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ABSTRACT 

PURPOSE OF THE STUDY
This study deals with the possibilities and application of immunohistochemical methods to detect mast and dendritic cells

in periprosthetic tissues in patients with aseptically loosened total joint replacements of the knee and hip. The purpose of
the study was to quantify and characterize the distribution of mast and dendritic cells in the examined samples and to study
the statistically significant relations between the aforementioned cell populations and selected parameters characterizing
the patients, implants or tissue response. Based on the proved findings, a possible relation between mast and dendritic cells
and histomorphological patterns of aseptic loosening and the benefit of the applied immunohistochemical methods was
evaluated.

MATERIAL AND METHODS
Periprosthetic tissues from a total of 31 patients (17 patients after a revision surgery of hip prosthesis, 14 patients after

a revision surgery of knee prosthesis) were examined. The collected samples were processed according to the standard
protocol for the purposes of histological and immunochemical examination. Antibodies against tryptase and CD117 were
used for immunohistochemical detection of mast cells. Dendritic cells were detected by means of S100 and CD1a antibodies.
Quantification of both the cell populations was carried out by optical microscopy in 20 high power fields at 400-times
magnification. From among the applied methods we picked the more sensitive one for statistical evaluation. It was tryptase
in the case of mast cells and S100 in the case of dendritic cells. 

RESULTS 
Mast and dendritic cells were mostly distributed dispersively in periprosthetic tissues; however, they also occurred in groups

perivasally or near necrotic parts. The examined samples showed the presence of 60 mast cells and 50 dendritic cells on
average. The increased density of mast and dendritic cells was associated with polypously formed pseudosynovium and
cement fixation of prostheses; this relation was statistically significant. It was impossible to prove the correlation between
the quantity of the observed cell populations and the nature and the number of the observed particles because wear particles
were present dispersely in all the samples. Another statistically significant relation to the type of material or implant fixation
or other examined histomorphological patterns was not proved. A strong density of mast cells with a minimum presence of
dendritic cells was observed in the control patient group.

DISCUSSION
The differences in density of S100 positive dendritic cells between the control and examined group of patients can be

caused by the activation of dendritic cells by exogenous or endogenous pathways of immune processes going on after the
implantation of endoprosthesis. The statistically significant interrelation of mast cells, polypously formed pseudosynovium
and cement wear particles can be explained at least in part as a tissue reaction induced by cement particles.

CONCLUSIONS 
We proved the presence of two immunologically significant cell populations in periprosthetic tissues. The said findings

indicate a conclusion of significant functional participation of mast and dendritic cells in pathogenesis of aseptic loosening
and periprosthetic osteolysis. Nevertheless, this will have to be proved in another way and with the use of another method. 

Key words: dendritic cells, mast cells, aseptic loosening, total joint replacement, immune reaction, adverse reaction.

Studie byla podpořena z prostředků MZ CR – RVO (FNOL, 00098892).
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ÚVOD

Aseptické uvolnění a periprotetická osteolýza patří
mezi nejčastější komplikace kloubních náhrad vyžadujících
reoperaci. Histologické analýzy periprotetických tkání
odebraných během revizí totálních endoprotéz (TEP)
potvrzují přítomnost otěrových částic s dominantním
obrazem záplavy makrofágů, reakcí okolo cizích těles
a fibrózou tkáně. Problematikou histomorfologických
změn v periprotetických tkáních včetně kvantifikace
a distribuce buněčných populací (např. makrofágů, lym-
focytů, fibroblastů, osteoblastů) a stanovení biologických
mediátorů (např. cytokinů, chemokinů, růstových faktorů)
se zabývá řada prací (5, 7, 12, 13, 15, 16, 21, 24, 28, 30,
31). Jejich výsledky ukazují na dominantní roli (lymfo-
cyto-) monocyto-makrofagického systému, receptorů
nespecifické imunity a prozánětlivé signalizace. Překvapivě
malá pozornost byla dosud věnována tak významným
buňkám, jakými jsou mastocyty a dendritické buňky. 

