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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 podpoiena z prostfedkt MZ CR — RVO (FNOL, 00098892).
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Aseptické uvolnéni a periprotetickd osteolyza patii
mezi nejcastéjsi komplikace kloubnich nahrad vyZadujicich
reoperaci. Histologické analyzy periprotetickych tkani
odebranych béhem revizi totdlnich endoprotéz (TEP)
potvrzuji pfitomnost otérovych castic s dominantnim
obrazem zaplavy makrofagl, reakci okolo cizich téles
a fibrézou tkané€. Problematikou histomorfologickych
zmén v periprotetickych tkdnich vcetné kvantifikace
a distribuce bunécnych populaci (napt. makrofaga, lym-
focytt, fibroblasti, osteoblastil) a stanoveni biologickych
mediatortl (napf. cytokinil, chemokind, rdstovych faktorit)
se zabyva fada praci (5,7, 12, 13, 15, 16, 21, 24, 28, 30,
31). Jejich vysledky ukazuji na dominantni roli (lymfo-
cyto-) monocyto-makrofagického systému, receptort
mald pozornost byla dosud vénovédna tak vyznamnym
bunkam, jakymi jsou mastocyty a dendritické buriky.

Mastocyty jsou unikétni sekretorické buniky o priméru
az 20 pm obsahujici rizné mnoZstvi intracytoplazma-
tickych granul ohrani¢enych membranou (19). Hraji za-
sadni roli pfi alergickych a zanétlivych onemocnénich
a uplatiiuji se také pfi angiogenezi ¢i komunikaci mezi
nervovym a imunitnim systémem (4). Patologicka aku-
mulace mastocytti byva pritomna u celé fady onemocnéni
véetné nadort (10, 33) a patrné je i rutinni soucasti
tkanové odpovédi na pfitomnost kloubnich ndhrad (17,
26). Aktivaci mastocyti dochazi k produkci celé Skaly
cytokintl, hydrolytickych enzymi, proteoglykant a bio-
gennich amint, které se mohou podilet na ¢asné i pozdni
tkanové odpovédi, pripadné na pozdni alergické odpovédi.
Iniciace a naslednd degranulace mastocytli je mozZna
prostfednictvim vazby antigenu na vysokoafinitni Fc
receptory pro IgE, plisobenim anafylatoxinl nebo jejich
pfimym poskozenim, napft. 1éCivy (2). Nezralé mastocyty
maji mnoholalo¢naté jadro a granula, ¢imZ pfipominaji
bazofilni granulocyty. Maji vSak odlisné morfologické
vlastnosti a obsahuji jiné mediatory (histamin, tryptaza,
chymaza, katepsin G, karboxypeptidaza), které reguluji
imunitni odpovéd (9). Pro ptesnou identifikaci mastocytl
1ze pouZit specidlni histologické a imunohistochemické
metody zaméfené na granularni mediétory ¢i exprimované
receptory.

Dendritické butiky (DC) jsou nejvyznamnéjsi skupinou
antigen-prezentujicich bunék. Reguluji jak nespecifickou,
tak specifickou imunitni odpovéd a spoluodpovidaji za
udrZeni tkdnové homeostazy (32). Jsou heterogenni ve
smyslu pdvodu, mista vyskytu, morfologie a funkce.
Mohou byt aktivovany endogennimi i exogennimi podnéty
pres receptory nachdazejici se na jejich povrchu ¢i intra-
celularné€ (6). Po vazbé stimulu na receptory dochazi ke
zrani DC, které ve zvySené mife produkuji MHC (z angl.
major histocompatibility complex) molekuly, kostimula¢ni
molekuly (napt. CD80, CD86), adhezivni molekuly, ale
i fadu chemokint a cytokint (27). Vzhledem ke svym
,reaktivnim vlastnostem* musi byt DC velmi pfisné re-
gulovany.

Cilem nasi prace bylo vySetfit periprotetické tkané
a popsat:
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1) Cetnost a charakter distribuce mastocytu;

2) Cetnost a charakter distribuce dendritickych bunék;
resp.

3) najit statisticky vyznamné vztahy mezi denzitou
sledovanych bunécnych populaci a vybranymi parametry
charakterizujicimi pacienta, implantat ¢i tkanovou
odpovéd (pohlavi, vék, délka noSeni implantatu, BMI
(body mass index), typ kloubu, typ fixace, reakce okolo
cizich téles, polypézni pseudosynovidlni membrana,
nekréza, venuly s vysokym endotelem, otérové Castice).

