosti ¢astic jsou
v dobré shodé s literaturou (1, 8, 10, 13, 14, 16, 24, 33).
Objev otérovych nanocastic UHMWPE in vivo byl
pomérné prekvapivy a prokdzal existenci otérovych
nanocastic in vivo jako prvni na svété, prakticky sou-
casné se studii britskych vyzkumnikd (19).

Obtize spojené s kvantifikaci otérovych ¢astic
UHMWPE

Pojem kvantifikace otérovych cdstic UHMWPE
v periprotetickych tkanich zahrnuje jednak stanoveni
koncentrace Castic (celkové mnozstvi Castic vztaZzené na
jednotkovou hmotnost tkdné), jednak stanoveni morfo-
logie ¢astic (velikosti a tvary otérovych ¢éstic). V doma-
ci i cizi literatufe se Casto hovofii jen o kvantifikaci bez
dalsiho upfesnéni, coz zpravidla vede k nejasnostem.
V kazdém piipadé plati, Ze pti zkoumani vlivu otérovych
castic UHMWPE na selhani TEP je tfeba vzit do uvahy
jak koncentraci Castic, tak i morfologii ¢astic (2, 16, 30).

Pokud jde o stanoveni morfologie ¢astic, nelze vyuZit
svételnych mikroskopti (Light microscope, LM) kvili
nepatrnym rozmérum Castic, které jsou pod rozliSovaci
schopnosti LM, ale 1ze vyuZit elektronovych mikrosko-
pu (napf. rastrovaci elektronovy mikroskop — SEM)
nebo mikroskopt z rastrovaci sondou (napf. mikroskop
atomarnich sil — AFM). V praxi se nejvice vyuziva
SEM mikroskoptl, které v piipadé otérovych Castic
UHMWPE dosahuji vySSich rychlosti a pfesnosti sta-
noveni. Na mikroskopii SEM je zaloZena i naSe metoda
MOREF, ktera je popsana vyse.

Hlavnim smyslem celého postupu MOREF je dosah-
nout co nejlepsi presnosti, takZe namisto rozdéleni vzor-
ku skute¢nou filtraci na vice casti (ktera je u tak malych
¢astic nevyhnutelné zdrojem chyb), se vyuZiva paralel-
ni analyzy velkych a malych ¢éstic v rdmci jednoho
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vzorku, coZ lze povazovat za jakousi fiktivni, matema-
tickou filtraci Castic (kterd je mnohem presnéjsi, proto-
7Ze ve skutecnosti pracujeme s jednim a tim samym vzor-

kem, ktery nemusime fyzicky délit).

Vyhody a nevyhody metody MORF
Z hlediska védecké presnosti a spravnosti vysledk

m4a metoda MORF dvé hlavni vyhody:

1. metoda je optimalizovédna tak, aby v daném vzorku
presné kvantifikovala malé i velké otérové Céstice
soucasné;

2. metoda byla vyvinuta tak, aby minimalizovala expe-
rimentalni chyby, ¢ili se nepokousi fyzicky oddé€lovat
nepatrnd mnoZzstvi vzorku, ale misto toho pouZiva
matematického postupu, ktery umoZiiuje provést ana-
lyzu velkych a malych Castic soucasné.

Metoda MORF ma i jedno omezeni — je optimalizo-
vand na Castice s velikostmi 0,1-10 um. Toto omezeni
je dano zpiisobem izolace Castic, pfi které pouzivame
polykarbonatové filtry o velikosti p6ra 10 mm k odstra-
néni necistot a polykarbonatové filtry o velikosti port
0,1 pm k findlnimu zachyceni otérovych ¢astic. Tudiz
¢astice >10 um jsou odfiltrovany a ¢éstice <0,1 pm z vét-
§i casti filtrem protecou, i kdyZ v nékterych pripadech
se jejich vyznamnou frakci také podafi zachytit (12).
OvSem 0,1um a 10um filtry nebyly vybrany ndhodou.
Nepfitomnost ¢astic >10 um neni stéZejni, nebot jejich
pocet ve vzorku byva ve srovnani s mensimi ¢asticemi
naprosto zanedbatelny a navic maji velké Castic mno-
hem niz§i biologickou aktivitu (2, 16, 30), coZ zname-
n4, Ze jejich vliv na poskozeni tkani v okoli TEP je mno-
hem mensi. Neptitomnost vétsiny Castic <0,1 um by také
neméla hrat zasadni roli a to ze tfi diivodl: (a) z prak-
tického hlediska je tfeba si uvédomit, Ze s analyzami tak-
to malych ¢éstic se zacalo teprve v posledni dobé (12,
19) a presto byly dosaZené vysledky v zdsadé ve shodé
s ortopedickymi nalezy a (b) prace z posledni doby uka-
zuji, Ze mnozstvi takto malych Castic ve vzorcich je vel-
mi malé (12, 19) a navic na selhdni TEP maji vliv spise
mikrocastice neZ nanocastice <0,1 um (17).