Mastocyty jsou unikátní sekretorické buňky o průměru
až 20 μm obsahující různé množství intracytoplazma-
tických granul ohraničených membránou (19). Hrají zá-
sadní roli při alergických a zánětlivých onemocněních
a uplatňují se také při angiogenezi či komunikaci mezi
nervovým a imunitním systémem (4). Patologická aku-
mulace mastocytů bývá přítomna u celé řady onemocnění
včetně nádorů (10, 33) a patrně je i rutinní součástí
tkáňové odpovědi na přítomnost kloubních náhrad (17,
26). Aktivací mastocytů dochází k produkci celé škály
cytokinů, hydrolytických enzymů, proteoglykanů a bio-
genních aminů, které se mohou podílet na časné i pozdní
tkáňové odpovědi, případně na pozdní alergické odpovědi.
Iniciace a následná degranulace mastocytů je možná
prostřednictvím vazby antigenu na vysokoafinitní Fc
receptory pro IgE, působením anafylatoxinů nebo jejich
přímým poškozením, např. léčivy (2). Nezralé mastocyty
mají mnoholaločnaté jádro a granula, čímž připomínají
bazofilní granulocyty. Mají však odlišné morfologické
vlastnosti a obsahují jiné mediátory (histamin, tryptáza,
chymáza, katepsin G, karboxypeptidáza), které regulují
imunitní odpověď (9). Pro přesnou identifikaci mastocytů
lze použít speciální histologické a imunohistochemické
metody zaměřené na granulární mediátory či exprimované
receptory. 

Dendritické buňky (DC) jsou nejvýznamnější skupinou
antigen-prezentujících buněk. Regulují jak nespecifickou,
tak specifickou imunitní odpověď a spoluodpovídají za
udržení tkáňové homeostázy (32). Jsou heterogenní ve
smyslu původu, místa výskytu, morfologie a funkce.
Mohou být aktivovány endogenními i exogenními podněty
přes receptory nacházející se na jejich povrchu či intra-
celulárně (6). Po vazbě stimulu na receptory dochází ke
zrání DC, které ve zvýšené míře produkují MHC (z angl.
major histocompatibility complex) molekuly, kostimulační
molekuly (např. CD80, CD86), adhezivní molekuly, ale
i řadu chemokinů a cytokinů (27). Vzhledem ke svým
„reaktivním vlastnostem“ musí být DC velmi přísně re-
gulovány. 

Cílem naší práce bylo vyšetřit periprotetické tkáně
a popsat: 
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1) četnost a charakter distribuce mastocytů; 
2) četnost a charakter distribuce dendritických buněk;

resp. 
3) najít statisticky významné vztahy mezi denzitou

sledovaných buněčných populací a vybranými parametry
charakterizujícími pacienta, implantát či tkáňovou
odpověď (pohlaví, věk, délka nošení implantátu, BMI
(body mass index), typ kloubu, typ fixace, reakce okolo
cizích těles, polypózní pseudosynoviální membrána, 
nekróza, venuly s vysokým endotelem, otěrové částice).

MATERIÁL A METODIKA

Během reoperací asepticky uvolněných TEP kyčle
(n = 17, 9 žen a 8 mužů) a kolena (n = 14, 7 žen a 7
mužů) byly pacientům odebrány periprotetické tkáně.
Obvykle šlo o membránu nacházející se kolem endo-
protézy (tzv. SLIM) a vnitřní list pseudopouzdra. Údaje
charakterizující pacienty jsou uvedeny v tabulce 1. Kon-
trolní skupinu tvořilo 10 poprvé operovaných pacientů
a jejich vzorky byly zpracovány stejným protokolem
jako tkáně odebrané revidovaným pacientům (tab. 1).
Odběry provedl jeden operatér. Design studie byl schválen
lokální etickou komisi. 

Zpracování vzorků
Vzorky 31 pacientů byly ihned po odběru fixovány

10% formalínem a po makroskopickém posouzení zori-
entovány, přikrojeny a zpracovány standardní histologic -
kou technikou se zalitím do parafínových bloků. Po zá-
kladním barvení hematoxylin-eozin byly z každého pří-
padu vybrány 2–3 reprezentativní bloky a na připravené
řezy o síle 3–4 μm byly aplikovány imunohistochemické
metody. 

