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Nizka exprese TLR-1, -2, -4 a IL-2, -2R, -10, -10R,
TGFb1 v pseudosynovialni tkani odebrané pri
reoperaci asepticky uvolnéné totalni endoprotézy
kyCle a kolena
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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 podpotena z prostiedki Ministerstva zdravotnictvi CR (projekt IGA MZ CR NT/11049).
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Nejcastéjsi pozdni komplikaci to-
talni endoprotézy (TEP) kycle a ko-
lena je aseptické uvolnéni v kombi-
naci s periprotetickou osteolyzou.
Frekvence téchto komplikaci nariis-
td po 10. roce od operace, objevuji
se vsak i dfive (6). Reoperace je ne-
pochybné problémem pro pacienta,
ale také pro nemocnice a spole¢nost,
protoZze je mnohem nakladnéjsi nez
primarni operace (2). Chceme-li
premyslet o prodlouZeni Zivotnosti
TEP, musime detailn¢ porozumét
procestum, které¢ k uvedenému typu
selhani vedou. Obé komplikace si
vysvétlujeme patologickym soubg-
hem mechanickych a biologickych
udalosti (4). Pfedpokladame pfitom,
Ze u veétsiny pacientil dojde nejdiive
k resorpci kostniho lizka, ¢imz se
oslabi spoj mezi protézou a kosti,
a teprve nasledné se uvolni implan-
tat.

K periprotetické resorpci kosti
(osteolyze) dochazi v ramci odpo-
védi hostitele na ptitomnost velkého
mnozstvi Castic uvoliiovanych do
kloubu pfi kazdém kroku z povrchu
endoprotézy. Biologicky jsou nej-
ucinngjsi castice o velikosti kolem
jednoho mikrometru a mensi (9).
Rychlost a progrese osteolyzy jsou
ovlivnény také pivodem materia-
lu (21). Nejagresivnéjsi jsou podle
in vitro studii polyetylenové casti-
ce, nasledované casticemi kostni-
ho cementu a kovovymi Casticemi.
Experimentalné bylo prokézano, ze
¢astice uvolilované z povrchu endo-
protézy vyvolavaji zénétlivou od-
povéd, konkrétné stimuluji expresi
pro-zanétlivych cytokinli a proteo-
Iytickych enzymti u makrofagi,
fibroblasti a osteoblastti (20). Chro-
nicky zanét je doprovazen prolife-
raci fibro-granulomatozni tkané. Na
rozhrani s kosti dochazi ke zvysené
akumulaci pre-osteoklastt, které zde
vyzravaji v osteoklasty, bunky spe-
cializované na resorpci kosti (31).

Soucasné znalosti naznacuji, Ze prvnim krokem v pa-
togenezi aseptického uvolnéni a periprotetické osteolyzy
je aktivace receptorl nespecifické imunity na povrchu
tkanovych rezidentnich bun¢k (makrofagl, dendritic-
kych bunék, fibroblastii aj.), nachazejicich se v okoli
endoprotézy (4). Tim se spousti drahy vedouci k expresi
chemokint, cytokind a proteolytickych enzyma, vytva-
tejicich odpovéd’ hostitele na pfitomnost ¢astic protetic-
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Obr. 1. Schematické znazornéni mista odbéru pseudosynovialni tkané v okoli TEP
kycle (4) a kolena (B). Vzorky byly odebirany z vnitiniho listu pseudosynovialni
kloubni vystelky,; Sipky oznacuji misto, ze kterého byla pseudosynovialni tkan ode-

brana v prithéhu reoperace TEP.

Tab. 1. Klinické charakteristiky pacientit s reoperovanymi TEP kycle a kolena
a kontrolnich jedincii s primarni osteoartrozou (OA); KSS — Knee Society Score;
vSechna data jsou prezentovana jako stiedni hodnoty; min—max hodnoty jsou

uvedeny v zavorce

TEP kycle OA ky¢le
(n=36) (n=17)
Pohlavi (muzi/zeny) 8/28 10/7
BMI (kg/m?) 29,2 (19,8-41,4) 29,2 (21,3-35,3)
Primarni diagnéza:
Primarni OA 17 17
Postdysplasticka OA 19 0
Piedoperaéni Harrisovo skore 60,7 (20-90) 48,8 (16-68)
Vék v dobé reoperace 60,9 (31-75) 56,9 (28—-68)
Doba od operace k revizni operaci (roky) 12,0 (4-18) -—-
Typ fixace implantatu:
Cementovana/hybridni/bezcementova 3/5/28 -
TEP kolena OA kolena
(n=19) (n=20)
Pohlavi (muzi/zeny) 5/14 7/13

BMI (kg/m?)

