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Abstrakt

Totalni endoprotéza (TEP) kolena ptedstavuje operaci, pti niz je cely kloub nebo jeho
¢ast nahrazena protetickym implantaitem. Cilem je obnovit stabilitu a funkci
postizeného kloubu. Tato operace se nejcastéji provadi u pacientil trpicich poskozenim
kloubui v dusledku osteoartrozy (OA) nebo revmatoidni artritidy (RA) v kone¢ném
stddiu. Vzacnym, ale zavaznym problémem po TEP je vznik kloubniho vypotku.
Zastoupeni populaci imunitnich bun¢k v kloubnich vypotcich se u pacientti s TEP lisi.
Fenotypova analyza téchto bun¢k by mohla pomoci identifikovat pfi¢inu tvorby
kloubniho vypotku.

Cilem diplomové prace bylo porovnani imunitniho mikroprostiedi v kloubnich
vypotcich pacientt s OA a pacientd s TEP kolena a kyé¢le. K tomuto ucelu byla
pouzita metoda imunofenotypizace hlavnich populaci imunitnich bun¢k a jejich
analyza pomoci prutokového cytometru. V obou skupinach pacientd byly
identifikovany stejné hlavni populace imunitnich bunék, a to populace neutrofild,
lymfocytt a bunék monocyt/makrofdgové linie. Porovnanim procentualniho
zastoupeni jsme  zjistili vyznamné rozdily mezi buitkami makrofagi
a CD3" T-lymfocytli mezi pacienty s TEP kolena a ky¢le. Dale byly porovnavany
populace imunitnich bunék ve vypotcich pacientt s TEP kolena a OA kolena.
Zaznamenali jsme vyznamné rozdily v populacich bun€k monocyt/makrofagové linie
a CD4" regula¢nich T-lymfocyti.

Metodou ELISA byly stanoveny a porovnany hladiny myeloperoxidasy, matrix
metalopeptidasy-9, monocytarniho  chemoatraktivniho  proteinu-1, RANTES

a interleukinu 17 ve vzorcich pacientt s TEP kolena a OA kolena. V ptipadé



myeloperoxidasy byla u obou typi vzorki zaznamenana korelace mezi hladinami
analyti a procentualnim zastoupenim neutrofili. Hladiny monocytarniho
chemoatraktivniho proteinu-1, RANTES a interleukinu 17 se vyznamné liSily mezi
pacienty s TEP kolena a OA kolena.

Pomoci imunocytochemického fluorescencniho barveni cytospini  byly
vizualizovany znaky CD14 a CD68 buné¢k monocyt/makrofagové linie.

Detailni popis imunitniho prostfedi kloubniho vypotku u kloubt s TEP by mohl

pfispét k odhaleni pfi¢iny jeho vzniku a naslednému lécebnému ¢i profylaktickému

ptistupu.
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cytometrie, ELISA, cytospiny
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Abstract

Total knee arthroplasty (TKA) is a surgery in which all or part of a joint is replaced
with a prosthetic implant. The goal is to restore the stability and function of the
affected joint. This surgery approach is the most often performed in patients suffering
from joint damage due to end-stage of osteoarthritis (OA) or rheumatoid arthritis
(RA). A rare but serious problem after TKA is the development of joint effusion. The
proportion of immune cell populations in joint effusions varies in patients with TKA.
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The aim of the diploma thesis was to compare the immune microenvironment in the
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observed significant differences in populations of monocyte/macrophage lineage and
CD4" regulatory T-lymphocytes.

Levels of myeloperoxidase, matrix metalloproteinase-9, monocyte chemoattractant
protein-1, RANTES and interleukin 17 in samples from patients with TKA and knee

OA were determined and compared by ELISA. In the case of myeloperoxidase, a



correlation between analyte levels and the percentage of neutrophils was observed in
both types of samples. Levels of monocyte chemoattractant protein-1, RANTES, and
interleukin 17 differed significantly between patients with TKA and knee OA.

Using immunocytochemical fluorescent staining of cytospins were visualized
characters CD14 and CD68 cells of monocyte/macrophage lineage.

A detailed description of the immune environment of joint effusion in the joints of

TKA could help to reveal the causes of its origin and subsequent therapeutic or

prophylactic approach.
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CILE PRACE

Cilem teoretické casti diplomové prace bylo vypracovat literarni reSersi zaméfenou na
charakteristiku:
1) kloubniho vypotku a patologickych stavii vedoucich ke vzniku poskozeni kloubu
a jejich radikalni 1é¢be, jako je totalni endoprotéza (TEP) kolena;

2) kloubniho imunitniho mikroprostiedi.

V experimentalni ¢asti bylo cilem diplomové prace zpracovani vzorkt kloubnich
vypotkl a jejich ptiprava pro analyzu:
1) imunitnich bun¢k - pratokovou cytometrii, fluorescen¢ni mikroskopii;
2) supernatantd pro stanoveni hladin myeloperoxidasy, matrix metalopeptidasy-9,
monocytarntho ~ chemoatraktivniho  proteinu-1, RANTES  chemokind

a interleukinu 17 pomoci metody ELISA.



1 UVOD

Totélni endoprotéza (TEP) kolena je operace, pfi které dochazi k ndhradé celého kloubu
nebo jeho ¢asti protetickym implantditem. Predstavuje vyznamny pokrok v 1é¢bé
porusené funkce kloubi. V jejim disledku dochézi k ulevé od bolesti, obnoveni funkce
postizeného kloubu a celkovému zlepSeni kvality zivota. Nejcastéji tuto operaci
podstupuji pacienti trpici poSkozenim kloubti v koneéném stadiu v disledku
osteoartrézy (OA) nebo revmatoidni artritidy (RA). V dusledku téchto onemocnéni
dochazi k postupné degeneraci a ztraté kloubni chrupavky projevujici se bolesti
a ztuhlosti postizenych kloubl. Tyto degenerativni zmény postihuji nejcastéji praveé
kolenni kloub.

Vznik kloubniho vypotku po TEP je vzicnym, avSak zdvaznym problémem. PfiCiny
jeho vzniku je nutné co nejdiive odstranit, protoZe mohou zpiisobit nasledné selhani
TEP. Pii tvorbé vypotku dochazi k ptestupu populaci bun€k leukocytt z periferni krve
do synovialni tekutiny. Fenotypova analyza téchto bunék by mohla pomoci
identifikovat pfi¢inu vzniku kloubniho vypotku. O zastoupeni populaci imunitnich
bunék v kloubnich vypotcich pacientti s TEP kolena je vSak zatim znamo jen velmi
malo.

V experimentalni casti diplomové prace byly charakterizovany hlavni populace
imunitnich bunék v kloubnich vypotcich pacientii s TEP kolena nebo kycle pomoci
prutokové cytometrie. Ziskané vysledky byly porovnavany s procentudlnim
zastoupenim hlavnich populaci imunitnich bunék v kloubnich vypotcich pacientii s OA
kolena. V supernatantech kloubnich vypotkt byly pomoci sendvicové ELISA metody
stanovovany hladiny myeloperoxidasy, matrix metalopeptidasy-9, monocytarniho
chemoatraktivniho proteinu-1, RANTES a interleukinu 17. Z vybranych vzorka byly
pfipraveny cytospiny, které byly nésledné barveny pomoci imunocytochemického
fluorescencniho barveni. Pro barveni byly vybrany znaky CD14 a CD68 exprimované

buitkami monocyt/makrofagové linie.
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2 SOUCASNY STAV RESENE PROBLEMATIKY

2.1 Kolenni kloub

Kolenni kloub je nejvétsi kloub v lidském téle sestavajici z kosti stehenni (lat. femur),
holenni (lat. tibia) a ¢ésky (lat. patella) (Obr. 1). Kolenni kloub je velmi slozity
a snadno muze dojit k jeho poranéni. Podili se na pohybech, jako je chiize b¢h a skok,
a jeho hlavni funkci je pfedevSim tlumeni narazd a poskytovani stability. Anatomicka
funkce a stabilita kolenniho kloubu je zavislad predevsim na svalech, kostech, vazech,
chrupavkach, synovialni tkdni, synovialni tekutiné a dalSich pojivovych tkédnich.

Stehenni kost je nejvétsi a nejsiln€jsi kost v téle. Mohutny tvar stehenni kosti
poskytuje mnoho bodu pro pfipojeni silnych svalii kyc¢le a kolena, které se podileji na
chtizi a jinych hnacich pohybech.

Holenni kost je velkd dlouha kost dolnich koncetin, kterd spojuje kolenni kloub
S kloubem kotniku. Holenni kost vytvaii spolecné s kosti stehenni tzv. tibiofemoralni
kloub kolena. Primarni funkci holenni kosti je pfijimat a rozdélovat vahu téla mezi
koleno a kotnik.

Céska je plocha kost trojuhelnikového tvaru umisténd na piedni strané kolenniho
kloubu. Zadni plocha &é3ky je potazena kloubni chrupavkou o tloustce 4-5 mm. Céska
vytvaii se stehenni kosti tzv. patelofemoralni kloub. Céska funguje predeviim jako
anatomicka kladka pro ctyfhlavy stehenni sval, umoziuje uc¢innéjsi flexi kolena

a zvySuje silu ¢tyrhlavého svalu (Neumann, 2010; Moore et al., 2011).

Kost
stehenni

Kost

holenni

Obr. 1 Kolenni kloub (pfevzato a upraveno dle radiopaedia.org).
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2.2 Synovialni tekutina

Synovialni tekutina (ST) je ultrafiltrat krevni plazmy, ktery mimo jiné obsahuje latky
vylu¢ované samotnymi kloubnimi bunikami. Relativné vysoké procento z téchto latek
zaujima kyselina hyaluronova (HA). Tato kyselina je povazovana za sekre¢ni produkt
synovialnich vystelkovych bunék typu B. HA polymeruje s proteiny pfitomnymi v ST
a dochazi ke vzniku komplexu kyselina hyaluronova — protein, ktery v kloubu plni
funkci viskozniho Iubrikantu. Pii snizovani teploty okolniho prostfedi dochézi
ke zvySovani viskozity ST, které mize souviset s tzv. tuhosti kloubd, coz je jev, ktery
pocituje zna¢né mnozstvi lidi v chladnéj$im pocasi. Naopak, v piipadé zanétlivych
stavil dochazi ke snizovani viskozity ST. Polymerace HA a proteini ST je sniZena
lysozomdlnimi enzymy produkovanymi pievazné neutrofily, ale také buikami
synovialni vystelky a bunikami chrupavky. Pii vysoké produkci téchto lysozomalnich
enzymu muze dojit ke zni¢eni kloubni chrupavky v intervalu nékolika dni (Ward, 1980;
Berg, 1984; Hogan a Pritzker, 1985; Tercic¢ a Bozi¢, 2001).

ST plni v kloubech dvé hlavni funkce. Prvni funkci je mazani kloubnich povrchia
a snizovani teni, ¢imZ napomaha spravné mechanické funkci kloubu. Druhou funkei ST
je pomoc pii vyziveé kloubni chrupavky. ST plni funkci transportniho média pro ziviny,
jako je napt. glukosa. ST ma antibakterialni vlastnosti, které pomahaji udrzovat sterilni
prostiedi kloubu (piehledné shrnuto v Brannan a Jerrard, 2006).

Mnozstvi ST se v jednotlivych kloubech lidského téla 1iSi ptevazné v zavislosti na
jejich velikosti, od n€kolika kapek v malych kloubech az po n€kolik mililitrti v téch
velkych. V ptipadé¢ kolenniho kloubu se mize jednat az o 4 mililitry tekutiny. Zdrava
ST by méla obsahovat méné¢ nez 200 bilych krvinek na mililitr a mnohem mensi
mnozstvi proteinit nez krevni plazma (hodnota ¢ini ptiblizné 25 % hodnoty krevni
plazmy). Slozeni zdravé ST zahrnuje velké synovialni buiiky, monocyty, makrofagy,
lymfocyty a neutrofily. BéZné¢ se zde nachazi také glukosa a kyselina mocova

V mnozstvi srovnatelném s krevni plazmou (Ward, 1980, Benjamin, 1998).

2.2.1 Odbér synovialni tekutiny

ST se ziskava punkci postizeného kloubu (Obr. 2). Ziskany vzorek byva oznacovan jako
vypotek a je dale analyzovan pro identifikaci poétu a typu piitomnych bungk.
Odstranéni co nejvétsiho mnozstvi ST pomaha zmirnit bolesti kloubli a miize pomoci

s identifikaci pfipadné infekce (Berg, 1984; Siva et al., 2003). V ramci rutinni analyzy
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byva vzorek analyzovan na pocet a typ bilych krvinek, pfitomnost krystalti, Gramovo
barveni a kultivaci  bakterii. V pfipadech chronicky nemocnych nebo
imunokompromitovanych pacienti mohou byt indikovany houbové a bakterialni
kultury. Vzhledem k tomu, ze se zanétlivé vypotky mohou srazet, mély by se vzorky
odebirat do zkumavek s antikoagulatnimi  Cinidly, jako je  kyselina
ethylendiamintetraoctova (EDTA) nebo heparin sodny (Freemont, 1996; piehledné
shrnuto v Brannan a Jerrard, 2006).

Kost
stehenni

Synovialni
* membrana

Chrupavka

Kost
holenni

Obr. 2 Punkce kolenniho kloubu (pfevzato a upraveno dle mendmyknee.com).
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Vzhled kloubniho vypotku se miize znacné liSit v zavislosti na diagnéze. Ve zdravém
kloubu se nachazi vysoce viskézni ST slamové Zlutého &irého zabarveni. Cirost ST je
pfimo umérna poétu leukocytl vni obsazenych. Cim vétsi pocet leukocytd ST
obsahuje, tim je zakalengj$i, a tudiz méné prithledna. Dle stupné zakalu Ize usuzovat na
zanét ¢i infekei v daném kloubu. V piipadé hemoragickych vzorki lze pozorovat difiizi
cervenych krvinek v celém objemu vzorku, na rozdil od traumatické punkce kloubu,
kdy lze pozorovat krvavé prouzky v jinak ¢istém vzorku (ptehledné shrnuto v Brannan
a Jerrard, 2006; Gallo, 2014). Piehled zakladnich diagnostickych nalezti kloubnich
vypotkd je shrnut v Tab. 1.

Tab. 1 Piehled zakladnich nalezi v Kloubnich vypotcich; ery = erytrocyty, leu = leukocyty,
PMN = polymorfonuklearni leukocyty (pievzato a upraveno dle Gallo et al., 2014).

., , Pocet
Typ Diagnéza Barva/vzhled vypotku bunék/mm’ Glukosa
. Pievaha Ery,
Trauma Vzthlegvkrzeb +r mlf?e Leu <v Kkrvi = glykemii
Stupne odparve PMN < 25 %
L e s . Ery minimum,
Nezanétlivy gfj;gol?ﬁ; Nazloutl4 iré Leu200-2000 = glykemii
PMN < 25 %
, , M1z Leu do 4 000 _ ..
Osteoartroza Slamoveé zluta PMN < 25 % = glykemii
Zanetlive Zluta az bilozluta, rizny Ery minimum
Zanétlivy nemoci kloubi stupeni zakaleni, Leu <50 000 < glykemie
uol piitomnost vlogek PMN < 70 %
Septicka Sedobila, vysoky stupen Leu > 50 000 < alvkemie
Infekéni artritida  zakaleni a vzhled hnisu ~ PMN >80 % i
niekent Tuberkulézni  Zlutobild s pitomnosti Leu<40000 0o
zénét kloubu zékalu PMN < 50 % gy
1, , Cira lehce nazloutla, Ery minimum, _ ..
Normalni Zdravy kloub malé mnozstvi tekutiny Leu 50-200 = glykemii

15



PoZzadavky na objem odebraného vypotku se mezi jednotlivymi laboratofemi lisi,
obvykle vsak 2-3 ml pln¢ postacuji na provedeni vSech potiebnych laboratornich testt.
V ptipadé, ze se punkci kloubu podati ziskat pouze nekolik kapek, byva vzorek odeslan
primarné na analyzu krystali a kultivaci, které maji nejvétsi diagnostickou hodnotu
(Siva et al., 2003). Aby nedochazelo k nespravnému diagnostikovani hrani¢nich hodnot
prevazné u zanétlivych vzorki, je velmi dulezité, aby byl vypotek analyzovan v co
nejkrat$im casovém useku po odbéru. PredevS§im analyza poctu pritomnych bunék
a analyza krystalt ztraceji na presnosti jiz béhem nékolika hodin. Kerolus et al. (1989)
uvadi, ze mnozstvi bilych krvinek a procento PMN ve vzorku klesa jiz béhem nékolika
hodin od aspirace. Nasledujici den jsou zde krystaly zastoupeny v mnohem mensi mite
a jsou hlife rozpoznatelné. Rychlost rozpadu vzorku je zavisla na dob¢, kterd uplynula
od aspirace, a je rychlejSi u vzorka skladovanych pfii laboratorni teploté, nez u vzorkl

chlazenych (Kerolus et al., 1989).

2.3 Osteoartroza

Osteoartroza (OA) je stale castéji povaZzovdna za vysoce heterogenni skupinu
onemocnéni charakterizovanou proménlivymi klinickymi fenotypy (Castafieda et al.,
2014, Lauwerys et al., 2015). Jedna se o nejcastéjsi kloubni onemocnéni na svété, které
postihuje pfiblizné 10 % muzi a 18 % Zen starSich 60 let (Woolf a Pfleger, 2003).
Vyskyt OA celosvétové stoupa prevazné v disledku rostouci obezity a starnuti
populace. Rizikovymi faktory jsou vék, pohlavi, obezita, genetické predispozice a rasa.
Roli v tomto procesu mohou hrat také zranéni kloubtd, malignity a abnormalni zatizeni
kloubti (Johnson a Hunter, 2014). Patogeneze OA neni pfesn¢ definovana. Pfedpoklada
se ovSem, ze zahrnuje spolupraci mezi mechanickymi, biochemickymi, buné¢nymi,
genetickymi a imunologickymi vlivy (Creamer a Hochberg, 1997). Mezi prvni pfiznaky
OA patii bolest kloubti a jejich ztuhlost. Patologie kloubu zahrnuje piedev§im
poskozeni a naslednou ztratu kloubni chrupavky, remodelaci kosti, vznik osteofytli
(vyrtstki na okrajich kloubll) a ochabnuti svali v okoli postizenych kloubt.
Radiografické rysy OA zahrnuji pfedev§im zuZeni kloubniho prostoru, osteofytozu,
kostni skler6zu a tvorbu cyst a abnormality kloubniho obrysu (Obr. 3) (Hutton, 1989).
Lécba OA spociva tradiéné v tlumeni bolesti, a v pfipadé kone¢ného stadia tohoto
onemocnéni, v nahradé postizeného kloubu (Bijlsma et al., 2011; Carr et al., 2012;
Pivec et al., 2012).
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Obr. 3 Osteoartroza kolenniho kloubu (ptevzato a upraveno dle Felson, 2006).

OA se traditné rozliSuje na primarni a sekundarni. Posttraumatické, infekcni,
zanétlivé a biochemické pfic¢iny jsou charakterizovany pro sekundarni OA. PfiCiny
primarni OA zistavaji nadale nedefinovany. Vi se vSak, Ze dileZitou roli v tomto
procesu hraji genetické faktory, fyziologické zmény souvisejici s vékem ¢i ndrodnost
(Altman et al., 1986; Johnson a Hunter, 2014).