MATERIAL A METODIKA

Béhem reoperaci asepticky uvolnénych TEP kycle
(n=17,9 Zen a 8 muzl) a kolena (n = 14, 7 Zen a 7
muzi) byly pacientim odebrany periprotetické tkané.
Obvykle §lo o membranu nachazejici se kolem endo-
protézy (tzv. SLIM) a vnitini list pseudopouzdra. Udaje
charakterizujici pacienty jsou uvedeny v tabulce 1. Kon-
trolni skupinu tvofilo 10 poprvé operovanych pacientt
a jejich vzorky byly zpracovany stejnym protokolem
jako tkdné odebrané revidovanym pacientim (tab. 1).
Odbéry provedl jeden operatér. Design studie byl schvélen
lokalni etickou komisi.

Zpracovani vzorku

Vzorky 31 pacienti byly ihned po odbéru fixovany
10% formalinem a po makroskopickém posouzeni zori-
entovdny, prikrojeny a zpracovany standardni histologic-
kou technikou se zalitim do parafinovych bloki. Po za-
kladnim barveni hematoxylin-eozin byly z kazdého pfi-
padu vybrany 2-3 reprezentativni bloky a na pfipravené
fezy o sile 3—4 ym byly aplikovany imunohistochemické
metody.

Imunohistochemické vysetreni

Pro ucely imunohistochemického vySetfeni byla apli-
kovéana polyklonélni protilatka Polyclonal Rabbit Anti-
Human CD117 (DAKO, polyklon, synonymum c-Kit,
tyrozinkindzovy receptor) a Monoclonal Mouse Anti-
Human Mast Cell Tryptase (DAKO, klon AA1), ktera je
enzymatickou vybavou vSech lidskych mastocyti.

K detekci dendritickych bunék byly pouzity protilatky
Monoclonal Mouse Anti-Human CDla (DAKO, klon
010) a Polyclonal Rabbit Anti-S100 (DAKO, polyklon).
CDla patfi do povrchovych glykoproteint piibuznych
MHC tidy I a s riznou intenzitou znaci nezralé dendritické
a Langerhansovy buriky a kortikalni lymfocyty. S100
protein znac¢i Langerhansovy a dendritické buriky, ale
také adipocyty, chondrocyty, melanocyty a gliové buriky
nervové tkang€. Imunohistochemie byla provadéna opti-
malizovanym protokolem v automatu Ventana Benchmark
XT za vysledného hnédého zbarveni jader/cytoplazmy
a/nebo membrany pozitivnich bunék, viz tabulka 2.

Histopatologické hodnoceni

Vsechny preparaty byly hodnoceny v optickém mikro-
skopu Olympus BX45 pii zvétSeni 20x—400x (Objektiv
UPLFFLN40X — UIS2, UPlanFLN, 40x/0,75, 00/0,17/
FN26,5). Kvantifikace jednotlivych bunécnych typt
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Tab. 1. Seznam pacientii

