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Abstrakt (CJ)

Uvod

Radiodiagnostické vySetieni S vyuzitim modernich specializovanych zobrazovacich
metod, zejména CT a MR, ma zasadni vyznam v diagnostice vrozenych i ziskanych chorob
pohybového aparatu. V prvni ¢asti se disertace zabyva problematikou nékterych vrozenych
defektli proximalniho konce femuru, oznacovanych v literatufe jako vrozené kratky femur
(PFFD). V této ¢asti jsou shrnuty vlastni zkuSenosti s radiologickymi nalezy v piedopera¢nim
1 pooperacnim obdobi, pficemz maximalni pozornost je vénovana problematice cévniho
zéasobeni postizené oblasti.

Druha ¢ast prace se vénuje nékterym otazkam transplantace autolognich chondrocytt
fixovanych na dva rtizné nosi¢e implantované do posttraumatickych defekti kloubni
chrupavky distalniho femuru. Radiologické nalezy jsou hodnoceny ve vztahu k nadlezim
histopatologickym.

Cile:

Prvni ¢ast studie, po rozdéleni pacientli s PFFD podle stdvajici bézné pouzivané
rentgenové klasifikace, si stanovila za cil upfesnit pomoci CT skent v rozsahu kycelnich
kloubii u kazdého pacienta diagné6zu PFFD, podrobn¢ zhodnotit zmény v okoli postizeni,
zejména prubéh cév, vzhledem Kk v€ku pacienti vyhodnotit radiacni zatéz pii opakovanych
vySetfenich RTG metodami a histologicky vySetfit tkanové vzorky z oblasti postizeni
odebrané pii korekénich operacich.

Druha c¢ast studie se zabyva pacienty s posttraumatickou lézi kloubni chrupavky
distalniho femuru detekovatelnou MR vySetienim. Po nasledné transplantaci autolognich
chondrocytll za pouziti dvou rtiznych skafoldt (Hyalograft C, Fidia Advanced Polymeres,
Abano Terme, Italie a Chondrograft, NTC, FN Brno - Bohunice) témto pacientim a po
opakovanych kontrolach kolenniho kloubu (artroskopicky za 10 — 12 mésict po transplantaci
a MR za 4 roky od vstupniho vySetteni) byl vyty€en cil porovnat dosazené vysledky u obou
pouzitych biomateridlii a vzajemné korelovat radiologické 1 histopatologické nalezy.

Material a metody:

Prvni soubor 21 pacientti (13 chlapcii a 8 dévcéat) zahrnoval nové pfichozi pacienty,
nemocné v pribéhu 1éceni i po ukoncené terapii. Pacienti véku 1 — 17 let byli sledovani po
dobu ctyt let. Kazdy pacient byl opakované vySetfen na RTG a na zacatku sledovéani i na CT
metodou CTAG. U 6 pacientt byly histologicky vySetieny tkanové vzorky z postizené oblasti
ziskané pfi rekonstruk¢ni operaci.

Do druhého souboru bylo zatazeno 30 dospélych pacient (25 muzii a 5 Zen)
s primémym vékem 33 let, u nichz byla pfevdzné artroskopicky stanovena diagnoza
posttraumatického defektu kloubni chrupavky v oblasti femordlnich kondyli. Bioptické
vySetieni bylo provedeno ze vzorkli odebranych pii artroskopickém vySetfeni 12 pacientd,
kterym byl transplantovan Hyalograft C na Ortopedické klinice 1. LF UK a Nemocnice Na
Bulovce, a od 18 pacientl 1éenych transplantaci Chondrograftu na Klinice détské a dospélé
ortopedie a traumatologie 2. LF UK a FN Motol. Kazdy z 30 pacientti mé&l postiZzeny kolenni
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kloub dvakrat vySetten pomoci MR - poprvé v pribéhu mésice od provedené transplantace a
podruhé s odstupem 4 let od prvniho vySetfeni. Kontrolnim materidlem pro hodnoceni
normalni struktury chrupavky byly hlavice femuru od 7 ndhle zemfelych a od 15 nemocnych
po TEP pro traumatickou zlomeninu krcku. Druhou kontrolni skupinu tvofilo 12 tézce
osteoartroticky zménénych hlavic femuru odstranénych pti TEP. Chrupavka hlavic femurt
jako kontrola byla zvolena pro lepsi dostupnost materialu.

Vysledky:

Na zakladé CT nalezu byla u 1 pacienta reklasifikovana diagnéza PFFD z typu Il na
typ I sec. Pappas. CT fezy umoznily sledovat mobilitu hlavice femuru. CTAG vySetfeni
kromé zmén v priméru AFC prokazalo i zmény polohy bifurkace AFC na postizené strané a
paradoxni proximalni ulozeni bifurkace AFC na stran¢ kontralateralni. U 2 pacientl se zjistilo
anomalni cévni zédsobeni celé¢ postizené dolni koncetiny, coz dosud nebylo v odborné
literatufe zaznamenano. Zhodnoceni radia¢ni zatéze pfineslo zjisténi, Ze u vykonnéjsich
ptistrojii pouzivanych pifi modernich metodach se celkovd radia¢ni z&téz ve srovnani
s klasickym RTG vysetienim zvySuje, ale ziska se nesrovnatelné vice informaci. Histologické
nalezy potvrdily u PFFD poruchu enchondrélni osifikace.

U posttraumatickych defekt kloubni chrupavky distdlniho femuru oba transplantacni
postupy prinesly dobré klinické vysledky. Pii histologickém vySetfeni nové vytvorené
chrupavkové tkané nebyly pozorovany zadné vyznamné rozdily mezi obéma skupinami
pacientll, prestoze pouzité nosice i1 kultury chondrocyti se zdsadnim zplisobem lisily.
Hyalograft C sestdval z nediferencovanych mezenchymalnich bunék a z vldken esteru
kyseliny hyaluronové, Chondrograft byl tvofen fibrinem a c¢aste¢né diferencovanymi
chondrocyty. Opakovanym MR vySetfenim se ukéazalo, Ze transplantat byl dobfe funk¢ni a ani
po 4 letech neménil sviij charakter ani velikost.

Zavér:

U PFFD Ize doporucit do vySetfovaciho algoritmu zatadit jedno CT vySetieni formou
CTAG. Spravohym CTAG vySetfenim se snizuje radiacni davka na nezbytné minimum a
piitom piinos informaci je rozsahly v€etné urceni dalSiho smefovani terapie.

Transplantace dvou odlisnych nosic, jak skulturou ruzné vyzralych prekurzort
mezenchymalnich bunék tak nezralych chondrocytti, vedla k vyhojeni posttraumatickych
defektl kloubni chrupavky a k vytvofeni souvislého kloubniho krytu velmi podobného
vzhledu. Pfes pozitivni vysledky transplantace ani v jedné skupiné nebyla transformace
V hyalinni chrupavku uplna. Je mozné, ze artroskopicky odbér druhého vzorku byl piili§ ¢asny
a nelze vyloucit, ze v pozd¢jsi fazi by restaurace chrupavky byla jiz kompletni.

Klic¢ova slova:

PFFD, CTAG, cévni anomalie, radiacni zatéz, vrozeny pakloub kycelniho kloubu,
posttraumaticky defekt kloubni chrupavky, kolenni kloub, transplantace autolognich
chondrocyti, Hyalograft C, Chondrograft, magnetickd rezonance, bioptické vySetieni,
imunohistochemie



Abstract (AJ)

Introduction

Radiology examination using specialized modern imaging methods, including CT and
MR, is essential in the diagnosis of congenital and acquired diseases of the musculoskeletal
system. The first part of the dissertation deals with certain congenital defects of the short
femur, known in the literature as proximal femoral focal deficiency (PFFD). This part
summarizes our experience with the radiological findings in the preoperative and
postoperative period, with the main attention to the vascular supply to the affected area.

The second part of the presentation deals with some aspects of autologous chondrocyte
transplantation fixed at two different carriers implanted into post-traumatic articular cartilage
defects of the distal femur. Radiological findings are evaluated in the relation to the
histopathological findings.

Objectives

The first part of the study after the distribution of patients with PFFD by current
commonly used radiographic classification sets the objective in the extent of scans of the hip
joints to specify diagnosis PFFD in each patient and to evaluate in detail changes in the area
of disability, especially a course of blood vessels. The evaluation of the radiation burden of
repeated X-ray measurements was done with respect to the age of the patients. Tissue samples
from the area of disability taken during the corrective surgery were examined histologically,
to confirm osteocartilaginous defect in the affected area.

In the second part of the study patients with traumatic lesions of the articular cartilage
of the distal femur with a detectable MR examination were selected. After a subsequent
transplant of autologous chondrocytes using two different scaffolds (Hyalograft C, Fidia
Advanced Polymeres, Abano Terme, Italy and Chondrograft, National Tissue Bank,
University Hospital Brno — Bohunice) and after repeated exams of the knee (arthroscopically
for 10 — 12 months after transplantation and MR for 4 years from baseline) the aim was to
compare the results of both biomaterials and mutually correlate radiological and
histopathological findings.

Material and Methods

The first group of 21 patients (13 boys and 8 girls) including newly arrived patients,
patients during treatment and post therapy was in the age of 1-17. At the beginning of
monitoring each patient was repeatedly examined by X-ray and on CT using CTAG method. 6
patients had their tissue samples examined from the affected area obtained during
reconstructive surgery.

The second group included 30 adults (25 men and 5 women) with an average age of 33
years who were arthroscopically diagnosed with post-traumatic articular cartilage defects of
the femoral condyles. Biopsy was performed from the samples taken during arthroscopic
examination. 12 patients received transplants of Hyalograft C on the Department of
Orthopedics, 1% Faculty of Medicine, Charles University, Prague and Hospital Na Bulovce
and 18 patients received transplants of Chondrograft, on Department of Orthopedics, 2™
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Faculty of Medicine, Charles University, Prague and Motol University Hospital. The control
material for the normal structure of the femoral head cartilage was taken from 7 suddenly
diseased and from 15 patients after TEP for traumatic fracture of the femoral neck. The
second control group consisted of 12 heavily modified osteoarthrotic femoral heads removed
during TEP implantation. Each of the 30 patients had the affected knee joint examined by MR
twice - the first time during the month after transplantation and again at about 4 years from
the first examination.

Results

Based on CT one patient was reclassified from PFFD diagnosis type 1l to type Il sec.
Pappas. CT scans allow tracking the mobility of the femoral head. CTAG examination in
addition to changes in the diameter of AFC showed also changes of the position of the
bifurcation of AFC on the affected side and even paradoxical proximal bifurcation of AFC on
the contralateral side. In 2 patients these exams revealed a new abnormal vascular pattern
around the affected lower limb which has not been reported in the literature before.
Evaluation of the applied radiation dose brought about the finding that powerful new imaging
methods used in modern modalities, with the respect to the overall radiation dose compared
with the conventional X-ray examination, are higher but they give more valuable information.
Histological findings in PFFD confirmed tissue failure in endochondral ossification.

Both transplant procedures for post-traumatic articular cartilage defects of the distal
femur have produced good clinical results. Histological examination of the newly formed
cartilage tissue showed no significant differences between the two groups of patients despite
the difference in carriers and chondrocyte cultures. Hyalograft C consisted of predominantly
undifferentiated mesenchymal cells and fibers of hyaluronic acid ester, Chondrograft was
formed of fibrin and partially differentiated chondrocytes. Repeated MR examination showed
that the transplants were functioning well and after 4 years did not change neither its character
nor its size.

Conclusion

In the diagnostic algorithm of PFFD treatment it can be recommended to include one
CT examination probably in the form of CTAG. The proper CTAG can lower the radiation
dose to the necessary minimum and still reach an enormous benefit of information including
the future trend of the therapy.

Transplantation of two different scaffolds with cultures of mesenchymal precursor
cells of the various degrees of maturity or immature chondrocytes led to the healing of post-
traumatic defects of articular cartilage and to the formation of a joint cover of very similar
appearance. However, despite the positive results of the transplantation, neither group reached
complete hyaline cartilage transformation. It is possible that the arthroscopic collection of the
second sample was taken too early and there is also a possibility that at a later stage the
cartilage recovery will be completed.

Key words
PFFD, CTAG, vascular anomaly, radiation proximal femoral focal deficiency,



posttraumatic defect of articular cartilage, knee joint, autologous chondrocyte transplantation,
Hyalograft C, Chondrograft, magnetic resonance imaging, biopsy examination,
immunohistochemistry



1. Uvod

Radiodiagnostické vysetfeni ma zdsadni vyznam v diagnostice vrozenych i ziskanych
chorob pohybového aparatu nenaddorového ptvodu. Kromé zakladniho rentgenového (RTG)
vysetfeni jsou v soucCasnosti za timto ucelem hojné vyuzivany dalSi specializované
zobrazovaci metody, které v podstatné mite zpiesnuji diagnostické zaveéry. Jedna se o dnes jiz
bézné uzivané vySetieni vypocetni tomografii (CT) a magnetickou rezonanci (MR). Pies
znacny pokrok se souCasna radiodiagnostika chorob pohybového aparatu neobejde bez uzké
spoluprace s tfadou jinych medicinskych obori jako je ortopedie, onkologie, chirurgie,
patologie a jiné. Pfesna znalost krevniho zasobeni a dalSich topografickych pomért v oblasti
patologické kostni 1éze usnadfiuje volbu nejvhodnéjsiho a co nejvice fyziologického
operac¢niho postupu bez zbyte¢ného poskozeni zdravych sousednich struktur a pti zachovani
puvodniho cévniho zasobeni. Na druhé strané€ korelace rentgenologickych a operacnich nalezl
se zavéry bioptického vySetfeni umoziiuje proniknout v fad¢ ptipadd k vlastni podstaté
problému a n¢kdy piimo ovéfit vysledky reparativnich a regenerativnich pochodii pti 1écbé
defektt tkani napf. transplantacni technikou, jako je tomu v piipadé transplantaci chondrocyti
do posttraumatickych defektli kloubnich chrupavek.

Predlozena disertacni prace prezentuje nase zkuSenosti S problematikou nékterych
vrozenych defektii proximalniho konce femuru, oznacovanych v literatute jako Vrozené kratky
femur (PFFD). V této pasazi shrnujeme své zkuSenosti s radiologickymi nalezy z
pfedoperacniho 1 pooperacniho obdobi, pficemZz maximalni pozornost jsme vénovali
problematice cévniho zasobeni dané oblasti, ve které jsme zaznamenali nékteré prioritni
nalezy (Hordk M. et al., 2007). Druhd cast nasSi prezentace se vénuje nékterym otazkam
autologni transplantace chondrocytii fixovanych na rizné nosi¢e, implantované do
posttraumatickych defektd kloubni chrupavky distalniho femuru. V této casti dizertace
hodnotime radiologické ndlezy pted i po transplantaci chondrocytl a korelujeme je s nalezy
histopatologickymi. Podkladem ke studiu nam byly dva soubory pacienti z Ortopedické
kliniky 1. LF UK a Nemocnice Na Bulovce a z Kliniky détské a dospélé ortopedie a
traumatologie 2. LF UK a Fakultni nemocnice Motol. V ramci této spoluprace jsme se pod
vedenim profesora MUDr. Ctibora Povysila, DrSc. z Ustavu patologie 1. lékaiské fakulty
Univerzity Karlovy a Vseobecné fakultni nemocnice v Praze podileli na histologickém a
imunohistochemickém porovnani dvou raznych transplantatii, pouzitych pii 1écbé defektt
kloubni chrupavky distalniho femuru. Pfi bioptickém vysetfeni vzorkti odebranych z

regenerované¢ho chrupavkového krytu pti kontrolni druhé artroskopii jsme zaroven studovali
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strukturu nové vzniklé chrupavky. Artroskopickou diagnostiku i vlastni transplantaci provedli
docent MUDr. Ales Podskubka, CSc. a docent MUDr. Milan Handl, Ph.D. z vyse zminénych
ortopedickych klinik. Vysledky této tymové_spoluprace byly shrnuty v publikaci (Horak M. et
al., 2014).

Pro vétsi nazornost jsme do textové ¢asti pfimo zaradili pouze nékolik ilustracnich

fotografii. Obrazova dokumentace in extenso je v samostatné obrazové piiloze.

1.1 Uvod do problematiky vrozeného defektu proximalniho konce
femuru (PFFD)

Nemocnice Na Bulovce je jednou z nékolika nemocnic v Ceské republice, kde se
soustfed’uje péCe o pacienty s vrozenym postizenim skeletu. Kromé pracovnikl ortopedické
kliniky nedilnou soucasti péce o tyto pacienty je multioborova spoluprace, zahrnujici i
specialisty z dalSich oborti jako je radiodiagnostika, histopatologie, anesteziologie a
resuscitace, rehabilitace a ortoprotetika.

