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Vypotky asepticky selhavajicich TEP kycli a kolen
nejsou toxické pro osteoblasty

Synovial Fluid from Aseptically Failed Total Hip or Knee Arthroplasty is Not Toxic to
Osteoblasts
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ABSTRACT

PURPOSE OF THE STUDY

A failure of total hip or knee artroplasty is associated with an increased production of joint fluid. This contains wear par-
ticles and host cells and proteins, and is assumed to be involved in the pathogenesis of aseptic loosening and periprosthe-
tic osteolysis. This study investigated the effect of synovial fluid from patients with aseptically failed joint prostheses on
osteoblast cultures.

MATERIAL AND METHODS

Synovial fluid samples were obtained from patients with failed total joint prostheses (TJP; n=36) and from control pati-
ent groups (n=16) involving cases without TJP and osteoarthritis, without TJP but with osteoarthritis, and with stable TJP.
The samples were treated in the standard manner and then cultured with the SaOS-2 cell line which shows the characte-
ristics and behaviour of osteoblasts. Each fluid sample was also examined for the content of proteins, cells and selected
cytokines (IL-1B, TNF-a, IL-6, RANKL and OPG detected by ELISA). We tested the hypothesis assuming that the fluids
from failed joints would show higher cytotoxicity to osteoblast culture and we also expected higher levels of IL-1f, TNF-o,
IL-6, and RANKL in patients with TJP failure and/ or with more severe bone loss. The statistical methods used included
the Kruskal-Wallis ANOVA and Mann-Whitney U test.

RESULTS

The fluids from failed TJPs showed the highest RANKL and the lowest OPG levels resulting in the highest RANKL/OPG
ratio. However, there was no evidence suggesting that the joint fluids from failed TJPs would be more toxic to osteoblast
culture than the fluids from control groups. In addition, no correlation was found between the fluid levels of molecules pro-
moting inflammation and osteoclastic activity and the extent of bone loss in the hip (in terms of Saleh’s classification) or
the knee (AORI classification). In fact, the fluids from failed TJPs had higher protein levels in comparison with the controls,
but the difference was not significant.

DISCUSSION

The finding of high RANKL levels and low OPG concentrations is in agreement with the theory of aseptic loosening and
periprosthetic osteolysis. The other cytokines, particularly TNF-o. and IL-1, were found in low levels. This can be explai-
ned by the stage of particle disease at which the samples were taken for ELISA analysis. It is probable that the level of
signal molecules reflects osteolytic process activity and is therefore not constant. The reason for no correlation found bet-
ween cytokine levels and the extent of bone loss may also lie in the use of therapeutic classifications of bone defects that
is apparently less sensitive to the biological activity of aseptic loosening and/or periprosthetic osteolysis.

CONCLUSIONS

Synovial fluids from failed total hip or knee joint prostheses are not toxic to osteoblast cultures. Cytotoxicity indicators
and levels of pro-inflammatory and pro-osteoclastic cytokines (IL-13, TNF-a, IL-6, RANKL and OPG) do not correlate well
with the extent of periprosthetic bone loss.

Key words: total joint replacement, arthroplasty, aseptic loosening, periprosthetic osteolysis, joint fluid, SaOS-2 cell line,
cytotoxicity, cytokines, RANKL, OPG.
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Nejcastéjsim divodem selhdni totilni endoprotézy
(TEP) kycle a kolena je aseptické uvolnéni a periprote-
ticka osteolyza (16). Obé zminéné komplikace jsou
davany do souvislosti s biologickymi a mechanickymi
faktory, které jsou reakci na implantat. Biologické selha-
vani je dano neschopnosti periprotetickych tkani adap-
tovat se na staly pfisun ¢astic vznikajicich vzajemnym
protipohybem kloubnich ploch endoprotézy (20). Proto
se zacala tato komplikace oznaCovat rovnéz jako ,,Cas-
ticova nebo polyetylenova nemoc* (26).

Castice polyetylenu (ale i jinych materidli) stimu-
luji makrofagy, dendritické buiikky a fibroblasty
k expresi prozanétlivych cytokind/chemokint. Povr-
chové synovialocyty kloubniho pseudopouzdra (jizvy)
jsou ndsledné stimulovdny k sekreci vypotku. Kloubni
vypotek se dostava k rozhrani kost—endoprotéza, pfi-
¢emZ do této oblasti pfindsi suspenze Castic, enzymd,
signalnich molekul, reaktivni radikaly a dal$i latky,
¢imzZ nepfimo zasahuje do lokalni tkanové homeosta-
zy v okoli endoprotézy (4). Timto zplisobem je naru-
Sen mimo jiné chod kostni multicelularni jednotky.
Predpoklada se totiZ, Ze suspenze mikrocastic a regu-
la¢ni molekuly vychyli rovnovahu této zékladni sta-
vebni jednotky kosti smérem k funk¢ni dominanci oste-
oklasti. Vysledkem je pfevaha kostni resorpce nad
novotvorbou (osteolyza), (11).

Podle Schmalzrieda a spol. je hlavnim dlouhodobym
problémem TEP kyc¢le neschopnost udrzet ptivodni veli-
kost kloubniho prostoru (24). Pfi selhdvani kloubu
dochazi obvykle ke zvétSovani kloubniho objemu na
ukor kostniho ltzka. Destruované kostni lizko neni
schopno dale podepirat endoprotézu a ta se uvoliiuje.
Oblasti, které jsou pfistupné nitrokloubnimu vypotku
alatkam v ném obsaZenym, oznacili Schmalzried a spol.
jako efektivni kloubni prostor. Manley a spol. nsledng
navrhli termin ,,nemoc z pfistupu ke kosti* (a disease of
access to fixation interface), (18), ¢imZ se pokusili o jes-
té precizn€jSi vystiZeni patogenetického mechanismu
periprotetické osteolyzy. Podobny scénart se predpokla-
d4 také u endoprotézy kolena (13).