29,5 (22,9-38,9)

29,7 (20,6-35,4)

Primarni diagnéza:

Primarni OA 19 20
Sekundarni OA 0 0
Piedoperacni skore:

KSS bolest 40,6 (32-48) 59,2 (20-69)
KSS funkce 46,1 (30-60) 52,2 (30-72)
Veék v dobé reoperace 74,8 (56-88) 65,6 (52-79)
Doba od operace k revizni operaci (roky) 9,7 (3—-15) ---

Typ fixace protézy: cementovana 19x -—-

kych biomaterialti. Jednou z nejvyznamnéjSich recep-
torovych skupin jsou tzv. Toll-like receptory (TLR),
jejichz prostiednictvim rozpoznavaji rezidentni bunky
ve svém okoli bakterialni motivy, ale i endogenni signa-
ly (28, 35). Stimulace TLR spousti kaskadu pro-zanétli-
vych drah, které nakonec vedou k osteolyze a uvolnéni
implantatu. Ve skutecnosti vSak dojde k aseptickému
uvolnéni az za velmi dlouhou dobu od prvniho kontaktu
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Tab. 2. Popis vysetrovanych genii a pouzitych primerit a sond pro reverzni transkripci — polymerdzovou retézovou reakci

Zkratka Nazev genu Identifikacni ¢islo Forward, reverse primery/ Dodavatel LNA

genu v GenBank* Assay ID sonda™

TLR-1 Toll-Like Receptor 1 NM 003263.3 Hs00413978 m1 Life Technologies

TLR-2 Toll-Like Receptor 2 NM_003264.3 Hs00152932_ml Life Technologies

TLR-4 Toll-Like Receptor 4 NM_003266.3 Hs01060206_m1 Life Technologies

IL-2 Interleukin 2 NM_000586.3 Hs00174114 _ml Life Technologies

IL-2R Interleukin 2 Receptor NM _000417.2 Hs00907779_ml Life Technologies

IL-10 Interleukin 10 NM_000572.2 Hs00961622 ml Life Technologies

IL-10R Interleukin 10 Receptor NM 001558.3 5’ gtettggetcagacgetcat 3° Roche #23

5’ tgcttcaaaccacacagacg 3°

TGFb1l Transformacéni ristovy NM_000660.3 5’ gcagceacgtggagetgta 3° Roche #72

faktor, Beta 1 5" cagccggttgetgaggta 3°

* Sekvence gemii jsou dostupné online na: http.//www.ncbi.nlm.nih.gov/

** Cisla LNA (Locked Nucleic Acid) sond v souladu s komercné dostupnou knihovnou (www.universalprobelibrary.com).
Primery byly navrzeny s pomoci ProbeFinder assay design tool (Roche Applied Science, Indianapolis, IN, USA)

Sady primerii/sond byly doddany z Life Technologies Corporation, Carlsbad, CA, USA

tkéni s ¢asticemi uvolilujicimi se z endoprotézy a pouze
u ¢asti pacientll. Z toho Ize usuzovat na silny potencial
regula¢nich proti-zdnétlivych a homeostatickych drah,
nachazejicich se ve stejné tkani jako TLR a dalsi recep-
tory. Mezi nejsilnéjsi proti-zanétlivé a homeostatické
cytokiny patfi interleukin 10 (IL-10) a transformacni
rustovy faktor beta (TGFb1), (10).

V ¢lanku referujeme expresni profily vybranych TLR
a nékolika regulacnich cytokinii v pseudosynovialni
tkani ziskané béhem reoperaci asepticky uvolnénych
kloubnich nahrad. Aseptickému uvolnéni a osteolyze
by méla odpovidat vyssi mRNA/proteinova exprese
TLR a naopak niz§i exprese proti-zanétlivych cytokint.
Ocekavali jsme, ze expresni profily sledovanych mole-
kul v periprotetické tkani u aseptického uvolnéni ky-
¢li a kolen budou podobné, nebot’ pozdni stadium AL/
PPOL je v obou lokalitich z pohledu operatéra velmi
podobné.

