UNIVERZITA KARLOVA
1. Iékarska fakulta

Studijni program: Doktorské studijni programy v biomediciné

Studijni obor: Experimentalni chirurgie

MUDr. Mgr. Monika Frydrychova

Osteogeneze a kostni hojeni u vrozené kratkého femuru

Osteogenesis and bone healing in congenital short femur

Diserta¢ni prace

Skolitel: prof. MUDr. Pavel Dungl, DrSc.
Konzultant: doc. MUDr. Martin Ost’adal, PhD.

Praha, 2021



Prohlaseni:

Prohlasuji, ze jsem zavérecnou praci zpracovala samostatné a ze jsem fadné uvedla a
citovala vSechny pouzité prameny a literaturu. Soucasné prohlasuji, ze prace nebyla

vyuzita k ziskani jiného nebo stejného titulu.

Souhlasim s trvalym ulozenim elektronické verze mé prace v databazi systému
meziuniverzitniho projektu Theses.cz za ucelem soustavné kontroly podobnosti

kvalifika¢nich praci.
V Praze, 1. 10. 2021

MONIKA FRYDRYCHOVA

Laboratorni &ast prace byla podpofena vyzkumnym zamérem Ministerstva zdravotnictvi CR,
VZ0002384101: ,,Operacéni 1é€eni v oblasti kycelniho kloubu pfi urazech, vrozenych vadach,

osteopatiich a artropatiich. Zlomeniny patefe v terénu osteopatie.*



Identifika¢ni zaznam:

FRYDRYCHOVA, Monika. Osteogeneze a kostni hojeni u vrozené kratkého femuru.
[Osteogenesis and bone healing in congenital short femur]. Praha, 2021. 62 s., 3
ptilohy. Diserta¢ni prace. Univerzita Karlova, 1. Iékatska fakulta, Ortopedicka

klinika 1. LF UK 2021. Skolitel Dungl, Pavel. Konzultant O3t’4dal, Martin.



Podékovani

Na tomto misté chci pod€kovat vSem, ktefti mé po celou dobu studia odborné vedli a
podporovali. Zejména svému Skoliteli a uciteli, prof. Pavlu Dunglovi, za trpélivé vedeni ve
veédecké Cinnosti 1 klinické praxi, za cenné rady a pfipominky pii plnéni cilii prace a jejich
zavéreCné prezentaci v pisemné forme. Za pomoc pii sestavovani dil¢ich casti prace a

praktické pfipominky dékuji i konzultantovi a kolegovi, doc. Martinu Ost'adalovi.

Velky dik patii nyni jiz byvalému tymu Laboratofe molekularni biologie Ustavu patologické
anatomie 1. LF UK a VFN pod vedenim Ing. Daniela Tvrdika, PhD., s jehoz pfispénim

vznikala laboratorni ¢ast prace.

V neposledni fad¢ chei podékovat svym blizkym a roding, za vyznamnou podporu, trpélivost

a ochotu prizptisobit se mym ambicim a aktivitam.



SOUHRN

Uvod: Vrozené kratky femur, neboli proximalni femoralni fokéalni deficience (PEFD), je
vzacna komplexni vada dolni koncetiny s maximem postizeni na femuru. Nalezy zahrnuji

Sirokou $kalu variant od kompletni absence femuru az po nenapadny zkrat.

Cil studie: 1. Molekularni analyza patologické kostni tkané u vrozen¢ kratkého femuru se
zaméeienim na expresi angiogennich a osteogennich faktorti v porovnani s fyziologickou kosti.

Ocekavané byly rozdily v genové expresi obou skupin gend, zejména v jejich mnozstvi.

2. Retrospektivni analyza hojeni femuru po prolongaci s ohledem na zavaznost postizeni, vek,
délku prolongatu a s tim spojené komplikace. Pfedpokladem bylo prodlouzené kostni hojeni u

s kontrolni skupinou.

Material a metody: Z bloku kostni tkan¢ byla izolovana RNA a bio¢ipovou technikou zjistén
transkripéni profil (SuperArray Bioscience Corporation) s moznosti detekce 113 gent
osteogeneze a 113 genl angiogeneze. Bylo analyzovéano celkem 10 vzorkd (7 PFFD, 3
kontrolni). K prolongaci koncetiny byli indikovani pacienti stypy Pappas III a IV (s
pakloubem femuru) a pacienti s typy VII, VIII a IX. Byla analyzovana data u 57 pacientti
s PFFD a 12 pacientii kontrolni skupiny. Statické zpracovani probihalo metodou GLS.
Vysledky: Zaznamenali jsme rozdily v genové expresi u pacientll s pakloubem proti
kontrolnim vzorkim, vyznamnégj$i u genli angiogeneze. U pacientil s pakloubem byly nekteré
geny vice exprimovany (napf. gen pro kalcitoninovy receptor, kolagen XII, kolagen II, IX,
FGFR2, fibronektin, integrin), jiné vykazovaly expresi niZ§i (napf. gen pro annexin AS,
kolagen XVIII, kolagen I, kathepsin K, FGFR1, FGFR3, IGF2, VEGFB). V klinické ¢asti
studie jsme neprokazali souvislost mezi hojenim po prolongaci a stupném postiZzeni femuru,
ani na véku pacienta. Statisticky vyznamny rozdil byl v primémych hodnotach healing
indexu (HI) pfi druhé prolongaci. Vyznamnou hodnotu v rozdilu HI prokazala i1 délka odstupu
mezi prolongacemi, kdy v ¢ase pod 7 let mezi operacemi vyrazn¢ narustd healing index.
Zavér: Hypotéza o rozdilné genové expresi byla potvrzena, nelze vSak vysledky zobecniovat.
Hypotéza o souvislosti kostniho hojeni a zavaZnosti postizeni femuru potvrzena nebyla.
Vyznamny rozdil v hojeni byl zjistén pii druhém opakovani prolongace a pfi odstupu mezi
prolongacemi mens$im nez 7 let.

Klicova slova: vrozené kratky femur, genovad exprese, angiogeneze, osteogeneze, kostni

hojeni, prolongace femuru



SUMMARY
Introduction: Congenital short femur, or proximal femoral focal deficiency (PFFD), is a rare
complex deformity of the lower extremity with femoral dominance. The clinical findings
cover wide range of variety, from femoral absence till inconspicuous shortening of the femur.
Aim of the study: 1. Molecular analysis of pseudoarthrosis tissue in congenital short femur
with focusing on osteogenic and angiogenic gene expression in comparison with
physiological bone. The differences in gene expression were expected. 2. Retrospective
analysis of femoral healing after prolongation calculating the severity of affection, age,
distance of elongation and complication. The extended healing according to severity type and
age was expected compared to control group.
Material and methods: The RNA from piece of one was isolated and transcription profile of
possible 113 genes of osteogenesis and angiogenesis was detected by biochip technology
(SuperArray Bioscience Corporation). 10 samples analyses were performed (7 of PFFD, 3
controls). The data of 57 PFFD patients indicated for elongation of the femur with the types
Pappas III, IV, VII, VIII and IX and 12 patients in control group were evaluated
retrospectively and statistically by GLS method.
Results: The expected differences in gene expression in PFFD tissue compared with control
were confirmed, especially in angiogenesis. In PFFD tissue were some genes over-expressed
(calcitonin receptor gene, collagen XII, collagen II, IX, FGFR2, fibronectin, integrin), some
of them under-expressed (gene for annexin A5, collagen XVIII, collagen I, cathepsin K,
FGFR1, FGFR3, IGF2, VEGFB). The relationship between bone healing and severity of
affection as so as age of the patient was not confirmed at clinical part of the project.
Statistically significant difference in healing index (HI) during the second repetitive
prolongation was noted. The significance of HI difference was found in the interval between
repetitions of femur prolongation, when under 7 years between procedures the HI grows.
Conclusion: The hypothesis of the different gene expression was confirmed, but not so strong
for generalize. The hypothesis of the relationship between severity of femoral defect and bone
healing (HI) was not confirmed. The significant difference in bone healing after elongation in

second repetition and interval between procedures less than 7 years was identified.

Key words: Proximal femoral focal deficiency, Gene Expression, Angiogenesis,

Osteogenesis, Bone healing, Prolongation of the femur
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1. Uvod

Vrozen¢ kratky femur je vzacnd kongenitdlni vada pohybového aparatu, ktera
postihuje vyvoj celé dolni koncetiny. Zahrnuje Sirokou Skalu klinickych projevii od kompletni
absence femuru vcetné acetabula az po nendpadny zkrat koncetiny, u nichz dominuje
postizeni stehenni kosti. Protoze u vétSiny typt je maximum postizeni lokalizovano
proximalné, je tato vada zndmd v mezindrodni literatuie jako proximal femoral focal

deficiency (PFFD).

Etiologie vady neni dosud vysvétlena. Porucha vyvoje koncetiny vznika jiz v dobé
casné embryogeneze, mezi 4.-9. tydnem gravidity. Nabizi se tivaha o postiZzeni genomovém,
ale vétSinou je vada pouze jednostrannd, proto je na misté¢ zaméteni spiSe na lokdlni pficiny.
Ani v dostupné svétové literatufe jsme nenasli uspokojivé vysvétleni v podobé prace
zabyvajici se analyzou biologické a molekularni podstaty této kostni vady; pouze histologicky
popis kostni tkané u vrozené kratkého femuru se objevuje v pracich Pappase (1983) nebo
Bodena (1989). Boden piSe o ,,abnormdlni vlastnosti proximdlni fyzy femuru, kterd je
zalozena na defektu proliferace chondrocyti*. Jako nasledek zminiuje opozdénou mineralizaci
kostni matrix, pferuseni invaze cév a poruchu enchondralniho riistu. Na zdkladé Bodenovy
prace mizeme spekulovat o podstaté¢ kostnich zmén a abnormalit na genové irovni, zejména
v genech ovlivitujicich proliferaci a diferenciaci bun¢k (napt. BMP — kostni morfogeneticky
protein, VEGF — vaskularni endotelidlni ristovy faktor, FGF — rlistovy faktor fibroblastl) ve
skupiné gent zajist'ujicich rovnovéhu kostniho metabolismu (napt. geny pro kalcitoninovy
receptor, annexin A5, metalloproteindzy) a také mezi geny pro angiogenni faktory. Nicméné
osteogeneze je velmi komplexni proces fizeny jak z intracelularniho, tak extracelularniho
prostfedi. Regulaci téchto procest reprezentuje fada riistovych faktort, signalnich molekul a
receptorti, jejichz funkce zéavisi na expresi prisluSnych genti. Pokud produkce nékterych
faktorti selze kompletné nebo se faktory vytvoii nekompletni co do struktury nebo funkce,
mohou se objevit poruchy osteogeneze. Je ziejmé, ze osteogeneze neni izolovany proces a
ukazuje se, Ze je velmi siln€ ovlivilovana angiogennimi faktory. Naptiklad je prokazéano, Ze
FGF-2 indukuje produkci VEGF v osteoblastech, které vytvari také BMP-2 (Saadeh et al,
2000; Steinbrech et al,2000).

Vyse zminéna fakta vedla k mySlence studie, jejiz cilem je analyza genové exprese
osteogennich a angiogennich faktorti v pakloubu femuru u pacientd s PFFD. Jak jsme

piedeslali pfi hodnoceni prvnich vysledka studie v roce 2010 (Frydrychova et el, 2007, 2010),
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ocekavali jsme odhaleni rozdild v genové expresi ve tkani pakloubu ve srovnani
s fyziologickou kosti, a to rozdily jak kvantitativni, tak i rizné typy exprimovanych gent
(reprezentujici rizné faze osteogeneze i angiogeneze). Vysledky by mohly pomoci objasnit
potize a komplikace béhem ortopedickych korekénich operaci, zejména pak béhem
prodluzovani a kostniho hojeni u pacientl s vrozenym defektem koncetiny (vrozené kratky
femur, vrozeny pakloub bérce nebo fibularni hemimelie). Pfi tvorbé standardnich
vySetfovacich postupii u pacientd s PFFD bylo na zakladé klinické studie Ortopedické kliniky
FN Na Bulovce zlet 2005-2009 zafazeno vysSetfeni cévniho zasobeni koncetiny CT
angiografii. U vétSiny pacientl, ktefi podstoupili CT angiografii, byla anatomie cévniho
fecisté hodnocena jako normalni. Nicméné u 3 pacientd byla nalezena a popsana atypie

cévniho zasobeni postizené dolni koncetiny cestou a. iliaca interna.

V souvislosti s o€ekdavanymi zménami v genové expresi a zjiSténymi cévnimi
zménami jsme se zaméfili na prakticky dopad zmén v klinické studii, kdy jsme analyzovali
prabéh a vysledky prolongaéni terapie u rtiznych typt postizeni dle Pappasovy klasifikace,
srovnani tvorby a hojeni prolongatu mezi jednotlivymi fdzemi léceni a také porovndni s

kontrolnim souborem pacientli indikovanych k prolongaci koncetiny z jinych divodi, nez pro

vrozeny zkrat (po zlomeninach, infektech, prolongace u achondroplazii apod.)

Stanovili jsme si nasledujici hypotézy pro laboratorni ¢ast projektu (hypotéza 1) a pro

klinickou ¢ast prace (hypotéza 2)

Hypotéza Cislo I: Profil genové exprese osteo 1 angiogennich faktorti je odliSny
u pacientd s vrozené kratkym femurem proti kontrolnim vzorkiim fyziologické

kostni tkané.

Hypotéza cislo 2: Hojeni prolongatu a jeho regenerace je u pacientll s vrozené

kratkym femurem delsi nez u zdravych fyziologickych kosti.



2. Poznamky k embryologii a anatomii dolni koncetiny

2.1. Embryologie

Vyvoj koncetin zafind v raném stadiu téhotenstvi, ve 4. tydnu se utvareji zaklady
hornich koncetin, o tyden pozdéji pak zaklad dolnich koncetin (31.-32. den). Na lateralni
stran¢ téla embrya vznikaji proliferaci mezenchymu somatopleury koncetinové pupeny
pokryté ektodermem, jehoz ztlusténi na konci vytvaii ektodermovy hieben neboli apikalni
ektodermovou listu (AER). Koncem 5. tydne vyvoje maji koncetiny ploutvi¢kovity tvar, pak
se objevuje cirkularni zaskrceni, které deli zaklad koncetiny na proximdlni axopodium a
distaln¢ teréovité autopodium. V 6. tydnu se v oblasti budouciho kolene (lokte) axopodium
diferencuje na stylopodium a zeugopodium, na autopodiu se ¢tyfmi radialnimi ryhami zacinaji
ohraniovat prsty. Od 6. tydne vyvoje zacind dieferenciace mezenchymu koncetinovych
pupenil v chondrocyty a vytvaii se tak chrupavcité modely kosti (obr. 1). V misté¢ budoucich
kloubii zistava plivodni mezenchym jako ,,primitivni disk®, vznik4 postupné kloubni dutina.

Zahusténim okolnich bun¢k vznika kloubni pouzdro (Sadler, 2011).

Ve 12. tydnu vyvoje jsou v zakladech dlouhych kosti patrna primérni osifikacni centra.
Osifikace zacind v perichondriu diafyzy dlouhych kosti tvorbou kosténého plasté, a do takto
zménéné chrupavky vristaji cévy. Chondrogenni osifikace postupuje z centra smérem ke
konciim chrupavcitého zdkladu kosti. V tomto obdobi se také zacina projevovat reflexni

aktivita kosterniho svalstva. (Dylevsky, 2014)

Mezi 14. a 16. tydnem pokracuje osifikace skeletu. V obdobi 17. - 20. tydne se
vyrazné prodluzuji dolni koncetiny a vyrovnava se disproporce proti hornim koncetinam. Pti
narozeni je obvykle diafyza dlouhych kosti zcela osifikovana, obé& epifyzy jsou stale
chrupavcité. V epifyzach se sekundarni osifikacni centra tvofi v asném postnatalnim obdobi.
Chrupavcitd ploténka mezi diafyzou a epifyzou (riistova ploténka), pretrvava do ukonceni
kostniho postnatalniho rastu (obr. 2). Do konce fetdlniho obdobi se rozviji podkozni tukové
vazivo, které dodava koncetinam valcovity vzhled. (Sadler, 2011; Vacek, 2006; Cihak et al,
2011)
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Obr.1: Vyvoj dolni koncetiny: embryo 5. -7. tyden vyvoje, prochondralni blastéem zakladii
panevni kosti a femuru, tibie a fibuly se postupné chondrifikuje (Cihdk, 2011)

prenataing posinatéing

¥

neanatus

adultus

Obr. 2. Postup osifikace dlouhych kosti v prenatilnim a postnatdalnim obdobi. (Cihdk et al,
2011)



2.2. Molekuldrni regulace riastu koncetin

Proces formovani tvaru zarodku je fizen kraniokaudalnim smérem souborem
homeotickych genti (homeobox, HOX geny). Existuji ve 4 kopiich soubort genii (HOXA,
HOXB, HOXC, HOXD) na 4 chromozomech. V kazdé kopii je uspotadan soubor
homologickych genti podle ¢asovani exprese jejich funkce. (Vacek, 2006, Cihak, 2011)

Jakmile je urCena pozice koncetiny v kraniokauddlnim sméru, je jeji rlst dale
regulovan podél dalSich os (proximodistalni, pfedozadni a dorzoventralni). Rist zakladu
koncetiny je iniciovan geny lateralni ploténky, TBXS a FGF10 u horni koncetiny, TBX4 a
FGF10 u dolni koncetiny. Kostni morfogeneticky protein BMP exprimovany ve ventralnim
ektodermu indukuje vytvareni AER prostfednictvim genu MSX2. Vytvofena AER exprimuje
FGF4 a FGFS, které udrzuji ristovou zénu rychle proliferujicich mezenchymovych bunék.
Bunky vzdalenéjsi od listy postupné zpomaluji rast a diferencuji se. V pfedozadni ose je rust
koncetiny fizen zoénou polarisujici aktivity (ZPA). Bunky pfi zadnim okraji koncetiny
produkuji kyselinu retinovou a ta spouSti expresi genu Sonic hedgehog (SHH).
Dorzoventralni osa je fizena proteiny BMP, které indukuji expresi transkripcniho faktoru EN1
ve ventralnim ektrodermu. EN1 potlacuje expresi WNT, ktery mimo jiné udrzuje expresi

SHH v ZPA a tim ovliviiuje nepfimo i pfedozadni osu. (Vacek, 2006, Dylevsky, 2014)

Obr. 3: Podil HOXD genii na utvareni usekii dolni koncetiny: pletenec, stylopodium,
zeugopodium a autopodium (Cihdk, 2011)
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2.3. Vyvoj cév

Cely cévni systém, podobné jako kosterni systém, pochézi z mesodermu.