Imunohistochemické vyšetření
Pro účely imunohistochemického vyšetření byla apli-

kována polyklonální protilátka Polyclonal Rabbit Anti-
Human CD117 (DAKO, polyklon, synonymum c-kit,
tyrozinkinázový receptor) a Monoclonal Mouse Anti-
Human Mast Cell Tryptase (DAKO, klon AA1), která je
enzymatickou výbavou všech lidských mastocytů. 

K detekci dendritických buněk byly použity protilátky
Monoclonal Mouse Anti-Human CD1a (DAKO, klon
010) a Polyclonal Rabbit Anti-S100 (DAKO, polyklon).
CD1a patří do povrchových glykoproteinů příbuzných
MHC třídy I a s různou intenzitou značí nezralé dendritické
a Langerhansovy buňky a kortikální lymfocyty. S100
protein značí Langerhansovy a dendritické buňky, ale
také adipocyty, chondrocyty, melanocyty a gliové buňky
nervové tkáně. Imunohistochemie byla prováděna opti-
malizovaným protokolem v automatu Ventana Benchmark
XT za výsledného hnědého zbarvení jader/cytoplazmy
a/nebo membrány pozitivních buněk, viz tabulka 2. 

Histopatologické hodnocení
Všechny preparáty byly hodnoceny v optickém mikro -

skopu Olympus BX45 při zvětšení 20x–400x (Ob jek tiv
UPLFFLN40X – UIS2, UPlanFLN, 40x/0,75, oo/0,17/
FN26,5). Kvantifikace jednotlivých buněčných typů 
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exprimovaných specifickým antigenem byla vyjádřena
absolutním počtem ve 20 polích při zvětšení 400x (HPF,
high power field). 

Statistická analýza
K analýze obecných trendů a vztahů mezi proměnnými

v souboru dat byla použita faktorová analýza smíšených

dat (FAMD) ve statistickém balíčku
pro mnohorozměrnou analýzu dat
FactoMineR (Sebastien Le, Julie Josse,
Francois Husson (2008). FactoMineR:
An R Package for Multivariate Ana-
lysis. Journal of Statistical Software,
25(1), 1-18. 10.18637/jss.v025.i01).
Tato metoda byla použita z důvodů
kombinovaného charakteru datového
souboru, který zahrnoval jak kvalita-
tivní, tak kvantitativní proměnné. Pro
hodnocení vztahů mezi jednotlivými
proměnnými byla užita analýza va -
riance (ANOVA), případně Studentův
t-test v případě analýzy vztahu mezi
kvantitativní a kvalitativní proměnnou
a Pearsonův korelační koeficient pro
analýzu vztahů mezi proměn nými
kvantitativními. Všechny analýzy
a grafické zpracování výsledků bylo
provedeno v prostředí statistic kého
programu R (R Core Team (2016).
R: A language and environment for
statistical computing. R Founda tion
for Statistical Computing, Vienna,
Austria. URL https://www.R-pro-
ject.org/.)

VÝSLEDKY

1. Četnost a charakter 
distribuce mastocytů

Přítomnost mastocytů byla proká-
zána ve všech vyšetřovaných řezech.
Mastocyty byly v tkáni distribuovány
převážně disperzně, pouze v některých
preparátech byly nakupeny v blízkosti
cév. Intenzita zbarvení cytoplazmy
mastocytů byla rovnoměrná, cyto-
plazmatická exprese byla granulární
nebo difuzní a umožňovala přehledné
hodnocení. V celém souboru byla
sledována výraznější exprese tryptázy
než exprese CD117 antigenu, viz ta-
bulka 3. 