PUVODNI PRACE
ORIGINAL PAPER

dat (FAMD) ve statistickém balicku

pro mnohorozmérnou analyzu dat

% = % . = g FactoMineR (Sebastien Le, Julie J osse,
S 8 s = 3 = o _ 8 2 | 8= | Francois Husson (2008). FactoMineR:
3 2 = S i 2 = = s £g An R Package for Multivariate Ana-
S 2 o = § = S == lysis. Journal of Statistical Software,
o S E E 25(1), 1-18. 10.18637/jss.v025.i01).
] 5 Koleno 121 898 | 225 C MoP ne Tato metoda byla pouzita z divodi
5 3 kycel 191 511 20 NG MoP ne kombinovaného charakteru datového
3 m koleno 142 785 | 227 C MoP ne souboru, ktery zahrnoval jak kvalita-
4 7 koleno 16,1 65,5 30,8 c MoP ne tivni, tak kvantitativni proménné. Pro
5 Z koleno 16,5 776 | 349 C MoP ano hodnoceni vztahi mezi jednotlivymi
6 m koleno 1,2 69,1 39,6 C MoP ne proménnymi byla uZita analyza va-
7 m kyGel 4,2 74,7 22,6 C MoP ne riance (ANOVA), pripadné Studentiv
8 z koleno 16,8 645 | 365 C MoP | ano t-test v pfipadé analyzy vztahu mezi
10 m koleno 2,3 66,7 | 359 C MoP ne kvantitativni a kvalitativni promé&nnou
I m kycel 18,2 689 | 341 NC CoP ne a Pearsoniiv korela¢ni koeficient pro
14 m kyCel 17,0 593 | 328 NC MoP ne analyzu vztahi mezi proménnymi
12 ; kggﬁlo 18; g;g 2;? NCC mgg 22 kvantitativnimi. VSechny analyzy
17 | m | koleno| 167 | 784 | 278 | C | MoP | ne a grafické zpracovini vysledki bylo
18 o el 16 745 | 303 NG MoP " provedeno v prostiedi statistického
19 7 kycel 214 731 | 295 | NC | MoP | ne programu R (R Core Team (2016).
20 5 kyel 135 60.0 34.1 H CoP ne R: A !anguage anq environment for
21 5 kyCel 125 67.4 30.9 NG CoP ne statlstlcgl computing. R Foungiauon
22 m kycel 140 52.8 26.2 NG MoP ne for Statistical Computing, Vienna,
23 7 | koleno | 168 854 | 250 C MoP | ne Austria. URL https://www.R-pro-
24 7 kycel 20,0 745 | 241 NC | MoP ne Ject.org/.)
25 Z kycel 18,7 81,3 20,4 H MoP ne
26 m koleno 14,7 74,1 25,4 C MoP ne VYSLEDKY
27 m kycel 11,5 60,1 26,6 NC MoP ne
28 m kycel 10,3 81,9 26,3 H MoP ano 1. Cetnost a charakter
29 z kyCel 19,8 69,5 27,9 NC MoP ne distribuce mastocytu
30 m | koleno 15,6 714 | 306 G MoP ne Pfitomnost mastocytii byla proka-
31 z koleno 18,6 851 | 31,6 C MoP ne zéna ve vSech vySetfovanych fezech.
gg m koleznlo 142’86 g?g g?? g mo:z ne Mastocyty byly v tkéni distribuovany
o1 T ggzl 3 8: 3 = :7 3 8: 5 NG MgP ar:f prevazné disperzng, pouze v nékterych

Vlysvétlivky: Z = zena, m = muz, C = cementovand, NC = necementovand, H = hybridni,
MoP = kov-polyetylen, CoP = keramika-polyetylen, BMI = body mass index

Tab. 2. PouZité protildtky a protokol ve Ventana Benchmark XT

preparatech byly nakupeny v blizkosti
cév. Intenzita zbarveni cytoplazmy
mastocytll byla rovnomérnd, cyto-
plazmatickd exprese byla granularni
nebo difuzni a umoziiovala prehledné
hodnoceni. V celém souboru byla

Primami | oo ok Redani T Protokol, sledovana vyraznéjsi exprese tryptézy
protilatka provedeni neZ exprese CD117 antigenu, viz ta-
CD117 mastocyty 1:400 30 min, pokojovd teplota | CC1 standard bulka 3.
iVIEW DAB Detection Kit
Tryptase mastocyty 1:100 30 min, pokojova teplota | CC1 standard 2. Cetnost a charakter
iVIEW DAB Detection Kit ot PR
S100 dendritické burky | 1:600 15 min, pokojova teplota | CC1 standard glus;gllz uce dendritickych
iVIEW DAB Detection Kit Sech vviett sch pipadech
CD1a dendritické buriky | ready-to-use | 30 min, pokojové teplota | CC1 standard Ve vec szet{ovan)’/c_ pnpfl . ee
i\VIEW DAB Detection Kit byla sledovina vyraznd jaderna i cy-

exprimovanych specifickym antigenem byla vyjadrena
absolutnim poc¢tem ve 20 polich pfi zvétSeni 400x (HPFE,
high power field).