Vyvoj cév zahrnuje dva zékladni pochody: 1. vaskulogeneze — cévy vznikaji de novo
splyvanim angioblasti do krevnich ostrivki (velké cévy); 2. angiogeneze — tvorba cév
pucenim z jiz existujicich cév (napf. koncetinové cévy). Vyvoj celého cévniho systému je
fizen rustovym faktorem cévniho endothelu (VEGF) a dal§imi rGstovymi faktory (obr. 4).
Angioblast je indukovan VEGF, produkovanym buikami mesodermu. Expresi VEGF
doprovazi exprese HOXBS, ktery zvysuje expresi receptoru pro VEGF. V centru ostrivki se
buiiky diferencuji v hemopoetické kmenové buiilky, periferni buiiky se méni v angioblasty.
VEGF stimuluje proliferaci angioblasti a reguluje spojovani endothelovych bunéck
v primitivni krevni cévy. Vyzravani a remodelace cévniho feciSté jsou regulovany dal§imi
rustovymi faktory, napt. PDGF, TGFP. Chordou produkovany SHH stimuluje okolni
mesoderm k expresi VEGF. (Sadler, 2011)

Arterie pro dolni koncetinu (tzv. axidlni, pochazejici z 5. bederni intersegmentové
arterie) vstupuje do pupenu dolni koncetiny 36. den, tedy zahy po jeho diferenciaci 31.-32.
den embryonalniho vyvoje (Vacek, 2006, Cihak, 2016). Axilni arterie napojend na a. iliaca
interna persistuje pozdé&ji a. ischiadica (a. concomitans n. ischiadici) a zasobujici funkci dolni
koncetiny piebira a. iliaca externa. Poziistatkem axidlni arterie je také a. poplitea a Cast a.
fibularis (obr. 5). Ostatni tepny dolni konéetiny vznikly ristem z a.iliaca externa. (Cihak,

2016)

& A
FGFR

(Flk1)
Vaskulogenese l

e &,

mesenchymové hemangioblasty tvorba cévni trubice
buriky

[vear] Angiogenese
(nové cévy vznikaji puéenim ze
‘Fi” stavajicich cév

Rastovy fakktor endothelu krevnich
cév (VEGF) indukuje diferenciaci
endothelovych bunék a jejich

profilferaci vazbou na jeho receptory .
VEGFR?2 - Flk1 a VEGFR1 - Fit1 (podle Grim, 2014)

Obr. 4: Vaskulogeneze.
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Obr.5: Vyvoj cév dolni koncetiny. (Cihdk, 2011)

1 - aorta, 2 — a. iliaca communis, 3 — a. iliaca externa, 4 — a. iliaca interna, 5 — a.
umbilicalis, 6 — axidlni tepna zdkladu dolni koncetiny, 7 — a. femoralis, § — a.
ischiadica, 10 — a. epigastrica inferior, 11 — a. profunda femoris, 12 — a. glutea
superior, 13 — a. pudenda interna, 14 — aa. perforantes, 15 - a. poplitea, 16 — a.
tibialis anterior, 17 — a. tibialis posterior, 18 — a. fibularis, 19 — a. dorsalis pedis, 20 —

a. plantaris medialis, 21 — a. plantaris lateralis
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3. Morfologicka charakteristika PFFD

Proximalni femoralni fokalni deficience ptedstavuje velmi vzacnou komplexni
deformitu koncetiny, ktera se projevuje jako hypoplazie riiznych ¢asti femuru s maximem
zmén v proximalni ¢asti. Klinicky je ndpadny zkrat koncetiny ve stehenni Casti, kterd je
flektovana, abdukovana a zevné rotovéana. Pfidruzené anomadlie se méni v zavislosti na typu
deficience. Pfestoze je maximum zmén vyjadieno na proximalnim femuru, je postiZzena cela
koncetina. Riizni autofi uvadéji rizna procenta vyskytu piidruzenych vad u PFFD, v nasem
souboru jsme zaznamenali pfidruzenou anomalii na postizené koncetin¢ ve 100 % piipadt. Pti
plnéni cili instituciondlniho vyzkumného zaméru MZ CR 0002384101 jsme se mimo jiné
zamétili na studium morfologickych zmén doprovazejicich PFFD pii vyuziti piesnéjsich
zobrazovacich diagnostickych metod (CT, CT angiografie a artroskopie) a zavéry téchto
klinickych studii dopliiuji k zndmym faktim o této vadé dostupnym z literatury. Kromé
proximalniho femuru a acetabula je postizen kolenni kloub, bérec i noha. Tuto skutecnost se
snazi zohlednit né&které klasifikace (ISO/ISPO), klinicky uznidvand hojné pouzivana
Pappasova klasifikace postiZzeni femuru je velmi rozsahléd a snazi se roz€lenit jednotlivé typy

pfedevs§im podle abnormality femuru.

Déleni femoralnich defektl podle Pappase (1983) rozliSuje 9 typit postizeni, od
deformity a v hrubych rysech naznacuje i 1€€eni jednotlivych typl. Aitkenova klasifikace je
druha nejcastéji citovana a klinicky vyznamna klasifikace, zohlediiuje zejména zavazné typy
postizeni (Aitken GT, 1968). Aitkenovy typy jsou uvedeny u odpovidajicich typt dle
Pappase, ob¢ klasifikace pak ukazuji prehledné obrazky 6 a 7.

Typ I: Vrozena absence femuru — femur zcela chybi, acetabulum neni vyvinuto, proximalni

tibie je ve vysi kycelniho kloubu zdravé koncetiny, chybi fibula.

Typ II: Proximalni femoralni a panevni deficience — proximalni polovina femuru chybi, zkrat
femuru ¢ini 70-90 %, acetabulum neni vyvinuto, opozdéna osifikace ischiopubické kosti,
koleno miva omezeny pohyb, tibie i fibula je kratsi, abnormality nohy. Odpovida Aitkenovu

typu D.
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Typ III: Proximalni femoralni deficience s nekosténym spojenim hlavice a diafyzy — kycelni
kloub byva vytvoten, ale acetabulum mize i chybét. Hlavice femuru je hypoplasticka, pozd&ji
osifikuje, zkrat femuru dosahuje 45-80 %, proximalni ¢ast femuru se mize zuzovat, kondyly
femuru jsou dysplastické, zejména laterdlni, patella mize zcela chybét, nebo je hypoplasticka,
lateralizovand, koleno je nestabilni, kratS$i je tibie i1 fibula, noha vétSinou deformovana.

Odpovida typu Aitken C.

Typ IV: Proximalni femoralni deficience s nepravidelnym osteofibroznim spojenim hlavice a
diafyzy femuru — kycelni kloub je vytvofen, hlavici s dialyzou spojuje nepravidelna
fibrokartilaginozni tkan s ostrivky kalcifikace, zkrat femuru je 40-67 %, zkracena tibie i

fibula, nestabilni koleno, noha zmensena, nékdy s deformitou. Odpovida Aitkenovu typu B.

Typ V: Deficience diafyzy femuru s hypoplazii proximalniho i distdlniho femuru — zkrat

dosahuje 48—85 %, zkracena tibie i fibula, nestabilita kolena, Casto i zavazné deformity nohy.

Typ VI: Distalni femoralni deficience — péanev, acetabulum a proximalni ¢ast femuru jsou
normalné vyvinuty, abnormality se nachéazeji distalné od subtrochanterické oblasti. Diafyza je
kratka, hypoplastickd, nepravidelné vyvinutd, defektni distalni femur. Zkrat femuru ¢ini 30—
60 %. Chybi patella, bérec je tvofen pouze jednou kosti, kde nelze rozlisit, zda jde o tibii nebo

fibulu. Tento typ doprovazi také zdvazné deformity nohy.

Typ VII: Hypoplasticky femur s coxa vara a sklerotickou diafyzou — zkrat femuru dosahuje
10-50 %, coxa vara neprogreduje, proximalni dialyza femuru je sklerotickd, z(Zena,
s poruchou diferenciace dfenové dutiny, hypoplasticky laterdlni kondyl femuru,
hypoplastickd, vysoko postavena a lateralizovanad patella, valgézni koleno, mirné zkraceni

S 24

Odpovida typu Aitken A.

Typ VIII: Hypoplasticky femur s coxa valga — zkrat dosahuje 1040 %, hlavice a kréek
femuru byvaji zmenseny, anteverze kr¢ku nebyva zvétSena, horizontalni priabeh proximalni
fyzy, Casto byva diafyza femuru medidlné prohnuta, lateralni kondyl femuru hypoplasticky,
proto je vysledkem valgdzni koleno, patella byva vysoko a laterdlné, variabilni zkrat tibie a

fibuly s pfidruZzenymi deformitami nohy.

Typ IX: Hypoplasticky femur s normalni proporcionalitou — zkrat femuru ¢ini 6-20 %, femur
je hypoplasticky, ale normalné vytvofen, typicka je nestabilita kolena. Byva pfitomen i mirny

zkrat tibie a fibuly. (Dungl P. et al, 2014)
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Obr. 6. Pappasova klasifikace (1983)

e
543

Obr.7: Aitkenova klasifikace (1968)
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Obr. 8: Klinicky a radiologicky
obraz vrozené kratkého femuru
typu Il dle Pappasovy
klasifikace (vazivovy pakloub
proximalniho  femuru  se
zavaznym zkratem koncetiny).
Pétilety pacient se zkratem levé
dolni koncetiny 24 cm, na
rentgenovem snimku je patrnd
diskontinuita femuru a jako
pridruzena  vada  fibularni
aplazie.

3.1. Kycelni kloub a femur

AZ na nejmirn€j$i typ postizeni byva kycelni kloub, respektive acetabulum
dysplastické. VSeobecné Ize fict, Ze stav kycelniho kloubu ptedurcuje typ postiZzeni k mozné
prolongacni 1é€bé femuru. Je-li kycelni kloub vytvofen a je stabilni, miiZeme uvaZovat o
prolongaci femuru. Naopak u dysplastickych kycelnich kloubt je nutna nejprve rekonstrukce

acetabula, aby zvySenim tlaku v ky¢li pti prolongaci femuru nedoslo k luxaci hlavice femuru.

S 4

nelze uvazovat o rekonstrukénich vykonech koncetiny. U typu I chybi zcela femur i
acetabulum, koncetina je napojena na panevni pletenec vazivové a nestabilné. U typu II byva
na zobrazovacich vySettenich patrny distalni konec femuru, acetabulum neni vyvinuto a nelze
rekonstruovat. Oba typy jsou odkdzany na protézovani. Jednou z operacnich moZznosti u typu
IT jsou rotacni plastiky (Van Ness), nebo operace typu ,koleno pro kycel®, u kterych pak
kolenni kloub funkéné€ nahrazuje kyc¢elni. Oba vykony vyzaduji vysokou erudici a technickou
zdatnost operatéra. Nemaly vyznam maé i dokonald protetickd péce k zajisténi dobré funkce

koncetiny s ortoprotézou (obr. 9, 10).
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Obr. 9: Pacientka s typem postizeni femuru Pappas Il a zkratem 40cm. Pohled zepredu,

zezadu a z boku.

Obr. 10: Stejna pacientka
(postizeni pravého femuru
Pappas 11) s ortoprotézou a
korekci délky koncetin pro

chiizi

U typu III je standardné postiZzen proximalni femur fibréznim pakloubem, kdy hlavice
je svyrazné zkracenou diafyzou femuru spojena vazivovou tkani. Je zfejmé, ze takovy
segment je velmi nestabilni, a nemutze slouzit jako opora koncetiny. Hlavice miize byt navic

v acetabulu fixovana, coz lze ovétit na CT vySetieni, pfipadné artrografii (obr. 11). Pokud se
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potvrdi tato skutecnost, je tento typ postizeni 1éCen jako typ II. Pokud je vSak hlavice
v acetabulu volné pohybliva, d4 se zvazit rekonstrukce proximalniho femuru fuzi. Typ IV je
velmi podobny typu III a je charakteristicky chrupavcitym pakloubem. U tohoto typu jsme

piipad fixované epifyzy nezaznamenali.

Obr. 11: Rentgenovy a CT ndlez u pacienta s PFFD typem IIl. Na CT je patrna mala fixovanad

epifyza, kterd na rtg snimku v AP projekci neni viditelna.

Typ V a VI jsou velmi vzacné a dominuje postizeni diafyzy, respektive distalniho

konce femuru. Kycelni kloub je vytvoren a funkéni.
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Obr. 12. Chlapec s postizenim levého
femuru Pappas V.

Typ VII je charakteristicky varozitou proximalniho femuru, kterd neprogreduje a
nevytvari se pakloub. Nicméné je velmi rezistentni, a i po opakovanych valgiza¢nich
osteotomiich recidivuje. Proximalni diafyza byva skleroticka a ziiZzen4, kycelni kloub obvykle
vykazuje lehkou dysplazii, kterou lze napravit panevni osteotomii (obr. 13). Mirna dysplazie
kycCelniho kloubu doprovazi i nékteré piipady typu VIII. Femur u typu VIII byva
hypoplasticky, kréek valgdzni, hlavice Casto byva v retroverzi. U typ IX nachazime zpravidla
normalni acetabulum, femur fyziologického tvaru, jen proporcionalné zkraceny. Kycelni

kloub je norméalné vyvinut a je stabilni.

Obr.13: Postizeni levého femuru Pappas VII s varozitou, po valgizacni osteotomii a

v prubehu prolongace
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3.2. Kolenni kloub

Proximalni femoralni fokélni deficience je pravidelné doprovézena aplazii nebo
hypoplazii fibuly a hypoplazii nebo aplazii zkiiZzenych vazl kolenniho kloubu, podobné¢ jako
jiné vrozené vady koncetin. Divod téchto nalezii mize vysvétlovat tzv. teorie fibularniho
vyvojového pole, kterda vysvétluje nespecifické postizeni zktizenych vazli u raznych
vrozenych podélnych defektd dolni koncetiny a zahrnuje defekty pubické casti panve,
proximalniho femuru, patelly, pfedni zkiizeny vaz, femoralni kondyly, fibulu a riizny pocet
paprskl nohy, talus, krychlovou kost a sekundarné i nervové cévni a svalové struktury (Lewin

SO, Opitz JM, 1986; Sorge G. et al, 1995).

Diagnostika je mozna jak neinvazivnimi metodami (specidlni drzené rentgenové
projekce, MRI) (Johansson a Aparisi, 1983), nebo invazivné artroskopicky. V nasem souboru
pacientli jsme bcéhem instituciondlniho vyzkumného zaméru indikovali artroskopické
vySetfeni kolena jako soucast jiného planovaného vykonu, ktery prodlouzila o 10-15 minut.
Cilem bylo zjisténi anomalii zkifizenych vazl v souvislosti s Pappasovym typem postizeni.
Z nalezii byla vytvorena klasifikace, ktera déli nalezy do 3 skupin podle nalezu na pfednim
zktizeném vazu (I — normalni, II — hypoplasticky III — aplazie) a do 3 skupiny podle stavu
zadniho zktizeného vazu (A — normaélni, B — hypoplasticky, C — aplazie) (Chomiak et al,
2010, 2012). U vétsiny vySettenych pacientli chyb&ly vazy oba, vyjimkou byl jediny pacient

s pfitomnosti obou vazil i pfes zavazny stupeit PFFD (Pappas IV).

Nélezy na meniscich se v literatufe znacné lisi. Jsou popisovany ptipady hypoplazie
meniskl, ¢astéji zevniho, nékteii autofi referuji o ndlezech diskoidnich meniskli v souvislosti
s aplazii obou zktizenych vazi (Manner et al, 2006), které maji podklad v embryologickych
studiich vysvétlujici tésné Casoveé navazujici vyvoj femuru a kolenniho kloubu ze spole¢ného
blastému (Gardner E, O'Rahilly R, 1968; Gray DJ, Gardner E, 1950). V nasi skupiné¢ pacient
vySetienych artroskopicky jsme diskoidni meniskus nenasli ani jednou, ptestoze aplazie obou

zktizenych vazi byla nejcastéjSim nalezem (obr. 14 a 15).

Kromé¢ intraartikularnich abnormalit jsou popisovany radiologické zmény kolenniho
kloubu, které zahrnuji hypoplazii laterdlniho kondylu femuru a tibie, dysplazii pately a
valgozitu kolena. Pfi aplazii zkiiZzenych vazil je radiologicky patrna zuZena interkondylicka

fossa, ptipadné ji nelze vlibec diferencovat, byvaji také oplostény nebo nepiitomné vybézky
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interkondylické eminence (obr. 16). Systematické zpracovani rentgenologického nalezu

kolenniho kloubu u PFFD vypracoval Manner a spol (Manner et al, 2006).

Obr. 14: Artroskopicky nalez
hypoplastického zkiizeného vazu (ACL)
a chybéjiciho zadniho zkrizeného vazu,
ktery je nahrazen fibrozné vazivovou
tkani (FFT) u pacienta s vrozené
kratkym femurem typu Pappas IX vlevo
(Chomiak et al., 2012)

Obr. 15: Artroskopicky nalez aplazie
zkriZenych vazu pravého kolena u

pacienta s PFFD typu VIII.

(Chomiak et al., 2012)

Obr. 16: Rentgenovy obraz
postizeného a fyziologického
kolenniho kloubu u pacientky
s postizenim Pappas II1. V levé
poloviné snimku je zretelna
hypoplazie interkondylické
eminence proximalni tibie,
méritko pak vizualizuje zkrat

koncetiny.
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3.3. Bérec a hlezno

Témet pravidelnym nélezem u pacient s PFFD je i zkraceni kosti bérce, ¢astéji fibuly,

coz opét podporuje teorie fibularniho vyvojového pole. Distalni ristova ploténka fibuly

byva vurovni distalni rastové ploténky tibie, nebo dokonce nad ni. Zkrat fibuly je

pfic¢inou valgdzniho postaveni nohy, sekundarniho zkraceni peronealnich Slach a omezeni

hybnosti nohy v talo-krurdlnim i subtaldrnim kloubu. U nékterych pacientii mize fibula

zcela chybét.

Hlezenny kloub je morfologicky zménén z kladkového na kulovy, tzv. ,ball in socket*

joint. Klinicky i radiologicky obraz deformity distalniho bérce pii minimalnich zménach

na femuru (Pappas VIII a IX) pak mlize imponovat jako prostd hypoplazie/aplazie fibuly.

U vrozenych deformit dolnich konletin je tfeba fadné vySetfit celou koncetinu vcetné

panve.

\:t‘ LT &
¢
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Obr. 17: Obraz CT bérce u pacienta
s pravostrannym postizenim Pappas
VIII. Na bérci je v predozadni i
bocné projekci patrny zkrat
proximalni, méné i distalni fibuly,

v bocné projekci navic jasnd

talokalkanearni koalice.