Jednou z vrozenych zmén skeletu, ktera je v Nemocnici Na Bulovce aspésné 1écena, je

vrozen¢ kratky femur.

1.1.1. Definice PFFD

Vrozené kratky femur zahrnuje spektrum vyvojovych poruch dolni koncetiny s
ptevahou postizeni stehenni kosti, které mize byt rizné zavazné. Jedna se o Sirokou Skalu
nalezti od Uplného chybéni femuru soucasné s nevyvinutym acetabulem, pies riizné formy
zkraceni femuru spojenymi n€kdy i s hypoplasii acetabula, az po femur témét normalné
vyvinuty, pouze s lehkym zkracenim jeho délky. Pii Casté soucasné agenezi zkiizenych vazl
na postizené koncetiné byva naruSena 1 stabilita kolenniho kloubu. Pravidelnou soucasti vSech
vyvojovych stupiii této deformity je také zkraceni az chybéni fibuly. Méné Castymi
doprovodnymi anomaliemi jsou hypoplasie a lateralizace pately, valgozni koleno, na noze
chybéni jednoho ¢i vice laterdlnich paprski, talokalkanearni koalice ¢i kulovy hlezenni kloub
(Dungl P. et al., 2005). Maximum patologickych zmén je téméf vyluéné lokalizovano
proximalng, proto se pouziva také nazvu proximalni femoralni defekt - anglicky PFFD -

proximal femoral focal deficiency (Gillespie R., Torode I.P., 1983).
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1.1.2. Embryologicky vyvoj osifikace femuru

Femur osifikuje z péti chrupavéitych jader: z diafyzy, dvou epifyz a dvou apofyz, které
se nachazeji po jednom v kazdém trochanteru. V oblasti diafyzy femuru zaéina osifikace v 7.
tydnu embryonalniho vyvoje. Distalni epifyza osifikuje v 9. mésici prenatalniho vyvoje a je
jednou ze znamek donoSenosti plodu. Proximalni epifyza ulozena v hlavici femuru osifikuje
V 6. mésici postnatalné. Apofyzy osifikuji postupné, ve velkém trochanteru kolem 3. - 4. roku
kterd je rustové aktivnéjsi. Epifyzové a apofyzové Stérbiny se uzaviraji dfive na proximalni
stran¢ femuru, u malého trochanteru po 14. roce, u velkého trochanteru po 16. roce, u hlavice
femuru po 17. roce v€ku a na distalni strané po 18. roce v€ku. Jak tvorba osifikac¢nich jader

tak splyvani osifika¢nich plotének probiha zpravidla dfive u divek (Cihak R. et al., 1987).

1.1.3. Etiologie a incidence PFFD

Vyskyt vady je udavan s Cetnosti 1-2 na 100 000 novorozencu (Oppenheim W.L. et
al., 1998, Anton C.G. et al., 1999, Manaster B.J. et al., 2010). Ptidame-li k tomu vSechny
ptipady po narozeni nenapadné, lze piedpokladat, 7e je incidence jestd vyssi. V Ceské
republice se rofné vyskytnou minimalné dva nové piipady (Chomiak J. et al., 2009).
Nejcastéji se jedna o typ II, IIT a IV v klasifikaci sec. Pappas. Dalsi jsou méné Casté —typ |, 11,
V, VI sec. Pappas. U mirnych forem VII, VIII a IX sec. Pappas, které se vétSinou zachyti az
Vv pozd¢jsi dobé nez je v€k novorozenecky a kojenecky, se predpokladda 1 wurcita
poddiagnostikovanost (Anton C.G. et al., 1999).

V 15 % piipadi se zmény nachazeji oboustranné. V ptipadé leh¢ich oboustrannych
forem se mize dospét ke spravné diagndze jesté pozdé€ji nez u jednostrannych zmén (Bryant
D.D., Epps C.H., 1991).

Muzi jsou postiZzeni Castéji nez zeny, pomer postizeni se ve svétove literatuie udava
2:1 ve prospéch muzi (Manaster B.J. et al., 2010).

Etiologie dosud neni jednoznacna, afekce vznika pisobenim bliZze neurcené skodliviny
mezi 4. - 9. tydnem te€hotenstvi. Nelze vyloucit virovou infekci, radiaci, chemické, 1ékové ¢i
mechanické vlivy, plsobici v dob¢é gestace (Panting A.L., Williams P.F., 1978). Muze jiti 0
kombinaci vySe uvedenych faktort, zda se vsak, zZe agresivita noxy a doba jejiho plisobeni je
urcujici pro rozsah poskozeni, nikoliv pro lokalizaci. Vysokd je rovnéz incidence
piidruzenych anomalii. Sklerotomova teorie uvazuje o postizeni bunék, které formuji

prekurzory Kk perifernim senzorickym nerviim L4 a L5 (Epps C.H., 1983). Mozny je vSak také
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defekt pii proliferaci a maturaci chondrocytli v oblasti riistové ploténky proximalniho femuru
(Boden S.D. et al., 1989).

Mezi asociované abnormality patii defekt fibuly (zkrat ¢i hypoplazie, pfipadné jeji
chybéni) v 70-80% ptipadu (Aitken G.T., 1969, Chomiak J. et al., 2009). Udava se, Ze pokud
chybi na hleznu zevni kotnik, je nutné myslet v diferencialni diagnoze pravé na PFFD
(Gillespie R., Torode I.P., 1983, Dungl P. et al., 2005). Dale se mezi Casté doprovodné
postizeni pacient s PFFD tadi abnormalni vyvoj zkfizenych vazii kolena, které mohou i
uplné chybét (Johansson E., Aparisi T., 1983) a koleno tak byva nestabilni (Chomiak J. et al.,
2012). Mezi abnormality nohy patii asi v 50 % ptipadil valgdzni postaveni nohy (Grogan D.P.
et al., 1994). V mensim poctu ptipadt byla u PFFD zaznamenana i zkracena délka kosti bérce,
zejména tibie (Bryant D.D., Epps C.H., 1991, Levinson E.D. et al., 1977).

Postizeni jinych orgént je velmi vzacné a souvislost s PFFD neni zcela prokdzana.
Byly vsak popsany jednotlivé piipady spojené se syndaktylii, spinalnimi deformitami,
syndromem kaudalni regrese, vrozenou atrofii mozku, vrozenymi vyvojovymi vadami srdce,
roz$tépem patra, Hirschprungovou chorobou, anomaliemi v urogenitalni oblasti (Koman L.A.
etal., 1982, Anton C.G. et al., 1999, Levinson E.D. et al., 1977, Epps C.H., 1983, Marotz R.J.
et al., 1983, Sirota L. et al., 1987, Ergin H. et al., 2006). Zda se v téchto piipadech jedna o
soubézné¢ ndhodné postizeni ¢i dand plsobici noxa postihne b&hem gestace vyvoj
proximalniho femuru i zcela jiny organ, nelze z jednotlivych pfipadii odvozovat. Zadné
genetické pfi¢iny nebyly zatim jasné prokazany, ackoliv jiz byly zaznamendny piipady
postizeni vice osob v §ir§im piibuzenském vztahu (Oppenheim W.L. et al., 1998, Koman L.A.
et al., 1982). PFFD bylo popsano u femoro-fibulo-ulnarniho komplexu, kde by se mohlo
jednat o genetickou poruchu vazanou na X chromosom (Kelly T.E., 1974, Lenz W. et al.,
1993). Gupta sledoval rodinu tii bratrii a stryce z mat€iny strany S diagnézou PFFD, kde také
vyslovil hypotézu na X chromosom vazanou formu (Gupta D.K.S., Gupta S.K., 1994).
Naproti tomu Bohring u pfipadu chlapce a jeho dédy s PFFD uvazoval o autozomalné
dominantni dédic¢nosti s variabilni penetranci (Bohring A., Oppermann H.C., 1997). Ur¢ita
forma geneticky podminéného vzniku PFFD se nabizi i u dvou part jednovaje¢nych dvojcat
muzského pohlavi (Hamanishi C., 1980, Connor J.M. et al., 1986). Daentl zachytil kycelni
hypoplasii charakteru PFFD s neobvyklym oblicejovym syndromem (Daentl D.L. et al., 1975)
a pozd¢ji Johnson referoval o sou¢asném vyskytu PFFD a obli¢ejového syndromu u déti

diabetickych matek (Johnson J.P. et al., 1983).
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1.1.4. Klasifikace PFFD

U PFFD ma zasadni vyznam spravné klasifikac¢ni zafazeni, musi vSak byt podrobné a
konkrétni. Klasifika¢nich schémat bylo navrZzeno nékolik. Aitken rozliSuje typy A-D podle
RTG nalezu (Aitken G.T., 1969). Béhem ristu je vSak né€kdy nutné provést reklasifikaci,
zejména v prvnich tiech letech zivota, coz je zpuisobeno zejména zpomalenim osifikace
chrupavky vrozeného pakloubu femuru. Casovy posun je nejvice patrny u epifyzy hlavice
femuru. Normaln¢ dochézi k zacatku osifikace jadra epifyzy okolo 6. mésice po narozeni, ale
u PFFD se oddaluje osifikace na dobu okolo druhého piipadné tietiho roku. Pokud osifikace
Cihak R. et al., 1987).

Hamanishi zr. 1980 rozliSuje pét typt a pét subtypt podle zkracovani femuru az

k jeho uplné absenci (Hamanishi C., 1980, Tonnis D., Stanitski D.F., 1997).
Gillespie a Torode se krom¢ radiologického zobrazeni soucasn¢ zaméfili také na klinické
projevy spojené s defektem (Gillepsie R., Torode I.P., 1983). Pappas podle radiologického
zhodnoceni zafazuje velmi detailné pacienty do vice forem, véetné forem s pouze distalnim
postizenim femuru (Pappas A.M., 1983, Amstutz H.C. et al., 1969).

Dalsi rozdé€leni 1ze provést podle klasifikace Paley (Paley D., 1998). Tento autor jako
chirurg-ortoped rozdéluje nalezy na zakladé klinického vysetfeni podle sméru, jakym se bude
chirurgické feSeni ubirat.

Pouze klinické rozdéleni preferuje Fixsen, ktery rozd€luje defekty na stabilni a
nestabilni kategorii (Fixsen J.A. et al., 1974).

Jako dobie pouzitelné se nam jevi déleni podle Pappase, ktery zatadil kongenitalni
defekty podle rozsahu postizeni do vzestupné fady od I do IX. Hlavnim kritériem pro déleni je

radiologicky nalez, tedy ptesnéji RTG obraz.

1.1.4.1. Klasifikace PFFD sec. Aitken

Prvni klasifikace PFFD podle RTG nalezu (Aitken G.T., 1969, Schatz S.L., Kopits
S.E., 1978). Ve svété se jedna o stale nejCasteji pouzivanou klasifikaci (obraz 1) a to presto,
ze v pribéhu vyvoje ditéte s PFFD se musi ¢ast pacientl preklasifikovat.

Typ A (38%): Acetabulum a hlavice femuru jsou pfitomny. PostiZzen je az krcek a
proximalni diafyza femuru. Velmi ¢asto na RTG byva u malych déti kréek a hlavicka bez

kontaktu. Teprve v pozd¢jsim obdobi kostniho zrani dochazi ke kostnimu spojeni hlavicky
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s dalsi casti femuru. Pokud neni provedena lécba, hoji se v pozd¢jsim veéku kycel v tézké
var6zni deformité subtrochantericky.

Typ B (32%): Acetabulum a hlavice femuru jsou pfitomny, ale epifyza hlavice ma
opozdénou osifikaci. Soucasné je pfitomen defekt proximalniho femuru. VétSinou nebyva
pritomna ani chrupavcitd konexe mezi hlavici a krckem femuru. Elementy maji tendenci se
pohybovat samostatné a ani v pozdé&j$im véku nedochazi ke kostnimu spojeni.

Typ C (17%): Acetabulum je vyrazné dysplastické, femoralni hlavice neni dle RTG
vyvinuta. SouCasn¢ je piitomen defekt proximalniho femuru nékdy s osifikdty na
proximalnim konci femuru.

Typ D (13%): Acetabulum ani femoralni hlavice neni pfitomna. Femur byva vyrazné

zkraceny.

A B C D
Obraz 1 — Klasifikace PFFD sec. Aitken. (Ptevzato z Dungl et al., 2005).

1.1.4.2. Klasifikace PFFD sec. Pappas

Tato klasifikace je v Ceské republice nejvice preferovana (Pappas A. M., 1983). Vice
typi umozinuje lépe urcit stav defektu a pro dany typ postizeni umoziiuje lépe vybrat
odpovidajici zptsob terapie (obraz 2). Avsak i u této klasifikace, ktera vyuziva ¢lenéni podle
RTG nélezu, se musi ¢ast pacientli v pribehu vyvoje pieklasifikovat, vétSinou na nizsi stupen
postizeni. Kazda klasifikace podle RTG nalezu je totiz zatizena ur¢itou mirou nepiesnosti,
kterd vyplyvéa zejména ze zpomalené osifikace epifyzy hlavice 1 dalSich ¢asti skeletu femuru.
Klasifikace sec. Pappas neni vyjimkou a musi se i Stim do jist¢ miry pocitat (Court C.,
Carlioz H., 1997).

Typ I: Femur zcela chybi, acetabulum neni vyvinuto, ischiopubické kostni struktury

jsou malo vyvinuté, deficientni, proximalni tibie je ve vysi kycelniho kloubu.
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Typ II.: Proximalni polovina femuru chybi, acetabulum neni vyvinuto, koleno miva
omezeny pohyb. Hlavice femuru neni vyvinuta, neosifikuje ani ve vyS§im véku.
Ischiopubické kostni struktury maji zpomalenou osifikaci. Femur je zkracen o 70-90 %. V
1é¢eni je mozno pouzit metodu koleno pro kycel, kdy po osteotomii panve se dosdhne fuze se
zbytkem femuru a koleno slouzi jako kycel. Zkrat koncetiny v dospé€losti dosahuje 40 i vice
centimetru. Trvalé noseni ortoprotézy je nutné. Odpovida typu Aitken D.

Typ III: Kycelni kloub je vytvoren, i kdyz casto nedokonale, hlavice femuru je
hypoplasticka, ale zpravidla byva pohybliva, osifikuje pozdéji. Mezi hlavici a diafyzou chybi
kosténé spojeni. Acetabulum je vétSinou hypoplastické, vyjimecné témét chybi, charakter
acetabula odpovida velikosti a charakteru hlavice ky¢le véetné jeji pohyblivosti. Zkrat femuru
¢ini 45-80 %, rekonstrukce mize byt uspesna. Odpovida typu Aitken C.

Typ IV: Kyc¢elni kloub je vytvofen, mezi hlavici a diafyzou je fibrokartilagin6zni
spojeni s ostruvky kalcifikaci, proti typu 1l se odliSuje jen pfitomnosti téchto kalcifikaci ve
fibrokartilaginozni matrix. Zkrat ¢ini 40-65 %, rekonstrukce ma nad¢ji na uspéch. Odpovida
typu Aitken B.

Typ V: Defekt femuru postihuje vice diafyzu, kde je inkompletni osifikace, souc¢asné
byva abnormalni kréek. Nékdy je pfidruzena aplazie tibie ¢i fibuly. Zkrat dosahuje 45-85 %.
Vyskytuje se velmi vzacné. Odpovida zhruba typu Aitken A.

Typ VI: Femur je defektni distalngji. Chybi funkéni kolenni kloub. Celkové je femur
zkraceny a byva hypoplasticky.Casté&jsi jsou i doprovodné zmény v oblasti bérce, zejména
aplazie fibuly. Zkrat dosahuje 30-60 %. N¢&kdy je pfidruzena aplazie tibie ¢i fibuly. Vyskyt je
velmi vzacny. Prolongace je mozna, funkéni vysledky ale nejsou dobré. Odpovida zhruba
typu Aitken A.

Typ VII: Nalez coxa vara neprogreduje. Pakloub se nevytvaii. Proximalni diafyza je
skleroticky zzena pfi zesileni kortexu, koleno byva valgézni, lateralni kondyl hypoplasticky,
¢éSka ma tendenci k luxaci. Celkoveé byva femur hypoplasticky, kratSi nez nepostizena strana.
Zkrat dosahuje 10-50 %. Typ pomérné ¢asty, vhodny k prolongac¢ni terapii. Odpovida zhruba
typu Aitken A.