Statisticka analyza
K analyze obecnych trendi a vztahi mezi proménnymi
v souboru dat byla pouzita faktorova analyza smiSenych

toplazmatickd exprese S100 proteinu
a cytoplazmaticka a/nebo membra-
nova exprese CDla u DC. Vysledky imunohistoche-
mického vySetfeni vSak ukazaly rozdily mezi expresi
S100 proteinu a antigenu CDla. Pfitomnost CDla*
DC byla prokdzana pouze u 10 vysetfovanych pacienti.
V kontrolnich vzorcich byla detekovdna minimélni
pritomnost DC v obou metodach. Blize jsou vysledky
imunohistochemického vySetfeni shrnuty v tabulce 3.
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U jednoho pacienta (€. 4) byla po-
zorovana zaplava S100* a CDla*

Tab. 3. Pocet pozitivnich bunék ve 20 HPF
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DC nahromadénych v blizkosti asep- Kvantifikace Nejnizsi pocet Nejvyssi poet Priimérny pocet
tické nekrézy. Distribuce S100* DC bunék v ie’dnum bunék v ie’dnom bunék u.jednuho
byla prevazné disperzni, pouze oje- _ preparatu preparatu pacienta
dinéle byly DC shromazdény v izo- — Protilatka
lovanych skupinkach. Vztah denzity = E‘gﬂa:e + ? 18955 gg
S100* DC k pfitomnosti polyp6zné 22 S100 ++ 1 5 22
utvarené pseudosynovidlni membra- E s CD1a s i o !
ny a cementované .f1>.<ac1 TEP se po- _ Typiase s o 53 -
hyboval na hranici vyznamnosti ,_:_’ S o117+ &1 0 —
(graf 1, 2). £ g [st00+ 5 = :

< “ [tDla+ 0 2 .

3. Vztah mezi denzitou
sledovanych bunéénych
populaci a vybranymi parametry
charakterizujicimi pacienta, implantat
¢i tkanovou odpovéd

U TEP fixovanych cementem byla ndpadné niz§i
tkanova reakce typu kolem cizich téles s niz$im poctem
mnohojadernych bunék. Mezi denzitou mastocyti a den-
zitou venul s vysokym endotelem (HEV, high endothelial
venules) ani loZisky nekr6zy nebyla prokdzéna zadna
vyznamna asociace. V kontrolni skupiné byla exprese
tryptazy i CD117 zvySend oproti vySetfované skupiné,
avSak pocet bunék detekovanych ve 20 HPF byl podobny
u obou téchto imunohistochemickych markera (tab. 3).
Exprese tryptazy nijak nekorelovala s expresi CD117
antigenu, ale byla signifikantn€ vyssi u vzorki s polyp6zné
utvarenou pseudosynovidlni membranou a u TEP fixo-
vanych cementem (graf 3, 4).

Graf 1. Boxplot hodnot S100 v zdvislosti na typu fixace. Graf
zndzornuje vztah denzity S100 pozitivnich DC k typu fixace
(cementovdni vede ke zvysSené expresi S100 pozitivnich DC).
C = cementovand, H = hybridni, NC = necementovand, DC =
dendritické buriky

250
1

5100
150
L

. E— o
i
S
o _| 1
w !
; E
& S —3
T T T
Cc H NC

Fixace

Statisticka analyza neprokazala zadny vyznamny vztah
dendritickych buné€k k dalSim sledovanym znakim (po-
hlavi, vék, délka noSeni implantiatu, BMI, typ kloubu,
reakce okolo cizich téles, nekroza, venuly s vysokym
endotelem, otérové Castice). Mezi denzitou S100* DC
a tryptiza* mastocytll byla zjiSténa slaba, ale signifikantni
pozitivni korelace (graf 5). Neboli ¢im vice bylo ve vy-
Setfovaném souboru mastocytl, tim vice bylo také DC,
coz ukazuje na moznou podobnost aktivity téchto bu-
nécnych populaci. Reprezentativni mikrofotografie zna-
zornuji obrazky 1-8.

DISKUSE

V nasi studii jsme zjistili pfitomnost mastocyti ve
vSech vysetfovanych vzorcich periprotetickych tkani.

Graf 2. Boxplot hodnot S100 v zdvislosti na pritomnosti po-
lypozni pseudosynovidlni membrdny. Vzdjemnd asociace S100
pozitivnich DC k pritomnosti polypozni pseudosynovidlni
membrdny na hranici hladiny vyznamnosti.

Pol_syn_NP = nepritomna, pol_syn_P = pritomna, DC =
dendritické buriky
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Graf 3. Boxplot hodnot tryptdzy v zdvislosti na typu fixace.
Signifikantni zdvislost exprese tryptdzy na typu cementované
fixace.

C = cementovand, H = hybridni, NC = necementovand
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Graf 5. Grafickd reprezentace vysledku faktorové analyzy smi-
Senych dat (FAMD). Dvé osy popisuji dva zdkladni sméry vy-
svetlitelné variability. Blizkost proménnych naznacuje asociaci
v mnohorozmérném prostoru. Asociaci vykazuji S100 a tryptd-
za. Asociace u reakci kol cizich téles a typu fixace.