Obr. 18: Rentgenovy snimek
hlezennich kloubii u pacienta

s typem Pappas VIII. Vpravo typicky
kulovity ,, ball in socket* hlezenny
kloub, vievo fyziologicky tvarované

kladkovité hlezno.
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3.4. Noha

Postizeni nohy je dalsi konstantni charakteristikou vady. U tézSich postizeni (Pappas
[-VII) mohou chybét laterdlni paprsky nohy, pravidelné se setkdvame s nalezem
talokalkanedrni koalice, kterd je dalsi pficinou omezeni hybnosti segmentli nohy. Valgozita
zadniho segmentu nohy vétsi nez 10° by méla byt varovnym klinickym piiznakem mozné
tarzalni koalice. Plantigradni a zatéZze schopna noha je po stabilnim kycelnim kloubu i dle
jinych autort dalsi podminkou ke zvazeni prolongacni terapie, (Grogan et al, 1994, Choi et al,
1990, Miller a Bell 1992, Tachdjian 1990). Je tedy tfeba zvazit jak morfologicky, tak funkcni
stav nohy pfed zah4jenim terapie (obr. 19, 20).

Obr. 19 Obr. 20

Obr. 19: CT pacienta s typem Pappas VIII. Na rekonstrukci je ctyrpaprskova noha, v bocné

projekci a je zirejma talokalkanearni koalice.

Obr. 20: Na rentgenovem snimku je tentyz nalez u pacienta s postizenim Pappas I1X.
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3.5. Anatomie meékkych tkani u PFFD

Soucasné metody klasifikace posuzuji postizeni koncetiny podle kostni abnormality,
bez ohledu na mekké tkdn€. Moderni zobrazovaci metody, jako je magnetickd rezonance
(MRI), mohou pomoci objasnit anatomii mekkych tkani a jejich vzédjemné vztahy ve vztahu

k zdvaznosti postizeni (Pirani et al.,1991; Huser et al., 2021).

Podle studie kanadskych autorti (Pirani et al, 1991), jsou vSechny svaly na postizené
koncetiné vyvinuty, ale jsou men$i neZ na kontralaterdlni zdravé strané. Vyjimkou je m.
obturatorius externus, ktery je elongovany a jeho svalové bfisko zasahuje az témét k uponu.
Tvar zminéného svalu se méni v zavislosti na typu postizeni, u typu Aitken A (Pappas VII) je
rovny, u typa Aitken B, C, D (Pappas IV, III, II) mé tvar pismene ,,L“. Zmeéna jeho tvaru
muze nasvédCovat tomu, ze funguje jako ,,depresor proximalni metafyzy femuru zabranujici
teleskopickému pohybu koncetiny béhem zatéze. M. adductor magnus sméfuje vice kolmo
k femuru nez na nepostizené strané. Zmény byly zaznamendny i na m. sartorius, ktery je na
MRI studiich hodnocen jako hypertroficky. U PFFD povazuji svaly za vyznamné v podilu na
stabilit€¢ a prenosu zatéZe v oblasti kycle, kterou za normalnich okolnosti zajiStuji kosténé

struktury.

Kolektiv autorti z Paley Institutu na Floridé (Huser et al., 2021) poukazuje na zménu
anatomickych pomért, respektive ulozeni femoralniho neurovaskularniho svazku vzhledem
k vyznamnym anatomickym bodim. Méfili jeho vzdalenost od spina iliaca anterior superior
(SIAS), spina iliaca anterior inferior (SIAI) a od trochanter minor (Tm) na postiZzené a
nepostizené strané. Dosli k zaveéru, Ze vzdalenost neurovaskularniho svazku od vSech
jmenovanych bodii se signifikantné li§i pfi porovnani postizené a nepostizené strany, navic
vzdélenost od SIAI koreluje s kolodiafyzarnim thlem proximalniho femuru. Vzdalenost
svazku od malého trochanteru je vétSsi a od SIAI mensSi na postizené strané nez na
nepostizené. S ohledem na tyto skuteCnosti je tfeba Setrné volit operacni pfistup a

predpokladat zménéné prostorové uspotfadani dulezitych struktur.
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3.6. Cévni zasobeni dolni koncetiny

Od mista bifurkace aorty ve vysi 4. bederniho obratle odstupuje a. iliaca communis
dextra a sinistra. Po 5-7 cm pribéhu se d€li ve vysi bedrokycelniho skloubeni na a. ilica
interna pro oblast panve a a.iliaca externa pro dolni koncetinu. A. iliaca externa sestupuje po
medialni stran¢ m. psoas a vstupuje do lacuna vasorum, odkud pokracuje jako a. femoralis. V.

iliaca externa jde medialné o tepny.

Femoralni arterie sahd od lig. inguinale az po pruchod do poplitedlni krajiny skrze
hiatus adductorius. Zasobuje kizi pfedni dolni ¢ésti bticha, pfedni useky zevnich genitalii (a.
epigastrica superficialis, a circumflexa ilium superficialis, aa. pudendae externae), vSechny
utvary stehna a kolenni kloub. Ve vzdalenosti 3-5 cm pod lig. inguinale odstupuje
laterodorzalné velmi silna hlavni tepna pro svaly stehna a. profunda femoris. Jejimi hlavnimi
vétvemi jsou a. circumflexa femoris medialis pro adduktory, zadni svaly stehna a

pelvitrochanterické svaly, a také pro kycelni kloub, kam pronik4 v incisura acetabuli.

A.circumflexa femoris lateralis odstupuje lateralné¢ pod m. rectus femoris a zasobuje
vSechny slozky c¢tythlavého svalu. Tii kone¢né vétve sestupné Casti a. profunda femoris, aa.
perforantes, prochazeji Stérbinami mezi Gpony adduktort podél femuru na dorzélni stranu
stehna. Nahrazuji tak fylogeneticky starSi a. ischiadica (z a.glutea inferior/a. iliaca interna),
ktera u nizsich obratlovct slouzila jako hlavni zasobujici tepna dolni koncetiny. Z perforatori
vystupuji i aa.nutricae femoris. A.genus descendens odstupuje v canalis adductorius a spolu se
zilou a n.saphenus prochazi skrze membrana vasoadductoria a vstupuje do cévni sité

kolenniho kloubu.

A.poplitea je pokraCovanim femoralni tepny poplitedlni krajinou po dolni okraj m.
politeus. Naléha tésn¢ na kloubni pouzdro kolenniho kloubu, dorzolateralné od ni je véna a
nejvice lateraln€ n. tibialis. A. poplitea zasobuje svaly poplitealni jamy a okoli a kolenni
kloub, do jehoZ rete articularis pfispiva. Pfi dolnim okraji m. popliteus se rozd€luje na a.

tibialis anterior a a. tibialis posterior (pfimé pokracovani kmene a. poplitea).

A tibialis posterior sestupuje po svalech hluboké vrstvy bérce za vnitini kotnik a

ptechézi do planty pod retinaculum musculorum flexorum doprovéazena dvéma Zzilami. Déli se
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na dvé konecné vétve pro chodidlo — a.plantaris medialis a lateralis. Zasobuje dorzalni a

lateralni kompartment bérce a chodidlo.

A tibialis anterior vybocuje z a.poplitea dopfedu nad interosealni membranou mezi
tibii a fibulu, sestupuje az na hibet nohy. Po prichodu pod extenzorovymi retinakuly se
nazyva a.dorsalis pedis. A.tibialis anterior lezi pod svaly ptedniho loze, podél lateralniho
okraje m. tibialis anterior, doprovazi ji dvé Zily. Zasobuje kolenni kloub, utvary pfedniho
bércového kompartmentu, hibet nohy a prstii a spojkami pfispivd k zasobeni chodidla (r.

plantaris profundus). (Cihak, 2016)
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Obr. 21: Schéma anatomie tepen dolni koncetiny.

(Grus T., https://is.cuni.cz/webapps/zzp/detail/80554/)
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3.7. Cévni anomalie u vrozené kratkého femuru

Pti standardizaci vySetfovaciho algoritmu pacienti s PFFD bylo na zakladé klinické
studie z let 2005-2009 zatazeno vysSetieni cévniho zasobeni koncetiny CT angiografii. U
veétSiny pacientll, ktefi podstoupili CT angiografii, byla anatomie cévniho fecisté hodnocena
jako normalni. U dvou pacientd s typem defektu Pappas III (typ s vazivovym pakloubem
proximalniho femuru) a jedné pacientky s typem II byla popsana atypie cévniho zasobeni
postizené dolni koncetiny. V obou ptipadech byla zkridcena a.femoralis, ktera jako konecné
vétev dosahovala do urovné pakloubu proximalniho femuru. Zbytek koncetiny byl zasoben
cestou a.iliaca interna a z ni odstupujici a.glutea inferior (fylogeneticky star$i a. ischiadica),
kterd po zadni strané stehna v poplitedlni krajin€ ptechédzela do a.poplitea. Distalni vétveni jiz
bylo typické. V jednom ptipad€ tepna probihala v tésné blizkosti n. ischiadicus a byla
doprovazena dvéma vénami. V druhém ptipadé byla a. ischiadica bez doprovodnych vén a ani
tésn¢ neprobihala podél n. ischiadicus. Ani v jednom pfipad¢ nebyly prokdzany anastomodzy

mezi a. femoralis a a. ischiadica.

U ostatnich pacientil byly zjiStény nepatrné morfologické zmény cév, napt. mensi
pramér a délka tepen zasobujicich postizenou dolni konéetinu, vétveni a. femoralis ve vztahu
kY chrupavce. Tyto zmény vSak nijak typicky necharakterizovaly jednotlivé skupiny
postiZeni dle Pappase. Nicméné primery hlavnich tepen postizené koncetiny byly mensi nez
Pappas VII-IX se priiméry cév na postizené a nepostizené stran¢ témef nelisily. (Horak et. al.

2007, Chomiak et al. 2009, 2010)
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Obr. 22 a, b: a) Obraz CT anigiografie u pacienta s PFFD typu Il vpravo, pohled zezadu.

Postizenad koncetina je zasobena cestou a. glutea inferior (AGI), kterd prrechazi do a.
ischiadica (Al) a a. poplitea (AP). V.poplitea se oddéluje od a.poplitea a pokracuje ventralne
Jjako v.femoralis (VF) na predni stranu stehna. A.femoralis (AF) zasobuje pakloub a konci na
stehné. b) venozni faze CT angiografie. Jiz popsané tepny dopovazi v.poplitea (VP) a
v.ischiadica (VI). Ventralné hypoplasticka v.femoralis (VF).
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4. VySetfovaci metody

Zakladni vySetfovaci modalitou zlstava sale prosty rentgenovy snimek. Prvni
vySetieni vétSina pacientli absolvuje do 3 let véku, kdy uz se projevi i u mén¢ napadnych a
mén¢ zavaznych ptipadu (Pappas VII-IX) mensi zkrat koncetiny nebo asymetricka osova
deformita. Do 1 roku véku zaevidujeme pacienty se ziejmym a zavaznym postizenim dolni
koncetiny, kdy deformita a zkrat je pfitomen jiz pfi narozeni. Na prostém skiagramu panve a
dolnich koncetin jsme schopni urcit typ postizeni dle Pappasovy klasifikace, hodnotime stav
acetabula, tvarové zmény kolenniho nebo hlezenného kloubu, hypoplazii kosti bérce, vétSinou
fibuly, a vyznamné koalice tarzalnich kosti (talo-kalkanearni). Velmi obtizné je v raném véku

rozliSeni typt II-IV pii nevyzralém osifikacnim jadru proximalniho femuru.

Vzhledem k rozdilné strategii 1écby je tfeba objasnit situaci v oblasti kycelniho kloubu
co nejdiive. Proto zarazujeme standardné v diagnostickém procesu vySetfeni pocitacovou
tomografii (CT), v naprosté vétsin¢ piipadl spojené s angiografii (CT angiografie). U velmi
malych déti je potfeba kratkd celkova anestezie, u starSich postaci sedace. VySetfeni pfinasi
cenné informace o kycelnim kloubu: 1) zda je pfitomna proximalni epifyza femuru
v acetabulu, 2) zda je epifyza v acetabulu pohybliva a 3) jaké je prostorové uspotadani spojeni
II-1V), kdy mize identifikovat abnormality v cévnim zasobeni koncetiny cestou a.glutea
inferior, a je tedy dulezitd v operacnim planovani. Stejné€ tak jsou tyto informace dileZzité pii
konstrukci protéz, kdy jako opérnd Cast protézy slouzi sedaci kost, a v piipadé poSkozeni
vyzivujicich cév tlakem protézy pii neexistenci anastomoéz muze dojit ke kritickému poruseni
cévniho zasobeni zbytku koncetiny a trofickym zménam. Z téhoZ vySetfeni je mozZné po
subtrakci kostnich struktur dostat ptehled o svalech v oblasti stehna a panve, podobné jako pfi

vySetfeni magnetickou rezonanci (MRI).

MRI studie kanadskych autor pomohly objasnit nejen instabilitu kolenniho kloubu
(Court a Carlioz, 1997), ale v poslednich letech také anatomii méekkych tkani u PFFD, viz
kapitola 2.4.5.

MRI vySetfeni pouzivame u starSich déti k vySetfeni kolenniho kloubu, kde
ofekavame nalez hypoplazie nebo aplazie zkiizenych vazl. Vzhledem k tomu, Ze chybéni
vazl a nestabilita kolena mize komplikovat pribéh prolongacni 1écby subluxaci nebo luxaci

kolena (Ganger et al, 2011), mél by byt vyvoj stabilizatorti kolenniho kloubu oziejmén jeste
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pied zahajenim prolongace. Protoze zahajujeme prvni prolongaci kolem 5. roku véku, je nutna
k MRI vysetieni kolena u malych déti anestezie. Z toho divodu v nékterych ptipadech
upfednostiiujeme artroskopické vySetfeni kolenniho kloubu postizené koncetiny, které
spojujeme s jinym pldnovanym opera¢nim vykonem. ProdlouZeni anestezie je pak zhruba 15

minut, u malych déti vyuzivame mensi primér optiky 2,7 mm.

Obr. 23: Srovnani prostého rentgenoveho snimku a 3D CT rekonstrukce u Sestiletého

pacienta s PFFD typu 11l vpravo. Na rentgenovém snimku neni patrna epifyza proximalniho

femuru, na 3D CT je jasné zobrazena.
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5. Strategie |éceni

Lécba zavaznych postizeni dolni koncetiny spojenych s vyraznym zkratem je v mnoha
ohledech velmi kontroverzni. Piistup k feSeni takovych komplexnich vrozenych defektt jako
je PFFD se lisi celosvétové z ditvodti medicinskych (at’ jiz vyplyvajicich ze zkuSenosti nebo
technického zabezpeceni), ale i kulturnich a etickych. Ke zvézeni je postup zcela
konzervativni, spocivajici v protetické péci. Zkraty do 7 cm je mozné kompenzovat
podrazenim obuvi, vétsi rozdil délky koncetin je tfeba feSit ortoprotézou, tedy ortézou
s vlozenou botou (obr.10 a 24). Jako opora pro ortoprotézu slouzi v takovych piipadech

sedaci kost.

Obr.24.: Ortoprotéza pouze na bércovou cast u pacientky 4 roky s typem Pappas VII
vpravo. Stehenni segment je stabilni.

Operacni 1écba je velmi naro¢na a zdlouhava a je tieba zvazit vhodné podminky nejen
anatomické, ale i socidlni. Jednou z moznosti jsou ablativni vykony, zejména u zasadnich a
vyraznych zkratli koncetiny s nestabilitou kycelniho kloubu, jak doporucuji néktefi autofi
(Koman et al, 1982). Kromé délky femuru posuzuji jako indikacni kritérium pro prolongaéni
terapii pelvifemoralni stabilitu, kterou reprezentuje trojice parametrii: acetabularni index,
index kapacity acetabula (shelf index) a dysplazie acetabula. Pokud pacient ma ptredpoklad
dosazeni délky postizené¢ho femuru pfirozenym rastem vice nez 60% délky zdravé strany,

rozdil délky mensi nez 17 cm, pelvifemoralni stabilita ma akceptovatelné hodnoty (Al do 35°,
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SI > 0,6 a dysplazie je klasifikovana jako zddna nebo mirnd) a noha je plantigradni a zatéze
schopnd, je mozné indikovat prolonga¢ni a rekonstrukéni terapii. V opacném piipadé je
indikovan ablativni vykon. Toto rozhodnuti by mélo byt dle autord prezentovano do 1 roku

veku ditéte. Podobnymi kritérii k prolongacni terapii se fidime i na nasi klinice.

Volba rekonstrukéni a prolongaéni operacni terapie se tyka poskozeni typu Pappas
II , IV a VII a znamena pro dit¢ i rodinu volbu opakovanych a cCastych hospitalizaci

s n¢kolika operacnimi etapami lé¢eni béhem détstvi.

Etapové 1éceni PFFD s ohledem na stabilitu ky¢elniho kloubu a pfidruzené deformity
od roku 1980 vyvijel na Ortopedické klinice FN Na Bulovce prof. MUDr. Pavel Dungl, DrSc.
Na zaklad¢é ptedchozich bohatych zkuSenosti s lé€bou dysplazie kycelnich kloubl a jinych
redukénich vad dolni koncetiny (fibularni hemimelie, vrozeny pakloub bérce) vypracoval

lécebny plan pro pacienty s PFFD.

V prvnim roce véku provedeme nutnd radiografickd vySetfeni a klasifikujeme
postizeni koncetiny. Mezi prvnim a druhym rokem véku, pti vertikalizaci ditéte, ve spolupraci
s protetikem nechame zhotovit upravu obuvi nebo bércovou ortoprotézu, na které se déti
piekvapivé dobfe nauci chodit. Po 3. roce za€ina vlastni operacni 1écba u typt s pakloubem,
tedy Pappas III a IV. Pokud vSak CT vySetieni ukdZe femoralni epifyzu fixovanou
v acetabulu, pak 1 typy s pakloubem feSime jako typ II, kde femoralni epifyza zcela chybi,
tedy operaci ,,koleno pro kycel“. Pelvifemoralni distrakci na Hoffmannové zevnim fixatoru
nejprve distalizujeme proximalni konec diafyzy femuru pod uroven kycelniho kloubu (1.
etapa), pak nasleduje rekonstrukce proximdlniho femuru, tedy resekce pakloubu a flze
diafyzy s hlavici (2. etapa), u typu Pappas VII za¢ind operacni 1écba valgizacni osteotomii
proximalniho femuru. Pokud je zifejma dysplazie acetabula, dopliujeme vykony na panvi
pfed zahajenim prolongacni faze 1éCby, nejcastéji Salterovu panevni osteotomii. Po zhojeni
fuze nebo osteotomie zahajujeme po 5. roce ve€ku postupnou prolongaci femuru
pti pelvifemoralni, ev. pelvi-femoro-tibialni stabilizaci k prevenci poskozeni hlavice femuru a
prevenci subluxace kyc€le nebo kolena pfi zvySeni tlaku v kloubech béhem prolongace (3.
etapa). Po ukonceni prodluzovani a zhojeni prolongatu odstraiiujeme zevni fixator a
prodlouzeny segment stabilizujeme subkutdnné podvlecenou dlahou nebo silnym
Kirschnerovym dratem k prevenci kontrakce prolongatu nebo jeho deformace. 4. etapa je
vénovana piidruzenym deformitam koncetiny, korigujeme osové i délkové poméry bérce,
stabilizujeme nohu, rekonstruujeme hlezno. Prodlouzeny femur zaostdva v rlstu, proto je
kolem 10. roku véku indikovana druha etapa prolongace a soucasné kontralateralné tizené
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zpomaleni nebo zéstava rustu, epifyzeodéza rustové ploténky distalniho femuru a proximalni
tibie (5. etapa). V posledni fazi léCeni se zaméfujeme na odstranéni rozsahlych jizev a
uvolnéni pohybu kolena, kycle nebo hlezna, které byvaji po prolongacni terapii omezeny.