Vystupy pro klinickou praxi

V klinické praxi se denné setkdvame s pripady opotie-
beni artikula¢nich komponent kloubnich nahrad, u nékte-
rych typdt UHMWPE materialii vidime opotiebeni pod-
statné diive ve srovnani s jinymi. A soucasné i mezi typy
implantat, které povaZujeme na zdklad€ klinického
pozorovani za spolehlivé, se obCas vyskytne piipad vyraz-
né rychlejSiho opotiebeni a osteolyzy (4, 6, 32). Neni zde
tfeba opakovat chronicky znamé skute¢nosti, které maji
vliv na opotfebeni implantitu. Morfologicka analyza oté-
rovych castic MORF vsak opét zasadné posouva moz-
nosti jejich definice u vétSich souborl pacientl (na roz-
dil od prostého méteni mikroskopického obrazu), riiznych
typt implantatd, aloplastiky rdznych kloubu, ale i nékte-
rych vyjimecnych piipadl opotiebeni.

V soucasnosti byly nasi pracovni skupinou dokonce-
ny metody, umoziujici detailni popis vlastnosti novych
i explantovanych UHMWPE komponent. Charakteristi-
ku otérovych Castic, ziskané metodou MORF proto v pii-
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pravovanych publikacich budeme moci piimo korelovat
se zjisténymi vlastnostmi explantovanych komponent
konkrétnich pfipada selhani kloubnich nihrad.

ZAVER

1. Autofi vyvinuli novou metodu pro uréovani morfo-
logie otérovych ¢astic UHMWEPE v tkdtlovych vzorcich
z okoli TEP. Metoda byla nazvina MORF a zahrnuje pét
presné definovanych kroki: 1) odbéry poskozenych tka-
ni obsahujici otérové castice UHMWPE, 2) izolace Cas-
tic UHMWPE z tkanovych vzorkd, 3) zobrazeni izolova-
nych ¢astic UHMWPE pomoci elektronové mikroskopie,
4) standardni méfeni velikosti a tvara ¢astic na mikrofo-
tografiich a 5) findlni zpracovani vysledkii pomoci pro-
gramu MDISTR. Vysledkem metody je velmi podrobny
popis velikosti i tvarli otérovych ¢astic.

2. Metoda MORF byla vyvijena a optimalizovadna
nékolik let. V pribéhu vyvoje byla aplikovana na fadu
vzorkll poSkozenych tkani z okoli TEP, odebiranych na
pracovisti I. ortopedické kliniky 1. LF UK a FN Motol.
Byly detekovany castice o primérnych velikostech
kolem 0,5 um nebo mensSich, coz je v dobré shodé se
souCasnymi poznatky. Kromé toho byly pomoci meto-
dy MOREF viibec poprvé na svété (12) detekovany i oté-
rové nanocdstice UHMWPE s velikostmi pod 0,05 pm
in vivo; pfitomnost otérovych nanocastic in vivo byla
prakticky soucasné prokazana i dalsi, nezévislou skupi-
nou vyzkumnika (19).

3. Metoda MORF poskytuje komplexni popis veli-
kosti a tvart otérovych ¢astic UHMWPE v poskozenych
tkanich v okoli TEP, takze miZe slouZit jako nastroj
k vysvétleni a dalSimu studiu pficin selhani kloubnich
ndhrad. Kromé toho bylo prokazano, Ze kromé celkové
koncentrace ¢astic (celkového mnoZstvi uvolnénych oté-
rovych ¢astic na gram tkdn¢) ma na spusténi zanétlivych
reakei a tim 1 na selhani TEP vliv téZ morfologie otéro-
vych Castic (14, 23, 24). Je tudiz pravdépodobné, Ze
pomoci metody MORF bude mozno vysvétlit individu-
alni rozdily pti selhani TEP s obdobnym celkovym/volu-
metrickym otérem.

4. Program MDISTR, ktery je soucasti metody vyvi-
nuté metody MORE, je univerzalng€ pouZitelny nejen pro
analyzy oté€rovych ¢astic UHMWPE z poSkozenych tka-
ni v okoli TEP, ale i pro analyzy dalSich typu castic,
napfiklad ¢astic v polymernich smésich (26) nebo kovo-
vych nanodcastic (27).
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