Typ VIII: Hypoplasticky femur s valgozitou krcku, anteverze neni zvySenda, naopak
hlavice byva v retroverzi. Distalni femur miva abnormality kondyl. Zkrat mize dosdhnout
10-40 %. Prolongacni terapie je mozna s velkou nad¢ji na tspéch.

Typ IX: Femur je normalniho tvaru, hypoplasticky proti druhé strané. Typicka je
nestabilita kolena, zkrat ¢ini 5-20 %. Prolongace je indikovana s velkou nadéji na dobry

vysledek.
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Obraz 2 — Klasifikace PFFD sec. Pappas. (Ptevzato z Dungl P. et al., 2005).
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1.1.4.3. Klasifikace PFFD sec. Paley

Tato klinicka klasifikace pacientti s PFFD (Paley D., 1998) se zamétuje na posouzeni
faktort, které ovlivni volbu pfistupu k terapii, zejména vyuziti prolongace a rekonstrukce
kratkého femuru, tedy hleda smér urcujici chirurgickou 1écbu:
Typ 1 — Intaktni femur s mobilni ky¢li i kolenem

a) normalni osifikace proximalniho femuru

b) opozdéna osifikace proximalniho femuru
Typ 2 — Mobilni pseudoartréza kycle s mobilnim kolenem, kdy kyc¢el neni zcela vytvoiena

a) mobilni hlavice femuru v acetabulu

b) chybgjici nebo nepohybliva hlavice femuru
Typ 3 — Diafyzélni defekt femuru, kdy femur nedosahuje do acetabula

a) pohyb v koleni vétsi nez 45 stupiii

b) pohyb v koleni mensi nez 45 stupiiti

1.1.5. Zobrazovaci metody

Zakladnim néalezem ve vSech zobrazovacich metodach je zkrdceni proximalniho
femuru casto doprovazené dysplazii nebo pfimo absenci jeho hlavice a zmény az chybéni
ptiléhajiciho acetabula.

Optimalni zobrazovaci metodou v prenatalni diagnostice je fetalni ultrazvuk (UZ).

RTG snimkovéani se provadi v case jednotlivych kontrol a pouzivd se k urceni
klasifikace postizeni, k posouzeni jeho vyvoje pfipadné k jeho reklasifikaci a nésledné ke
sledovani hojeni po jednotlivych korekénich operacich.

Magnetickd rezonance (MR) umozZiuje plnohodnotné vySetteni mékkych tkanti,
zejména chrupavdité slozky ptitomné v oblasti defektu.

CT vysetfeni se hodi k presnéjSimu vysetieni skeletu 1 cév s moznosti rekonstrukei ve
3D zobrazenich. Obé metody, jak CT tak MR, n€kdy vedou k reklasifikaci typu postizeni, coz
muize mit v nékterych pifipadech zdsadni vliv na naslednou terapii, zejména na volbu
spravného chirurgického postupu.

Jednotlivé zobrazovaci metody v dalSim textu charakterizujeme podrobnéji ve vztahu

k vyhodam ¢i nevyhodam ptislusného vySetieni.
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1.1.5.1. RTG vySetieni

Na rentgenovém snimku v antero-posteriorni (AP) projekci jsou patrné acetabularni
zmény v rizném rozsahu, od normy pfes strmé acetabulum, dysplastické acetabulum az po
jeho tplné chybéni.

Obdobn¢ hlavice femuru (femoralni kapitalni epifyza) byva zmensend, dysplasticka.
Velmi Casto lze nalézt opozdénou osifikaci relativné normalni hlavice, piipadné také jeji
uplnou absenci. Pokud epifyza hlavice osifikuje opozdéné, osifikuje zpravidla do 36. mésice
fixovana k acetabulu ¢i je v ném volné pohybliva, protoZze pasivné pohybovat s koncetinou,
kde cast proximalniho skeletu femuru je z mékké tkang, lze i pfi zcela pfirostlé hlavici.
V ptipadé, ze je na RTG snimku dobie formované, avsak prazdné acetabulum, je predpoklad,
ze v acetabulu existuje mala chrupavcita hlavice femuru (Dora C. et al., 2004, Pappas A.M.,
1983).

Dysplazie v dlouhé ose femuru (dysplazie diafyzy femuru) se méni od zpomalené
osifikace jinak normdln¢ dlouhého femuru po riznou délku zkratu az po témét kompletni
chybéni celého femuru. U téz8ich ptipadi se velmi Casto vyviji pseudoartréza. Na AP projekci
je Casto pozorovano vardzni postaveni ky¢le (Dungl P. et al., 2005).

Mezi dalsi projekci se zaméfenim na kycle patfi snimkovani v abdukci —
Lauensteinova projekce, ktera ukazuje posazeni kyc¢li v acetabulech a dovoluje posoudit
kycel a maji upfesnit existujici nalez PFFD.

Soucasné¢ se RTG snimkovani pouziva ke sledovani uc¢inkti chirurgické terapie, a to
jak terapie koreké¢ni, upravujici polohu a sklon skeletu, tak prolongacni. Posuzuje se délka
postizené kosti proti ostatnim kostem skeletu dané koncetiny a proti kostem na kontralateralni

stran¢ (Aitken G.T., 1959).

1.1.5.2. UZ vySeti‘eni

Ultrazvukové vySetieni lze provadét v prenatalnim i postnatalnim obdobi. Charakter
cév a okolni topografické poméry se sleduji v B-modu zatimco prutok krve se sleduje
v dopplerovském ultrazvukovém méfeni (Elia§ P., Zizka J., 1998). V prenatalnim obdobi
miuize byt patrny zkraceny femur, ktery ma jinak na ultrazvuku pfimétenou echogenitu. Nékdy
je patrna absence femuru, pfipadné i rizné formy ohybu femuru v jeho proximalni ¢asti. I

dalsi zmény jako strmé acetabulum mohou byt sonograficky detekovatelné. Posoudit lze také
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chybéni fibuly (Grissom L.E., Harcke H.T., 1994). Ultrazvukovou diagnostiku vSak musi
provadét zkuSeny a s danou problematikou obeznameny 1ékafr.

Pii vySetfeni ultrazvukem v postnatalnim obdobi lze sledovat napiiklad existenci a
uloZeni hlavice femuru v acetabulu. Ultrazvuk lze pouzit jako dopln€k klinického vySettent,
pii kterém lze pfimo sledovat fixaci ¢i mobilitu epifyzy hlavice v acetabulu pii sou¢asném

pasivnim pohybu ky¢li. (Oh K.Y. et al., 2008).

1.1.5.3. MR vySetieni

MR slouzi stejné jako CT ke zlepSeni zdkladni diagnostiky uréené podle RTG snimkd.
I MR mize zménit — reklasifikovat — typ postizeni. MR umoznuje zobrazit neosifikovanou
chrupavcitou epifyzu hlavice femuru, kterda na RTG snimcich nebude patrna. Stejné tak je
mozné nalézt schovanou 1 jiz kalcifikovanou epifyzu v oblasti acetabula. MR obecné
umoziuje lépe zobrazit velikost a ulozeni chrupavky sledovaného pakloubu v postizeném
kycelnim kloubu. K tomu lze vyuzit riznych druhit MR sekvenci, které se v né€kolika
rovinach nabiraji béhem vySetfovani. Podle typu sekvence je Sife vrstvy V rozmezi 1-5mm.
Charakter sekvence, zejména jeji vazeni, uréuje délku vysetfeni. Casova naroénost kazdé
sekvence je pfimo umeérna poctu vrstev, tloustce vrstvy, rozliSeni, poctu opakovani nabérli na
vrstvu, piipadné piidané saturaci apod. Nejcastéji se k zobrazeni kloubd pouzivaji tyto MR
sekvence, které jsou vhodné i pro sledovani PFFD: proton denzitni (PD), proton denzitni se
saturaci tuku (PD FS), T2 véazena turbo-spinova sekvence (T2 tse), T1 véazend spinova
sekvence (T1 se), sekvence inverzniho navratu saturujici tuk presaturaénim pulsem (Stir) a T2
gradientni sekvence dudlniho echa v rovnovdzném stavu (T2 dess). Aplikace gadoliniové
kontrastni latky neni v pfipadé MR vySetfeni nutnd, pokud neni zamérem MR vySetieni
zobrazit 1 prub¢h cév.

Na MR sekvencich Ize dobie zobrazit také svaly postizeného kycle, které byvaji malé,
vétSinou hypoplastické, atypického prubéhu, ale vétSinou jsou vSechny piitomné. Byly vSak
popsany 1 paradoxni zmény, kdy musculus sartorius byl hypertroficky pii existujici zvySené
flexi, abdukci a zevni rotaci v kyc¢li. U pacientli typu A sec. Aitken jsou zevni rotatory kycle
hypertrofické, abduktory hypotrofické, musculus obturator externus napiimeny (Manaster B.J.
etal., 2010, Laor T., Burrows P.E., 1998).

MR diagnostika je také vhodna v diagnostice nestability v kolennim kloubu, pii které
chybéji kiizova ligamenta pfipadné 1 menisky. Obecné 1ze konstatovat, Ze MR je vhodna pro

zobrazeni struktur mékkych tkani (Stoller D.W. et al., 2006).

20



1.1.5.4. CT vySetieni

CT vySetteni vyborné zobrazi kostni struktury i drobna osifikacni centra v pribéhu
postizeného femuru. RozliSovaci schopnost dnesnich multidetektorovych CT pfistroja
dosahuje 0,5 mm ve vSech tiech osach. Obrazovy voxel ma velikost hrany 0,5 mm. RozliSeni
je 2krat az Skrat vyssi nez na MR obrazech. Z takto tenkych fezii ptipadné piimo z hrubych
CT dat lze vytvafet libovolné dalsi multiplanarni fezy o rtznych tloustkach nejenom
Vv ortogondlnich rovinach, ale také v rovinach rizn€ polozenych, smérovanych na konkrétni
zobrazeni urcitého mista tkané. Nastavenim spravného jasového okna a vhodného filtru
tvrdosti (kernelu) je mozné zvyraznit vybrané struktury jako skelet, mekkou tkan ¢i tuk.

Pouziti CT vysSetieni u pacienti s PFFD se jevi jako vhodné feSeni pro vyobrazeni
kosti v prostoru. K tomu slouzi dal$i typy zobrazeni zejména tfidimenzionalni obrazy typu
,,volume rendering technique“ (VRT) a ,,maximum intensity projection® (MIP). VRT obrazy
byvaji zpravidla barevné a v rtiznych projekcich zobrazuji cely vysetfeny objem. Ve tiech
dimenzich tedy prostorové zobrazi rozlozeni skeletu, piipadné i mékkych tkani vyssi denzity,
coz muze u PFFD byt i pfipad vazivové ¢i chrupavéité tkané ulozené v pakloubu. VRT
dokaze velmi dobfe zobrazit pribéh cév pii CT angiografii (CTAG), kdy se aplikuje
intravendzn€ jodova kontrastni latka. MIP obrazy jsou vhodnéjS$i na zobrazeni cév nez
skeletu. Jsou Cernobilé a jejich hlavni vyhodou je 3D obraz bez prostorového zkresleni, ke
kterému dochézi u VRT obrazii. Proto 1ze na MIP obrazech presné méfit vzdalenosti Ci
prameéry.

Pacienti s PFFD vySetfeni na CT mohou mit pfesnéjsi klasifikaci zmén, vcetné
zhodnoceni okolnich mékkych tkani a pribéhu cév. Nepiilis dobie zobrazuje CT prib¢h
nervi. Nervy se jevi jako tenké prouzky izodenzni s ostatnimi mékkymi tkanémi, napf. svaly,
nebot’ u nich nedochézi k vysycovani kontrastni latkou. Jejich zobrazeni na 3D obrazech je
tak velmi obtizné.

Pti zobrazovani cév na CTAG lze docilit pomoci softwaru rozvinuti cév, zhodnotit
jednotlivé déleni, uloZeni a jejich §ifi na postiZzené i nepostizené stran¢ (Horak M. et al., 2007,
Chomiak J. et al., 2010).

Pouzivani CT pfistroje k vySetfovani pacientli s PFFD neni ve svété alesponn podle
dostupnych publikaci béZzné a autofi se tématu CT vySetfovani vyhybaji. Diivodem mohou byt

obavy z radia¢ni zatéze, ktera u CT vySetieni byva vyssi nez u klasickych RTG snimki.
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1.1.5.5. Artrografické vySetreni

Artrografie se v nékterych piipadech pouziva k hodnoceni velikosti hlavice femuru,
jejiho tvaru a jeji mobility v acetabulu (Epps C.H., 1983). Toto vySetfeni umoziuje obecné
zobrazit velikost kloubni Stérbiny, zobrazit recesy kloubniho pouzdra a nepfimo urcit vztahy
v Kloubu. Vzhledem k tomu, Ze je nutné pod skiaskopickou kontrolou aplikovat jodovou
kontrastni latku do kloubni $térbiny, ktera byva u pacienti s PFFD atypicka, ¢asto dosti uzka,
je artrografie v soucasnosti nahrazovana modernimi zobrazovacimi metodami — MR a CT.
V Ceské republice se artrografie obvykle v zakladnim vySetfovacim algoritmu nyni jiz
obvykle u pacienti s PFFD neprovadi. Jeji vyuziti je vyhrazeno specidlnim piipadim, jako
jsou pacienti jiz s ukoncenou chirurgickou rekonstrukéni terapii, kdy je tfeba zhodnotit stav

dysplastického postizeného kloubu.

1.1.6. Histologické vySetireni

V mikroskopickém obrazu byvaji u PFFD poruchy v organizaci proliferujicich
hypertrofickych chondrocyti formujicich za normélnich podminek pravidelné longitudinlni
sloupce. DalSim nélezem je zhrouceni organizace vaskuldrni invaze se strukturou spiSe vceli

plastve nez s podélnym vzorem tvoficim rovnobézné trabekuly (Bryant D.D., Epps C.H.,
1991).
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1.2. Posttraumatické defekty Kkloubni chrupavky distalniho

femuru v dospélém véku
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problému ortopedické chirurgie (Magnussen R.A. et al., 2008), nebot’ kloubni chrupavka ma
minimalni potenci pro regeneraci. Defekty perzistuji po cela 1éta a jejich hojeni je velmi
omezené, proto se Casto v souvislosti s nimi vyvinou degenerativni zmény postizeného
kloubu. Vyrazem urcitych regenerativnich zmén je nalez fibrézni chrupavky, ktera prevazuje
pri histopatologickém vySetfeni téchto defekti. Vazivova chrupavka je vSak méné kvalitni,
nebot” je mechanicky méné odolna a jeji chemické slozeni je odlisné od hyalinni chrupavkové
tkané. Je tedy zfejmé, Ze 1éceni defektii kloubni chrupavky ma zésadni vyznam, nebot’ mize
ptedejit rozvoji osteochondrézy v postizeném kloubu. V poslednich n€kolika desetiletich byla
vypracovana fada lé¢ebnych postupti a technik, které mély ptispét k hojeni kloubnich defekta
(Brittberg M. et al., 1994, Frenkel S.R. et al., 1997, Hendrickson D.A. et al., 1994, Lee C.R. et
al., 2003, Peltarri K. et al. 2008, Tognana E. et al., 2007).

Standardni chirurgické postupy jako drilling nebo mikrofrakturace subchondralni
kosti, debridement, osteotomie, mosaikova plastika, transplantace autografti z nezatézované
oblasti do mista defektu nebo transplantace perichondria, periostalni tkané, ¢i fascie
(Magnusen R.A. et al., 2008) pfinesly urcity pozitivni 1ééebny efekt véetné zlepseni funkce
postizeného kloubu, avSak ve vétSiné¢ piipadi nevedly k obnové kloubni chrupavky
(Buckwalter et al., 1998). V soucasné dob¢ transplantace autolognich chondrocyti
(autologous chondrocyte transplantation — ACT) piedstavuje nejmodernéjs§i metodu
vyuzivanou pii 1é¢bé posttraumatickych defekti kloubni chrupavky (Filardo G. et al., 2011,
Hendrickson D.A. et al., 1994, Hollander A.P. et al., 2003 a 2006, Knutsen G. et al., 2004,
Lee C.R. et al. 2003, Podskubka A. et al., 2006).