MATERIAL A METODIKA

Pacienti

Vzorky pseudosynovidlni tkdné jsme ziskali od 55
pacientll reoperovanych pro aseptické uvolnéni a peri-
protetickou osteolyzu u TEP kyc¢le (n =36) a TEP kolena
(n = 19). Kontrolni skupinu tvofilo 37 pacientd, u nichz
byl odbér synovialni tkan¢ proveden pii implantaci pri-
marni kloubni nahrady ky¢le (n = 17) a kolena (n = 20).
Aseptické selhani bylo odliseno od septického podle
diive publikovanych kritérii (5). VSichni pacienti byli
¢eské narodnosti a patfili k tzv. kavkazské rase. Odbéry
tkani u pacientt, ktefi podepsali informovany souhlas,
provedl v letech 2008 az 2012 jeden operatér. Studie
byla schvalena etickou komisi pro projekt IGA MZ CR
NT11049.

Kostni defekty v oblasti ky¢le byly popisovany v in-
tencich klasifikace podle Saleha a spol. (32), defekty
v oblasti kolena byly tfidény podle klasifikace AORI
(3). Otér polyetylenu jsme méfili z rentgenovych snim-
ki u pacientt se selhavajici TEP ky¢le metodou podle
Dorra (29). U kolennich nahrad jsme pro méfeni otéru

nem¢li k dispozici validovanou metodologii. Detailni in-
formace o souborech pacientli jsou uvedeny v tabulce 1.

Odbéry tkani a kvantitativni RT-PCR

Vzorky byly odebirany z vnitiniho listu pseudosyno-
vialni kloubni vystelky kratce po incizi kloubu (obr. 1).
Tenky list tkdné byl okamzit€ po odbéru vlozen do RNA
lateru (Ambion, Austin, USA). Po homogenizaci (0,1 g
odebrané tkan€) byla izolovana celkovd RNA mirVana
izolacnim kitem (Ambion, Austin, USA) a pfepsana do
c¢DNA pomoci anchored oligo dT (Transcriptor First
Strand ¢cDNA Synthesis Kit, Roche Applied Science,
Indianapolis, USA) podle protokolu vyrobce. Mnozstvi
a kvalita izolované RNA byly stanoveny na 2100 Bio-
analyzeru pomoci RNA 6000 Nanoassay (oboji Agilent
Technologies, Palo Alto, USA). Kvantitativni PCR byla
provedena na pfistroji RotorGene3000 (16) a metoda
druhé derivace byla pouzita pro vypocet relativni expre-
se (RotorGene Software 6.1.81, QIAGEN Inc., Valencia,
CA). HPRT1 byl pouzit jako referen¢ni gen. Sekvence
primerd a sond jsou uvedeny v tabulce 2.

Imunohistochemie

Vzorky pseudosynovialnich membran asepticky se-
lhavajicich TEP kycelnich (n = 7) a kolennich klou-
bl (n = 7) a kontrolnich tkani od pacientl s osteoar-
tréozou (primarni nédhrada kycle n = 5; kolena n = 5)
byly odebrany identicky jako pro mRNA profilovani,
avSak ihned po odbéru byly vlozeny do 10% forma-
linu. DalSi zpracovani probihalo podle standardniho
protokolu, stejné jako imunohistochemické barveni
(34). Byly pouzity nasledujici primarni protilatky:
krali¢i polyklonalni anti-TLR-1 (1:50, Santa Cruz,
CA, USA); krali¢i polyklonalni anti-TLR-2 (1:500,
Abcam, Cambridge, Velka Britanie); mysi monoklo-
nalni anti-TLR-4 (klon 76B357.1, 1:200, Abcam);
krali¢i monoklondlni anti-IL-2 (klon EPR2780,
1:500; Novus Biologicals, CO, USA); kralici polyklo-
nalni anti-IL-10 (1:1500, Abcam); krali¢i polyklonal-
ni anti-IL-10R (1:30, Millipore, SRN). Revitalizace
vSech studovanych antigent byla provedena 10mM
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Obr. 2. Rozlozeni hodnot relativni mRNA exprese TLR-1, TLR-
2, TLR-4, TGFb1, IL-2, IL-2R, IL-10, a IL-10R v pseudosyno-
vidlni tkani ziskané od pacientii s asepticky uvolnénou TEP
kycle, resp. od kontrolnich jedincii s primarni osteoartrozou
kycle. Stredni hodnoty jsou vyznaceny horizontalni primkou,
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Obr. 3. Rozlozeni hodnot relativni mRNA exprese TLR-1, TLR-
2, TLR-4, TGFb1, IL-2, IL-2R, IL-10, and IL-10R v pseudo-
synovialni tkani ziskané od pacientii s asepticky uvolnénou
TEP kolena a od kontrolnich jedincii s primarni osteoartrozou

kolena. Stredni hodnoty jsou vyznaceny horizontalni primkou,
chybové usecky vyznacuji interval spolehlivosti (95% CI).