Pro klasifikaci kolenni OA (KOA) je nejcastéji vyuzivan radiograficky systém dle
Kellgreen-Lawrence. Tento systém piifadi kazdému pacientovi stupein OA od 0 do 4,
pficemz stupen 0 znamend pacienta bez OA, a stupenn 4 znamena zavaznou OA
(Kellgren a Lawrence, 1957). Jednotlivé stupné OA dle Kellgreen-Lawrence jsou

zndzornény na Obr. 4.
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Obr. 4 Klasifikaéni systém dle Kellgren-Lawrence; A) stupen 1 — mozné z(zeni kloubniho
prostoru a mozna pritomnost osteofytl, B) stupen 2 — pritomnost osteofyti a mozné zazeni
kloubniho prostoru, C) stupen 3 — zizeny kloubni prostor a stfedné pocetné osteofyty, D) stupen
4 — vysoka cCetnost osteofytl, vyrazné z(zeni kloubniho prostoru, tézka kostni skleroza
a pritomnost deformity kostnich obryst (pfevzato a upraveno dle Liao et al., 2018).

V soucasnosti roste pocet diikazii o zasadni tloze imunitnich bunék pfi progresi
a vzniku chronického onemocnéni. Imunitni buiiky mohou velmi vyznamné ovlivnit
vyvoj daného onemocnéni a dale ptispét ke vzniku konkrétniho fenotypu. Komplexni
bunécné slozeni ST KOA vsak doposud nebylo ptesné charakterizovano. Piestoze byla
OA tradi¢né povaZzovana za nezanétlivé onemocnéni, v posledni dobé se objevuje stale
vice vyzkum, které naznacuji, ze se jedna o zanétlivé onemocnéni, alespon u n¢kterych
pacientd (Li et al., 2017). ZvySené hladiny C-reaktivniho proteinu (CRP), jakozto
systémového zanétlivého markeru, koreluji s vyskytem a stupném KOA a do urcité miry
tak indikuji lokalni synovialni zanét (Sowers et al., 2002; Stiirmer et al., 2004; Pearle et
al., 2007). Pacienti s OA casto vykazuji zanétlivou infiltraci synovialnich membran
predev$im makrofagy, dendritickymi bunkami, granulocyty T- a B-lymfocyty, NK
burikami a zirnymi buitkami (Sakkas a Platsoucas, 2007, Ponchel et al., 2015). Zejména
lymfocyty pak exprimuji aktivani znaky (napt. CD69) a, jak jiz bylo prokazéano,
aktivované synovialni makrofagy se poté podili na procesu degradace chrupavky
(Bondeson et al., 2006; Rollin et al., 2008). Modely testované na mysich dokonce
prokazaly ucast synovialnich makrofagi na tvorb& osteofytli (Van Lent et al., 2004).
OA v kone¢ném stadiu dnes predstavuje hlavni pti¢inu operaci kloubti a jejich ndhrady

totalni endoprotézou, a to ve vice nez 90 % piipadi (Robertsson et al., 2010).
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2.4 Totalni endoprotéza kolena

Totalni endoprotéza (TEP) kolena neboli artroplastika kolenniho kloubu je operace, pii
niz je protetickymi implantaty nahrazena pouze ¢ast poskozeného kloubu. TEP dnes
predstavuje vyznamny pokrok v Iécbé porusené funkce kloubti. Je indikovéana
U pacientll s nesnesitelnou bolesti a zavaznymi funkénimi poruchami, u nichz doslo
k selhani konzervativni 1é¢ebné terapie. Casté je provadéni u pacienttl s pokro&ilymi
stavy kloubni degenerace, a dale u pacientti po traumatologickych a onkologickych
stavech. Ugelem TEP je obnovit funk&nost a pohyblivost postizené¢ho kloubu, redukce
bolesti a ziskani vnitfni stability kloubtl. Jedna o tzv. trojkompartmentalni artroplastiku,
jelikoz pfi ni dochdzi k ndhradé kloubnich povrchti kosti stehenni, holenni a ¢ésky
(Obr. 5). Kloubni povrch ¢ésky byva casto obnoven, pokud doSlo k nadmérné erozi
chrupavky. V piipadech, kdy chrupavka nejevi velké znamky opotiebeni, se patelarni
implantat vynechava (Paz a West, 2014).

Obr. 5 Rentgenovy snimek pravého kolena po TEP. A) Piimy pohled; B) Bo¢ni pohled
(ptevzato a upraveno dle Paz a West, 2014).
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TEP je dnes béznou operaci, v jejimz disledku dochazi ke zvySeni kvality Zivota
pacienti s poruchami kolena. Krom¢ OA patii k dal§im stavim vedoucim k TEP
predev$im zlomenina, dysplazie, zanétliva artritida ¢i malignity. Vzhledem
k sou¢asnému trendu starnuti obyvatelstva dochazi k nardstu vyskytu artritid a selhani
kloubt, a v diisledku toho také k nartstu provedenych TEP. S rostoucimi zkusenostmi
lékard dochézi ke snizovani pooperacnich komplikaci, coz vede ke zlepSeni funkce
protetickych implantat. Presto mohou po TEP kolena nastat komplikace, mezi které
patii tromboembolickd nemoc, infekce, nestabilita protetickych kloubi, prasknuti
patelarni Slachy, zlomeniny, nestabilita patelofemoralniho kloubu, selhani nebo
uvolnéni implantované komponenty a poranéni peronedlniho nervu (Paz a West, 2014).
Po operaci je nutna dikladna rehabilitace spole¢né s kratkodobou ochranou protetického
kloubu (Gallo et al., 2014). Po TEP vykazuje v€t§ina pacientti vyznamné dlouhodobé
zlepseni (Kroll et al., 1989, Ethgen et al., 2004, Niki el al., 2007).

Mezi nejcastéji pouzivané materialy pro vyrobu umélych kloubnich povrchii patii
piedevSim kovové slitiny, jako chrom-kobaltové a slitiny titanu, polymery vcetné
polymethylmethakrylatu a polyethylenu a keramika. S vyvojem novych biomaterialt
a zlepSenim konstrukce implantati se opotiebeni protetického kloubu a jeho nésledky
staly primarnim omezenim Zzivotnosti TEP (Kurtz et al., 2007; Kurtz et al., 2009).
K fixaci protetickych soucasti ke kostnimu lazku po TEP lze pouzit cement (cementove
endoprotézy), nebo muze byt jejich povrch opatien biologicky aktivnim materidlem,
ktery umoziuje vristani kostnich bun€k do pordzniho materialu protézy (osteointegrace
u necementovych implantatti). Dal$i mozZnosti je také kombinace cementové a
necementové komponenty (Gallo et al., 2014; Paz a West, 2014).

Celkovy pocet ndhrad kloubli dolnich koncetin se v poslednich desetiletich
dramaticky zvysil a nyni tyto operace podstupuji jak starsi, tak i1 stdle mladsSi pacienti.
Mezi hlavni ptfiiny patfi predev§im obezita a poskozeni kloubl z divodu jejich
nadmérné fyzické zatéze. Zatimco diive bylo provadéno mnoho reviznich operaci ky¢li
a kolen z divodt opotiebeni protetickych implantati, v soucasné dobé pievladaji
problémy jako suboptimalni poloha implantatu, nestabilita, ztuhlost, infekce a chronicka
bolest kloubi (Lau et al., 2000; Kurtz et al., 2007; Kurtz et al., 2009).

Béhem casného pooperacniho obdobi po TEP se mizeme setkat se zvySenym
objemem kloubniho vypotku v reakci na chirurgické trauma. Ackoliv je kloubni
vypotek po TEP relativné vzacnou zéleZitosti a vykytuje se u <3 % pacientd, je potieba

ptic¢iny jeho vzniku co nejdfive odstranit, protoze mohou zplsobit nasledné selhani
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TEP. K pfi¢inam vzniku vypotku patii ptedev§im hluboké infekce, citlivost organismu
k implantovanym kovim, biologické reakce na polyethylen nebo kovové castice
(napf. synovitida vyvolana c¢asticemi), akutni zvySeni aktivity RA a nespecificka
synovitida (historicky povazovana za nezanétlivou artropatii). Populace bunck
lymfocytti, které u protetického kloubu prechazeji z periferni krve do vypotku,
se mohou lisit u jednotlivych pfi¢in vypotku a fenotypova analyza téchto leukocytti
muze pomoci definovat pfi¢inu vzniku kloubniho vypotku. Fenotypové charakteristiky
leukocytli kloubniho vypotku tak mohou pfispét k uréeni spravné diagnozy.
O zastoupeni populaci imunitnich bun€k v kloubnich vypotcich pacienttt s TEP kolena
je zatim znamo jen velmi malo (Freemont et al., 1991; Willert a Buchhorn, 1993; Greis
et al., 1994; Niki et al., 2003; Niki et al., 2007; Hallab et al., 2010; Carossino et al.,
2016).

2.5 Imunitni systém v kloubnim prostredi

Vrozeny imunitni systém je fada predem naprogramovanych antigen nespecifickych
udalosti, které jsou spoustény jakymkoliv potencidln€é poskozujicim stimulem. Tyto
podnéty se mohou vyskytovat v mnoha raznych formach, jako je invaze
mikroorganismli, neptiznivé fyzikdlni/mechanické, chemické, tepelné a elektrické
podnéty, pieruseni toku Zivin atd. VSechny tyto udédlosti mohou narusit homeostatické
regulaéni mechanismy, které pomahaji zajistit pieziti organismu (piehledné shrnuto
v Goodman et al., 2014).

Vrozena imunita byla primarn¢ vyvinuta pro boj s vnéjSimi patogeny v prvni obranné
linii organismu. Bunky imunitniho systému (leukocyty) vznikaji z pluripotentnich
kmenovych bungk, které jsou pfitomny v kostni dieni. Leukocyty zahrnuji jak bunky
vrozené imunity, kam patii neutrofily, eosinofily, basofily, monocyty, makrofagy; tak
buriky ziskané imunity, jako jsou T- a B-lymfocyty a NK (z angl. Natural Killer) buriky.
Neutrofily patfi mezi fagocytujici leukocyty. Maji dileZitou roli pifi odstranovani
mikrobidlnich patogenli a opravé tkdnového poskozeni. Jednd se o primarni bunky
akutniho zanétu. Eosinofily jsou G¢inné proti riznym druhiim parazitd a zaroven
se uCastni hypersenzitivnich reakci prostfednictvim cytotoxicity diky toxickym
molekulam, které obsahuji ve svych cytoplazmatickych granulich. Buriky basofilt
produkuji cytokiny, které pomahaji branit organismus ptfed parazity a také vyvolavaji

alergickou reakci. Ve svych cytoplazmatickych granulich obsahuji molekuly heparinu

21



a histaminu, ty se pfi degranulaci uvoliuji do okoli a stimuluji zanét tkan¢ nebo
hypersenzitivni reakci. Monocyty a makrofagy jsou stejné jako neutrofily fagocytujici
buiiky, které odstrafuji z téla patogenni mikroorganismy a cCastice. Slouzi také jako
antigen prezentujici buniky a mohou regulovat jiné bunky imunitniho systému,
napt. T-lymfocyty. Jsou mobilizovany kratce po naboru neutrofilti a po dlouhou dobu
zustavaji v mistech chronického zanétu a infekce. Monocyty se diferencuji v makrofagy
po prestupu z krevniho fecisté do tkani. NK bunky jsou velké granulované lymfocyty.
Nespecificky ni¢i urcité typy nadorovych bunék a bun€k infikovanych virem.
B-lymfocyty exprimuji na svych vnéjSich membranach vnitfn€ produkované
imunoglobuliny, plni roli antigen prezentujicich bunék a po stimulaci ptislusnym
antigenem se diferencuji na plazmatické bunky, které poté produkuji a vylucuji velke
mnozstvi molekul protilatek. T-lymfocyty se déli do dvou hlavnich tfid na
CD4" pomocné T-lymfocyty, a CD8" cytotoxické T-lymfocyty. CD4" T-lymfocyty
se ucastni regulace imunitnich odpovédi prostfednictvim makrofagli nebo B-lymfocytt.
CD8" T-lymfocyty ni¢i virem infikované buiiky a uréité typy nadorovych bunék
antigen-specifickym zptisobem (Goldman a Prabhakar, 1996).

Vrozeny imunitni systém zahrnuje mechanismus, pomoci kterého dochazi pfi
mikrobialnim  stimulu  kjeho  zaznamenani  prostfednictvim  povrchovych
a intracytoplazmatickych receptort specifickych imunitnich bunck, které rozeznavaji
jednoduché molekuly a pravidelné vzorce molekularni struktury zndmé jako
,,Pathogen-Associated Molecular Pattern (PAMP). PAMP jsou piitomny na povrchu
mnoha mikroorganismi, ale nikoliv na hostitelskych bunkach. Dané struktury jsou
rozpoznavany pomoci tzv. receptori rozpoznavajicich molekulové vzory (PRR, z angl.
Pattern Recognition Receptor), nachazejicich se na povrchu bilych krvinek. Mezi hlavni
typy bunck, které na svém povrchu exprimuji PRR patii makrofagy, neutrofily
a dendritické buiky. Dilezitou rodinou PRR receptort jsou tzv. Toll-Like Receptory
(TLR). Imunitni rekce mohou byt spustény nejen v odpovedi na mikrobidlni infekcei, ale
také pii poskozeni tkdné€ a jeji degeneraci. Tento fakt poprvé popsal Matzinger (1994).
Jednd se predevSim o fyzikalné-chemické a tepelné podnéty, pifi nichZ dochazi
K uvoliovani vedlejsich bunéfnych produkti, které obsahuji uréité molekularni
struktury. Jde o tzv. ,,Damage (Danger)-Associated Molecular Patterns® (DAMP) neboli
molekularni vzory typické pro poskozeni vlastnich bun€k organismu (Obr. 6)

(prehledné shrnuto v Goodman et al., 2014).
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Obr. 6 Mechanismy putsobeni vrozeného imunitniho systému v procesu rozpoznavani
specifickych antigen pomoci PAMP a DAMP. APC — antigen prezentujici buiikky, DAMP —
Damage (Danger)-Associated Molecular Patterns, PAMP — Pathogen-Associated Molecular
Pattern, PMN — polymorfonuklearni leukocyty, PRR — Pattern Recognition Receptor, TLR -
Toll-Like Receptor (pievzato a upraveno dle Rosin a Okusa, 2011).

Mechanismy, podle kterych dochazi pii piestupu z periferni krve do vypotku
k rozdilnému zastoupeni jednotlivych typtu leukocytd, jsou doposud neznamé. Tento
fakt lze castecné vysvétlit rozdilnou mirou exprese chemokinii ve vaskularnich
endotelidlnich nebo synovialnich buiikdch. Chemokiny jsou malé sekretované proteiny
schopné¢ fidit piesun leukocyti zperiferni krve do mista zéancétu. Silnym
chemoatraktantem pro neutrofily je interleukin 8 (IL-8). Nabor neutrofilii je doprovazen
zvy$enou hladinou markerti neutrofilové aktivace, matrix metalopeptidasy-9 (MMP-9)
a myeloperoxidasy =~ (MPQO).  Chemoatraktanty = makrofagli ~ jsou monocytarni-
chemoatraktivni protein-1 (MCP-1) a makrofagovy zanétlivy protein-la (MIP-1a).
Pamétové T-lymfocyty exprimujici CD45RO jsou ptitahovany chemoatraktantem
oznacovanym jako ,regulovany po aktivaci“. Normalni T-lymfocyty exprimuji
a sekretuji druh chemokinti tzv. RANTES (z angl. Regulated upon Activation, Normal
T cell Expressed and presumably Secreted), Th-17 lymfocyty pak interleukin 17
(IL-17). S pri¢inami vzniku kloubniho vypotku v protetickém kloubu po TEP se tedy
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mohou chemokinové profily krom& dominantnich bunéénych fenotypt znacné liSit
(Schall et al., 1990; Baggiolini et al., 1994; Lind et al., 1999; Niki et al., 2007).

MMP-9 patii do rodiny endopeptidas odpovédnych za fyziologické i patologické
remodelace tkani. MMP-9 mé Sirokou specifitu pro proteinovy substrat extracelularni
matrix. Mize tedy u¢inn¢ degradovat mnoho proteini extracelularni matrix tvoticich
kloubni chrupavky. MMP-9 tak hraje vyznamnou roli v progresi patologie kloubnich
onemocnéni, jako je predev§sim RA a OA. Mezi bunky, které syntetizuji a vylucuji
MMP-9 patii neutrofily, makrofagy, fibroblasty a endotelidlni buitky. MMP-9 odvozené
od neutrofild zhorsuje zanétlivou odpoveéd’ organismu, proto jsou jeho hladiny zvyseny
u mnoha zanétlivych poruch (Xu et al., 2011; Malemud et al., 2016; piehledné shrnuto
v Huang, 2018).

MPO je hojny glykoprotein neutrofili a monocytii. Neutrofilni MPO je ulozen
Vv cytoplazmatickych azurofilnich granulich. Po aktivaci neutrofild a jejich degranulaci
je MPO dodéavan do fagosomi, kde dochédzi k usmrceni fagocytovanych bakterii.
Aktivované neutrofily také uvolnuji obsah granuli extracelularné. ZvySené hladiny
MPO v plazmé byly spojeny s fadou klinickych stavli, v€etné systémového zanétu
organismu (pfehledné shrnuto v Klebanoff, 2005).

MCP-1 je ¢lenem rodiny C-C chemokinti. MCP-1 muize byt produkovan riznymi
typy bun¢k, monocyty/makrofagy jsou vsak jeho hlavnim zdrojem. Produkce mtize byt
konstitutivni nebo indukovana napt. oxidativnim stresem, cytokiny nebo rastovymi
faktory. MCP-1 reguluje migraci a infiltraci bunék monocytd, pamétovych T-lymfocytu
a NK bunck. Bylo prokédzano, Ze ptispiva k ndboru monocytli do lozisek aktivniho
zénétu. Jedna se o potencialni intervencni bod pro léc¢bu raznych nemoci véetné RA
(Yoshimura et al., 1989a,b; Ajuebor et al., 1998; Hayashida et al., 2001; Palframan et
al., 2001)

RANTES jsou produkovany aktivovanymi T-lymfocyty a dal§imi typy bunék jako
jsou napft. fibroblasty, chondrocyty a osteoblasty. Jsou silnym chemoatraktantem pro
T-lymfocyty, monocyty, makrofagy a eosinofily. Také aktivuji eosinofily a basofily
K uvoliovani obsahu svych granuli. Zvysena exprese RANTES je spojena s mnoha
zangtlivymi poruchami a patologiemi, vcetné artritidy. Pfedpoklada se, ze RANTES
podporuji infiltraci leukocytt do mista zanétu (Meurer et al., 1993; Pulsatelli et al.,
1999; Alaaeddine et al., 2001; Lisignoli et al., 2002).

IL-17 je prozanétlivy cytokin vyluCovany vyhradné aktivovanymi Thl7-lymfocyty.

Tyto imunitni bunky se podili na iniciaci akutni zanétlivé odpovédi, ve které dominuji
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buniky neutrofilti. IL-17 se podili na zanétu tkané stimulaci exprese prozanétlivych
cytokinti, pfedevsim interleukinu 6 (IL-6), tumor nekrotizujiciho faktoru alfa (TNF-a),
kolonie stimulujiciho faktoru granulocytii a makrofaghh (GM-CSF) a dalSich. ZvySené
hladiny IL-17 je mozné detekovat také v synovialni tekutiné pacientt s RA, kde
indukuje celou fadu faktort pfispivajicich k degradaci kloubni chrupavky a erozi kostni

hmoty (Kotake et al., 1999; Ziolkowska et al., 2000).

