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Abstract 

Purpose of the study 
Aseptic loosening (AL) and periprosthetic osteolysis (PPOL) in total hip (THA) and knee (TKA) arthroplasty are linked 

to an inflammatory process initiated by wear debris released from artificial joints. There is still limited information about the 
contribution of Toll-like receptors (TLRs) and distinct regulatory cytokines to AL/PPOL in both joints. 

Methods 
In this study, we investigated mRNA expression of TLR-1,-2,-4 and cytokines/receptors (IL-2,-2R,-10,-10R, TGFb1) in 

pseudosynovial tissue obtained from 55 patients with aseptically failed THAs/TKAs and 37 control patients with hip/knee 
primary osteoarthritis (OA) using quantitative RT-PCR. Immunohistochemical staining was used to detect the correspond-
ing proteins. Non-parametric Kruskal-Wallis and Mann-Whitney tests were used to determine differences between the 
patient groups. 

Results 
When comparing expression profiles between patients with aseptically failed THA and TKA, higher amounts of TLR-1,-

2,-4 and IL-2R mRNA transcripts were detected in THA patients. The mRNA expression of studied molecules (TLR-1,-2,-4, 
IL-2, IL-10, IL-2R, IL-10R, TGFb1) did not differ between THA and OA hip tissues. Lower mRNA expression of TLR-1,-2,-
4, IL-10, and IL-10R was detected in TKA when compared to control knee OA. Similar mRNA profiles of IL-2, IL-2R, and 
TGFb1 were observed in TKA and knee OA. Using immunohistochemistry, we detected low expression of TLR-1 protein in 
failed THA/TKA, whereas TLR-2 protein levels were higher in TKA/THA patients than in OA controls. High individual vari-
ability in TLR-4 protein levels was detected among patients with aseptically loosened THA and TKA. IL-10 protein levels 
were similar in THA and TKA patient subgroups and control subjects, whereas IL-10R protein level was higher in failed 
TKAs and OA controls than in THAs. No difference in IL-2 protein levels was detected between patients with THA/TKA and 
those with OA. 

Discussion 
Our data indicate close similarity between the expression patterns in aseptically failed THA and TKA. However, certain 

differences were observed which also suggest unique pathways associated with the end-stage of aseptic loosening in THA 
and TKA. For instance, differences in the size, shape and load of polyethylene particles between THA and TKA could play 
some role. The composition of THA and TKA and differences in terms of mechanical forces might also be involved. 

Conclusions 
This is the first study comparing the gene expression profile of a particular set of innate immunity regulatory molecules 

between tissues from aseptically failed THA and TKA. Low expression of TLR-1,-2,-4 and cytokines/receptors (IL-2, IL-2R, 
IL-10, IL-10R, and TGFb1) was observed in pseudosynovial tissues obtained from aseptically failed THAs and TKAs. 
Higher amount of TLR transcripts was detected in THA as compared to TKA. These findings indicate certain differences in 
the mechanism of aseptic loosening occurring at the site of THA and TKA. Further research is warranted. 

Key words: aseptic loosening, periprosthetic osteolysis, total hip arthroplasty, total knee arthroplasty, gene expression, 
immunohistochemistry, TLRs, cytokines, IL-2, IL-10, TGFb1. 

Studie byla podpořena z prostředků Ministerstva zdravotnictví ČR (projekt IGA MZ ČR NT/11049). 
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Úvod

Nejčastější pozdní komplikací to-
tální endoprotézy (TEP) kyčle a ko-
lena je aseptické uvolnění v kombi-
naci s  periprotetickou osteolýzou. 
Frekvence těchto komplikací narůs-
tá po 10. roce od operace, objevují 
se však i dříve (6). Reoperace je ne-
pochybně problémem pro pacienta, 
ale také pro nemocnice a společnost, 
protože je mnohem nákladnější než 
primární operace (2). Chceme-li 
přemýšlet o prodloužení životnosti 
TEP, musíme detailně porozumět 
procesům, které k uvedenému typu 
selhání vedou. Obě komplikace si 
vysvětlujeme patologickým soubě-
hem mechanických a biologických 
událostí (4). Předpokládáme přitom, 
že u většiny pacientů dojde nejdříve 
k  resorpci kostního lůžka, čímž se 
oslabí spoj mezi protézou a kostí, 
a teprve následně se uvolní implan-
tát.