Tab. 3. Srovnani expresnich profili genii v pseudosynovialni tkani odebrané u pacientii s TEP kycle/kolena a u kontrolnich
Jjedincii s primarni osteoartrozou (OA) kycle/kolena

TEP OA p TEP OA p p
ky¢le kycle TEP kycle vs. kolena kolena TEP kolena vs. TEP kycle vs.
OA kycle OA kolena TEP kolena
(N=36) (N=17) (N=19) (N=20)

TLR-1 0,989 0,950 0,156 0,382 0,829 0,006 0,006
(0,531-1,447) | (0,626-1,275) (0,255-0,510) | (0,475-1,182)

TLR-2 1,124 1,068 0,219 0,502 1,002 0,001 0,012
(0,643-1,604) | (0,758-1,378) (0,370-0,635) | (0,722-1,283)

TLR-4 0,565 0,781 0,085 0,400 1,050 <0,001 0,001
(0,490-0,641) | (0,565-0,996) (0,275-0,525) | (0,811-1,290)

IL-2 0,008 0.007 0,546 0,002 0,007 0,407 0,644
(0,002-0,013) | (0,0004-0,014) (0,001-0,004) | (0,002—0,012)

IL-2R 0,082 0,077 0,326 0,034 0,033 0,747 0,025
(0,051-0,112) | (0,025-0,130) (0,020-0,049) | (0,018-0,048)

IL-10 0,202 0,193 0,469 0,204 0,277 0,031 0,571
(0,174-0,229) | (0,130-0,257) (0,139-0,269) | (0,214-0,340)

IL-10R 0,157 0,189 0,365 0,149 0,443 0,002 0,280
(0,114-0,199) | (0,124-0,254) (0,047-0,251) | (0,258-0,627)

TGFb1 4,078 2,897 0,103 2,914 3,159 0,354 0,081
(3,2814.,875) | (1,831-3,964) (1,963-3,865) | (2,415-3,903)

VSechna data jsou prezentovana jako stiedni hodnoty relativni mRNA exprese (v zavorce je uveden 95% interval spolehlivosti).
Relativni mRNA exprese jednotlivych genii je vztazena k mRNA expresi referencniho genu HPRTI. N = pocet pacientii.
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citratovym pufrem, pH 6 (120 °C) ve vysokotlakém
histoprocesoru HistosPro (Milestone, MI, USA); En-
Vision™ systém (Dako, Glostrup, Dansko) byl pou-
zit k vizualizaci reakce. Imunohistochemické znaceni
bylo vyhodnoceno pomoci tzv. histoskore, které je na-
sobkem pozitivity (kategorie 1, 2, 3) a intenzity bar-
veni (stupen 1, 2, 3). Kategorie 1 odpovida pozitivité
0-25 % bunék, kategorie 2 znamenda 25-60 % pozitiv-
nich bun€k a kategorie 3 je pro vice nez 60 % pozi-
tivnich bunék ve vzorku. Intenzita barveni je stupné
1 (slabé), 2 (stfedni) nebo 3 (silné). Histoskore tu-
diz dosahovalo hodnot 1, 2, 3, 4, 6 nebo 9. VSechny
primarni protilatky byly testovany na doporucenych
kontrolnich tkanich, jako negativni kontrola byla po-
uzita polyklonalni protilatka (Isotype Control, 1:100,
Abcam).

Statisticka analyza

Ke statistické analyze byl pouzit neparametricky
Kruskal-Wallistiv test a Mann-Whitney U test. Relativni
exprese (pomer exprese genu zajmu a referencniho genu,
coz umoziuje korigovat rozdily mezi mnozstvim vstup-
niho materialu u jednotlivych vzorkd tkani pfi vlastni
analyze) byly vypocteny pomoci GraphPad Prism 5.01
(GraphPad Software, La Jolla, CA, USA) and SPSS 16.0
(SPSS Inc, Chicago, IL, USA). Hodnota p < 0,05 byla
povaZovana jako statisticky vyznamna.

VYSLEDKY

Porovnani mRNA expresnich profila

v pseudosynovialni tkani pacienti

s asepticky uvolnénou TEP ky¢le nebo kolena
s pfFislusnymi kontrolnimi tkanémi

Abychom mohli stanovit transkripéni aktivitu dilezi-
tych receptor nespecifické imunity a vybranych regu-
lacnich cytokind, porovnali jsme mRNA exprese TLR-1,
-2, -4 a TGFDbI, IL-2, IL-10 a jejich receptort IL-2R,
IL-10R v pseudosynovidlni tkani ziskané od pacientd
s asepticky selhavajici TEP ky¢le a kolena a synovialni
tkani odebrané od pacientl s idiopatickou osteoartr6zou
ky¢li a kolen.

