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Uporabili smo metodo razkroja tkiva z natrijevim hidroksidom za izolacijo polietilenskih in kovinskih delcev iz periprosteti~nega
tkiva. S FTIR in EDS smo potrdili, da so bili izolirani delci res polietilenski in delci zlitine Ti-6Al-4V. S SEM smo ugotovili
morfologijo in velikost delcev. Histolo{ka analiza periprosteti~nega tkiva je potrdila prisotnost obrabnih delcev.
Klju~ne besede: endoproteze, obrabni delci, tkivo, kemijska analiza

A method of tissue digestion using sodium hydroxide was applied to the isolation of ultra-high-molecular-weight polyethylene
(UHMWPE) and metal particles from periprosthetic tissues. FTIR and EDS verified that the recovered particles were UHMWPE
and Ti-6Al-4V. When viewed by SEM morphology and size of particles was determined. Histologic analysis of the tissues
confirmed the presence of UHMWPE and metal particles.
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1 UVOD

V klini~ni uporabi je ve~ modelov kol~nih endopro-
tez, najpogosteje vsebujejo ~a{ico, izdelano iz visoko-
molekularnega polietilena, kovinsko steblo in kovinsko
ali kerami~no glavo. Kovinski del implanta je najpo-
gosteje iz nerjavnega jekla, zlitine Co-Cr-Mo ali Ti-Al-V.
Kljub veliki korozijski odpornosti in ~vrstosti teh materi-
alov se po dolo~enem ~asu na povr{ini implantov po-
javijo po{kodbe, ki povzro~ijo vnetne reakcije in razma-
janost1. Najpogosteje privede do po{kodb nezadostna
odpornost materiala proti obrabi v kombinaciji z mo~nim
korozijskim napadom biolo{kega okolja in mehanskimi
napetostmi, ki se pojavijo ob fizi~nih aktivnostih. Ko
polietilenski in kovinski delci zaradi navedenih procesov
obrabe pridejo v tkivo ob implantu, niso inertni, temve~
so vklju~eni v biolo{ke reakcije, ki v kon~ni fazi
pripeljejo do osteolize oziroma omajanja implanta. His-
tolo{ke analize so pokazale, da so spro{~eni delci
izpostavljeni procesu fagocitoze, pri ~emer aktivirani
makrofagi spro{~ajo v tkivo razli~ne mediatorje - citok-
ine in derivate prostaglandina E2, ki povzro~ajo pa-
tolo{ke spremembe v okoli{kem tkivu2.

2 EKSPERIMENTALNI DEL

Preu~evali smo vzorce ~love{kega tkiva, ki so bili od-
vzeti na Ortopedski kliniki v Ljubljani, ob odstranitvi
implanta s femoralnim steblom iz zlitine Ti-6Al-4V in
polietilensko ~a{ico, po dveh letih zaradi omajanosti in
izpaha.

Vzorce za histolo{ko analizo smo fiksirali v for-
malinu, vstavili v parafinski blok in razrezali na listi~e
debeline 4 µm ter obarvali s hematoksilinom in eosinom.

Vzorce za kemijsko analizo smo razkrojili in izolirali
polietilenske in kovinske delce. Pribli‘no 200 mg tkiva
smo dodali 2 ml 4 M NaOH in hidrolizirali 48 ur pri
56°C. Nato smo centrifugirali 40 minut pri 10 000 obra-
tih s 6 ml 95% etanola in s tem pospe{ili sedimentacijo.
Sedimentiranemu delu smo zopet dodali 2 ml NaOH in
postopek ponovili. Vzorec smo sprali z destilirano vodo
in delce separirali v ultrazvo~ni kopeli. Lo~ili smo
zgornjo plast v epruveti, kjer so se nahajali polietilenski
delci, od spodnje, kjer so bili kovinski. 200 µl vzorca
izoliranih polietilenskih delcev smo filtrirali skozi 0,2
µm polikarbonatni filter papir, prekrili z zlatom in anali-
zirali s SEM (JEOL JSM 5800). Ostali del izoliranih
polietilenskih delcev smo analizirali z FTIR spektosko-
pijo (FTIR 1725X, Perkin Elmer) v obmo~ju 400 - 4000
cm-1. Vzorec izoliranih delcev zlitine Ti-6Al-4V smo
prekrili z zlatom in analizirali s SEM in EDS (JEOL
JSM 5800, EDS LINK ISIS).