Otazka vSak zni, jakym zptisobem pilisobi vypotek?
Nekteti autofi totiz zpochybiiuji chemicky vliv vypot-
ku a zdaraziuji predev§im jeho hydromechanicky
vyznam (4). Experimentalné bylo zjisténo, Ze opako-
vané puasobeni tlakovych vin kapaliny vyvold kostni
nekrézu (3). Nitrokloubni tlak uvnitf kycle pfitom mize
pfi urcitych aktivitich dosahovat vySky az 776 mm
sloupce Hg (15), a tedy n€kolikanasobné piekrocit tlak,
ktery byl vyvinut na kost v experimentech. K odpové-
di na vySe poloZenou otdzku je moZzné pfistoupit také
doloZenim chemického piisobeni na jednotlivé buriky
kostni multicelularni jednotky. V této souvislosti postu-
lujeme hypotézu o toxickém pisobeni vypotku na oste-
oblasty, ¢imZ by se usnadnila funkéni prevaha osteo-
klastd a vznik osteolyzy. Soucasné ocekavame, Ze ve
vypotcich ze selhdvajicich kloubl budou vyznamné
vyssi koncentrace pro-zanétlivych a pro-osteoklastic-
kych molekul.
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Cilem nasi studie bylo ovéfit vyse uvedené hypotézy.
Chovani kloubnich vypotkl jsme testovali na standardi-
zovaném biologickém modelu osteoblastd. Soucasné
jsme provedli zakladni charakterizaci vypotki.

PACIENTI, MATERIAL A METODIKA

Pacienti

Od ledna 2007 do ¢ervna 2009 jsme odebrali za pfis-
né aseptickych kautel vypotek z 52 kloubti u 51 pacien-
ti. Definice jednotlivych studovanych soubortii:

I — pacienti bez endoprotézy a bez soucCasné artrozy,
po artroskopickém vykonu pro rupturu menisku,
povrchovou chondropatii nebo po plastice predni-
ho zkiiZeného vazu,

II — pacienti s artr6zou kolenniho nebo kycelniho klou-
bu, avSak bez endoprotézy,
IIT — pacienti se stabilni endoprotézou kycle nebo kole-
na s minimdlni osteolyzou,
IV — pacienti s asepticky selhavajici endoprotézou kyc-
le nebo kolena a s osteolyzou.

Zakladni charakteristiky jednotlivych souboril jsou
uvedeny v tabulce 1.

Skupinu III tvofilo 6 muZi a 2 Zeny, jimZ bylo implan-
tovano 6 cementovanych kolen a 2 kycle (necemento-
vana a cementovand). Z této skupiny bylo reoperovano
5 pacientii. Diivodem reoperace byla 3krat nestabilita,
Ikrat femoropatelarni bolesti a 1krat byl kloub reope-
rovan pro bolesti nejasného pivodu. Ze skupiny IV, kte-
rou tvorilo 16 muzl a 20 Zen, jimZ bylo implantovano
21 kolen a 15 kycli, bylo 33 kloubd reoperovino pro
aseptické uvolnéni a/nebo osteolyzu; zbyvajici tii re-
operace byly provedeny 2krat pro periprotetickou frak-
turu femuru a 1krat pro frakturu jamky. Prehled extra-
hovanych endoprotéz ze skupiny IV je uveden
v tabulce 2.

U vsech reoperovanych pacientil (sk. III a IV) byly
predoperacné provedeny odbéry k vylouceni infekce

Tab. 1. Zdkladni charakteristiky jednotlivych souborii.

Parametr Skupina I | Skupina IT | Skupina III | Skupina IV p
(bez TEP, | (bez TEP, | (stabilni TEP |  (selhdni

bez artrozy) | s artrozou) | minimdlni OL)| TEP, OL)
Pocet
pacientu 2 6 8 36 NA
Mutzi/Zeny 111 33 6/2 16/20
Veék v dobé 45,25 67,38 69,88 65,39 <0,19
odbéru (roky) | (42-49) (63-72) (60-78) (59-74)
Kycle / kolena 0/2 0/6 216 15121 <0,05*
Implantat 228 10,46 <10*
in situ (roky) (0,54-6,25) | (8,87-11,18)
Diivod revize
TEP:
OL, AU 33 <10*
Jiny 5 3

Legenda: kvantitativni parametry jsou uvedeny jako medidn,
kvantily 25% —75%; NA = neanalyzovdno; * vysledek chi-
-kvadrdt testu maximdlni vérohodnosti; OL = periprotetickd
osteolyza; AU = aseptické uvolnéni
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Tab. 2. Zdkladni iidaje o endoprotézdach u pacientii ze skupi-
ny V.

Lokalizace Protéza

Kycle (n=15)

Necementovana: ABG — 12x

Balgrist-Zweymuller
Hybridni: Chirulen-Wagner
Cementovana: Poldi

Kolena (n=21) | Cementovana: PFC, Sigma — 11x
Search Evolution, Monoblok — 7x
Kinemax plus — 3x

jako pficiny selhani implantitu (sedimentace, C-reak-
tivni protein) a peroperacn€ tkané k histologickému
a mikrobiologickému vySetieni. Pii interpretaci nilezl
jsme vychazeli z publikované definice infekce kloub-
nich néhrad (10). U reoperovanych kycli byly kostni
defekty hodnoceny v kategoriich klasifikace Saleha
a spol. (22). Jako zavazné kostni defekty byly oznaceny
stupent 3 a vyssi pro oblast acetabula, resp. stupei 2
a vyS§i pro oblast femuru. V pfipadé TEP kolenniho
kloubu byla pouZita klasifikace AORI (Anderson Ort-
hopaedic Research Institute), (8). Zde byl za lehky
defekt povaZovan pouze stupen 1.