Posledni a nejmoderné¢j$i generace transplantace autolognich chondrocytl vyuziva
biologické materialy jako mnosi¢e chondrocytd. Phvodné Brittberg vyuzil suspenze
chondrocytl injekéné aplikovanou do mista defektu, ktery prekryl periostalni tkani (Brittberg
M. et al., 1994). Fixace transplantatu vSak nebyla dostate¢na a doslo k jejimu uvolnéni a k
vyplaveni kultury chondrocyti. Tato technika proto byla nahrazena postupem, Vvyuzivajicim
trojrozmérny nosi¢ s kulturou chondrocytti, ktery je mozno v misté aplikace dostatecné pevné
zafixovat. Takovyto chondrograft je dostatecné pevny, a proto vhodny pro pfislusny
chirurgicky vykon. Navic jej lze snadno upravit podle velikosti a hloubky defektu.

Chrupavkovou tkan predstavujici vysoce hydratovany material dobfe nahradi v prvni fazi
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piedevsim hydrogely. Dosud byly pouzity anebo jsou pouzivany k témto ucelim razné
materialy jako demineralizovand kostni tkan, polylakrylatova nebo polyglykolova kyselina,
hydroxyapatit s Dacronem, fibrin, vlakna kolagenu nebo kolagenovy gel (Frenkel S.R. et al.,
1997). Seznam komer¢né vyrabénych a klinicky ovéfovanych produkti je v soucasné dobé jiz
velmi dlouhy, jak informovali Coates a Fischer (Coates E.E., Fischer J.E., 2010).

Ve spolupraci se dvéma prazskymi ortopedickymi klinikami ve Fakultni nemocnici v
Motole a v Nemocnici Na Bulovce a Ustavem patologie 1. LFUK a VFN v Praze jsme
studovali sloZzeni dvou odlisnych biomaterialti osazenych kulturou autolognich chondrocytu,
které byly transplantovany dvéma skupinam pacienti S posttraumatickymi defekty chrupavek
kolenniho kloubu. Ob& skupiny nemocnych jsme vySetfili radiologicky a nalezy jsme
korelovali s vysledky bioptického vysetfeni vzorkii noveé vytvorené chrupavky. Tyto vzorky
byly odebrany pii artroskopii po 10 — 12 mésicich od transplantace. NaSe nalezy, shrnuté
v této disertaéni praci, byly také publikovany ve Folia Biologica (Horak M. et al., 2014).
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2. Vymezeni cila prace

2.1. PFFD

Ortopedicka klinika ve spolupraci s Radiodiagnostickou klinikou FN Na Bulovce
(nyni Nemocnice Na Bulovce) vede dlouhodoby registr pacientd s PFFD z celé Ceské
republiky a 1é¢i se zde i pacienti z jinych zemi, zejména ze Slovenska a také napiiklad ze
Saudské Arabie.

V obdobi ¢erven 2005 - biezen 2008 byli zde podle nasledujiciho protokolu sledovani
jak nové pfichozi pacienti s diagn6zou PFFD, tak pacienti v rizném stupni terapie ¢i pacienti
po ukoncené terapii. Méli jsme moznost podilet se na vySetfeni sestavy pacientll za pouZiti
riznych zobrazovacich metod. Dosazené vysledky jsme zahrnuli do svého diserta¢niho spisu

a analyzovali jsme je podle nasledujiciho schématu, které shrnuje cil nasi prace.

Protokol sledovéani:

1. Rozd¢leni pacientti s PFFD podle stavajici rentgenové klasifikace

2. Provedeni CT skent v rozsahu kycelnich kloubti a nésledn¢ piipadna reklasifikace
nekterych pripadi

3. Sledovani anatomickych zmén v okoli ky€elniho kloubu, zejména priibéh cév (tepen i
zil), jejich primér a uloZeni vétveni a jejich srovnani s nepostiZenou stranou

4. Diukladna analyza dal$ich anomalii anatomicky pfimo nesouvisejicich S postizenym
kycelnim kloubem

5. Vyhodnoceni radia¢ni zatéZe u pacientt sledovanych s diagn6zou PFFD pfi vySetfeni
pomoci RTG metod

6. Histologickd analyza tkani z oblasti anomalniho kycelniho kloubu, ziskanych po

provedenych korek¢nich operacich

2.2. Posttraumatické defekty Kkloubni chrupavky distalniho

femuru

Ve spolupraci se dvéma ortopedickymi klinikami z Fakultni nemocnice v Motole a
Nemocnice Na Bulovce s Ustavem patologie 1. LFUK a VFN v Praze byly vysetfeny dvé
skupiny pacientli s posttraumatickym defektem kloubni chrupavky distalniho femuru, jimz

byly transplantovany dva odli§né biomaterialy osazené kulturou autolognich chondrocyti.
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Protokol sledovanti:

1.
2.

Vybér pacientd s posttraumatickou 1ézi kloubni chrupavky detekované na MR

Odbér vzorku postizené chrupavky béhem artroskopického vysetieni k jejimu
histopatologickému zhodnoceni a k vytvoreni kultury autolognich chondrocytii
Transplantace kultur autolognich chondrocyti pomoci dvou odlisSnych biomaterialti
(Hyalograft C, Fidia Advanced Polymeres, Abano Terme, Italic a Chondrograft, NTC,
FN Brno - Bohunice)

Kontrolni artroskopie po 10 — 12 mésicich od transplantace s odbérem a bioptickym
vySetfenim vzorkli nové vytvorené chrupavky

Provedeni kontrolniho MR vysetifeni kolenniho kloubu c¢tyfi roky od vstupniho
vySetfeni

Vzajemné porovnani dosazenych vysledkil u obou pouZitych biomateriali a korelace
radiologickych a histopatologickych nalezt

Odbér kontrolnich vzorkl zdravé chrupavky pfi rutinnim autoptickém vySetieni

Odbér kontrolnich vzorkli chrupavky kolenniho kloubu postizeného osteoartrézou u

pacientll podstupujicich implantaci totalni endoprotézy
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3. Material a metody

3.1. PFFD

3.1.1. Soubor pacienti PFFD

Soubor 21 pacientl s PFFD ve v€ku 1-17 let, zahrnujicich nemocné v pribéhu lécent,
po ukonCené terapii a nov¢ prichozi, byl v letech 2005-2008 sledovan dle uvedeného
protokolu. Jednalo se o tfinact chlapcii a osm divek. 14 nemocnych bylo vySetfeno jesté bez
jakéhokoliv chirurgického zdkroku, dalSich 7 pacientd jiz podstoupilo nékterou fazi
chirurgické terapie. Primarni klasifikace sec. Pappas byla stanovena podle RTG snimkd,
nasledovalo CT vySetteni s uptfesnénim klasifikace a popisem jak kostnich zmén, tak struktur
mékkych tkdni véetné cév.

U vSech pacientti byla odebrana dikladna rodinna anamnéza, ktera vSak neobjevila

zadny familiarni vyskyt PFFD ani dalsi skeletalni anomalie v ptibuzenstvu.
3.1.2. Pouzité vySetrovaci metody

3.12.1. RTG

Pacienti byli béhem sledovaného obdobi opakované snimkovani na RTG. Poctu 10-25
vySetieni u kazdého nemocného odpovida 15-87 expozic. Expozi¢ni parametry byly vzdy
nastaveny podle velikosti vySetfované oblasti v poméru k véku a vaze pacienta (ditéte).
Napéti se nachazelo v rozmezi 60-80 kV sprimérem 75 kV a modus 80 kV. Proud na
rentgenové lampé se nachazel v rozpéti 80-200 mAS s primérem 95 mAs a modus 80 mAs.
Celkové vyssi hodnoty odpovidaly vySetienim u pacientii v druhé vékové dekade.

Kazd¢ vysetfeni bylo indikované podle postupujiciho planu terapie.

Zékladni snimkovaci projekce byly predo-zadni — anterio-posteriorni (AP) a tzv.
Lauensteinova projekce — projekce anterio-posteriorni s kyclemi v abdukci. Dale byly
provadény cilené snimky na kyc€el v AP a Sikmé projekci, snimky na femur v AP a bocné
projekci, pfipadné snimky dalSich casti dolni koncetiny — kolena, bérce, hlezna. Specialni
snimkovani bylo provddéno pro zhodnoceni a vypocet zkratu dolni koncetiny, tzv.

ortoradiografie, kdy na snimku se promitd bud kalibrovana sit’" pruhd, nebo se zhruba
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doprostied snimku soucasné promitd meéfitko v centimetrech, umoziujici odpocet rozdili
mezi koncetinami. Ortoradiografické snimky se bud’ snimkuji vcelku na protahly detektor,
pfipadné se pocitacové snimky sklddaji do jednoho dlouhého obrazu, nebo se vySetfeni

rozfazuje na tfi samostatné oblasti — kycle, kolena a bérce s hlezny.

3.122.CT

Kazdy pacient byl vySetfen helikalnim skenem v oblasti kyc¢li a stehen s cilem
piesného zobrazeni vSech tkani v dané lokalizaci. K vySetfovani byly pouzity CT pfistroje
Somatom Sensation 16 (Siemens, Forchheim, Némecko) a od roku 2006 Somatom Sensation
40 (Siemens, Forchheim, Némecko). Samotny vySetfovaci protokol se se zménou CT pfistroje
prili§ nezménil, jen byl pfizptisoben moznostem novéjsiho rychlejsiho pristroje. Nabér dat byl
provadén kolimaci 0,75 mm resp. u nového pfistroje 0,6 mm, pitch 0,9. Rychlost rotace lampy
byla 0,5 s. Nastaveni napéti bylo voleno v rozmezi 100-120 kV podle véku a vahy pacienta.
Nastaveni proudu na lampé bylo korigovano pouzitim davku Setficiho modu CareDose pro
objemovou modulaci proudu vzhledem k objemu tkané pacienta, kterym rentgenové zafeni
v dany moment prochazi. Referenéni proud byl pouzit v rozmezi 83-134 mAs pro 100 kV a
66-124 mAs pro 120 kV (Ferda J. et al., 2002).

Nabér dat byl provadén nativné a po podani kontrastni latky Iomeprolum 400
(lomeron 400, Altana Pharma) v davce 2ml/kg rychlosti 3-4ml/s v arterialni fazi. Vzhledem
k velikosti déti nebylo nutné provadét samostatnou zilni fazi, nebot’ na zkracené koncetiné je
obrat krve rychlejsi a tudiz zily se plni jesté pred ukon¢enim skenovani. Kontrastni latka byla
podavana tlakovym injektorem Ulrich Missouri (Ulm, Némecko) do kubitalni Zily. Na
spravné nacasovani byla pouzita technika ,,Bolus tracking“ pfi sledovani mista prvniho
vysyceni na bifurkaci aorty formou kruhového regionu zajmu ,,Region of Interest (ROI)
(Ferda J. et al., 2004). Vétsina pacientl do péti let byla vysetfena v kratké celkové anestezii.
VEtsi déti jiz vétSinou nebylo nutné do celkové anestezie uvadét. Ukazalo se, Ze po vysvétleni
povahy vySetfeni ditéti imérné jeho véku lze zajistit jeho bezproblémovou spolupraci 1 bez
uvadéni do celkové anestezie.

Oba CT piistroje (oznaené jako multidetektorové) nabiraji primérné objemové
datasety slouzici pro dal$i rekonstrukci obrazu. Zakladni skeny ve vSech rovinach byly
pocitany piimo z hrubych dat ve form¢ multiplandrnich rekonstrukci (MPR) Sife vrstvy 5 mm
a na nov¢jsim pfistroji 3 mm. MPR skeny byly pofizeny bez ptekryvu — inkrement 5 mm,

resp. 3 mm. Soucasné¢ byly pocitany tenké MIP (maximum intensity projection) skeny
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V koronarni roviné pfimo z hrubych dat v §ifi 10 mm s vybranym piekryvem 7 mm, tedy
posun vrstvy pouhé 3 mm.

Pro dalsi pouziti pii vypoctech byly pfepocitany tenké fezy umoznujici postprocessing
Sife 0,75 mm, inkrement 0,7 mm, kernel B10 (resp. u novéjsiho piistroje Sife 0,6 mm a
inkrement 0,6 mm, kernel B10).

3D rekonstrukce skeletu byla provadéna z nativniho i postkontrastniho nabéru dat.
Uplny obrazovy dataset byl zpracovavan ve volume rendering technique obrazech (VRT) ve
vhodném néklonu. V piipadé odstranéni skeletu metodou ,,Bone Removal*, piipadné formou
prahovani denzit tzv. Editace objektu, bylo zopakovano zobrazeni cév VRT rekonstrukci a
doplInéna MIP rekonstrukce celého 3D objemu dat. Pro standardizaci mimo vhodné naklonéné
VRT a MIP projekce se provadélo u kazdého vysetteni ulozeni rekonstrukci ve formé ,,Radial
Range* rotace v 0se Z po 10° v celém rozsahu 360°, kdy se pofidila postupné projekce 36

snimku.

3.1.3. Sledovani radiac¢ni zatéze u pacientii s PFFD

Jako veli¢ina pro hodnoceni ozéfeni byla pouZzita efektivni davka (mSv). Efektivni
davka byla stanovena pro CT vySetfeni, které bylo zpravidla provedeno na zacatku sledovani.
RTG davky byly také pocitany ze skiagrafickych snimkt pofizenych ve stejné dobé jako CT
vySetfeni. Efektivni davka byla vypocftena u RTG snimkii samostatné pro RTG panve a
samostatné pro RTG femuru.

Pro vypocet efektivni davky byl pouzit program PCXMC 2.0 (STUK -Radiation and
Nuclear Safety Authority, Finsko). Tento program umoziuje odhad organovych davek,
efektivnich davek a také rizika spojeného s ozafenim pro vSechny vykony v radiologii
(skiagrafie, skiaskopie, intervenéni vykony) mimo CT vySetfeni. Odhad davek je zalozen na
simulacich Monte Carlo. Efektivni davka z CT vySetfeni byla stanovena na zakladé tdaje
sou¢inu davky a délky (DLP) uvedeného v protokolu o vySetfeni a konverznich koeficienta
publikovanych v praci pro tkanové vahové faktory dle doporuceni ICRP 103 (Deak P.D. et
al., 2010).

3.1.4. Bioptické vySetieni vzorkii kycelnich kloubii

U Sesti pacientd bylo provedeno histologické vySetieni po probehlé rekonstrukéni

operaci. Jednalo se o pacienty ¢. 1, 2, 3, 7, 8 a 19. U pacienta ¢. 19 se podafilo najit vzorek
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tkang z pakloubu potizeny jestd pred zadatkem sledovani a uchovavany na Ustavu Patologie
1. LF UK a VFN v Praze.

K vySetieni byly dodany extirpované casti tkané¢ z oblasti defektu proximalniho
femuru nékdy se zménami ve smyslu pseudoartrézy. Vzorky byly vzdy zpracovany v celém

rozsahu, po pfedchozim odvapnéni.
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3.2. Posttraumatické defekty kloubni chrupavky distalniho

femuru

3.2.1. Soubor pacientu

V druhé¢ ¢asti studie jsme hodnotili radiologické nalezy a histologicky byly vySetfeny
pouzité chondrografty od 30 pacientli, 25 muzli a 5 zen s primérnym vékem 33 let, u nichz
byl pii klinickém vySetfeni identifikovan solitarni posttraumaticky defekt kloubni chrupavky
v oblasti femoralnich kondyli. Vétsina defekt byla lokalizovana v medialnim kondylu (N-
21), zbytek se nachazel v lateralnim kondylu femuru. Primérna velikost defektu byla 2,5 cm?.

Pii hodnoceni pacientd byla dodrzena standardni kritéria International Knee
Documentation Committee (Mainil-Varlet P. et a., 2002). VSichni pacienti zahrnuti do dané
studie podepsali informovany souhlas pro artroskopické a bioptické vySetfeni v souladu s
pozadavky pfislusnych mistnich etickych komisi. U vSech nemocnych po standardnim
laboratornim vySetieni byla vyloucena ptitomnost infekénich chorob.

Bioptické vySetteni bylo provedeno ze vzorkli odebranych pii artroskopickém
vySetfeni 12 pacientti, kterym byl transplantovan Hyalograft C na Ortopedické klinice 1. LF
UK a Nemocnice Na Bulovce a od 18 pacienti 1éenych transplantaci Chondrograftu na
Klinice détské a dospélé ortopedie a traumatologie 2. LF UK a FN Motol.

Pacienti byli sledovani mezi lety 2009 — 2013.