Ptehledné faze 1écby shrnuje tabulka a obrazek 25.

Etapa Vykon

Diagnoéza, zobrazovaci vysetieni, ve 3 letech longitudinélni distrakce
Resekce pakloubu, napojeni hlavice na diafyzu

Postupna prolongace ramovym zevnim fixatorem se stabilizaci kycle/kolena
Korekéni vykony na bérci, noze

Finalni prolongace koncetiny, kontralaterdlni epifyzeodéza

SN N B W N

Odstranéni jizev, plastické vykony, redres kloubti

Tabulka 1: Etapové léceni PFFD

Pro pacienty s postizenim Pappas 1 (ageneze femuru i acetabula) neni jiné mozné
feSeni nez protetické. Pro postizeni Pappas II je prolongace konletiny neproveditelna, ke
zvéazeni jsou ablativni vykony, rota¢ni artroplastiky (Hamel et al., 1999; Alman et al., 1995)
nebo fuze zbytku femuru s panvi po jeji osteotomii podobné Chiariho technice (operace dle
Kinga). Koleno je v sagitalni rovin€ rotovano, plnéa extenze pak slouzi jako flexe v ky¢li, coz
je dulezité pro sezeni, plnd flexe kolena pak nahrazuje extenzi kycle. Tato technika se

osvédcila pii oSetfovani pacientli s timto typem na nasi klinice.

Typy Pappas VIII a IX jsou k operaénimu feSeni nejvhodné&jsi, obvykle postacuje
jedna etapa prolongace a v druhé fazi feseni pridruzenych vad. V této skupiné pacientl jsou 1

nejlepsi funkéni vysledky 1éCby.

Typy Pappas V a VI jsou extrémné vzacné, v nasem souboru je zastoupen pouze typ
V jedinym pacientem. Takova postizeni vyZaduji vZdy individudlni plan i feSeni. (Dungl et

al., 2014; Grill F, Dungl P, 1991, 1993).
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Obr. 25: Etapové léceni u pacienta s typem Pappas I1I, popis ve sméru Sipek: vychozi snimek
— distalizace femuru v pelvi-femordlnim ramu (typ Hoffmann) — resekce a fuze diafyzy a
hlavice — prvni prolongace femuru (zevni fixator Wagner) — rekonstrukce acetabula a
profylaktické hirebovani proximalniho femuru — druha prolongace — finalni korekce délky
koncetin epifyzeodézou distalniho femuru
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6. Experimentalni ¢ast

6.1. Laboratorni studie

Hypotéza ¢Cislo 1: Profil genové exprese osteo 1 angiogennich faktori je odliSny u pacientii

s vrozeng kratkym femurem proti kontrolnim vzorkim fyziologické kostni tkané.

6.1.1. Material, ziskavani vzork

Pro molekuldrni analyzu jsme se pfednostné soustfedili na skupinu pacientl s velmi
zavaznou formou defektu femuru, zvanou také vrozeny pakloub femuru (skupina III a IV
Pappasovy klasifikace). Vyskyt téchto zavaznych forem je u novorozencu velmi vzacny (1-

2:100000), proto je pocet pacientli pro analyzu pomérné maly.

Vzorky fyziologické a patologické kostni tkan¢ byly odebrany béhem planovaného
ortopedického vykonu na zakladé informovaného souhlasu pacienttl, respektive jejich rodic¢t.
Tkan pakloubu byla odebrana pfi planované resekci a fuzi pakloubu u pacienti s PFFD.
Vzorky fyziologické kostni tkané pochazeji z resekci béhem vykonil na noze (resekce tarzalni
koalice), nebo pii odbéru kostnich §tépl z panve u pacientl, kde divodem k operaci byla jina
diagnoéza nez PFFD. Vzorek kosti (v pfipadé kontroly), eventuelné smiSena tkan s prevahou
kosti (u skupiny PFFD) velikosti cca 0,5cm® byla sterilné¢ vlozena do malé zkumavky
s prezerva¢nim médiem, které zamezuje rozkladu RNA enzymy (RNA Safer, SuperArray
Bioscience Corporation) a hluboce zmrazen na -80 °C. Do laboratote byly vzorky pfepraveny

v lahvi se suchym ledem a ihned po transportu zpracovany.

Po rozmrazeni bylo nutné vzorek kosti mechanicky narusit, aby byl umoznén prinik a
pusobeni extrahujicich cinidel. K tomuto ucelu jsme nejprve pouZzivali mechanicky
homogenizator, pozd¢ji jsme pouzivali drceni vzorku v hmozdifi po hlubokém zmrazeni
tekutym dusikem. Pro izolaci RNA jsme vyuzili technologie RNeasy Mini Kit (Qiagen)
v souladu s doporu¢enym protokolem. Metodika kombinuje lyzu vzorku guanidin
isothiokyanatem a vazbu RNA na silikdtovou membranu, ze které je Cistd RNA ziskdna
vymyvanim (eluci). Abychom ziskali vétSi mnozstvi RNA, pokouseli jsme se o enzymatickou

lyzu vzorku pfed RNA izolaci (enzymaticky mix: elastdza, trypsin, kolagenaza II, kolagenaza
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VII, kolagenaza IX). Protoze tento postup k navysSeni izolovaného mnozstvi nevedl,

s enzymatickou lyzou jsme v laboratornim protokolu dale nepokracovali.

Béhem laboratorni studie (2008-2012) jsme vysSetfili celkem 7 vzorkd pacientl
s PFFD a 3 kontrolni vzorky, n€které analyzy byly opakovany. Celkem jsme pouzili pro
analyzy 13 bioCipl pro osteogenni geny a 11 pro geny angiogeneze. Ze 7 pacientti PFFD bylo
5 ze skupiny s pakloubem (Pappas III, IV), po jednom vzorku jsme vysSetfovali kostni tkan

femuru u typu II a VII dle Pappase.

6.1.2. Metodika

Dalsi prace s RNA se fidila doporuc¢enym firemnim postupem SuperArray Bioscience
Corporation, jejiz bioCipovou technologii jsme si pro experiment vybrali. V zdsad¢ se jedna o
simultanni analyzu exprese RNA na zdklad€ imobilizace DNA sond (molekuly DNA urcené
na zachytavani jinych molekul na podkladé kompatibility) na membranu, na které jsou DNA
sondy pravidelné uspofadané do fadkil a sloupcl. V dalSim kroku jsou vystavené reakci
s vazebné korespondujicimi molekulami vzorku. Tak vznikaji vazebné komplexy, které jsou
po promyti nasledné detekovany ¢tecim systémem zalozenym na chemiluminiscenci. Systém
umoziuje v jedné reakci detekovat az 113 genti osteogeneze a 113 gend angiogeneze (piiloha

1a2).

Po i1zolaci RNA nasledovala syntéza cRNA (komplementarni RNA), znaceni RNA
biotinem a amplifikace (obr. 28). Po purifikaci vzorku amplifikované a znacené RNA bylo
tieba pfipravit, tzv. prehybridizaci, bio¢ipové membrany k samotné hybridizaci se vzorky. Po
pfidani vzork k membrandm do hybridiza¢nich trubic zacala hybridiza¢ni reakce, pii které se
na membrany v mistech DNA sond navazaly komplementirni ¢asti RNA, které byly
v okamZiku odbéru vzorku v tkani exprimovany. Reakce probihala pfes noc v hybridizacni
peci pii teploté 60 °C. Po promyti byly membrany inkubovéany s roztokem streptavidinu
konjugovaného s alkalickou fosfatdzou a nésledn¢ detekovan chemiluminiscencni signal
generovany reakci CDP-star (chemiluminiscencni barvivo) s konjugatem alkalicka fosfataza-

streptavidin-biotin-cRNA-bio¢ipova membréana. Signél byl detekovan na rtg filmu, ktery byl
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naskenovan a vyhodnocen sofwarem GEArray Expression Analysis Suite (SuperArray).

Metoda umoznuje také semikvantitativni analyzu exprimovanych gent v zavislosti na

intenzité detekovaného signalu.

wySetfovana tkan

\

izolace RMA

\

Znaceni vzorky sondou

\

hyhtidizace znadeného
vZorku s geny na
mikrofipu

v

detekoe signalu sondy
a pocitacova analyza dat

v

pakloub

Obr. 26: Schéma experimentu. Simultanné analyzujeme vzorek tkané pakloubu a fyziologické

kosti. Po pripravé RNA dle obrazku 1 pristupujeme k samotné hybridizaci. Vzorek biotinem
znacené RNA je pridan s reakcni smési k membrané mikrocipu, na které jsou ukotveny
sekvence genii osteogeneze a angiogeneze (DNA sondy). Pokud jsou ve vzorku pritomny

komplementarni sekvence, dojde k jejich hybridizaci na membranu. Po navazani

chemiluminiscencniho barviva k hybridizovanym sekvencim lze detekovat signal na rtg filmu.

Vysledné spektrum zobrazenych signalii, ktere reprezentuje exprimované geny, je podrobeno

pocitacove analyze.
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Obr. 27: Postup experimentu pro kazdy vzorek. Izolovanou RNA ze vzorku tkané znacenou
biotinem jsme hybdridizovali s pripravenou membranou, po hybridizaci probéhla inkubace
s chemiluminiscencnim barvivem a signal detekovan na rtg filmu. Membrany byly
naskenovany a analyzovany softwarem GEArray Expression Analysis Suite



6.1.3. Laboratorni protokol

L Izolace RNA (Qiagen Rneasy mini Kkit)

- MrazZena tkan (10mg) po rozmrazeni nejprve mechanicky rozmélnéna
v homogenizatoru

- +350 pl RLT pufru (lyzaéni pufr pied izolaci RNA, soucast kitu), nékolik sekund
promichat (pfiprava: 10 ul merkaptoethanolu do 1 ml RLT, nutno pfipravovat Cerstvy)

- rychle pfelit do sterilni 1,5 ml zkumavky, centrifugace 3 min / 13000 ot/min

- supernatant slit do nové 1,5ml zkumavky + 350 pl 70 % EtOH (ethanol), pipetou
promichat

- vSe ptepipetovat na silikagel, centrifugovat 15 s / 10000 ot/min,

- RNA zistane navazana na silikagel, ptidat 700 ul RW 1, centrifuga 15 s/ 10000
ot/min

- silikagel nasadime na 2ml zkumavku, pfidime 500 ul RPE, centrifuga 15 s / 10000
ot/min, roztok slit, znovu nasadit na 2ml zkumavku + 500 pul RPE, centrifuga 2 min /
10000 ot/min

- po centrifugaci nasadim zkumavku se silikagelem na sterilni zkumavku s odstfizenym
vickem, centrifuga 1 min / 13000 ot. (odstranéni alkoholu)

- na sterilni zkumavku dam malou se silikagelem, nakapat 20 ul RNase free H2O (voda
bez RNasy), centrifuga 1 min / 10000 ot/min

- 1zolovana RNA se rozpustila ve vod¢, roztok lze uskladnit pi1 — 20 °C (Iépe pfi -

70°C)

IL. Syntéza cDNA
Ptiprava roztokd:

a) Popoustéci smés (Annealing mixture, AM): 1-4 ul RNA + 1 pl primer + 6-9 ul H,O
(celkovy objem 10 pl)
promixovat pipetou, kratce centrifuga, inkubace pti 70 °C 10 minut, promixovat,
centrifuga 2 s, ihned umistit na led.

b) c¢DNA Synthesis Master Mix (SMM):
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I11.

4 ul H2O + 4 ul 5x cDNA syntetiza¢ni pufr + 1 pl ihnibitor RNasy + 1 ul cDNA
Synthesis Enzyme Mix (celkovy objem 10 pl)

Mizx, centrifugace, led.

cDNA syntetiza¢ni reakce:

10 pul Synthesis Master Mix + 10 pul Annealing Mixture

Mix pipetou, centrifuga, inkubace 50 min. pii 42 °C, pak opét mix pipetou, centrifuga,

inkubace 5 min. pti 37 °C.

Znaceni a amplifikace cRNA

Ptiprava roztokd:

a)

b)

Amplifikacni smes:

16 ul 2,5x RNA amplifikacni pufr + 2 pl Biotin-16-UTP + 2 pl amplifika¢ni mix
enzymu

Mix pipetou, centrifuga, inkubace 5 min. pii 37 °C

cRNA syntetiza¢ni reakce:

20 pl amplifika¢ni smés + 20 ul cDNA ze syntetizacni reakce (bod II c)

Mix pipetou, centrifugace, inkubace minimalné 4 hod. pii 37 °C, pokud je mnozstvi
pouzité RNA mensi nez 1 ul, pak inkubace pies noc. Pak je moZzné vzorek uchovat pii

-20 °C)

RMNA vzorku primer+mix
enzymu
e e ¥ ¥ ¥ .. v , . .
Ay e A Obr. 28: Postup amplifikace a znaceni RNA biotinem. RNA
PP P, LN
T izolovand ze vzorku se smichd se smési enzymu a primerd,
ulozi do termocykleru, kde po nékolika hodindch reverzni
%’W\fv_}:_\f
R transkripci probéhla syntéza cDNA. K ziskanému materidlu
syntéza cONA \L je pfiddn biotin s reakéni smési enzymu a v dalsi
A nékolikahodinové reakci probihd transkripce DNA do RNA,
R ope Y v s s g . .
APARAALLS amplifikace RNA a jeji oznaceni biotinem. Biotin se
oo i % . Biotin-16-UTP . u , v . s . qe
in witra transkripce l,.;o-.-v e et »Zabuduje” do struktury RNA tim, Ze je navdzan na uridin
(analog timidinu), ktery se pdruje s adeninem (zdkladni
T N S Bl e e A
BaRAZa, Wy ARk 1
S AN R stavebni prvky DNA a RNA).
Rakiln, WL A2 2R
\I/puriﬁkal:e
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IV.  Purifikace cRNA

- ke vzorku cRNA (40 pl) ptidat 60 pl H>O, schladit na ledu

- pridat 350 ul vazebného pufru, promixovat pipetou

- pridat 350 pl 100 % ethanolu, promixovat pipetou, naplnit do centrifugacni kolonky,
centrifuga 30 s / 8000 ot/min, roztok slit

- na kolonku ptfidat 200 pl vymyvaciho pufru, centrifuga 3 min / 11000 ot/min

- kolonku nasadime do nové sterilni zkumavky, ptiddme 50 pl H>O (pfi pokojové
teplot€), inkubace 2 min., centrifuga 1 min / 8000 ot/min

- vzorek je pak mozno uchovat v -20 °C

V. Prehybridizace

- Do hybridiza¢ni trubice s detek¢ni membranou aplikujeme Sml vody na 5 minut

- Predehfejeme hybridiza¢ni roztok (GEAhyb solution) na 60 °C a promichadme

- Z trubice vylijeme vodu, aplikujeme 2ml ptedehiatého hybridiza¢niho roztoku

- Malé hybridizaéni trubice s detekénimi membranami vlozime do sklenéné
hybridizacni trubice a umistime do hybridiza¢ni pece na 2 h pti 60 °C a otaCeni 5-10

ot/min

VI.  Hybridizace

Cilovy hybridizacni mix:

10-50 pl biotinem znacené cRNA + 750 ul GEA hybridiza¢niho roztoku
Dobte promichat, ponechat pii 60 °C

- Prehybridiza¢ni medium vylejeme z trubice a pfidame hybridizacni mix

- Hybridizace probiha ptes noc pii 60 °C a otaceni 5—10 ot/min
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VII. Promyvani
Promyvaci roztok €. 1: 10ml 20x SSC + 5ml 20 % SDS + 85ml H>O
Promyvaci roztok €. 2: 0,5ml 20x SSC + 2,5ml 20 % SDS + 97ml H>O

- Oba roztoky pfedehfejeme na 60 °C

- Cilovy hybridiza¢ni mix slijeme z hybridiza¢ni trubice do zkumavky, uchovame pfi -
20 °C

- Do hybridiza¢ni trubice k membrané ptidame Sml promyvaciho roztoku €. 1,
promichdme na vortexu a umistime do hybridiza¢ni pece na 15 min. pti 60 °C a 20-30
ot/min.

- Vylejeme promyvaci roztok ¢. 1 a pfiddme 5ml promyvaciho roztoku ¢. 2,
promichame na vortexu a umistime do hybridiza¢ni pece na 5 min* pti 60 °C a 20-30

ot/min

Pozn: * vyrobce doporucuje inkubaci s vymyvacim roztokem ¢. 2 na 15 min, ale pro

zvyraznéni hybridizac¢nich produktti jsme dobu promyvani zkratili na 5 minut.

- Po plisobeni promyvaci roztok ¢. 2 vylejeme, uzavieme hybridizaéni trubici, aby

membrana nevyschla a nechame vychladnout na pokojovou teplotu.

VIII. Detekce
Princip detekce hybridiza¢nich produktii na membranég je chemiluminiscence.

- Zastaveni oligo GEArray: 2ml blokujiciho roztoku Q (GEA blocking solution)
pfidame do hybridizac¢ni trubice a kratce mixujeme.

- Inkubujeme 40 min pfi ota¢eni 20-30 ot/min.

- Navazani alkalické fosfatazy konjugované se streptavidinem:

Roztoky: Pufr F: 6,4ml 5x pufr F + 25,6 ml H,O
AP-SA puft: 2 ul AP-SA (alkalicka fosfataza-streptavidin) + 16 ml pufr F

- Z trubice vylejeme blokujici roztok Q, pfiddme 2ml AP-SA pufru a kratce
promichame
- Inkubace ptesné 10 min pfi otaceni 5-10 ot/min

- Celkem 4x promyjeme membranu 4ml pufru F, 4 5 min pfi 5-10 ot/min
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- 2x promyjeme membranu 3ml pufru G
- Pfiddme 1ml CDP-star (chemiluminiscen¢ni barvivo) do hybridiza¢ni trubice
s membranou, inkubujeme pii pokojové teploté v hybridiza¢ni peci pii 2-5 ot/min

- Membréanu vyjmeme z trubice, nechame okapat piebytecny roztok a zabalime do folie.

