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1 Souhrn

Disertacni prace se zabyva moznosti pouziti biodegradovatelnych kovovych slitin jako
osteosyntetického materidlu v maxilofacialni chirurgii. Hypotéza piedpoklada, ze
slitiny Zn-1,6Mg i WE43 jsou z hlediska doby vstfebavani i biologickych interakci
vhodné k fixaci oblicejového skeletu.

Experimentalni ¢ast prace je rozdélena na dvé na sebe navazujici faze. V prvni fazi
byl pouzit model potkant k implantaci slitin Zn-1,6Mg a WE43. Cilem bylo srovnani
délky jejich degradace a zjisténi chovani okolni kostni tkané. V pravidelnych
intervalech byla zvifata euthanasovana, ex vivo byla skenovana pomoci cone-beam
tomografie ke zjisténi degradacni periody kazdé slitiny. Bylo provedeno
histopatologické vysetfeni ke zjiSténi reakce kostni tkané v okoli implantovaného
materialu. Zavér prvni faze zhodnocuje, kterd ze slitin vice vyhovuje potiebam
osteosyntézy v oblicejovém skeletu. Tou je podle vysledki slitina WE43, ztoho
divodu je pouzita ve druhé fazi.

Ve druhé fazi byl pouzit model kraliki k implantaci slitiny WE43 a titanu jako
srovnavaciho vzorku. Cilem bylo porovnani standardniho materialu a slitiny WE43
stran vlivu na hojeni kostni tkané€ a vhodnosti k implantaci do skeletu. Zvitata byla po
implantaci v pravidelnych intervalech euthanasovana, ex vivo byla pouzita
mikrotomografie ke sledovani hojeni kostniho defektu a zjisténi rychlosti degradace
implantatt ze slitiny WE43. Za pomoci méfeni bone-interface-contact a zmén objemu
a povrchu implantatd byla sledovana degradacni perioda slitiny. Histopatologické
vySetfeni bylo pouzito ke zjisténi reakce kostni tkan¢ na pfitomnost konkrétniho
materialu. Jako pomocné metody byly v obou fazich experimentu pouzity elektronova
mikroskopie s energeticka disperzni spektrometrie.

Teoreticka c¢ast prace zhodnocuje soucasné trendy pouziti biodegradovatelnych
kovovych slitin. Sleduje vyvoj materialii pro osteosyntézu v maxilofacialni chirurgii
s dirazem na biologické chovani materiald a nezadouci vlastnosti véetné jejich
klinického dopadu.

Kliova slova: biodegradovatelné materidly, WE43, biodegradovatelné slitiny



2 Summary

The dissertation is dealing with the option of using biodegradable metal alloys such as
osteosynthetic material in maxillofacial surgery, The hypothesis presupposes that Zn-
1,6Mg and WE43 alloys are from the viewpoint of the degradation period and
biological interactions suitable for fixation of facial skeleton.

The theoretical part of the work evaluates current trends in the use of biodegradable
metal alloys. It monitors the development of material for osteosynthesis in
maxillofacial surgery emphasizing the biological reactions of material and undesirable
qualities including their clinical impact.

The experiment part of the work is divided in two successive stages. The first stage
used the rat biomodel to implant Zn-1,6Mg and WE43 alloys. The aim was to
compare the duration of degradation and to receive the reaction of the ambient tissue.
The animals were euthanized in regular intervals. They were scanned ex vivo by
means of cone-beam tomography to find the degradation period of each alloy.
Histopathological examination was performed to receive the reaction of the ambient
bone tissue. The conclusion evaluates WE43 alloy is more suitable for osteosynthesis
in the facial skeleton according to the results of the first stage.

The second stage used the rabbit biomodel for implantation of WE43 and titanium as a
standard osteosynthetic material. The aim was to compare the used material and
WEA43 alloy as regards their impact on the healing of the bone defect and the
suitability for implantation in the skeleton. The animals were euthanized in regular
intervals, microtomography was used ex vivo to reveal the condition of the ambient
bone, and to find out the speed of degradation of WE43 implants. Using the measuring
of bone-interface-contact and changes in the volume and surface of implants
degradation period of the alloy were monitored. Histopathological examination was
used to find out the reaction of the ambient bone tissue. Secondary methods in both
stages of the experiment were electron microscopy and energetic dispersion
spectrometry.

Key words: biodegradable materials, WE43, biodegradable alloys



3 Uvod

Biodegradovatelné kovové slitiny predstavuji materidly v soucasnosti intenzivné
studované pro pouziti vhumanni mediciné. V zavislosti na metalurgickych,
mechanickych a koroznich vlastnostech se rizni tiel i vhodnost pouziti konkrétnich
slitin. V praxi byly biodegradovatelné slitiny pouzity napt. jako vaskularni stenty nebo
jako fixa¢ni material v ortopedii. (Zheng Y., 2016, Windhagen H. et al., 2013). Pro
ucely osteosyntézy v maxilofacialni chirurgii probihd vyzkum téchto matridlii zatim
na urovni preklinickych in vivo studii. (Schaller B. et al., 2016). Jako osteosynteticky
material je v oblicejovém skeletu nékolik poslednich dekad nejvice pouzivan titan,
jeho slitiny (konkrétné Ti-6A1-4V a Ti-6Al-7Nb) a chrom-kobaltova slitina vitallium.
Titanové slitiny a vitallium bezvyhradné vytésnily z praktického pouziti dfive
pouzivanou korozivzdornou ocel 316SS. Své oblibenosti tyto materialy vdeéci
vhodnym mechanickym vlastnostem a vyhovujicimu biologickému chovani ve
vnitinim prostfedi organismu. (Ehrenfeld M. et al, 2012) Mezi nevyhody
konvenénich materialti se fadi termosenzitivita, hmatatelnost dlahy pod ktzi a pocit
tihy nebo artefakty v obraze pii vySetfeni zobrazovacimi metodami. U déti nesou
potencialni riziko omezeni ristu skeletu s naslednym rozvojem deformit. V piipadé
vyskytu téchto nezadoucich reakci vznika nutnost odstranéni dlah a sni spojena
operacni zatéz pro pacienta. (Cembranos J.L.L., 2004, Ehrenfeld M. et al., 2012,
Kanno T. et al., 2018, Levorova J. et al., 2017, Miihlbauer W. et al., 1987, Suuronen
R. etal., 2004)

Refeni nevyhod konvenénich materidlti v minulosti nabidly syntetické polymerni
materialy, kyselina polyglykolidova, polylaktidova nebo jejich kopolymer (PLGA).
Tyto syntetické polymery mély byt materialy plné degradovatelné za soucasného
splinovani mechanickych naroku na stabilni osteosyntézu. Po zhruba dvou dekadach se
od jejich uzivani ustoupilo pro nezidouci biologické chovéani. Castym problémem
byla reakce z cizich téles s klinickymi projevy otoki a bolesti. (Suuronen R. et al.,
2004, Zheng Y., 2016)