2.5.1 Nahrada kloubii a vrozeny imunitni systém
Ptesto, Ze je chirurgie TEP vysoce efektivni postup, ktery pomahd zmirnit bolest
a zlepsit funkci kloubt, zlstavaji nepiiznivymi komplikacemi pfedev§im mikrobidlni
infekce, aseptické uvolnéni endoprotézy, osteolyza a periprotetické zanéty vyvolané
uvolnénymi kovovymi casticemi. Existuji proto rostouci obavy tykajici se ulohy
vrozeného imunitniho systému v souvislosti s vedlejsimi produkty kovovych ¢asti.
V ptipadé TEP kloubli miZe dojit ke stimulaci vrozeného imunitniho systému
udalostmi, jako je akutni nebo indolentni infekce, setrvalé uvolnovani otérovych castic,
kovovych ionti a dalSich vedlejSich produktt pouzitych materiald. To miize vést
Kk nepfiznivému klinickému vysledku. Tkanové studie, stejné jako modely in vitro
ainvivo ukazaly, Zze vySe uvedené drahy vrozeného imunitniho systému jsou
aktivovany pravé témito stimuly. Bylo rovnéz prokazano, ze kovové ionty a vedlejsi
produkty polymertt mohou stimulovat TLR (Maitra et al., 2008; Maitra et al., 2009;
Lahdeoja et al., 2010; Pajarinen et al., 2010; Pearl et al., 2011).

Nezadouci postchirurgické komplikace ohrozuji substitu¢ni kloubni chirurgii.
Z tohoto diivodu je dulezity vyzkum tykajici se ortopedickych implantati a imunitniho
systému, aby mohly implantaty fungovat i po celou dobu Zivota pacienta (Tamaki et al.,

2009; Hirayama et al., 2011).

2.5.2 Role makrofagii v procesu rozpoznavani otérovych castic

endoprotéz

V procesu rozpoznavani otérovych ¢astic endoprotéz a v nasledné kaskad¢ biologickych
udalosti, které mohou vést az k selhani implantatu, hraji makrofagy klicovou roli.
Biologickd reakce na castice implantatu je komplexni. Malé castice uvoliované
z protetického  implantatu  stimuluji  makrofagy  Kexpresi  prozanétlivych,

pro-osteoklastickych cytokinti, povrchovych receptori a dalSich latek, které zvySuji
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tvorbu, akumulaci, aktivitu a preziti osteoklasti a inhibuji osteogenni aktivitu
osteoblastii. Vysledkem téchto déji je prevaha kostni resorpce nad osteogenezi na
rozhrani kost-implantat (pfehledné shrnuto v Nich a Goodman, 2014).

Makrofagy piispivaji k periprotetické resorpci kostni hmoty pomoci dvou zakladnich
funkci. Otérové castice mohou byt fagocytovany pomoci monocytli/makrofagl, a to
bud’ s, nebo bez endogennich proteind. Castice, které obsahuji na svém povrchu
navazané proteiny, jako jsou PAMP, konkrétn¢ lipopolysacharidy (LPS) stimuluji
zanétlivé reakce organismu na piitomnost cizorodych téles. Diky této stimulaci dochazi
k efektivnéj$i fagocytéze otérovych castic nez v piipadé Castic bez navazanych
endogennich proteinti. Tento fakt podporuje hypotézu, ze subklinicky bakteridlni film
na protetickych povrSich muze piispivat k osteolyze. Makrofagy nasledné produkuji
zanétlivé cytokiny, jako jsou TNF-a, interleukin 1 (IL-1), IL-6, interferon gama (IFN-y)
a dalsi (Obr. 7) (prehledné shrnuto v Nich a Goodman, 2014).

M®d Opotiebené

Castice

Prekaur. zory Zralé osteoklasty
osteoklasti

TNF-gt e i 2
IL-1 RANK
N

M-CSF

RANKL/

Osteoblasty

Obr. 7 Diferenciace osteoklastti vyvolana otérovymi ¢astice ortopedickych implantati. Otérové
castice zvysuji produkci prozanétlivych cytokini, jako jsou IL-1, IL-6 a TNF-a. TNF-a pfimo
stimuluje diferenciaci prekurzorti osteoklastd, zatimco IL-1 a IL-6 stimuluji diferenciaci
osteoklastli nepfimo zvysenou regulaci produkce cytokini odvozenych od osteoblasti, jako jsou
RANKL (receptorovy aktivator jaderného faktoru kappa-f ligand) a M-CSF (faktor stimulujici
kolonie makrofagi). M® — makrofagy (pievzato a upraveno dle Greenfield et al., 2004).
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V procesu fagocytozy otérovych castic je zapojena celd fada povrchovych receptort,
mezi nimi také makrofagovy receptor se strukturou podobnou kolagenu, tzv. MARCO
(z angl. MAcrophage Receptor with COllagenous structure). MARCO se za béznych
podminek v bunikach lidskych monocyt nenachazi. Byva exprimovan pouze ve velmi
omezeném mnozstvi, napi. pfi chronickém zanétu zpiisobeném ptitomnosti ciziho télesa
(Van Der Laan et al., 1997; 1999). MARCO je vyznamnym ¢lenem rodiny povrchovych
receptortl tiidy A, a slouzi jako PRR (Elomaa et al., 1995). V zavislosti na TLR je
exprese MARCO v makrofazich siln€ upregulovana v zavislosti na pritomnosti riznych
mikrobialnich stimuli (Doyle et al., 2004; Mukhopadhyay et al., 2004). MARCO je
schopen vazat rozpustné LPS a také intaktni Gram+ a Gram- bakterie (Elomaa et al.,
1995; Sankala et al., 2002). Bylo zjisténo, Zze v ptipadé pfitomnosti otérovych ¢astic
implantatd je exprese MARCO indukovana in vitro i in vivo, coz mize hrat dulezitou
roli v obrané hostitele proti neopsonizovanym a opsonizovanym ¢asticim u makrofagu
v periprotetickych tkanich. MARCO dale ptispiva ke zvySené expresi IL-12 a produkci
oxidu dusnatého (NO) (Chen et al., 2005; Jozefowski et al., 2005; Zhao et al., 2010).

U pacientd s polyethylenovou kloubni nahradou jsou ¢asto pozorovany volné ¢astice
polyethylenu o velmi vysoké molekulové hmotnosti (UHMWPE). V soucasné dobé
roste pocet diikkazi o tom, Ze nepfiznivé reakce pacientii na uvolhované castice
zpusobuji periprotetickou kostni resorpci, kontinualni synovitidu a reakce na pfitomnost
cizorodych téles. Uvoliované c¢astice jsou fagocytovany pomoci makrofagl, ¢imz
dochazi k indukci uvolovani cytokini resorbujicich kost, a dale prostaglandinu E2.
Ob¢ latky se pak po TEP mohou podilet na periprotetické osteolyze. Mira patogenity
uvoliovanych ¢astic se 1iSi v zavislosti na jejich velikosti, tvaru, slozeni a koncentraci.
Za nejvice patogenni jsou povazovany predevsim submikrometrické Castice, zejména
kvili snadné fagocytoze (Olson et al., 1988; Goodman et al., 1990; Schmalzried et al.,
1992; Horowitz et al., 1993; Glant a Jacobs, 1994; Greis et al., 1994; Shanbhag et al.,
1995; Matthews et al., 2000; Niki et al., 2003).

Kovové ionty uvoliované v disledku opotiebeni kolennich protetickych implantatii
se hromadi v periartikularnich tkanich a pfes krevni ob¢h jsou pfendSeny do orgéanil
zajiStujicich detoxikaci téla, pfevazné tedy do jater a ledvin (Michel et al., 1991; Urban
et al., 2000; Carossino et al., 2016). Kovové ionty se vazi na sérové proteiny a spolu
Snimi vytvareji haptenové komplexy, které mohou byt imunitnim systémem
identifikovany jako antigeny a ty poté aktivuji lokalni nebo systémové reakce aktivaci

zanétlivych bunék. Tyto reakce jsou zprosttedkovany predevsim antigen-prezentujicimi
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buitkami a T-lymfocyty. Synovitida vyvoland casticemi je vysledkem fagocytdzy
otérovych castic protetického kloubu synoviocyty a makrofagy. V prubéhu fagocytdzy
tyto bunky produkuji zna¢né mnozstvi prozanétlivych a osteoklastogennich cytokini,
coz vede k perzistentni synovitidé a nasledné periprotetické osteolyze. Mald mnozstvi
kovovych iontil, ktera se uvoliuji z kovovych protéz v disledku jejich pouzivani,
potencialné indukuji synoviocyty a makrofagy k produkci zanétlivych cytokint
prostiednictvim redoxnich mechanismi (Freemont et al., 1991; Willert a Buchhorn,
1993; Greis et al., 1994; Niki et al., 2003; Niki et al., 2007; Hallab et al., 2010;
Carossino et al., 2016).

2.6 Prutokova cytometrie

Pratokova cytometrie je velice vykonnym nastrojem pro analyzu bunéénych parametra
V heterogennich populacich. Pouziva se v fad¢ vicebarevnych aplikaci v biologickych
nebo funkénich studiich a také v mnoha vyzkumnych aplikacich, vcetné
imunofenotypizace, multiparametrické analyzy DNA, pocitani bunék atd. Princip této
metody je zaloZen na vlastnostech rozptylu svétla analyzovanych bunck, mezi néz patii
piedevs§im emise fluorescence. Tato fluorescence mize byt bud’ to spojena s barvivy,
nebo konjugovana s monoklonalnimi protilatkami, které jsou specifické pro molekuly
na povrchu nebo uvnitt bunék. Pomoci pratokové cytometrie Ize identifikovat rizné
populace bun¢k v heterogenni suspenzi. Soucasné ptistroje jsou schopny analyzovat 11
a vice fluorescen¢nich kanala (Macey, 2007; piehledné shrnuto v Picot et al., 2012).
Priitokova cytometrie je metoda, pfi které tisice bunék Vv suspenzi izotonického pufru
prochazi za sekundu skrz laserovy paprsek (paprsky) jedna po druhé pro individualni
analyzu. Tato tzv. hydrodynamicka fokusace je zalozena na dynamickych vlastnostech
koaxialniho laminarniho proudéni. Bunétnd suspenze je nejprve natlakovana a poté
vstfikovana do proudu nosné kapaliny. Cim je tlak vzorku vyssi, tim vice bungk
se pohybuje v proudu nosné kapaliny, coz vede ke snizeni piesnosti hydrodynamické
fokusace a nasledné k poklesu kvality analyzy vzorku. Pomoci principu fluorescence
a excitace svételné energie lze touto metodou kvantifikovat vlastnosti buné€k, jako je
jejich velikost, granularita, obsah DNA/RNA, genova exprese nebo povrchové
a intracelularni receptory. Prutokovy cytometr se sklada ze tii systému — fluidiky,

optiky a elektroniky (Obr. 8) (Macey, 2007; ptehledné shrnuto v Picot et al., 2012).
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Fluidni systém se skladd z nosné kapaliny, ktera proudi systémem pod tlakem, ¢imz
dochazi k zaostfeni vzorku na laser, kde je vzorek analyzovan. Suspenze bunék,
ziskanych obvykle z krve, tkan¢ ¢i nadoru je znacena monoklondlnimi protildtkami
konjugovanymi S fluorochromem. Protilatky jsou proteiny rozpozndvajici specifické
struktury antigenu na povrchu nebo uvniti bunék. Vazbou protilatky na antigen dochazi
Kk identifikaci pozadovaného méteni. Fluorochromy jsou sloucCeniny vazané na
protilatky, které po ozareni svétlem urcité¢ vinové délky absorbuji energii tohoto zareni
a téméf thned ji ztrati emisi zafeni o delSi vinové délce. Bunky znacené fluorochromem
v suspenzi pak prochazeji jednotlivé a rychle pfes laserovy paprsek (Macey, 2007,
piehledné shrnuto v Picot et al., 2012).

Opticky systém sestava z excitacni (lasery) a sbérné optiky (fotonasobice). Lasery
emituji svétlo urcitych vinovych délek, ty pak excituji specifické fluorochromy.
Nejcastéji pouzivané lasery jsou 488 nm (modry laser), 405 nm (fialovy laser), 532 nm
(zeleny laser), 552 nm (zeleny laser), 561 nm (zeleny-Zluty laser), 640 nm (Cerveny
laser) a 355 nm (ultrafialovy laser). Pouziti vice excitanich zdroji zvySuje pocet
soucasné detekovatelnych fluorochrom. Osvétleni bun€k pomoci zdroje excitaéniho
svétla poskytuje rozptylené (pifimy a bocni rozptyl) a fluorescenéni svétlo. Piimy
rozptyl (FSC = Forward Scatter) je svétlo rozptylené v pfimém sméru, stejné jako laser,
a podava informace o morfologii a velikosti bun€k. Bo¢ni rozptyl (SSC = Side Scatter)
je svétlo rozptylené pod uhlem 90° od sméru laseru a je umérné granularité (struktura
uvnitt bunky) nebo hustoté¢ bunék. SSC a fluorescenc¢ni svétla jsou filtrovana pomoci
dichroickych zrcadel a odpovidajicich emisnich filtri do emisniho optického systému,
ktery sméruje svétla riznych vinovych délek k ptisluSnym detektoram (Macey, 2007,
piehledné shrnuto v Picot et al., 2012).

Systém elektroniky zahrnuje pfevod svételnych signali (fotond) na interpretovatelna
data. Fotonasobi¢e (PMT = photomultiplier tubes) prutokového cytometru jsou
polovodice, které pii detekci svétla generuji elektricky proud. PMT tak ptevadi
detekované fotony na elektrické signdly, které je mozno dile interpretovat pomoci
pocitacového rozhrani. Kazdy signal, ktery cytometr zaznamend, je oznacen jako
»udalost™ a vSechny udalosti daného vzorku jsou ukladany do pocitace. Pocita¢ zaroven
reguluje funkce pritokového cytometru. Pratokovy cytometr analyzuje soucasné vysku,
Sitku a plochu pulsu kazdé jednotlivé bunky. Tyto parametry poté umozZiiuji vylouceni

tzv. dubletli, coZ jsou dvé a vice spojenych bunék. Graficka analyza vzorki pak mize
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byt interpretovana pomoci softwarti specialné navrzenych pro analyzu dat pomoci
pritokové cytometrie (Macey, 2007; pfehledné shrnuto v Picot et al., 2012).

Specialnim typem pritokového cytometru je tfidi¢ bunék (FACS = Fluorescent
Activated Cell Sorting). FACS cytometry umoziuji s vysokym stupném Eistoty
izolovani subpopulaci bunék z heterogennich bunécnych smési. Buiky jsou
identifikovany na zékladé rozptylu svétla a jejich fluorescencnich vlastnosti (Macey,

2007; piehledné shrnuto v Picot et al., 2012).

o ]
. . WT '
f_._\"'"-"" Obarvena bunécna b Vstup vzorku E
'h--‘;:..---iI susE:-enze E " i
OO w i [EH I
oag= . @ _—>
% o Zl= n Loy
o L= . 85 4
O B H Pritolova o=
3.30- Sl ritolcova LA Qo L —
K A =] cela o 3
c 0% e L E [E™
0.00 Hydrodynamicka ) >
— folusace E 9 )/
. r =]
= W )] '
Erbm | = o
ZHGE \ 5 F
S ofE NFSC| Fotodioda & 9
N ] . e FE - v
ﬁ ol Opticke cocky @ Cas

Odpad

. ELEKTRONICKY
SYSTEM

&

Potitat pro sbér
a analyzu dat

Strategie "gatingu"
J O
A0
FSC
| m
= o = o@
FL2 FL4
c—
—3

Obr. 8 Princip prutokové cytometrie. FSC - Forward Scatter, SSC - Side Scatter, PMT -
fotonasobice, FL, fluo - fluorescence (ptevzato a upraveno dle Picot et al., 2012).
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2.7 Imunocytochemie

Imunocytochemie (ICC) je laboratorni metoda pouzivana pro stanoveni piitomnosti,
subcelularni lokalizace a relativniho mnozstvi antigenu, nejcastéji proteinu, vV butikach.
Tato metoda vyuziva schopnosti protilatek vazat se specificky na unikatni sekvence
aminokyselin v proteinech. Je nezbytné, aby se protilatky vazaly pouze na odpovidajici
mista, a aby byl umoznén jejich ptistup k antigenim uvniti bunék. Protilatky se mohou
na buiky vazat také nespecificky, ¢imz dochdzi k chybnému oznaceni, jako by se
protilatky vazaly na odpovidajici antigen. Dilezitym krokem ICC je tedy blokace téchto
nespecifickych mist. K zablokovani nabitych skupin molekul je nejcastéji pouzivan
hovézi sérovy albumin (BSA), ktery pokryva jakékoliv nabité skupiny a tim nedochazi
k vazbé protilatky na tyto skupiny. Dale je potieba, aby se protilatky byly schopny
dostat dovnitt bunky skrz cytoplazmatickou membranu. K tomu je zapotiebi oSetfit
buiiky pomoci detergenti, tzv. permeabilizace bunék. Mezi nejpouzivanéjsi detergenty
v ICC patii neionogenni detergenty Triton X-100 a Tween 20; a ionogenni detergenty
dodecylsulfat sodny (SDS), kyselina deoxycholova a 3-[(3-cholamidopropyl)
dimethylamonio]-1-propansulfonat (CHAPS) (Marchenko a Flanagan, 2007; Burry,
2010).

Nejcast€jSim typem protilatek pouzivanych v ICC je imunoglobulin G (IgG)
(Obr. 9). Protilatka se sklada z variabilni oblasti (Fab oblast), ktera vaze epitopovou ¢ast
antigenu, a konstantni oblasti (Fc oblast), ktera je specificka pro organismus, ve kterém
byla protilatka vyvinuta. Protilatka, ktera vaze pozadovany antigen, se 0znacuje jako
primarni protilatka; protilatka, ktera vaze Fc cast primarni protilaitky pak jako
sekundarni protilatka. Sekundéarni protilatka je konjugovana se znackou, ktera slouzi
k nasledné vizualizaci protilaitky v bunkach a tkanich. Mezi tyto znacky patii
fluorescenéni znacky, enzymy a znacené Castice zlata a stiibra. V ICC se nejcastéji

pouzivaji protilatky s fluorescenénimi zna¢kami (Burry, 2010).
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Obr. 9 Struktura imunoglobulinu G (pfevzato a upraveno dle Burry, 2011).

Pro ovéfeni specificnosti oznaceného antigenu se pouZivaji 3 typy kontrolnich
experimentt: kontroly primarnich a sekundarnich protilatek a kontrola znac¢ek. Kontrola
primarnich protilatek je kontrolou specificity, kterd potvrzuje, Ze primarni protilatka
se vaze na spravny epitop na ocekdvaném antigenu. Kontrola sekundarni protilatky,
tzv. negativni kontrola, ukazuje specifickou vazbu sekundéarni protilatky na primarni
protilatku. Kontroly znac¢ek pomahaji identifikovat piispévek endogenni fluorescence
k pozorované znacce (Burry, 2010).

Jako materidl se vICC pouzivaji cytologické vzorky, jako jsou natéry,
cytocentrifugacni preparaty (tzv. cytospiny), bunécné bloky a cytologické preparaty
z tekutého média (LBC). Cytospiny jsou pfipravovany V cytologickych centrifugach
centrifugaci  bunécné  suspenze pifi  nizkych  otackach, ¢imz  dochazi
K rovnomérnému naneseni tenké vrstvy bunék na mikroskopické sklicko S minimalni
lyzi bunck. Cytospinové preparaty jsou piipravovany z bunéénych suspenzi v roztocich
jako je fosfatovy pufr (PBS) nebo Roswell Park Memorial Institute (RPMI) médium.
Aparatura pro piipravu preparatii zahrnuje cytotunel, do kterého je pipetovana suspenze,
filtracni kartu pro absorpci tekutiny, mikroskopické sklicko a cytoklip pro fixaci
filtraéni karty a sklicka k cytotunelu (Obr. 10) (Martinez Sanchis a Pascual, 2005;
Burry, 2010; pfehledné shrnuto v Skoog a Tani, 2011; Krishnamurthy a Doreswan,
2015).
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Obr. 10 Aparatura pro ptipravu cytospini. 1 — cytotunel, 2 — filtraéni karta, 3 — mikroskopické
skli¢ko, 4 — cytoklip, 5 — slozena aparatura pro piipravu cytospinti.