2. Četnost a charakter 
distribuce dendritických
buněk

Ve všech vyšetřovaných případech
byla sledována výrazná jaderná i cy-
toplazmatická exprese S100 proteinu
a cytoplazmatická a/nebo membrá-

nová exprese CD1a u DC. Výsledky imunohistoche-
mického vyšetření však ukázaly rozdíly mezi expresí
S100 proteinu a antigenu CD1a. Přítomnost CD1a+

DC byla prokázána pouze u 10 vyšetřovaných pacientů.
V kontrolních vzorcích byla detekována minimální
přítomnost DC v obou metodách. Blíže jsou výsledky
imunohistochemického vyšetření shrnuty v tabulce 3.

Tab. 1. Seznam pacientů

1 ž koleno 12,1 89,8 22,5 C MoP ne
2 ž kyčel 19,1 51,1 22 NC MoP ne
3 m koleno 14,2 78,5 22,7 C MoP ne
4 ž koleno 16,1 65,5 30,8 C MoP ne
5 ž koleno 16,5 77,6 34,9 C MoP ano
6 m koleno 1,2 69,1 39,6 C MoP ne
7 m kyčel 4,2 74,7 22,6 C MoP ne
8 ž koleno 16,8 64,5 36,5 C MoP ano
10 m koleno 2,3 66,7 35,9 C MoP ne
11 m kyčel 18,2 68,9 34,1 NC CoP ne
14 m kyčel 17,0 59,3 32,8 NC MoP ne
15 ž kyčel 16,1 67,6 21,5 NC MoP ne
16 ž koleno 10,8 67,5 29,7 C MoP ne
17 m koleno 16,7 78,4 27,8 C MoP ne
18 m kyčel 11,6 74,5 30,3 NC MoP ne
19 ž kyčel 21,4 73,1 29,5 NC MoP ne
20 ž kyčel 13,5 60,0 34,1 H CoP ne
21 ž kyčel 12,5 67,4 30,9 NC CoP ne
22 m kyčel 14,0 52,8 26,2 NC MoP ne
23 ž koleno 16,8 85,4 25,0 C MoP ne
24 ž kyčel 20,0 74,5 24,1 NC MoP ne
25 ž kyčel 18,7 81,3 20,4 H MoP ne
26 m koleno 14,7 74,1 25,4 C MoP ne
27 m kyčel 11,5 60,1 26,6 NC MoP ne
28 m kyčel 10,3 81,9 26,3 H MoP ano
29 ž kyčel 19,8 69,5 27,9 NC MoP ne
30 m koleno 15,6 71,4 30,6 C MoP ne
31 ž koleno 18,6 85,1 31,6 C MoP ne
32 m koleno 4,8 58,0 35,9 C MoP ne
60 m kyčel 12,6 81,2 27,1 C MoP ano
61 ž kyčel 18,3 71,7 38,2 NC MoP ne
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Vysvětlivky: ž = žena, m = muž, C = cementovaná, NC = necementovaná, H = hybridní, 
MoP = kov-polyetylen, CoP = keramika-polyetylen, BMI = body mass index

Tab. 2. Použité protilátky a protokol ve Ventana Benchmark XT

Primární 
Detekce Ředění Inkubace

Protokol,  
protilátka provedení
CD117 mastocyty 1:400 30 min, pokojová teplota CC1 standard

iVIEW DAB Detection Kit
Tryptase mastocyty 1:100 30 min, pokojová teplota CC1 standard

iVIEW DAB Detection Kit
S100 dendritické buňky 1:600 15 min, pokojová teplota CC1 standard

iVIEW DAB Detection Kit
CD1a dendritické buňky ready-to-use 30 min, pokojová teplota CC1 standard

iVIEW DAB Detection Kit
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U jednoho pacienta (č. 4) byla po-
zorována záplava S100+ a CD1a+

DC nahromaděných v blízkosti asep-
tické nekrózy. Distribuce S100+ DC
byla převážně disperzní, pouze oje-
diněle byly DC shromážděny v izo-
lovaných skupinkách. Vztah denzity
S100+ DC k přítomnosti polypózně
utvářené pseudosynoviální membrá-
ny a cementované fixaci TEP se po-
hyboval na hranici významnosti
(graf 1, 2). 