KCT = reakce kolem cizich téles, pol_syn = polypozni pseudo-
synovidlni membrdna
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Celkové byla jejich denzita variabilni, mastocyty byly
hodnoceny v rozsahu od velmi fidké, pfevazné rovno-
mérné distribuce aZ po velmi vyrazné zastoupeni 195
bunék ve 20 HPF. V kontrolni skupiné byla exprese
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Graf 4. Boxplot hodnot tryptdzy v zdvislosti na pritomnosti
polypozni pseudosynovidlni membrdny. Signifikantni zdvislost
exprese tryptdzy na pritomnosti polypozné utvdrené pseudo-
synovidlni membrdny.

Pol_syn_NP = nepritomna, pol_syn_P = pritomna
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znakll mastocytll vyS$i nezli u ptipadi. Neprokazali
jsme vztah mezi denzitou mastocytll a typem implantatu
¢i charakteristikami tkafiové odpovédi. Zjistili jsme ale
vyznamné rozdily mezi dvéma imunohistochemickymi
metodami k prikazu mastocytl (tryptiza x CDI117).
V piipadé dendritickych bunék byly rozdily mezi piipady
a kontrolami vyraznéjsi, i kdyZ denzita byla v peripro-
tetickych tkanich prevazné disperzni a neprokazali jsme
Zadnou vyznamnou asociaci mezi sledovanymi parametry
a zastoupenim dendritickych bunék v periprotetickych
tkanich. Prestoze neni moZné z prostého vyskytu
mastocytll a dendritickych bunék ¢init zavéry pro jejich
funkci, je nepochybné, Ze tyto buiiky se spolupodile;ji
na procesech nezadouci tkanové odpovédi na piitomnost
implantatu.

Kli¢ovou roli mastocytli a dendritickych bunék jsou
startovaci a imunomodulacni funkce v rdmci vrozené
i adaptivni imunitni odpovédi. Za fyziologickych stavi
jsou ve tkéni strategicky rozmistény jako strazci v neak-
tivovaném, nezralém stavu a jejich aktivace a zvysena
pritomnost ve tkani byva odrazem probihajicich patolo-
gickych zmén (19, 33). K jejich detekci lze pouZit
specidlni histologické nebo imunohistochemické metody.
V nasi praci byla zvolena protilatka k prikazu tryptazy,
ktera je pfitomna ve vSech lidskych mastocytech, a proto
je povazovana za vysoce specificky a senzitivni marker
mastocytll. Protilatka proti antigenu CD117 je rutinné
pouzivana k detekci mastocytd, ale i jinych bunécnych
populaci. Nase vysledky ukazaly pozoruhodné rozdily
mezi témito dvéma imunohistochemickymi metodami
k prikazu mastocytt (tryptdza x CD117). V souboru
pripadi byla vyrazné vyssi exprese tryptazy nez CD117,
zatimco v kontrolnim souboru vysledky obou metod

(o

pomérné dobte korelovaly. VyS$si denzitu tryptaza* mas-
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Obr. 1. Pozitivni exprese tryptdzy v cytoplazmé mastocytii
(Sipky). Ve spodni cdsti obrdzku superficidlni pseudosynovidini
vrstva. Pacient ¢. 3, tryptdza, 200x.
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Obr. 2. Cytoplazmatickd a membrdnovd pozitivita CD117
v mastocytech (hnédé zbarvent, sipky) a obrovské svétélkujici

polyetylenové cdstice. Pacient ¢. 5, CDI117, polarizace 400x.

Obr. 3. Pritkaz dendritickych bunék exprimujicich CD1a (Sipky),
ve tkdni volné roztrouseny makrofdgy s vyraznymi jddry. Pacient
& 8, CDla, 400x.

tocytd v kontrolnich vzorcich oproti vySetfovanému
souboru potvrzuje i ptedchozi studie (26). Tryptdza mo-
difikuje fadu koagula¢nich proteinti a je schopna vyvolat
proteolyzu, kolagenolyzu. Slabsi nez v kontrolnim
souboru, ale stile dostatecné vyrazna distribuce tryptaza*
mastocytll ve vySetfovaném souboru by mohla odpovidat
aktivaci a nasledné degranulaci, tedy uvolnéni cytokint
a dalSich mediatorG ovliviiujicich proces aseptického
uvolnéni. Néktefi vyzkumnici dokonce hovoii o burn-
out v dob€ odbéru tkéni k histologickému vySetfeni (25,
28).