Zjistili jsme podobné expresni profily studovanych
molekul mezi pseudosynovialni tkani u TEP ky¢le a jeji
kontrolni tkani (osteoartroza kycle), (obr. 2; tab. 3). Na-
opak v ptfipad¢ tkani z oblasti kolenniho kloubu byla
zjisténa nizsi exprese TLR-1, -2, -4, IL-10, IL-10R ve
srovnani s osteoartréozou kolena (obr. 3; tab. 3). V ex-
presi mRNA u IL-2, IL-2R a TGFb1 nebyl v porovnani
s kontrolami shledan rozdil.

Porovnani mRNA expresi v pseudosynovialni
tkani mezi pacienty s asepticky uvolnénou TEP
kycle a kolena

Abychom mohli potvrdit nebo vyvratit teorii o kli-
nicko-patologické blizkosti zanétu probihajiciho kolem
asepticky uvolnéné TEP kycle a kolena, porovnali jsme
expresni profily TLR-1,-2,-4, a TGFb1, IL-2, IL-10 a je-
jich receptort IL-2R, IL-10R mezi pacienty s asepticky
selhévajici TEP ky¢le a kolena.
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Obr. 4. Srovnani relativni mRNA exprese TLR-1, TLR-2,
TLR-4, TGFb1, IL-2, IL-2R, IL-10, and IL-10R mezi pacien-
ty s asepticky uvolneénou TEP kycle (THA) a kolena (TKA).
Chybové usecky vyznacuji standardni odchylku od strednit
hodnoty.

Zjistili jsme vyS$$i mnozstvi mRNA transkripti TLR-
1,-2,-4 a IL-2R u pacientd s TEP kycle oproti stejné tka-
ni ziskané od pacientll s TEP kolena (obr. 4; tab. 3). Ex-
prese IL-2, IL-10, IL-10R, a TGFb1 se nelisily (obr. 4,
tab. 3). Roli nehralo ani to, zda byla tkan odebrana z ob-
lasti cementované nebo bezcementové kycle.

Imunohistochemie

K urceni lokalizace a semikvantitativnimu zhodnoce-
ni tkanové exprese studovanych proteind bylo provede-
no imunohistochemické vySetieni. Stejn¢ jako u genové-
ho profilovani jsme porovnavali pseudosynovialni tkdné
z okoli asepticky selhavajici TEP kycle a kolena, resp.
pfislusné kontrolni synovidlni tkdn€ od pacientll s os-
teoartrézou.

Ve srovnani s kontrolnimi tkanémi jsme zjistili nizké
histoskore u proteinu TLR-1 v pseudosynovialni tkani
z okoli TEP ky¢le/kolena i u kontrolnich tkani od paci-
entd s osteoartrézou (obr. 5). Naopak tkanova exprese
TLR-2 byla u aseptického uvolnéni v obou lokalitdch
vys$§i nez u kontrol, pfiCemz hlavnim producentem
TLR-2 proteinu byly makrofagy (obr. 5). Exprese TLR-
4 vykazovala velkou interindividualni variabilitu mezi
tkanémi od pacientd s asepticky selhavajicimi TEP kycle
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Obr. 5. Imunohistochemickd detekce proteinii v pseudosynovialni tkani odebrané od pacientii s asepticky uvolnénou TEP kycle/
kolena a od kontrolnich jedincii s primdrni osteoartrozou (OA) kycle/kolena — reprezentativni priklady (mévitko = 50 um; vyrez
v pravém hornim rohu: méritko = 20 um). Vyrezy A,B,C,D predstavuji reprezentativni priklady negativnich kontrol (méFitko =

20 um).

a kolena, resp. pfislusnymi kontrolami. Hlavnimi produ-
centy TLR-4 byly opét makrofagy. Mnozstvi bun¢k po-
zitivnich na IL-10R bylo vys$si u pacientii s aseptickym
uvolnénim TEP kolena ve srovnani s TEP ky¢li a u os-
teoartrozy ve srovnani s TEP ky¢li (obr. 5). IL-10R-pozi-
tivita byla detekovana zejména u makrofagt a fibroblas-
tt. Naopak mnozstvi IL-10 pozitivnich bunék se nelisilo
ani mezi piipady, ani pfi porovnani ptipadi a kontrol.