3. Vztah mezi denzitou 
sledovaných buněčných
populací a vybranými parametry 
charakterizujícími pacienta, implantát 
či tkáňovou odpověď

U TEP fixovaných cementem byla nápadně nižší
tkáňová reakce typu kolem cizích těles s nižším počtem
mnohojaderných buněk. Mezi denzitou mastocytů a den-
zitou venul s vysokým endotelem (HEV, high endothelial
venules) ani ložisky nekrózy nebyla prokázána žádná
významná asociace. V kontrolní skupině byla exprese
tryptázy i CD117 zvýšená oproti vyšetřované skupině,
avšak počet buněk detekovaných ve 20 HPF byl podobný
u obou těchto imunohistochemických markerů (tab. 3).
Exprese tryptázy nijak nekorelovala s expresí CD117
antigenu, ale byla signifikantně vyšší u vzorků s polypózně
utvářenou pseudosynoviální membránou a u TEP fixo-
vaných cementem (graf 3, 4).

Statistická analýza neprokázala žádný významný vztah
dendritických buněk k dalším sledovaným znakům (po-
hlaví, věk, délka nošení implantátu, BMI, typ kloubu,
reakce okolo cizích těles, nekróza, venuly s vysokým
endotelem, otěrové částice). Mezi denzitou S100+ DC
a tryptáza+ mastocytů byla zjištěna slabá, ale signifikantní
pozitivní korelace (graf 5). Neboli čím více bylo ve vy-
šetřovaném souboru mastocytů, tím více bylo také DC,
což ukazuje na možnou podobnost aktivity těchto bu-
něčných populací. Reprezentativní mikrofotografie zná-
zorňují obrázky 1–8.

DISKUSE

V naší studii jsme zjistili přítomnost mastocytů ve
všech vyšetřovaných vzorcích periprotetických tkání.
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Tab. 3. Počet pozitivních buněk ve 20 HPF 

Kvantifikace Nejnižší počet Nejvyšší počet Průměrný počet 
buněk v jednom buněk v jednom buněk u jednoho 

preparátu preparátu pacienta
Protilátka
Tryptase + 5 195 60
CD117 + 1 85 22
S100 + 1 327 50
CD1a + 0 420 8
Tryptase + 74 183 124
CD117 + 61 170 106
S100 + 2 10 3
CD1a + 0 2 –
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Graf 1. Boxplot hodnot S100 v závislosti na typu fixace. Graf
znázorňuje vztah denzity S100 pozitivních DC k typu fixace
(cementování vede ke zvýšené expresi S100 pozitivních DC).
C = cementovaná, H = hybridní, NC = necementovaná, DC =
dendritické buňky

Graf 2. Boxplot hodnot S100 v závislosti na přítomnosti po-
lypózní pseudosynoviální membrány. Vzájemná asociace S100
pozitivních DC k přítomnosti polypózní pseudosynoviální
membrány na hranici hladiny významnosti.
Pol_syn_NP = nepřítomna, pol_syn_P = přítomna, DC =
dendritické buňky
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Celkově byla jejich denzita variabilní, mastocyty byly
hodnoceny v rozsahu od velmi řídké, převážně rovno -
měrné distribuce až po velmi výrazné zastoupení 195
buněk ve 20 HPF. V kontrolní skupině byla exprese

Graf 3. Boxplot hodnot tryptázy v závislosti na typu fixace.
Signifikantní závislost exprese tryptázy na typu cementované
fixace.
C = cementovaná, H = hybridní, NC = necementovaná

Graf 4. Boxplot hodnot tryptázy v závislosti na přítomnosti
polypózní pseudosynoviální membrány. Signifikantní závislost
exprese tryptázy na přítomnosti polypózně utvářené pseudo-
synoviální membrány.
Pol_syn_NP = nepřítomna, pol_syn_P = přítomna