Vypotek byl odebirdn standardni technikou kloubni
punkce. U pacientl, ktefi byli reoperovani, probé&hl
odbér tésné pred protétim kloubniho pouzdra. Aspiro-
vany vypotek byl v obou pfipadech transportovin ve
vychlazeném polystyrenovém boxu na pracovisté spo-
luautord, kde byl nésledné zpracovan podle predem
daného protokolu.

Studie byla schvalena etickou komisi LF UP a FN
Olomouc. VSichni pacienti podepsali pted zatazenim do
studie informovany souhlas.

Zpracovani vypotku

Aspirovany vypotek byl po transportu ihned centri-
fugovan (10 min, 2500 rpm, 4 °C), aby doslo k odstra-
néni bunék a jinych ¢astic. Poté byl vzorek rozdélen na
alikvoty (2 ml) a zamraZen (-80 °C).

Material

Bunéc¢na linie odvozend z primarniho osteosarkomu
(Sa0S-2; No. 89050205) byla zakoupena od firmy
ECACC (The European Collection of Cell Cultures, Vel-
ka Britanie). Mc Coy’s médium, fetdlni teleci sérum, sta-
bilizovany roztok penicilinu se streptomycinem, steril-
ni  dimethylsulfoxid (DMSO), trypsin EDTA,
3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-2,5-difenyltetrazolium
bromid (MTT), hovézi albumin — frakce V a Coomassie
briliant blue G-250 byly zakoupeny od firmy Sigma-
Aldrich (USA). Specifické imunologické kity pro sta-
noveni IL-1P, IL-6 a TNF-o. (Quantikine®) byly zakou-
peny od firmy R&D Systems (USA). Specifické
imunologické kity pro stanoveni OPG a RANKL byly
zakoupeny od firmy BioVendor.

Bunécény model

Bunky SaOS-2 byly kultivovany v ristovém médiu
[Mc Coy’s médium obsahujici fetalni teleci sérum
(10 %, v/v), penicilin (0,1 mg/ml) a streptomycin
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(100 U/ml)] v inkubétoru nasyceném vodnimi parami
pii 37 °C a v atmosféte 5% CO,. Rastové médium bylo
ménéno kazdych 48—72 h. Po dosazeni monovrstvy byly
buiiky oplachnuty sterilnim fosfitovym pufrem, uvol-
nény 0,25 % roztokem trypsinu s EDTA (1 ml; 2-3 min,
37 °C) a po prfidani ristového média centrifugovany
(10 min, 1300 rpm, pokojova teplota). Builky byly
nasledné resuspendoviany v 10 ml ristového média
a pouzity do experiment.

Pfiprava bunék pro experimenty

Bunky byly nafedény riistovym médiem a vysety na
24-jamkové desky v koncentraci 2,6.10* bun&k/cm?. Po
stabilizaci kultury (24 h; 5% CO?; 37 °C) bylo ristové
médium vymeénéno za experimentalni [Mc Coy’s mé-
dium, penicilin (0,1 mg/ml), streptomycin (100 U/ml)
a L-glutamin (2 mmol.I'")] obsahujici vypotek v kon-
centracnim rozmezi 5 azZ 15% (v/v). Kontrolni buriky
byly inkubovany v experimentalnim médiu bez vypot-
ku. Po 24 h inkubaci (5% CO,, 37 °C) bylo médium
odséto a buné¢né poskozeni bylo sledovano stanovenim
aktivity intraceluldrnich dehydrogendz (MTT test).

Stanoveni bunééného poskozeni (MTT test)
Pisobeni cytotoxické latky (nezavisle na misté nebo
mechanismu Uc¢inku) narusuje proces déleni bunék, coz
vede ke sniZeni rdstu, tedy poctu Zivych bunék narost-
Iych v kultufe. MnoZstvi Zivych bunék v kultufe je sta-
noveno fotometrickou metodou — MTT test (25).
Princip metody: MTT test je zaloZen na schopnosti
zivych bunék redukovat 3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-
2,5-difenyltetrazolium bromid (MTT) na fialové, ve
vodé nerozpustné formazanové barvivo, jehoZ koncent-
race je po rozpu$téni v organickém rozpoustédle stano-
vena spektrofotometricky pfi 540 nm. MnoZstvi redu-
kovaného barviva vyjadiené absorbanci je umérné
metabolické aktivit¢ a poctu bunék v analyzovaném
vzorku. Stupeni cytotoxicity, vyjadfeny v %, je vyhod-
nocen na zaklad€ poméru Zivotnosti bunék vystavenych
pusobeni testované latky a bunék kontrolni kultury.
Provedeni: Po inkubaci s vypotkem byly buiky
oplachnuty sterilnim fosfatovym pufrem a ndsledné bylo
aplikovano 0,5 ml Cerstvého experimentdlniho média
a 50 ul roztoku MTT (5 mg.ml!; fosfatovy pufr). Po
inkubaci (3 h; 37 °C; 5 % CO,) bylo médium s MTT
odsato a formazanové barvivo bylo rozpusténo v 0,5 ml
DMSO s 1 % amoniaku. Po 5 min byla zmétena absor-
bance pti 540 nm (Sunrise, Tecan, SV}'/carsko).
Vypocet Zivotnosti kultury: Zivotnost kultury byla
vypoctena z primérnych hodnot absorbanci (A) podle
nasledujiciho vztahu
(AV - AP)
ivotnost (%) = ———
(AK - Ap)
absorbance vzorku (buriky inkubované s vypot-
kem);
absorbance kontroly (buiiky inkubované bez
vypotku);

Z
A
A
A, ... absorbance pozadi (DMSO+NH,).

