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Souhrn

Uvod: Vrozené kratky femur, neboli proximélni femordlni fokalni deficience (PFFD), je
vzacna komplexni vada dolni koncetiny s maximem postizeni na femuru. Nalezy zahrnuji
Sirokou Skalu variant od kompletni absence femuru az po nenépadny zkrat.

Cil studie: 1. Molekuldrni analyza patologické kostni tkané u vrozené€ kratkého femuru se
zaméfenim na expresi angiogennich a osteogennich faktorti v porovnani s fyziologickou kosti.
Ocekavané byly rozdily v genové expresi obou skupin genii, zejména v jejich mnoZzstvi.

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 tkané€ byla izolovana RNA a bio¢ipovou technikou zjistén
transkripéni profil (SuperArray Bioscience Corporation) s moznosti detekce 113 gent
osteogeneze a 113 genl angiogeneze. Bylo analyzovano celkem 10 vzorkt (7 PFFD, 3
kontrolni). K prolongaci koncetiny byli indikovani pacienti stypy Pappas IIl a IV (s
pakloubem femuru) a pacienti s typy VII, VIII a IX. Byla analyzovédna data u 57 pacienti
s PFFD a 12 pacientl kontrolni skupiny. Statické zpracovani probihalo metodou GLS.
Vysledky: Zaznamenali jsme rozdily v genové expresi u pacientll s pakloubem proti
kontrolnim vzorkiim, vyznamnéjsi u genli angiogeneze. U pacientil s pakloubem byly nékteré
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 A5,
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 i délka odstupu
mezi prolongacemi, kdy v ¢ase pod 7 let mezi operacemi vyrazné nartsta healing index.
Zavér: Hypotéza o rozdilné genové expresi byla potvrzena, nelze vSak vysledky zobeciiovat.
Hypotéza o souvislosti kostniho hojeni a zavaZnosti postizeni femuru potvrzena nebyla.
Vyznamny rozdil v hojeni byl zjistén pii druhém opakovéni prolongace a pfi odstupu mezi
prolongacemi mens$im nez 7 let.

Klicova slova: vrozen¢ kratky femur, genova 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 AS5, 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



1. Uvod

Vrozené kratky femur je vzdcnd kongenitdlni vada pohybového aparatu, kterd
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 typl je maximum postizeni lokalizovano
proximaln€, je tato vada zndma v mezinarodni literatufe jako proximal femoral focal
deficiency (PFFD). Déleni femoralnich defektti podle Pappase (1983) rozlisuje 9 typu
ptidruzené deformity a v hrubych rysech naznacuje i lé¢eni jednotlivych typt.

Etiologie vady neni dosud vysvétlena. Porucha vyvoje koncetiny vznikd jiz v dobé
¢asné embryogeneze, mezi 4.-9. tydnem gravidity. Nabizi se tivaha o postizeni genomovém,
ale vétSinou je vada pouze jednostranna, proto je na misté¢ zaméteni spiSe na lokalni pficiny.
Boden piSe o ,,abnormalni vlastnosti proximalni fyzy femuru, kterd je zaloZena na defektu
proliferace chondrocyti®. Jako nasledek zminuje opozdénou mineralizaci kostni matrix,
pferuSeni invaze cév a poruchu enchondralniho ristu. Na zdkladé Bodenovy prace mizeme
spekulovat o podstaté kostnich zmén a abnormalit na genové urovni, zejména v genech
ovlivityjicich proliferaci a diferenciaci bun¢k (napt. BMP — kostni morfogeneticky protein,
VEGF — vaskularni endotelialni ristovy faktory, FGF — ristovy faktor fibroblastli) ve skupiné
genu zajistujicich rovnovahu kostniho metabolismu (napt. geny pro kalcitoninovy receptor,
annexin A5, metalloproteinazy) a také mezi geny pro angiogenni faktory. Nicméné
osteogeneze je velmi komplexni proces fizeny jak z intracelularniho, tak extracelularniho
prostiedi. Regulaci téchto procesti reprezentuje fada ristovych faktorti, signalnich molekul a
receptort, jejichz funkce zavisi na expresi piislusnych gentl. Je zfejmé, ze osteogeneze neni
izolovany proces a ukazuje se, Ze je velmi silné¢ ovliviiovana angiogennimi faktory. Naptiklad
je prokazano, Ze FGF-2 indukuje produkci VEGF v osteoblastech, které vytvati také BMP-2
(Saadeh et al, 2000; Steinbrech et al,2000).