3.2.2. Kontrolni materialy

3.2.2.1. Hlavice femuru s normalni kloubni chrupavkou

Kontrolni vzorky pro studium normalni struktury kloubni chrupavky byly ziskany z
hlavic femuru pti autoptickém vySetieni nahle zemielych pacientti. Ve vSech ptipadech (n=7)
byly vzorky odebrany do 24 hodin po smrti. Ve 4 piipadech se jednalo o muze ve véku 23-46
let a 3 byly zeny (19-37 let). U dalSich 15 pacienti byly ziskany vzorky z hlavic femurd
vyjmutych pti implantaci totalni endoprotézy pro zlomeninu krc¢ku. Jednalo se o 7 muzt (57-
77 let) a osm Zen (53-68 let). U zadného z nemocnych nebyly pozorovany artrotické zmény,

povrch hlavice femuru byl zcela hladky.
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3.2.2.2. Hlavice femuru s osteoartrézou

Druhou kontrolni skupinu tvotily hlavice femuru vyjmuté pro tézkou osteoartrézu s
naslednou implantaci endoprotézy. Celkem bylo vysetteno 12 piipadi, 6 Zen a 6 muzi a
vekovém rozpéti 52-70 let. Ve vsSech piipadech kloubni povrch vykazoval degenerativni

zmény a byl loziskovité napadné zhrub€ly a nerovny.

3.2.3. Diagnosticky a 1é¢ebny postup

V prvni fazi byl artroskopicky verifikovan defekt kloubni chrupavky. V pribéhu
tohoto vysetieni byl odebran drobny vzorek ze spodiny defektu kloubni chrupavky distalniho
femuru, kterou tvofila tenkd vrstva rezidualni chrupavky. Soufasné byl odebran drobny
vzorek chrupavcité tkané z nezatézované oblasti chrupavkového krytu pro potieby kultivace.
Chondrocyty isolované z nezatézované chrupavcité tkané byly expandovany v jednovrstevné
kultufe, pfeneseny na skafold Hyalograft C (Fidia Advanced Biopolymeres, Abano Terme,
Italie) a kultivovany po dobu 14 dni Vv Itilii na ndklady pojistovny. Metodika jiz byla
publikovana (Grigolo B. et al., 2002, Tognana E., 2007).

Druhy typ skafoldu Chondrograft, NTC, FN Brno - Bohunice mél za zaklad nosice
fibrin a byl pfipraven v laboratofi Dr. Adlerem. Odebrand chrupavka byla rozkrajena na
drobné fragmenty a po natraveni chrupavkové matrix byly izolovany chondrocyty, které
narostly v jedné vrstvé a byly spojeny s fibrinovym lepidlem, aby vytvoftily solidni graft
(Horak M. et al., 2014).

Skafoldy s bun&cnou kulturou byly implantovany do mista defektu, kdyz pfedtim byla
jejich spodina vyc¢isténa kyretdzi az do irovné subchondralni kostni tkang.

V pribéhu druhého artroskopického vySetfeni, provedeného 10 — 12 mésici po
transplantaci autolognich chondrocytti, byl trepanem odebran vzorek nové vytvorené
chrupavky z mista plvodniho posttraumatického chondralniho defektu. Kvalita nové

vytvoiené chrupavkové tkané byla ovétrena pii histologickém vySetieni.

3.2.4. Radiologické vySetieni oblasti postiZené chrupavky

Kazdy pacient byl dvakrat vySetien pomoci magnetické rezonance Vv oblasti
postizeného kolena piistrojem Magnetom Avanto 1,5 Tesla (Siemens, Erlangen, Némecko).
K vySetfeni byla pouzita dedikovana osmikanalova kolenni civka pro jedno koleno SMS Hi-
Res Knee Coil (Invivo, Gainesville, FL, USA). Prvni vySetieni prob&hlo v pribé¢hu mésice od

provedené autotransplantace chondrocyti. Druhé vySetieni nasledovalo s odstupem &tyt let od
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prvniho vysSetfeni, tedy zhruba 48 mésici od zacatku terapie. Defekt chrupavky pred
transplantaci se vétSinou magnetickou rezonanci nevysetfoval, nebot rozsah postizeni u
kazdého pacienta urcila artroskopie. Pfi ni byl také odebran vzorek pro kultivaci chondrocytt.
Nasledovala dalsi artroskopie s transplantaci Stépu. Radiodiagnostické vySetfeni jsme vyuzili
az pro sledovani $tépu béhem nasledujicich Ctyft let.

Béhem MR vysetieni byly pouzity tyto sekvence podle protokolu na kolenni kloub: T1
tirm SAG, T1 se COR, PD SAG, T2 tse SAG, T2 tse fs TRA, PD COR, T2 tse COR, T2
trufidd SAG (tabulka 1). Zvolené sekvence dobie pokryvaji oblast zajmu ve vSech tfech
zakladnich rovinach. Sekvence T1 se a T2 tse ukazuji anatomické struktury kolena, vazy,
Slachy, skelet. T1 se sekvence ukazuje navic prokrvacené zmény, T2 tse zmnozené kolekce
tekutiny. T1 tirm, T2 tse fs a T2 trufi3d jsou sekvence potlacujici riznym fyzikalnim
zpusobem tuk béhem vySetieni, proto mnohem Iépe ukazuji mnozstvi vody v tkénich a
prosaknuti vSech struktur vcetné reaktivniho edému kosti. Tyto sekvence dobie zobrazuji
strukturu chrupavky a jeji zmény. Vzdy je vhodné kazdou oblast vySetfit vice sekvencemi pro

vylouceni artefaktl, které mohou imitovat i rizné druhy patologickych zmén.

MR sekvence Rovina Repetiéni Gas | Echo Cas | Sife vistvy Dalsi parametry
(TR) (ms) | (TE)(ms) |  (mm)
T1 tirm sagitalni 5971 31 4 TI1—130 ms
T1se koronarni 682 14 3,5
PD sagitalni 2940 12 4
T2 tse sagitalni 2940 83 4
T2 tse fs transverzalni 4313 36 3 presaturacni pulz
PD koronarni 3310 12 4
T2 tse koronarni 3310 83 4
T2 trufi3d sagitalni 11,3 5 1 gradientni sekvence

Tabulka 1 — soubor sekvenci pouzitych k MR vysetfeni kolenniho kloubu.

Vzhledem k charakteru vysSetfeni byla tloustka vrstvy volena u spin-echovych
sekvenci 3-4 mm (T1 tirm, T1 se, PD, T2 tse), u 3D gradientni sekvence (T2 trufi3d) 1 mm.
Zejména posledni jmenovand sekvence (T2 trufi3d) prokézala svoje vyborné vlastnosti

tkanového kontrastu, kdy chrupavka ma vyssi signal nez okolni struktury. Roviny fezt byly
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voleny tak, aby chrupavka byla pokud mozno co nejvice zachycena na obrazech kolmo na
kloub, kde se nachazi.

Celkova doba vysetfeni nepiesahovala 20 minut s primérnou dobou vysetfeni 15
minut. Ackoliv byli pacienti dobfe fixovani ve vySetiovaci civce, bylo nutné ojedincle
vysetieni uréité sekvence pro rozhybani opakovat. Zadny pacient viak nepozadoval ukonéeni

vySetteni predCasné.

3.2.5. Histopatologické vySetfeni vzorkii chrupavky z artroskopického
vySetieni

Vzorky kloubni chrupavky ziskané pii prvnim i druhém artroskopickém vySetieni
stejné jako zbytky skafold pouzitych pfi transplantaci byly zpracovany bez odvapnéni. Pred
zpracovanim byly po dobu 48-72 hodin fixovany v 10 % pufrovaném formolovém roztoku.
Po odvodnéni a zaliti do parafinu byly nakrajeny histologické fezy o sile 5 mikrontl. Rezy
byly barveny hematoxylinem eozinem pro potieby vyhodnoceni struktury a bunécné
organizace chrupavcéité tkan€. Obsah proteoglykani byl hodnocen v fezech obarvenych
Safraninem O a alcianovou modii. Uspotfadani kolagennich vlaken bylo vyhodnocovano pii
vySetieni v polarizovaném svétle.

V kazdém bioptickém vzorku jsme vyhodnocovali charakter chrupavcité tkang, ktera
byla klasifikovana jako hyalinni chrupavkova tkan, fibrozni chrupavka nebo smiSena
chrupavkova tkan. Déle byly sledovany nasledujici parametry:

1. Histologicka organizace chrupavcité tkané a subchondrélni kosti
2. Propor¢ni zastoupeni hyalinni a vazivové chrupavkové tkané
3. Porovnani cytologickych a imunohistochemickych charakteristik celularni

komponenty transplantétii a struktury nosic¢t

3.2.6. Kontrolni skupina

Hlavice femuru byly po fixaci ve formolovém roztoku nafezdny na tenké lamely o sile
3-5 mm tak, aby zistala zachovana povrchova vrstva kloubni chrupavky a ¢ast kostni tkané.
Tyto vzorky byly po fixaci odvapnény v nasyceném roztoku EDTA pti teploté 40°C. Vedle
toho byly z hlavic odebrany ¢asti pouze chrupavc¢itého krytu, aby vySetiovana tkan nemusela

byt odvapiiovana a predeslo se tak arteficialnimu poskozeni.
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3.2.7. Imunohistochemické vySetieni

Pfi imunohistochemickém vysetfeni jsme pouzili avidin-biotinovy komplex (ABC) a
nasledujici monoklonalni protilatky proti S-100 proteinu (1:600, DAKO, Glostrup, Denmark),
S-100 Al a A2 proteinu (Ready to use, Neomarkers), S-100 proteinu A4 a A6 (1:200,
Neomarkers), S-100 proteinu P (1:40, RND system), S-100 proteinu A10 (Ready to use,
Neomarkers), alfa aktinu hladké svaloviny (1:100, Sigma St. Louis, MO), svalovému
specifickému aktinu HHF35 (1:100, DAKO), desminu (1:200, DAKO), CD68 (1:50, DAKO);
CD34 (1:50, DAKO), Ki67 (1:50, DAKO) a proti lidskému kolagenu II. typu (1:100, Santa
Cruz, CA, USA). Dale byly vySetieny markery kostni a chrupavc¢ité tkané D2-40, osteonektin

a osteokalcin.
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4. Vysledky

4.1. PFFD

V nasem souboru byl typ I sec. Pappas zastoupen jednim ptipadem, typ II sec. Pappas
(Aitken D) dvéma ptipady, typ III sec. Pappas (Aitken C) osmi piipady, typ IV sec. Pappas
(Aitken B) dvéma piipady (tabulka 2). Ctyii piipady byly zahrnuty do typu VII sec. Pappas,
jeden piipad do typu VIII sec. Pappas a tii ptipady do typu IX sec. Pappas. Prava strana byla
vice postizena nez leva, a to ve 14 piipadech. Noha byla normalni u 18 ptipadl, zatimco tézka
hypoplazie tibie a fibuly v¢etné dvoupaprs¢ité nohy byla u jednoho pacienta (pacient ¢. 5). U
dvou pacientl (pacient €. 11 a ¢. 15) byla noha slozena ze ¢tyf paprskll. U jednoho ptipadu
typ IX sec. Pappas (pacient ¢. 13) se nachazely tii- resp. Ctyfpaprséité ruce. Pacient €. 10 s

PFFD typu VII sec. Pappas mé&l na druhé nepostizené konceting pes equinovarus (tabulka 3).
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Vek Typ CT vysetieni ve vztahu
Pacient Pohlavi Rok v dobé CT | PFFD | Postizena k chirurgické terapii
(muz — M,
¢. Jena  F) narozeni | vySetfeni sec. strana (pted zacatkem nebo
(roky) Pappas V pribéhu)
1 F 2004 3 I R pred zacatkem
2 M 2002 3 i L pred zacatkem
3 M 2000 5 i R pred zacatkem
4 M 1998 7 I R pred zacatkem
5 M 2004 2 Il R pred zacatkem
6 F 2006 1 Il R pied zacatkem
7 M 2003 4 v L pred zacatkem
8 M 2002 3 v R pted zacatkem
9 M 2003 3 VII R pied zaCatkem
10 M 2002 5 \1 L pred zacatkem
11 M 2000 7 VIl R pred zacatkem
12 F 2002 4 IX L pied zaCatkem
13 M 2001 6 IX R pied zacatkem
14 F 2004 4 IX R pied zacatkem
15 M 1991 16 I L v prubéhu
16 F 1987 20 I L v prubéhu
17 F 1990 17 i R v prub¢hu
18 F 1993 13 i R v prubéhu
19 M 1995 11 i R v prubéhu
20 M 1998 8 " R v prub¢hu
21 F 2000 7 VIl R Vv pribéhu

Tabulka 2 — soubor pacienti s PFFD, zakladni udaje.
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Pacient | Typ PFFD ., Chirurgicka terapie
3 Dalsi ndlezy , oy ‘o .
¢. sec. Pappas (n&vrh nebo jiz uskuteciiovana)
1 I ,knee for hip“ — King Il
2 "l PA rekonstrukce
3 "l PA rekonstrukce
4 I (1) Ortoticka pomuicka
Hypoplazie tibie a fibuly, dvou- :
5 1] ypop . y Ortoticka pomiicka
paprscita noha
6 Il Ortoticka pomiicka
7 v PA rekonstrukce
8 v PA rekonstrukce
9 \l Prodlouzeni femuru
es equinovarus na : :
10 Vi pes eq L y Valgiza¢ni osteotomie femuru
kontralateralni strané
11 VI CtyfpaprsCitd noha Prodlouzeni femuru
12 IX Salterova osteotomie
13 IX tii- a Ctyfpaprséita ruka Salterova osteotomie
14 IX Prodlouzeni femuru
15 I Ctyipaprscitad noha ,knee for hip“ — King Il
16 ] ,.knee for hip“ — King Il
PA rekonstrukce a prodlouzeni
17 i
femuru
PA rekonstrukce a prodlouZeni
18 i
femuru
PA rekonstrukce a prodlouZeni
19 i
femuru
PA rekonstrukce a prodlouzeni
20 i
femuru
21 VII Valgizac¢ni osteotomie a prodlouZeni
femuru

Tabulka 3 — soubor pacienti s PFFD. Dalsi doprovodné nalezy a navrh ¢i jiz probihajici

chirurgicka terapie.

4.1.1. Zmény skeletu u PFFD

Sedm pacienti mélo provedeno CT vySetfeni nativné se zaméfenim na zobrazeni

skeletu a nasledné méli ve druhé dobé provedeno CTAG vySetieni cév. Postupné byli dalsi

pacienti ve snaze snizit radia¢ni davku vySetfeni jen metodou CTAG s aplikaci kontrastni

latky intravendzné, nebot’ hodnoceni skeletu pii CTAG vysSetieni netrpi zhorSenim kvality,

cévni struktury nepiekryvaji vyrazné skelet a kvalita vyslednych VRT obrazii je stejna.
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4.1.1.1. Reklasifikace typu PFFD podle CT nalezu

U pacienta €. 4 doslo k reklasifikaci PFFD zmén z typu Il na typ III. (V dalsi casti
prace je jiz pacient veden vzdy jako pacient po reklasifikaci, tedy typ III sec. Pappas.)
Zatimco v klasickém RTG obraze je acetabulum prazdné, tedy bez osifikujici hlavice stehenni
kosti, na CT vysetieni je zachycena malé epifyza hlavice femuru v hypoplastickém acetabulu,
které je strmé, malo vyvinuté. Na RTG snimku je zpétné¢ mozné epifyzu hlavice femuru
vystopovat, ale s urcitosti ji bez znalosti anatomie z CT obrazu zhodnotit nelze. Reklasifikace
neméla ve svém konecném dusledku vliv na zménu chirurgické terapie, protoze se soucasné
ukazalo, Ze tato epifyza hlavice je pevné fixovana k acetabulu a neumozni tedy po operaci

volny pohyb v kyc€elnim kloubu.

4.1.1.2. Mobilita epifyzy hlavice ky¢le v acetabulu u typu 111 sec. Pappas

U pacientil se zménami typ III sec. Pappas je pro terapii nutna znalost ulozeni epifyzy
hlavice femuru v acetabulu. Nejdilezitéjsi je uréeni, zda je epifyza k acetabulu fixovana ¢i
zda je volné¢ mobilni. Pouhym klinickym vySetfenim toto neni vétSinou mozné stanovit,
protoZe 1 pii fixované epifyze se mékké tkané pakloubu pfi vySetfovani ohybaji ptislusnym
pasivnim pohybem, takze mohou imitovat funkci volné hlavice. Na CT tezech je vSak mozné
pfesné vysledovat, zda hlavice pfiriistd ke skeletu acetabula, ¢i zda je mezi témito kosténymi
utvary alespont minimalni prostor vyplnény chrupavkou, ¢imz miiZze zajistit volnou mobilitu
zhruba v ofekavaném rozsahu jako u normalniho kycelniho kloubu. Piedpokladame, ze
prostor by mél mit §ifi alesponn 1 mm (obraz 3).