IX. Expozice, skenovani
- Exponujeme 1-2 min na rentgenovy film

- Skenujeme do formatu JPEG nebo TIFF

X. Pocitacova analyza dat

WWWw.superarray.com/support_software.php

- Semikvantitativni analyza genové exprese osteogennich 1 angiogennich gent

v riznych grafickych vystupech

6.1.4. Vysledky

Spektrum detekovanych signalti reprezentujicich exprimované geny bylo velmi
riznorodé. Nekteré analyzy selhaly z divodu malého mnoZstvi izolované RNA, proto byly
opakovany s novym vzorkem. Pfesto se potvrdil nds$ pocatec¢ni predpoklad, Ze mnozstvi i
zastoupeni genli budou odlisné ve fyziologické tkani v porovnani s vyvojoveé vadnou kostni
tkani od pacienta s PFFD. VSeobecné bylo detekovano tedy 1 exprimovano méné genii
v patologické kosti nez ve fyziologickém vzorku. U nejreprezentativnéjsi dvojice bioCipt byl
procentudlni rozdil v prezentovanych genech osteogeneze 35 % u kontrolniho vzorku proti 26
% u tkan¢ PFFD, u angiogennich 33 % exprimovanych ve fyziologickém vzorku proti 16 %

patologického vzorku. (obr. 29 a, b)
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http://www.superarray.com/support_software.php

Softwarem byla vyhodnocena zvySena exprese (overexpression) u nékterych geni
osteogeneze v patologické kostni tkani proti kontrolnimu vzorku. Byly to gen pro
kalcitoninovy receptor, kolagen XII, kolagen I podj.alfa 2, kolagen II, kolagen IX, FGFR2,
fibronectin a integrin. Naopak nékteré¢ geny vykazovaly snizenou expresi (underexpression) u
tkan¢ pacienta s PFFD: gen pro annexin A5, kolagen XVIII pod;j. alfal, kolagen I podj.alfal,
katepsin K, FGFR1, FGFR3, IGF2, VEGFB, VEGFC.

Ve skupiné genu angiogeneze byl dominantni rozdil v mnozstvi exprimovanych genii,
kdy v patologickém vzorku jich bylo vyznamné¢ méné. Po pocitaCovém vyhodnoceni Cipti
jsme zjistili absenci nékterych geni ve vzorcich pacienti s PFFD, které naopak byly
exprimovany v kosti fyziologické. Jsou to: VEGFB, VEGFC, ECGF 1, a dale geny koédujici
jiné angiogenni rustové faktory a receptory (napt. ANPEP, LAMAS, PDGFA), proteazy a
inhibitory (PECAM 1, PF4), transkripéni faktory (PTEN, PTGS1) nebo adhezivni molekuly
(CDHS, COL18A1, LAMAY) (obr. 18). Piehled genti zastoupenych vice ¢i méné u vzorkl
pacientl s PFFD v porovnani s kontrolnimi vzorky uvadi tabulka XY a fotografie mikroCipti

pacienta s PFFD v porovnani s kontrolnim vzorkem (obr. 29 a, b).
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Obr. 29 a Obr. 29 b

Vysledek biocipové analyzy u kontrolniho vzorku fyziologické kosti (levy z kaZzdé dvojice) a pacienta
s PFFD (pravy z kaZdé dvojice). Na obrdzku 29 a) jsou vysledky exprese osteogennich faktort, 29 b)
angiogennich  faktori.. Na biocCipech pacienti sPFFD je patrno méné zachycenych
chemiluminiscencnich signdll, coZ vyjadifuje mensi mnoZstvi exprimovanych gen( angiogeneze i
osteogeneze a potvrzuje ocekdvany rozdil genové exprese.
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Obr. 30. Semikvantitativni  analyza  spektra
exprimovanych genii. V zobrazeném pdru sloupcii je
kontrolni vzorek prezentovan vlevo; vzorek pacienta
s PFFD napravo. Par sloupcii vlevo zobrazuje spektrum
exprimovanych  genii  osteogeneze, kde vyraznéji
exprimované  geny  zastupuji  , nevyzralou®  kost
s prevahou genui pro kolagen II, kolagen XII, kolagen IX,
kalcitoninovy receptor, FGFR2, fibronektin a integrin.
Mezi méné exprimované geny patii geny vztahujici se ke
AKT1 stimulaci angiogeneze (VEGFB, VEGFC, FGFRI,

CCL1l FGFR3), geny pro kolagen I podjednotku alfa 1, a
CXCLS v/ L, .
EFNL3 z dalsich napriklad geny pro kathepsin K, receptor

ENG vitaminu D, annexin AS5. Barevnd Skdla symbolizuje

FGFR3 . T v oy . ; °
1134 semikvantitativni mnozstvi exprimovanych genii dle

LECT1 Fipojené legendy.
MMP2 pripoj genay
NOTCH4

PDGFB

TGFB1

TIMP1

| GAPDH

B2M

HSPCB

_ HSPCB

ACTB

ACTB

BAS2C

BAS2C

Tabulka 2: Prehled exprimovanych

genii osteogeneze a angiogeneze u |CALCR ANXAS5 CCL11
vzorku pacientii s PFFD v porovndni |coL12A1 BGLAP CXCL5
s kontrolou. V prvnim sloupci (osteo +) [coL1a2 COL18A1 | EENA3
jsou geny osteogeneze se silnéjsi COL2AL COL1AL L12A
expresi nez u kontrolnich vzorku, druhy
sloupec (osteo -) prezentuje geny COL9A2 CTSK PDGFB
s mensi expresi. Ve sloupci ,,angio +* e e
Jjsou geny angiogeneze vice |FN1 FGFR3
prezentované u pacientii s PFFD, |ITGAM IGF2
posledni sloupec naopak ukazuje geny, ITGA3
které u pacientii s PFFD chybély ITGB1
v expresnim profilu angiogeneze u MMP2
PFFD kompletne. MMIPS

MMP9

VEGFB
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6.1.5. Diskuse

24

problému bylo velmi malé mnozstvi izolované RNA. Divody malého mnozstvi RNA mohou
byt rozlicné — degradace RNA jiz pii odbéru, poskozeni v ramci zpracovani (rozmrzani a
homogenizace, opakované zmrazeni dusikem), chyba pfti prehybridizaci, ¢i samotné detekci
apod. Nékdy 1 po amplifikaci a zakoncentrovani vzorku bylo mnozstvi RNA v reakci na dolni
hranici doporucované protokolem experimentu. U jednoho z pacientli nebyl ani dostatek
materidlu k analyze obou skupin genl. Snazili jsme se zvysit vytéZnost izolace RNA z tkani
vyuzitim enzymatické lyzy mechanicky zpracovaného vzorku, pfed samotnou izolaci RNA,
avSak mnozstvi ziskané timto krokem nebylo vyznamné vyssi, proto jsme od tohoto postupu

upustili.

Bohuzel se nam nepodafilo u analyzovanych vzorkd identifikovat jednoznacné a
stabilni rozdily v expresi angio a osteogennich gend, které by bylo mozné potvrdit jinou
laboratorni metodou, naptiklad imunohistochemicky, a nastinit patologicky vzorec genové
exprese u postizeni vyvoje femuru. To miiZze byt mimo jiné zplisobeno nesourodym bunéénym
zastoupenim v kostni tkani pakloubu, kde mohou v rizné mife pievySovat zastoupeni kostnich

bunék chondrocyty a fibrocyty, pfipadné jiné minoritni bunécné typy.

Moznosti vétSiho vytézku RNA bylo zalozeni tkanovych kultur osteoblastli. Timto
zpusobem bylo mozné ziskat nejen vEétsi mnozstvi RNA z namnozenych bungk, ale zajistit 1
bunécné specifickou RNA jednotlivych typl bunék zastoupenych v odebraném vzorku
(osteoblasty, chondroblasty, fibroblasty aj.). Po detekci exprese genli z tkanove specifické
RNA by byly rozdily zjisténé analyzou bunétného mixu pakloubu bud’ potvrzeny nebo
jednoznaéné vyvraceny. Podafilo se ndm zaloZit tkanovou kulturu fyziologickych osteoblastl
k zavedeni a osvojeni metodiky. Bohuzel pro nedostatek klinického materialu jiz nebyla dalsi
moznost k zalozeni tkanové kultury ze vzorku pacienta s PFFD. Metodu tkanovych kultur
jsme tedy nemohli rutinné zavést do protokolu. Tato metoda zlstava déle v repertoaru pro

dalsi experimenty.

Téma osteogennich mechanismll patologické kostni tkané jako je pakloub u vrozené
kratkého femuru, ale i fyziologické kostni tkdn€, se ndm v soupisu svétové literatury

nepodafilo zachytit. Nemame tedy zddny odkaz, na ktery by bylo mozno navazat a také s nim
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konfrontovat naSe vlastni poznatky. Je proto nutné brat nasi studii jako pilotni, ktera byt ma
ambicidzni cile, trpi nedostatky prvotiny. Hodnoceni informaci z naSich experimenti o
rozdilech v osteo 1 angiogenezi u pacientii s PFFD v porovnani s fyziologickymi vzorky kosti
je zejména z tohoto ohledu velmi obtizné. Vzhledem k tomu, ze nyni nemizeme navazat na
naSe analyzy a pokraCovat ve vyzkumu, musime nase zavéry omezit na tvrzeni ve form¢ tivah
o moznych souvislostech naSich vysledkii s klinickymi diisledky. Je nutné nasi hypotézu
potvrdit v budoucnu dal$imi experimenty (napf. imunohistochemicky, proteomickou

analyzou, tkanovée specifickou analyzou RNA).

V souladu s naSim primarnim ocCekévanim se v tkani pakloubu exprimovalo méné
genl obou studovanych procest nez ve vzorku fyziologickém. Nabizi se otdzka, zda jde o
realné sniZzeni genové exprese osteogennich i angiogennich faktori, nebo zda na pozadi
mensiho mnozstvi exprimovanych geni mize byt vyssi zastoupeni jinych bunéénych typh
(chondroblasty, fibroblasty, myoblasty) v tkani pakloubu. Tuto skute¢nost by bylo mozné
potvrdit po vysSetfeni bunécné specifické RNA ziskané z tkanovych kultur jednotlivych

bunécnych typi.

Celkoveé jsme u vzorkil pacienti s PFFD zaznamenali mensi pocet exprimovanych
genl angiogeneze. Mozné vysvétleni miizeme hledat v anomalii cévniho zdsobeni postizené
koncetiny pacientli s PFFD, které u tii pacientli potvrdila CT angiografie (Chomiak et al,

2010, 2012).

VétSina pacienti s PFFD vykazuje neobvyklé cévni zmény na postizené konceting,
zahrnujici zmenSeni priméru a délky artérii v kontrastu s nepostizenou, kontralateralni
konletinou. Primér artérii byl vyraznéji redukovan u pacientli se zdvaznéjSimi formami
PFFD. Na druhou stranu nebyly objeveny zadné cévni abnormality specifické pro kazdy typ
PFFD (dle Pappasovy Kklasifikace). Topograficko-anatomické zmény cévniho zasobeni
koncetiny byly nalezeny pouze u tii pacientii s PFFD. U téchto pacientd byla hlavni zasobujici
arterii koncetiny a. glutea inferior (vétev z a. iliaca interna), pokracujici jako doprovazejici
arterie n. ischiadicus a formujici poplitedlni arterii jako hlavni kmen zasobujici distalni cast
koncetiny. Tyto rozdily vcévnim zdsobeni mohou byt pfisouzeny pietrvavajicimu
embryonalnimu vzorci cévniho zdsobeni dolni koncetiny. Pfesto otazka ,proc¢? zlistdva
nezodpovézena. Co je primarni: kostni nebo cévni abnormalita? Je pfiina lokalni nebo

systémova? Je diivod mechanicky, geneticky nebo jiny?
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Primarni chyba v cévnim zasobeni proximalniho femuru v misté¢ pakloubu muze byt
pric¢inou toho, pro¢ dulezité angiogenni faktory dilezité pro osteogenezi nejsou ,,dopraveny*
do mista vyvijejici se kosti. Naopak vime, Ze nékteré osteogenni faktory jsou nezbytné

v indukeci téch angiogennich.

Ze studii na kmenovych bunkéch je znamo, ze VEGF hraje dulezitou roli v kostni
tvorbé indukovanou BMP-4 (Peng et al, 2002; Qi et al, 2003). VEGF se podili na kostnim
rustu v procesu enchondralni osifikace. Zablokovani VEGF vede ke snizeni tvorby
trabekuldrni kosti v ristové ploténce sekundarn€ po snizeni invaze krevnich cév a zhorSeni

resorpce chrupavky (Peng et al, 2002).

Experimentalni studie na mysSich (Zelzer et al, 2002, 2004) souhlasné potvrzuji 2
dilezit¢ funkce VEGFA pro tvorbu kosti. Ta prvni je vcasném i pozdnim stadiu
vaskularizace chrupavky, druhd je zésadni pro pteziti chondrocyti, kdy nedostatek VEGFA je
ptfi¢inou masivni bunééné smrti chondrocyti béhem enchondrélni osifikace. VéEtSina skeletu
se vyviji praveé timto procesem. Mesenchymalni buiiky se diferencuji v chondrocyty, které
proliferuji a vytvareji chrupavCité modely kosti. Od centra chrupavcitého zékladu
chondrocyty prestavaji proliferovat a postmitotické buiiky hypertrofuji. Nasleduje invaze cév,
osteoklastil a dal§ich mesenchymalnich bun¢k z perichondria do chrupavéitého zakladu, ktery
narusuji (eroduji) a je nahrazen kostni deni a trabekularni kosti v tzv. primarnich osifikacnich
centrech (Karsenty et al, 1999; Olsen et al, 2000). VEGFA je tak dilezity regulator
angiogeneze b&hem enchondralni osifikace. Inhibice VEGFA zamezuje invazi cév do
hypertrofické zony riistové ploténky dlouhych kosti a je pri¢inou naruseni tvorby trabekularni
kosti a rozsifenim hypertrofické zony. Akumulace terminalné diferencovanych chondrocyti
v rustovych ploténkach naznafuje redukci cévni novotvorby a zpomaleni odstranovani

chrupavky béhem osifikace.

Souvislosti mezi procesy angiogeneze a osteogeneze velmi podrobné analyzuji na
univerzit¢ ve Stanfordu (Saadeh et al, 2000). Dalsi prokazanou souvislosti mezi angiogennimi
a osteogennimi faktory je indukéni vliv FGF2 na osteoblasty, které pak produkuji jak VEGF,
tak BMP2 (Zelzer et al, 2002). Podobné zavéry prezentuje Farhadi a kol. (2005), ktefi pfi
praci s lidskymi kmenovymi buiikami in vitro sledovali up-regulaci BMP-2, TGF beta 1 a
VEGF indukovanou FGF-2.

Zajimavou studii publikovali autofi Stem Cell Institutu v Minnesoté (Qi et al, 2003),

ktefi studovali diferenciaci lidskych mezodermalnich progenitorovych bunék in vitro. Po 7
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dnech kultivace bylo mozné na diferencovanych osteoblastech imunohistochemicky detekovat
osteokalcin a kolagen typu I, ale nikoli kolagen typu II. Naopak v kultufe diferencovanych
chondroblastli imunohistochemie ukézala ptitomnost kolagenu typu II a agrekanu, ale

osteokalcin ani kolagen typu I detekovany nebyly.

V souladu s vy$e zminénymi fakty jsme i v nasich vzorcich zaznamenali nizs$i expresi
kolagenu typu I ve tkani pakloubu oproti fyziologické kosti, zatimco exprese kolagenu typu II
byla vyssi. To ukazuje na vyssi podil chrupavcitych elementi v pakloubu a s tim spojenou
redukci mechanické odolnosti. Kolagen typu II je také povazovan za marker klidovych a
proliferujicich chondrocyti (Zelzer et al, 2002, 2004). Jeho vyssi podil mize naznaCovat, Ze
v bunikach vzorki pacienti PFFD nedochézi k diferenciaci a hypertrofii chondrocytt, ktera

piedchazi samotné osifikaci.
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6.2. Klinicka ¢ast

Hypotéza ¢islo 2: Hojeni prolongatu a jeho regenerace je u pacientti s vrozen¢ kratkym

femurem delsi nez u zdravych fyziologickych kosti.

6.2.1. Prolongace femuru u pacientl s PFFD

Prolongace koncetin jsou vykony s nejvyssim poctem moznych komplikaci, a dokonce
1 u idiopatickych a potrazovych zkratl provazeji vyznamné procento pacientll (Jochymek et
al, 2009; Grill a Dungl, 1991). U vrozenych vad pohybového systému jako je vrozeny zkrat
Huser et al, 2021), alteraci cévniho zasobeni (Chomiak et et al, 2009, 2010; Horak et al,2007),
nestabilitou kycelniho kloubu pii dysplazii acetabula, tvarovymi zménami proximalniho
femuru (zevné-rotacni postaveni koncetiny pii retroverzi femuru), nestabilitou kolena pii
hypoplazii nebo aplazii zktizenych vazi. VSechny tyto faktory ovlivituji pribéh i1 vysledek
prolongace. Mezi Casté komplikace patii kontraktury kloubt a dislokace na obou koncich
prolongovaného segmentu (u PFFD tedy kycel i koleno), osova deviace koncetiny, opozdeéna
konsolidace prolongatu, refraktury, ¢i infekce kolem drétt nebo hiebli zevniho fixatoru. Pti
etapovém léceni zavaznych stupiii femoralni deficience byva prolongace dlouhych kosti i
nckolikrat opakovéana, protoZze zisk a hojeni regeneratu je biologicky a mechanicky
limitovano. Pfi prolongacich dlouhych kosti u pacientll s vrozenymi vadami jsme si v§imli
zvySeného poctu komplikaci, oproti pacientim, kteti prolongaci podstoupili z jiného divodu,
napft. s cilem vyrovnani koncetin po zlomeninach.

V souvislosti s ndlezem anomalniho cévniho zasobeni koncetiny u nékterych pacientl
s PFFD cestou a. iliaca interna, jeji rudimentarni vétvi a. ischiadica, mens$im primérem cév u
hojeni prolongétu u pacientti s PFFD ve srovnéni s pacienty bez vrozené skeletalni vady. Také
nas zajimalo, zda bude souvislost mezi stupném postizeni a délkou hojeni kosti, piipadné zda
doba mezi opakovanymi prolongacemi ovliviiuje rychlost hojeni.