Imunohistochemicky bylo jiz dfive prokazano, Ze
tryptdza* mastocyty jsou hlavnim zdrojem ristového
faktoru fibroblastt (bFGF, basic fibroblast growth factor)
u chronickych zanét doprovazenych fibrézou, hyperplazii
a novotvorbou cév ve tkani (22). ZvySend angiogeneze
periprotetickych tkani byla v naSem souboru také po-
zorovana, avsak jeji rozsah nemél vztah k popisovanym

Obr. 4. Dendritické buriky (Sipky) v terénu velkych polyetyle-
novych cdstic a okolni makrofagickou reakci. Pacient ¢. 24,
S100, 400x.

buiikdm. Naopak, zjistili jsme vyznamnou asociaci
mezi denzitou mastocytd a polypdzné utvarenou pseudo-
synovidlni membranou.

DC byly rozptyleny ve tkani ndhodné a nebyla
prokézana jejich asociace k pritomnosti otérovych Castic,
dokonce ani kovovych, které jsou stile diskutovanym
inicidtorem pozdni imunitni reakce, v niZ maji mastocyty
dalezitou ulohu.

Zatimco tryptdza je vyhradnim markerem vSech akti-
vovanych mastocytl, CD117 miiZe byt produkovana
hematopoetickymi kmenovymi buitkami, melanocyty,
Cajalovymi buiikami, zarode¢nymi buiitkami, butikami
bazalnich vrstev kiize a duktdlnimi epiteliemi prsu (10,
19). Schopnost slabé exprimovat CD117 byla nedavno
dokazdna i1 u nékterych populaci dendritickych bunék
(23). Nizkou expresi CD117 v nasem souboru lze
vysvétlit tim, Ze CD117 znaci zralé mastocyty, které se
v tomto typu tkani téméf nevyskytuji. Ackoli je denzita
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mastocytll v periprotetickych tkanich vysoka, nemusi
byt zrovna ve fazi detekovatelné protilaitkou CD117.
Pro prikaz mastocytl se jako spolehlivéjsi ukazuje
metoda s pouZitim protilatky proti tryptize, coZ je zna-
zornéno v tabulce 3, kde je vyjadfen absolutni praimérny
pocet pozitivnich bunék.

Vzhledem k nékolika typim a stadiim DC je obtiZné
urcit jeden charakteristicky marker pro jejich identifikaci.
DC jsou funk¢né, vyvojové i fenotypicky jedinecné
buriky, k jejichZ aktivaci dochdzi ptes fadu receptori,
nejcasteji TLR (Toll-like receptors). V aseptickych pe-
riprotetickych tkanich byly aktivované TLR popsany
u DC, makrofagl, lymfocytd, fibroblastd, osteoblastd
a osteoklastl (8, 15). TLR1/2 a TLR6 dendritickych
bun€k jsou aktivovany strukturami polyetylenovych
Castic, ale 1 vnitfnimi drahami fagocytézou poskozené
buriky a slouZi jako induktory zanétu produkujici zejména
interleukiny (8, 18, 20). K rozpoznani cizorodého bio-
materidlu vSak mohou DC pouzit i jiné receptory (napf.
CLRs, FcR, CR, integriny a dalsi), z nichZ nékteré
nejsou specifické vyhradné pro DC. Jedna se napfiklad
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 téchto receptorti indukuje
tvorbu zanétlivych cytokinii a chemokini (3, 6, 11).
Mnohé z vyse uvedenych markert Ize detekovat jediné
pritokovou cytometrii, imunofluorescenci ¢i PCR (po-
lymerazova fetézova reakce) metodami (1). Pro tucely
imunohistochemie nejsou doposud mnohé markery stile
dostupné. Pfesto je imunohistochemicky prikkaz DC
nejlepsi volbou pro moZnost srovnani cytomorfologického
obrazu, jejich distribuce a tkanové denzity. K imuno-
histochemické detekci DC byly pro nase ucely vybrany
protilatky S100 a CD1a, jejichZ hodnoceni bylo zaloZené
nejen na pozitivni expresi konkrétnich antigenti, ale
také na jejich nezaménitelnych cytomorfologickych
znacich.