Celkové soubor zahrnoval 8 piipadt typ III sec. Pappas. V této skupiné¢ byly
identifikovany tfi epifyzy hlavic fixované k acetabulu a pét epifyz v acetabulu volné
mobilnich (tabulka 4) (obraz 4, 5). Tomuto nalezu byla pfizpusobena nasledna terapie. Ani u
pacientli, u kterych jiz 1écba zapocala, nebylo nutné terapeuticky postup meénit, nebot’ se
jednalo o tii pacienty s epifyzou v acetabulu volné mobilni.

U vyssich typt (typ IV-IX) problémy fixace epifyzy hlavice ke skeletu acetabula

nebyvaji. Ani v naSem souboru nebyly takové zmény nalezeny.
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Pacient | Typ PFFD Typ PFFD
¢. sec. Pappas | reklasifikace Dalsi nalezy
1 | |
2 i i Epifyza hlavice v acetabulu — volné mobilni
3 i i Epifyza hlavice v acetabulu — volné mobilni
4 I nove Il Identifikovana epifyza hlavice v acetabulu - fixovana
5 i i Epifyza hlavice v acetabulu - fixovana
6 i i Epifyza hlavice v acetabulu - fixovana
7 v v
8 v v
9 VI VI
10 VII VII
11 VI VI
12 IX IX
13 IX IX
14 IX IX
15 I I
16 I I
17 i i Epifyza hlavice v acetabulu — voln¢ mobilni
18 i i Epifyza hlavice v acetabulu — volné mobilni
19 i i Epifyza hlavice v acetabulu — voln¢ mobilni
20 Il Il
21 VI Vi

Tabulka 4 — klasifikace PFFD, reklasifikace po CT vySetfeni a posouzeni epifyzy hlavice

kycle.
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Obraz 3 — Pacient ¢. 4 — podle RTG typ Il sec. Pappas vpravo. Epifyza hlavice na pravé strané
neni zietelnd. Retrospektivnim zkoumanim pfi znalosti CT vySetieni je epifyza hlavice vpravo

patrnd jako naznaCené paradoxni projasnéni v lopaté kycelni kosti s kulovitou konturou
(Sipka).
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Obraz 4 a 5 — Pacient ¢. 4 — CT axialni sken a VRT rekonstrukce. Mala osifikovana epifyza
pravostranné hlavice femuru je patrna v hypoplastickém acetabulu. Na axialnim skenu je
skelet epifyzy hlavice v ptimém dotyku se skeletem acetabula. Nélez je proto hodnocen jako

fixovana hlavice, coz bylo nasledn¢ potvrzeno i klinicky. Hlavice femuru oznacena Sipkou.

4.1.2. Cévni zmény u PFFD

Prvnich c¢trnact pacientit s PFFD bylo vySetfeno jesté pfed zahdjenim chirurgické
terapie. U dvanacti piipadi ukazalo CTAG vySetieni typicky anatomicky prubéh cév na
postizené dolni koncetin€. Hypoplasticky pakloub kyc¢le byl zasoben vétvemi z arteria
femoralis, ktera je pokracovanim tepny arteria iliaca externa (AIE). Nalez byl stejny na obou
stranach. U zbylych dvou pfipadii bylo popsano abnormélni cévni zasobeni postizené
koncetiny, které bude popsano nize (tabulka 5).

U sedmi ptipadt byla chirurgicka 1éCba zahajena diive, nez zacalo samotné sledovani.
CT vysetieni bylo provedeno nékolik mésicti az let po zacatku chirurgické 1écby. U vsech
sedmi pacienti byl nalezen normalni prubéh cév. Zjistény byly pouze varianty normy, které

budou také nasledné popsany.

42



Spin: 0

Obraz 6 — Pacient ¢. 1 - typ | sec. Pappas vpravo. CTAG vysetieni VRT obraz — typicky
prubéh cév v oblasti malé panve a ky¢li. V tomto ptipadé je stehno extrémné kratké, objem
mékkych tkani je vyrazné zmensSen, proto i céva zasobujici tuto oblast véetné postizené kycle
je velmi tenkd az nezfetelna (Sipka). Jedna se nejspiSe o arteria femoralis profunda.

Obraz 7 — Pacient €. 4 - typ III sec. Pappas vpravo. CTAG vysSetfeni VRT obraz — typicky
prubéh cév v oblasti malé panve a kycli. Mékké tkané zkraceného stehna jsou zasobeny

hypoplastickou tepnou — arteria femoralis profunda (Sipka).
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Vzdalenost bifurkace

i Typ PFFD | Postizena : Primér AF .
Pacient | " OSUZENA | o i Zésobeni postizens |, L romer AFC AFC od horizontaly
. sec. strana Vv urovni horni hrany o
¢. PADDAS (RIL) DK na CTAG symf§zy (mm) prolozené Y-
z .
PP yilyzy chrupavkami (mm)
R L R L
typické, proximalnéji
1 I R - +2
ulozeny odstup AFP 3 > o o
5 " L atypicky ;’)rubeh’cevmho 5 5 +18 12
zasobeni
3 " R atypicky ;’)rubeh’cevmho 1 6 8 +30
zasobeni
typické, proximalnéji
4 i R +17
ulozeny odstup AFP > 0 0
typické, proximalnéji
i R + +4
> ulozeny odstup AFP 8 o 30 >
typické, proximalnéji
6 i R 2 4 -8 +20
uloZeny odstup AFP
typické, proximalnéji
7 v L 4 +2 -
ulozeny odstup AFP > 3 °
typické, proximalné;ji
v R 2 4 +1 +24
8 ulozeny odstup AFP 3
9 Vi R typlizke,’ proximalnéji 4 4 +19 128
ulozeny odstup AFP
10 VII L Typické 5 5 +24 +24
11 VIl R Typické 6 6 +33 +31
typické, proximalnéji
12 IX L ulozend bifurkace AFC 5 4 +22 +26
na kontralateralni strané
typické, proximalnéji
13 IX R ulozena bifurkace AFC 5 4 +32 +19
na kontralateralni strané
14 IX R Typické 4 4 +24 +23
15 I L typlf:ke,’ proximalnéji 7 3 a1 13
ulozeny odstup AFP
16 I L typlfke,’ proximalné&ji 8 5 +48 0
ulozeny odstup AFP
typické, s kratkou AIC,
17 Il R proximalnéji ulozena 5 6 +10 +41
bifurkace AIC
18 " R typlfke,’ proximalné&ji 5 6 +19 107
ulozeny odstup AFP
19 " R typlfke,’ proximalngji 5 7 0 +59
ulozeny odstup AFP
typické, proximalnégji
20 i R 7 5 0 +40
uloZeny odstup AFP
21 VII R typické, proximalnéji 4 7 +25 +20
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uloZena bifurkace AFC
na kontralateralni strané

Tabulka 5 — cévni zasobeni dolni koncetiny u pacientd s PFFD zobrazené pomoci CTAG.
(Hodnoty se znaménkem plus ,+° znamenaji posun distalnim smérem, hodnoty se

znaménkem minus ,,-* znamenaji posun proximalnim smérem)

4.1.2.1. Zména v pruméru AFC na postiZené a nepostiZené strané

Primeér tepen arteria iliaca externa a arteria femoralis communis (AFC) byl zmenseny
u vsech vySetfenych pacientl na postizené stran¢€. Vyraznéj§i zmény v primeéru arteria
femoralis communis byly zachyceny u pacientl s postizenim typ I — IV sec. Pappas, pouze
malé az nevyznamné zmény byly u pacientii s postizenim typ VII — IX sec. Pappas
V porovnani s kontralateralni nepostizenou stranou. U posledn€ uvedeného stupné postizeni je
celkovy zkrat dolni konéetiny vyrazné mensi nez u nizkych typa PFFD (tabulka 2). Nebyly
zaznamenany paradoxni zmény, kdy by byla Sife AFC na postizené strané¢ vét$i nez na
nepostizené. Nalez zmény S§ife tepen na postizené stran€é pln€ odpovidd anatomickym
pomérim U pacientil s t€z$i formou typu I — IV sec. Pappas, kdy zieteln¢ mensi objem tkdné

potiebuje také mensi cévni zasobeni (obraz 6, 7, 8).

Spin: 7

Tilt: 0

Obraz 8 — Pacient ¢. 15 - PFFD typ Il sec. Pappas vlevo — CTAG vysetieni VRT obraz,
anteriorni pohled. Zfetelnd asymetrie v §ifi femoralnich tepen. Pacient jiz po provedené

zhojen¢ ,,Knee for Hip* operaci.
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4.1.2.2. Zména uloZeni bifurkace AFC (sledovany odstup AFP) na postiZené strané
Arteria femoralis communis se déli ve své bifurkaci na arteria femoralis profunda
(AFP) a na arteria femoralis superficialis (AFS). U vSech pacientt s typem I — IV sec. Pappas
(13 ze vsech 21 sledovanych) a dvou pacienti typ VII sec. Pappas byla nalezena proximalnégji
ulozena bifurkace AFC, tedy stav, kdy AFP zieteln¢ odstupuje vySe nez na nepostizené strané
(tabulka 5). Zatimco normalni odstup se pohybuje u déti primémé 30 mm distalné¢ od
horizontaly prochéazejici Y-chrupavkou, u sledovanych pacientii se bifurkace nachazela
proximalnéji k vybrané anatomické horizontéale. U Etyt piipadl (pacienti €. 4, 16, 19 a 20) typ
I, I, IIT a VII sec. Pappas byla pfimo v trovni horizontaly a u Sesti ptipada (pacienti ¢. 1, 2, 3,
6, 7, 15) typ | — IV sec. Pappas byla dokonce vySe ulozena nez dana horizontala. Tento nalez
ukazuje na komplexnost postizeni, kdy zkrat koncetiny je doprovézen i relativnim posunem
uloZeni cév (tepen) v dané oblasti panve a kycle. Zmény jsou daleko vyraznéjsi u tézsich

forem typ | — IV sec. Pappas, nalez i zde odpovida tizi postizeni. Popsana zména u typu VII

sec. Pappas muze byt souhrou vice faktort (obraz 9, 10).

Obraz 9 a 10 — Pacient ¢. 7 - PFFD typ 1V sec. Pappas vlevo — CTAG vysetieni VRT obraz,
anteriorni a témet anteriorni pohled, vlevo vysoko ulozend bifurkace AFC, jesté¢ nad urovni

Y-chrupavky (Sipka). AFP zasobuje okoli postizeného kloubu.
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4.1.2.3. Paradoxni uloZeni bifurkace AFC

Ve trech ptipadech byl odstup AFP z AFC umistén ve srovnani se stranou postizenou
proximalnégji na stran¢ kontralateralni, tedy nepostizené.

Ptipady se tykaly vysSich typt VII a IX (pacient ¢. 12, 13 a 21) tedy méné

vyznamného postizeni, které je také ulozeno vice distaln€. PiiCiny tohoto nalezu se nepodatilo

spolehliveé objasnit (obraz 11).

Obraz 11 — Pacient ¢. 21 — PFFD typ VII sec. Pappas vpravo — CTAG vysetieni VRT obraz,
anteriorni pohled. Piiklad paradoxniho uloZeni bifurkace AFC na nepostizené strané

proximalnéji neZ na strané postizené (Sipka). Pacient po zhojené korekcni osteotomii.

4.1.2.4. Vysoké uloZeni bifurkace AIC na postiZené strané

Pacient €. 17 typ III sec. Pappas m¢l kromé vySe ulozeného odstupu AFP z AFC také
vysoko ulozenou bifurkaci na AIC. AIE odstupovala jiz v trovni horni hrany obratlového téla
L5, coz ¢inilo rozdil proti nepostizené stran€¢ 35 mm (obraz 12). Protoze sledovany rozdil v
posunu odstupu AFP z AFC proti horizontale na Y-chrupavce byl 31 mm, Ize konstatovat, ze
doslo k celému posunu na tepennych strukturach postizené DK, nebot’ absolutni délka AIE se

lisila mezi nepostizenou a postizenou stranou o méné nez 4 mm (Chomiak J. et al., 2009).
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Obraz 12 — Pacient ¢. 17 - PFFD typ Il sec. Pappas vpravo — CTAG vysetieni VRT obraz,
anteriorni pohled. Vys8i ulozeni bifurkace AFC a také vyssi ulozeni bifurkace AIC na
postizené strané, zcela na okraji obrazu (Sipka). Pacient po zhojené korekéni osteotomii
pakloubu a po prolongaci femuru, ktery je fixovan dlahou. Bifurkace AIC je pfesné na
zacatku skenovaciho pole, proto se na VRT obraze jevi malo zobrazend. Vysetfeni zaméfeno

na oblast kycli.

4.1.2.5. Anomalni cévni zasobeni postiZené dolni koncetiny

Dva pacienti, oba chlapci, spostizenim typ IIl sec. Pappas, méli mimo vyse
zminované zmény priméru AFC ¢i bifurkace AFC také dosud nepopsanou cévni anomalii, o
niz jsme jiz jako prvni referovali ve svych publikacich (Horak M. et al., 2007, Horak M. et al.,
2008, Chomiak J. et al., 2009).

4.1.2.5.1. Pacient ¢. 2 muzského pohlavi typ III sec. Pappas vlevo

JiZ podle RTG snimki je patrny zkrat LDK odpovidajici tfem Etvrtindm délky stehna.
Informace z CT vysetieni ukazuje pfesné€jsi anatomickou topologii v oblasti levé kycle, kde
distalni hypoplastické stehno je dislokovdno proximaln€ a propojené s malou kosténou
epifyzou hlavice femuru pruhem mékké tkan€. Epifyza hlavice femuru je v pfimétené
vzdalenosti od skeletu acetabula, a proto byla vyhodnocena jako voln€ mobilni, coz se pozdéji
oveftilo 1 klinicky.

Vysetfeni CTAG prokazuje hypoplastickou AIE, ktera pokracuje na zmenSené stehno

jako tenka femoralni arterie. Tato tepna se d¢€li jesté nad urovni horizontaly prolozené Y-
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chrupavkami na lateralni vétévku, kdy se nejspise jednd o AFP a na medialni vétévku, ktera je
povazovéana za AFS. Laterdlni vétev AFP smétuje k pakloubu, zde nejspiSe zasobuje mekké
tkan¢ stehna vcetné svalli quadriceps femoris a biceps femoris a kon¢i pied kolennim
kloubem. Medialni vétev (AFS) zasobuje pfevazné adductory stehna a konci také pred
kolennim kloubem.

Zbytek postizené levé dolni koncetiny je zasoben atypicky z povodi arteria iliaca
interna (AIl) ptes arteria glutea inferior (AGI). Tato tepna ptfechazi na stehno pies foramen
ischiadicum major dorsaln¢ a nachazi se posteriorné od ky¢le, nasledné pokracuje smérem do
Hunterova kanélu jako arteria poplitea (AP) a dale na bérec, kde se jiz déli na tfi bércové
tepny. Arteria tibialis anterior a arteria tibialis posterior jsou relativné ptiméiené velikosti.
Tteti tepna je velmi tenka, nejspiSe se jedna o arteria fibularis. Samotna trifurkace je posunuta
relativné distaln€, zhruba do poloviny bérce. Naproti tomu trifurkace na nepostizené druhé
konceting je ulozena v horni téetiné bérce (obraz 13-18).

Tepna v useku od foramen ischiadicum major az na bérec zietelné doprovazi nesytici
se pruhovitou strukturu — nervus ischiadicus. Usek na dorséalni strané stehna zfejmé odpovida
arteria comitans nervi ischiadici neboli arteria ischiadica. Za normalnich podminek je tato
tepna doprovazejici ischiadicky nerv velmi tenkd a na bézném CT vySetfeni nerozliSitelna.
Z arteria ischiadica odstupuje na stehn¢ jen jedna vyznamnéjsi vétev, ktera zezadu zasobuje
adduktorovou skupinu svalu.