K fixaci vzorkii se pouziva vice typu fixacnich postupll v zavislosti na pouZiti
cytologického barveni. Mezi nejpouzivanéjsi fixativa patii ethanol, methanol, aceton
a formaldehyd. Volba spravného fixativa je velice dileZitd pro optimalni provedeni
barveni. Zaroven bé¢hem fixace nesmi dojit k vymyti pozadovanych bunék ze vzorku
(Martinez Sanchis a Pascual, 2005; Burry, 2010; piehledné shrnuto v Skoog a Tani,
2011).

2.8 ELISA

ELISA (angl. Enzyme-Linked ImmunoSorbent Assay) je imunologicka technika, ktera
se pouziva k prokazani ptitomnosti protilatky nebo antigenu ve vzorku pomoci enzymti.
Princip ELISA metody je zaloZen na interakci protilatka-antigen. V organismu se jedna
o chemickou reakci mezi protilatkami produkovanymi B-lymfocyty a antigeny, ktera
predstavuje vysoce specifickou imunitni odpovéd’ a hraje dilezitou roli pfi ochrané
organismu, zejména proti toxinim a patogenim (pichledné shrnuto v Sakamoto et al.,
2018).

ELISA umozZiuje vysoce citlivou a selektivni kvalitativni 1 kvantitativni analyzu
mnoha antigenti, véetné proteind, peptidii, hormont a nukleovych kyselin. K detekci
téchto molekul se pouZiva znaceni antigentl nebo protilditek pomoci enzymt, nejcastéji
s vyuzitim alkalické fosfatasy (EC 3.1.3.1), kienové peroxidasy (EC 1.11.1.7),
B-galaktosidasy (EC 3.2.1.23) a glukosaoxidasy (EC 1.1.3.4). Antigen v tekuté fazi je

imobillizovan na povrchu pevné faze, nejcastéji mikrotitracni desticky. Nasledné
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dochazi k reakci antigenu se specifickou protilatkou, kterd je detekovana pomoci
enzymaticky znacené sekundarni protilatky. Dochazi k vyvoji barvy nebo fluorescence
pomoci chromogenniho (fluorogenniho) substratu, jejiz intenzita odpovidd mnozstvi
daného antigenu. Reakce enzym-substrat probihaji obvykle vrozsahu 30-60 minut
a vyvoj zbarveni se zastavi pfidanim vhodného roztoku, napt. hydroxidu sodného,
kyseliny chlorovodikové, kyseliny sirové apod. Vzniklé barevné produkty jsou nasledné
detekovany. Byla vynalezena celd fada typt ELISA metody, mezi nejcastéji pouzivané
patfi ptima, neptima, sendvicova a kompetitivni ELISA (Nakane a Kawaoi, 1974;
Comoglio a Celada, 1976; Avrameas et al., 1978; Crowther, 2009; ptehledné shrnuto
v Sakamoto et al., 2018).

U ptimé ELISA metody dochazi k reakci protilatky nebo antigenu imobilizoveném
na povrchu mikrotitra¢ni desticky s enzymem znacenou protilatkou nebo antigenem. Pti
reakci enzymu s vhodnym substratem dochazi k vyvoji zabarveni (Van Weemen
a Schuurs, 1971; Crowther, 2009; ptehledné¢ shrnuto v Gan a Patel, 2013; privodce
metodou ELISA — Abcam, 2018; Bio-Rad antibodies, 2020).

Nepifima ELISA metoda vyuziva dvou protildtek. Cilovy antigen je detekovan
nepiimo pomoci sekundarni protilatky znacené enzymem, ktery kvantifikuje primarni
protilatku zménou barvy substratu (pravodce metodou ELISA — Abcam, 2018; Bio-Rad
antibodies, 2020).

V piipadé¢ sendvicové ELISA metody je antigen vazan mezi tzv. zachytnou
a detek¢ni protilatkou. Zachytna protilatka je imobilizovana na povrchu mikrotitracni
desticky. Po blokaci nespecifickych vazebnych mist dochazi k naneseni vzorku
obsahujiciho pozadovany antigen. Pfidavek specifické primarni protilatky vede k vazbé
na antigen a vytvoreni tzv. sendvi¢e. Na primarni protilatku se poté vaze sekundarni
(detekeni) protilatka. Detekéni protilatka miiZze byt spojena s enzymem nebo miiZze na
sebe vazat konjugat (enzymové spojend protilatka). Tento konjugdt pak milize vést
ke vzniku biochemické reakce (Goldsby et al., 2003; privodce metodou ELISA —
Abcam, 2018; Bio-Rad antibodies, 2020).

Hlavnim znakem kompetitivni ELISA metody je proces kompetitivni reakce mezi
antigenem pifitomnym ve vzorku a antigenem vazanym na povrchu mikrotitracni
desticky o vazbu na primarni protilatku (Goldsby et al., 2003; pruvodce metodou
ELISA — Abcam, 2018; Bio-Rad antibodies, 2020).

Zakladni principy vySe popsanych ELISA metod jsou zndzornény na Obr. 11.
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Obr. 11 Princip pfimé, nepiimé, sendviCové a kompetitivni ELISA metody, Ag — antigen
(ptevzato a upraveno dle biosciencenotes.com).
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3 EXPERIMENTALNI CAST

3.1 Material a metody

3.1.1 Biologicky material

V této praci bylo pouzito celkem 120 vzorka kloubnich vypotkd. 47 vzorka kloubnich

vypotkd bylo ziskano od pacientti s TEP kolena, 22 vzork od pacientt s TEP kycle

a51 vzorki od pacientt s OA kolena. Vzorky byly ziskany ve spolupraci

s Ortopedickou klinikou Fakultni nemocnice Olomouc. Zékladni charakteristika

vybraného souboru pacientti @ vzorkd je shrnut v Tab. 2. Celkovy pocet vzorkt v Tab. 2

je vyssi nez pocet zpracovanych vzorkd z divodu ruznych kombinaci vzhledi

u jednotlivych vypotkda.

Tab. 2 Zakladni charakteristika vybraného souboru pacientti a vzorki s TEP kolena a ky¢le a

OA kolena.
TEP OA
Koleno Kycel kolena
Pocet pacientu 47 22 51
(muzi/Zeny) 27/20 5/17 31/20
Prumérny vék 70,8 66,5 65,7
(rozmezi) (50-85) (41-82) (48-92)
Priumérny objem (ml) 6,8 10,0 14,8
(rozmezi) (2,0-22,0) (2,0-23,0) (3,0-57,0)
¢iry, naZloutla barva 4 - 15
7luté barva 13 2 27
¢iry s bilymi shluky 1 - 6
¢iry, viskézni - - 1
zakaleny 16 3 9
zakaleny s pritomnosti shlukl 1 5 8
Vzhled zakaleny s ptitomnosti precipittil 1 1 4
(pocet vzorkili) oranzova barva 16 6 5
lehce krvavy vzhled 7 11 2
lehce krvavy vzhled s pfitomnosti 2 2 1
shluki
pritomen bily sediment 1 - -
pritomny malé ¢astecky 6 2 4
nahnédla barva 2 -
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3.1.2 Pouzité chemikalie

- puft pro imunofluorescen¢ni barveni (BD Biosciences, USA)

- kvantifika¢ni cytometrické kulicky CountBright™ (Thermo Fisher Scientific, USA)

- Fluoromount-G™ montovaci médium, s DAPI (4',6-diamidin-2-fenylindol) (Thermo
Fisher Scientific, USA)

- hovézi sérovy albumin (BSA) (Sigma-Aldrich Chemie, Némecko)

- methanol (Mikrochem, Ceska republika)

- monoklonalni mysi protilatky proti lidskym znakim: CD3 (klon OKT3), CD3 (klon
UCHT1), CD4 (klon RPA-T4), CD8 (klon SK1), CD11b (klon ICRF44), CD14 (klon
M5E2), CD15 (klon W6D3), CD16 (klon 3G8), CD25 (klon M-A251), CD45 (klon
2D1), CD56 (klon MEM-188), CD127 (klon A019D5), HLA-DR (klon L243), 1gG1
izotypova kontrola (klon MOPC-21), I1gG2a izotypova kontrola (klon MOPC-173);
konjugované s fluorochromy: fluorescein isothiokyanat (FITC), fykoerytrin (PE),
peridin-chlorofyl-protein-cyanin 5.5 (PerCP-Cy5.5), allofykocyanin (APC), Alexa Fluor
700, Brilliant Violet 421, Brilliant Violet 510, Brilliant Violet 605, Brilliant Violet 650,
Brilliant Violet 711, Brilliant Violet 785 (BioLegend, USA)

- primarni monoklonalni mysi protilatka proti lidskému znaku CD68 (klon Y1/82A)
(BioLegend, USA)

- primarni polyklonalni krali¢i protilatka proti lidskému znaku CD14 (Thermo Fisher
Scientific, USA)

- proteinovy blokovaci roztok bez séra (DAKO, USA)

- saponin (Serva, Némecko)

- sekundarni polyklonalni kozi protilatka proti krali¢i protilatce IgG H&L (Alexa Fluor
® 488) (ABCAM, Velka Britanie)

- sekundarni polyklondlni kozi protilatka proti mysi protilatce IgG H&L (Cy5 ®)
(ABCAM, Velka Britanie)

3.1.3 PouZité soupravy

- komer¢ni souprava pro stanoveni lidské matrix metalopeptidasy-9 (MMP-9) (R&D
Systems, USA)

- komer¢ni souprava pro stanoveni lidské myeloperoxidasy (MPO) (R&D Systems,

USA)
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- komer¢ni souprava pro stanoveni lidského interleukinu 17 (IL-17) (R&D Systems,
USA)

- komeréni souprava pro stanoveni lidského monocytarniho chemoatraktivniho
proteinu-1 (MCP-1) (R&D Systems, USA)

- komer¢ni souprava pro stanoveni lidskych RANTES (R&D Systems, USA)

- souprava doplikovych ¢inidel DuoSet pro stanoveni metodou ELISA (R&D Systems,
USA)

3.1.4 Pouzité roztoky

- fetalni bovinni sérum (1% FBS) — 500 pl FBS doplnit PBS pufrem (pH 7,4) do 50 ml

- fostatovy pufr (PBS) — 8,0 g NaCl; 0,2 g KCI; 0,24 g KH,POy; 1,44 g Na,POy; doplnit
destilovanou vodou do 1000 ml; pH 7,4

- lyzaéni roztok — 8,3 g NH4CI, 1,0 g KHCO3;, 0,04 g EDTA, doplnit destilovanou
vodou do 1000 ml; pH 7,29

- permeabiliza¢ni roztok (PBS-0,5% BSA-0,1% saponin) — 0,05 g BSA, 0,01 g saponinu
rozpustit v 10 ml PBS pufru

- promyvaci roztok (PBS-0,5% BSA) — 0,05 g BSA rozpustit v 10 ml PBS pufru

3.1.5 Pristroje

- absorbanc¢ni (ELISA) reader EPOCH (BioTek, USA)

- analytické piedvazky (BEL Engineering, Italic)

- automatické pipety 1000; 200; 100; 20; 10; 2,5 ul (Eppendorf, Némecko)
- centrifuga 3K30 (Sigma Laborzentrifugen GmbH, Némecko)

- cytocentrifuga Cytospin™ 4 (Thermo Fisher Scientific, USA)

- digestof N/900 M2 (MERC]I, s.r.0., Ceské republika)

- inkubovana tfepacka ES-20 (BioSan, Lotyssko)

- inverzni mikroskop CK2 (Olympus, Japonsko)

- laminarni box MSC 1.2 (Thermo Fisher Scientific, USA)

- minicentrifuga Combi-Spin FVL-2400N (BioSan, Lotyssko)

- minitfepacka V-1 plus (BioSan, Lotyssko)

- multidetekcni reader Cytation5 (BioTek, USA)

- promyvacka mikrotitra¢nich desti¢ek S0TS8V (BioTek, USA)

- pritokovy cytometr BD FACSAria™ Fusion (BD Biosciences, USA)
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3.1.6 Zpracovani kloubnich vypotki

Vzorky kloubnich vypotka byly peclivé zkontrolovany a byl zaznamendn jejich objem,
vzhled, ptitomnost ¢astic a viskozita. Vzorek byl ve zkumavce diikladné promichan a do
Sml cytometrické zkumavky bylo pipetovano 75 pl nativniho vypotku s 200 pl roztoku
1% FBS a 1,5 pul monoklondlni protilatky CD45. V ptipadé vysoce viskoznich vzorki
bylo pfiddvano 400 pl roztoku 1% FBS. Vzorek byl inkubovan 20 minut ve tmé pfi
laboratorni teploté. Poté bylo ke vzorku ptidano 39 ul dikladn¢ promichané suspenze
kvantifikacnich cytometrickych kulicek predem vytemperovanych na laboratorni
teplotu. Vzorek byl zméfen pomoci prutokového cytometru BD FACSAria Fusion.
Nasledné byla vypocitana bunéénost vzorku v nativnim stavu (tzv. nativni bunécnost n)

dle vztahu:

pocet Zivych imunitnich bunék x ¢islo Sarze kvantifikacnich cytometrickych kuli¢ek

pocet kvantifika¢nich cytometrickych kuli¢ek x pridany objem vypotku (75 ul)

Celkova nativni buné¢nost (N) pak byla ziskdna vyndsobenim hodnot nativni
bunéénosti (n) celkovym objemem vypotku. Zbytek nativniho vypotku byl pienesen do
jedné, popt. vice 12ml zkumavek a centrifugovan 10 minut pii 10 °C a 1 700 g. Do
3 mikrozkumavek bylo odebrano po 1 ml supernatantu a tyto zkumavky byly poté
uloZzeny do mrazictho boxu pii-80 °C. Zbytek supernatantu byl opatrné odsan
Pasteurovou pipetou a odstranén. Pelet scca 0,5 ml zbylého supernatantu byl
resuspendovan. Do zkumavky byly pfidany 2 ml roztoku PBS, promichany, a byl
pozorovan vzhled vzorku. V piipad¢ nazloutlého, zlutého ¢i svétle oranzového zbarveni
byl vzorek prefiltrovan ptes 70 pm filtr do nové 12ml zkumavky. V ptipadé¢ tmave
oranzové¢ho, krvavého ¢i hnédého zbarveni bylo do zkumavky pfidano 5 ml lyza¢niho
roztoku. Vzorek byl lyzovan po dobu 5 minut a poté piefiltrovan ptes 70 pum filtr do
nové 12ml zkumavky. Nasledné byly u obou ptipadi do piivodni zkumavky ptidany
2 ml roztoku PBS a tento objem byl pies filtr pfidan k piefiltrovanému vzorku. Poté byl
do zkumavky ptidan roztok PBS (u vzorkl s vysokou bunécnosti az cca 1 cm pod okraj
zkumavky). Vzorek ve zkumavce byl centrifugovan 10 minut pii 10 °C a 600 g. Po
centrifugaci byl supernatant odstranén a pelet resuspendovan ve zbylém objemu cca
50 pul. Déle byl ptidan piesny objem roztoku 1% FBS dle vypoctu celkové nativni
bunéénosti tak, aby vysledna koncentrace bun€k nepiesahovala 10 000 bun€k na 1 pl

suspenze (Tab. 3).
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Tab. 3 Pfidavané objemy 1% roztoky FBS dle hodnot celkové nativni bunéénosti; mil. — milion.

Celkova nativni bunéc¢nost (N) Objem 1% roztoku FBS (ul)
<1 mil 50
1-2,5 mil. 150
2,5-4 mil. 250
4-5,5 mil. 350
5,5-7 mil. 450
7-8,5 mil. 550
8,5-10 mil. 650
10-15 mil. 1 000
15-25 mil. 1500
25-50 mil. 4 000
> 50 mil. 10 000

3.1.7 Imunofenotypizace kloubnich vypotki

Do 5ml cytometrickych zkumavek bylo pipetovano 25 ul pufru pro imunofluorescenéni
barveni bunék a po 1 pl fluorescenéné znacenych monoklonalnich protilatek proti
specifickym CD znakim pfitomnym na povrchu imunitnich bunék (Tab. 4). Pouze
Vv ptipad¢ smési protilatek CD3 FITC/(CD16+CD56) PE byly pipetovany 4 ul.

Nasledné byla do cytometrickych zkumavek ptfidana bunécnd suspenze v mnoZzstvi
zavisejicim na hodnoté celkové nativni bunéénosti. Pokud byla hodnota N mensi nez
10 miliont, bylo ke smési protilatek pridavano 100 ul bunééné suspenze. Pokud byla
hodnota N mezi 10 a 50 miliony, pak bylo k protilatkam pfidavano 50 pl bunécné
suspenze. V piipadé€, Ze byla hodnota N vétsi nez 50 miliont, bylo ptiddvano pouze
20 pl bunécné suspenze. Smés byla inkubovana 20 minut ve tmé pii laboratorni teploté
a poté zméfena na prutokovém cytometru BD FACSAria Fusion. Pied samotnym
méfenim bylo vzdy potfeba obsah zkumavek dikladné promichat, protoze bunécna
suspenze mohla béhem inkubace vytvofit na dn¢ zkumavky pelet, coz mohlo zplsobit
ucpani prutokového cytometru a ndsledné nepiesné méfeni. Od kazd¢é bunééné populace
bylo ziskdno minimalné 2 000 bunck.

Zaroven se vzorky byla vzdy méfena tzv. izotypova kontrola, kterd slouzila k uréeni

fluorescenéniho pozadi.
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Tab. 4 Kombinace CD znaku pro jednotlivé populace imunitnich bungk.

Populace imunitnich bunék CD znaky

Leukocyty CD45"
T-lymfocyty CD3"

CD4" T-lymfocyty CD3" CD4"

CD8" T-lymfocyty CD3" CD8"

Regulacni T-lymfocyty (T reg) CD3" CD25" CD127

NK buriky CD3 CD16" CD56"
Monocyty HLA-DR* CD11b* CD14* CD16
Makrofagy HLA-DR* CD11b* CD14* CD16"
Mpyeloidni dendritické bunky HLA-DR* CD11b" CD14 CD16
Neutrofily HLA-DR CD11b"CD15" CD16"
3.1.8 ELISA

V této diplomové praci jsme se zamcfili predev§im na stanoveni matrix
metalopeptidasy-9 (MMP-9), myeloperoxidasy (MPO), monocytarniho
chemoatraktivniho proteinu-1 (MCP-1), RANTES a interleukinu 17 (IL-17). Pro
stanoveni hladiny vybranych latek v supernatantech kloubnich vypotkd byla pouzita
sendvicova ELISA metoda s vyuzitim komeréné dostupnych souprav. Po ptidavku
substratu (3,3',5,5'-tetramethylbenzidin a H,0;) dochazi v pfitomnosti kienové
peroxidasy k oxidaci substratu a tvorbé modrého zabarveni. Po reakci se stop roztokem
(kyselina sirovd) dochazi ke vzniku 3,3',5,5'-tetramethylbenzidin diiminu a pfeméné na
zluté zbarveni. Intenzita zabarveni je pfimo Umérnd mnoZzstvi analytu vazan¢ho na

protilatku.

3.1.8.1 Stanoveni hladiny matrix metalopeptidasy-9

Ze zasobniho roztoku standardu o koncentraci 20 ng.ml™ byla pomoci fedéni dvojkovou
fadou vytvofena osmi bodova kalibra¢ni fada v rozsahu 20,0-0,0 ng.ml’l. Redéni
probihalo vzdy v calibrator diluentu. Zasobni roztok slouzil jako nejvyssi bod tady, jako
stanovena na 0,156 ng.ml™.