Dal§im podpirnym nalezem ktéto hypotéze byla analyza genové exprese
angiogennich faktort, jejichz vliv je na hojeni kosti jiz zndm. Vysledky jsou uvedeny v ¢asti

laboratorni.
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6.2.2. Technika prolongace kosti

K prolongaci dlouhych kosti koncetin vyuzivame metodu tzv. postupné kalotaxe. Po
preruseni kortikalis (kortikotomii) v oblasti distalni metadiafyzy femuru stabilizujeme femur
v zevnim ramu (zevnim fixatoru). V naSem souboru pacientil se v priab&hu let pouzivaly rtizné
typy fixatorti a jejich pouziti se béhem 1é¢by rizné kombinuje dle nutnosti piemosténi
nestabilnich kloubi.

1. Hoffmanniv zevni fixator — k pelvi-femoralni nebo pelvi-femoro-tibialni stabilizaci
b&hem prolongace
Wagnertv jednorovinny zevni fixator
Jednorovinny zevni fixator Orthofix

lizarovav kruhovy zevni fixator

A

Taylor Spatial Frame (TSF) — zevni fixator s moznosti korekce deformity ve 3

rovindch s moznosti detailniho programu korekce ptipraveného pocitacovym

programem na zéklad¢ analyzy deformity.

Obr. 31: Zevni fixatory pouzivané
k prolongaci femuru u PFFD

a) Hoffmannitv, b) Wagneruv,

¢) Orthofix, d) Ilizarovitv,

e) TSF (Taylor Spatial Frame)
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Po inicialni distrakci béhem operace (obvykle 5 mm), ponechame né¢kolik dni tvorit
primarni svalek. Dobu zacatku prolongace volime orientacné podle véku ditéte, od 7 let véku
zaciname s prolongaci po tydnu od inicialni distrakce. Prolongace probihd tempem 1 mm
denng, vétSinou otacenim prolongacnich ¢lenti 4x1/4 otacky, z diivodu nutné ochrany nervove
cévnich struktur a postupné distenze kloubnich pouzder, Gponti Slach a svald. Kvalita a
kvantita novotvofené kosti je stimulovana vytvofenim tenzniho stresu mezi obéma konci
prolongacni osteotomie a zavisi na: 1. rigidité fixace, 2. na poSkozeni mekkych tkani a
medularniho kandlu pii operaci, 3. na rychlosti distrakce a poctu dil¢ich davek prolongace
behem 24 hodin.

Jakmile ziskdme pozadovany kostni prolongat, ukon¢ime distrakéni fazi a nastava faze
konsolida¢ni. Ta trva obvykle trojnasobek doby distrakéni. Doba, za kterou se da odstranit
zevni fixator a kost je zatéze schopnd, povazujeme za dobu hojeni. Pomér doby hojeni a zisku
prolongace v mm urcuje parametr kostniho hojeni, tzv. healing index.

Distraké¢ni 1 konsolidacni fazi prolongace pravidelné kontrolujeme na rtg snimcich, jakmile je
na rtg snimku identifikovatelny tzv. trikortikalni regenerat (ve 2 na sebe kolmych projekcich
jsou vidét minimaln€ 3 formované kortikalni lamely), indikujeme sejmuti zevniho fixatoru.
V piipad€ jednorovinného fixatoru je sejmuti dvoudobé, nejprve odstranime télo fixatoru,
nechame pacienta zatézovat, a pokud nedojde k angulaci prolongatu nebo zlomening,
extrahujeme 1 fixa¢ni Srouby. U rdmovych fixatort postupujeme pii extrakci jednorazove.

Po odstranéni fixatoru by méla byt kost zatiZzeni schopna, berle pacienti zcela odkladaji
pramérné 6 mésici po extrakci zevniho fixatoru. (Dungl P. et al, 2014; Grill F., Dungl P.,
1991, 1993)

Pokud dojde v casném obdobi po extrakci fixatoru k angulaci nebo zlomeniné
prolongatu, indikujeme osteosyntézu podvlecenou dlahou nebo hiebem. Jako prevenci
mechanickych komplikaci v misté novotvorené kosti pouzivime v piipad€ jednorovinného
fixatoru zavedendi titanovych elastickych pruti do diefiové dutiny femuru jesté pied samotnou
kortikotomii.

Po celou dobu prolongace je nutnd dislednd rehabilitace pohybu kloubti, kontrola
prokrveni periferie koncetiny, péce o zevni fixator. VétSinu doby prolongace travi pacienti

v domécim prostredi.
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6.2.3. Material a metodika

Soubor pacientli s PFFD Ortopedické kliniky FN Na Bulovce je unikatni svym
poctem. Od roku 1980 do roku 2020 jsme evidovali celkem 95 pacientti, 51 divek, 44 chlapct,
ve vSech ptipadech se jednalo o vadu jednostrannou. Retrospektivné jsme analyzovali soubor
pacientii registrovanych na nasi klinice do roku 2018, coz bylo 92 pacientt, 42 chlapcti a 50
divek (obr.32, 33). Analyzovali jsme pritbéh prolongace u pacientli s femoralni deficienci a
zajimala nés doba prolongace, typ pouzitého zevniho fixatoru, prolongacni zisk, healing index
a v neposledni fadé¢ komplikace a jejich rozbor i v zavislosti na typu vrozené¢ho defektu
femuru.

Prolongaéni 1é€bu podstoupilo 57 pacientti, distribuci typd indikovanych k prolongaci

ukazuje graf (obr. 34)
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Obr. 32: Soubor pacientii s PEFD do roku 2018. Rimské cislice udavaji klasifikaci dle

Pappase, arabské cislice pocet pacientii.
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Obr. 33: Zastoupeni pohlavi v souboru pacientii

s PFFD.

Pohlavi

= divky = chlapci

Prolongace femuru PFFD
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Obr. 34: Graf ukazuje zastoupeni pacientii s PFFD podle Pappasovy klasifikace v souboru

hodnocenych prolongaci

Jako kontrolni skupinu jsme pouzili soubor pacientl, ktefi podstoupili prolongaci
koncetiny z jiné indikace (napf. pourazovy zkrat, zkrat po 1é¢beé vrozené dysplazie kycelni,
zkrat po osteomyelitidé apod.), kde neni pfedpoklad alterace kostniho hojeni. Kompletni
obrazovou dokumentaci jsme nasli od 12 pacientt.

Rozhodujici pro posouzeni hojeni byly rentgenové snimky pofizované pii
ambulantnich kontroladch. Z délky hojeni byl stanoven healing index, tedy pomér poctu dnii

hojeni (od naloZeni zevniho fixatoru do jeho sejmuti) k délce prolongatu. Tvorbu svalku a
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kvalitu hojeni jsme sledovali na rentgenovych snimcich potizenych vzdy ve 2 projekcich. Pii
ukonceni prolongaéni faze jsme métili délku prolongatu v mm, doba hojeni (konsolidace)
byla urena demontdzi zevniho fixatoru ve dnech. V pfipadech, kde byla doba sejmuti
fixatoru urychlena, byla doba dnti hojeni stanovena podle rentgenového sledovani konsolidace
svalku. PfedCasna extrakce zevniho fixatoru byla zplisobena bud’ jeho mechanickym selhanim
pti extrémné dlouhych prolongatech (7 a vice cm), nutnosti extrakce z divodu zavazného

vvvvvv

elastické pruty, osteosyntéza podvlecenou dlahou, pfipadné sadrova spika).

U vsech pacienti byl zaznamendn vek pii prvni i kazdé dalsi prolongaci, zkrat
koncetiny (tedy ocCekavana délka prolongace), den nalozeni zevniho fixatoru, den jeho
sejmuti, v n€kterych pfipadech byla misto sejmuti fixatoru jako konec hojeni zaznamenéna
doba konsolidace svalku s moznosti zatéZze koncetiny. Ze ziskanych dat byl vypocitan index
hojeni (healing index), u kontrolni skupiny pouze jeden, u skupiny PFFD pacientd byla data i

healing indexy zaznamenany u kazdé prolongace.

Skupinu pacientll s PFFD, ktefi podstoupili prolongacni terapii, jsme rozdélili na 3
podskupiny podle tiZze postizeni. Za nejkomplikovanéj$i povaZzujeme pro lécbu pacienty
s typem Pappas III a IV, tedy s pakloubem proximalniho femuru, podskupina A. U téchto
pacientll jsme ocekavali 1 nejvice komplikaci. Druhou podskupinu B tvofili pacienti s typem
Pappas VII, jejichz prolongace byvaji komplikované, ale o néco jednodussi nez v podskupiné
A. Jako témér fyziologické vnimame prolongace u pacientt s typem postizeni VIII a IX, které
jsme zafadili do podskupiny C. VSechny podskupiny jsme porovnavali ve sledovanych
parametrech s kontrolni skupinou K.

Porovnavali jsme jak absolutni parametry obou soubori, tak statisticky vyznamné
rozdily posuzovanych parametrii. Evidovali jsme primérmny veék ve skupinach, primérny zisk
prolongace, primérny healing index pro kazdou prolongac¢ni epizodu. Statisticky nas zajimala
zavislost hojeni (healing indexu, HI)

- natiZi postiZzeni femuru (dle Pappasovy klasifikace),
- zavislost na véku pacienta
- zavislost na opakovéani prolongace

- porovnani hodnot s kontrolni skupinou pacienttl.
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Data byla zpracovana statisticky, vSechny testy vyznamnosti byly provadény
statistickym testem nulovosti regresniho koeficientu v modelu linedrni regrese odhadnutém
Zobecnénou metodou nejmensich ¢tverct (GLS, Generalized least squares).

Linearni regrese je matematickd metoda pouzivanad pro proloZeni souboru bodua
v grafu pifimkou nebo jinou funkci. O bodech reprezentujicich métena data se predpoklada, ze
jejich x-ové souradnice jsou ptesné, zatimco ypsilonové soufadnice mohou byt zatizeny
nahodnou chybou. Podstatou linearni regrese je nalezeni takové ptimky, aby soucet druhych

mocnin téchto odchylek byl co nejmensi.

vvvvv

obort, ve kterych se setkavame s nepfesnymi daty. Obecné metoda nejmensich ¢tvercti slouzi
k eliminaci chyb, kterou provadi optiméaln¢ vzhledem k pevné danému jednoznacnému

kritériu. (Likes J., Machek J., 1988)

6.2.4. Vysledky

Hodnotili jsme celkem 83 prolongaénich epizod u 57 pacientd s PFFD. V kontrolni
skupiné to bylo 14 prolongaci u 12 pacientll. Primérny v€k pfi prvni prolongaci ve skupiné
PFFD byl 6,1 roku, primérny zisk prolongace ¢inil 49,93 mm (25-117 mm) a primé&rny index
hojeni (Healing Index, HI) byl 3,67. V kontrolni skupiné byl primérny vék pii zahdjeni
prolongacni 1écby 12,09 roku, primérny zisk prolongace byl 57,64 mm (33-106 mm),
pramérny HI 3,64. Hodnoty primérného véku, zisku a HI v podskupindch PFFD i kontrolni
skupin¢ ukazuje pfehledné tabulka €. 3. Ve skupiné PFFD 26 pacienti podstoupilo prolongaci
opakovang, z toho 19 pacientil dvakrat, 7 pacientl tfikrat, vétSina z nich méla postizeni typu
IIT a IV (podskupina A). V kontrolni skupiné podstoupili opakovanou prolongaci pouze 2

pacienti.
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skupina | pocet | prol.epi | pocet vék zisk HI
(roky) = (mm)

A 18 I 18 6,03 64 3,58
II 11 11,05 67 5,20
III 6 15,28 59 3,53
B 9 I 9 6,10 53 4,24
II 4 13,80 68 3,87
III 1 16,00 100 4,56
C 30 I 30 6,30 44 3,81
II 4 12,30 58 3,02
K 12 I 12 12,09 58 3,64
II 2 12,65 46 4,76

Tabulka 3: Soubor pacientii s PFFD, kteri podstoupili prolongaci femuru. V prvnim sloupci
rozdeéleni skupin podle postizeni femuru (4 - Pappas 11l a 1V, B — Pappas VII, C — Pappas
VIII a IX, K — kontrolni), ve druhém sloupci pocet pacientii v kazdé skupiné. Treti a ctvrty
sloupec ukazuji pocet pacientu, kteri podstoupili opakované prolongaci (Il a 11l). Ke kazdé
skupiné i prolongaci jsou zaznamenany statistické ukazatele, priimerny vek v dobé zahdjeni

prolongace, primerny zisk prolongace a priimerny healing index.

Domnivali jsme se, Ze by mohl byt rozdil v délce hojeni, tedy HI, u pacientl s t€Z§im
typem postiZzeni (podskupina A, B) proti pacientim kontrolni skupiny a PFFD s méné
zavaznym zkratem (podskupina C a K). Zavislost HI na stupni postizeni koncetiny se
neprokazala. Rozdily stfednich hodnot HI pro jednotlivé podskupiny byly statisticky

nevyznamné. (obr. 35)
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Porovnani dle stupné komplikace

------- témér fyziologické
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= e | =mmmm= komplikovane

---------- velmi komplikované
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— kontrola

Density
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01
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Obr. 35: Graf zavislosti healing indexu na typu postizeni. Oznaceni skupin dle postiZeni je

v legende.

Pokud jsme analyzovali zéavislost hojeni na véku pacienta, byl pozorovan rozdil
pramérného HI ve skupiné pacientli mladSich 5 let a star§ich o 0,87. Na zvolené hladiné
pravdépodobnosti 95 % je tento rozdil statisticky vyznamny, jak ukazuje graf 35. Ve véku 5
nebo mén¢ let zahgjilo prvni prolongacni lécbu 23 pacienti z 57 s PFFD (40,35 %) a
prumérny HI byl u této skupiny 3,16. Nabizi se tedy ocekavané vysvétleni, ze vyznamné lepsi
hojeni prolongétu je u mladSich pacienti. Pokud si ale uvédomime, Ze u starSich pacientt §lo
ve vétSin€ pripadll jiz o opakovanou prolongaci, a tyto pfipady vylou¢ime, pak se rozdil

v primérném HI ve skupinach pod a nad 5 let véku stava statisticky nevyznamnym. (obr. 36)

60



Porovnani dle vékové skupiny

vk = 5 let

vék >=5 let
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Obr. 36: Graf zavislosti healing indexu na véku pacientil.

Pti hodnoceni primérného HI u prvni a druhé prolongace byl opét zjistén statisticky

vyznamny rozdil hodnoty HI na 95 % hladiné¢ vyznamnosti. Primérnd hodnota HI pii druhé

prolongaci byla 4,49, kdeZto pfi prvni prolongaéni epizod¢ 3,67. Zajimavé je, Ze pramérné

hodnoty HI pfi tieti prolongaci byly podobné jako pii prvni, a to 3,68. Z tohoto pohledu se

zda, ze pti druhé prolongaci nastava nejdel$i hojeni, coZz mize byt spojeno s riistovym

spurtem v dob¢ mezi 11 a 13 lety. (obr. 37)
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Porovnani prvni operace a reoperaci

367

—— prvni operace

----- prvni reoperace

+ druhd reoperace
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HI

Obr. 37: Graf zavislosti healing indexu na opakované prolongaci.

Tento vysledek néas pfimél zaméfit se na vliv doby odstupu mezi prolongacnimi
udalostmi. Pfi porovnani primérného HI se ukédzala jako vyznamna doba 7 let mezi
prolongacemi. Pacienti, ktefi méli odstup mezi 1. a 2. operaci > 7 let, méli primérny HI druhé
operace 3,32. Pacienti, ktefi m¢li odstup <7 let, mé&li primérmny HI druhé operace 5,07. Tento
rozdil byl shledan statisticky vyznamnym na zvolené hladiné pravdépodobnosti 95 %.

(obr. 38)
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Porovnani Hl u opakované operace dle odstupu od prvni operace
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Obr. 38: Graf zavislosti healing indexu na dobé odstupu mezi prolongacemi. Vysledny rozdil

Jje statisticky vyznamny.

6.2.5. Komplikace prolongaci

Pouze 12 z 57 pacientli (21 %) nevykazovalo béhem prolongace zadné komplikace.
VétSina z nich byla z podskupiny C, tedy s nejméné vyjadienym postizenim koncetiny. Také
v kontrolni skupiné pacientli bylo procento komplikaci nizsi proti skupindm A a B, a to
58,3 % (7 z 12). Zaméfili jsme se na tyto hlavni komplikace: infekt s nutnosti parenteralni
antibiotické lécby, angulace nebo fraktura prolongéatu s nutnosti stabilizace (osteosyntéza
dlahou, aplikace zevniho fixatoru nebo sadrové spiky), subluxace nebo luxace kycle nebo
kolena béhem prolongace, rigidita kycle nebo kolena po prolongaci a vyskyt vice nez jedné

komplikace u jednoho pacienta.
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Vysledky jsou Ciselné shrnuty v tabulce 4 a je ziejmé, ze pocet komplikaci stoupa se

stupném postizeni femuru.

> 1 komp. | ang/fract

n % n %

%

pocet
infekt
sublux
rigidita
paréza
selhani

W

18 944 | 11 61,1 |9 50

9 8 88,9 | 6 66,7 | 7 77,8

w
Al W] W
]
]

7~ O W skupina

8

3
30 20 66,7 |3 10,0 | 12 40 6 1
12 7 583 |0 0 1* 83 |5

Tabulka 4: Komplikace p¥i prolongaci femuru u podskupin PFFD (A — Pappas Il a IV, B -
Pappas VII, C— Pappas VIII a IX ) a kontrolni skupiny pacientii (K). Ve sloupci s oznacenim
> 1k % je procento pacientit, kteri méli behem prolongace vice nez jednu komplikaci. * jeden

pacient s frakturou v misté ptivodniho hiebu fixdtoru, nikoli prolongdtu.

Z tabulky je zifejmé, ze procento komplikaci prolongaci koncetin je vSeobecné vysokeé
navzdory vstupnim parametriim pacienta. V kontrolni skupiné je nejnizsi 58,3 %, nejvyssi u
skupiny A, tedy pacientli pivodné s pakloubem femuru (Pappas IIl a IV), a to 94,4 %.
Procento komplikaci u dalSich podskupin se pohybuje v rozmezi mezi skupinou A a K. Pokud
piipustime pouze procento mechanickych komplikaci ve smyslu angulace nebo refraktury, je
nejhorsi vysledek ve skupiné B (Pappas VII). U pacientt s PFFD se také ve vysokém
procentu vyskytovala vice neZ jedna komplikace v pribéhu prolongace, (nejméné 10 % ve
skuping C, nejvice 66,7 % ve skupiné B), naproti tomu v kontrolni skupiné takovy pacient

zaznamenan nebyl.
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6.2.6. Diskuse

Prolongace kosti jsou vSeobecné vykony s vysokym procentem komplikaci, obzvIast
to pak plati u komplexnich deformit koncetin ve vice rovinach, navic spojenych s instabilitou
nebo rigiditou kloubli kolem prolongovaného segmentu (Barker et al. 2001, Bowen et al.
2001, Herzenberg et al. 1991, 1994). Kvalitu kostniho hojeni posuzujeme na rentgenovych
snimcich hodnocenim tvorby kostniho svalku (vyplnéni distrakéni mezery osifikaci) a jeho
remodelace v tubulizovanou kortikalni kost. Hojeni pak vyjadfuje hodnota healing indexu,
komplikace v hojeni po prolongaci koncetiny piedstavuji zejména angulace a fraktury

prolongétu po odstranéni zevniho fixatoru.