K  periprotetické resorpci kosti 
(osteolýze) dochází v  rámci  odpo-
vědi hostitele na přítomnost velkého 
množství částic uvolňovaných do 
kloubu při každém kroku z povrchu 
endoprotézy. Biologicky jsou nej-
účinnější částice o  velikosti kolem 
jednoho mikrometru a  menší (9). 
Rychlost a progrese osteolýzy jsou 
ovlivněny také původem materiá-
lu (21). Nejagresivnější jsou podle 
in vitro studií polyetylenové části-
ce, následované částicemi kostní-
ho cementu a kovovými částicemi. 
Experimentálně bylo prokázáno, že 
částice uvolňované z povrchu endo-
protézy vyvolávají zánětlivou od-
pověď, konkrétně stimulují expresi 
pro-zánětlivých cytokinů a proteo-
lytických enzymů u makrofágů, 
fibroblastů a osteoblastů (20). Chro-
nický zánět je doprovázen prolife-
rací fibro-granulomatózní tkáně. Na 
rozhraní s kostí dochází ke zvýšené 
akumulaci pre-osteoklastů, které zde 
vyzrávají v osteoklasty, buňky spe-
cializované na resorpci kosti (31).

Současné znalosti naznačují, že prvním krokem v pa-
togenezi aseptického uvolnění a periprotetické osteolýzy 
je aktivace receptorů nespecifické imunity na povrchu 
tkáňových rezidentních buněk (makrofágů, dendritic-
kých buněk, fibroblastů aj.), nacházejících se v  okolí 
endoprotézy (4). Tím se spouští dráhy vedoucí k expresi 
chemokinů, cytokinů a proteolytických enzymů, vytvá-
řejících odpověď hostitele na přítomnost částic protetic-

kých biomateriálů. Jednou z  nejvýznamnějších recep-
torových skupin jsou tzv. Toll-like receptory (TLR), 
jejichž prostřednictvím rozpoznávají rezidentní buňky 
ve svém okolí bakteriální motivy, ale i endogenní signá-
ly (28, 35). Stimulace TLR spouští kaskádu pro-zánětli-
vých drah, které nakonec vedou k osteolýze a uvolnění 
implantátu. Ve skutečnosti však dojde k  aseptickému 
uvolnění až za velmi dlouhou dobu od prvního kontaktu 

Tab. 1. Klinické charakteristiky pacientů s reoperovanými TEP kyčle a kolena  
a kontrolních jedinců s primární osteoartrózou (OA); KSS – Knee Society Score; 
všechna data jsou prezentována jako střední hodnoty; min–max hodnoty jsou 
uvedeny v závorce

TEP kyčle
(n=36)

OA kyčle
(n=17)

Pohlaví (muži/ženy) 8/28 10/7
BMI (kg/m2) 29,2 (19,8–41,4) 29,2 (21,3–35,3)
Primární diagnóza:
Primární OA
Postdysplastická OA

17
19

17
0

Předoperační Harrisovo skóre 60,7 (20–90) 48,8 (16–68)
Věk v době reoperace 60,9 (31–75) 56,9 (28–68)
Doba od operace k revizní operaci (roky) 12,0 (4–18) ---
Typ fixace implantátu:
Cementovaná/hybridní/bezcementová 3/5/28 ---

TEP kolena
(n=19)

OA kolena
(n=20)

Pohlaví (muži/ženy) 5/14 7/13
BMI (kg/m2) 29,5 (22,9–38,9) 29,7 (20,6–35,4)
Primární diagnóza:
Primární OA
Sekundární OA

19
0

20
0

Předoperační skóre:
KSS bolest
KSS funkce

40,6 (32–48)
46,1 (30–60)

59,2 (20–69)
52,2 (30–72)

Věk v době reoperace 74,8 (56–88) 65,6 (52–79)
Doba od operace k revizní operaci (roky) 9,7 (3–15) ---
Typ fixace protézy: cementovaná 19x ---

Obr. 1. Schematické znázornění místa odběru pseudosynoviální tkáně v okolí TEP 
kyčle (A) a kolena (B).  Vzorky byly odebírány z  vnitřního listu pseudosynoviální 
kloubní výstelky; šipky označují místo, ze kterého byla pseudosynoviální tkáň ode-
brána v průběhu reoperace TEP.

A B
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tkání s částicemi uvolňujícími se z endoprotézy a pouze 
u části pacientů. Z toho lze usuzovat na silný potenciál 
regulačních proti-zánětlivých a  homeostatických drah, 
nacházejících se ve stejné tkáni jako TLR a další recep-
tory. Mezi nejsilnější proti-zánětlivé a homeostatické 
cytokiny patří interleukin 10 (IL-10) a transformační 
růstový faktor beta (TGFb1), (10).

V článku referujeme expresní profily vybraných TLR 
a několika regulačních cytokinů v  pseudosynoviální 
tkáni získané během reoperací asepticky uvolněných 
kloubních náhrad. Aseptickému uvolnění a osteolýze 
by měla odpovídat vyšší mRNA/proteinová exprese 
TLR a naopak nižší exprese proti-zánětlivých cytokinů. 
Očekávali jsme, že expresní profily sledovaných mole-
kul v  periprotetické tkáni u aseptického uvolnění ky-
člí a kolen budou podobné, neboť pozdní stadium AL/
PPOL je v obou lokalitách z pohledu operatéra velmi 
podobné. 