Pouzité mikrotitra¢ni desticky byly jiz pfedem potaZeny monoklondlni protilatkou
specifickou pro MMP-9. Do jamek mikrotitrani destiCky bylo nejprve pipetovano
100 pl assay diluentu pro vyrovnani rozdili mezi matricemi vzorku a calibrator
diluentem pouZitym pro vytvoieni kalibracni kiivky. Poté bylo ptfidano do pfisluSnych
jamek po 100 pl standardu nebo vzorku, desticka byla zakryta a inkubovana 2 hodiny
pii laboratorni teploté na ttepacce pii 150 RPM. Po uplynuti inkubace byl obsah jamek
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odstranén a jamky byly promyty 400 pl promyvaciho pufru. Promyvaci krok byl
zopakovan celkem 4x. Nasledné bylo pfidino 200 pl konjugatu MMP-9 do kazdé
jamky, desticka byla zakryta a inkubovéana 1 hodinu pfi laboratorni teploté na tiepacce
pri 150 RPM. Poté byl opét obsah jamek odstranén a jamky byly 4x promyty 400 pl
promyvaciho pufru. Dale bylo do jamek ptidano 200 pl roztoku substratu a desticka
byla inkubovéana 30 minut ve tmé pti laboratorni teploté. Po uplynuti inkubace bylo do
jamek piidano 50 pl stop roztoku. Nakonec byla na absorban¢nim (ELISA) readeru
EPOCH zmétena absorbance vzorkd pfi 450 nm s korekei pti 540 nm. Vzorky byly
meéfeny vzdy v jednom opakovani. Z rovnice kalibra¢ni kiivky byly vypocitany hodnoty

koncentraci MMP-9 ve vzorcich.

3.1.8.2 Stanoveni hladiny myeloperoxidasy
Ze zasobniho roztoku standardu o koncentraci 4000 pg.ml™’ byla pomoci fedéni
dvojkovou fadou vytvotena sedmi bodova kalibraéni fada v rozsahu 4000-62,5 pg.ml™.
Redéni probihalo vzdy v calibrator diluentu (fedéni 1:10 v destilované vodg). Zasobni
roztok slouzil jako nejvyssi bod fady.

Zachytnd protildtka byla nafedéna pomoci roztoku PBS na pracovni koncentraci
4 ng.ml™ a do kazdé jamky bylo pipetovano 100 ul pripraveného roztoku. Desticka byla
zakryta a inkubovana ptes noc pti laboratorni teploté. Nasledujici den byl obsah jamek
odstranén a jamky byly 3x promyty 400 pl promyvaciho pufru. Dale byla desticka
blokovana pfidanim 300 pul reagent diluentu do kazdé jamky a inkubovana 1 hodinu pii
laboratorni teploté. Po ukonceni inkubace byl obsah jamek odstranén a jamky byly
3X promyty 400 ul promyvaciho pufru. Poté bylo pipetovano 100 pl standardu nebo
vzorkli do pfislusSnych jamek, desticka byla zakryta a inkubovdna 2 hodiny pfi
laboratorni teploté. Obsah jamek byl opét odstranén a jamky promyty promyvacim
pufrem. Nasledné¢ bylo do kazdé jamky pipetovano 100 ul detekéni protilatky
(koncentrace 50 ng.ml™ fedéné v reagent diluentu), desti¢ka byla zakryta a inkubovana
2 hodiny pfi laboratorni teploté. Obsah jamek byl opét odstranén a jamky promyty
promyvacim pufrem. Dale bylo do jamek pipetovano 100 pl roztoku streptavidinu
konjugovaného s kienovou peroxidasou (fedéni zasobniho roztoku 1:200 v reagent
diluentu), desti¢ka byla zakryta a inkubovana 20 minut ve tm¢ pii laboratorni teploté.
Obsah jamek byl opét odstranén a jamky promyty promyvacim pufrem. Poté bylo do

jamek pipetovano 100 ul roztoku substratu a desticka byla inkubovéna 20 minut ve tmé
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pii laboratorni teploté. Po uplynuti inkubace bylo do jamek pfidano 50 pl stop roztoku
abyla zméfena absorbance vzorkd pifi 450 nm s korekci pfi 540 nm pomoci
absorbanéniho (ELISA) readeru EPOCH. Vzorky byly méfeny vzdy v jednom
opakovani. Z rovnice kalibra¢ni kiivky byly vypocitdny hodnoty koncentraci MPO

ve vzorcich.

3.1.8.3 Stanoveni hladiny monocytarniho chemoatraktivniho
proteinu-1

Ze zasobniho roztoku standardu o koncentraci 2000 pg.ml* byla pomoci fedéni
dvojkovou fadou vytvorena osmi bodova kalibratni fada v rozsahu 2000-0 pg.ml™.
Redéni probihalo vzdy v calibrator diluentu (fedéni 1:5 v destilované vodg). Zasobni
diluent. Senzitivita této metody byla stanovena na 10 pg.ml™.

Pouzité mikrotitra¢ni desticky byly jiz pfedem potaZeny monoklondlni protilatkou
specifickou pro MCP-1. Do pfislusnych jamek mikrotitrani desticky bylo pipetovano
200 pl standardu nebo vzorku, desticka byla zakryta a inkubovana 2 hodiny pfi
laboratorni teploté. Po uplynuti inkubace byl obsah jamek odstranén a jamky byly
promyty 400 pl promyvaciho pufru. Promyvaci krok byl zopakovan celkem 3x.
Nasledné bylo pfidano 200 ul konjugatu lidského MCP-1 do kazdé¢ jamky, desticka byla
zakryta a inkubovana 1 hodinu pii laboratorni teploté. Poté byl opét obsah jamek
odstranén a jamky byly 3x promyty 400 ul promyvaciho pufru. Dale bylo do jamek
piidano 200 pl roztoku substratu a desticka byla inkubovana 30 minut ve tmé pii
laboratorni teploté. Po uplynuti inkubace bylo do jamek pifidano 50 pl stop roztoku
abyla zméfena absorbance vzorki pifi 450 nm s korekci pii 540 nm pomoci
absorban¢éniho (ELISA) readeru EPOCH. Vzorky byly méfeny vzdy v jednom
opakovani. Z rovnice kalibra¢ni kiivky byly vypocitdny hodnoty koncentraci MCP-1

ve vzorcich.

3.1.8.4 Stanoveni hladiny RANTES

Ze zisobniho roztoku standardu o koncentraci 2000 pg.ml™ byla pomoci fed&ni
dvojkovou fadou vytvorena osmi bodova kalibragni fada v rozsahu 2000-0 pg.ml™.

Redéni probihalo vzdy v calibrator diluentu (fedéni 1:5 v destilované vodg). Zasobni
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diluent. Senzitivita této metody byla stanovena na 6,6 pg.ml™.

Pouzité mikrotitracni desticky byly jiz pfedem potazeny monoklonalni protilatkou
specifickou pro RANTES. Do jamek mikrotitracni desticky bylo nejprve pipetovano
100 pl assay diluentu pro vyrovnani rozdili mezi matricemi vzorku a calibrator
diluentem pouzitym pro vytvoreni kalibra¢ni kiivky. Poté bylo pfidano do pfislusnych
jamek po 100 pl standardu nebo vzorku, destiCka byla zakryta a inkubovana 2 hodiny
pii laboratorni teploté. Po uplynuti inkubace byl obsah jamek odstranén a jamky byly
promyty 400 pl promyvaciho pufru. Promyvaci krok byl zopakovan celkem 3x.
Nasledné bylo ptiddno 200 pl konjugatu RANTES do kazdé jamky, desticka byla
zakryta a inkubovana 1 hodinu pfi laboratorni teploté. Poté byl opét obsah jamek
odstranén a jamky byly 3x promyty 400 pl promyvaciho pufru. Dale bylo do jamek
piidano 200 pl roztoku substratu a desticka byla inkubovana 20 minut ve tmé pti
laboratorni teploté. Po uplynuti inkubace bylo do jamek ptidano 50 pl stop roztoku a
byla zmétfena absorbance vzorkd pifi 450 nm Skorekci pfi 540 nm pomoci
absorbanéniho (ELISA) readeru EPOCH. Vzorky byly méfeny vzdy v jednom
opakovani. Z rovnice kalibracni kiivky byly vypocitany hodnoty koncentraci RANTES

ve vzorcich.

3.1.8.5 Stanoveni hladiny interleukinu 17

Ze zésobniho roztoku standardu o koncentraci 20 000 pg.ml™ byla pomoci fedéni
dvojkovou fadou vytvofena osmi bodové kalibra¢ni fada v rozsahu 2000-0 pg.ml™.
Redéni probihalo vzdy v calibrator diluentu. Zasobni roztok slouzil jako nejvys§i bod
byla stanovena na 15 pg.ml™.

Pouzité mikrotitra¢ni desticky byly jiz pfedem potaZzeny monoklondlni protilatkou
specifickou pro IL-17. Do jamek mikrotitraéni desti¢ky bylo nejprve pipetovano 100 pl
assay diluentu pro vyrovndni rozdili mezi matricemi vzorku a calibrator diluentem
pouZzitym pro vytvofeni kalibra¢ni kiivky. Poté bylo pfiddno do ptisluSnych jamek po
100 pl standardu nebo vzorku, desticka byla zakryta a inkubovéna 3 hodiny pfii
laboratorni teploté. Po uplynuti inkubace byl obsah jamek odstranén a jamky byly
promyty 400 pl promyvaciho pufru. Promyvaci krok byl zopakovan celkem 3x.
Nasledné bylo ptidano 200 pl konjugétu IL-17 do kazdé jamky, desticka byla zakryta
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a inkubovana 1 hodinu pfi laboratorni teploté. Poté byl opét obsah jamek odstranén
a jamky byly 3x promyty 400 pl promyvaciho pufru. Dale bylo do jamek piidano 200 pl
roztoku substratu a desticka byla inkubovana 30 minut ve tmé pfi laboratorni teploté. Po
uplynuti inkubace bylo do jamek ptidano 50 ul stop roztoku a byla zméfena absorbance
vzorkll pfi 450 nm s korekci pii 540 nm pomoci absorban¢niho (ELISA) readeru
EPOCH. Vzorky byly méfeny vzdy v jednom opakovani. Z rovnice kalibrac¢ni kiivky

byly vypocitany hodnoty koncentraci IL-17 ve vzorcich.

3.1.9 Priprava cytospini

Z vybranych vzorkil kloubnich vypotkli byly pfipraveny cytospiny. Cytospiny byly
pripravovany pouze ze vzorkd s dostate¢nou bunécnosti a nejméné 30% zastoupenim
bunék monocyt/makrofagové linie z hodnoty celkové nativni buné¢nosti.

Zbyly objem vzorku po méfeni na pritokovém cytometru byl pied ptipravou
cytospinll nejprve promyt. Zkumavka se vzorkem byla doplné€na do plna roztokem PBS
a centrifugovana 10 minut pfi laboratorni teploté a 800 g. Poté byla tekutina odstranéna
a pelet resuspendovan piidinim roztoku PBS v mnoZstvi rovnajicim se objemu
ptvodniho vzorku. Suspenze vzorku byla pomoci PBS nafedéna na vhodnou
koncentraci bun¢k (500—1 000 bunék/ul). Aparatura pro ptipravu cytospini skladajici
se z cytoklipu, mikroskopického sklicka, filtracni karty a cytotunelu byla sestavena
a vlozena do cytocentrifugy. Do kazdého cytotunelu bylo pipetovano 200 ul piipravené
bunécné suspenze. Vzorky byly centrifugovany pii 72 g po dobu 4 minut. Poté byla
sklicka opatrné¢ vyjmuta z cytoklipi a ponechana schnout pifes noc pii laboratorni
teploté. Po uschnuti byla sklicka fixovana ponofenim do vychlazeného methanolu
(4°C) po dobu 6 minut v digestofi. Sklicka byla nechana schnout po dobu 10 minut.
Nésledné byla zkontrolovdna ptitomnost bunék pomoci svételného mikroskopu
a sklicka byla uskladnéna v mrazicim boxu pifi -20 °C a ponechdna pro nésledné

imunocytochemické barveni.

3.1.10 Imunocytochemické barveni cytospint

3.1.10.1 Fluorescenc¢ni barveni cytospini
Piipravené cytospinové preparaty byly barveny pomoci imunocytochemického
fluorescencniho barveni. Barveni probihalo vzdy ve dvou dnech. Pro barveni byly

zvoleny nasledujici kombinace primarnich a sekundarnich protilatek:
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- primarni polyklondlni krali¢i protilatka proti lidskému znaku CD14 + sekundéarni
polyklonalni kozi protilatka proti kralici protilatce IgG H&L (Alexa Fluor ®
488);

- primarni monoklonalni mysi protilatka proti lidskému znaku CD68 + sekundarni

polyklonalni kozi protilatka proti mysi protilatce [gG H&L (Cy5 ®).

Prvni den byla cytospinova sklicka vyjmuta z mraziciho boxu a pfitomnost buné¢k
byla zkontrolovdna pomoci svételného mikroskopu. Pomoci olejového pera byl
naznacen kruh kolem bunék a poté byly aplikovany 2 kapky promyvaciho roztoku po
dobu 5 minut. Poté byl pfidany roztok odstranén odsatim do buniCiny. Dale byly
pridany 2 kapky permeabilizacniho roztoku a cytospiny byly inkubovany po dobu
15 minut pfi laboratorni teploté ve vlhké komirce. Poté byl ptfidany roztok odstranén
odsatim do buni¢iny. Nasledné byly ptidany 2 kapky proteinového blokovaciho roztoku
bez séra a sklicka byla inkubovana 25 minut pii laboratorni teploté ve vlhké komdrce.
Poté byl ptfidany blokovaci roztok odstranén pomoci buni¢iny. Posléze byly opét
pfidany 2 kapky permeabiliza¢niho roztoku a sklicka byla inkubovana 15 minut pfi
laboratorni teploté ve vlhké komirce. Pfidany roztok byl opét odstranén odsatim do
buni¢iny. Nakonec bylo pfidano 50 pl roztoku primarni polyklonalni krali¢i protilatky
proti lidskému znaku CD14 (fedéni 1:100 v promyvacim roztoku) a 50 pl roztoku
primarni monoklonalni mysi protilatky proti lidskému znaku CD68 (fedéni 1:100
v promyvacim roztoku). Vysledné koncentrace obou primarnich protilatek pak byly
1:200. Cytospinova sklicka byla inkubovana ptes noc pii 4 °C ve vlhké komtirce.

Nasledujici den byl roztok primarnich protilatek ze sklicek odstranén pomoci
buniiny. Sklicka byla promyta 2 kapkami promyvaciho roztoku a inkubovana 5 minut
pii laboratorni teploté. Poté byl ptfidany roztok odstranén odsatim do buniciny. Tento
postup byl poté jesté 2x zopakovan. Nasledné bylo pfidano 50 pl roztoku sekundarni
polyklonalni kozi protilatky proti krali¢i protilatce 1gG konjugované s fluorochromem
Alexa Fluor 488 (fedéni 1:500 v promyvacim roztoku) a 50 ul roztoku sekundarni
polyklonalni kozi protilatky proti mysi protilatce IgG konjugované s fluorochromem
Cy5 (fedéni 1:1 000 v promyvacim roztoku). Vysledné koncentrace sekundarnich
protilatek na skli¢kach tedy byly 1:1 000 (Alexa Fluor 488) a 1:2 000 (Cy5). Sklicka
byla inkubovana 60 minut pfi laboratorni teploté ve vlhké komirce. Poté byla sklicka
promyta 2 kapkami promyvaciho roztoku a inkubovana 5 minut pfi laboratorni teploté.
Poté byl pridany roztok odstranén do buni¢iny. Tento postup byl poté jesté¢ jednou

zopakovan. Dale byla sklicka 2x promyta 2 kapkami destilované vody, vysusena
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a zkontrolovana pod mikroskopem. Posléze bylo pfiddno 100 pl montovaciho média
Fluoromount G s DAPI, sklicka byla ptikryta krycimi sklicky a ponechana zaschnout.

Poté byla cytospinova sklicka pozorovana pomoci multidetekéniho readeru Cytation5.

3.1.11 Statistické zpracovani dat

Pro statistické zpracovani dat byl pouzit statisticky program GraphPad Prism 8.0.1.
Normalita dat byla testovana pomoci Shapirova-Wilkova testu. V piipadé€, Ze se jednalo
o normalni rozdéleni dat, byl vyuzit neparovy parametricky t-test. Pokud se jednalo
0 data bez normalniho rozdéleni, byl pro analyzu vyuzit neparovy neparametricky test
Mann-Whitney. Pro korela¢ni analyzu dat byl vyuzit Spearmaniv korelaéni koeficient.

Za signifikantni rozdil byla povazovana hodnota P < 0,05.

47



4 VYSLEDKY

V této diplomové praci bylo zpracovano celkem 120 vzorkd kloubnich vypotki
pacienti s TEP kolena, kycle a OA kolena. Primérny objem vypotkd pacientti s TEP
kolena byl 6,8 ml (rozsah 2,0-22,0 ml), pacientt s TEP ky¢le 10,0 ml (rozsah 2,0-23,0
ml) a pacientt s OA kolena 14,8 ml (3,0-57,0 ml). V piipadé pacientt s TEP kolena
byly vzhledy vypotkd nejCastéji oranzové az lehce krvavé zakalené s pfitomnosti
shluki, u pacientl s TEP kycle oranzové a zakalené zluté vypotky, a v ptipad¢ pacientli
S OA kolena Zluté ¢iré a zakalené zluté vzorky.

Neparametrickym testem Mann-Whitney byly zaznamendny statisticky vyznamné
rozdily v objemech kloubnich vypotki mezi pacienty s TEP kolena a ky¢le (P = 0,025)
a mezi pacienty s TEP kolena a OA kolena (P < 0,001).

4.1 Zastoupeni hlavnich populaci imunitnich bunék v kloubnich
vypotcich pacienti s totalni endoprotézou

Celkovy pocet imunitnich bunék (leukocytl) v jednotlivych vzorcich kloubnich vypotk
byl stanoven pozitivitou znaku CD45 pomoci Ctrnactibarevné pritokové cytometrie.
Primérna hodnota ¢inila 14,4 % s konfiden¢nim intervalem (KI) v rozsahu 7,5-21,3 %.
Priimérna koncentrace leukocytii Vv kloubnich vypotcich byla 5,6x10° leukocyti/1 s Kl
v rozsahu 0,4-10,7x10° leukocytt/l. Ostatni bunky, které byly pfitomny v kloubnich
vypotcich, byly buiikky neimunitniho piivodu (fibroblasty, epitelidlni buniky), bunécéné
elementy (erytrocyty) a jiné Castice (napt. otérové Castice).

Hlavni populace imunitnich bunék detekované v kloubnich vypotcich byly
neutrofily, lymfocyty a buiiky monocyt/makrofagové linie. V malém mnozZstvi zde byly
ptitomny také zirné bunky, eosinofily a plazmacytoidni dendritické buiky (pDC).
Procentualni zastoupeni jednotlivych populaci, se v rdmci souboru ziskanych vzorkl
znacéné lisilo.

Ve zpracovaném souboru vzorkt pacientti s TEP se vyskytovala skupina 14 pacientu
s infekci. U téchto pacientli pfevazovala populace neutrofilil s primérnym zastoupenim
84,7 % (KI v rozsahu 75,5-93,8 %). Primérna hodnota imunitnich bun¢k ¢inila 42,9 %
s konfiden¢nim intervalem -13,0-98,8 % a primérna koncentrace leukocytti v téchto
vzorcich byla 30,3x10° leukocytivl s Kl 2,6-58,1x10° leukocyti/l. Z ditvodu velkého
procentualniho zastoupeni neutrofili a vysoké hodnoty CRP (> 5 mg.I™") byly tyto

vzorky pacientll vyfazeny z nasledné analyzy bunécnych populaci.
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4.2 Zastoupeni pacientu s totalni endoprotézou v ramci imunitnich

fenotypt

Skupina celkem 55 pacientii s TEP byla rozdélena do imunitnich fenotypti na zakladé
ptevazujici (> 50 %) populace imunitnich bunék v kloubnich vypotcich. Jednalo se
0 lymfocytarni, monocyt/makrofagovy, neutrofilovy a smiseny fenotyp. V piipadé
smiSen¢ho fenotypu nebylo mozno uréit ptevazujici populaci imunitnich bunék.
Nachazely se zde 2 typy vzorki:

- s rovnomérnym procentualnim zastoupenim vSech hlavnich populaci imunitnich
bunék;

- Sprevahou bunék lymfocyti a monocyt/makrofagové linie, které se zde
vyskytovaly se srovnatelnym procentudlnim zastoupenim; bunky neutrofil
se zde nachéazely v minoritnim zastoupeni.