Jesté pred indikaci prolongacni 1écby by méla byt posouzena rizika a faktory, které
mohou ovlivnit vysledek procedury (Damsin, Pous, Ghanem, 1995). Za podstatné povazuji 1.
zavaznost zkratu, kdy za hranici indikace k prolongaci povazuji 20 cm, 2. kloubni stabilitu a
integritu kosti, kde spojeni kloubni nestability s kostnim defektem davéa ziidka ocekavané
vysledky, 3. stav nohy prodluZzované koncetiny — ztuhlost, deformita a ptipadné kozni defekty
mohou ovliviiovat schopnost zatéZe a chlize a 4. podminky druhostranné koncetiny a hornich
koncetin. Podobna kritéria uvadi Koman (1982) a v souvislosti s PFFD poukazuje zejména na
velmi dilezitou stabilitu kycelniho kloubu. V nasi sestavé pacientd jsme zaznamenali
subluxace nebo luxace jak kycle, tak kolena. Kycelni nestabilitu béhem prolongace jsme
zaznamenali ve skupiné A (Pappas III a IV), a to jednou, Ctyfikrat to byla dislokace kolena.
Ve skupin¢ B (Pappas VII) jsme tuto komplikaci zaznamenali tfikrat u kolena. Ve skupiné C
(Pappas VIII a IX) to byl jediny pfipad. Jako prevenci subluxace ky¢le i kolena pouzivame pti
rozsahlych prolongacich systém pelvi-femoralni ptipadné pelvi-femoro-tibialni zevni fixace.
Tam, kde jsme piedem seznameni se stavem kolenniho kloubu na zakladé artroskopického
nebo MRI vySetfeni (aplazie/hypoplazie zkiizenych vazl) nebo je klinicky zfejma instabilita
kolenniho kloubu, pouzivam béZzn€ pfemosténi kolena zevnim fixatorem s Sarnyrovym
kloubem k moZnosti pohybu kolena ve fixni roviné s prevenci dislokace. Pfesto se setkdvame
s rigiditou kolenniho kloubu, kterd miize pak ovliviiovat zdsadn¢ funkéni vysledek
prolongace. (Barker et al. 2001, Herzenberg et al 1994, Ganger et al 2011).

Jiz na prvni pohled je zfejmé, ze prolongaci femuru zahajujeme ve skupiné¢ PFFD
vyrazné diive s ohledem na to, Ze zkraty koncetin jiz v nizkém veéku byvaji pro déti s PFFD

velmi limitujici v pohybu a vyvoji a pfi ukonceni skeletalni zralosti mohou dosahovat az 40
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cm. Prolongaci zahajujeme obvykle ve véku kolem 5 let, kdy uz je dit¢ schopno
spolupracovat pii naro¢né a bolestivé 1éCb¢ a zejména rehabilitaci, kterd je nutna k dosazeni
dobrého funkéniho vysledku. V naSem souboru prolongovanych pacientii byla prolongacni
faze 1écby zahdjena u 23 pacientii z 57 ve véku 5 let a méné (40,35 %). Rozhodujici je také
velikost zkratu, ktery jiz v nizkém véku byva nad 3 cm a ¢ini znacné mechanické potize pii
chiizi a nad 5 cm je velmi tézké jej kompenzovat Upravou obuvi. Pfi hodnoceni healing
indexu v nasem souboru se ukazalo, ze ve v€ku nad 5 let je primérna hodnota HI vyssi nez u
pacientli mladsich, rozdil ale neni statisticky vyznamny. Podobnou zkusenost maji Jochymek
a spol. (2009), kteti publikovali soubor prolongaci femuru u 67 déti se smiSenou etiologii
zkratu, neni vSak patrné, zda se mezi pacienty vyskytuji néktefi s komplexnimi skeletalnimi
vadami, podobnym PFFD. V porovnani se sestavou zminénych autord jsme zaznamenali
vyrazng vys$i procento komplikaci v nasem souboru (77,1 % vs. 29,8 %), coz muze
vysvétlovat mensi pocet pacientli s komplexni vrozenou vadou v sestavé kolegli z Brna.

Z jinych zdroju je zfejmé, Ze prolongace u PFFD jsou zatizeny velkym poctem
komplikaci z divodu viceetdzového postizeni koncetiny. (Ganger et al.2011, Grill, Dungl
1991, Koman et al 1982, Herzenberg et al. 1991). Mechanickymi podminkami hojeni se
zbyvali Grill a Dungl pfi hodnoceni souboru 40 pacientl s prolongaci femuru z let 1979—-1988
a porovnavali hojeni prolongatu v systému kruhového (Ilizarov) a jednorovinného fixatoru
(Orthofix nebo Wagner). Zjistili nutnost delSiho ponechani jednorovinnych fixatorti do
zhojeni novotvorené kosti a vice zlomenin po odstranéni fixatoru. Pro jednoduchost montaze
doporucuji jednorovinny fixator pro méné zavazné typy PFFD (Pappas VIII a IX), kdezto pro
typy I, IV a VII doporucuji kruhovy systém s vétSi biomechanickou pevnosti a moznosti
premosténi nestabilnich kloubti (ky¢le i kolena). S objevenim se novych typu fixatort
(hexapod) bylo jednou z hypotéz zajisténi leps$i stability prolongatu pii distrakci 1 hojeni
Ganger s kolegy (2011) vyhodnotili soubor 35 prolongaci u 30 pacientli a zjistili, Ze nové
techniky ani pfibyvajici zkuSenosti nesnizuji signifikantné procento komplikaci za obdobi 10
let.

Hodnocenim 83 prolongaci u 57 pacientli s PFFD jsme zaznamenali zvySujici se
hodnotu Healing indexu u starSich pacientl, jak jsme ocCekévali. U 26 z nich se jednalo o
opakovanou prolongaci stejné kosti a zajimalo nas proto, zda ma vliv na hojeni 1 opakovani
prolongace a po jaké dobé¢ je tento vliv signifikantné vyznamny. Potvrdilo se, Ze pacienti,
kteti meli odstup mezi 1. a 2. operaci > 7 let, méli primérny HI druhé prolongace 3,32.

Pacienti, ktefi méli odstup < 7 let, m¢li primérny HI druhé prolongace 5,07. Tento rozdil byl
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shleddn statisticky vyznamnym na zvolené hladin€ pravdépodobnosti 95 %. V publikacich
jsme prozatim neobjevili zminku o tomto faktoru na vliv hojeni, v§eobecné se o opakovanych
prolongacich autofi zminuji minimalng. Z toho lze vyvodit klinicky dusledek pro opakovani
prolongace za dobu delsi nez 7 let, pokud bude mozné akceptovat délku zkratu a jeho
negativni vliv na vyvoj asymetrie panve a sekundarnich deformit patefte.

Rozbor komplikaci zahrnoval vyskyt zavaznych infektd, angulace nebo zlomeniny po
odstranéni fixatoru, subluxaci kloubli béhem prolongace a rigiditu kloub po prolongaci.
Podskupina A (Pappas III a IV) je velmi rizikovéd a u 61,1 % pacientl se vyskytla vice nez 1
komplikace. Pokud bychom nepocitali infekt kolem hiebt fixatoru jako komplikaci, vyskytly
se mechanické komplikace v podobé angulace nebo fraktury u 9 z 18 pacienti (50 %) a
subluxace kycle nebo kolena u 4 z 18 pacientd (22,2 %, u jednoho pacienta §lo o kycel i
koleno). U tii naSich pacientli z podskupiny A jsme bohuzel museli konstatovat ztratu efektu
prolongace s kompletnim kolapsem prolongétu po odstranéni zevniho fixatoru. Podskupina B
(Pappas VII) také vykazuje vyznamné procento komplikaci, celkem 88,9 %, u 66,7 %
pacientli se vyskytla vice nez 1 komplikace. Pokud se zaméfime na angulace a fraktury, tak
jsme tuto udalost zaznamenali u 7 z 9 hodnocenych pacientt (77,8 %). Piekvapive je to vice
nez u skupiny A. MoZnou pfi¢inou castéjSiho mechanického selhani u typu Pappas VII po
prolongaci je primarn€ vardzni tvar proximalniho femuru, ktery uporné recidivuje 1 po
korekénich osteotomiich, které predchazeji vlastni prolongaci. Divodem mulze byt tzv.
ontogenetickd pamét’ femuru, ktery je u této vady primarné jako vardzni zaloZen a vyvinut a
vraci se tak ke svému ptivodné ptedur¢enému tvaru. Tuto skutecnost ovéfujeme ve spolupraci
s Anatomickym tstavem 1.LF UK v dalSich experimentech na kutfecich embryich. Varozita
pak znevyhodiiuje kost v zatizeni a dochazi castéji kjeji angulaci nebo zlomeniné
v mechanicky nejslabS§im misté, coZ byva bohuzel regenerat.

Podskupina C (Pappas VIII a IX) méla nejméné komplikaci, i kdyZ jejich pocet je stale
vysoky proti kontrolni skupiné. Celkem to bylo 66,7 %, ale snizil se pocet pacientd
s vyskytem vice nez 1 komplikace na 10 %. Ani tuto skupinu vSak neminuly deformity a
fraktury prolongatu (12 z 30 pacientti, 40 %). Pokud spocitame procento fraktur po prolongaci
pro celou skupinu, ¢ini 49,1 % (28 z 57 pacient). Podobné vysledky publikoval i Danzinger a
spol. (1995) s45 % fraktur po odstranéni zevniho fixatoru po prolongaci u pacienti
s vrozenym zkratem femuru. Naopak vyrazné méné fraktur uvadi Ganger a spol (2011), a to

25,7 % (9 z 35 pacientl).
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Komplikace a jejich vyskyt jsou také jedinym zasadnim rozdilem mezi skupinou
pacientli s PFFD proti skupiné kontrolni. Primérné hodnoty HI se v obou skupinich
statisticky vyznamné nelisily.

Vyskyt komplikaci pii prolongaci koncetin u komplexnich vrozenych vad je dan
ziejm¢ povahou defektu, ktery zahrnuje 1 patologii mekkych tkdni, kloubni nestabilitu pii
kosténé dysplazii kyc€elniho kloubu, aplazii klicovych stabilizatorti kolena a piipadné rigiditu
nohy pii tarzalni koalici nebo defektech paprskii. Anomalie cévniho zasobeni se na poruchédch
hojeni svalku podili zfejm¢é minimaln¢, nepodafilo se prokazat statisticky vyznamnou
souvislost hojeni ani s vékem ani s tizi postizeni koncetiny. Naopak se ukéazala souvislost
delsiho hojeni u opakovanych prolongaci, pokud doba mezi operacemi je mensi nez 7 let.
Specifika a komplikace prolongaci u vrozenych vad koncetin plynou tedy patrné vice

z mechanickych abnormalit kosti nez biologickych faktorti.
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7. Zaver

Potvrdili jsme hypotézu 1, Ze profil genové exprese osteo i angiogennich faktord je
odli$ny u pacientl s vrozené kratkym femurem proti kontrolnim vzorkim fyziologické kostni
tkan¢€. Jsme si védomi toho, Ze vysledky laboratorni experimentalni ¢asti v této fazi bohuzel
nedovoluji uzavtit problematiku osteogeneze a angiogeneze u studovanych vzork, natoz nase
poznatky zobecitiovat. Jsme na pocatku dlouhé a komplikované prace, abychom mohli
s jistotou prezentovat a interpretovat nase vysledky v klinickych souvislostech a povazujeme
tuto studii za odrazovy mistek k dalS$im a vice specializovanym analyzdm. VéEfime, ze
nasledujici experimenty mohou prispét k porozuméni nejen etiologii vrozené kratkého
femuru, ale i obecné vyvoji a hojeni kosti na bunécné trovni. Navic je nutné ovétit vysledky
na vétSim poctu vzorki, aby bylo mozné vystupy statisticky analyzovat. To ovSem naraZi na

vyznamné nizkou frekvenci vyskytu vady v populaci.

V planu laboratorni prace k ovéfeni ziskanych informaci je mikrodisekce bunck
z histologickych preparati a znich izolace bunétné specifické RNA. Tu je pak mozno
analyzovat kvantitativné metodou RealTime PCR, ktera je schopna odhalit nejen typy
exprimovanych gentl, ale 1 jejich konkrétni mnoZstvi. Dalsi moZnosti ke ziskani bunécné, a
tedy 1 tkanové specifické RNA srealnym obrazem exprimovanych genl, je zaloZeni
tkanovych kultur. NasSim cilem je potvrdit hypotézu, Ze osteoblasty vrozené chybné
diferencované tkadné¢ vykazuji jinou genovou expresi nez zdravd a fyziologicka kost, a
vytipovat klicové geny, jejichz prezentace v obou typech vzorkii se vyznamné lisi.
Domnivame se, ze chybny vyvoj kosti je dan poruchou genové regulace podpoienou
lokalnimi faktory. Je ovSem velmi problematické navazat spolupraci s laboratofi, kde by bylo
mozné experimenty na molekuldrni a genetické urovni dale rozvijet, pfestoze jsme se

pokouseli hledat 1 v zahranici.

Velmi slibnou spolupréci jsme v lofiském roce navazali s Anatomickym tstavem 1.LF
UK, kde na kufecich zarodcich probihd experiment pracujici s hypotézou ovlivnéni vyvoje
konletiny selektivnim zasahem do cévniho zéasobeni. Spolecné s timto experimentem se

pokousime o studium HOX gent pacientli s PFFD, které fidi kraniokaudalni vyvoj koncetiny.

Klinicka ¢ast prace nepotvrdila hypotézu 2, a to, Ze hojeni prolongatu a jeho

regenerace je u pacientll s vrozen¢ kratkym femurem del§i nez u zdravych fyziologickych
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kosti. Doba hojeni se mezi jednotlivymi skupinami vyznamné neliSila. Neprokazala se ani
souvislost délky kostniho hojeni stypem defektu stehenni kosti, jak jsme plvodné
predpokladali. Zavislost kvality hojeni (HI) na véku byla v souboru pacienti s PFFD
podminéna zejména opakovanymi prolongacemi. Prekvapivé bylo potvrzeno, Zze pfi
opakovanych prolongacich nehraje roli pouze vék pacienta, ale také odstup od ptedchozi

operace. Pokud se prolongace koncetiny opakuje za méné€ nez 7 let, je hojeni vyznamné delsi.

Komplikace provazejici prolongace dlouhych kosti u pacient s komplexni vrozenou
vadou jsou velmi Casté¢ a je tedy ke zvazeni stanoveni bezpecnych klinickych kritérii pro
indikaci takové 1é¢by. Je na misté vyuzit veskerych moznosti zobrazovacich neinvazivnich
diagnostickych metod (CT, CT angiografie, MRI), které by mohly pfispét k méné rizikovému
prabéhu prolongaéni 1é¢by. Volba spravné operacni strategie a zejména zkuSenost jsou u

takovych vrozenych vad nutné.
Shrnuti zavéri pro praxi:

e Exprese genl osteo a angiogeneze se lisi ve skupiné pacientd s PFFD a kontrolni
skuping.

e Neni jasna souvislost mezi zjiSténou zmeénou genové exprese a etiologii vady.

e Chybé¢jici exprese geni angiogenze vcetné VEGF spolecné se zjisténou zménou
cévniho zasobeni dolni koncetiny ukazuje na vyznamnou roli cévniho zdsobeni
v embryonalnim vyvoji femuru.

e Neprokazala se souvislost mezi hojenim prolongatu u pacientli s PFFD v porovnani
s kontrolni skupinou.

e Prolongace femuru u pacientii s PFFD je zatizena vysokym procentem mechanickych
komplikaci, ale neprokdzala se souvislost s hojenim kosti po prolongaci a stupném
postizeni femuru.

e Piiindikaci prolongacni 1é¢by je tieba zohlednit:

- stabilitu kycelniho a kolenniho kloubu — pfi riziku subluxace zvolit stabilngjsi systém
fixace prolongovaného segmentu (pelvi-femoro-tibidlni stabilizaci, kruhovy fixator)

- délku planované prolongace — pfi prolongaci vice nez 5 cm profylakticka osteosyntéza

- pokud je nutnd opakovana prolongace, pak respektovat interval delsi nez 7 let mezi

operacemi.
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Seznam zkratek pouzitych v textu

AER apikalni ektodermalni lista (apical ectodermal ridge)
ANPEP alanyl aminopeptiddza (angiogenni membranovy faktor)
BMP kostni morfogeneticky protein

CDH5 kadherin 5

COL18A1  kolagen typ XVIII, podjednotka alfa

CT pocitacova tomografie (computer tomography)
DNA deoxyribonukleova kyselina

ECGF endotelidlni bunéény ristovy faktor

FGF rastovy faktor fibroblastl

FGFR receptor pro ristovy faktor fibroblasti

HI healing index

HOX homeobox gen

IGF inzulinu podobny ristovy faktor

LAMAS laminin alfa 5

MRI magnetickd rezonance (magnetic resonace imaging)
PCR polymerazova fetézova reakce
PDGF destickami derivovany rustovy faktor

PECAM destickovy/endotelidlni adhezivni faktor (antigen CD31)

PF4 destickovy faktor 4

PFFD proximalni femoralni fokalni deficience
PTEN fosfatazovy a tensinovy homolog
PTGSI prostaglandin syntaza a cyklooxygenaza
RNA ribonukleova kyselina

Rtg rentgen, rentgenovy

SHH sonic hedgehog

TBX T-box geny

TGF transformujici rastovy faktor

VEGF vaskularni endotelialni ristovy faktor
ZPA zona polarizacni aktivity
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Ptiloha 1: Pfehled a mapa genii osteogeneze

Oligo GEArray® Human Osteogenesis Microarray Oligo GEArray® Human Osteogenesis Microarray