Pravé biodegradovatelné kovové slitiny mohou byt zhlediska mechanickych i
biologickych vlastnosti vhodnym kompletné degradovatelnym materidlem. Nejvice
pozomosti bylo dosud vénovano biodegradovatelnym slitindm na bazi hoic¢iku.
Slibnym materidlem se jevi byt slitina oznacovana jako WE43 nebo také Mg-4Y-3RE.
Jde o slitinu s majoritnim zastoupenim hot¢iku, 4,2 hmotnostnich % tvofi yttrium, 2,8
hmotnostnich % neodymium a 0,4 hmotnostnich % zirkonium. Mez pevnosti v tahu
této slitiny se pohybuje v rozmezi 224-410 MPa a elongace v rozmezi 2-25 %, tj.
v rozmezi dostaCujicim pro potieby osteosyntézy ve stiedni etazi obli¢eje (srovnani se
slitinou Ti-6Al-4V, ktera ma mez pevnosti v tahu zhruba 105 GPa a je dostacujici i
pro vice mechanicky namahanou dolni etaz). Princip degradace slitiny WE43 spociva
v elektrochemické korozi. Hlavnim koroznim produktem je hydroxid hofecnaty, ktery
na povrchu slitiny vytvaii ochrannou vrstvu, reaguje s chloridovymi ionty z prostiedi
za rozpadu ochranné korozni vrstvy a opétovné expozici povrchu slitiny, ktera
umoziuje pokracovani koroze. K hromadéni koroznich produkti nedochézi, vSechny
jsou z prostiedi organismu plné vylouceny. V mnozstvi, ve kterém vznikaji, nejsou
pro organismus toxické, naopak lokalné mohou podpofit hojeni kostni tkané. In vitro
testy biokompatibility slitiny WE43 na bunéénych kulturach vykazuji dobré vysledky.
(Zheng Y., 2016)

Negativnim efektem degradace slitiny WE43 je tvorba vodiku. Pokud vodik vznika ve
vetsi mife, neni mozna jeho eliminace krevnim fecistém, ale hromadi se v me¢kkych



tkanich a zpusobuje utlak cév a nervt i kostni tkané. Dusledkem je omezeni hojeni
rany. (Kubasek J. et al., 2019, Zheng Y. F. et al., 2014, Zheng Y., 2016) Nezadouci
tvorbu vodiku lze zdmérné snizit pfidanim zinku do slitiny. Hof¢ikové slitiny
s obsahem zinku nebo slitiny na bazi zinku jsou dal$imi biokompatibilnimi plné
degradovatelnymi materialy potencidlné pouzitelné pro osteosyntézu v oblicejovém
skeletu. Mez pevnosti v tahu konkrétné slitiny oznaCované jako Zn-1,6Mg, tj. slitiny
s hlavni slozkou zinku, 1,6 hmotnostnich % zaujima magnesium, minoritni slozku
tvoii zelezo - 0,1 hmotnostnich %, dosahuje kolem 250 MPa a elongace v rozmezi 4-
12 %, tj. hodnot srovnatelnych s WE43. Princip degradace slitiny Zn-1,6Mg spociva
také v elektrochemické korozi, ptesny zpusob degradace ovSem neni znam. (Kubasek
J. etal., 2016, Liu S. et al., 2019, Makadia H.K., Siegel S.J., 2011, Prakasam M. et al.,
2017, Pachla W. et al., 2012, Kutniy K.V. et al., 2009, Vroman 1., Tighzert L., 2009,
www.-azom.com — d, www.matweb.com — b, www.matweb.com - ¢, Zheng Y., 2016)

4 Hypotézy a cile prace

4.1 Hypotézy

Slitina Zn-1,6Mg degraduje in vivo v kostni tkani pomaleji nez slitina WE43. Vliv
ptitomnosti slitin Zn-1,6Mg a WE43 umoziuje hojeni kosti. Obé¢ slitiny jsou
biokompatibilni.

Slitina WE43 stimuluje kostni remodelaci. Z hlediska doby degradace je slitina WE43
vyhovujicim materidlem pro fixaci obliejového skeletu. Z hlediska biologického
chovani je slitina WE43 vyhovujicim materidlem pro fixaci oblicejového skeletu.

4.2 Cile prace

Prace je rozdélena na dvé na sebe navazujici etapy, jsou oznaceny jako prvni a druha
faze experimentu.

Cilem prvni faze experimentu je evaluace vhodnosti pouziti slitiny Zn-1,6Mg a slitiny
WE43 k implantaci do zivé tkané€ na zvifecich biomodelech potkant

Dil¢i cile prvni faze:

a) porovnani rychlosti degradace kovovych slitin Zn-1,6Mg a WE43 uzitim
zobrazovaci metody Cone Beam Computed Tomography (CBCT)

b) zjisténi pfipadnych negativnich vlivli obou slitin na hojeni kosti v jejich
okoli histopatologickym vySetfenim

c) srovnani vhodnosti pouziti obou slitin k dalsimu pouziti in vivo

Cilem druhé faze experimentu je evaluace vhodnosti pouziti slitiny WE43
k implantaci do zivé tkané na zvifecich biomodelech kralika

Diléi cile druhé faze:

a) Porovnani reakce kostni tkdné na piitomnost standardniho materialu (titan)
a biodegradovatelné slitiny WE43 pomoci histopatologického vyseteni

b) porovnani bone-interface contact titanového implantatu a implantatu ze
slitiny WE43 na mikrotomografickych skenech ve 2D a 3D zobrazeni

c) zjisténi miry degradace implantatu ze slitiny WE43 v Case, pfi¢emz mira
degradace je definovana zménou objemu a povrchu implantatd, které jsou méfeny
pomoci mikrotomografie

d) zhodnoceni vhodnosti pouziti slitiny WE43 k implantaci do kostni tkang,
zhodnoceni pfipadné vhodnosti k fixaci oblicejového skeletu.



5 Material a metody
5.1 Soubor

V prvni fazi pokusu bylo pouzito celkem 10 zvifecich modeli, potkantl, ktera byla
rozdélena do dvou skupin — skupina A (5 zvifat), skupina B (5 zvifat). Zvifatim byl
v celkové anestezii do kalvy ve stfedni ¢afe vyvrtan okrouhly defekt. Zvifatim ze
skupiny A bylo do defektu v kalvé vlozeno po jedné peloté ze slitiny Zn-1,6Mg,
skuping B ze slitiny WE43. Rany byly zaSity po vrstvach vstiebatelnym materialem.
Ve dvoutydennich intervalech byla zvifata po jednom euthanasovana atestovanym
veterinarnim 1ékafem. Z kazdého zvifete byl vyjmut blocek kosti v misté, kde byla
pivodné pelota implantovana, vzorky byly fixovany a zpracovany stejnou metodikou,
jakou autorka publikuje ve svych pracich. Identicky postup byl pouZit ve druhé fazi
experimentu a je popsan nize. (Levorova J. et al., 2017, Levorova J. et al., 2018)
Druhd navazujici faze pokusu byla provedena na celkem 16 zvifecich modelech
kralika, ktefi byli rozdéleni do dvou skupin — skupina I (8 zvifat, standardni
srovnavaci skupina) a skupina II (8 zvifat). Zvifatim byly v celkové anestezii do
predni strany tibie pod sebou vyvrtany dva identické tunelové defekty o praméru 1,5
mm a hloubce 3 mm. Do kazdého defektu bylo zavedeno po jednom implantatu z dané
slitiny podle konkrétni skupiny, tzn. jedno zvife obdrzelo dva implantaty ze stejné
slitiny (zvifata ze skupiny 1 obdrzela implantaty z titanu, zvifata ze skupiny II
obdrzela implantaty ze slitiny WE43). Rany byly zasity po vrstvach vstiebatelnym
monofilnim materidlem. Zvifata byla euthanasovana atestovanym veterinarnim
Iékatem ve 4tydennich intervalech, a to vzdy jedno zvife z kazdé skupiny. Pribéh
vykonu byl publikovan v praci autorky (Levorova J. et al., 2018)