Materiál a metodika

Pacienti
Vzorky pseudosynoviální tkáně jsme získali od 55 

pacientů reoperovaných pro aseptické uvolnění a peri-
protetickou osteolýzu u TEP kyčle (n = 36) a TEP kolena 
(n = 19). Kontrolní skupinu tvořilo 37 pacientů, u nichž 
byl odběr synoviální tkáně proveden při implantaci pri-
mární kloubní náhrady kyčle (n = 17) a kolena (n = 20). 
Aseptické selhání bylo odlišeno od septického podle 
dříve publikovaných kritérií (5). Všichni pacienti byli 
české národnosti a patřili k tzv. kavkazské rase. Odběry 
tkání u pacientů, kteří podepsali informovaný souhlas, 
provedl v  letech 2008 až 2012 jeden operatér. Studie 
byla schválena etickou komisí pro projekt IGA MZ ČR 
NT11049.

Kostní defekty v oblasti kyčle byly popisovány v in-
tencích klasifikace podle Saleha a  spol. (32), defekty 
v  oblasti kolena byly tříděny podle klasifikace AORI 
(3). Otěr polyetylenu jsme měřili z rentgenových sním-
ků u pacientů se selhávající TEP kyčle metodou podle 
Dorra (29). U kolenních náhrad jsme pro měření otěru 

neměli k dispozici validovanou metodologii. Detailní in-
formace o souborech pacientů jsou uvedeny v tabulce 1.

Odběry tkání a kvantitativní RT-PCR
Vzorky byly odebírány z vnitřního listu pseudosyno-

viální kloubní výstelky krátce po incizi kloubu (obr. 1). 
Tenký list tkáně byl okamžitě po odběru vložen do RNA 
lateru (Ambion, Austin, USA). Po homogenizaci (0,1 g 
odebrané tkáně) byla izolována celková RNA mirVana 
izolačním kitem (Ambion, Austin, USA) a přepsána do 
cDNA  pomocí anchored oligo dT (Transcriptor First 
Strand cDNA Synthesis Kit, Roche Applied Science, 
Indianapolis, USA) podle protokolu výrobce. Množství 
a kvalita izolované RNA byly stanoveny na 2100 Bio-
analyzeru pomocí RNA 6000 Nanoassay (obojí Agilent 
Technologies, Palo Alto, USA). Kvantitativní PCR byla 
provedena na přístroji RotorGene3000 (16) a metoda 
druhé derivace byla použita pro výpočet relativní expre-
se (RotorGene Software 6.1.81, QIAGEN Inc., Valencia, 
CA). HPRT1 byl použit jako referenční gen. Sekvence 
primerů a sond jsou uvedeny v tabulce 2.

Imunohistochemie
Vzorky pseudosynoviálních membrán asepticky se-

lhávajících TEP kyčelních (n = 7) a kolenních klou-
bů (n = 7) a kontrolních tkání od pacientů s osteoar-
trózou (primární náhrada kyčle n = 5; kolena n = 5) 
byly odebrány identicky jako pro mRNA profilování, 
avšak ihned po odběru byly vloženy do 10% forma-
línu. Další zpracování probíhalo podle standardního 
protokolu, stejně jako imunohistochemické barvení 
(34). Byly použity následující primární protilátky: 
králičí polyklonální anti-TLR-1 (1:50, Santa Cruz, 
CA, USA); králičí polyklonální anti-TLR-2 (1:500, 
Abcam, Cambridge, Velká Británie); myší monoklo-
nální anti-TLR-4 (klon 76B357.1, 1:200, Abcam); 
králičí monoklonální anti-IL-2 (klon EPR2780, 
1:500; Novus Biologicals, CO, USA); králičí polyklo-
nální anti-IL-10 (1:1500, Abcam); králičí polyklonál-
ní anti-IL-10R (1:30, Millipore, SRN). Revitalizace 
všech studovaných antigenů byla provedena 10mM 

Tab. 2. Popis vyšetřovaných genů a použitých primerů a sond pro reverzní transkripci – polymerázovou řetězovou reakci
Zkratka 
genu

Název genu Identifikační číslo 
v GenBank* 

Forward, reverse primery/
Assay ID

Dodavatel LNA 
sonda**

TLR-1 Toll-Like Receptor 1 NM_003263.3 Hs00413978_m1 Life Technologies
TLR-2 Toll-Like Receptor 2 NM_003264.3 Hs00152932_m1 Life Technologies
TLR-4 Toll-Like Receptor 4 NM_003266.3 Hs01060206_m1 Life Technologies
IL-2 Interleukin 2 NM_000586.3 Hs00174114_m1 Life Technologies
IL-2R Interleukin 2 Receptor NM_000417.2 Hs00907779_m1 Life Technologies
IL-10 Interleukin 10 NM_000572.2 Hs00961622_m1 Life Technologies
IL-10R Interleukin 10 Receptor NM_001558.3 5´ gtcttggctcagacgctcat 3´