Lymfocytarni fenotyp se u pacientti s TEP nachazel nejvice, a to z 54,6 %. Druhym
nejvice zastoupenym fenotypem byl smiSeny fenotyp, a to z 18,2 %. Neutrofilovy
fenotyp se zde vyskytoval u 16,4 % pacientdi, monocyt/makrofagovy pak u 10,9 %
(Obr. 12).

18,2 %
= LYM fenotyp
= MON/M® fenotyp
16,4 % = NEU fenotyp

546 % SmiSeny fenotyp
10,9 % '

Obr. 12 Procentualni zastoupeni pacientd s TEP vramci jednotlivych imunitnich fenotypu.
LYM fenotyp — lymfocytarni fenotyp, MON/M® fenotyp — monocyt/makrofagovy fenotyp,
NEU fenotyp — neutrofilovy fenotyp.
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Dale jsme se zaméftili na zastoupeni hlavnich populaci imunitnich bun¢k v ramci
jednotlivych imunitnich fenotypt. V pfipadé lymfocytarniho fenotypu (n = 30) byla
nejvice  zastoupena populace lymfocyti (65,1 %), nasledovaly bunky
monocyt/makrofagové linie a populace neutrofili. Monocyt/makrofagovy fenotyp
(n=6) byl charakteristicky pfevazujicim  zastoupenim  populace  bunék
monocyt/makrofagové linie (55,2 %). Druhou nejvice zastoupenou populaci byla
populace lymfocytll nasledovana populaci neutrofilti. U neutrofilového fenotypu (n = 9)
pievazovala populace neutrofild (53,8 %), nasledovana populaci lymfocyta a bunék
monocyt/makrofagové linie. V pfipadé smiSeného fenotypu (n = 10) nebylo mozno urcit
prevazujic populaci imunitnich bun€k, proto byly do grafu spojeny oba typy vzorkd.
Tento fenotyp vykazoval podobné =zastoupeni populace lymfocyti a bunck
monocyt/makrofagové linie, nasledované populaci neutrofili. Ostatni bunky byly

u vSech imunitnich fenotypt ptitomny v minoritnim zastoupeni (Obr. 13).

100% 49 45
Y
>
S 80% -
e}
k=
2.
S 60% -
2
w2
<
N
‘= 40% -
E
5
S 20% -
P
[al)
0% - w *

NEU fenotyp LYM fenotyp  MON/M® fenotyp SmiSeny fenotyp
ELYM =MON/M® =NEU Ostatni bunky

Obr. 13 Procentualni zastoupeni hlavnich populaci imunitnich bunék v jednotlivych imunitnich
fenotypech ve vzorcich kloubnich vypotkil pacientd s TEP. LYM — lymfocyty, MON/M® —
monocyt/makrofagova linie, NEU — neutrofily.

50



4.3 Rozdily v zastoupeni hlavnich populaci imunitnich bunék mezi
muzi a Zenami

Dale jsme se zam¢ftili na porovnani hlavnich populaci imunitnich bunék mezi muzi
a zenami. Z vybraného souboru vzorki se jednalo o 25 muzt a 30 zen.

U obou pohlavi byla nejvice zastoupena populace lymfocytti. U muza bylo primérné
zastoupeni 48,2 % (KI 40,0-56,4 %), u zen pak 51,1 % (KI 42,8-59,3 %). Populace
buné¢k monocyt/makrofagové linie byla u muzi zastoupena v praméru z 28,3 %
(KI'22,1-34,5 %). U zen se tato populace vyskytovala v priméru z 23,7 % (KI 18,3—
29,2 %). Nejméné zastoupenou populaci byla u obou pohlavi populace neutrofili.
U muza se vyskytovala v praiméru z 18,6 % (KI 11,2-26,0 %), u zen pak z 20,7 %
(KI 13,4-27,9 %).

Pomoci parametrického t-testu nebyly zjiStény statisticky vyznamné rozdily mezi
populacemi lymfocyti (P = 0,624) mezi muzi a Zenami. Neparametrickym testem
Mann-Whitney nebyly zjiStény statisticky vyznamné rozdily mezi populacemi
neutrofilid (P = 0,857) a bun€ék monocyt/makrofagové linie (P = 0,202) mezi muzi
a zenami (Obr. 14). Z tohoto divodu jsme se v nasledné analyze zaméfili pouze na

rozdily v populacich imunitnich bun¢k mezi klouby bez ohledu na pohlavi pacient.
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Obr. 14 Srovnani procentudlniho zastoupeni bunék lymfocytt, monocyt/makrofagové linie
a neutrofili v kloubnich vypotcich mezi muzi a Zenami. Stfedova ¢ara grafu predstavuje
median, krabicova ¢ast grafu 1. a 3. kvartil, vousy pak minimum a maximum vS$ech dat. LYM —
lymfocyty, MON/M® — monocyt/makrofagova linie, NEU — neutrofily.

4.4 Rozdily v zastoupeni hlavnich populaci imunitnich bunék mezi

pacienty s totalni endoprotézou kolena a ky¢le

Z celkového souboru zpracovanych kloubnich vypotk bylo 35 vzorkii od pacienti
S TEP kolena a 20 vzorkii od pacienti s TEP kycle. U obou kloubli byla nejvice
zastoupenou populaci imunitnich bun¢k populace lymfocytl s primérnym zastoupenim
45,8 % (KI 39,0-52,6 %) v piipadé kolena, a 56,7 % (KI 46,7-66,7 %) v ptipadé kycle.
Druhou nejvice zastoupenou populaci imunitnich bunék u pacientd s TEP kolena byla
populace bunék monocyt/makrofagové linie, a to v praméru z 30,4 % (KI 25,2-35,6 %).
U pacientti s TEP ky¢le byla tato populace zastoupena pouze z 17,8 % (KI 12,9-22,8).
Populace bun€k neutrofilti pak byla u pacientti s TEP kolena zastoupena nejméné, a to
2185 % (KI 12,0-25,0 %). U pacienti s TEP ky¢le se jednalo o druhou nejvice
zastoupenou populaci imunitnich bunék, v priméru se zde tyto bunky nachéazely

z21,9 % (K1 13,3-30,4 %).
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Parametrickym t-testem byly zjiStény statisticky vyznamné rozdily mezi populaci
bunék monocyt/makrofagové linie (P = 0,002) a statisticky nevyznamné rozdily mezi
populaci lymfocytt (P = 0,062) u pacientt s TEP kolena a kycle. Pomoci
neparametrického testu Mann-Whitney byly zaznamenany statisticky nevyznamné
rozdily mezi populacemi neutrofild (P = 0,205) u pacientt s TEP kolena a kycle

(Obr. 15).

P =0,062 P=10,002 P=0.,205

kok

—

100
[ 1| Koleno

Bl Kycel

o,
i

Procentualni zastoupeni bunék [%0]
3
|

40
20
e
0 I I T I
LYM MON/Mf NEU

Populace imunitnich bunék

Obr. 15 Srovnani procentualniho zastoupeni bunék lymfocytl, monocyt/makrofagové linie
a neutrofili v kloubnich vypotcich pacientd s TEP kolena a kycle. Stfedovd c¢ara grafu
predstavuje median, krabicova ¢ast grafu 1. a 3. kvartil, vousy pak minimum a maximum vSech
dat. LYM — lymfocyty, MON/M® — monocyt/makrofagova linie, NEU — neutrofily.
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V ramci porovnani kloubll jsme se zamétili také na dobu, kterd uplynula mezi
operaci nadhrady kloubu a tvorbou vypotku, jako na parametr, ktery by mohl ovlivnit
imunofenotypové slozeni vypotku. Informace o datu operace jsme ziskali celkem
u 40 pacientt, 11 z nich jsme v8ak museli ze souboru vyfradit, protoze diivodem tvorby
vypotku byla probihajici infekce. Celkem jsme tedy srovnavali 19 pacientd s TEP
kolena a 10 s TEP ky¢le. Primérna doba vzniku vypotku byla 86,0 mésica (KI 44,1—
127,9 mésict) u pacientd s TEP kolena. U pacientii s TEP ky¢le byla primérna doba
103,9 mésict (KI 43,1-164,7). Neparametrickym testem Mann-Whitney nebyly zjistény
statisticky vyznamné rozdily (P = 0,761) v dobé vzniku vypotku mezi kolennim

a kycelnim kloubem.

4.5 Zastoupeni subpopulaci bunék monocyt/makrofagové linie

U pacientt s totalni endoprotézou kolena a kycle

V ramci bun¢k monocyt/makrofagové linie jsme se zaméfili predev§im na analyzu
subpopulaci bunék monocytl, makrofaghh a myeloidnich dendritickych bunék (mDC)
Vv kloubnich vypotcich pacientti s TEP kolena nebo ky¢le.

V piipadé obou kloubii byla nejvice zastoupena subpopulace mDC. U kolena
se jednalo o primérné zastoupeni 41,2 % (KI 34,4-48,0 %), u kyc¢le 49,5 % (KI 41,8-
57,2 %). Subpopulace monocytl byla u obou kloubil druhou nejpocetné;jsi skupinou.
V piipadé kolenniho kloubu byla ve vzorcich zastoupena v praméru z 27,1 % (KI 22,0—
32,3 %), Vv piipadé kycle pak z 28,9 % (KI 21,2-36,7 %). Nejméné zastoupena byla
ve vzorcich subpopulace makrofagi. U vzorki kloubnich vypotkii z kolennich kloubu
se jednalo v pruméru o 20,6 % (KI 15,7-25,5 %), u vzorku z ky¢elnich kloubt pak
0 12,2 % (KI 8,9-15,5 %).

Neparametrickym testem Mann-Whitney byly zaznamenany statisticky vyznamné
rozdily mezi subpopulacemi makrofagt v kloubnich vypotcich pacienti s TEP kolena a
kycle (P = 0,016). Pomoci parametrick¢ho t-testu nebyly zaznamendny statisticky
vyznamné rozdily mezi populacemi monocytd (P = 0,679) a mDC (P = 0,120)
Vv kloubnich vypotcich pacientti s TEP kolena a ky¢le (Obr. 16).
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Obr. 16 Srovnani procentudlniho zastoupeni subpopulaci bunék makrofagi, monocyta
a myeloidnich dendritickych bunék vramci populace bunék monocyt/makrofagové linie
Vv kloubnich vypotcich pacientd s TEP kolena a ky¢le. Stitedova ¢ara grafu piedstavuje median,
krabicova ¢ast grafu 1. a 3. kvartil, vousy pak minimum a maximum vSech dat. MAKR —
makrofagy, MON — monocyty, mDC — myeloidni dendritické bunky.

4.6 Zastoupeni subpopulaci bunék lymfocytarni linie u pacienti

s totalni endoprotézou kolena a kycle
V piipad¢ lymfocytarni linie imunitnich bunék jsme se zaméfili na populace bunék
T-lymfocyti a NK bunék, a vramci populace T-lymfocyti také na subpopulace
CD4" T-lymfocytti, CD8" T-lymfocytti a CD4" regulaénich T-lymfocyti.

Ptfevazujici populaci v ramci srovnani lymfocytarni linie byla populace T-lymfocyti
S prumérnym zastoupenim 88,3 % (KI 86,3-90,2 %) v ptipadé kolena, a 83,3 %
prumérnym zastoupenim (KI 78,6-88,0 %) v ptipadé kycle. Populace NK bun¢k se
u kolen vyskytovala v priméru ze 4,6 % (KI 3,1-6,2 %). U kycli se jednalo
0 pramérnou hodnotu 5,3 % (KI 2,8-7,8 %).

Pomoci parametrického t-testu byly zjiStény statisticky vyznamné rozdily mezi
populacemi T-lymfocytt (P = 0,020). Neparametrickym testem Mann-Whitney byly
zaznamenany statisticky nevyznamné rozdily mezi populacemi NK bunék (P = 0,574)

Vv kloubnich vypotcich pacientti s TEP kolena a ky¢le (Obr. 17).
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Obr. 17 Srovnani procentualniho zastoupeni populaci T-lymfocyti a NK bunék v ramci bunék
lymfocytarni linie v kloubnich vypotcich pacientd s TEP kolena a kycle. Stiedova ¢ara grafu
predstavuje median, krabicova ¢ast grafu 1. a 3. kvartil, vousy pak minimum a maximum vSech
dat. T-LYM — T-lymfocyty.

Subpopulace CD4" T-lymfocytii se ve vzorcich pacientti s TEP kolena vyskytovala
v pruméru ze 48,5 % (KI 43,4-53,6 %), u pacient s TEP ky¢le byl zaznamenan vyskyt
v 53,2 % (KI 48,2-58,2 %). Subpopulace CD8" T-lymfocyti se vyskytovala v praméru
z251,6 % (KI 46,5-56,6 %) v ptipad¢ vzorkd kolen, a ze 46,6 % (KI 41,6-51,6 %)
v piipadé¢ vzorka kyc¢li. Parametrickym t-testem nebyly zaznamenany statisticky
vyznamné rozdily mezi subpopulacemi CD4" T-lymfocytt (P = 0,221)
a CD8" T-lymfocytti (P = 0,195) Vv kloubnich vypotcich pacienti s TEP kolena a ky¢le
(Obr. 18).

V ramci subpopulace CD4" T-lymfocytl byla zkoumana populace CD4" regula¢nich
T-lymfocyt. Ty se ve vzorcich pacienti s TEP kolena vyskytovaly v praméru z 5,2 %
(KI 4,0-6,4 %). Ve vzorcich pacientli s TEP ky¢le bylo primérné zastoupeni téchto
bunek 4,0 % (KI 2,6-55 %). Neparametrickym testem Mann-Whitney nebyly
zaznamenany statisticky vyznamné rozdily mezi subpopulacemi CD4" regula¢nich
T-lymfocytd (P = 0,397) v kloubnich vypotcich pacienti s TEP kolena a kycle
(Obr. 18).
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Obr. 18 Srovnani procentudlniho zastoupeni subpopulaci CD4%, CD8" T-lymfocytl
a CD4" regula¢nich T-lymfocytii v ramci populace bunék T-lymfocyti v kloubnich vypotcich
pacientii s TEP kolena a ky¢le. Stredova ¢ara grafu predstavuje medidn, krabicova ¢ast grafu 1.
a 3. kvartil, vousy pak minimum a maximum vsech dat. T-LYM — T-lymfocyty, Tree-LYM —
regula¢ni T-lymfocyty.

4.7 Zastoupeni pacienti s osteoartrézou kolena v ramci imunitnich
fenotypii
Z celkového souboru zpracovanych kloubnich vypotkd bylo 51 vzorki od pacienti
s OA kolena. Primérna hodnota imunitnich bun¢k v kloubnich vypotcich pacientii s OA
¢inila 40,1 % (KI 30,8-49,5 %). Primérnd koncentrace leukocytl v kloubnich
vypotcich byla 3,7x10° leukocyti/l s KI v rozsahu 0,9-6,5x10° leukocyti/I.

Také v tomto zpracovaném souboru vzorkl se vyskytovala skupina pacientl s infekci
(n = 10). U téchto pacientl pfevazovala populace neutrofilii s primérnym zastoupenim
789 % (KI 67,8-89,9 %). Primérnd hodnota imunitnich bunék C¢inila 70,2 %
S konfiden¢nim intervalem 54,6-85,8 % a primérnd koncentrace leukocytli v téchto
vzorcich byla 14,7x10° leukocyti/l s KI 3,3-26,1x10° leukocyt/l. Tento soubor
pacientl byl tedy z nasledné analyzy bunéEnych populaci vyloucen.

Skupina 41 pacientd s OA kolena byla rozdélena do imunitnich fenotypti na zakladé

pfevazujici populace imunitnich bunék v kloubnich vypotcich. I vtomto piipadé
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se jednalo o lymfocytarni, monocyt/makrofadgovy, neutrofilovy a smiSeny fenotyp.
Ve smiSeném fenotypu se nachazely 4 typy vzork:

- srovnomérnym procentudlnim zastoupenim vSech hlavnich populaci imunitnich
bunek;

- Sprevahou bunék lymfocyti a monocyt/makrofagové linie, které se zde
vyskytovaly se srovnatelnym procentudlnim zastoupenim; bunky neutrofil
se zde nachézely v minoritnim zastoupent;

- Sprevahou bunc¢k neutrofili a monocyt/makrofagové linie, které se zde
vyskytovaly se srovnatelnym procentualnim zastoupenim; buiniky lymfocyth
se zde nachézely v minoritnim zastoupent;

- Spfevahou bun¢k lymfocyti a neutrofili, které se zde vyskytovaly
se srovnatelnym procentualnim zastoupenim; buiiky monocyt/makrofagove linie
se zde nachazely v minoritnim zastoupeni.

U pacient s OA kolena byl nejvice zastoupen smiSeny fenotyp, a to z 36,6 %.
Druhym  nejvice  zastoupenym byl lymfocytarni  fenotyp, z31,7 %.
Monocyt/makrofagovy fenotyp se zde nachazel z 24,4 %, neutrofilovy fenotyp pak
ze 7,3 % (Obr. 19).

31,7 %
m LYM fenotyp

36,6 % = MON/M® fenotyp

= NEU fenotyp
SmiSeny fenotyp

0
7.3% 24,4 %

Obr. 19 Procentualni zastoupeni pacienti s OA kolena vramci jednotlivych imunitnich
fenotypt. LYM fenotyp — lymfocytarni fenotyp, MON/M® fenotyp — monocyt/makrofagovy
fenotyp, NEU fenotyp — neutrofilovy fenotyp.
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Dale jsme se zaméftili na zastoupeni hlavnich populaci imunitnich bun¢k v ramci
jednotlivych imunitnich fenotypt. V ptipadé lymfocytarniho fenotypu (n = 13) byla
nejvice zastoupena populace lymfocyti (60,8 %), nasledovaly buniky monocyt
makrofagové linie a populace neutrofili. Monocyt/makrofagovy fenotyp (n = 10) byl
charakteristicky pfevazujicim zastoupenim populace bunék monocyt/makrofagové linie
(66,9 %) nasledované populaci lymfocytti a nizkym zastoupenim populace neutrofili.
U neutrofilového fenotypu (n = 3) prevazovala populace neutrofild (73,4 %)
nasledovana populaci lymfocytt, buiky monocyt/makrofagové linie byly zastoupeny
v nizkém procentu. V ptipadé smiSeného fenotypu (n = 15) nebylo mozno urcit
prevazujici populaci imunitnich bunék, proto byly do grafu spojeny vsechny typy
vzorkd. Tento fenotyp vykazoval podobné zastoupeni populace lymfocyti a bunck
monocyt/makrofagové linie, nasledované populaci neutrofil. Ostatni bunky byly

u v8ech imunitnich fenotypt pfitomny v minoritnim zastoupeni (Obr. 20).
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Obr. 20 Procentudlni zastoupeni hlavnich populaci imunitnich bun¢k v jednotlivych imunitnich
fenotypech ve vzorcich kloubnich vypotku pacientt s OA kolena. LYM — lymfocyty, MON/M®
— monocyt/makrofagova linie, NEU — neutrofily.
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4.8 Rozdily v zastoupeni hlavnich populaci imunitnich bunék mezi

pacienty s totalni endoprotézou kolena a osteoartrézou kolena

Po vylouc¢eni vSech pacientl s infekci jsme tedy srovnavali 35 pacienti s TEP kolena a
41 pacientd s OA kolena. U obou skupin byla nejvice zastoupenou populaci populace
lymfocytd, a to ze 45,8 % (KI 39,0-52,6 %) u pacienta s TEP kolena a z 37,7 %
(KI 31,2-44,2 %) u pacientit s OA kolena. Druhou nejpocetné;jsi populaci byla populace
bunék monocyt/makrofagové linie. V ptipad¢ pacienti s TEP kolena se vyskytovala
v pruméru z 30,4 % (KI 25,2-35,6 %), u pacientti s OA kolena z 39,2 % (KI 32,5-45,9
%). Nejméné¢ byla zastoupena populace neutrofilli, a to S primérnym zastoupenim
18,5% (KI 12,0-25,0 %) u pacienti s TEP kolena a 20,7 % (KI 14,3-27,0 %)
u pacientti s OA kolena.