52 Ptiprava kovovych implantatt

V prvni fazi experimentu byly pouzity dvé slitiny — Zn-1,6Mg a WE43. Piiprava obou
slitin probihala na Ustavu kovovych slitin a korozniho inZenyrstvi, Vysoka $kola
chemicko-technologicka, Praha. Slitina Zn-1,6Mg byla pfipravena roztavenim Eistych
kovi (99,9% cistota) v odporové peci v ochranné atmosféfe argonu (Cistota 99.9 %).
Teplota taveniny byla udrzovana pod 500 °C, aby se zabranilo nadmérnému
odpatovani zinku a oxidaci magnesia. Po dostate¢né homogenizaci byla tavenina slita
do valcovych forem (20 mm v priméru, 200 mm délka). WE43 slitky byly rozpustény
ve vakuové indukéni peci a odlity do ingotd stejnych rozméri jako Zn-1,6Mg. Pred
extruzi byly ingoty WE43 zahtaty na 525 °C po dobu 8 hodin. Nasledné byly kovy
extrudovany za teploty 300 °C (Zn-1,6Mg) a 400 °C (WE43), rychlost extruze 5
mm/min. Ze slitkd byly vysoustruzeny peloty ¢ockovitého tvaru o priméru 2,5 mm,
vysce 1 mm. V druhé fazi experimentu byla pouzita slitina WE43, pfipravena byla
stejnym zpusobem. Ze slitkl, resp. vytvofenych pruti o priméru 7,5mm byly
vysoustruzeny implantaty tvaru vrutu — vélcovité, délky 3 mm, ($iftka hlavy 3 mm,
realného osteosyntetického materialu, simuluje plate pod vrutem, tedy pohyb mezi
spodni plochou hlavice vrutu a horni plochou podlozky a dale mezi dolni plochou
podlozky a povrchem kosti. Sterilizace slitin v obou fazich experimentu a titanu
v druhé fazi experimentu probéhla v 70 % etanolu (2 hodiny) a naslednou expozici
UV zafeni (2 hodiny). Pro zhotoveni stejnych vruti z titanu byla pouzita slitina Ti-
6Al-4V, piipravena metodou selektivniho laserového taveni (Fousova M. et al., 2016).



Zpusob piipravy je popsan v publikacich autorky (Kubasek J. et al., 2019, Levorova J.
etal., 2017, Levorova J. et al., 2018)

53 Fixace vzorkd, zpracovani pro optické vysetieni

Zpracovani probihalo na pracovisti ZkuSebni laboratofe pro dentalni implantaty
Vseobecné fakultni nemocnice v Praze. Z kazdého zvifete byl vyjmut kalvarialni
kostni blo¢ek bez kovovych pelot v prvni fazi/ proximalni ¢ast tibie s implantaty ve
druhé fazi. Fixace probihala roztokem 37 % formaldehydu a 80 % ethanolu v poméru
1:2, pH roztoku = 7.2, po dobu jednoho tydne ve dvou 12hodinovych cyklech za
pokojové teploty na vibra¢nim pfistroji a v chladnicce. Tvrdé tkané byly odvodiiovany
v fadé roztokl o vzristajici koncentraci etanolu (70-100 %, v kazdém byly umistény
72 hodiny) a poté byly vlozeny do roztoku 100 % etanolu a acetonu v poméru 1:1,
nasledné do 100 % etanolu. Vzorky byly ve vakuu zality ¢istym metylmetakrylatem
(MMA), MMA byl nasledné¢ vyménén za zalévaci médium slozené z 100 g MMA,
12,5 ml dibutylftalatu a 1,28 g benzoylperoxidu. Po zpolymerizovani byly z blocka
kosti za konstantniho chlazeni vodou (titan) a 96 % etanolem (WE43) zhotoveny
piicné fezy diamantovanym kotoucem, k brouseni byl pouzit karborundovy abrazivni
papir (zrnitost P1200 a P2500), k lesténi korundova suspenze (velikost ¢astic lum a
0,3 pm). Vysledna tloustka histologického preparatu ¢inila cca 60 pm. Barveni
probihalo 1% roztokem toluidinové modii.

Histologické preparaty byly zhotoveny zkosti vzdy jen sjednim ze dvou
implantovanych Sroubl na ptivodnim jednom vzorku tibie. Snimky preparatii byly
pofizeny za pouziti transmisniho optického mikroskopu Nikon Eclipse E600 (Nikon,
Japonsko). Identicky postup byl pouzit v obou fazich experimentu. Zptisob odbéru,
fixace a zpracovani vzorki byl publikovan v pracich autorky (Levorova J. et al., 2017,
Levorova J. et al., 2018)

5.4 Histopatologické vySetieni

Histopatologické vySetfeni prob&hlo na Ustavu patologie Vieobecné fakultni
nemocnice v Praze atestovanym patologem. Hodnocena byla pfitomnost/nepfitomnost
parametrii: bubliny plynu v kostni tkani v okoli implantovaného materialu, tvorba
kosti v okoli implantatu, periostalni apozice kosti, kvalita okolni kosti a kvantita
parametrii:  kostni kavity, periostalni remodelace, endostalni remodelace,
periimplantaéni fibroza, lymfoplasmatickocelularni reakce, infiltrace makrofagy a
tvorba reakce z cizich téles. Metodiku uvadi autorka v publikované praci (Levorova J.
et al., 2018) na podkladé publikace jiné autorky. (Reifenrath J. et al., 2011)

5.5 Zobrazovaci metody
5.5.1 Cone Beam Computed Tomography (CBCT)

Ke zjisténi rychlosti desintegrace materialu v prvni fazi experimentu byla provedena
Cone Beam Computed Tomography kalvy (Planmeca ProMax 3D Plus; Planmeca,
Finsko). Skenovani probéhlo na nativnich vzorcich ex vivo ihned po euthanasovéni
zvifat. Po dekapitaci zvifete byla hlava umisténa na staticky horizontalni podstavec
bez fixace.



552 Microfocus computed tomograhy (mikro-CT)

Ke skenovani byl pouzit pfistroj SkyScan 1272 od firmy Bruker, Belgie s rozliSenim
0,35um. Skenovani celkem 16 vzorkl tibii samostatné pomoci mikrotomografie
probihalo ex vivo po zaliti vzorku tibii do polymetylmetakrylatu, Pouzito bylo zomé
pole o velikosti 11 pixelt, napéti 100 kV, proudovy zdroj 100 pA, 0,11mm Cu filtr, s
pramérovanim obrazu, 360° rotace. Skenovaci doba byla primérmé 11 hodin pro jeden
vzorek. Rezy byly virtudlné rekonstruovany softwarové pomoci NRecon (Bruker,
Belgie), k vizualizaci obrazu byl pouzit software Dataviewer (2D fezy) a CTVox (3D
fezy implantatu a okoli, Bruker, Belgie). Jako oblast zajmu byla vymezena oblast
mezi prvnim a poslednim zavitem vrutu.