3 REZULTATI IN DISKUSIJA

Postopek razkroja tkiva in izolacije delcev smo
preizkusili na vzorcu govejega mesa, ki smo mu dodali
referen~ne polietilenske delce (Shamrock, 7 µm) in refe-
ren~ne delce ‘eleza (Ventron, 100 µm). Ugotovili smo,
da postopek ne vpliva na velikost in obliko delcev, potre-
bno jih je le dobro separirati v ultrazvo~ni kopeli in s
tem prepre~iti zdru‘evanje v ve~je gru~e, kar bi
onemogo~ilo karakterizacijo delcev3.
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SEM-posnetek polietilenskih delcev ka‘e na tri
karakteristi~ne morfologije delcev (slika 1). Okrogli so
veliki 0,05 - 1,5 µm, podolgovati pa 1 - 5 µm in so v
obliki vlaken, lahko imajo glavo in rep ali pa so brez
glave, v obliki ve~jih krp. Poleg teh dveh morfologij del-
cev se pojavljajo {e individualni, submikrometrski delci
v obliki zrn. Polietilenske delce smo identificirali z FTIR
spektroskopijo s primerjavo s spektrom za referen~ni
material polietilena (slika 2). Karakteristi~ni vrhovi se
pojavljajo pri 2917, 2850, 1470 in 721 cm-1.

SEM-posnetek kovinskih delcev ka‘e na gru~asto
strukturo, delci se pojavljajo v obliki kosmi~ev in so
veliki 1 - 10 µm (slika 3). Delce zlitine Ti-6Al-4V smo
identificirali z EDS spektroskopijo. Pojavljajo se
zna~ilni vrhovi za titan in aluminij, vrh vanadija pa je
skrit za zlatom, s katerim je bil prekrit vzorec.

Histolo{ke analize ~love{kega tkiva ob kol~ni endo-
protezi so potrdile prisotnost polietilenskih in kovinskih

delcev. Pojavljajo se zna~ilne celice velikanke, ki nas-
tanejo ob napadu makrofagov na obrabne delce. Celice
se zaradi ujetih delcev ne delijo pravilno, delijo se le je-
dra, celice pa ostanejo nedeljene in pri tem nastanejo
velikanke. Da celice velikanke vsebujejo polietilenske
delce, lahko posredno sklepamo na podlagi analize pod
mikroskopom s polarizirano svetlobo, kjer se polietilen
zaradi dvolomnih lastnosti sveti4. @al tudi nekatere druge
snovi v tkivu ka‘ejo dvolomnost in smo zato morali
poiskati dodatno metodo - FTIR, ki je nedvomno
potrdila prisotnost polietilena5.

[tudija, ki je novost v raziskavah na podro~ju or-
topedije v Sloveniji, je prvi korak k na~inu re{evanja za-
htevnega problema biodegradacije endoprotez, biolo{ke
aktivnosti spro{~enih delcev in v kon~ni fazi sistemskih
efektov, ki jih lahko povzro~ijo produkti korozijskih in
obrabnih procesov na povr{ini implantov.
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Slika 3: SEM posnetek morfologije kovinskih delcev, izoliranih iz
tkiva ob kol~nih endoprotezah
Figure 3: Scanning electron micrograph of metal particles recovered
from periprosthetic tissues

Slika 2: FTIR - spektra: a) referen~ni polietilen b) polietilen, izoliran
iz ~love{kega tkiva
Figure 2: FTIR spectra of: a) reference polyethylene b) polyethylene
particles recovered from periprosthetic tissue

Slika 1: SEM- posnetek morfologije polietilenskih delcev, izoliranih iz
tkiva ob kol~nih endoprotezah
Figure 1: Scanning electron micrograph of polyethylene particles
recovered from periprosthetic tissue
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