Vo
K
p
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Hodnoceni stupné cytotoxicity:
0 Zzivotnost 100-80 %

1 Zivotnost 80—60 %

2 zivotnost 60—40 %

3 zivotnost 40-0 %

netoxicky
lehce toxicky
mirné toxicky
silné toxicky

Stanoveni hladin cytokint

Koncentrace interleukinu 1 (IL-1), tumor nekroti-
zujiciho faktoru-o (TNF-o), interleukinu 6 (IL-6), oste-
oprotegerinu (OPG) a ligandu pro receptorem-aktivova-
ny nuklearni faktor kappa beta (RANKL) ve vypotcich
byly stanoveny pouzitim specifickych imunologickych
kith (R&D Systems, BioVendor). Vyrobci deklaruji
nasledujici detekéni limity: IL-1B (1 pg/ml), IL-6
(0,7 pg/ml), TNF-a (1,6 pg/ml), RANKL (0,2 pmol/l),
OPG (0,13 pmol/l). Hladiny pod uvedenymi hodnotami
byly povaZovéany za nulové. Testy byly provedeny pod-
le protokolti dodanych vyrobcem. Vypotek byl vhodné
nafedén pufrem, aplikovan na 96-jamkové desky pokry-
té specifickou monoklondlni protildtkou. Po inkubaci
(2 h, pokojova teplota) byl vypotek odstranén, jamky
oplachnuty promyvacim pufrem (3x) a byl aplikovan
roztok enzymaticky znacené sekundarni protilatky (2 h,
pokojové teplota). Poté byl roztok odstranén, jamky
oplachnuty promyvacim pufrem (3x) a byl pfidan roz-
tok substratu. Po inkubaci (30 min, pokojové teplota,
tma) byla reakce ukoncena zastavovacim roztokem
a zméfena absorbance vzniklého produktu pfi 450 nm
(Sunrise, Tecan, Svycarsko).

Stanoveni celkovych proteinu

Koncentrace bilkovin ve vzorcich vypotkl byla sta-
novena metodou dle Bradfordové (6). K 20 pl standar-
du (albuminu)/nafedéného vypotku bylo pfidano 200 pl
reak¢ni smési (Coomassie briliant blue G-250) a po pro-

A) ® B)
70
10 -
60 -
8 ® p—
: . :
g 6 - e 40 -
) &}
| R 4
= 4] = 30
@]
® 20 -
2 [
LIS 101
o ©
0 - 0 -
Sk1 Sk2 Sk3 Sk4 Sk1
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michani byla méfena absorbance pfi 595 nm (Sunrise,
Tecan, Svycarsko).

Statistické zpracovani

Primarnim cilem naSi studie bylo zjistit, jak pasobi
vypotek z kloubu s aseptickym uvolnénim, resp. s vét-
§im kostnim defektem na bunéCnou linii osteoblastl
Sa0S-2. V této souvislosti jsme postulovali hypotézu
predpokladajici vyssi cytoxicitu téchto vypotki ve srov-
nani s kontrolnimi vypotky, ¢imzZ by se mohla vysvétlit
oslabena kostni novotvorba v kostni multicelularni jed-
notce. Podobné jsme o¢ekévali vy$si hladiny vybranych
mediatort zanétu (IL-1B, TNF-a, IL-6, RANKL) a niz-
§i hladinu OPG u pacientt se selhdvajicim implantatem

Vzhledem k charakteru dat, které v Zadném ze sledo-
vanych parametrd nevykazovaly normalitu, byly ve vSech
statistickych analyzach pouZity neparametrické testy. Pro
stanoveni vyznamnosti rozdilli charakteristik vypotku
byla pouZzita Kruskal-Wallisova ANOVA a Mann-Whit-
neyho test. Hladina vyznamnosti byla p<0,05.

VYSLEDKY

1. Charakteristiky studovanych soubort
Celkem jsme méli k dispozici 36 pacientl s asepticky
selhdvajici endoprotézou kycle nebo kolena (skupina I'V;
kycli 15/kolen 21) a 8 pacientl s funkéni endoprotézou
(skupina III; 2 kycle/6 kolen). Predoperacni a perope-
racni vySetfeni vylucovalo moZnost infekce kloubni
ndhrady. Pacienti z obou skupin byli vékové srovnatelni
a lisili se vyznamné v parametrech doba od primoim-
plantace k revizi a dliivod k revizi, coz bylo v souladu
s kritérii pro zatfazeni do souboru. Souhrn udaji pro
vSechny skupiny, véetné kontrol, je uveden v tabulce 1.

60 -
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Graf 1. Koncentrace interleukinu-6 (IL-6), osteoprotegerinu (OPG) a ligandu pro receptorem-aktivovany nukledrni faktor kap-
pa beta (RANKL) stanovené ve vypotcich odebranych pacientiim: bez TEP, bez artrozy (sk. 1), bez TEP, s artrozou (sk. Il), sta-
bilni TEP, minimdlni osteolyza (sk. III), selhdni TEP, osteolyza (sk. IV). Hladiny jednotlivych markerii byly stanoveny pomoct
komercné dostupnych specifickych ELISA kitii. Data (A-C) jsou vyjddrena jako absolutni koncentrace IL-6, OPG a RANKL
v jednotlivych vzorcich a je vyznacen medidn hodnot (—) pro jednotlivé skupiny pacientii.
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Tab. 3. Vybrané vlastnosti vypotku.