Bone-interface contact (BIC), tj. kontakt mezi povrchem implantatu a kosti, byl
posuzovan na 2D fezech ve tfech rovinach. Oblast zajmu byla vymezena na kortikalni
kost, implantat, vyska oblasti byla 10 mm. Struktura implantatu byla binarizovana a
zvétSena o 6 pixell vici pivodni velikosti pro lepsi moznost odstranéni artefakti ze
zobrazeni kovu. BIC byl posuzovan jako pomér mezi zvétSenym povrchem implantatu
a zvétSenou okolni kosti. Déle byl méfen povrch a objem jednotlivych implantati.
Podle obrazu na mikro-CT byla provedena analyza BIC. Metodiku uvadi autorka
v publikované praci. (Levorova J. et al., 2018)

553 Energeticka disperzni spektrometrie, elektronova mikroskopie
Elektronova mikroskopie (SEM) byla pouzita v prvni i druhé fazi experimentu jako
pomocna. K vysetfeni elektronovym mikroskopem byl pouzit pfistroj Tescan Vega 3,
TESCAN Brno, s.r.0., Ceska republika v kombinaci s pouzitim energetické disperzni
spektrometrie (Oxford Instruments Aztec, Velkd Britanie. Za timto Gcelem byly
vzorky brouseny karborundovym abrazivnim papirem o zrnitosti P180-P4000, lestény
diamantovanymi pastami o velikosti zrn 2-0,7um, k leptani povrchu byl pouzit roztok
2 ml kyseliny dusi¢né ve 100 ml vody. K ur€eni fazového slozeni slitin byla uzita
rentgenova difrakce (X Pert Philips, Velka Britanie, 30 mA, 40 kV, RTG zafeni Cu
Ka). Metodika prace byla publikovana v praci Kubaska (2019). (Kubasek J. et al.,
2019)

5.6 Statisticka analyza

5.6.1 Histologické parametry

Statisticky jsme analyzovali vysledky histologického vySetfeni u skupiny zvifat s
titanovym implantatem (skupina I) a s implantatem ze slitiny WE43 (skupina II).
Meéfeni probihala v konkrétnich ¢asovych obdobich, a to ve 4., 8., 12. a 16. tydnu po
implantaci. K hodnoceni parametri a jejich vyvoji v ¢ase byly pouzity metody
Kendalliv test a Studentiv dvouvybérovy t-test. Statisticka analyza je soucisti
publikace autorky (Levorova J. et al., 2018)

5.6.2 Kontakt mezi povrchem implantatu a kosti — BIC

Statisticky jsme analyzovali miru BIC mezi obéma skupinami implantatd v kazdém
Casovém odbérovém bodé. K porovnani miry BIC byly pouzity metody Studenttiv
dvouvybérovy t-test, pro odchylku od normality Wilcoxonlv test a Shapiro-Wilkiv
test normality. Statistickd analyza je soucisti publikace autorky (Levorova J. et al.,
2018)
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5.63 Objem a povrch implantatt

Statisticka analyza zmény objemu a povrchu v ¢ase a poméru mezi povrchem a
objemem u kazdé skupiny (I a II) a vici sobé byla provedena pomoci tvorby
regresniho modelu, ve kterém zavisle proménnou je ¢as a vysvétlovanou je pomér
mezi povrchem a objemem.

6 Vysledky

6.1 Prvni faze experimentu

6.1.1 Klinické vysetieni pfi odbéru vzorku, CBCT

V prvni fazi experimentu nebyly shledany na zvifatech negativni systémové G¢inky,
lokalné u zadného nebyl pozorovan rozpad rany nebo zanétliva reakce, hojeni kostni
tkang je pfiméfené.

Nailez u skupiny A (Zn-1,6Mg)

Ve vsech odbérech je zastizen plyn pod periostem, a to s postupnym snizovanim jeho
objemu v ¢asovych bodech, ve srovnani s mnozstvim plynu v okoli pelot ze slitiny
WE43 je mensim mnozstvi. Od druhého odbéru zacina degradace materialu, ve tietim
odbéru je pelota fragmentovana a ve ¢tvrtém a patém odbéru dochazi ke kompletni
desintegraci. V okoli pelot v prvnich dvou odbérech je v okoli pelot nalezen husty
zluty exsudat a peloty jsou vhojeny ve vazivu.

Nailez u skupiny B (WE43)

V prvnim a druhém odbéru jsou mékké tkané nad pelotou vyklenuty v disledku
piitomnosti plynu, od tfetiho odbéru pfitomnost plynu nebyla zaznamenana. V prvnich
tiech odbérech dochazi k dislokaci peloty z mista implantace, ve ¢tvrtém a patém
odbéru je pelota pfehojena vazivem.

6.1.2 Histopatologické vySetieni

Nailez u skupiny A (Zn-1,6Mg)

Ve vsech odbérech jsou pfitomny granulomy z cizich téles a fibrozni slozka. Maxima
zanétliva infiltrace dosahuje ve tfetim a ¢tvrtém odbéru, stejné tak i ptitomnost
granulomi z cizich téles a fibroproliferace.

Nilez u skupiny B (WE43)

V zadném odbéru se nevyskytla reakce z cizich téles, zanétliva reakce je patrna ve
vsech odbérech, od ¢tvrtého vyraznéji klesa. Fibrozni slozka je vice vyrazna od tietiho
odbéru s nartstajici tendenci v dalsich odbérech.

6.1.3 Elektronova mikroskopie, energeticka disperzni spektrometrie
Prili§ rychly rozpad pelot Zn-1,6Mg byl limitem pouziti obou metod (SEM a EDS)
v této praci. Ztoho divodu se podafilo analyzovat ze skupiny A v prvni fazi
experimentu pouze pelotu z prvnich dvou odbéri. K degradaci materidlu dochézi u
druhého odbéru, degradace probihd z povrchu, soufasné vznika i vnitini fraktura
materialu, okraje peloty jsou vyrazné nepravidelné
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6.2 Druha faze experimentu
6.2.1 Klinické vysetieni pti odbéru vzorku

V druhé fazi experimentu nebyly shledany na zvifatech negativni systémové G¢inky,
lokalné u zadného nebyl pozorovan rozpad rany nebo zanétliva reakce.

Nalez u skupiny I (Ti)

V zadném z odbérti nebyly zastizeny znamky pfitomnosti plynu a v zadném z odbért
nevykazuji vruty znamky pohyblivosti. Hojeni kostni tkané je ve vSech odbérech
piiméfené, kost nejevi znamky patologie.

Nalez u skupiny II (WE43)

V zadném z odbérti nebyl v mekkych tkanich pfitomen plyn. Ve druhém odbéru
hlavici jednoho z vrutl pfertista kostni tkan, ve tfetim odbéru pak hlavice obou vruti.
Ve ¢tvrtém odbéru je vétsina povrchu hlavic vrutl piehojena kosti. Vruty ve vsech
odbérech nejevi znamky pohyblivosti, okolni kost nejevi znamky patologie.

6.2.2 Mikrotomografie, BIC, zmény objemu a povrchu

Zmény objemu a povrchu titanovych implantati jsou zanedbatelné v prubéhu celého
experimentu. Kost v jejich okoli je bez patologie a BIC ma vzristajici tendenci v ¢ase.
Jedna se o pfedpokladany prabéh.

Nailez u skupiny II (WE43)

V prvnim odbéru bone-interface contact dosahuje 36,05 %. Vruty nejevi znamky
degradace. Pokles objemu implantatu je zanedbatelny, stejné tak i nartist povrchu. Ve
druhém odbéru je u implantatl patrna ¢astecna degradace zavitl, k novotvorbé kosti

v okoli dochazi. Jeden z implantati byl ¢asteéné kosti prehojen. Dochazi k poklesu
objemu i povrchu obou vrutl vii¢i vychozi hodnoté. Tyto zmény jsou statisticky
nevyznamné. BIC dosahuje 44,76 %. V tietim odbéru k degradaci implantatti dochazi
v misté zaviti. Na zavitech v blizkosti apexu je patrny vyraznéjsi rozpad, zde dochazi
i k degradaci téla implantatu. V okoli materialu je patrma novotvorba kosti. BIC
dosahuje 34,66 %. Kavity v kosti vznikajici pfitomnosti plynu jsou obtizné odlisitelné
od normalni struktury kosti. Pokles objemu vrutt je zanedbatelny, nartust povrchu je
statisticky nevyznamny. Ve étvrtém odbéru u jednoho z vruti doslo k degradaci zavitl
a jejich odlomeni i k fraktufe téla. Hlava vrutu je ¢astecné piehojena kosti. U druhého
implantatu dochazi k vyrazné fragmentaci bez moznosti rozeznani jednotlivych ¢asti.
Pokles objemu je oproti vychozi hodnoté signifikantni. Signifikantni je i nardst
povrchu. BIC dosahuje 27,5 %.