Vyse zminénd fakta vedla k mySlence studie, jejiz cilem je analyza genové exprese
osteogennich a angiogennich faktori v pakloubu femuru u pacienti s PFFD. Oc¢ekavali jsme
odhaleni rozdilti v genové expresi ve tkani pakloubu ve srovnani s fyziologickou kosti, a to
rozdily jak kvantitativni, tak i rizné typy exprimovanych genl (reprezentujici rizné faze
osteogeneze 1 angiogeneze). Vysledky by mohly pomoci objasnit potize a komplikace béhem
ortopedickych korekénich operaci, zejména pak b&hem prodluZzovani a kostniho hojeni u
pacientl s vrozenym defektem koncetiny (vrozené kratky femur, vrozeny pakloub bérce nebo
fibularni hemimelie). Pii tvorbé standardnich vySetfovacich postupi u pacientti s PFFD bylo
zafazeno vySetfeni cévniho zasobeni koncetiny CT angiografii. U 3 pacientl byla nalezena a
popsana atypie cévniho zasobeni postizené dolni koncetiny cestou a. iliaca interna.

V souvislosti s o¢ekavanymi zménami v genové expresi a zjiSt€énymi cévnimi
zménami jsme se zamé&fili na prakticky dopad zmén v klinické studii, kdy jsme analyzovali
pribéh a vysledky prolongacni terapie u riznych typl postizeni dle Pappasovy klasifikace,
srovnani tvorby a hojeni prolongatu mezi jednotlivymi fazemi lé¢eni a také porovnani s
kontrolnim souborem pacientli indikovanych k prolongaci koncetiny z jinych divoda, nez pro
vrozeny zkrat (po zlomeninach, infektech, prolongace u achondroplazii apod.)



2. Hypotézy a cile prace

Hypotéza ¢islo 1: Profil genové exprese osteo i angiogennich faktori je odlisny u pacientii
s vrozeng kratkym femurem proti kontrolnim vzorkiim fyziologické kostni tkané.

Hypotéza cislo 2: Hojeni prolongatu a jeho regenerace je u pacientii s vrozené kratkym
femurem delsi nez u zdravych fyziologickych kosti.

3. Laboratorni ¢ast
3.1. Material a metodika

Vzorky fyziologické a patologické kostni tkané byly odebrany béhem planovaného
ortopedického vykonu na zdkladé informovaného souhlasu pacientti, respektive jejich rodici.
Tkén pakloubu byla odebrana pfi planované resekci a fuzi pakloubu u pacientti s PFFD.

Béhem laboratorni studie (2008-2012) jsme vySetfili celkem 7 vzorkll pacientii
s PFFD a 3 kontrolni vzorky, n€které analyzy byly opakovany. Pro izolaci RNA jsme vyuzili
technologie RNeasy Mini Kit (Qiagen) v souladu s doporuc¢enym protokolem. Po izolaci
RNA nésledovala syntéza cRNA (komplementarni RNA), znaceni RNA biotinem a
amplifikace. Po purifikaci vzorku amplifikované a znacené RNA bylo tfeba pfipravit
bio¢ipové membrany k samotné hybridizaci se vzorky (tzv. prehybridizaci). Po pfidani vzork
k membrandm do hybridizacnich trubic zacala hybridiza¢ni reakce, pfi které se na membrany
v mistech DNA sond navazaly komplementarni ¢asti RNA, které byly v okamziku odbéru
vzorku v tkdni exprimovany. Reakce probihala pfes noc v hybridizacni peci pfi teploté 60 °C.
Po promyti byly membrany inkubovany s roztokem streptavidinu konjugovaného s alkalickou
fosfatazou a nasledné detekovan chemiluminiscenéni signal generovany reakci CDP-star
(chemiluminiscenéni barvivo) s konjugatem alkalickd fosfatdza-streptavidin-biotin-cRNA-
bioCipova membrana. Signal byl detekovan na rtg filmu, ktery byl naskenovan a vyhodnocen
sofwarem GEArray Expression Analysis Suite (SuperArray). Metoda umoziuje také
semikvantitativni analyzu exprimovanych genli v zavislosti na intenzit¢ detekovaného
signalu. Schéma experimentu prezentuje obrazek 1.