OHS-026 Gena Table Position|UniGene  GenBank  Symbol Description N iGege Name
Position[UniGene Symbol __|Description B [ 52 [Hs483635 |NM_000800 FGF1 [Fibrabiast growth f2ctor 1 (acicic) FGF1
1 Hs.546292  [NM_ 002954 [RPS27A IRibczomal arotein 527a |53 Hs.284244  [NM 0020068 FGF2 |Fibroblast growth factor 2 D?Si‘C] FGF2,
2 |He3zir4 |NM 001622 |AHSG |Alpha-2-HS! [Fibroblast arcwih factor 3 (murine mammary tumor
3 [Hs75431  |NM 000476 |ALPL [Alkallne pF Tiuaribonaikidn: 54 [Hs37082  [NM_005247 FGF3  [virus Integration Site (vint-2) oncogens homolog) INT2
4 ; 5 AMBN in, enamel matrix protein [ : [Fibroblast growth factor recepior 1 (fms-related byrosine
I AMELY. Ylinked AMELY | 56  |Hs.549034  |NM_000804 FGFR1 lkinase 2, Pleiffer syndrome) FLo
et i Fibroblast growih factar recepior 2 (bacteria-oxprossed
6 IANXAS [Annezin AS Annexin i i ezl
I 000047 |ARSE Ifatesa E {chondrodysplasla punctata 17 ARSE i [kinase, keratinocyte growth factor receptor, craniafacial
- N GU0047_ARSE ___ pyiulitace € (chond: e s : ldysostasis 1, Crouzon syndrome, Pfeiffer syndrome,
| one samma-carboxyguiamate a) araetn | 56 |Hs533693  [NM 000141 IFGFR2 |Jackso syndroma) ForRz
i 8 Hs 512679 N6 _189173 |BGLAP I'\; leocalein. | e "Mhmh\asl arowth factor racepior 3 (ashondrop asia,
s A N_ga1711_BGN Piabyean Flalyean. 57 |Hs.1420 t_000142 |FGFR3 _[thanatophoric dwarfism) FoFRa
[Heazs. . NMGOORIZQS BN - (Bl T [Fms-related tyrsine kinase 1 fvascular endothalal
E.75003 2 e e — 55 Ms 507621 INM_00201S |FLT¢ rowth factorivascular pemeabilily faclor recapior)  |[VEGFRA
S & e [INIRE | 50 [Hs.203717 _INM_002026 |FN3 [Fibranectin 1 Fibronaclin-1
e B 2 EbEd 60__|rie2771___ INM 004082 |GDFIC [Growth diff fien tactor 10 [BMP38
2l cre narp: o pindr s — T 7 Integrin-binding sialopratein {bone sialoprolein, bone
aie eln e [EMEE - 61 |Hs510726  |NM_004987 lBSP alcprotein I T lewse
e ic protgii’e |ostsotenis profein 1) BMET == i t Ular adhesion malecule 1 (CDS4), human
] one morphogenelic prolein 86 {ostengenic protein 21_|BMPE a2 000201 HCAMA Sockiat lcpsa i
H: 77 0 Bt ong morphogenetic pratels receptor, type 1A JALK-3 53 000G15 IGFT lin-like growth factor 1 [%) IGF-1
19 |HoA4B1Z7_|NM 001742 |CALGR ALCITONIN RECEPTOR ICALCR o So0eTs ToER T TR grovit ki T rosgeior CFAR
19eepior ; - 66 ] I 000872 IGFZ__ fin-The rowth factor 2 A (GFT
Ha 35815 . NM. O 1, 3evars nacnatsl b hyrold [CASR 56 | 181531 ITGAT ntegrin, apha 1 lcDacs
(CD36 antigen (coilagen type | receptar, ntegrin, alpha 2 [CDZB, alpha 2 subuni of VIAZ
2 |Hsi20948 |NM 000072 (CD36  fthrorbospondin receptar) (D38 |87 |Hs482077 |NM_002203 ITGAZ Irecapior) LFATh/CDASE
22 |Hs.116471 |NM 001707 |GDH11 (Cadherin 11, type 2, OB-cadherin [CAD-11 = e e R G e s R >
(Colagen, type X, alana 7(Schmid nietaphysesl 88 |Hs.265820 |NM 002204 ITGAS [VLA-3 receptor) lcodsc
_|He520332 NN 000493 |COL10A1 (GOL10A? el T e ey
Hs 523446 LGOLTIAT  [Collagen, type X1, aloha 1 COLT1A1 ; lalpha; also known as CD114 (p170], macrophage
101302 | COL1ZAT__Toolagen, ype X1l alphs 1 (COL12A1 ! 68 |HG172631 |NM 000632 |ITGAM lantigen aipha cotth |
Hs 409652 [COL14AT__[Collagen, type XIV, aloha 1 {unduin] OLT4A nteqrin, alpha v {vitronestn Teceptor, sipha +
Hs 400034 |NM_001855 COLT6AT [Collagen, type XV, elphe 1 _ COLSA 70 |Hs 436873 [NM 002210 |TGAV antigen CD51 lIntagrin av
H=368921 |NM_001856 COL16A1 _ [Gollagan, type XV, alpha 1 OL16A integrin, beta 1 (fibronectin reoeptor, bata polypeptida, |
Hs 117838 |NM 000494 COL17A1  |Gollagen, type XVIl, alpha 1 OLITA 71 Hs420052 [NM 002211 (ITGE1 lantigen CD29 includes MDF2, MSK12) Ch29
Hs 517356 20582 COL18A1  [Collagen. type XVII, aipha 1 Er 72 _Hs.363706 IM_000900 [Matrix Gla protein ~ MGP
Hs 437567 007858 COL1BA1__[Collagen, typs XIX, alpha 1 CoLToAT 727260 JNM 004387 | IMuitipls inostol Pisticing pha = T MNP
Hs 172995 NK_000088 COLTAT Collagen. typa I, alpha 1 COL1AT 002425 IMatrix metalloproteinase 10 (stromelysin 2) MMPTO
Hs 489142 |NM 000089 COLiAZ __|Collagen, type |, alpha 2 COL1AZ ] [ “INM 002427 [METS IMatrix 3 3] MMP13 ]
cllagen. ype I, alpha 1 (primary osteoarthrits, IMatrix metalioproteinase 2 (gelatinasa A, 72kDa
34 |MsAD8182 MM 001844 COLZA1 [epondyivepiphysesd dysplasia. coLzat 78 Hs.S13617  [NM_004530 [MME2 T2kDa type IV IMMPZ
[Collagen. type Ill, apha 1 {Enlers-Danlos syndrome | 77 Hs 181830 |NM_00242: [Matrix metalproteinase 8 (hewtrophil colagensss) _ MMPS
35 |HsA43625  |NM_000090 COL3AT pe [V, autasomal deminant) icoLaat R [Malrix metaluprotsinase 8 (gelatinass 5, 82kDa
36 |Hs471525 [NM 000091 COLAAZ (Collagen, type IV, alpha 3 asture anigen) COL4AZ 78 Hs.151738  |NM_004994 |MMPY elatinase, 92kDa type IV MP-9
37 |Hs262038 |NM_D00092 COL4Ad  [Gollagen, typs IV, aipha 4 —__coLiAd 75 5445 MSX1___ Thsh homen box homaiog 1 {Drasophila) Hoxl
38 |Hs.369089 |NM_033380 COL4AS __[Collagen, type IV, alpha 5 (Aiport {COL4AG - 56 NI 00244 " |Meh homes box homalog 2 (Drosoohila) . M&X3
38 |Hs.210283 |NM 000093 COLSA1 (Collagen, type V, alpha 1 COLSAL } INuclear r of kappa light oolypeptide gene enhancar
4 (Collagen, type VI, alpha 1 (epidarmalysis bullosa, 81 INEKR1 lin B-cells 1 (p105) KBF1
40 |HsA76218_ |NM_000084 |COL7A1 dystrophic, dominant and recessive) COL7AY | [ 82 Hsi7 FOGFA [Fletoiet-gerived growih facior alpha "POGF &
41 |Hs418012 |NM_001852 [COLGAZ Collagen, type IX, alpha 2 COL3AZ I [Phospato roguialing en dapeptidase hamaicg, XAKkad |
2 |Hs.1584 000095 |COMP " |Cartilage diigomeric malrix profsh —__coue 83 hk_D00444 _[PHEX _vitamin D resistant rickets) ‘PHEX -
5.1348 000758 |CSF2 Colany stimuiafing factor 2 GM-CSF 84 Hs122116 |NM 004346 "[RUNXZ [Runt-related factor 2__ (CBFAT
4 15,2233 M_000758 CSF3 Colony stimulating facter 3 (aranulocyte) G-CSF 85 Hs.298813 |NM 005505 |SCARBT [Scavenger raceplor class B, member 1 [CDEBLT
E 5525594 |NM_000386 |CTSK Calhepsin K (pycnodysostosisi CTSK ; f [Sarine (or cysteine} proteinase inibilor, clads H (heat
5 15.156316 001920 |DCH ~Decorin o Decarin | | lshack protein 47), member 1, {callagen binding protein
5128556 |NM_004407 |DMP1 Dentir matrix acidic phosphopratein Dmet {86 Hs24i579  |NM_DO1235 B
13 5 447902 014208 |DSPP Dentir sialophosphoprof o __|DSPP 87 {Hs.548050 |NM 005900 SMA D, mothers against DPP omolog IMADH1
g Hs 419815 001963 idermai growth factor (bet: ) _ . |EGF 1 :Sg) iHs.465061 MM_005901 [SMA D, mothers against DPP omalag
dermal growth factor raceplor (eryhroblastic NM_005502_iSMA| D, mothers against DPP homoieg
50  |Hs428293  NM_005228 leukemiz viral {v-grb-b) oncagena homolog. avian) _ [EGFR [00 Hs78862 _|NM 005355 ISMA| MAD, mofhers against DPP homalog DPCE__|
51 |Ho28304%  INM 031889 [ENAM Enamelin ENAR o] e Hs167700 MM_005303_SMAI [SMAD, mothers against DPP homolag 5
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PositionUniGene _|GenBank Symbol _[Description Gene Array Layout Tabls with Gene Symbol and Position Information
o2 3 INM_005585 |SMADE __|SMAD, moters against GPP homolog 6 [Drosaphilal_|MAD] oiis
93 7__INM_005004 [SMAD? ___|SMAD, motnare against DPP hamoleg 7 (Drosaphila)] _|MAD ) 026
|94 Hs 523830 N 006905 |SMADS ISMAD, mo\hars against DPP homoleg @ (Drosophia)  [MAD RPS27A AHSG ALPL AMBN AMELY ANXAS ‘ ARSE | BGLAP
95 IHs 349204 MM 025237 |SOST SO8 1 ! !
i "SRY (sex determining region Yibox  {pampamelic 1 2 3 4 5 6 7 8
95 Hs2316  |NM 000346 [SOX3 dysplasia. autosomal sexreversal 'soxe g
97 |Hs.111770|NM_003118 ISPARG Sacreted pratein, acidic, systeine-figh i ON BGN Bump1 BMPZ BMP3 BMP4 BMPS BMPS BMP7
I T§ecreted phosphoprotain 1 (astscpontin, one { 5
98 |Hs313 NI_00as82_[SPP1 siaioprotsin I, early T-I activation 1] [Osteonontin 3 1 L de | 1 i 15 L
L 89 |Hs37048 INM 003154 |STATH Statherir. [STATH B BMP88 | BMPR1A CALCR CASR CD36 CDH11 COL10A1 | COL11A1
100 |Hs 20225 INM 012143 [TFIP11 [Tuftelin inisacting protein 11 [TEIETT
' [Transforming prowth factor, bata 1 {Camurati- 17 18 { 19 20 21 2 23 24
101 |Hs1108 MM 000860 [TGFEA disaase] TeFo I
102 Ho 153070 _|NM 05238 _[TGFBZ — Trransiorming arooth Tachr B3 2 T COL1ZAT | COL14A1 | COLISAT COL16A1 | GOL17A1 | GOL18A1 | COL19A1 | GOL1AT
103 Hg 2025 MM 003238 [TGFBa T rovih Factor. bets 3 TGFES 25 % 27 28 25 30 M1 om
Transforming growth Zactor, beta receptor | (actvin A | .
M 004612 TGFBR| _seceptor typg Ike kinase, 53kDa 5 ALKSACVRLIE | COL1A2 | COL2A1 | COL3A1 = COL4A3 | COL4Ad | COLAAS | COLSAT | GCOLTA1
M 003242 FBRz qrowth factor, beta recestor || (70/80KDa) [TGFORZ )
1000594 Ty umor negrosis factar [TNE. rily, member 2)__[TNFA 32 34 35 ELLGT (WY 38 38 4 |
M 020127 "M uftelin 1 [TUFTT [ P
et hammaleg T Gictoceshainn iy 5 Sontie COL9Az COMP C8F2 CSF3 CTSK DCN DMP1 DSPP
[TWIST* ___(Chotzen synarame) (Drasopaila frwisT 41 42 43 44 45 45 47 43
[TWIST2 ™ Trwist homolog 2 (Brosophils] —__wisTz —
IVCAMT Vascular cell adhesion malsculs 1 WCAM-1/CD108 EGF EGFR ENAM FGF1 FGF2 FGF3 FGFR1 FGFR2
DR Viamin D (1.25- dibydroxyvitamin D3} racapier VDR
WEGE ascuar qrowith factor VEGE oo 48 50 & 52 29 B4 L] 5Bl
Hs.76781 _ |NM 003377 VEGFB asoular arouth factor B VEGF-S
4 He 36215 |NM_005478 VEGFG _ |vasaular arowth factor G VEGF-C EGERY FET EM GDELD I IGam o ok
/A LOB752 [PuGHe, [PUC18 Plasmid DNA pUCTE 57 58 59 60 61 82 | 63 64
Blank _Blank [Brank 0 1 2 e
U7 [Blank TBiank IBlank 9 IGF2 ITGA1 TGAZ ITGA3 ITGAM ITGAV Tt MGP
73 AS1RS =quance 1 Releted 2 (80% dantity(46/60) _NIA g
Iasir1 m'h!n:la\ equence 1 Related 1(30% dentity(56:80) _[N/A L6 20 5% - 9 20 i, o
Ast [putficial Sequence | A B MINPPT | MMP10 | MMP13 © MMP2 MINPE MIMPR MSX1 MSx2
002048 GAPD Gl phosphaik il APDH
D04t | Beta-z.mi i B=I | 7 74 75 76 77 78 78 80
IFeat shock 90kDa profain 1, et HSPSO b -
Foat shogk 80kDa rotain 1-bora T — NFKE PDGFA PHEX RUNX2 | SCARBt |SERPINH1 SMAD1 SMAD2
actin. beta brActin 8l 82 83 84 85 86 a7 88
Actin, beta = " bActn
Biotinylated Adificial Sequence 2 Camplementary SMAD3 SMAD4 SMADS SMADS SMAD7 SMAD9 80sT SOXg
[sequence LA
Biotinytated Ariificial Sequanca 2 Gomplamentary 83 90 s % 93 94 95 86 |
WA [BASZC lsequence . SPARC SPPY STATH  TRP11 | TGFB1 ' TGFB2 | TGFB3  TGFBR1
57 28 ] 100 107 102 103 04|
TGFBR2 i TNF TUFT1 TWIST1 TWIST2 VCANM1 VDR VEGF
105 106 107 108 109 110 11 12
VEGFB VEGFC PUC18 Blank Blank AS1R2 ASTR1 AS1
113 114 15 116 117 118 AE] 120
GAPD BZM HSPCB | HSPCB ACTB | ACTB BASZC BAS2C
121 122 | 123 124 | 125 ‘ 126 | o7 128
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Ptiloha 2: Pfehled a mapa genil angiogeneze

Oligo GEArray® Human Angicgenesis Microarray Oligo GEArray® Human Angiogenesis Microarray

OHS-024 Gene Table Pcs1t|on UniGene | [Symbol __ [Description [Gena Nama
i i Cenl ymbol Description Gene Name Hs.856 |NM_000619_|[IFNG nterferon, gamma IFN-r
RPS2TA Ribosomal protein 827 E 31 Hs 308053 |NM_0D013_[IGF 1 insulin-ike growth fastor 1 %) IGF-1
63 _AKT1 /-al{ murine thymoma viral oncogsne homoleg 1 Balpha 52 |Hs 1937 INM_000572_[IL10 nterlzukin 10 IL-10
16 ANGPT1 ‘Angiopoietia Interiaukin 124 (natural killer cell stimulatory factor 1,
7 _ANGPTZ Angiopaietin-g 53 |Hs. 573 INM_000882 |IL124 leylotoxic maturation factor 1. p3s) IL-12A
i 4520?151 4455 |ANGPTLS, ke AN 54 [He.fs INM_001562 [IL18 Interlaukin 18 finterferon=yammarinducing factor) 16
Hs.9613 £109 |ANGPTLA 4 NG 55 %s'\zﬁzsﬁ NM_000576 |IL18 Interleukin 1, beta -1
Alaryl I 56 |Hs.512234 |NM_000600 |IL6 Interlaukin € (interfaron, befz 2 T I
. ami i i BT + ___|NM 000584 |18 Interleukin & I8
7 001150 _|ANPEP (D13, p15¢) ANPER integrin, alpha V {vitronectin raceptor, alpha.
ER [Brain-specit angicgenesis Inhibiter 1 AR 58 |Hs.436873 [NM 002210 |ITBAV ide, antitien CD51) lintagrin av’
5 H " {chemokine (-G motif) figand 11 [Entain Integrin, bsta 3 (platelet glycoprotein 1ila, antigen
1 002952 hemoking (C-G motf) figand 2 CP1/SCYAZ 50 |Hs.27149  |NM 000212 |ITGB3 CDe1) ICD61/GP3A
1 201795 Cadherin 5, type 2, VE-Gadherin [vascular epithelium)_[Cadherin 5 B0 |Hs.400202 |NM_000214_|JAGT 2q5ed 1 (ARGl 2yndrome) LAG
+ 5413175 |NM 030562 allagen, type XVIII, alpha 1 Er NO [Kinase insert domain receptor {a typa Il receptor
~ |Hs 407317 000081 _|C cllagen, type IV, alpha 3 antigen) [COL4AT Hs. 12337 |NM 002253 KDR tyrosina kinase; FLKA/VEGFR2
T4 Zipil 00 < olony stimulating facter 3 G-CSF i B Laminin, aipha 5 LAMAS
” Chemokineg {C-X-C rmotify ligand 1 (melanoma growth Leukosyte cell derlved 1
18 NM 06151 CXCL: |s_|imu‘a1" g activity. alpha) GROa/MGSA _|Leptin iobasity homolog, mouse)
€ [Hs.413923 NM_001565 |CXCLI0 mokine {C-X-C metlf) lleand 10 SCYB1OIP-10 tdkma("sunis grouth; p’omomg‘amrz)
7 {H5.103082 |NM_0C5400 [CXCL11 mokine {0-X-C moti) ligand 11 \-TACIPY/SCYBT e 154657 N 00428 MIVPTS Matr
8 Ho.75785 |NM 002088 |CXCLZ “X-C motih) ligan MIP-2aiGROA ! | Malr\xmetalloprolelnasez|geTsma.,aA 72kDa 1
D Hs80500 |NM 002080 [CXCLA Chemokine (C-X-C ot gan GRD |57 |Hs.357677 NM 004530 {MMP2 latinase. 72kDa ype IV -
H G ] iemokine {C-X-C motif) i ! 8
U_psdgTid MM 00%s = ig o J g:'n' Torandotrs ENATHSCYES 68 [Hs. 151738 MM 004994 |MMPS golatinase, 524D type |v )
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