5´ tgcttcaaaccacacagacg 3´
Roche #23

TGFb1 Transformační růstový 
faktor, Beta 1

NM_000660.3 5´ gcagcacgtggagctgta 3´
5´ cagccggttgctgaggta 3´

Roche #72

* Sekvence genů jsou dostupné online na: http://www.ncbi.nlm.nih.gov/
** Čísla LNA (Locked Nucleic Acid) sond v souladu s komerčně dostupnou knihovnou (www.universalprobelibrary.com). 
Primery byly navrženy s pomocí ProbeFinder assay design tool (Roche Applied Science, Indianapolis, IN, USA)
Sady primerů/sond byly dodány z Life Technologies Corporation, Carlsbad, CA, USA
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Tab. 3. Srovnání expresních profilů genů v pseudosynoviální tkáni odebrané u pacientů s TEP kyčle/kolena a u kontrolních 
jedinců s primární osteoartrózou (OA) kyčle/kolena

TEP 
kyčle

OA 
kyčle

p
TEP kyčle vs. 

OA kyčle

TEP 
kolena

OA 
kolena

p
TEP kolena vs. 

OA kolena

p
TEP kyčle vs. 
TEP kolena

(N=36) (N=17) (N=19) (N=20)

TLR-1 0,989
(0,531–1,447)

0,950
(0,626–1,275)

0,156 0,382
(0,255–0,510)

0,829
(0,475–1,182)

0,006 0,006

TLR-2 1,124
(0,643–1,604)

1,068
(0,758–1,378)

0,219 0,502
(0,370–0,635)

1,002
(0,722–1,283)

0,001 0,012

TLR-4 0,565
(0,490–0,641)

0,781
(0,565–0,996)

0,085 0,400
(0,275–0,525)

1,050
(0,811–1,290)

< 0,001 0,001

IL-2 0,008
(0,002–0,013)

0.007
(0,0004–0,014)

0,546 0,002
(0,001–0,004)

0,007
(0,002–0,012)

0,407 0,644

IL-2R 0,082
(0,051–0,112)

0,077
(0,025–0,130)

0,326 0,034
(0,020–0,049)

0,033
(0,018–0,048)

0,747 0,025

IL-10 0,202
(0,174–0,229)

0,193
(0,130–0,257)

0,469 0,204
(0,139–0,269)

0,277
(0,214–0,340)

0,031 0,571

IL-10R 0,157
(0,114–0,199)

0,189
(0,124–0,254)

0,365 0,149
(0,047–0,251)

0,443
(0,258–0,627)

0,002 0,280

TGFb1 4,078
(3,281–4,875)

2,897
(1,831–3,964)

0,103 2,914
(1,963–3,865)

3,159
(2,415–3,903)

0,354 0,081

Všechna data jsou prezentována jako střední hodnoty relativní mRNA exprese (v závorce je uveden 95% interval spolehlivosti). 
Relativní mRNA exprese jednotlivých genů je vztažena k mRNA expresi referenčního genu HPRT1. N = počet pacientů.

Obr. 2. Rozložení hodnot relativní mRNA exprese TLR-1, TLR-
2, TLR-4, TGFb1, IL-2, IL-2R, IL-10, a IL-10R v pseudosyno-
viální tkáni získané od pacientů s asepticky uvolněnou TEP 
kyčle, resp. od kontrolních jedinců s primární osteoartrózou 
kyčle. Střední hodnoty jsou vyznačeny horizontální přímkou, 
chybové úsečky vyznačují interval spolehlivosti (95% CI).

Obr. 3. Rozložení hodnot relativní mRNA exprese TLR-1, TLR-
2, TLR-4, TGFb1, IL-2, IL-2R, IL-10, and IL-10R v pseudo-
synoviální tkáni získané od pacientů s asepticky uvolněnou 
TEP kolena a od kontrolních jedinců s primární osteoartrózou 
kolena. Střední hodnoty jsou vyznačeny horizontální přímkou, 
chybové úsečky vyznačují interval spolehlivosti (95% CI).
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citrátovým pufrem, pH 6 (120  °C) ve  vysokotlakém 
histoprocesoru HistosPro (Milestone, MI, USA); En-
VisionTM systém (Dako, Glostrup, Dánsko) byl pou-
žit k vizualizaci reakce. Imunohistochemické značení 
bylo vyhodnoceno pomocí tzv. histoskóre, které je ná-
sobkem pozitivity (kategorie 1, 2, 3) a intenzity bar-
vení (stupeň 1, 2, 3). Kategorie 1 odpovídá pozitivitě 
0–25 % buněk, kategorie 2 znamená 25–60 % pozitiv-
ních buněk a kategorie 3 je pro více než 60 % pozi-
tivních buněk ve vzorku. Intenzita barvení je stupně 
1 (slabé), 2 (střední) nebo 3 (silné). Histoskóre tu-
díž dosahovalo hodnot 1, 2, 3, 4, 6 nebo 9. Všechny 
primární protilátky byly testovány na doporučených 
kontrolních tkáních, jako negativní kontrola byla po-
užita polyklonální protilátka (Isotype Control, 1:100, 
Abcam).