6.2.3 Histopatologické vySetieni

Nalez u skupiny I (Ti)

V zadném z odbérti nebyla nalezena reakce z cizich téles, v okoli zavitl je mirna
fibrozni reakce zastizena v prvnim, tfetim a ¢tvrtém odbéru, zanétliva reakce neni
vyraznd, nicméné pfitomna ve vSech odbérech, kostni remodelace jevi nartstajici
tendenci v Case.

Nalez u skupiny II (WE43)

V prvnim odbéru je zastizena reakce z cizich téles, zde nelze vyloudit reakci na $ici
material, ve ¢tvrtém odbéru je granulom z cizich téles opét zastizen. Fibrozni
produkce zaujima ve druhém odbéru vice nez 51 % povrchu jednoho vrutu, u
ostatnich odbéru je pfitomna, vzdy do 51 % povrchu. Ve vSech odbérech je patrna
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probihajici endostalni i periostalni remodelace. Kostni kavity jsou pfitomny ve vSech
odbérech.

624 Statistické zhodnoceni vysledki — histologické parametry

Parametr BS ma mirmou tendenci k rustu v ¢ase, soucasné roste i pravdépodobnost
vyskytu BS (p-value=0,02, Kendallovo tau=0,23) a Cast&jsi vyskyt je zaznamenan u
skupiny II (p-value=0,023). U kostnich kavit (BC) je statisticky vyznamny vztah mezi
mnozstvim vyskytu a ¢asem (p-value=0,007). BC se vyskytuji po celou dobu
vyzkumu, Castéji u ¢asnéjsich odbéri, mezi skupinami bez statisticky signifikantniho
rozdilu (p-value=0,12). Stupen periostalni remodelace zavisi na Case, nicméné bez
statistické signifikance (p-value=0,07). Vyznamné vyssi je vyskyt u skupiny II (p-
value=0,04). Endostalni remodelace se vyskytuje vyznamné Castéji u skupiny II (p-
value=0,007), z pohledu ¢asové distribuce je vyskyt na hranici statistické vyznamnosti
(p-value=0,08). Periostalni apozice je v Case distribuovana nerovnomérné (p-
value=0,01), bez vyznamného rozdilu mezi skupinami. Vyskyt parametru tvorby kosti
(PIF) v case i mezi skupinami je bez statisticky vyznamné nerovnomérnosti (p-
value=0,60, resp. p-value=0,13). PF nevykazuje vy$si pravdépodobnost vyskytu v
nékterém z Casovych obdobi (p-value=0,51), Cast&ji se vyskytuje u skupiny II (p-
value=0,03). LYM ani MPH nemaji statisticky vyznamné obdobi vyskytu (p-
value=0,55, respektive 0,24). Ani z pohledu skupin u obou parametri neshledavame
statisticky vyznamny rozdil (p-value=0,59, respektive 0,55). Casova distribuce
vyskytu GC je na hranici statistické vyznamnosti (p-value=0,06). Z pohledu obou
skupin neshledavame statisticky vyznamny rozdil (p-value=0,44).

6.2.5 Statistické zhodnoceni vysledki — kontakt mezi povrchem

implantatu a kosti — BIC
Ve vSech odbérech shledavame statisticky vyznamny rozdil v mife BIC mezi obéma
skupinami implantati (p-value = 5.767e-08, resp. p-value = 0.002716, resp. p-value =
3.703e-06, resp. p-value = 1.475e-09.

6.2.6 Statistické zhodnoceni vysledki — zména povrchu a objemu
implantatd WE43

Zménu objemu i povrchu, resp. poméru povrchu a objemu hodnotime jako statisticky

signifikantni pouze ve 4. odbéru, tj. v 16. tydnu.

7 Diskuze

7.1 Prvni faze experimentu: Zn-1,6Mg a WE43
7.1.1 Rychlost degradace pelot a mozné pficiny odchylky

Magnesium je oproti zinku ve vnitinim prostiedi lidského organismu vice reaktivnim
prvkem, proto se koroze biodegradovatelnych slitin zrychluje soucasné se zvySujicim
se obsahem magnesia ve slitin¢. Pfidanim zinku do slitiny lze jeji degradaci zpomalit.
(Kubasek J. et al., 2016) Dosazené vysledky prvni faze tohoto experimentu ale tomuto
predpokladu odporuji. Doslo zde totiz k vyrazné rychlejsimu rozpadu pelot ze slitiny
Zn-1,6Mg ve srovnani s pelotami ze slitiny WE43. Za zasadni otazku prvni faze
experimentu proto povazuji diivod rychlé degradace slitiny Zn-1,6Mg. V literatufe lze
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nalézt rozpor. Vétsinové vysledky tohoto experimentu nekoresponduji s vysledky
jinych in vivo ani in vitro studii, tj. analogicky k tvrzeni, které uvadim vyse.
Prikladem takovych studii mize byt Lee J.W. et al., 2016, Windhagen H. et al., 2013,
Yang H. et al., 2020. Tyto zdroje ukazuji pravé na pomalejsi degradaci zinkovych
slitin nebo magnesiovych slitin s obsahem zinku. Na stranu druhou jsou publikovany
in vivo studie, které¢ prokazuji degradaci zinkovych slitin véetné Zn-1,6Mg jako
vyrazné rychlej$i. Konkrétné tieba Zhang (2010) nebo Yan (2013) uvadi zacatek
degradace jiz tfi tydny po implantaci. He (2009) uvadi dobu degradace delsi, nicméné
stale pomeémné kratkou, a to 24 tydny (Zhang S.X. et al., 2010, Yan J. et al,, 2013, He
Y.H. et al., 2009) Z ¢asového hlediska se pak degradace slitin zinku vice podoba
experimentu v této praci.

Moznou piic¢inou rychlé degradace muze byt zanétlivy proces v rang, tomu by
odpovidal nalez zlutého exsudatu v okoli pelot na poéatku prvni faze studie. Infekéni
zanét nicméné nebyl prokazan, s ohledem na délku studie se nemohl projevit piipadny
infekt nizce virulentnim patogenem. (Mercuri L.G., 2015) Pfi¢inou neinfekéniho
zanétu mize byt chybna operacni technika s disledkem omezeni cévniho zasobeni
rany a tvorbou exsudatu. (Mercuri L.G., 2015) U vSech zvitat ze skupiny A doslo
k rychlejsi degradaci, nez jaka byla pfedpokladana, infekce nebo neinfekéni zanét by
pak musely probéhnout u vSech péti zvifat ze skupiny A. U zadného ze zvitat ze
skupiny B nedoslo ani k vytvoreni exsudatu, ani k rychlejsi degradaci materialu, nez
jaka byla pfedpokladana (zhruba 2,16 mm/rok). (Dobatkin S. et al., 2019). Postup
implantace byl u zvifat obou skupin identicky, takze kontaminaci rany
neptedpokladame, stejné tak chybu operacéni techniky. U skupiny A byla
histopatologickym vySetfenim prokazana pfitomnost reakce z cizich téles v malé mife
ve vSech odbérech, u skupiny B nikoli. Pfesny zptisob biodegradace slitin zinku neni
objasnén. Pravdépodobné je za degradaci odpovédné lokalni zvySeni pH a tvorba
vrstvy oxidu zine¢natého na povrchu implantatu, ktera chrani povrch implantatu pred
dalsi korozi. K vlastnimu rozpadu zinkové slitiny dochazi az s odstupem ¢asu po
obméné molekul ochranné vrstvy. (Zheng Y., 2016) Probihajici zanét v rané a s nim
spojené lokalni snizeni pH by tak pofad mohl byt vysvétlenim pro zvysenou rychlost
degradace u skupiny A.