Graf 5. Grafická reprezentace výsledku faktorové analýzy smí-
šených dat (FAMD). Dvě osy popisují dva základní směry vy-
světlitelné variability. Blízkost proměnných naznačuje asociaci
v mnohorozměrném prostoru. Asociaci vykazují S100 a tryptá -
za. Asociace u reakcí kol cizích těles a typu fixace. 
KCT = reakce kolem cizích těles, pol_syn = polypózní pseudo -
synoviální membrána

znaků mastocytů vyšší nežli u případů. Neprokázali
jsme vztah mezi denzitou mastocytů a typem implantátu
či charakteristikami tkáňové odpovědi. Zjistili jsme ale
významné rozdíly mezi dvěma imunohistochemickými
metodami k průkazu mastocytů (tryptáza x CD117).
V případě dendritických buněk byly rozdíly mezi případy
a kontrolami výraznější, i když denzita byla v peripro-
tetických tkáních převážně disperzní a neprokázali jsme
žádnou významnou asociaci mezi sledovanými parametry
a zastoupením dendritických buněk v periprotetických
tkáních. Přestože není možné z prostého výskytu
mastocytů a dendritických buněk činit závěry pro jejich
funkci, je nepochybné, že tyto buňky se spolupodílejí
na procesech nežádoucí tkáňové odpovědi na přítomnost
implantátu. 

Klíčovou rolí mastocytů a dendritických buněk jsou
startovací a imunomodulační funkce v rámci vrozené
i adaptivní imunitní odpovědi. Za fyziologických stavů
jsou ve tkáni strategicky rozmístěny jako strážci v neak-
tivovaném, nezralém stavu a jejich aktivace a zvýšená
přítomnost ve tkáni bývá odrazem probíhajících patolo-
gických změn (19, 33). K jejich detekci lze použít
speciální histologické nebo imunohistochemické metody.
V naší práci byla zvolena protilátka k průkazu tryptázy,
která je přítomna ve všech lidských mastocytech, a proto
je považována za vysoce specifický a senzitivní marker
mastocytů. Protilátka proti antigenu CD117 je rutinně
používána k detekci mastocytů, ale i jiných buněčných
populací. Naše výsledky ukázaly pozoruhodné rozdíly
mezi těmito dvěma imunohistochemickými metodami
k průkazu mastocytů (tryptáza x CD117). V souboru
případů byla výrazně vyšší exprese tryptázy než CD117,
zatímco v kontrolním souboru výsledky obou metod
poměrně dobře korelovaly. Vyšší denzitu tryptáza+ mas-

351_358_vaculova  11.10.18  16:08  Stránka 355



356/ Acta Chir Orthop Traumatol Cech. 85, 2018, No. 5 PŮVODNÍ PRÁCE
ORIGINAL PAPER

tocytů v kontrolních vzorcích oproti vyšetřovanému
souboru potvrzuje i předchozí studie (26). Tryptáza mo-
difikuje řadu koagulačních proteinů a je schopna vyvolat
proteolýzu, kolagenolýzu. Slabší než v kontrolním
souboru, ale stále dostatečně výrazná distribuce tryptáza+

mastocytů ve vyšetřovaném souboru by mohla odpovídat
aktivaci a následné degranulaci, tedy uvolnění cytokinů
a dalších mediátorů ovlivňujících proces aseptického
uvolnění. Někteří výzkumníci dokonce hovoří o burn-
out v době odběru tkání k histologickému vyšetření (25,
28). 

Imunohistochemicky bylo již dříve prokázáno, že
tryptáza+ mastocyty jsou hlavním zdrojem růstového
faktoru fibroblastů (bFGF, basic fibroblast growth factor)
u chronických zánětů doprovázených fibrózou, hyperplazií
a novotvorbou cév ve tkáni (22). Zvýšená angiogeneze
periprotetických tkání byla v našem souboru také po-
zorována, avšak její rozsah neměl vztah k popisovaným

buňkám. Naopak, zjistili jsme významnou asociaci
mezi denzitou mastocytů a polypózně utvářenou pseudo -
synoviální membránou. 

DC byly rozptýleny ve tkáni náhodně a nebyla
prokázána jejich asociace k přítomnosti otěrových částic,
dokonce ani kovových, které jsou stále diskutovaným
iniciátorem pozdní imunitní reakce, v níž mají mastocyty
důležitou úlohu.