Detekovali jsme vyssi mnozstvi IL-2 pozitivnich mak-
rofagl ve tkanich piipadd s aseptickym uvolnénim ve

srovnanim s kontrolami. Rozdil vSak nebyl statisticky
vyznamny (obr. 5).

DISKUSE

Patogeneze aseptického uvolnéni neni stale zcela
objasnéna, ani ptes 40 let trvajici vyzkum. V ptedlo-
zené studii jsme zjistili nizkou genovou expresi induk-
tortl zanétlivé odpovédi (TLR) a vybranych regulato-
ri tkanové homeostazy (IL-2/IL-2R, IL-10/IL-10R,
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TGFDb1) v pseudosynovialni tkani pacientli reoperova-
nych pro aseptické selhani TEP kycle a kolena. Niz-
ka exprese TLR-1 u TEP ky¢le a kolena byla potvr-
zena na proteinové Urovni, zatimco v piipadé TLR-2
jsme zjistili zvySenou ve tkanich pacientd s aseptic-
kym selhanim TEP kolena a ky¢le oproti pfislusSnym
kontrolam s osteoartrézou. Pro proteinovou distribuci
TLR-4 byla charakteristickd velka individudlni vari-
abilita. Pfestoze byla mRNA exprese IL-10 a IL-10R
niz$i u pacientl s asepticky uvolnénou TEP kolena nez
u kontrol, na tkanové urovni byl naopak detekovan
vys8i pocet IL-10R pozitivnich bunék u TEP kolena ve
srovnani s kontrolami. V pfipad¢ IL-2 a IL-2R nebyl
rozdil mezi genovou/proteinovou expresi u pripadi
a kontrol zaznamenan.

Dosavadni vyzkum naznacuje, Ze inicialnim krokem
v patogenezi aseptického uvolnéni a periprotetické os-
teolyzy by mohla byt aktivace receptort signalizujicich
nebezpeci, cizorodé latky a poSkozeni tkani (danger- and
pathogen-associated molecular patterns, endogenous
alarmins), jako reakce na cCastice (ionty) uvolnujici se
z endoprotéz (24). Nejvice studovanymi senzory nespe-
cifické imunity jsou TLR. V nedavné experimentalni
studii bylo zjisténo, Ze makrofagy stimulované castice-
mi polyetylenu a kostniho cementu zvysené exprimuji
TLR-2 a TLR-4 (37). Prokazalo se také, ze TLR-2 do-
ké&zi rozpoznat alkanovou strukturu, kterd vznik4 pii de-
gradaci polyetylenu in vivo (23). Naopak TLR-4 se podi-
1i na spusténi reakce vici kovim (14). Po stimulaci TLR
dojde k aktivaci zanétlivych drah, tkanové rezidentni
1 nov¢ distribuované makrofagy se polarizuji do fenoty-
pu M1 a vznikaji mnohojaderné obrovskobunécné titva-
ry (27). Nékteré prace naznacuji, ze TLR signalizace je
také spojena s rozvojem tkanové fibrozy a procesem ho-
jeni (30). Na roli TLR v souvislosti s aseptickym uvol-
nénim a periprotetickou osteolyzou poprvé upozornili
Takagi a spol. (35). Od té doby néasledovaly dalsi stu-
die, které¢ vSak referovaly expresi TLR pouze ve tkanich
z okoli TEP ky¢le (17) anebo v experimentalni situaci
(28, 37). Podle jedné z nich byla mRNA exprese TLR-
2,-4,-5 a -9 vyssi u pacientdl s aseptickym uvolnénim
TEP kycle nez u pacientl s primarni osteoartrozou (36).
V na$i studii s vy$§im poétem piipadd jsme zvySenou
genovou expresi studovanych TLR u pseudosynovialni
tkané kolem TEP ky¢le ve srovnani s primarni osteoar-
trozou neprokazali. Na proteinové trovni jsme potvrdi-
kyc¢le oproti kontrole pouze pro TLR-2. U TLR-4 jsme
prokazali velkou interindividualni variabilitu u pacientti
s asepticky uvolnénou TEP.