Priibéh tvorby vodiku koreluje s udaji z literatury, kdy se vzristajici rychlosti koroze
se objem plynu zvétSuje (Zheng Y. F. et al., 2014, Zheng Y., 2016). Vyssi produkce
vodiku je zaznamenana u skupiny A nez u skupiny B. Rozpor opét vznika s literarnimi
zdroji, podle kterych se pfidanim zinku do slitiny jeji degradace zpomaluje. (Kubasek
J. et al.,, 2016, Zheng Y., 2016) Potom by skupina A méla degradovat pomaleji a
v zavislosti na tom i vodik by se mél vytvafet v mens$im mnozstvi.

Expozici vodnému prostiedi pfed implantaci 1ze jako pfiCinu rychlejsi degradace
vyloucit, sterilizace pelot v prvni i druhé fazi tohoto experimentu probihala expozici
etylenoxidu a nasledné¢ UV zafeni. Obé metody pode literatury nemaji negativni vliv
na korozni chovani obou pouzitych slitin. (Charyeva O. et al., 2015, Li M. et al., 2021,
LiuC.L.etal,2011)

7.2 Druha faze experimentu: WE43 a Ti
7.2.1 Zména objemu a povrchu vrutti

V pribéhu koroze slitiny WE43 na inicialni degradaci navazuje tvorba koroznich
produktd, které potencuji dalsi pribéh degradace. (Levorova J. et al., 2018,
Schumacher S. et al., 2014, Witte F., et al., 2008) Zména objemu a povrchu vruti
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proto nartstd v Case. Pokud dojde k rozpadu vrutu, zvétSeni povrchu doprovazi
zmenSeni jeho objemu. Oba parametry byly méfeny pomoci 2D mikrotomografického
zobrazeni. Vyznamny pokles objemu u skupiny II nastal v poslednim odbéru. Pokles
objemu v ostatnich odbérech je statisticky zanedbatelny. V kontrolni skupiné dochazi
k statisticky nevyznamnym zméndm objemu. Stejné je tomu u povrchu vrutd. Ten
vyraznéji nartistd u skupiny II poprvé ve 12. tydnu, vyraznéji v 16. tydnu. Zde je
Oshibe (2019) prezentuje ztratu objemu Sroubovych implantati v potkanich tibiich
pouze 36,3 % z puvodni hodnoty za 12 mésici. (Oshibe N. et al., 2019) Degradace
v této praci je vyrazné rychlejsi. Pfi¢ina rychlejsi inicialni degradace neni znama,
muize se na ni podilet chybna operacni technika, neinfekéni nebo infekéni zanét nebo
.stress corrosion cracking®, jak uvadi Zheng (2016). (Zheng Y., 2016) Implantat je
makroskopicky bez abnormalit, pfitom je ale postizen mikrofrakturami zpisobujicimi
urychleni degradace po vystaveni koroznimu prostfedi. (Zheng Y., 2016). Ani jednu
z pticin jsme neprokazali, ani je nemtzeme vyloucit. Experiment pracuje s materidlem
bez povrchové tpravy, ktera by mohla byt dtivodem pro zménu korozni rychlosti. Bez
klinickych projevii doslo ve 4. odbéru k fraktufe kosti u kaudalniho implantatu,
pravdépodobné vlivem oslabeni a soucasné zatéze. Abnormalni zatizeni implantatu se
nabizi byt divodem k rychlejsi degradaci, to ovSem vyluCuje nalez fraktury kosti u
proximalniho implantatu, kde degradace probiha podle pfedpokladaného schématu, tj.
od povrchu zavitl k télu vrutu a k fragmentaci nedochazi.

7.2.2 Bone-interface contact

Bone-interface contact, tj. mira dotyku kosti s povrchem implantatu je zasadnim
ukazatelem hojeni kosti v okoli implantatu a jeho oseointegrace. Zptisob méfeni BIC
se v tomto experimentu opira o 2D obraz mikro-CT. Je vyjadien percentualné jako
pomér souctu délek zobrazeného kontaktu kosti a implantatu vici celkovému obvodu
implantatu v daném fezu (Han J.M. et al., 2016, Levorova J. et al., 2018) BIC u vruti
skupiny II dosahuje nejvyssich hodnot v 8. tydnu (45 %), dale pak klesa (postupné na
35 % a 28 %). Divodem poklesu muze byt rychlejsi degradace vzorku a s ni spojena
vyrazn&jsi tvorba vodiku, ktery vyviji tlak na okolni tkan a tim omezuje novotvorbu
kosti. (Levorova J. et al., 2018, Witte F. et al., 2008) To odpovida i ¢asové korelaci s
poklesem periostalni remodelace. V 16. tydnu je BIC hufe méfitelny pro znacnou
fragmentaci materialu. Oseointegrace jednotlivych fragmentl neprobiha, degradace je
prilis rychla na vytvoteni pevného spojeni povrchu implantatu s kosti. I to se nejspise
podili na nizsi hodnoté BIC. BIC je celkové vyssi u titanovych vruti. Zde dochazi od
prvniho odbéru k jeho postupnému nartstu (51 %, 53 %, 61 %, 69 %). Tento nartst
BIC u standardniho materialu ve srovnani s poklesem u degradabilni slitiny podporuje
predpoklad omezeni tvorby kosti produkei plynu.

7.23 Histopatologické vySetieni

Kovy WE43 a Ti byly zvifaty dobfe tolerovany, nebyly pozorovany znamky
systémové reakce na pfitomnost kovu. Se stejnym prubéhem se setkavame i v pracich
jinych autorti. Béhem hojeni ran se u zadného zvifete nevyskytly komplikace v rané.
(Castellani C. et al., 2011, Oshibe N. et al., 2019, Reifenrath J. et al., 2011, Schaller B.
etal., 2016)
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V pribéhu hojeni rany na sebe navazuji faze koagulace, zanétu, proliferace a
remodelace. (Ehrenfeld M. et al, 2012) Prib¢h jednotlivych déjli zaznamenava
histopatologické vySetfeni tkani. Zasadni reakci na cizorody material je faze zanétu.
Makrofagy perzistuji ve tkani v terénu reakce z cizich téles. Ta vznika u vstiebatelné
slitiny z Castic, na které se material rozpada, pfipadné¢ z materialové debris vznikajici
ttenim. Reakce zcizich téles muze vznikat kdykoli v pribéhu zanétlivé faze od
infiltrace rany makrofagy. Charakteristické, i vzhledem k patogenezi, je pak
pretrvavani reakce pres dalsi faze az po Uplné zhojeni rany. (Mercuri L.G., 2015)
V experimentu byla v kazdém odbéru zaznamendna piitomnost makrofagh u slitiny
WEA43, u Ti implantat taktéz, nicméné statisticky signifikantné méné. U zadného ze
zvifat nebyla klinicky patrma chronicka zanétliva reakce, na kterou by piitomnost GC
ve tkani ukazovala. Reifenrath (2011) nezaznamenava piitomnost obrovskych bun¢k
z cizich téles ani v jednom odbéru. (Reifenrath J. et al., 2011) I v jinych in vivo
studiich zahrnujicich i humanni pilotni studii je slitina WE43 bez reakce z cizich téles
az 6 mésict po implantaci. (Schaller B. et al., 2016, Windhagen H. et al, 2013) V
Lymfocytarni i plasmaticka infiltrace byla nalezena u obou skupin kovi ve vsech
Casovych bodech, bez statisticky signifikantniho rozdilu mezi skupina i ve skupinach
v ¢asovych bodech. Vzhledem k délce vyskytu bun€k lze hovofit o chronické
zanétlivé celulizaci. (Ehrenfeld M. et al., 2012) Klinicka manifestace zanétu v prifezu
celé studie zcela chybi u obou skupin. Jiné studie ukazuji zanétlivé komplikace u
slitiny WE43 také minimalné. Absence zanétu je popsana v humannim pouziti pii
fixaci halux valgus (Windhagen H. et al., 2013), ve zvifeci studii na psech se
manifestuje zanét dvanact tydnti po implantaci slitiny WE43 vytvofenim pistéle
s aktivni exsudaci spolu s vytvofenim vét§iho mnozstvi vodiku. Do 24 tydnl zanét i
tvorba vodiku odezniva. (Byun S.H. et al., 2020) Na modelech mysi je prokazan zanét
klinicky i histopatologicky dva tydny po implantaci, kompletni degradace materialu
probiha do Sesti tydnii. (Dobatkin S. et al., 2019)