Skupinal | Skupinall | Skupinalll | SkupinalV | p
(bez TEP, (bez TEP, (stabilni TEP | (selhdni TEP,
bez artrdzy) | s artrgzou) | minimdlni OL) oL)
IL-1p 0,765 NA
[ng/ml] (0,303-2,286)
1L-6 1,368 1,300 0,625 <0,67
[ng/ml] (0,241-6,543) | (0,118-2,027) | (0,014-11,825)
TNF-o. 0,606 NA
[ng/ml] (0,449-0,762)
RANKL 10,081 6,505 11,575 <0,63
[pmol/l] (0,647-11,887) | (1,552-51,566) | (0,027-31,168)
OPG 12,651 6,419 2,144 <0,16
[pmol/] (2,296-45,555) | (1,668-8,357) | (0,005-76,620)
RANKL/OPG 0,221 1,013 5,898 <0,11
(0,178-0,549) 1(0,348-10,498) |(0,054-938,967)

Celk. protein 33,370 33,405 35,070 37,512 <0,94
[mg/ml] (18,42-48,32)[ (28,203-60,85) |(26,97-46,975) |  (19,66-78)
Leukocyty 04 0,55 0,65 0,6 <0,61
[x 10°] (0,3-0,5) (0,5-0,6 (0.3-1,6) (0,1-2,3)
Segmenty 0,1 0,145 0,68 0,22 <0,17
[%] 0,1 0,07-022) | (0,18-0,92) (0,01-0,95)
Lymfocyty 0,58 048 0,25 0,515 <0,64
[%] (0,58) 042-0,54) | (0,04-0,74) (0,01-0,99)

Medidn (min-max) hodnot v dané skupiné pacientii a p-hod-
nota Kruskal-Wallisova ANOVA testu; NA = neanalyzovdno;
OL = osteolyza

2. Vlastnosti kloubniho vypotku

Vypotky odebirané k vySetfeni byly aseptické, coz
mimo jiné doklad4 také nizky pocet leukocytl zjistény
ve vSech testovanych skupindch. Celkovy protein byl
vyS§i u selhavajicich endoprotéz (skupina IV) oproti
kontrolnim skupindm (I, II, III), rozdil vSak neby]l sta-
tisticky vyznamny (p=0,59). Vysledky jsou uvedeny
v tabulce 3.
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Cytokiny

Predpokladali jsme, Ze kloubni vypotky pacientl se
selhavajici endoprotézou (skupina IV), resp. s rozvinu-
tou artr6zou (sk. II), budou obsahovat vyssi koncentra-
ce medidtord zanétu. ZvySené hladiny TNF-o
(0,606 ng/ml) aIL-1p (0,765 ng/ml) byly naméfeny pou-
ze ve skupiné IV; u ostatnich skupin byly hodnoty pod
limitem detekce (tab. 3). Naproti tomu 2krat vyssi kon-
centrace IL-6 byla namétena ve skupiné II (1,368 ng/ml)
v porovndni se skupinou IV (0,625 ng/ml), (graf 1a).
Dile jsme ocekavali vyssi hladiny OPG a niZsi hladiny
RANKL u pacientil se stabilnim implantidtem a mini-
malni osteolyzou (skupina III) v porovnani s pacienty
se selhavajicim implantdtem/osteolyzou (skupina IV).
Podle ocekavani byla ve vypotcich ze skupiny III zjis-
téna témér 3krat vyssi koncentrace OPG (6,419 pmol/l)
nezli ve vypotcich ze skupiny IV (2,144 pmol/l),
(graf 1b). Hladina RANKL byla téméf 2krat niZsi u sku-
piny III (6,505 pmol/l) nezZ u skupiny I'V (11,575 pmol/l),
(graf 1c). Vysoké hodnoty OPG a RANKL byly zjisté-
ny ve vypotcich pacientil s rozvinutou artrézou (skupi-
na II). RANKL/OPG index byl nejvyssi u selhavajicich
endoprotéz (skupina IV). Pfehled vSech nélezi je uve-
den v tabulce 3.

Cytotoxicita

Predpokladali jsme, Ze kloubni vypotek u selhavaji-
cich endoprotéz (skupina IV) bude ptisobit na linii osteo-
blasti SaOS-2 vyznamné toxictéji nezli vypotek kon-
trolnich skupin. Zji§téné primérné hodnoty toxicit sice
neukdzaly signifikantni rozdily mezi jednotlivymi sku-
pinami, avSak vysledky byly nejednoznacné. Naptiklad
u skupiny III pfi 10% tedéni vypotku (graf 2b) jsme
pozorovali u 2 vzorkll zvySeni Zivotnosti SaOS-2, u 2
vzorkd sniZeni a u 4 vzorkd Zadny vliv. Podobné u sku-
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Graf 2. Vliv vypotku na Zivotnost bunécné linie osteoblastit SaOS-2. Buiiky byly inkubovdny s vypotky (5 aZ 15% redéni) a po
24 hod byla stanovena Zivotnost bunék MTT testem. Kontrolni buriky byly inkubovdny v médiu bez vypotku. Data (A-C) jsou
vyjddrena jako % kontroly v jednotlivych vzorcich a je vyznacen medidn hodnot (—) pro jednotlivé skupiny pacientii: bez TEP,
bez artrozy (sk. 1), bez TEP, s artrozou (sk. 1), stabilni TEP, minimdlni osteolyza (sk. Il1), selhdni TEP, osteolyza (sk. IV).
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Tab. 4. Toxicita vypotku vyjddrend jako primeér a 95% interval spolehlivosti vysledku MTT testu.