Statistická analýza
Ke statistické analýze byl použit neparametrický 

Kruskal-Wallisův test a Mann-Whitney U test. Relativní 
exprese (poměr exprese genu zájmu a referenčního genu, 
což umožňuje korigovat rozdíly mezi množstvím vstup-
ního materiálu u jednotlivých vzorků tkání při vlastní 
analýze) byly vypočteny pomocí GraphPad Prism 5.01 
(GraphPad Software, La Jolla, CA, USA) and SPSS 16.0 
(SPSS Inc, Chicago, IL, USA). Hodnota p < 0,05 byla 
považována jako statisticky významná.

Výsledky

Porovnání mRNA expresních profilů 
v pseudosynoviální tkáni pacientů 
s asepticky uvolněnou TEP kyčle nebo kolena 
s příslušnými kontrolními tkáněmi

Abychom mohli stanovit transkripční aktivitu důleži-
tých receptorů nespecifické imunity a vybraných regu-
lačních cytokinů, porovnali jsme mRNA exprese TLR-1, 
-2, -4 a TGFb1, IL-2, IL-10 a  jejich receptorů IL-2R, 
IL-10R v  pseudosynoviální tkáni získané od pacientů 
s asepticky selhávající TEP kyčle a kolena a synoviální 
tkáni odebrané od pacientů s idiopatickou osteoartrózou 
kyčlí a kolen.

Zjistili jsme podobné expresní profily studovaných 
molekul mezi pseudosynoviální tkání u TEP kyčle a její 
kontrolní tkání (osteoartróza kyčle), (obr. 2; tab. 3). Na-
opak v  případě tkání z  oblasti kolenního kloubu byla 
zjištěna nižší exprese TLR-1, -2, -4, IL-10, IL-10R ve 
srovnání s osteoartrózou kolena (obr. 3; tab. 3). V ex-
presi mRNA u IL-2, IL-2R a TGFb1 nebyl v porovnání 
s kontrolami shledán rozdíl.

Porovnání mRNA expresí v pseudosynoviální 
tkáni mezi pacienty s asepticky uvolněnou TEP 
kyčle a kolena

Abychom mohli potvrdit nebo vyvrátit teorii o kli-
nicko-patologické blízkosti zánětu probíhajícího kolem 
asepticky uvolněné TEP kyčle a kolena, porovnali jsme 
expresní profily TLR-1,-2,-4, a TGFb1, IL-2, IL-10 a je-
jich receptorů IL-2R, IL-10R mezi pacienty s asepticky 
selhávající TEP kyčle a kolena.

Zjistili jsme vyšší množství mRNA transkriptů TLR-
1,-2,-4 a IL-2R u pacientů s TEP kyčle oproti stejné tká-
ni získané od pacientů s TEP kolena (obr. 4; tab. 3). Ex-
prese IL-2, IL-10, IL-10R, a TGFb1 se nelišily (obr. 4, 
tab. 3). Roli nehrálo ani to, zda byla tkáň odebraná z ob-
lasti cementované nebo bezcementové kyčle.

Imunohistochemie
K určení lokalizace a semikvantitativnímu zhodnoce-

ní tkáňové exprese studovaných proteinů bylo provede-
no imunohistochemické vyšetření. Stejně jako u genové-
ho profilování jsme porovnávali pseudosynoviální tkáně 
z okolí asepticky selhávající TEP kyčle a kolena, resp. 
příslušné kontrolní synoviální tkáně od pacientů s os-
teoartrózou.

Ve srovnání s kontrolními tkáněmi jsme zjistili nízké 
histoskóre u proteinu TLR-1 v  pseudosynoviální tkáni 
z okolí TEP kyčle/kolena i u kontrolních tkání od paci-
entů s osteoartrózou (obr. 5). Naopak tkáňová exprese 
TLR-2 byla u aseptického uvolnění v  obou lokalitách 
vyšší než u kontrol, přičemž hlavním producentem 
TLR-2 proteinu byly makrofágy (obr. 5). Exprese TLR-
4 vykazovala velkou interindividuální variabilitu mezi 
tkáněmi od pacientů s asepticky selhávajícími TEP kyčle 