Pomoci parametrického t-testu byly zaznamenany statisticky vyznamné rozdily mezi
populacemi bunék monocyt/makrofagové linie (P = 0,045) a statisticky nevyznamné
rozdily mezi populacemi lymfocytd (P = 0,087) u pacientti s TEP kolena a OA kolena.
Neparametrickym testem Mann-Whitney nebyly zjiStény statisticky vyznamné rozdily u

populaci neutrofilti (P = 0,529) pacient s TEP kolena a OA kolena (Obr. 21).
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Obr. 21 Srovnani procentudlniho zastoupeni bunék lymfocytt, monocyt/makrofagové linie
a neutrofild v kloubnich vypotcich pacientii s TEP kolena a OA kolena. Stfedova Cara grafu
predstavuje median, krabicova ¢ast grafu 1. a 3. kvartil, vousy vymezuji hodnoty 5. a 95.
percentilu, odlehlé body jsou vyjadieny jako jednotlivé body. LYM — lymfocyty, MON/M® —
monocyt/makrofagova linie, NEU — neutrofily.

49 Zastoupeni subpopulaci bunék monocyt/makrofagové linie

U pacientt s totalni endoprotézou kolena a osteoartr6zou kolena
V piipad¢ tohoto srovnani jsme se opét zaméfili predevsim na subpopulace bunék
monocytu, makrofagii a mDC v kloubnich vypotcich pacienti s TEP nebo OA kolena.

U obou skupin pacientii byla nejvice zastoupena subpopulace mDC. U pacientl
s TEP kolena v praméru ze 41,2 % (KI 34,4-48,0 %), u pacientd s OA kolena pak
ze 43,4 % (KI 37,7-49,1 %). Populace monocytl se v kloubnich vypotcich vyskytovala
S prumérnym zastoupenim 27,1 % (KI 22,0-32,3 %) u pacientti s TEP kolena a 24,2 %
(KI 20,9-27,4 %) u pacientii s OA kolena. V pruméru nejméné zastoupenou populaci
byla populace makrofagt, a to z 20,6 % (KI 15,7-25,5 %) u pacientt s TEP kolena
az22,9% (KI 18,6-27,2 %) u pacientti s OA kolena.

Parametrickym t-testem nebyly zaznamenany statisticky vyznamné rozdily mezi
populacemi monocytu (P = 0,296) a mDC (P = 0,621) u pacientt s TEP kolena a OA
kolena. Pomoci neparametrického testu Mann-Whitney nebyly zjistény statisticky
vyznamné rozdily ani mezi populacemi makrofagt (P = 0,388) u pacientd s TEP kolena

a OA kolena (Obr. 22).
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Obr. 22 Srovnani procentualniho zastoupeni subpopulaci bunék makrofagi, monocyta
a myeloidnich dendritickych bunék Vv ramci populace bunék monocyt/makrofagové linie
Vv kloubnich vypotcich pacientti s TEP kolena a OA kolena. Stfedova ¢ara grafu piedstavuje
median, krabicova ¢ast grafu 1. a 3. kvartil, vousy vymezuji hodnoty 5. a 95. percentilu, odlehlé
body jsou vyjadieny jako jednotlivé body. MAKR — makrofagy, MON — monocyty, mDC —
myeloidni dendritické bunky.

4.10 Zastoupeni subpopulaci bunék lymfocytarni linie u pacienti

s totalni endoprotézou kolena a osteoartrdézou kolena
V rdmci srovnavanych subpopulaci bunék lymfocytarni linie byla pievazujici populaci
populace T-lymfocytd, a to S primérnym zastoupenim 88,3 % (KI 86,3-90,2 %)
u pacientti s TEP kolena a 87,1 % (KI 85,2-89,0 %) u pacientti s OA kolena. Populace
NK bunék byla ptitomna ze 4,6 % (KI 3,1-6,2 %) ve vzorcich pacientd s TEP kolena
az3,3% (Kl 2,1-4,4 %) u pacienti s OA kolena.

Neparametrickym testem Mann-Whitney nebyly zaznamenany statisticky vyznamné
rozdily u populaci T-lymfocyti (P = 0,517) a NK bunék (P = 0,138) mezi pacienty
s TEP a OA kolena (Obr. 23).
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Obr. 23 Srovnani procentualniho zastoupeni populaci T-lymfocytd a NK bunék v ramci bunék
lymfocytarni linie Vv kloubnich vypotcich pacientti s TEP kolena a OA kolena. Stiedova ¢ara
grafu predstavuje median, krabicova ¢ast grafu 1. a 3. kvartil, vousy vymezuji hodnoty 5. a 95.
percentilu, odlehlé body jsou vyjadieny jako jednotlivé body. T-LYM — T-lymfocyty.

Subpopulace CD4" T-lymfocyti byla ve vzorcich pacientti s TEP kolena zastoupena
v pruméru ze 48,5 % (KI 43,4-53,6 %), u pacienti s OA kolena pak ze 46,4 %
(K1 42,3-50,6 %). Subpopulace CD8" T-lymfocyti méla primérné zastoupeni 51,6 %
(KI 46,5-56,6 %) u pacienti s TEP kolena a 53,4 % (KI 49,3-57,5 %) u pacientt s OA
kolena. Pomoci parametrického t-testu nebyly zaznamenany statisticky vyznamné
rozdily v populacich CD4" T-lymfocyti (P = 0,516) a CD8" T-lymfocyti (P = 0,566)
mezi pacienty s TEP kolena a OA kolena (Obr. 24).

Vramci subpopulace CD4" T-lymfocyti jsme porovnavali také populace
CD4" regula¢nich T-lymfocytd. Tato populace se vyskytovala v priméru z5,2 %
(K1 4,0-6,4 %) ve vzorcich pacient s TEP kolena a ze 4,1 % (KI 3,3-4,9 %) u pacientt
S OA kolena. Neparametrickym testem Mann-Whitney byly zaznamenany statisticky
vyznamné rozdily mezi populacemi CD4" regula¢nich T-lymfocytdi (P = 0,045) mezi
pacienty s TEP a OA kolena (Obr. 24).
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Obr. 24 Srovnani procentudlniho zastoupeni subpopulaci CD4%, CD8" T-lymfocytl
a CD4" regulacnich T-lymfocyti v ramci populace bunék T-lymfocyti v kloubnich vypotcich
pacientit s TEP kolena a OA kolena. Stiedova Cara grafu predstavuje medidn, krabicova Gast
grafu 1. a 3. kvartil, vousy vymezuji hodnoty 5. a 95. percentilu, odlehlé body jsou vyjadieny
jako jednotlivé body. T-LYM — T-lymfocyty, Tres-LYM — regulacni T-lymfocyty.

411 ELISA

V této diplomové praci jsme se u nékolika vybranych pacientli zaméfili na stanoveni
hladiny MMP-9, MPO, MCP-1, RANTES a IL-17 pomoci sendvicové ELISA metody.
Pro stanoveni MMP-9 a MPO bylo pouzito celkem 9 vzorka supernatantii kloubnich
vypotkd od pacientti s TEP kolena a 18 vzorkt od pacientd s OA kolena. Jednalo se
pfevazné o vzorky S vysokym procentudlnim zastoupenim neutrofili z divodu
probihajici infekce, ale nachazely se zde také vzorky bez infekce. Pro stanoveni MCP-1,
RANTES a IL-17 pak bylo pouzito 8 vzorkl od pacientti s TEP kolena a 18 vzorkd od
pacient s OA kolena. Jednalo se o vzorky bez infekce.

U vybraného souboru vzorkl pacienti s TEP kolena a OA kolena pro analyzu
hladiny MPO a MMP-9 jsme zaznamenali rozdilné procentualni zastoupeni bunék
neutrofili. U pacientd s TEP kolena byla primérna hodnota populace neutrofilid 72,0 %
(K1 55,0-89,1 %), u pacientit s OA kolena 48,2 % (KI 32,1-64,4 %). MPO a MMP-9
jsou markery neutrofilové aktivace, z tohoto divodu jsme se zaméfili na korelacni

analyzu procentudlniho zastoupenim neutrofil a hladin MPO a MMP-9 ve vzorcich.
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Se zvySujicim se procentem neutrofili ve vzorcich dochazelo k narGstu hladiny
zkoumaného analytu.

Pomoci Spearmanova korelaéniho koeficientu byla zaznamenana korelace mezi
procentem neutrofiltt a hladinou MPO ve vzorcich pacientt s TEP kolena (r = 0,745;
P = 0,026) i pacientt s OA kolena (r = 0,759; P < 0,001) (Obr. 25). Zaroven byla
zaznamenana korelace mezi procentem neutrofild a hladinou MMP-9 ve vzorcich
pacienti s OA kolena (r = 0,880; P < 0,001) (Obr. 26). Korelace mezi procentem
neutrofill a hladinou MMP-9 ve vzorcich pacientii s TEP kolena zaznamena nebyla

(r = 0,219; P = 0,569).
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Obr. 25 Korelaéni analyza a rovnice linearni regrese procentualniho zastoupeni neutrofilti
a koncentrace MPO v supernatantech kloubnich vypotkt pacientt s TEP kolena a OA kolena
méfené pomoci sendvicové ELISA metody. MPO — myeloperoxidasa, NEU — neutrofily.
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Obr. 26 Korela¢ni analyza a rovnice linearni regrese procentualniho zastoupeni neutrofilt
a koncentrace MMP-9 v supernatantech kloubnich vypotkt pacientit s TEP kolena a OA kolena
méfené pomoci sendvicové ELISA metody. MMP-9 — matrix metalopeptidasa-9, NEU —
neutrofily.

V piipad¢€ analyti MCP-1, RANTES a IL-17 jsme se jiz zaméfili na porovnani hladin
mezi pacienty s TEP kolena a OA kolena. Primérna hodnota hladiny MCP-1 u vzorku
pacientt s TEP kolena byla 496,4 pg.ml™ (KI 302,9-689,8 pg.ml™), u pacientti s OA
kolena pak 194,3 pg.ml* (KI 141,1-247,5 pg.ml™). V ptipadé RANTES byla
u pacientii s TEP kolena zaznamenana pramérna hodnota jejich hladiny 109,0 pg.ml™
(KI -10,4-228,4 pg.ml™). U pacientis s OA kolena byla zjisténa praimérméa hodnota
41,4 pg.ml™* (KI 31,2-51,6 pg.ml™). Promérnad hodnota hladiny IL-17 ve vzorcich
pacientt s TEP kolena byla stanovena na 0,5 pg.ml™ (Kl -0,6-1,6 pg.ml™), ve vzorcich
pacientt s OA kolena pak na 16,0 pg.ml™ (Kl 8,2-23,8 pg.mlI™).

Neparametrickym testem Mann-Whitney byly zaznamendny statisticky vyznamné
rozdily v hladinach MCP-1 (P < 0,001), RANTES (P = 0,012) a IL-17 (P = 0,002) mezi
pacienty s TEP kolena a OA kolena (Tab. 5).
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Tab. 5 Hladiny MCP-1, RANTES a IL-17 v supernatantech kloubnich vypotkt pacientti s TEP
kolena a OA kolena meéfené pomoci sendvicové ELISA metody. MCP-1 — monocytarni
chemoatraktivni protein-1, RANTES — , Regulated upon activation, normal T cell expressed and
presumably secreted” chemokiny, IL-17 — interleukin 17.

TEP kolena OA kolena p
MCP-1 (pg.ml’) 4964 (KI302,9-689,8) 1943 (Kl 141,1-247,5 <2001
RANTES (pgml)  109,0 (KI -10,4-228,4) 41,4 (31,2-516) 0,012
IL-17  (pg.mi?) 05 (KI -0,6-1,6) 16,0 (K1 8,2-23,8) 0,002

4. 12 Imunocytochemické barveni cytospinii
Z vybranych vzorkl kloubnich vypotka byly ptipraveny cytospiny, které byla nasledné
barveny pomoci imunocytochemického fluorescenéniho barveni.

Pro barveni byly vybrany znaky CD14 a CD68, které jsou exprimovany buiikami
monocyt/makrofagové linie. Znak CD14 je exprimovan v membranach bungk, znak
CD68 v cytoplazmatickych granulich. Cytospiny byly inkubovany s primarnimi
protilaitkami proti lidskym znakim CD14 a CD68 a sekundarnimi fluorescenénimi
protilatkami proti primarnim protilatkdm. Pro vizualizaci buné¢nych jader bylo pouzito
fluorescen¢ni barvivo DAPI (Obr. 27). Je patrné, ze buiiky monocyt/makrofagové linie
se barvi obéma znaky zaroven. Na zakladé exprese pouze téchto dvou znakli jsme vSak
nebyli schopni rozliSit, zda se jednalo konkrétné¢ o builkky monocytli, makrofaghi nebo
mDC. Mohli jsme vSak pozorovat, ze jednotlivé bunky této linie se mezi sebou liSily

svou velikosti a také velikosti a morfologii jadra.
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Obr. 27 Cytospinové preparaty barvené pomoci imunocytochemického fluorescenéniho barveni.
Znak CD68 barveny sekundarni protilatkou s fluorochromem Cy5 (Cervena barva); znak CD14
barveny sekundarni protilatkou s fluorochromem Alexa Fluor 488 (zelend barva), jadra barvena
pomoci DAPI (modra barva). Bild usecka reprezentujici definovanou velikost na fotografiich
oznacenych A) ptedstavuje 100 um, u fotografii B) 30 pm.
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5 DISKUZE

Cilem ptedlozené¢ diplomové prace bylo pomoci analyzy imunitniho mikroprostfedi
Vv kloubnich vypotcich objasnit pfi¢inu jejich tvorby u pacientti, ktefi podstoupili
artroplastiku kolena. Vzorky téchto pacientli jsme poté porovnavali se vzorky pacientti
trpicimi OA kolena. Rovnéz bylo ziskano pomérné velké mnozstvi vzorkti od pacientt
s TEP ky¢le, proto jsme se zamétili také na porovnani imunitniho mikroprostiedi mezi
jednotlivymi klouby. Zaroven jsme se zaméfili na porovnani vzorkli mezi pohlavimi.
Pomoci sendvicové ELISA metody byly déle stanoveny hladiny MPO, MMP-9, MCP-1
RANTES a IL-17 vkloubnich vypotcich pacientt s TEP kolena a OA kolena.
Z vybranych vzorki s vysokym podilem bunék monocyt/makrofagové linie byly
pfipraveny cytospiny, které¢ byly nasledné barveny pomoci imunocytochemického
fluorescencniho barveni pro detekci znaktit CD14 a CD68.

U kazdého vzorku byl vzdy nejprve zaznamenan jeho objem a vzhled. Primérny
objem kloubnich vypotki pacienti s TEP kolena byl ur¢en na 6,8 ml s rozsahem 2-22
ml. Tato hodnota odpovida primérnému objemem synovialni tekutiny ve zdravych
kolennich kloubech, ktery zaznamenal Heilmann et al. (1996). U vzorki pacienti s OA
kolena byl primérny objem 14,8 ml (rozsah 3-57 ml). O'Neill et al. (2016) zaznamenali
hodnotu 8-10 ml u pacientt s bolestivou OA kolena na pocatku terapie kortikosteroidy.
U pacientit s TEP kycle byl primérny objem kloubniho vypotku 10 ml (rozsah 2—23
ml). V praci Moss et al. (1998) byly na zakladé magnetické rezonance popsany
prumérné objemy u asymptotickych pacienti (2,7 ml) a u pacientli s poranénim kycle
(6,1 ml). Trend zvySeného objemu kloubniho vypotku je shodny jak u OA kolena, tak
kycle, pfima studie objemu kloubnich vypotkti u pacienti po TEP kolena nebo kycle
vSak dosud nebyla v literatufe popsana. U jednotlivych kloubnich onemocnéni
se objemy vypotkid mohou vyrazné lisit. I v této praci jsme zaznamenali velké rozdily
vV odebranych objemech. Pokles objemu z patologicky zvySenych hodnot do
fyziologickych je pfiznivy a byva pozorovdn u pacientii dobie reagujicich na 1écbu
(napt. 1éc¢ba steroidy; O'Neill et al., 2016) nebo operativni intervenci, kdy mize
dochéazet k poklesu objemu ze 45 ml az na 17 ml (napf. synovektomie kolenniho
kloubu; Ostergaard et al., 2001).

Objem kloubniho vypotku neni jedinou charakteristikou, v niz se jednotlivi pacienti
liSili. Barva a ptipadna pfitomnost zakaleni je také diileZitym ukazatelem stavu kloubu

nebo kloubni nahrady. U pacienti s OA kolena ptevladaly vypotky Zluté at’ uz ¢iré ¢i
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zakalené, a tyto vzhledy odpovidaji typickému nalezu OA (Gallo et al., 2014).
U pacientii po TEP kolena byly zastoupeny vypotky zluté ¢iré i zakalené, ale také
oranzové az lehce krvavé zakalené, u pacientti po TEP kycle zakalené zluté az oranzové
vzorky. Vysoky stupen zakalu mize indikovat rozsahlejsi zanétlivé procesy, oranzovy
az krvavy vzhled vypotku ukazuje na traumatickou punkci nebo hemoragické poskozeni
kloubu (Gallo et al., 2014).

Ve vzorcich pacientii s TEP byl nejprve stanoven celkovy pocet imunitnich bunék,
ktery dosahoval v priméru 5,6x10° leukocytt/l. Tato hodnota koresponduje
s hodnotami u zanétlivych nebo infek¢énich pochodt v postizeném kloubu (Gallo et al.,
2014).

Pacienti s TEP kolena a ky¢le byli pomoci metody imunofenotypizace rozdéleni do
lymfocytarniho, monocyt/makrofagového, neutrofilového a smiseného fenotypu dle
pfevazuji populace imunitnich bunék v kloubnich vypotcich. Ve smiSeném fenotypu
nebylo mozno ur¢it pievazujici populaci bun€k. Nejvice byl u téchto pacienti zastoupen
lymfocytarni fenotyp. Pievaha lymfocytii je obvykle spojovdna s pokrocilou
imunologickou reakci organismu. V praci Perino et al. (2014) byly u pacientu s TEP
kycle nalezeny podobné imunitni fenotypy: makrofagovy, makrofagovy se smisenou
infiltraci lymfocytd s nebo bez germinalnich center a granulomatézni fenotyp.
Imunohistochemicka analyza synovialnich membran pacient také prokazala zanétlivou
inftraci CD4" T-lymfocyt a GATA-3. V nékterych piipadech byly potvrzeny zvysené
alergické reakce na kovové casti kloubnich ndhrad. U nékterych implantatt kycle byl
nalezen vyrazny lymfocytarni fenotyp, ktery byl spojen s hypersenzitivni reakci na
pritomnost kovu. Pfestoze se alergie na kovové implantaty nevyskytuje prili§ Casto,
mély by byt alergické reakce zahrnuty jako diferencidlni diagnéza u selhdni TEP
(Thomas et al., 2009). V piipadé, Ze klinické nalezy nejsou dostatetné pro
jednoznacnou diagndézu, mohou fenotypové charakteristiky leukocyti v kloubnich
vypotcich piispét k ureni spravné diagnozy.