Redéni Skupina I Skupina II Skupina III Skupina IV P
(bez TEP, bez artrozy) | (bez TEP, s artrozou) (stabilni TEP, minimdlni OL) (selhdni TEP, OL)

15 % NA 123,9 (108,1-139,6) 86,2 (54,2-118,1) 93,3 (81,6-104,9) <0,10
10 % 101,6 (72,3-131) 112,0 (89,0-134,9) 96,1 (67,7-124,5) 92,1 (81,7-102,5) <0,48
5 % 107,1 (2,9-211,4) 119,2 (83,6-154,7) 100,7 (71,4-130,1) 84,5 (75,3-93,6) <0,085
0 % 99,8 (98,3-101,4) 99,9 (99,7-100,1) 100,0 (99,9-100,1) 100,0 (99,9-100) <0,29
)4 p=1 <0,07 <0,48 <0,045

NA = neanalyzovdn; OL = osteolyza

piny IV (pfi stejném fedéni vypotku) 13 vzorki Zivot- DISKUSE

nost bunék zvysilo, 15 sniZilo a 7 nemélo vliv. Obdob-
né vysledky byly naméfeny i v pfipadé 15% (graf 2a)
a 5% (graf 2¢) fedéni vypotku. V této souvislosti nemu-
7Zeme jednoznacné naSi pracovni hypotézu potvrdit ani
vyvritit. Pfehled vysledkd je uveden v tabulce 4.

3. Predikce zavaznosti kostnich defektd na

zakladé vysetieni kloubniho punktatu

K dispozici jsme méli celkem 36 vypotkll ze selha-
vajicich kloubil (21 kolen, 15 kycli). Ve skupiné selha-
vajicich kolen bylo 8/6 pripadi se zavaznym defektem
na femoralni/tibidlni strané; ve skupiné selhdvajicich
kycli bylo 8/2 ptipadd zavaznych defektli na acetabu-
larni/ femoralni strané.

Kostni defekt jako funkce cytotoxicity vypotku

Na vzniku kostnich defektd se bezpochyby podili
zhorSena kostni novotvorba. Oc¢ekéavali jsme proto, Ze by
rozsah kostnich defektd mohl byt sdruzen s toxickym
plsobenim vypotku na linii osteoblastd. Testovanim
cytotoxicity kloubniho vypotku na naSem modelu jsme
vSak nezjistili Zadny vztah k rozsahu kostnich defektt
(tab. 5).

Kostni defekt jako dusledek koncentrace cytokinii
ve vypotku

Postulovali jsme hypotézu tvrdici, Ze rozsah kostnich
defektll je odrazem zvySenych hladin proosteoklastic-
kych molekul v kloubnim vypotku. Stfedni hodnoty kon-
centraci jednotlivych cytokinl vSak nekorelovaly s roz-
sahem kostnich defektd. Hladiny RANKL byly dokonce
vy$§i u méné zavaznych neZli u zdvaznych kostnich
defektt, a to jak u TEP kycle, tak u kolen. Hladiny
IL-6 byly sice vys$i u vétSich kostnich defektd nezli
u menSich, avSak rozdil nebyl statisticky vyznamny
(tab. 6).

V nasi studii jsme na modelu osteoblastii nepotvrdili
hypotézu o mozném podilu zvysené cytoxicity kloubni-
ho vypotku na aseptickém selhdvani implantatd, resp.
o vztahu zvysené toxicity vypotkid k velikosti kostnich
defektl (rozsahu osteolyzy). Ve vypotcich ziskanych ze
selhédvajicich implantatd (sk. IV) jsme vSak naméfili nej-
vyssi koncentrace RANKL, nejnizsi koncentrace OPG,
a proto také nejvyssi pomér RANKL/OPG. Tyto para-
metry jsou proto v souladu s predloZenou hypotézou.

Z dosavadniho vyzkumu je zfejmé, Ze endoprotézy
kycle a kolena selhdvaji nejspiSe komplexné (11).
U nékterych pacientd miZe sehravat zpocatku vyznam-
néjsi roli Casticova nemoc, zatimco u jinych mechanic-
ké faktory, pozdéji se vSak oba patofyziologické sméry
prolinaji a vzdjemné potencuji. Koncepce Casticové
nemoci je zaloZena na dikazech o Skodlivém plisobeni
mikrocastic polyetylenu (ale také kovu, keramiky nebo
kostniho cementu) na lokalni homeostazu tkani kolem
endoprotézy (26). K tomu dochazi jiz kratce po implan-
taci endoprotézy, protoze kloubni povrchy se od pocat-
ku opotfebovavaji otérem. Béhem kaZdého kroku se
mizZe do kloubu uvolnit az nékolik set tisic ¢astic poly-
etylenu, které se rozptyluji v kloubnim vypotku, kterym
jsou transportovany k makrofagim, fibroblastiim povr-
chového listu pseudosynovialis a k vazivové membrané
na rozhrani kost-protéza. Stimulované buriky syntetizu-
ji prozanétlivé cytokiny, chemokiny, prostaglandin E2,
volné kyslikové radikdly a proteolytické enzymy (27,
28). Povrchové synovialocyty reaguji na zénétlivé pod-
néty sekreci vypotku, ktery ,,omyva‘“ kloub, tim se do
néj dostavaji dalsi a dalsi ¢astice, mediatory zanétu a cely
kolobéh se opakuje. Predpoklada se proto, Ze mira naru-
Seni lokalni homeostazy, tj. faze aseptického uvolnéni
a periprotetické osteolyzy, by se méla odrazet ve sloze-
ni kloubniho vypotku.