Obr. 4. Srovnání relativní mRNA exprese TLR-1, TLR-2, 
TLR-4, TGFb1, IL-2, IL-2R, IL-10, and IL-10R mezi pacien-
ty s asepticky uvolněnou TEP kyčle (THA) a kolena (TKA). 
Chybové úsečky vyznačují standardní odchylku od střední 
hodnoty.
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a kolena, resp. příslušnými kontrolami. Hlavními produ-
centy TLR-4 byly opět makrofágy. Množství buněk po-
zitivních na IL-10R bylo vyšší u pacientů s aseptickým 
uvolněním TEP kolena ve srovnání s TEP kyčlí a u os-
teoartrózy ve srovnání s TEP kyčlí (obr. 5). IL-10R-pozi-
tivita byla detekována zejména u makrofágů a fibroblas-
tů. Naopak množství IL-10 pozitivních buněk se nelišilo 
ani mezi případy, ani při porovnání případů a kontrol. 
Detekovali jsme vyšší množství IL-2 pozitivních mak-
rofágů ve tkáních případů s aseptickým uvolněním ve 

srovnáním s kontrolami. Rozdíl však nebyl statisticky 
významný (obr. 5).

DiskuSe

Patogeneze aseptického uvolnění není stále zcela 
objasněná, ani přes 40 let trvající výzkum. V předlo-
žené studii jsme zjistili nízkou genovou expresi induk-
torů zánětlivé odpovědi (TLR) a vybraných reguláto-
rů tkáňové homeostázy (IL-2/IL-2R, IL-10/IL-10R, 

Obr. 5. Imunohistochemická detekce proteinů v pseudosynoviální tkáni odebrané od pacientů s asepticky uvolněnou TEP kyčle/
kolena a od kontrolních jedinců s primární osteoartrózou (OA) kyčle/kolena – reprezentativní příklady (měřítko = 50 µm; výřez 
v pravém horním rohu: měřítko = 20 µm). Výřezy A,B,C,D představují reprezentativní příklady negativních kontrol (měřítko = 
20 µm).
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TGFb1) v pseudosynoviální tkáni pacientů reoperova-
ných pro aseptické selhání TEP kyčle a kolena. Níz-
ká exprese TLR-1 u TEP kyčle a kolena byla potvr-
zena na proteinové úrovni, zatímco v případě TLR-2 
jsme zjistili zvýšenou ve tkáních pacientů s  aseptic-
kým selháním TEP kolena a kyčle oproti příslušným 
kontrolám s osteoartrózou. Pro proteinovou distribuci 
TLR-4 byla charakteristická velká individuální vari-
abilita. Přestože byla mRNA exprese IL-10 a IL-10R 
nižší u pacientů s asepticky uvolněnou TEP kolena než 
u kontrol, na tkáňové úrovni byl naopak detekován 
vyšší počet IL-10R pozitivních buněk u TEP kolena ve 
srovnání s kontrolami. V případě IL-2 a IL-2R nebyl 
rozdíl mezi genovou/proteinovou expresí u případů 
a kontrol zaznamenán.

Dosavadní výzkum naznačuje, že iniciálním krokem 
v patogenezi aseptického uvolnění a periprotetické os-
teolýzy by mohla být aktivace receptorů signalizujících 
nebezpečí, cizorodé látky a poškození tkání (danger- and 
pathogen-associated molecular patterns, endogenous 
alarmins), jako reakce na částice (ionty) uvolňující se 
z endoprotéz (24). Nejvíce studovanými senzory nespe-
cifické imunity jsou TLR. V  nedávné experimentální 
studii bylo zjištěno, že makrofágy stimulované částice-
mi polyetylenu a kostního cementu zvýšeně exprimují 
TLR-2 a TLR-4 (37). Prokázalo se také, že TLR-2 do-
káží rozpoznat alkanovou strukturu, která vzniká při de-
gradaci polyetylenu in vivo (23). Naopak TLR-4 se podí-
lí na spuštění reakce vůči kovům (14). Po stimulaci TLR 
dojde k  aktivaci zánětlivých drah, tkáňové rezidentní 
i nově distribuované makrofágy se polarizují do fenoty-
pu M1 a vznikají mnohojaderné obrovskobuněčné útva-
ry (27). Některé práce naznačují, že TLR signalizace je 
také spojena s rozvojem tkáňové fibrózy a procesem ho-
jení (30). Na roli TLR v souvislosti s aseptickým uvol-
něním a periprotetickou osteolýzou poprvé upozornili 
Takagi a spol. (35). Od té doby následovaly další stu-
die, které však referovaly expresi TLR pouze ve tkáních 
z okolí TEP kyčle (17) anebo v experimentální situaci 
(28, 37). Podle jedné z nich byla mRNA exprese TLR-
2,-4,-5 a  -9 vyšší u pacientů s  aseptickým uvolněním 
TEP kyčle než u pacientů s primární osteoartrózou (36). 
V naší studii s  vyšším počtem případů jsme zvýšenou 
genovou expresi studovaných TLR u pseudosynoviální 
tkáně kolem TEP kyčle ve srovnání s primární osteoar-
trózou neprokázali. Na proteinové úrovni jsme potvrdi-
li dřívější pozorování vyšší exprese u selhávající TEP 
kyčle oproti kontrole pouze pro TLR-2. U TLR-4 jsme 
prokázali velkou interindividuální variabilitu u pacientů 
s asepticky uvolněnou TEP.