3.2. Vysledky

Softwarem byla vyhodnocena zvySena exprese (overexpression) u nékterych genti
osteogeneze Vv 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 podj. alfal, kolagen I podj. alfal,
katepsin K, FGFR1, FGFR3, IGF2, VEGFB, VEGFC.



Ve skupiné genl angiogeneze byl dominantni rozdil v mnozstvi exprimovanych gent,
kdy v patologickém vzorku jich bylo vyznamné méné. Po pocitaovém vyhodnoceni ¢ipt
jsme zjistili absenci nékterych genti ve vzorcich pacienti s PFFD, které naopak byly
exprimovany v kosti fyziologické. Jsou to: VEGFB, VEGFC, ECGF 1, a dale geny kodujici
jiné angiogenni rastové faktory a receptory (napt. ANPEP, LAMAS, PDGFA), proteazy a
inhibitory (PECAM 1, PF4), transkripcni faktory (PTEN, PTGS1) nebo adhezivni molekuly
(CDHS5, COLI18A1, LAMAS). Piehled gent zastoupenych u vzorkti pacientd s PFFD
v porovnani s kontrolnimi vzorky uvadi fotografie mikrocipti pacienta s PFFD v porovnani
s kontrolnim vzorkem (obr. 2a, b) a tabulka 1.
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Obr. 1: Schéma experimentu. Simultanné
analyzujeme  vzorek  tkane  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 genti osteogeneze a angiogeneze (DNA
sondy). Pokud jsou ve vzorku pritomny
komplementarni  sekvence, dojde k jejich
hybridizaci na membranu. Po navdzani
chemiluminiscencniho barviva
k hybridizovanym  sekvencim lze detekovat
signal na rtg filmu. Vysledné spektrum
zobrazenych  signali,  které  reprezentuje
exprimované geny, je podrobeno pocitacové
analyze.

Vysledek biocipové analyzy u kontrolniho vzorku fyziologické kosti (levy z kazdé dvojice) a pacienta s PFFD

(pravy z kazdé dvojice). Na obrazku 2 a) jsou vysledky exprese osteogennich faktori, 2 b) angiogennich faktoru.
Na biocipech pacientii s PFFD je patrno méné zachycenych chemiluminiscencnich signalii, coz vyjadiuje mensi

mnozstvi exprimovanych genit angiogeneze i osteogeneze a potvrzuje ocekavany rozdil genové exprese.



Tabulka 1: Prehled exprimovanych genii

osteogeneze a angiogeneze u vzorki pacienti
CALER A CCL11 s PEFFD v porovnani s kontrolou. 'V prvnim
COL12A1 BGLAP CXCL5 sloupci (osteo +) jsou geny osteogeneze se
COL1A2 COL18A1 |EFNA3 silnéjsi expresi nez u kontrolnich vzorkii, druhy
sloupec (osteo -) prezentuje geny s mensi
COL2A1 COL1A1 IL12A expresi. Ve sloupci ,,angio +* jsou geny
COL9A2 CTSK PDGFB angiogeneze vice prezentované u pacientii
FGFR2 FGFR1 s PFFD, posledni sloupec naopak ukazuje
geny, které u pacientii s PFFD chybély
FN1 FGFR3 v expresnim profilu angiogeneze u PFFD
ITGAM IGF2 kompletné.
ITGA3
ITGB1
MMP2
MMP8
MMP9
VEGFB

4. Klinicka ¢ast
4.1. Material a metodika

Retrospektivné jsme analyzovali soubor pacientli registrovanych na nasi klinice do
roku 2018, coz bylo 92 pacientti, 42 chlapct a 50 divek. Analyzovali jsme prubéh prolongace
u pacientll s femoralni deficienci a zajimala nas doba prolongace, prolongacni zisk, healing
index a v neposledni fad¢ komplikace a jejich rozbor i v zavislosti na typu vrozeného defektu
femuru. Prolongaéni lécbu podstoupilo 57 pacientd, néktefi opakované, bylo hodnoceno
celkem 83 prolongacnich procedur, u kontrolni skupiny 14 prolongaci u 12 pacient.