Nase vySetieni neprokazalo Zadné anastomozy mezi arteria glutea inferior ¢i arteria

ischiadica s arteria femoralis superficialis ¢i arteria femoralis profunda.
Aurteria poplitea na postizené koncetiné je doprovazena zilou - vena poplitea, ktera drénuje
krev z hlubokych zil nohy a bérce. Nad kolenem tato Zila sleduje pribéh arteria ischiadica a
doprovazi tedy ischiadicky nerv. Zilu v zadnim priib&hu stehna lze proto nazvat vena
comitans nervi ischiadici, pfipadn¢ vena ischiadica. Na hyzdi zila pokracuje jako vena glutea
inferior a po priichodu foramen ischiadicum major jako vena iliaca interna.

Femoralni Zila je hypoplastickd, zieteln¢ drénuje jen svaly pfedni a medidlni strany
stehna v¢etné hlavni povrchové zily vena saphena magna a pokracuje jako vena iliaca externa.
Tato hypoplasticka Zila tedy doprovazi hypoplastickou femoralni tepnu.

Cévni zésobeni na kontralaterdlni nepostizené dolni koncetiné bylo v zastiZzeném
useku normalni. Vzhledem k centrovdni na zkrdcenou postizenou koncetinu distalni Cast

nepostizené dolni koncCetiny — bérec a noha — nebyly zastiZeny.
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Obraz 13-18 — Pacient ¢. 2: typ Il sec. Pappas vlevo — VRT anteriorni, arteridlni faze, VRT
posteriorni arteridlni faze, axidlni sken arteridlni faze, axidlni sken zilni faze, VRT anteriorni,
zilni faze, VRT S§ikma leva posteriorni, zilni faze. Atypické cévni zasobeni dolni koncetiny
pomoci arteria ischiadica (3ipka). Zila (vena ischiadica) sleduje tepnu (dvé $ipky), a jevi se

jako nevyrazna spiSe Cervena céva.

4.1.2.5.2. Pacient ¢. 3 muzského pohlavi typ 111 sec. Pappas vpravo

Jiz podle RTG snimkii je patrny zkrat PDK odpovidajici dvéma tfetinam délky stehna.
CT vySetteni ukazuje presnéjsi situaci v oblasti pravé kycle, kde kromé skeletu kycle chybi
také zhruba proximalni polovina femuru. I zde je patrna dislokace distalni Casti stehna
proximalnég, cela PDK je v zevni rotaci. Mala osifikovana voln¢ mobilni epifyza hlavice je
propojena se zbytkem femuru pruhem mékké tkané. Epifyza hlavice femuru je uloZend
Vv acetabulu, mekké tkdn€ vSak nejsou dosti pevné a doslo ke zkratu cel¢ PDK proximalné o
zhruba 7-10 cm.

Obdobné jako u predchoziho ptipadu (pacient ¢. 2) je arteria iliaca externa na
postizené strané hypoplastickd a pokracuje na stehno jako arteria femoralis communis. Jeji
rozdéleni na AFS a AFP je také ulozeno proximalnéji, zhruba o 8 mm nad urovni horizontély
prolozené Y-chrupavkami. Lateralni vétev, nejspiSe AFP, sméfuje k pakloubu,
pravdépodobné zasobuje mékké tkané stehna vcetné svalu quadriceps femoris a konc¢i pied
kolennim kloubem na stehné. Medialni vétev, AFS, zdsobuje adduktorovou skupinu svall a
zejména vyrazny, relativné hypertroficky musculus sartorius. S timto svalem tepna mirné
piesahuje distalné pod kolenni kloub.

Cely zbytek postizené pravé dolni koncetiny je zdsoben atypicky z vétve arteria iliaca
interna (All) ptes arteria glutea inferior (AGI), pfechazejici na stehno pies foramen
ischadicum major dorsalné a nachazejici se posteriorne od kycle. Nasledné tepna pokracuje do
poplitealni fossy jako arteria poplitea (AP). Na bérci se d€li na téi bércové tepny, z nichz
arteria tibialis anterior a arteria tibialis posterior jsou relativné pfimétené velikosti. Velmi
tenka az vlasovitd tfeti tepna nejspiSe odpovidd arteria fibularis. U tohoto pacienta se
trifurkace nachazi v proximalni tieting bérce (obraz 19-24).

Usek tepny na dorsilni strané stehna i u tohoto pacienta doprovazi nesytici se
pruhovita struktura - nervus ischiadicus, proto arterii lze rovnéz oznacit jako arteria
ischiadica. Z ni odstupuje distaln€ji na stehné¢ pouze jedna vyznamnéjsi vétev, zezadu

zasobujici musculus biceps femoris.
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Jako v prvnim pfipadé, ani zde pii CTAG vySetieni nebyly piitomny zadné
zobrazitelné anastomozy.

Pribéh zil se lisi od pacienta €. 2, nebot’ v celém priubéhu na stehné zadna vyrazna zila
dorsalné uhybajici tepnu arteria ischiadica nedoprovazi. Arteria poplitea je sledovana
poplitealni Zilou, jez vSak pokracuje adduktorovym kanédlem jako vena femoralis, sbird krev
Z vena saphena magna a dale bézi panvi jako vena iliaca externa. Tim si tato zila zachovava
stejny pribéh jako na nepostizené kontralateralni konceting.

Zastizena cast cévniho zdsobeni na kontralateralni nepostizené dolni koncetin€ nebyla
zménéna. Protoze vSak vySetieni bylo i zde centrované na zkracenou postizenou koncetinu,

distalni ¢ast nepostizené dolni koncetiny — distalni stehno a nize — jsme nezastihli.

Spin: 180
1]
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Obraz 19-24 — Pacient ¢. 3: typ Il sec. Pappas vpravo — CTAG arterialni faze, VRT

anteriorni, VRT posteriorni, axidlni sken arterialni faze, CTAG zilni faze axialni sken, VRT
anteriorni, VRT posteriorni. Atypické cévni zdsobeni dolni koncCetiny pomoci arteria

ischiadica (3ipka). Zila (vena femoralis) ma normalni pribéh (dvé Sipky)

U obou podrobné popsanych ptipadii nebyl atypicky prubéh cév doprovazen zadnou

dal8i mimocévni tichylkou, kromé typické anomalie skeletu pti typ III sec Pappas.

4.1.3. Radiacni zatéz u vySetfovanych pacienta s PFFD

V pribéhu mnoholetého sledovani, obvykle béhem celého détstvi, je kazdy pacient
opakované vysetiovan riiznymi zobrazovacimi metodami. Vétsinou se jedna o RTG vySetienti,
v nasem ptipadé jsme zvolili jedno vysetfeni CT. Oba postupy vyuzivaji k zobrazeni
rentgenové zafeni, proto jejich pouziti by mélo byt vzdy fadné oduvodnitelné (piesné ve
smyslu ALARA, tj. As Low As Reasonably Achievable). Vysetieni musi byt adekvatné
kvalitni snimek.

Aby bylo mozné porovnat pacienty s relativné velkym vékovym rozptylem (1-20 let),
nemocni byli rozdéleni do ¢tyt skupin podle véku dosazeného v dobé vysetieni — 1-4 let, 5-9
let, 10-14 let a nad 15 let. Pacienti nad 15 let méli davky pocitany jiz jako kategorie dospéli.
Efektivni davka byla vypoctena u RTG snimkii samostatné pro RTG panve a samostatné pro
RTG femuru. Efektivni davka z CT vySetfeni byla stanovena na zakladé tidaje sou¢inu davky

a délky (DLP) uvedeného v protokolu o vySetieni a konverznich koeficientli pro tkanové
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vahové faktory. Parametry skiagrafického a CT vySetfeni a stanovené hodnoty efektivni

davky jsou shrnuty nize (tabulka 6 a tabulka 7).

Efektivni davka (mSv)
Péanev femur
veék (rok) pocet prameér SD Pramér SD
1-4 7 0,05 0,037 0,02 0,009
5-9 8 0,06 0,036 0,03 0,021
10-14 3 0,09 0,045 0,05 0,025
>15 3 0,05 0,014 0,03 0,015

Tabulka 6 — Efektivni davka pro expozici jednoho RTG snimku, rozdéleno podle véku do Ctyt

kategorii
Efektivni
Nastaveni CT Naméiené hodnoty
davka (mSv)
vek SD |[CTDly| SD DLP SD
pocet | primér | SD | kV | mAs

(rok) (mAs) | (mGy) | (CTDI) | (mGy.cm) | (DLP)

1-4 7 4,5 2,7 | 100 | 78 34,3 4,6 2,3 102 61,0

5-9 8 3,6 1,8 | 110 | 62 27,5 3,2 1,4 122 60,9
10-14 3 4,1 1 | 110 | 74 36,6 4,4 1,6 189 45,9
>15 3 2,9 2,3 | 120 | 57 22,3 4,3 1,7 223 77,8

Tabulka 7 — Efektivni davka zafeni pro CT vysSetfeni jednim skenem (jednou helikalou),

rozdé€leno podle véku do ¢tyt kategorii

4.1.4. Histologické zmény u pacienti s PFFD

U pacienta ¢. 1, 7, 8 (tabulka 2) pievazovaly struktury chrupavkové tkané plynule
pfechazejici ve tkan vazivovou. Mezibunéénd hmota méla vSechny rysy hyalinni chrupavky,
avSak bunky nemély typické znaky lakunarnich bunck, nebot' chybé&ly charakteristické
lakunarni prostory v jejich okoli. Pouze na periférii loZiska se podatilo identifikovat ojedinélé
chondrocyty s lakunarnimi rysy. VySetfeni k prikazu relativné specifického markeru

chrupavkovych bun€k S-100 proteinu vyzn€lo pfekvapivé negativné, jak tomu byva i v
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epifyzarnich chrupavkach nedonoSenych potracenych déti kolem 22. tydne téhotenstvi.
Tvorbu kosti se podatilo prokazat pouze v drobnych okrscich uvnitt masy chrupavky, kde
byly zaznamenany ostrivky cévnaté vazivové tkané imponujici jako zaklad osifikujiciho
centra. Po obvodu tohoto centra byly patrny naznaky mineralizace chrupavky a formovani
chondrocytii v neuplné sloupce. V jejich tésném sousedstvi byly novotvorené tramce Kosti,
které vSak byly orientovany pti¢né na rozdil od klasickych osifika¢nich center.

V jiném piipad¢€ (pacient €. 3) byla vétsi resekovand ¢ast tvotena prevazné kosti, kterd
na nékterych mistech v perifernich oblastech pfechazela v méné vyzralou chrupavcitou tkan.
Kostni tkan méla prevazné lamelarni upravu. Na povrchu kostnich tramcii byly zietelné
osteoblastické lemy, sestavajici z kubickych osteoblastl s napadnou eozinofilni cytoplazmou.
Osteocyty nevykazovaly zadné zmény, jejich lakuny byly pfiméfené velké.

Ptitomnost osteoklastli svédcila pro probihajici prestavbové zmény.

Na tfad¢ mist v kostni tkani perzistovaly drobné ostie ohrani¢ené ostritvky chrupavcité
tkan¢ bez znamek probihajici enchondréalni osifikace. Nékde byl prechod kostni tkdné v
rezidua chrupavky zcela plynuly, kdy chondrocyty samostatné piezivaly v mezibunééné
hmot¢ kostniho typu. Chrupavkova tkan byla opét s protilatkami proti S-100 proteinu a alfa
aktinu hladké svaloviny negativni. V kostni tkani se misty nachazel vétsi prostor tvofeny
cévnatou vazivovou tkani, ktery ptipominal primitivni dfefiovou dutinu. Distribuce cév byla v
nékterych oblastech zcela nepravidelna event. sitovit€é zmnoZena.

Kone¢né v jednom piipadé (pacient ¢. 19 podle tabulky 2) byla zachycena pouze
spongidzni kost pfevazné lameldrni upravy s okolni tkdni vazivovou, kde nebylo mozno
identifikovat Zadné podstatné odchylky od normy. Spojeni s okolnimi strukturami vsak
nebylo mozno posoudit.

Pfi histologickém vysSetfeni odebranych vzorkd z oblasti defektu femuru nebyly nikde
nalezeny zmeény, které by svéd¢ily pro ischemické poskozeni neékteré z tkani vyskytujicich se

v dané oblasti.
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4.2. Posttraumaticky defekt chrupavky

4.2.1. Nalezy v kontrolni skupiné

4.2.1.1. Kloubni chrupavka nezménéna osteoartrézou

Ve vsech vrstvach chrupavkového krytu byl zaznamenan urcity pocet S-100 protein
pozitivnich chondrocytli. Pfiblizné¢ 20% chondrocytl povrchové vrstvy kloubni chrupavky
vykazovalo pozitivitu alfa aktinu hladké svaloviny. VétSinou se jednalo o drobné vietenité
elementy orientované dlouhou osou paralelné s kloubnim povrchem. V hlubsich vrstvach byly
alfa aktin pozitivni chondrocyty zaznamenany pouze vyjime¢né a je mozno fici, ze jejich
distribuce byla zcela nepravidelnd. Dolni vrstva chrupavky byla kalcifikovana a nasedala na

kostni platd, s nimz byla pevné spojena.

4.2.1.2. Kloubni chrupavka od pacientii s osteoartrézou

Ve vsech piipadech byly degenerativni zmény zietelné vyjadieny ve formé fibrilace ¢i
fragmentace povrchovych ¢asti chrupavky a jejiho napadného ztenceni. V oblastech s
defektem pivodniho chrupavkového krytu byly celé oblasti tvofeny vazivovou chrupavéitou
tkdni s hojnym vyskytem aktin pozitivnich bunék. Nékde bylo patrné tzv. klonalni
seskupovani chondrocytt, které byly zfetelné pozitivni v reakci k priikazu alfa aktinu hladkeé
svaloviny pii zachované pozitivit¢é S-100 proteinu. V okrscich se zachovanou normalni
strukturou se aktin pozitivni chondrocyty vyskytovaly v podstatn€é mensi mife a jejich

distribuce byla zcela nepravidelna.
4.2.2. Nalezy u pacienti s transplantaci autolognich chondrocyti

4.2.2.1. Histologické nalezy v rezidualni kloubni chrupavce z mista kloubnich defekti

V obou skupinach byly vySetfeny vzorky rezidudlni kloubni chrupavky odebrané ze
spodiny kloubniho defektu. V nékterych vzorcich byly zastizeny zbytky ptivodni hyalinni
chrupavky. Spodina defektu sestavala v téchto ptipadech z dolni vrstvy kloubni chrupavky
normalni struktury, v€etné zbytkl kalcifikované chrupavkové zony. V ostatnich ptipadech
odebrany materidl byl tvofen bunéfnou fibrozni chrupavkovou tkani s piimési plvodni
hyalinni chrupavky. V oblastech s hyalinni chrupavkou bylo mozné pozorovat zndmky

degenerativnich zmén vyskytujicich se u osteoartrozy. V takovychto piipadech byla
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zaznamenana povrchova fibrilace a fragmentace kloubni chrupavky, ve které se nachazely i
znamky tzv. klonalniho seskupovani chondrocytli v drobné uzlovité formace.

Hlavni rozdil proti normalni kloubni chrupavce spocival ve vyskytu chondrocytt
exprimujicich alfa aktin hladké svaloviny. Pfi pouZiti protilatek proti riznym isoformam S-
100 proteinu byla prokazana nejintenzivnéjsi pozitivita pii pouziti protilatky proti S-100 A6

proteinu.

4.2.2.2. Histologicka struktura skafoldd pouzitych p¥i transplantaci

Histologické vysetieni obou typt skafoldl pouzitych pfi transplantaci ukazalo zietelné
rozdily v jejich slozeni, a to jak z hlediska charakteru bunééné komponenty, tak i pokud se
jedna o strukturalni charakteristiky nosice.

Hyalograft C sestaval z fibrilarni sit¢ biomaterialu vytvoreného z esteru hyaluronové
kyseliny (obraz 25). V této siti byly zcela nepravidelné rozmistény vlastni buiiky, jejichz
koncentrace se misto od mista liSila. Drobné buiiky casto vdzané na fibrily biomaterialu
pfipominaly svym vfetenitym tvarem i expresi aktinu bunky hladké svaloviny, fibroblasty a
myofibroblasty a byly negativni v reakcich k prikazu rtiznych isoforem S-100 proteinu. Zda
se tedy, Ze tyto bunky se nejvice blizily svymi hlavnimi charakteristikami nezralym
mezenchymovym elementlim pfipominajicim nékterymi svymi rysy kmenové mezenchymové
buiikky a myofibroblasty. Proliferacni index nemohl byt stanoven, nebot” reakce s protilatkou
proti Ki67 vyznéla malo presvédciveé z ne zcela jasnych divoda. Urcitou roli pravdépodobné
sehrala delsi doba fixace nebo urcité naruseni béhem opera¢niho vykonu, kdy materidl byl

jesté mimo fixacni tekutinu.