Zatímco tryptáza je výhradním markerem všech akti-
vovaných mastocytů, CD117 může být produkována
hematopoetickými kmenovými buňkami, melanocyty,
Cajalovými buňkami, zárodečnými buňkami, buňkami
bazálních vrstev kůže a duktálními epiteliemi prsu (10,
19). Schopnost slabě exprimovat CD117 byla nedávno
dokázána i u některých populací dendritických buněk
(23). Nízkou expresi CD117 v našem souboru lze
vysvětlit tím, že CD117 značí zralé mastocyty, které se
v tomto typu tkání téměř nevyskytují. Ačkoli je denzita

Obr. 1. Pozitivní exprese tryptázy v cytoplazmě mastocytů
(šipky). Ve spodní části obrázku superficiální pseudosynoviální
vrstva. Pacient č. 3, tryptáza, 200x.

Obr. 2. Cytoplazmatická a membránová pozitivita CD117
v mastocytech (hnědé zbarvení, šipky) a obrovské světélkující
polyetylenové částice. Pacient č. 5, CD117, polarizace 400x.

Obr. 4. Dendritické buňky (šipky) v terénu velkých polyetyle-
nových částic a okolní makrofagickou reakcí. Pacient č. 24,
S100, 400x.

Obr. 3. Průkaz dendritických buněk exprimujících CD1a (šipky),
ve tkáni volně roztroušeny makrofágy s výraznými jádry. Pacient
č. 8, CD1a, 400x. 
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mastocytů v periprotetických tkáních vysoká, nemusí
být zrovna ve fázi detekovatelné protilátkou CD117.
Pro průkaz mastocytů se jako spolehlivější ukazuje
metoda s použitím protilátky proti tryptáze, což je zná-
zorněno v tabulce 3, kde je vyjádřen absolutní průměrný
počet pozitivních buněk. 

Vzhledem k několika typům a stádiím DC je obtížné
určit jeden charakteristický marker pro jejich identifikaci.
DC jsou funkčně, vývojově i fenotypicky jedinečné
buňky, k jejichž aktivaci dochází přes řadu receptorů,
nejčastěji TLR (Toll-like receptors). V aseptických pe-
riprotetických tkáních byly aktivované TLR popsány
u DC, makrofágů, lymfocytů, fibroblastů, osteoblastů
a osteoklastů (8, 15). TLR1/2 a TLR6 dendritických
buněk jsou aktivovány strukturami polyetylenových
částic, ale i vnitřními drahami fagocytózou poškozené
buňky a slouží jako induktory zánětu produkující zejména
interleukiny (8, 18, 20). K rozpoznání cizorodého bio-
materiálu však mohou DC použít i jiné receptory (např.
CLRs, FcR, CR, integriny a další), z nichž některé
nejsou specifické výhradně pro DC. Jedná se například
o receptor CCR4 (TH2 lymfocyty, NK lymfocyty, mo-
nocyty), CCR6 (T lymfocyty, B lymfocyty), CX3R1
(TH1 lymfocyty, Th17 lymfocyty, NK lymfocyty, mo-
nocyty) a CCR2 (T lymfocyty, B lymfocyty, NK lymfo-
cyty, fibroblasty). Stimulace těchto receptorů indukuje
tvorbu zánětlivých cytokinů a chemokinů (3, 6, 11).
Mnohé z výše uvedených markerů lze detekovat jedině
průtokovou cytometrií, imunofluorescencí či PCR (po-
lymerázová řetězová reakce) metodami (1). Pro účely
imunohistochemie nejsou doposud mnohé markery stále
dostupné. Přesto je imunohistochemický průkaz DC
nejlepší volbou pro možnost srovnání cytomorfologického
obrazu, jejich distribuce a tkáňové denzity. K imuno-
histochemické detekci DC byly pro naše účely vybrány
protilátky S100 a CD1a, jejichž hodnocení bylo založené
nejen na pozitivní expresi konkrétních antigenů, ale
také na jejich nezaměnitelných cytomorfologických
znacích. 