Tab. 5. Vztah mezi toxicitou vypotku a velikosti kostnich defektii (viz ¢dst Pacienti, materidl a metodika) medidn a kvantily
25 % — 75 % v dané skupiné pacientii; p-hodnota Mann-Whitneyova testu.

Redéni TEP ky¢le TEP kolena

Defekty malé Defekty velké P Defekty malé Defekty velké )
15% 95,5 (88,4-130,4) 103,2 (89,1-124.5) 1 100,7 (66,2-111,8) 78,2 (66,5-103,4) <0,50
10% 90,6 (76,9-135,9) 114,9 (91,3-118,0) <0,92 93,6 (61,7-119,5) 79,7 (69,0-114,6) <0,74
5% 72,8 (66,8-128,5) 80,4 (74,5-114,6) 1 85,2 (63,2-117,1) 80,7 (66,2-93,2) <0,89
0% 100 (99,9-100,1) 100 (99,9-100,0) <0,36 | 100 (99,9-100,04) 99,9 (99,9-100) <0,41
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Tab. 6. Zdvislost mezi velikosti kostniho defektu (viz Cdst Pacienti, materidl a metodika) a vybranymi vlastnostmi vypotku, me-

didn hodnot v dané skupiné pacientii a p-hodnota Mann-Whitneyho testu.

TEP kycle TEP kolena

Defekty malé Defekty velké P Defekty malé Defekty velké P
IL-18 0,5 (0,3-2,3) NA 1,05* NA
IL-6 0,7 (0,5-1,8) 1,2 (0,9-2,1) <0,42 0,4 (0,3-0,6) 0,6 (0,2-1,8) <0,70
TNF-o NA 0,45% 0,76* NA
RANKL 11,6 (6,5-13,0) 4,4 (0,3-11,3) <0,16 17,6 (11,5-23) 9,2 (5,2-13,5) <0,095
OPG 5,3 (2,1-0,6) 1,7 (0,8-12,9) <0,69 0,6 (0,4-5,1) 2,8 (0,2-4,5) 1
RANKL/OPG| 2.1 (0,6-194,2) 0,3 (0,1-5,7) <0,35 23,4 (1,2-46,2) 42 (0,6-21,9) <0,34

* — k dispozici byl pouze jeden tidaj; NA — neanalyzovdno

Pokud by se vyse uvedeny predpoklad prokazal, bylo
by mozné napftiklad diagnostikovat aseptické uvolnéni,
resp. periprotetickou osteolyzu pomoci vySetfeni krve
a kloubniho punktatu (9). Sabokbar a Rushton naméfili
vyznamné€ vy$3i hladiny IL-6, IL-8 a PGE, ve vypotcich
ziskanych béhem reoperace TEP kycle (21). Stejné labo-
ratof pozdéji studii rozsifila o kolena a dals$i molekuly,
pri¢emz prokazala zvySeni vSech kandidatnich cytokint
(TL-1B, TL-6, TL-8, TL-10) ve vypotcich ze selhdvajicich
kloubil ve srovnani s primoimplantacemi (7). Podobné
vyznamnou dominanci IL-6 a IL-8 prokdzaly dalsi sku-
piny (5, 30). Jinym se naopak nepodafilo zvySené kon-
centrace IL-6 prokazat, zato vSak nasli u aseptického
uvolnéni vyrazn€ vysS§i hladiny TNF-o (19). Naopak
vyssi hladina IL-10 by méla signalizovat odolnost vuci
osteolyze, pfipadné aseptickému uvolnéni, protoze
IL-10 pasobi tlumivé vici iniciaénim a amplifika¢nim
draham zanétu. Proto Flecher a spol. navrhli vySetfovat
pomér mezi TNF-o a IL-10 v krvi a ve vypotku (9).
U pacientd s aseptickym uvolnénim by mél byt tento
pomér zvySeny jak v krvi, tak ve vypotku, pfedev§im
z diivodu dominance TNF-o. Uvedené nilezy je vSak
tfeba interpretovat velmi opatrné. Predev§im z toho
divodu, Ze aseptické selhdvani a periproteticka osteoly-
za jsou dlouhodobé procesy s vlastni dynamikou, niko-
liv jednorazove vzniklé stavy. To znamena, Ze se v jejich
uskutecniovani projevuje znac¢nd Casové a individudlné
podminénd variabilita (12). Dokonce i vzorky ziskané
od jednoho pacienta se mohou vyznamné li§it v zavis-
losti na odbérovém misté a dobé odbéru (nepublikova-
na data).