Déle byl v této praci studovan rozdil v zastoupeni hlavnich populaci imunitnich
bunék v kloubnich vypotcich pacientd s TEP mezi muzi a Zenami. U obou pohlavi byla
nejvice zastoupenou populaci populace lymfocytii ndsledovand populaci bunck
monocyt/makrofagové linie a neutrofild, rozdil mezi jednotlivymi pohlavimi vSak
zaznamenan nebyl. Podobné porovnani v dostupné literatufe dosud nebylo popsano.
V kloubnich vypotcich pacienti s OA kolena bylo zaznamenano rozdilné procentudlni

zastoupeni bun¢k monocyt/makrofagové linie mezi muzi a Zenami. Vypotky muzi s OA
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kolena obsahovaly vyrazné¢ mén¢ bunék monocyt/makrofagové linie (Kriegova et al.,
2018). Ve studii Lim et al. (2015) zaznamenali rozdil mezi muzi a zenami
Vv predoperacnim stavu a prevalenci u pacientli podstupujicich TEP kolena pro OA
v kone¢ném stadiu. Prevalence byla vyssi u Zzen nez u muzi a celkové mély zeny horsi
predoperacni stav ve srovndni s muzi. Zarovein vSak po artroplastice dosahovaly
vyraznéjsiho fyzického i duSevniho zlepSeni nez muzi.

V dalsi ¢asti prace jsme se zamefili na srovnani hlavnich populaci imunitnich bunék
V kloubnich vypotcich mezi pacienty s TEP kolena a TEP kycle. Zaznamenali jsme
rozdil v bunkach monocyt/makrofagové linie. Ve vzorcich pacienti s TEP kolena bylo
vyznamné vice téchto bunck neZ ve vzorcich pacienti s TEP kyc¢le. Detailni analyzou
bunék monocyt/makrofdgové linie jsme zjistili, ze se jednalo konkrétné¢ o rozdil
vV buitkdch makrofagli. Analyza bun€k lymfocytarni linie prokazala také rozdil
v zastoupeni CD3" T-lymfocytd, které se u pacientdt s TEP kolena vyskytovaly
ve vyznamné¢ veét§im mnozstvi nez u pacienti s TEP kycle. ZvySené hladiny makrofaga
byly pozorovany také u pacienti s TEP kolena trpicich synovitidou vyvolanou
otérovymi c¢asticemi endoprotéz. Pacienti s citlivosti organismu k implantovanym
koviim naopak vykazuji zvySené hladiny CD3" T-lymfocytid v kloubnich vypotcich
(Niki et al., 2006). Ve studii Niki et al. (2007) byly porovnavany populace imunitnich
bunék u pacientti, ktefi podstoupili TEP kolena pro diagndézu RA nebo OA. Nejcastéjsi
pricinou tvorby vypotku u pacientii s OA byla synovitida vyvolané otérovymi ¢asticemi,
ktera byla charakteristicka zvySenymi hladinami bunék monocyt/makrofagové linie.
Zvysené hladiny makrofaghi pravdépodobné souvisi s jejich schopnosti fagocytovat
otérové Castice kloubnich nahrad.

Hlavni populace imunitnich bun¢k identifikované ve vzorcich pacientu s OA kolena
byly shodné jako u pacienti s TEP. Celkovy pocet imunitnich bunék stanoveny
ve vzorcich pacientt s KOA dosahoval v priméru 3,7x10° leukocyti/l. Tato hodnota
koresponduje s hodnotami pro typicky nalez OA (Gallo et al., 2014).

Kontrolni skupina pacientii s OA kolena byla také rozdélena do imunitnich fenotypt
dle ptevazujici populace imunitnich buné€k. Jednalo se o stejné fenotypy jako u pacientii
s TEP. V této skupiné byl nejvice zastoupen smiseny fenotyp, ve kterém byly hlavni
populace imunitnich bun€k pfitomny v riznych kombinacich. Zastoupeni populace
lymfocytlh a bunék monocyt makrofagové linie ve smiSeném fenotypu poukazuje na
chronicky zanét v postizenych kloubech. Goméz-Aristizabal et al. (2019) analyzovali

kloubni vypotky pacientii s KOA. Nejvice zastoupenou populaci zde byla populace
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bunék monocyt/makrofagové linie nasledovand populaci lymfocytl. Bunky
monocyt/makrofagové linie vykazovaly aktivovany fenotyp, ktery je spojen S modulaci
aktivace CD4" T-lymfocytl. Imunohistochemickd analyza synovialni tkan& pacientii
s OA kolena prokazala vyznamnou infiltraci T-lymfocyta. T-lymfocyty byly nalezeny
také v synovialni tekutiné téchto pacientii, kde exprimovaly aktivovany fenotyp. Tato
data tedy podporuji hypotézu, ze T-lymfocyty hraji vyznamnou tlohu v progresi
a chroni¢nosti onemocnéni OA (Haynes et al., 2002).

V dal8i casti této prace jsme se zabyvali porovnanim populaci imunitnich bunék
Vv kloubnich vypotcich mezi pacienty s TEP kolena a OA kolena. OA je nejcastéjsi
diagnoéza pacientit indikovanych pro TEP kolena. Srovndnim hlavnich populaci
imunitnich bunék bylo zjisténo, ze v kloubnich vypotcich pacientti s TEP kolena bylo
vyznamné¢ méné¢ bunék monocyt/makrofagové linie nez u pacienti S OA Kkolena.
Pacienti s OA cCasto vykazuji zanétlivou infiltraci synovialnich membran predevsim
makrofagy, dendritickymi bunikami, lymfocyty a Zirnymi bunkami (Sakkas
a Platsoucas, 2007, Ponchel et al., 2015). Zejména lymfocyty pak exprimuji aktivacni
znaky a aktivované synovialni makrofagy se poté podili na procesu degradace
chrupavky (Bondeson et al., 2006; Rollin et al., 2008). Modely testované na mysich
dokonce prokazaly tcast synovialnich makrofagi na tvorbé osteofyti (Van Lent et al.,
2004).

Analyza bun¢k lymfocytarni linie dale prokazala vyznamné vysSi procentualni
zastoupeni Treg-lymfocytit ve vzorcich pacient s TEP kolena ve srovnani s pacienty
s OA kolena. Procentualni zastoupeni Tye-lymfocyti ve vypotcich pacientd s OA
kolena se shodovalo s vysledky, které zaznamenali Kriegova et al. (2018). Populace
Treg-lymfocytli je znadma pro svilj imunosupresivni G¢inek, diky némuz je schopna
regulovat zanétlivé procesy v organismu. Nizké hladiny Trg-lymfocyti byly
pozorovany také v synovialnich membranach pacienti s RA nebo OA, coz naznacuje,
ze snizeni hladiny muze vyvolat sniZeni tolerance T-lymfocytd a zhorSit zanétlivou
odpovéd’ (Yudoh et al., 2000).

Dale jsme pomoci sendvicové ELISA metody stanovili hladiny MPO, MMP-9,
MCP-1, RANTES a IL-17 v supernatantech kloubnich vypotka pacientt s TEP kolena
a OA kolena. Jedna se o znaky, které hraji vyznamnou roli pfi pfestupu riznych
populaci leukocytti z periferni krve do mista zanétu. V piipadé MPO a MMP-9 jsme
se zam¢fili na korelaéni analyzu mezi procentudlnim zastoupenim neutrofilti

a hladinami jednotlivych analytd. Hladiny MPO i MMP-9 se zvySovaly s rostoucim
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procentualnim zastoupenim neutrofili ve vzorcich pacientti s TEP kolena i OA kolena.
Oba analyty jsou znamy jako markery neutrofilové aktivace. Hladiny MPO vykazovaly
vyssi korelaci s procentem neutrofili, proto by se mohlo jednat o lep$i marker
ve srovnani s MMP-9.

Ve studii Steinbeck et al. (2008) autofi porovnavali hladiny MPO v kloubnich
vypotcich pacientti s KOA Vv raném a konecném stadiu OA. Pacienti s ranym stadiem
OA prokazovali vyrazné¢ zvySené hladiny MPO. Hladiny MPO u pacienti s OA
V kone¢ném stadiu byly srovnatelné s nami namétenymi hodnotami MPO u pacientt
S OA kolena. Tento vysledek ukazuje, Ze MPO by mohlo slouzit jako diagnosticky
marker pro detekci OA také v Casném stadiu onemocnéni. Deberg et al. (2008)
zkoumali hladiny MPO v séru pacienti s OA kolena pied operaci nahrady kloubu, a
poté po 3 mésicich a 1 roce od operace TEP. Po nahradé kloubll byly zaznamenany
snizené hladiny sérového MPO, coz naznacuje, Ze k aktivaci neutrofild v kloubech
pacientll s OA dochazi také v pozdnim stadiu onemocnéni.

Chu et al. (2004) porovnavali hladiny pro-MMP-9 ve vypotcich pacientl
se zanétlivou, septickou a aseptickou artritidou. Ve skupin€ se septickou artritidou
se nachazeli také pacienti s TEP kolena. Autofi zaznamenali vyznamné vyssi hladiny
pro-MMP-9 u pacientt se septickou artritidou (u neoperovanych i nahrazenych kloubt)
oproti pacientiim s aseptickou artritidou. Hladiny pro-MMP-9 také korelovaly s po¢tem
neutrofili ve vzorcich. Urovei MMP-9 miiZze pomoci rozlidit septickou a aseptickou
artritidu, a to i v pripadech nizkého poc¢tu neutrofilii ve vzorcich pacient s TEP. V dalsi
praci byla studovana hladina pro-MMP-9 ve vypotcich pacientli s RA a OA. Zjisténa
koncentrace pro-MMP-9 ve vzorcich OA pacientt byla velmi vysoka (> 600 ng.ml™),
ve vzorcich pacienti s RA byla zaznamenana jest€¢ mnohem vysSSi koncentrace
(>4 000 ng.mlI™*) (Seki et al., 2014). MMP-9 se aktivné podili na destrukei kloubi
prostiednictvim exprese neutrofilti a bunék monocyt/makrofagové linie.

Srovnanim jsme zaznamenali vyznamné vys§i koncentraci MCP-1 ve vzorcich
pacientti s TEP kolena (496,4 pg.ml™) oproti pacientim s OA kolena (194,3 pg.ml™).
Ve studii Ren et al. (2018) byla studovana hladina MCP-1 v séru a kloubnich vypotcich
pacientt s OA kolena/kyc¢le. Autofi zaznamenali u pacienti s OA kolena koncentraci
MCP-1 > 4 000 pg.ml™ ve vzorcich vypotki, u pacientti s OA ky¢le koncentraci MCP-1
obdobnou nami ziskané hodnoté¢ MCP-1 ve vypotcich pacienta s TEP kolena. Shodna
koncentrace byla zaznamenana také v séru obou skupin pacienti. Ellingsen et al. (2001)

zkoumali hladinu MCP-1 v plazmé a synovialni tekutiné RA pacientli se synovitidou
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kolena. Také vtéto praci byla zaznamendna vyznamné vysSi hladina MCP-1
ve vzorcich vypotki nez ve vzorcich plazmy. MCP-1 se podili na procesech zanétlivych
kloubnich onemocnéni a studium jeho hladiny mize pomoci monitorovat pribéh
zanétu.

V piipadé RANTES jsme opét zaznamenali vyznamné vyssi hladinu ve vzorcich
pacientii s TEP kolena (109,0 pg.ml™) ve srovnani se vzorky pacientii s OA kolena
(41,4 pg.ml™). Ve studii Stanczyk et al. (2005) byla zkoumana hladina RANTES
Vv kloubnich vypotcich pacientd s RA a OA. U vzorkl pacientli s RA byla zaznamenéana
vysokd exprese RANTES (145 pg.ml™), zatimco ve vzorcich pacienti s OA bylo
zaznamenano pouze stopové mnozstvi tohoto chemokinu (2 pg.ml™). Pierzchala et al.
(2011) zaznamenali naopak velmi vysokou hladinu RANTES ve vypotcich pacientd
s KOA (690,6 pg.ml™). Tyto chemokiny jsou schopny indukovat uvoliiovani enzymt
podilejicich se na degradaci kloubni chrupavky. Diky nadmérné expresi RANTES
Vv kloubnich vypotcich se miize jednat o potencidlni mediator ovlivilujici intenzitu
a slozeni infiltrovanych bunék v postizenych kloubech.

Naopak vyznamné nizsi koncentrace IL-17 byla zaznamenana ve vzorcich pacientti
s TEP kolena (0,5 pg.ml™) ve srovnani s pacienty s OA kolena (16,0 pg.ml™). V praci
Riibenhagen et al. (2012) zaznamenali obdobné nizké hladiny IL-17 (< 2,8 pg.ml™)
ve vypotcich pacientti, ktefi podstoupili néktery z chirurgickych zékrokti kolenniho
kloubu. Liu et al. (2015) studovali vztah mezi hladinou IL-17 a stupném KOA dle
Kellgren-Lawrence. Koncentrace IL-17 ve vypotcich pacienti s KOA se pohybovala
okolo 6 pg.ml™ bez vyznamného rozdilu mezi jednotlivymi stupni. IL-17 hraje kli¢ovou
roli v patogenezi OA a uzce souvisi s bolestivosti tohoto onemocnéni. Blokace signalni
drahy by tedy mohla vést ke zmirnéni bolesti pacientti trpicich OA.

Ptitomnost bunék monocyt/makrofagové linie byla potvrzena také vizudlné pomoci
dvojit¢ho imunocytochemického fluorescenéniho barveni cytospinll. Z této linie nas
zajimaly pfevdzné bunky makrofagi. Tyto builkky se mezi sebou li§i svou velikosti
a také velikosti a morfologii jadra. Pro barveni byl vybran membranovy znak CD14
a cytoplazmaticky znak CD68, oba znaky jsou specifické pro tuto linii bunék. Na
zakladé exprese pouze téchto dvou znakli jsme vSak nebyli schopni rozlisit, zda
se jednalo konkrétn€ o monocyty, makrofagy nebo mDC. K tomu by bylo zapottebi
dalsich znaku specifickych pro jednotlivé typy bunék, napt. znak CD16. Ambarus et al.
(2012) potvrdil pfitomnost bunék monocyt/makrofagové linie také v synovidlnich

membranach pacientd se spondyloartritidou a RA.
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Detailni popis imunitniho prostiedi kloubnich vypotku u pacientti s TEP kloubu by
mohl pfispét k odhaleni pfi€iny jeho vzniku a nésledn¢ usnadnit cileny 1é¢ebny ci

profylakticky piistup.
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6 ZAVER

V této diplomové praci bylo zkouméano imunitni mikroprostiedi v kloubnich vypotcich
pacient po operaci nahrady kloubu a byly srovnavany vzorky pacientti s TEP kolena
a TEP ky¢le. Zaroven byly porovnavany vzorky vypotki pacientti s TEP kolena a OA
kolena. K tomuto ucelu byla pouzita metoda imunofenotypizace hlavnich populaci
imunitnich bunék a jejich analyza pomoci pritokového cytometru.

Ve vzorcich pacientt s TEP kolena i1 kycle byly identifikovany hlavni populace
imunitnich bunék, a to populace lymfocytd, bunék monocyt/makrofagové linie
a neutrofild. Porovnanim procentudlniho zastoupeni byly zjiStény vyznamné rozdily
mezi butikami makrofagii a CD3" T-lymfocyti mezi pacienty s TEP kolena a TEP
kycle. Dale byly porovnavany populace imunitnich bunék ve vypotcich pacienti s TEP
kolena a OA kolena. Zaznamenali jsme vyznamné rozdily v populacich bunék
monocyt/makrofigové linie a CD4" Treg-lymfocyti.

Pomoci metody ELISA byly stanoveny a porovnany hladiny MPO, MMP-9, MCP-1,
RANTES a IL-17 ve vzorcich pacientd s TEP kolena a OA kolena. V piipadé¢ MPO byla
v obou typech vzorkd zaznamenana korelace mezi hladinou analytu a procentualnim
zastoupenim neutrofili ve vzorcich. V piipadé MMP-9 byla korelace mezi hladinou
analytu a procentudlnim zastoupenim neutrofili ve vzorcich zaznamenana pouze
u vzorku pacientti s OA kolena. Hladiny MCP-1, RANTES a IL-17 se vyznamn¢ lisily
mezi pacienty s TEP kolena a OA kolena.

Tato diplomovd prace ukazuje, Ze zastoupeni imunitnich bun¢k v kloubnich
vypotcich se liSi nejen u pacientii pfed a po operaci nahrady kloubu, ale také v ramci
riznych kloubti. Také naznacuje, Ze hladiny MCP-1, RANTES a IL-17 jsou rozdilné
V nativnich a nahrazenych kloubech. Tyto nalezy vSak bude potieba hloubéji studovat
pro pochopeni imunopatologickych procesti probihajicich V kloubech pacientii

podstupujicich operaci ndhrady kloubii.
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8 SEZNAM POUZITYCH ZKRATEK

APC
APC
BSA
CRP
DAMP
DAPI
Ery
FACS
FBS
FITC
FL
FSC
HA
ICC
IFN-y
19G

IL

KI
KOA
LBC
Leu
LPS
LYM
MAKR
MARCO
MCP-1
M-CSF
mDC
MIP-1a
MMP-9
MON
MON/M®
MPO
Mo
NEU
NO
OA
PAMP
PBS
pDC
PE

PerCP-Cy5.5

PMN
PMT
PRR

RA
RANKL

Allofykocyanin

Antigen prezentujici buniky (pozn. rozliSeni dle kontextu)
Hovézi sérovy albumin

C-reaktivni protein

Vzory opakujici se na vlastnich, ale poskozenych bunkach
4',6-diamidin-2-fenylindol

Erytrocyty

Ttidi¢ bunck

Fetalni bovinni sérum

Fluorescein isothiokyanat

Fluorescence

Ptimy rozptyl

Kyselina hyaluronova

Imunocytochemie

Interferon gama

Imunoglobulin G

Interleukin

Konfiden¢ni interval

Kolenni osteoartroza

Tekuté médium

Leukocyty

Lipopolysacharidy

Lymfocyty

Makrofagy

Makrofagovy receptor se strukturou podobnou kolagenu
Monocytarni chemoatraktivni protein-1

Faktor stimulujici kolonie makrofagii

Myeloidni dendritické bunky

Makrofagovy zanétlivy protein-la

Matrix metalopeptidasa-9

Monocyty

Monocyt/makrofagova linie

Myeloperoxidasa

Makrofagy

Neutrofily

Oxid dusnaty

Osteoartroza

Molekuly typické pro povrch patogennich organismi
Fosfatovy pufr

Plazmacytoidni dendritické bunky

Fykoerytrin

Peridin-chlorofyl-protein-cyanin 5.5
Polymorfonuklearni leukocyty

Fotonasobice

Receptory rozpoznavajici molekulové vzory
Revmatoidni artritida

Receptorovy aktivator jaderného faktoru kappa-f ligand
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RANTES

RPMI
SSC

ST

TEP

TKA
TNF-
TLR
T-LYM
TregLYM
UHMWPE

Regulated upon activation, normal T cell expressed and presumably
secreted

Roswell Park Memorial Institute médium

Boc¢ni rozptyl

Synovialni tekutina

Totalni endoprotéza

Total knee arthroplasty

Tumor nekrotizujici faktor alfa

Receptory podobné ,, Toll*

T-lymfocyty

Regulacni T-lymfocyty

Castice polyethylenu o velmi vysoké molekulové hmotnosti
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