Rozhodujici pro posouzeni hojeni byly rentgenové snimky pofizované pfti
ambulantnich kontrolach. Z délky hojeni byl stanoven healing index, tedy pomér po¢tu dnil
hojeni (od naloZeni zevniho fixatoru do jeho sejmuti) k délce prolongatu. Tvorbu svalku a
kvalitu hojeni jsme sledovali na rentgenovych snimcich potizenych vzdy ve 2 projekcich. Pfi
ukonceni prolongac¢ni faze jsme méfili délku prolongatu v mm, doba hojeni (konsolidace)
byla uréena demontazi zevniho fixatoru ve dnech.

Porovnavali jsme jak absolutni parametry obou soubori, tak statisticky vyznamné
rozdily posuzovanych parametrti. Evidovali jsme primémy veék ve skupinach, primérny zisk
prolongace, primérny healing index pro kazdou prolongacni epizodu. Data byla zpracovana
statisticky, vSechny testy vyznamnosti byly provadény statistickym testem nulovosti
regresniho koeficientu v modelu linearni regrese odhadnutém Zobecnénou metodou
nejmensich ¢tverct (GLS, Generalized least squares).

Statisticky nds zajimala zavislost hojeni (healing indexu, HI)
- natizi postizeni femuru (dle Pappasovy klasifikace),
- zévislost na véku pacienta



zavislost na opakovani prolongace
porovnani hodnot s kontrolni skupinou pacientt.

Data byla zpracovéna statisticky, vSechny testy vyznamnosti byly provadény statistickym

testem

nulovosti regresniho koeficientu v modelu linearni regrese odhadnutém Zobecnénou

metodou nejmensich ¢tverct (GLS, Generalized least squares).

4.2.

Vysledky

Vysledky prehledné shrnuje tabulka, kterd udava primérné hodnoty véku,

prolongac¢niho zisku a healing indexu u podskupin A,B,C a K (viz legenda k tabulce) a
nalezicim k opakovanym prolongaénim procedurdm (oznaceny v podskupindch fimskymi
¢islicemi I-III).

skupin

A

Tabulka

a  pocet | prol.epi | pocet vék zisk HI
(roky) | (mm)
18 I 18 6,03 64 3,58
II 11 11,05 67 5,20
111 6 15,28 59 3,53
9 I 9 6,10 33 4,24
IT 4 13,80 68 3,87
111 1 16,00 100 4,56
30 I 30 6,30 44 3,81
II 4 12,30 58 3,02
12 I 12 12,09 58 3,64
II 2 12,65 46 4,76
1: Soubor pacientii s PFFD, kteri podstoupili prolongaci femuru. V prvnim sloupci rozdéleni skupin

podle postizeni femuru (A - Pappas Il a IV, B — Pappas VII, C — Pappas VIII a IX, K — kontrolni), ve druhém
sloupci pocet pacientii v kazdé skupiné. Treti a ctvrty sloupec ukazuji pocet pacientii, kteri podstoupili

opakované prolongaci (Il a I1l). Ke kazdé skupiné i prolongaci jsou zaznamenany statistické ukazatele,

prumeérny vek v dobée zahdjent prolongace, primeérny zisk prolongace a primerny healing index.

Statistické hodnoceni:

Nebyla prokazana souvislost HI a stupni postizeni (Pappasovy klasifikace).

Zavislost na véku pacienta nebyla prokdzana, vyznamny rozdil vykazovala skupina
pacientli pod 5 let.

Nebyl prokazan vyznamny rozdil primérmych HI mezi pacienty s PFFD a kontrolni
skupinou.

Statisticky vyznamny rozdil HI byl zaznamenan pti druhé prolongaci

Pokud byl odstup mezi prvni a druhou prolongaci >7 let, byl HI vyznamné mensi nez
pod 7 let (3,32 vs 5,07).
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5. Diskuse

Shodné s nasim primarnim ocekavanim se v tkani pakloubu exprimovalo méné genti
obou studovanych procesti nez ve vzorku fyziologickém. Nabizi se otdzka, zda jde o redlné
snizeni genové exprese osteogennich i angiogennich faktorii, nebo zda na pozadi mensiho
mnozstvi exprimovanych genii mize byt vySSi zastoupeni jinych bunéénych typi
(chondroblasty, fibroblasty, myoblasty) v tkani pakloubu. Tuto skute¢nost by bylo mozné
potvrdit po vySetfeni bunécné specifické RNA ziskané z tkanovych kultur jednotlivych
bunécnych typi.