Prioritním pozorováním v předložené studii je pře-
hled expresních profilů TLR-1, -2 a -4 u  asepticky 
selhávajících TEP kolen, které jsou velmi nízké. Při 
vzájemném porovnání expresních profilů v obou lo-
kalitách jsme prokázali vyšší počet mRNA transkriptů 
u TLR-1, -2 a -4 a IL-2R u TEP kyčlí než u TEP kolen. 
Zmíněné rozdíly mohou odrážet specifické podmínky, 
za nichž selhává TEP kyčle ve srovnání s TEP kolena. 
Uplatnit se může například odlišný profil částic uvol-
ňovaných kloubní náhradou. Je doloženo, že z  povr-

chu TEP kyčle se uvolňuje výrazně vyšší počet částic 
o velikosti do 1 mikrometru ve srovnání s TEP kole-
na (22), které jsou biologicky mnohem agresivnější. 
Nelze vyloučit ani typ polyetylenu použitého k výro-
bě vložky u TEP kyčle a kolena (11). Určitou úlohu 
může sehrávat také odlišná hydromechanika kapalin 
v koleně a kyčli, resp. specifický zátěžový profil obou 
kloubů.

Současné znalosti podporují hypotézu, že krátce po 
implantaci kloubní náhrady a poté, co se uvolnila prv-
ní kvanta částic polyetylenu (kovu, keramiky), dojde 
k aktivaci nespecifické imunity, která spustí zánět (1). 
U většiny pacientů se ovšem rozvine tzv. imunologická 
tolerance. Iniciální zánět se utlumí, obnoví se tkáňo-
vá kresba, sníží se exprese pro-zánětlivých cytokinů. 
V tomto případě pacient s kloubní náhradou žije řadu 
let, než dojde k postupné degradaci fixačního rozhra-
ní v důsledku osteolýzy či únavového selhání. Pozdní 
stadium aseptického uvolnění by měla provázet zvý-
šená exprese senzorů tkáňového poškození a současně 
narůstající přítomnost regulátorů tkáňové homeostázy, 
jejichž exprese se spouští automaticky s aktivací pro-
-zánětlivých drah. Jedním z klíčových cytokinů v na-
vození tolerance je TGFb1, multifunkční růstový fak-
tor s proti-zánětlivým a  imunomodulačním vlivem na 
makrofágy, osteoblasty a osteoklasty (13). Podílí se 
rovněž na vytváření rovnováhy mezi tvorbou a resorp-
cí extracelulární hmoty, a tím na hojení a  remodelaci 
tkání. V jedné studii byla pozorována zvýšená exprese 
TGFb1 a TGFb2 v pseudopouzdru TEP kyčle ve srov-
nání s kontrolou (15), což autoři dávali do souvislos-
ti s „pro-fibrotickým a imunosupresivním efektem“ 
studovaných molekul, který se patrně uplatňuje také 
při růstu membrány rozhraní mezi TEP a kostním lůž-
kem. Také další autoři zjistili zvýšenou expresi TGFb1 
u pacientů s  aseptickým uvolněním a periprotetickou 
osteolýzou u TEP kyčle ve srovnání s kontrolou (33). 
My jsme pozorovali zvýšenou expresi TGFb1 mRNA 
u pacientů s TEP kyčle oproti kontrole, rozdíl však ne-
dosáhl statistické významnosti.

Dalším studovaným cytokinem byl IL-2, který vy-
kazuje široké spektrum kooperačních a antagonistic-
kých efektů při rozvoji zánětu a je zcela nepostrada-
telný pro vývoj a vyzrávání regulačních T lymfocytů 
(19). K zájmu o tento pleiotropní cytokin nás motivo-
valy také výsledky naší předchozí studie, v níž jsme 
navrhli zařadit funkční polymorfismus genu pro IL-2 
mezi potenciální genetické znaky podmiňující indivi-
duální vnímavost k rozvoji periprotetické osteolýzy 
a aseptického uvolnění u TEP kyčle (7). Ve srovnání 
s příslušnou kontrolou jsme zjistili u pacientů s TEP 
kyčle a kolena nižší množství IL-2 a IL-2R mRNA 
oproti kontrolním tkáním, zatímco na proteinové 
úrovni byl počet buněk exprimujících IL-2 srovna-
telný. Zajímavé je, že předchozí studie nezachytila 
IL-2 pozitivní buňky kolem asepticky uvolněné TEP 
kyčle, z čehož její autoři usuzovali na minimální roli 
T lymfocytů ve fázi aseptického uvolnění (18). Jiní 
autoři naměřili zvýšené hladiny IL-2 pouze v případě, 
kdy vzorky periprotetické tkáně vložili před extrakcí/
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kvantifikací proteinu do speciálního média (33). Přes-
tože jsme na proteinové úrovni pozorovali vyšší počet 
IL-2 pozitivních buněk, jsou nutné další studie, které 
by podrobněji určily roli IL-2 v patogenezi aseptické-
ho uvolnění.