Histopatologické hodnoceni ukazalo rozdily mezi vy-
sledky pouzitych metod s dominantni expresi S100
proteinu, ktery znacil vSechny dendritické buiiky. Ne-
pomér mezi denzitou S100* a CD1a* DC lze vysvétlit
tim, Ze zrald stadia DC neexprimuji antigen CD1a, jsou
tedy CDla". Vyssi pfitomnost zralych DC by mohla
znamenat aktivaci DC nékterym z vySe popsanych me-
chanismd. Pfi hodnoceni denzity S100* a CD1a* DC ve
vySetfovaném souboru nebyla prokdzina vzajemna za-
vislost. Imunohistochemické studie zaméfené na DC
ukazuji, Ze obecné je denzita DC vys$si v patologicky
zménénych tkdnich (29), coZ je v souladu s naSimi
nalezy. V kontrolnim souboru byly S100*a CD1a* DC
zastoupeny minimalné.

Vzhledem ke slabé pozitivni korelaci S100* DC a tryp-
tdza* mastocytd lze usuzovat na jejich vzajemnou sou-
¢innost v procesu aseptického uvolnéni. Vyssi piitomnost
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mastocytl v kontrolni skupiné 1ze vysvétlit jinym typem
zanétlivé reakce, kterd doprovazi termindlni stadium
osteoartr6zy. Vedle hlavni role vrozené imunitni reakce
se mohou zralé DC jako antigen prezentujici buiiky
Ucastnit spole¢né s mastocyty také pozdni reakce pre-
citlivélosti, zejména v pfipadée tkanové reakce na kovové
castice (14). V na$i studii se statisticky vyznamna
asociace dendritickych bunék s kovovymi ¢asticemi ne-
potvrdila. Vztah k pfitomnosti cementovych ¢éstic byl
pouze na hranici signifikance.

Nase studie md nékolik omezeni. Méli jsme k dispozici
omezené mnozstvi pfipadd a kontrol. Ackoliv ma
vétSina podobnych studii stejny, nebo dokonce niZsi
pocet pripadd, je evidentni, Ze pro multivariani analyzy
by byl vyhodnéjsi vétsi pocet pacientll. Déle by bylo
nesporné piinosem, kdybychom méli homogenné;si
skupiny ptipadi nejméné z pohledu typu implantétu,
resp. rozloZeni pfipadi z pohledu délky protézy in
situ. U pozdnich selhani se do procest nezadouci
tkanové odpovédi promitaji také senescencni bunécné
déje, jako napft. aktivace signdlnich drah sméfujicich
k apoptéze bunky ¢i aseptickd nekrdza, které mohou
vyznamné omezovat validitu imunohistochemického
prikazu konkrétnich antigenti. Vysledky imunohisto-
chemie pfimo zavisi na disledném dodrZovani postupt
preanalytické i analytické faze. Zde jsme se snazili eli-
minovat rizika okamzZitou a spravnou fixaci tkané, do-
stateCnou optimalizaci antigenil a pouZitim senzitivnich
detekénich systémil. Interpretace vysledkdl by dale
mohla byt ovliviéna vybérem protildtek a jejich kloni.
Pro optimalni vysledky je proto dilezité dal hledat
protilatky s maximélni moZnou senzitivitou a specificitou.
V neposledni fadé¢ by bylo moZno ziskat kombinaci
simultanniho imunohistochemického barveni (2 nebo
3 protilatky soucasné) prehled o distribuci a vzdjemném
vztahu bunék ¢i jejich mediatori v jednom tkafiovém
fezu.

ZAVER

Tato prace popisuje distribuci a denzitu mastocytl
a dendritickych bunék v periprotetickych tkanich zis-
kanych pfi revizi asepticky uvolnénych endoprotéz
kolena a kycle. NejvyraznéjSim zjiSténim bylo nalezeni
statisticky vyznamného vztahu mezi denzitou mastocytd
a polyp6znim utvarenim pseudosynovidlni membrany
a cementovanou endoprotézou. Vysledky pouZitych
imunohistochemickych metod ukézaly, Ze k prukazu
mastocytll v periprotetickych tkanich je spolehlivéjsi
a vhodnéjsi pouziti tryptazy nez CD117. Stejné tak
v prikazu DC je lepsi pouZiti protildtky S100. Nalez
imunologicky vyznamnych populaci v okoli implantatu
je nespornou znamkou jejich funkéniho postaveni. To
vSak bude nutné studovat jinym zplsobem a jinymi
metodami.
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