Celkové jsme u vzorkll pacientl s PFFD zaznamenali mens$i pocet exprimovanych
genu angiogeneze. Mozné vysvétleni mtizeme hledat v anomalii cévniho zasobeni postizené
koncetiny pacientli s PFFD, které u tfi pacientli potvrdila CT angiografie (Chomiak et al,
2010, 2012).

Bohuzel se nam nepodafilo u analyzovanych vzorkii identifikovat jednoznacné a
stabilni rozdily v expresi angio a osteogennich genu, které by bylo mozné potvrdit jinou
laboratorni metodou, naptiklad imunohistochemicky, a nastinit patologicky vzorec genové
exprese u postizeni vyvoje femuru. To muize byt mimo jiné zplisobeno nesourodym
bunéénym zastoupenim v kostni tkdni pakloubu, kde mohou v rizné mife pievySovat
zastoupeni kostnich bunék chondrocyty a fibrocyty, pfipadné jiné minoritni bunééné typy.
Primarni chyba v cévnim zasobeni proximalniho femuru v misté pakloubu muze byt pti¢inou
toho, pro¢ dulezité angiogenni faktory dilleZité pro osteogenezi nejsou ,,dopraveny* do mista
vyvijejici se kosti. Naopak vime, Ze n€které osteogenni faktory jsou nezbytné v indukci téch
angiogennich.

Experimentalni studie na mySich (Zelzer et al, 2002, 2004) souhlasné potvrzuji 2
dilezité funkce VEGFA pro tvorbu kosti. Ta prvni je v ¢asném 1 pozdnim stadiu
vaskularizace chrupavky, druha je zasadni pro pieziti chondrocyti, kdy nedostatek VEGFA je
pri¢inou masivni bunécné smrti chondrocyti béhem enchondralni osifikace.

Zajimavou studii publikovali autofi Stem Cell Institutu v Minnesoté (Qi et al, 2003),
ktefi studovali diferenciaci lidskych mezodermalnich progenitorovych bunék in vitro. Po 7
dnech kultivace bylo mozZné na diferencovanych osteoblastech imunohistochemicky detekovat
osteokalcin a kolagen typu I, ale nikoli kolagen typu II. Naopak v kultufe diferencovanych
chondroblastli imunohistochemie ukdzala pfitomnost kolagenu typu II a agrekanu, ale
osteokalcin ani kolagen typu I detekovany nebyly.

V souladu s vySe zminénymi fakty jsme 1 v naSich vzorcich zaznamenali niz$i expresi
kolagenu typu I ve tkani pakloubu oproti fyziologické kosti, zatimco exprese kolagenu typu II
byla vyssi. To ukazuje na vyssi podil chrupavéitych elementi v pakloubu a s tim spojenou
redukci mechanické odolnosti. Kolagen typu II je také povazovan za marker klidovych a
proliferujicich chondrocytli (Zelzer et al, 2002, 2004). Jeho vyssi podil mize naznacovat, Ze
v buiikdch vzorki pacientd PFFD nedochézi k diferenciaci a hypertrofii chondrocytt, ktera
predchazi samotné osifikaci.

Hodnocenim 83 prolongaci u 57 pacienti s PFFD jsme zaznamenali zvySujici se
hodnotu Healing indexu u starSich pacienti, jak jsme ocekavali. U 26 z nich se jednalo o
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opakovanou prolongaci stejné kosti a zajimalo nas proto, zda mé vliv na hojeni i opakovani
prolongace a po jaké dobé je tento vliv signifikantné vyznamny. Potvrdilo se, Ze pacienti,
ktefi meli odstup mezi 1. a 2. operaci > 7 let, méli primérny HI druhé prolongace 3,32.
Pacienti, kteti méli odstup <7 let, méli primérny HI druhé prolongace 5,07. Tento rozdil byl
shledén statisticky vyznamnym na zvolené hladiné¢ pravdépodobnosti 95 %. Z toho lze
vyvodit klinicky disledek pro opakovani prolongace za dobu del$i nez 7 let, pokud bude
mozné akceptovat délku zkratu a jeho negativni vliv na vyvoj asymetrie panve a sekundarnich
deformit patete.