Jednou z komplikaci hojeni je periimplantaéni fibroza (PF), tedy tvorba vazivové
mezivrstvy mezi kosti a implantatem. Rizikem je selhani osteosyntézy, uvolnéni
implantatu a zpomaleni hojeni kosti, Podle Reifenrath (2011) byla stanovena
,-necitelna* oblast v okoli implantatu na 50 um (pro rozptyl paprski1), periimplantaéni
fibréza je hodnocena az za touto oblasti. Periimplantacni fibréza pfesahujici 51 %
povrchu implantatu se v okoli vrutii u skupiny II vyskytuje v 8. tydnu, v ostatnich
odbérech je niz8i, nicméné vyssi nez v okoli titanu. Nalez koreluje s vyssi
lymfoplazmocytarni celulizaci ve stejnych odbérech. I pfes ,klinickou pevnost* se
slitina WE43 zohledu tvorby PF jevi jako nevyhovujici. Periimplantacni fibroza
v okoli WE43 v praci Reifenrath (2011) zjisténa nebyla. (Reifenrath J. et al., 2011) U
jinych magnesiovych slitin pozoruje fibrézu Von der Hoh. (Von der Hoh N. et al.,
2006) Galli (2016) naléza periimplantacni fibrozu u magnesiové slitiny Mg-2Ag,
pricemz u slitiny WE43 a slitiny Mg-10Gd nikoli (Galli S., 2016).

Na tvorbu fibrozni vrstvy navazuje kostni remodelace. Apozice kosti na povrchu,
periostalni remodelace, probihala signifikantn¢ vice u slitiny WE43 nez u titanu ve
v$ech ¢asovych bodech, nicméné bez zasadniho rozdilu mezi jednotlivymi ¢asovymi
body. Nejvyrazngjsi tvorba kosti byla u slitiny WE43 zaznamenéna v 8. tydnu, u
titanu se takto vyrazna periostalni remodelace nevyskytuje. Ke konci experimentu
produkce u slitiny WE43 klesd, maximum periostalni remodelace u titanu je naopak
zaznamenano v 8. a 12. tydnu. Davodem k poklesu periostalni remodelace, tj.
zpomaleni hojeni, miize byt vyrazngjsi tvorba vodiku a jeho tlak na kost v okoli
implantatu. (Levorova J. et al., 2018, Witte F. et al., 2008) Vyraznéjsi tvorba vodiku je
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v tomto ptipadé zpisobena rychlejsi degradaci. Vysledek muize navazovat na
potenciaci osteoblastické aktivity i diferenciace progenitorovych bunék v osteoblasty
vlivem pfitomnosti magnesiovych iontll. Naopak diky pfitomnosti vodiku a jeho tlaku
na okolni kost lze pfedpokladat kostni remodelaci u degradovatelného materialu
pomalejsi. (Janning C. et al., 2010, Liao Y. et al, 2015, Zheng Y., 2016)

Reifenrath (2011) popisuje, ze periostalni reakci u slitiny WE43 zaznamenava ve 12. a
24. mésici po implantaci, nerozvadi ale jeji intenzitu. (Reifenrath J. et al., 2011) Jiné
studie srovnavaji kostni remodelaci implantati ze slitiny WE43 bez upravy povrchu
s povrchové upravenymi implantaty, a to slepSim vysledkem ve prospéch
neupravovaného povrchu. Dale zkoumaji vliv slitiny WE43, konkrétné jejiho
korozniho produktu hydroxidu hofe¢natého na kostni remodelaci a shodné zjist'uji
podporu osteoblastické aktivity a utlum osteoklastické aktivity ucinkem pravé
hydroxidu hofe¢natého. Predpokladanym mechanismem tohoto procesu je pozitivni
ovlivnéni aktivity vitaminu D3 koroznim produktem (hydroxid hofecnaty) a
podpofeni diferenciace kmenovych bunék v osteoblasty. (Janning C. et al., 2010, Liao
Y. et al, 2015, Mammoli F. et al., 2019, Maradze D. et al., 2018, Torroni A. et al.,
2021)

Statisticky signifikantn¢ vice probihal rist kosti na endostedlni strané kosti u slitiny
WE43. Nejvétsich skore dosahovala endostalni remodelace postupné v 8., 12. a 16.
tydnu. Z hlediska hojeni kostni tkan¢ a rstu kosti stran ¢asové distribuce se jedna o
ocekavany jev. (Ehrenfeld M. et al.,, 2012) Za intenzivnéjsi reakci kostni tkané u
slitiny WE43 ve srovnani s titanem zodpovida podpora diferenciace osteoblastii a
jejich funkce koroznimi produkty. U slitiny WE43 dokonce nové tvoiena kost prertusta
hlavice vrutd v 8. az 12. tydnu, v 16. tydnu je ¢astecné jeden vrut kryt novotvoienou
kosti. U titanovych implantatd kost nepfertsta hlavice vruti ani u jednoho odbéru.
(Janning C. et al., 2010, Liao Y. et al, 2015, Mammoli F. et al., 2019, Maradze D. et
al., 2018)

Parametr BS semikvantitativné hodnoti kvalitu kosti v okoli implantatu jako
pravidelnou ¢i nepravidelnou (Reifenrath J. et al., 2011). Nové tvofena kost hodnoti
Reifenrath (2011) v okoli WE43 poprvé az po tfech mésicich, a to jako pravidelnou.
V tomto experimentu byla hodnocena v kazdém odbéru, vysledky ukazuji zvySeni v
case. To logicky odpovida i dobé tvorby kosti, kdy konkrétné pro tento parametr je
hodnoceni ve 4. tydnu pfedcasné. Nelze fici, Ze narlst tohoto parametru je piimo
nezadouci. Jiné literarni zdroje nehodnoti homogenitu kostni tkané jako zasadni
parametr biologického chovani implantatu, resp. nehodnoti ji viibec. (Zhang Y., 2016)
Nicméné lze pii nepravidelnosti tkan¢ predpokladat vétsi fragilitu kosti a pomale;jsi
oseointegraci materidlu a sni spojenou i del$i dobu nestability implantatu. Tento
parametr se lisi od vysledkt studie Reifenrath (2011), kde se dle ocekavani
s postupem Casu tento parametr kvantitativné u slitiny WE43 zmensSuje. Titanovy
srovnavaci vzorek u Reifenrath (2011) nebyl pouzit. (Reifenrath J. et al., 2011)