Histopatologické hodnocení ukázalo rozdíly mezi vý-
sledky použitých metod s dominantní expresí S100
proteinu, který značil všechny dendritické buňky. Ne-
poměr mezi denzitou S100+ a CD1a+ DC lze vysvětlit
tím, že zralá stadia DC neexprimují antigen CD1a, jsou
tedy CD1a-. Vyšší přítomnost zralých DC by mohla
znamenat aktivaci DC některým z výše popsaných me-
chanismů. Při hodnocení denzity S100+ a CD1a+ DC ve
vyšetřovaném souboru nebyla prokázána vzájemná zá-
vislost. Imunohistochemické studie zaměřené na DC
ukazují, že obecně je denzita DC vyšší v patologicky
změněných tkáních (29), což je v souladu s našimi
nálezy. V kontrolním souboru byly S100+ a CD1a+ DC
zastoupeny minimálně. 

Vzhledem ke slabé pozitivní korelaci S100+ DC a tryp-
táza+ mastocytů lze usuzovat na jejich vzájemnou sou-
činnost v procesu aseptického uvolnění. Vyšší přítomnost

mastocytů v kontrolní skupině lze vysvětlit jiným typem
zánětlivé reakce, která doprovází terminální stadium
osteoartrózy. Vedle hlavní role vrozené imunitní reakce
se mohou zralé DC jako antigen prezentující buňky
účastnit společně s mastocyty také pozdní reakce pře-
citlivělosti, zejména v případě tkáňové reakce na kovové
částice (14). V naší studii se statisticky významná
asociace dendritických buněk s kovovými částicemi ne-
potvrdila. Vztah k přítomnosti cementových částic byl
pouze na hranici signifikance. 

Naše studie má několik omezení. Měli jsme k dispozici
omezené množství případů a kontrol. Ačkoliv má
většina podobných studií stejný, nebo dokonce nižší
počet případů, je evidentní, že pro multivariační analýzy
by byl výhodnější větší počet pacientů. Dále by bylo
nesporně přínosem, kdybychom měli homogennější
skupiny případů nejméně z pohledu typu implantátu,
resp. rozložení případů z pohledu délky protézy in
situ. U pozdních selhání se do procesů nežádoucí
tkáňové odpovědi promítají také senescenční buněčné
děje, jako např. aktivace signálních drah směřujících
k apoptóze buňky či aseptická nekróza, které mohou
významně omezovat validitu imunohistochemického
průkazu konkrétních antigenů. Výsledky imunohisto-
chemie přímo závisí na důsledném dodržování postupů
preanalytické i analytické fáze. Zde jsme se snažili eli-
minovat rizika okamžitou a správnou fixací tkáně, do-
statečnou optimalizací antigenů a použitím senzitivních
detekčních systémů. Interpretace výsledků by dále
mohla být ovlivněna výběrem protilátek a jejich klonů.
Pro optimální výsledky je proto důležité dál hledat
protilátky s maximální možnou senzitivitou a specificitou.
V neposlední řadě by bylo možno získat kombinací 
simultánního imunohistochemického barvení (2 nebo 
3 protilátky současně) přehled o distribuci a vzájemném
vztahu buněk či jejich mediátorů v jednom tkáňovém
řezu.

ZÁVĚR

Tato práce popisuje distribuci a denzitu mastocytů
a dendritických buněk v periprotetických tkáních zís-
kaných při revizi asepticky uvolněných endoprotéz
kolena a kyčle. Nejvýraznějším zjištěním bylo nalezení
statisticky významného vztahu mezi denzitou mastocytů
a polypózním utvářením pseudosynoviální membrány
a cementovanou endoprotézou. Výsledky použitých
imunohistochemických metod ukázaly, že k průkazu
mastocytů v periprotetických tkáních je spolehlivější
a vhodnější použití tryptázy než CD117. Stejně tak
v průkazu DC je lepší použití protilátky S100. Nález
imunologicky významných populací v okolí implantátu
je nespornou známkou jejich funkčního postavení. To
však bude nutné studovat jiným způsobem a jinými
metodami. 
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