Rozbor komplikaci zahrnoval vyskyt zadvaznych infekti, angulace nebo zlomeniny po
odstranéni fixatoru, subluxaci kloubli béhem prolongace a rigiditu kloubi po prolongaci.
Podskupina A (Pappas III a IV) je velmi rizikova a u 61,1 % pacientti 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 pacientd (50 %) a
subluxace kycle nebo kolena u 4 z 18 pacientl (22,2 %, u jednoho pacienta §lo o kycel 1
koleno). U tfi 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 %
pacientdl se vyskytla vice nez 1 komplikace. Pokud se zaméfime na angulace a fraktury, tak
jsme tuto udalost zaznamenali u 7 z 9 hodnocenych pacienti (77,8 %). Ptekvapivée je to vice
nez u skupiny A. Moznou pfi¢inou castéjSiho mechanického selhani u typu Pappas VII po
prolongaci je primdrn€ vardzni tvar proximalniho femuru, ktery tUporné recidivuje i po
korekénich osteotomiich, které piedchédzeji vlastni prolongaci. Divodem mize byt tzv.
ontogenetickd pamét’ femuru, ktery je u této vady priméarné€ jako vardzni zaloZen a vyvinut, a
vraci se tak ke svému piivodné ptedur¢enému tvaru. Tuto skutecnost ovérujeme ve spolupraci
s Anatomickym ustavem 1.LF UK v dalSich experimentech na kufecich embryich. Varozita
pak znevyhodiiuje kost v zatizeni a dochazi castéji kjeji angulaci nebo zlomeniné
v mechanicky nejslabSim misté, coZ byva bohuzel regenerat.

Podskupina C (Pappas VIII a [X) 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 pacientt). Podobné vysledky publikoval i Danzinger a
spol. (1995) s45 % fraktur po odstranéni zevniho fixatoru po prolongaci u pacientll
s vrozenym zkratem femuru. Naopak vyrazné¢ mén¢ fraktur uvadi Ganger a spol (2011), a to
25,7 % (9 z 35 pacientt).

Komplikace a jejich vyskyt jsou také jedinym zdsadnim rozdilem mezi skupinou
pacienti s PFFD proti skupiné kontrolni. Primémé hodnoty HI se v obou skupinach
statisticky vyznamné nelisily.

Vyskyt komplikaci pii prolongaci koncetin u komplexnich vrozenych vad je dan
zfejmé povahou defektu, ktery zahrnuje i patologii mékkych tkani, kloubni nestabilitu pfi
kosténé dysplazii kycelniho kloubu, aplazii klic¢ovych stabilizatorii kolena a ptipadné rigiditu
nohy pfi tarzéalni koalici nebo defektech paprskii. Anomalie cévniho zdsobeni se na poruchach
hojeni svalku podili zfejm¢é minimaln¢, nepodafilo se prokéazat statisticky vyznamnou
souvislost hojeni ani s vékem ani se zavaznosti postizeni koncetiny. Naopak se ukdzala
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souvislost del§iho 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 faktort.

6. Zavér

Potvrdili jsme hypotézu 1, Ze profil genové exprese osteo 1 angiogennich faktoru je

odli$ny u pacientil s vrozené kratkym femurem proti kontrolnim vzorkim fyziologické kostni

tkane.

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

regenerace je u pacientll s vrozeng kratkym femurem del$i nez u zdravych fyziologickych

kosti. Doba hojeni se mezi jednotlivymi skupinami vyznamné neliSila. Neprokdzala se ani
souvislost délky kostniho hojeni s typem defektu stehenni kosti, jak jsme pivodné
predpokladali.

Shrnuti zavérh pro praxi:

Exprese genl osteo a angiogeneze se liSi ve skupin€ pacienti s PFFD a kontrolni
skuping.

Neni jasna souvislost mezi zjiSténou zménou genové exprese a etiologii vady.
Chybéjici exprese genil angiogenze vcetné VEGF spole¢né se zjiSténou zménou
cévniho zasobeni dolni koncetiny ukazuje na vyznamnou roli cévniho zasobeni
v embryondlnim vyvoji femuru.

Neprokazala se souvislost mezi hojenim prolongéatu u pacientd s PFFD v porovnani
s kontrolni skupinou.

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.

P11 indikaci prolongacni 1éCby je tfeba zohlednit:

stabilitu kycelniho a kolenniho kloubu — pfi riziku subluxace zvolit stabilngjsi systém
fixace prolongovaného segmentu (pelvi-femoro-tibialni stabilizaci, kruhovy fixator)
délku planované prolongace — pti prolongaci vice nez 5 cm profylaktickd osteosyntéza
pokud je nutna opakovana prolongace, pak respektovat interval del§i nez 7 let mezi
operacemi.
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