Prioritnim pozorovanim v ptedlozené studii je pie-
hled expresnich profildi TLR-1, -2 a -4 u asepticky
selhavajicich TEP kolen, které jsou velmi nizké. Pti
vzajemném porovnani expresnich profili v obou lo-
kalitach jsme prokazali vyssi pocet mRNA transkriptl
uTLR-1,-2a-4 alL-2R u TEP ky¢li nez u TEP kolen.
Zminéné rozdily mohou odrazet specifické podminky,
za nichz selhava TEP ky¢le ve srovnani s TEP kolena.
Uplatnit se muze napftiklad odlisny profil ¢astic uvol-
novanych kloubni ndhradou. Je dolozeno, Ze z povr-

PUVODNI PRACE
ORIGINAL PAPER

chu TEP kycle se uvoliiuje vyrazné vyssi pocet ¢astic
o velikosti do 1 mikrometru ve srovnani s TEP kole-
na (22), které jsou biologicky mnohem agresivnéjsi.
Nelze vyloucit ani typ polyetylenu pouZzitého k vyro-
bé vlozky u TEP kyc¢le a kolena (11). Urcitou ulohu
muze sehravat také odliSnd hydromechanika kapalin
v kolen¢ a ky¢li, resp. specificky zatézovy profil obou
kloubd.

Soucasné znalosti podporuji hypotézu, ze kratce po
implantaci kloubni nahrady a poté, co se uvolnila prv-
ni kvanta ¢astic polyetylenu (kovu, keramiky), dojde
k aktivaci nespecifické imunity, ktera spusti zanét (1).
U vétsiny pacientll se ovSem rozvine tzv. imunologicka
tolerance. Inicialni zanét se utlumi, obnovi se tkano-
va kresba, snizi se exprese pro-zanétlivych cytokini.
V tomto piipad¢ pacient s kloubni nahradou zije fadu
let, nez dojde k postupné degradaci fixaéniho rozhra-
ni v disledku osteolyzy ¢i inavového selhani. Pozdni
stadium aseptického uvolnéni by méla provazet zvy-
Sena exprese senzord tkanového poskozeni a soucasné
narustajici pfitomnost regulatort tkanové homeostazy,
jejichz exprese se spousti automaticky s aktivaci pro-
-zanétlivych drah. Jednim z klicovych cytokinil v na-
vozeni tolerance je TGFbl, multifunkéni ristovy fak-
tor s proti-zanétlivym a imunomodula¢nim vlivem na
makrofagy, osteoblasty a osteoklasty (13). Podili se
rovné€z na vytvareni rovnovahy mezi tvorbou a resorp-
ci extracelularni hmoty, a tim na hojeni a remodelaci
tkani. V jedné studii byla pozorovana zvysena exprese
TGFb1 a TGFb2 v pseudopouzdru TEP ky¢le ve srov-
nani s kontrolou (15), coz autoii davali do souvislos-
ti s ,,pro-fibrotickym a imunosupresivnim efektem
studovanych molekul, ktery se patrné uplatiluje také
pfi ristu membrany rozhrani mezi TEP a kostnim 1dz-
kem. Také dalsi autofi zjistili zvySenou expresi TGFbl
u pacientdl s aseptickym uvolnénim a periprotetickou
osteolyzou u TEP ky¢le ve srovnani s kontrolou (33).
My jsme pozorovali zvySenou expresi TGFbl mRNA
u pacientti s TEP ky¢le oproti kontrole, rozdil vSak ne-
dosahl statistické vyznamnosti.

Dalsim studovanym cytokinem byl IL-2, ktery vy-
kazuje Siroké spektrum kooperacnich a antagonistic-
kych efektt pii rozvoji zadnétu a je zcela nepostrada-
telny pro vyvoj a vyzravani regulacnich T lymfocytl
(19). K z4jmu o tento pleiotropni cytokin nds motivo-
valy také vysledky na$i pfedchozi studie, v niz jsme
navrhli zatadit funkéni polymorfismus genu pro IL-2
mezi potencialni genetické znaky podminujici indivi-
dualni vnimavost k rozvoji periprotetické osteolyzy
a aseptického uvolnéni u TEP kycle (7). Ve srovnani
s ptislusnou kontrolou jsme zjistili u pacientti s TEP
kycle a kolena niz§i mnozstvi IL-2 a IL-2R mRNA
oproti kontrolnim tkanim, zatimco na proteinové
urovni byl pocet bun¢k exprimujicich IL-2 srovna-
telny. Zajimavé je, Zze predchozi studie nezachytila
IL-2 pozitivni buiikky kolem asepticky uvolnéné TEP
kycle, z cehoz jeji autofi usuzovali na minimalni roli
T lymfocyti ve fazi aseptického uvolnéni (18). Jini
autofi namé&fili zvySené hladiny IL-2 pouze v pfipadé,
kdy vzorky periprotetické tkan¢ vlozili pfed extrakci/
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kvantifikaci proteinu do specidlniho média (33). Ptes-
toze jsme na proteinové Grovni pozorovali vyssi pocet
IL-2 pozitivnich buné€k, jsou nutné dalsi studie, které
by podrobnéji uréily roli IL-2 v patogenezi aseptické-
ho uvolnéni.