Andersson a spol. ovéfili, Ze vypotek z kloubt s uvol-
nénou TEP, resp. s periprotetickou osteolyzou, stimulu-
je resorpci intaktni kosti in vitro, zatimco vypotky ze
zdravych kloubil tuto schopnost nemaji (2). Divodem
resorpce je pravdépodobné vyrazné naruSeni regulacni
osy RANKL/OPG ve prospéch RANKL u pacientt
s aseptickym uvolnénim/osteolyzou. Diikazem je mimo
jiné to, Ze vypotek z uvolnénych endoprotéz silné sti-
muluje expresi rankl mRNA na zvifecim, resp. bunéc-
ném modelu (2, 17). Také my jsme zjistili vyrazné vys-
§i koncentrace RANKL ve vypotcich pacientd
s aseptickym uvolnénim. ZvySeni koncentrace RANKL,
resp. nedostate¢na protireakce OPG, se podili na zvy-
Sené diferenciaci a aktivaci osteoklasti, coz vede k naru-
Seni rovnovahy v kostni multicelularni jednotce. Naru-

Seni vztahu mezi expresi RANKL a OPG molekul bylo
pozorovano také v periprotetickych tkanich (14, 29).
Naopak u artrotickych kloubtl byvaji hladiny OPG vys-
§ineZ RANKL, coz je rovnézZ ve shodé s nasi studii, kde
byl medidan OPG u artrotickych kloubti 12,651 pg/ml
(tab. 3). Je také zajimavé, Ze ackoliv Andersson a spol.
pouzili k detekci cytokin komer¢ni ELISA kity (podob-
né jako my), RANKL v artrotickém kloubu viibec nede-
tekovali (2).

V souvislosti s vystupiovanym zdnétem, proliferaci
pseudosynovialis a vznikem granulomu Ize ocekévat
lokélni hypoxii a prostfedi, které silné ovliviiuje sloZe-
ni vypotku. Vypotek selhdvajici TEP by tak mohl pfimo
ovliviiovat regulacni rovnovahu v kostni multicelularni
jednotce. Podle kone¢ného vysledku, tj. prevahy resorp-
ce nad novotvorbou, by mély byt postizeny predevsim
osteoblasty. Vliv vypotku ze selhdvajicich TEP byl jiz
studovdn na primarni kultufe lidskych osteoblastd.
Andersson a spol. zjistili, Ze vypotek z asepticky uvol-
nénych endoprotéz tlumil osteoblasty a mél antiprolife-
racni efekt (1). V této souvislosti jsme testovali vliv
kloubnich vypotki na Zivotnost dobfe definované bunéc-
né linie osteoblasti SaOS-2. PrestoZe toxicita nebyla
mezi jednotlivymi skupinami signifikantn€ odli$na,
vysledky nelze interpretovat jednoznacné. Ve skupiné
selhavajicich TEP bylo u 15 vypotkil zaznamenano sni-
Zeni zivotnosti SaOS-2 pfi 10% fedéni, zatimco
13 vzork viabilitu naopak zvysilo (graf 2b). Andersson
a spol. uvadéji, Ze vypotky artrotickych pacientli maji
prevazné stimulacni Gcinek na priméarni osteoblasty.
Jejich vysledky vSak nejsou také jednoznacné, protoze
u 10 vzorkd doslo ke stimulaci proliferace, zatimco
u dvou vypotkl doslo naopak k inhibici proliferace (1).
MozZnym vysvétlenim je, Ze celkovy ucinek vypotku
zavisi na vzajemném zastoupeni riznych latek (cytoki-
nd, rastovych faktord apod.), tedy Ze jeden vypotek
muze obsahovat vyssi mnozstvi stimulujicich faktort
a druhy naopak zvySené mnoZzstvi inhibujicich faktora.
Z uvedeného vyplyva, Ze nasi hypotézu nemiZeme jed-
noznacné potvrdit, ale ani vyvratit. MoZnym feSenim by
bylo rozsitit soubor pacient a detailnéji analyzovat slo-
Zeni vypotkda.

Drivéjsi studie referovaly asociaci mezi tkénovou
expresi cytokinii a periprotetickou osteolyzou (29).
AvSak praci, které by korelovaly vztah mezi hladinami
cytokinit ve vypotku a rozsahem kostniho defektu, je
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velmi mélo. Naprtiklad Clarkeova a spol. podobné jako
my, nezjistila Zadny vztah mezi hladinami vybranych
cytokind a velikosti periprotetické radiolucence (7).
Jednim z vysvétleni mazZe byt také to, Ze nami zvolena
klasifikace kostnich defektd neodraZzi dostatecné citlivé
skute¢ny objem kostni resorpce, tj. velikost osteolyzy.
Obé klasifikace jsou predevsim terapeutické a nemaji
ambici vyjadfovat pfesny rozsah kostnich ztrat. Podob-
né neni se zavaZnosti kostnich defektd totoZné radiolo-
gické hodnoceni rozsahu radiolucence, které obvykle
vede k podceniovani kostnich ztrat. Otazkou také zusta-
v4, jak se projevi na koncentraci cytokinil faze selhava-
ni TEP, potaZzmo okamZik odbéru. Pfedpoklada se, Ze
exprese cytokintl neni kontinualné konstantni, spiSe jde
o0 jakési viny a predevsim posloupnost regulacnich drah
(23). Tak napiiklad TNF-o a IL-1 jsou typické inici-
acni, startovaci cytokiny, zatimco RANKL je klasickou
termindlni molekulou.

ZAVER

Na zaklad¢ vysledk nasi studie nelze potvrdit hypo-
tézu o pfimém toxickém puisobeni vypotku ze selhdva-
jici kloubni ndhrady na osteoblasty. Vzhledem k nékte-
rym faktim uvedenym v diskusi vSak neni z nasi studie
mozné vyvozovat ani zaver, Ze se kloubni vypotek vitbec
neuplatiiuje chemicky, nybrZ pouze mechanicky. Mno-
hem pravdépodobnéjsi je vzdjemné propojené piisobeni
obou slozek v neprospéch periprotetické kosti. Naopak
koncentrace RANKL a OPG ve vypotku byly v soula-
du s pracovni hypotézou. Pomér RANKL/OPG v kloub-
nim punktatu je mozné povaZovat za biochemicky kore-
14t pokrocilé faze aseptického uvolnéni.
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