IL-10 je jedním z  nejvýznamnějších proti-zánětli-
vých a homeostatických cytokinů, který ovlivňuje ze-
jména monocyto-makrofágovou buněčnou linii (10). 
Předpokládá se jeho účast v útlumu pooperační zánětli-
vé odpovědi, v navození tolerance na TEP, i v pozdních 
fázích selhávání, kdy by měl odrážet aktivitu lokálních 
homeostatických mechanismů navozených chronickým 
zánětem, destrukcí tkání a poruchami metabolismu 
(12). Ve všech zmíněných rolích vystupuje M2 subpo-
pulace makrofágů, která vyzrává mimo jiné pod silným 
vlivem IL-10 signalizace (27). Tyto buňky mají silné 
proti-zánětlivé a homeostatické vlastnosti. V naší studii 
jsme zjistili nízkou expresi genů pro IL-10 a IL-10R 
u TEP kolena ve srovnání s kontrolou, avšak na pro-
teinové úrovni bylo množství IL-10R-pozitivních bu-
něk vyšší oproti tkáním z okolí TEP kyčle i kontrolám. 
U IL-10 jsme rozdíly v počtu IL-10 pozitivních buněk 
mezi tkáněmi z oblasti TEP kyčle, kolena, resp. kontro-
lami nezjistili. Ve shodě s naší studií referují dvě práce 
nízké exprese IL-10 v periprotetické membráně z okolí 
selhávající TEP kyčle (25, 26). Naopak jiné studie uvá-
dějí zvýšenou koncentraci IL-10 v synoviální tekutině 
(8) a v periprotetických tkáních z okolí uvolněné TEP 
kyčle (38). Studium role IL-10 a IL-10R v udržení lo-
kální tkáňové rovnováhy bude určitě předmětem další-
ho zkoumání.

Naše studie má několik koncepčních a metodologic-
kých omezení. Patří mezi ně retrospektivní sběr údajů 
o předoperačním stavu pacientů a o předchozí operaci. 
Je také zřejmé, že studie pokrývá jen malé spektrum 
molekul, které se podílejí na regulaci tkáňové odpovědi 
v okolí TEP. Bude proto nutné ověřit aktivitu dalších 
molekul a drah. Námitky je možné vznést vůči osteoar-
tróze jako kontrolní tkáni, nicméně ve světové literatu-
ře se jiná kontrolní tkáň neuvádí. Jsme si samozřejmě 

vědomi toho, že tato tkáň nepřišla nikdy do styku s pro-
tézou či jejími vedlejšími produkty. V neposlední řadě 
je zřejmé, že existuje celá řada dalších faktorů, které 
podmiňují stabilitu TEP kyčle a kolena, ať již na straně 
pacienta, operatéra nebo implantátu, což výrazně zne-
snadňuje interpretaci selhání TEP u každého jednotli-
vého případu.

Závěr

V předložené studii referujeme expresní profily 
u vybrané skupiny molekul podílejících se na indukci 
a regulaci zánětu, tkáňové homeostáze v  okolí asep-
ticky selhávající TEP kyčle a kolena. Úroveň genové 
exprese v  periprotetických tkáních z  okolí uvolněné 
TEP byla nízká ve srovnání s kontrolními tkáněmi od 
pacientů s osteoartrózou. Uvedené nálezy by mohly 
odrážet určitou míru vyčerpání (vyhoření) regulačních 
a homeostatických mechanismů v  pozdějších fázích 
aseptického uvolnění. Dále jsme téměř u všech studo-
vaných molekul zjistili nižší expresi v pseudosynovi-
ální tkáni z okolí TEP kolena oproti stejné tkáni z ob-
lasti TEP kyčle. To by mohlo poukazovat na odlišnosti 
v lokální tkáňové odpovědi na TEP, resp. její odpado-
vé produkty v obou anatomických lokalizacích. Další 
výzkum by se měl soustředit na kompletizaci poznat-
ků o roli nejdůležitějších pro-zánětlivých/regulačních 
drah v  procesech aseptického uvolnění (například 
metodou cytokinových sítí). Detailní porozumění me-
chanismům aseptického uvolnění nám umožní navrh-
nout preventivní, případně i léčebné strategie, které by 
mohly prodloužit životnost kloubních náhrad.

Poděkování 
Část imunogenetických prací (RT-PCR) byla prove-

dena v Laboratoři imunogenomiky LF UP v Olomouci 
(vedoucí: prof. MUDr. Martin Petřek, CSc.).

Děkujeme také MUDr. Jiřímu Lošťákovi za jeho po-
moc při sběru klinických a radiografických údajů u pa-
cientů, kteří byli zařazeni do studie.
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