IL-10 je jednim z nejvyznamnégj$ich proti-zanétli-
vych a homeostatickych cytokint, ktery ovliviiuje ze-
jména monocyto-makrofdgovou bunéc¢nou linii (10).
Ptedpoklada se jeho ucast v Gtlumu pooperacni zanétli-
vé odpovédi, v navozeni tolerance na TEP, 1 v pozdnich
fazich selhavani, kdy by mél odrazet aktivitu lokalnich
homeostatickych mechanismti navozenych chronickym
zanétem, destrukci tkani a poruchami metabolismu
(12). Ve vSech zminénych rolich vystupuje M2 subpo-
pulace makrofagu, kterd vyzrava mimo jiné pod silnym
vlivem IL-10 signalizace (27). Tyto buiikky maji silné
proti-zanétlivé a homeostatické vlastnosti. V nasi studii
jsme zjistili nizkou expresi genti pro IL-10 a IL-10R
u TEP kolena ve srovnani s kontrolou, avsak na pro-
teinové urovni bylo mnozstvi IL-10R-pozitivnich bu-
nek vyssi oproti tkdnim z okoli TEP kycle 1 kontroldm.
U IL-10 jsme rozdily v poctu IL-10 pozitivnich bunék
mezi tkdnémi z oblasti TEP ky¢le, kolena, resp. kontro-
lami nezjistili. Ve shod¢ s nasi studii referuji dvé prace
nizké exprese IL-10 v periprotetické membrané z okoli
selhavajici TEP ky¢le (25, 26). Naopak jiné studie uva-
déji zvysenou koncentraci IL-10 v synovialni tekuting
(8) a v periprotetickych tkanich z okoli uvolnéné TEP
kyc¢le (38). Studium role IL-10 a IL-10R v udrzeni lo-
kalni tkdilové rovnovahy bude urcité predmétem dalsi-
ho zkoumani.

Nase studie ma ne¢kolik koncepcnich a metodologic-
kych omezeni. Patii mezi n¢ retrospektivni sbér tidaju
o piedoperacnim stavu pacientii a o pfedchozi operaci.
Je také ziejmé, ze studie pokryva jen malé spektrum
molekul, které se podileji na regulaci tkanové odpovedi
v okoli TEP. Bude proto nutné ovéfit aktivitu dalSich
molekul a drah. Namitky je mozné vznést vii¢i osteoar-
troze jako kontrolni tkani, nicméné ve svétové literatu-
fe se jina kontrolni tkan neuvadi. Jsme si samoziejmé
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védomi toho, Ze tato tkan neptisla nikdy do styku s pro-
tézou Ci jejimi vedlejSimi produkty. V neposledni fadé
je zfejmé, Ze existuje cela fada dalSich faktord, které
podminuji stabilitu TEP kycle a kolena, at’ jiZ na strané
pacienta, operatéra nebo implantatu, coz vyrazné zne-
snadiiuje interpretaci selhani TEP u kazdého jednotli-
vého piipadu.

ZAVER

V predlozené studii referujeme expresni profily
u vybrané skupiny molekul podilejicich se na indukci
a regulaci zanétu, tkanové homeostaze v okoli asep-
ticky selhavajici TEP ky¢le a kolena. Urovei genové
exprese v periprotetickych tkanich z okoli uvolnéné
TEP byla nizkd ve srovnani s kontrolnimi tkdnémi od
pacientll s osteoartrozou. Uvedené ndlezy by mohly
odrazet uréitou miru vycerpani (vyhoteni) regulac¢nich
a homeostatickych mechanismt v pozdé&jsich fazich
aseptického uvolnéni. Dale jsme téméf u vSech studo-
vanych molekul zjistili niz§i expresi v pseudosynovi-
alni tkani z okoli TEP kolena oproti stejné tkani z ob-
lasti TEP kyc¢le. To by mohlo poukazovat na odliSnosti
v lokalni tkanové odpovédi na TEP, resp. jeji odpado-
vé produkty v obou anatomickych lokalizacich. Dalsi
vyzkum by se m¢él soustfedit na kompletizaci poznat-
kt o roli nejdulezitéjSich pro-zanétlivych/regulacnich
drah v procesech aseptického uvolnéni (naptiklad
metodou cytokinovych siti). Detailni porozuméni me-
chanismim aseptického uvolnéni nam umozni navrh-
nout preventivni, ptipadné i 1éCebné strategie, které by
mohly prodlouzit zivotnost kloubnich nahrad.
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