Délka experimentu byla stanovena na dobu 16 tydnd. In vitro se doba vstfebavani
valce slitiny WE43 pohybuje v rozmezi 2,05-4,7mm/rok. (Dobatkin S. et al., 2019)
Cilem budouci pfipadné implantace slitiny v obli¢ejovém skeletu je jeho pouziti jako
osteosyntetického fixa¢niho materidlu. Degradace by tedy méla zacit nejdiive 6-8
tydni po implantaci, pfitom ale po tuto dobu maji byt zachovany ptivodni mechanické
vlastnosti. V této praci nebyla ptimo vytvofena zlomenina, pozorovanim hojeni kostni
tkan¢ ale simulujeme stav fraktury, tedy doba 16 tydnu je pro pozorovani dostacujici,
a to i z hlediska sledovani zac¢atku a rychlosti rozpadu materialu. Kompletni rozpad a
chovani okolni kosti z dlouhodobého hlediska (po dobu 12 mésicti) sleduje in vivo na
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krali¢ich tibiich mikrotomografickym skenovanim Oshibe (2019) (Oshibe N. et al.,
2019) a po dobu 24 mésict Reifenrath. (Reifenrath J., et al., 2011) Soucasné Oshibe
(2019) v praci porovnava produkci vodiku a korozni rezistenci u implantatii bez a
s povrchovym oSetfenim PEO. Pfitomnost vodiku je u obou typt vzorkl
detekovatelna po dobu ¢trnacti dni, dale se uz plyn neprodukuje. Taktéz implantaty s
PEO osetfenim povrchu vykazuji pomalejsi rozpad. V okoli obou druhti implantatii
probiha dostatena tvorba kvalitni kostni tkang. (Oshibe N. et al., 2019)

Kavity v kosti v okoli implantatu byly nalezeny v okoli vrutii skupiny II nejvice v 8.
tydnu, poté vyskyt klesd. Vyklenuti meékkych tkani u zvifat nepozorujeme. Od 8.
tydne dochazi soucasné ke zpomaleni periostalni remodelace a poklesu BIC. To muize
souviset se zvySenou tvorbou vodiku a titlakem kostni tkan€. Jini autofi tvorbu vodiku
a jeho hromadéni uvadeji. Divodem této komplikace v danych studiich ovSem mutize
byt vétsi rozmér implantovanych Sroubu. (Byun S.H. et al., 2020, Kim Y.K. et al.,
2018, Marukawa E. et al., 2016) Dalsi autofi, napf. Windhagen (2013), Marukawa
(2016) nebo Krause (2010) tuto komplikaci neuvadi vibec. (Krause A. et al., 2010,
Marukawa E. et al., 2016, Windhagen H. et al., 2013) Ani v praci jinych autorl ani
v této nebyly prokazany znamky poskozeni kosti, ale ani jednozna¢ného negativniho
vlivu vodiku na kostni hojeni. Pfi srovnani s jinymi studiemi ¢asové hledisko této
prace s nalezy koreluje, nejvétsi tvorba kavit v kosti pfipada na zacatek experimentu.
V dalsich in vivo studiich je nejvyssi produkce béhem prvnich péti az ¢trnacti dnt,
poté se snizuje, piipadné znovu epizodicky zvysuje, vzdy na podkladé vyraznéjsiho
pokroku v korozi.

8 Zavéry

8.1 Prvni faze experimentu

. Hojeni meékkych tkani i kosti vokoli slitiny WE43 probiha
nekomplikovang.

. Nezadouci reakce hromadéni vodiku probiha u WE43 pouze v prvnim
tydnu po implantaci.

. Zanétliva reakce na piitomnost WE43 je pfiméfena. Lze vyloucit
piitomnost osteomyelitidy, nekrdzy, osteoklastickou resorpci, trombozu cév.

. Reakei z cizich téles nelze jednoznacné vyloucit pro omezenou kvalitu

jednoho preparatu. Na zakladé nalezl ostatnich preparati lze vyloudit reakei z cizich
téles na WE43.

. WEA43 je biokompatibilni material.

. Degradace Zn-1,6Mg je pfilis rychla. Je doprovazena hromadénim vétsiho
mnozstvi vodiku v mékkych tkanich po dobu minimalné 6 tydnd.

. Zanétliva reakce Zn-1,6Mg je ve srovnani s WE43 vyraznéjsi. Zn-1,6Mg
vyvolava reakci z cizich téles.

. Vysledky studie nekoreluji s jinymi literarnimi zdroji. Pfi¢ina spociva bud’

v chybé materialu, chybné operacni technice nebo vzniku infekéniho zanétu.

8.2 Druha faze experimentu
. Hojeni mekkych tkani i kosti vokoli WE43 probiha klinicky
nekomplikované.
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. Zanétliva faze hojeni kosti v okoli WE43 je pfiméfena. Casné i pozdné se
spise ojedinéle vyskytuji obrovskobunééné granulomy, pfitom v ¢asném zachytu nelze
vylougit, Ze jde o reakci na $ici material.

. Periimplantacni fibréza je mirna.

. Degradace WE43 probiha v ¢ase rovnhomeérne, vyraznéjsi zrychleni rozpadu
zacina ve 12. tydnu. Kompletni rozpad jednoho z vrutd nastava v 16. tydnu. Zde nelze
vylougit jako pfi¢inu chybu materialu a nepfiméfené zatizeni.

. BIC v okoli WE43 klesa v case, pravdépodobnou pfic¢inou je tvorba
vodiku. Kostni tvorbu ale umoziuje.
. Hojeni meékkych tkani v okoli implantati srovnavaci skupiny je

nekomplikované. Na mikroskopické urovni probiha nekomplikované i hojeni kostni
tkané. V 8. tydnu byla pfitomna ojedinéle endarteriitis. Titan je biokompatibilni
material.

8.3 Zhodnoceni cili a hypotéz

Ze srovnani biologického chovani a rychlosti degradace slitin Zn-1,6Mg a WE43 je
vyhovujici stran implantace do zivé tkané WE43, Zn-1,6Mg se jevi jako nevyhovujici.
Divodem pro to je piilis rychld degradace Zn-1,6Mg, piilisna tvorba vodiku a
intenzivnéj$i zanétliva reakce véetné reakce z cizich téles v okoli této slitiny. Pro
navazujici druhou fazi experimentu byla zvolena slitina WE43. Vysledky prvni faze
experimentu vyvraci hypotézu pomalejsi degradace Zn-1,6Mg. Dale potvrzuji
predpoklad mozného hojeni kostni tkané v okoli slitin WE43 a Zn-1,6Mg a vyvraci
ptedpoklad biokompatibility slitiny Zn-1,6Mg.

WEA43 se jevi jako biokompatibilni material vhodny k implantaci do zivé tkané, a to
na zakladé klinického, histopatologického vySetfeni i vySetfeni zobrazovacimi
metodami. Vysledky podporuji hypotézu zvySeni kostni remodelace pfitomnosti
WE43, a to i pfes snizeni BIC v ¢ase. Z hlediska doby degradace se WE43 jevi jako
material vyhovujici pro fixaci v obli¢ejovém skeletu. Piivodni tvar si po dobu 8 tydnu
implantat zachovava. Z hlediska biologického chovani je WE43 vyhovujici pro fixaci
v obli¢ejovém skeletu. Ziskana data potvrzuji hypotézy druhé faze experimentu.
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