Obraz 25 — Hyalograft C s pozitivitou alfa-smooth muscle actinu v malo diferencovanych

bunkach skafoldu s rysy myofibroblastii. ZvétSeni 100x
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Chondrograft NTC Brno byl tvofen nosi¢em sestavajicim z vlaken fibrinu a relativné
pravidelné¢ distribuovanych kulatych bunék (obraz 26), které se podobaly pomérné
diferencovanym chondrocytim. Tyto buinky exprimovaly alfa aktin hladké svaloviny.
Chondrogenni piivod buné€k potvrdily vysledky imunohistochemického vySetteni, pii kterém
byla nalezena exprese raznych isoforem  S-100 proteinu.  Nejintenzivng&jsi
imunohistochemicka reakce byla zaznamenana pii pouziti protilatky S-100 A6 proteinu.

Proliferacni index byl dosti vysoky, pohyboval se kolem 5% pfii pouziti protilatky proti Ki67.

Obraz 26 — Chondrograft NTC, FN Brno - Bohunice s relativné diferencovanymi
chondrocyty, pfipominajicimi lakunarni buiiky hyalinni chrupavky. HE 40x zvétSeni

4.2.2.3. Chrupavka nové vytvorena po transplantaci autolognich chondrocyt.

Nové vytvorena kloubni chrupavka odebrana 10 — 12 mésici po transplantaci
autolognich chondrocyti vazanych na Hyalograft C méla pfevazné hyalinni charakter (obraz
27). Distribuce chondrocytd v nové chrupavce byla vcelku rovnomérné pravidelna. VSechny
buniky byly vitdlni, nebot’ obsahovaly dobie se barvici jadra zieteln¢ ohrani¢ena proti
cytoplazmé. Kolumnarni uspotadani chondrocytti v dolni vrstvé chrupavkového krytu nebylo
vyznacené. Tento nalez svédcil pro netplnou zralost nové tvoreného chrupavkového krytu.

Nové vytvofena chrupavka obsahovala znacné mnozstvi proteoglykand, jak bylo
mozné verifikovat pii barveni alcidnovou modii a Safraninem O. Imunohistochemicky priikaz
kolagenu II vyznél rovnéZz pozitivné, piestoze byly k dispozici pouze vzorky fixované
formolem. Pfi vySetfeni v polarizovaném svétle byly pozorovany v oblastech vazivové

chrupavky nepravidelné¢ orientované svazky kolagennich fibril. Naproti tomu oblasti
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sestavajici z hyalinni chrupavky se svoji strukturou nelisily od normalni chrupavkové tkané

tohoto typu.

Obraz 27 - Relativn¢ diferencovana hyalinni chrupavka 10 mésici po transplantaci

Hyalograftu C s pfitomnosti ¢etnych lakunarnich chondrocyti. HE 200x zvétSeni

Z6ny kalcifikované chrupavky nachazejici se v tésném sousedstvi kostniho platé byly
rovnéz inkompletné¢ vytvoreny. Ve vSech biopsiich bylo v§ak mozné pozorovat perfektni
integraci chrupavky do kosti. V subchondralni kosti byly zaznamenany znamky probihajici
remodelace, pro coz svédc¢ila piitomnost osteoklastll, pozitivnich v reakci k prikkazu CD68 a
vyskyt osteoblastickych lemtl na povrchu kostnich tramci.

V oblastech s prevazujici vazivovou chrupavkou vétSina chondrocytli obsahovala v
cytoplazmé alfa aktin hladké svaloviny a byla S-100 protein pozitivni. VSechny ostatni
imunohistochemické reakce, jako reakce k prukazu CD34, desminu a svalového specifického
aktinu vyznély negativne.

Ve dvou piipadech byl zaznamenan neobvykly nalez reprezentovany fokalni
akumulaci makrofagi s napadné modie se barvici cytoplazmou, které byly pozorovany jak
mezi bunkami nové vytvofené chrupavky, tak i v intertraberkularnich prostorach
subchondralni kosti. Domnivame se, ze makrofagy obsahovaly ve své cytoplazmé zbytky
fagocytovaného fibrilarntho materidlu nosice, ktery sestdval z vldken esteru kyseliny
hyaluronové. Svédcilo by pro to naSe zjisténi, Ze cytoplazma téchto bunék se zietelné zbarvila
v reakcei s alcidnovou modfi.

Nalezy po transplantaci Chondrograftu NTC byly verifikovany u vSech pacientd pii

vysetieni bioptickych vzorkli odebranych béhem druhého artroskopického vySetfeni. V
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pruméru se chrupavka jevila o néco vice vyzrald a byla pievazné tvofena lakunarnimi
buitkami na rozdil od prvni skupiny pacientd. Vazivova chrupavka se vyskytovala pouze v
malych oblastech bioptickych vzorki. Vysledky vySetieni k prikazu alfa aktinu hladké
svaloviny a S-100 proteinu byly podobné jako u prvni skupiny, t.j. alfa aktin pozitivni
chondrocyty se vyskytovaly pievazné v oblastech s vazivovou chrupavkou a S-100 protein

byl pozitivni ve vétSin€ bunék.

4.2.2.4. RT-PCR analyza

Pii RT-PCR analyze byl detekovan ve vSech vySetfenych vzorcich alfa aktin hladké
svaloviny a beta a gamma aktin. Tim byly ovéteny vysledky imunohistochemického vysetieni
prokazujici alfa aktin hladké svaloviny v chondrocytech v normalni chrupavce i v chrupavce

poskozené.

4.2.3. Prehled soucasnych zobrazovacich metod pri diagnostice defektii

kloubni chrupavky

Vysetieni kolenniho kloubu pomoci radiodiagnostickych zobrazovacich metod lze
zajistit vice zplsoby. Zakladnim vySetfenim je RTG snimek v AP a bo¢né projekci. Na tomto
snimku se dobfe zobrazi anatomické postaveni skeletu kolenniho kloubu, $ite kloubni Stérbiny
I subchondralni kostni zmény, zejména sklerotizace ¢i reaktivni pseudocysty. Na kloubnich
plochach 1 v jejich okoli je mozné zachytit degenerativni zmény. Bliz§i hodnoceni mékkych
tkani v okoli kloubu stejné jako kloubni chrupavky vSak neni mozné.

CT nativni vySetfeni umozni ptesnéj§i zhodnoceni postizeni skeletu kolena, detailng;si
zmény struktury a miize jiz ukézat zmnozenou kolekcei tekutiny v okoli ¢i pfimo v kolennim
kloubu. Z hrubych dat u MDCT pfistroji lze piepocitat vSechny pozadované roviny.
Degenerativni zmény skeletu a jeho okoli 1ze dobte hodnotit. BliZ§i hodnoceni mékkych tkani
v okoli kloubu je vSak mozné jen orientacné. Tato metoda pfili§ neumozniuje ani hodnoceni
nitrokloubnich struktur zejména meniskt, vazt a kloubni chrupavky.

Ultrazvukové vySetieni umoziiuje posoudit mnozstvi tekutiny v kloubu a jeho okoli.
Me¢kké tkan€ 1 chrupavka kloubni je pomérmé dobie identifikovatelna, 1ze hodnotit i zmény
Vv jeji tloustce. Skelet vSak ultrazvukovym vySetfenim nelze blize posoudit, nebot’ ultrazvuk
se od kosti odrazi a neumoznuje ukazat reaktivni zmény uvnitf skeletu. Dalsi nevyhodou
ultrasonografického vysetieni je jeho nizkd zpétna reprodukovatelnost, kdy posuzovani zmén

je vyrazné¢ subjektivni a hodnoceni musi provadét velmi erudovany Iékar.
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Magneticka rezonance je vybornou metodou zobrazujici klouby obecné. Kromé
dobrého rozliSeni a moznosti zobrazeni v libovolnych rovinach vyuzivd i1 vyrazného
tkaniového kontrastu, ktery se méni v zavislosti na pouzité sekvenci. Vhodné zvolenymi
sekvencemi je mozné zobrazit mekké tkan¢ vcetné nitrokloubnich struktur, jako jsou vazy,
menisky a kloubni chrupavky. Zaroven Ize sledovat charakter skeletu véetné subchondralnich
reaktivnich zmén. MR umoziiuje dobrou i zpétnou reprodukovatelnost vysledki. Jeji
nevyhodou krom¢ znamych kontraindikaci jsou artefakty z kovili, pokud bylo vysetfované
misto jiz operovano. Nelze pominout ani pohybové artefakty. U nékterych pacienti mtize byt
negativné vnimana i1 délka vySetfeni, nebot’ bézné vysetieni trvd 15-20 minut a udrzet bolavé

koleno ve strnulé nehybné poloze miize byt obtizné.

4.2.4. Nalezy defektii chrupavky zachycené na MR obrazech

Dve¢ tretiny defektt chrupavky byly u naSich pacientii na mediadlnim kondylu femuru,
jedna tfetina na jeho lateralnim kondylu. Defekt se projevuje na PD a zejména na T2 trufi3d
sekvenci jako prouzek vysSSiho signdlu — svétlejSi na snimku — neZz okolni nepostizena
chrupavka. Vyska chrupavky v misté defektu byva bud’ snizend nebo dokonce chrupavka
zcela mizi. Pfi vymizeni chrupavky se objevuje subchondralné reaktivni kostni edém, ktery
ukazuje na sekvencich se saturaci tuku zvyseni signalu v skeletu (obraz 28).

Po autogenni transplantaci vykultivované chrupavky se nachazi na MR obrazech
signdlovy obraz podobny jizevnaté tkdni pfipadné€ i s obrazem struktur subchondralni kosti.
Obraz transplantatu je bez signalovych zmén ukazujicich prosdknuti vodou. Tento néalez do
jisté miry odpovidd histologické struktute transplantatu, kde chondrocyty jsou uloZeny
Vv matrix fibrilarni sit€ esteru kyseliny hyaluronové, pfipadné¢ mezi vlakny fibrinu. Proto se
Vv obou druzich kultur pfitomnost transplantatu jevi jako hyposignélni pruh na T2 sekvencich a
isosignalni pruh stejny jako skelet na T1 sekvenci (obraz 29).

Porovnanim transplantatu po ctyfech letech bylo shleddno, Ze transplantdt nezmeénil
sviyj charakter ani velikost a u vSech vySetfenych pacientii byl dobfe funkéni, uloZzeny na svém
misté. U péti pacientli nebyl pifi operaci defekt transplantatem zcela ptekryty, presto pfi
kontrole nejevil zndmky zvétSeni. NejspiSe 1 v misté ponechaného defektu transplantat
zastoupil funkci chrupavky.

VétsSina kolennich kloubl vykazovala degenerativni zmény, které se projevovaly
pfiostienim a navalky na okrajich kondylii femuru i tibie. U jedendcti pacientd byla pfitomna

1éze menisku a u deviti pacientd byl kolenni kloub jiz oSetfen operacné v piedchozim obdobi
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plastikou pfedniho zktizené¢ho vazu. Tomu odpovida i mechanismus, kdy traumaticka udalost
poskodi na prvnim misté predni zkfizeny vaz. Tento vaz musi byt pro zajisténi stability
kolenniho kloubu nahrazen a teprve s odstupem doby se vyvine chondromalacie smétujici az

k tplnému defektu kloubni chrupavky.

Obraz 28, 29 — MR koronarni sken kolene, PD sekvence. Na medialnim kondylu femuru se

nachazi reaktivni sklerotizace subchondralné pti chondromalacii chrupavky (Sipka), ktera se
zobrazuje lehce vys$$im signalem. VySetfeno pted transplantaci. Na kontrole po 4 letech od
transplantace je patrny typicky nalez transplantatu dobfe umistény v misté chondromalacie
(Sipka).
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5. Diskuse

5.1. PFFD

Sestavy pacientd s PFFD publikované ve svétovém pisemnictvi zahrnuji nékolik
desitek pozorovani - Gillepsie referoval o 69 pacientech, Hillmann sledoval 49 a Lange 42
pacientt (Gillespie R., 1998, Hillmann J.S. et al, 1987, Lange D.R. et al., 1978). Podle nam

dostupnych informaci je nds soubor 21 pacientll podle Cetnosti na ¢tvrtém miste.

5.1.1. Klinicky nalez a priibéh

Kongenitalni defekt femuru je ndpadny hned po narozeni, hypoplazie se odkryje az
béhem rustu. U typickych a nejcastéji se vyskytujicich defektt (Pappas II, 111, 1V) je stehno
kratké, masivni, nozka postizené strany stoji ¢asto v urovni protilehlého kolena nebo konéi v
urovni proximalniho bérce (Dungl P. et al., 2005). Koncetina je v abdukci, zevni rotaci a flexi
v ky¢li. Koleno byva ve flexi, dokonce lze najit kontraktury jak v koleni, tak v postizeném
ky¢li. Casto je patrné chybéni fibularniho paprsku nohy, chodidlo je ve valgdznim postaveni.
Klinickym vySetfenim kolena lze ur€it predozadni nestabilitu, teleskopickym manévrem pak
nestabilitu v oblasti ky¢elniho kloubu (Taylor B.C., 2009).

Dité se vétSinou vyviji uspokojive, zadina se stavét v normalni dob¢, ale pro defekt
koncetiny neni schopno chize. Nauci-li se chodit spontanné pii velkém rozdilu délek
koncetin, ma chiize ¢asto bizarni charakter (Murray R.O. et al., 2008). V naSich podminkach
jsou déti jiz od prvniho roku v€ku opatifeny ortoprotézou. Zkrat se postupné zvétSuje, bez
1é€eni se na konci riistového obdobi pohybuje mezi Scm u typu IX az po 40cm u typt II a I11.
Nestabilita proximalniho konce femuru ztéZuje protetické oSetfeni a lokomoci pacientt,
tryznivé Utrapy plsobi Gporné pyodermie z trvalého noSeni protézy pii teleskopickém pohybu
koncetiny (Dungl P. et al., 2005). Kvalita zivota jedincti s PFFD zavaznych typu je velmi

negativné€ ovlivnéna.

5.1.2. Diferencialni diagnostika
V diferencialni diagnostice je nutné vyloucit vrozenou dysplazii kycle, jejiz zejména
téz8i formy mohou napodobovat PFFD, pokud je soucasné¢ dislokovana hlavice femuru. I zde

mize dochazet K opozdéné osifikaci jadérka hlavice femuru. Dolni koncetina muze byt
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zkracena. VétSinou vSak délka diafyzy femuru byva normalni, fyziologicka (Hillmann J.S. et
al., 1987).

Traumaticka epifyzeolyza hlavice femuru mize byt pfitomna u novorozenct. Hlavnim
poznavacim znakem proti PFFD je edém v epifyze femuru piipadné i edém v okoli mekkych
tkani proximalniho stehna. Edém skeletu Ize velmi dobfe diagnostikovat na MR (Maldjian C.
et al., 2007).

Kongenitalné zkraceny femur je samostatnd jednotka, kdy sice mohou byt pfitomna
coxa vara, ale nelze zde najit abnormality v oblasti acetabula, hlavice ¢i krc¢ku femuru
(Westberry D.E. et al., 2009).

Meningokokova sepse v Casném détstvi mize zpusobit embolické epizody, které se
mohou projevit jako ischemie skeletu postihujici i proximélni femur. Casto se zde pak najde
fragmentovand, deformovand hlavice femuru pifipadn€ 1 kréek. Dochazi ke zkraceni kycle.
Vzhledem Kk tomu, Ze sepse postihuje cely organismus, jsou septické emboly a jejich projevy

patrné i jinde v organismu, ¢asto i v jinych organech (Manaster B.J. et al., 2010).

5.1.3. Terapie

Management PFFD potiebuje vzdy multidisciplinarni tym slozeny z pediatra,
ortopeda, protetika a fyzioterapeuta. Cilem terapie PFFD je kompenzace funk¢éniho deficitu.
Vzhledem k tomu, ze PFFD ptedstavuje Siroké spektrum vyvojovych poruch femuru, je i
terapie u kazdého jednotlivého piipadu odlisna. Ke kazdému pacientovi je proto nezbytny
pfisné individualni pfistup. Pfipadné kosmetické hledisko je mozZné fesit az ve druhé dobé, ne
vzdy se vSak dosdhne zcela uspokojivych vysledki.

Na prvnim misté musi terapie feSit zkracenou délku femuru. Méné zietelné, avSak
stejné dilezité je 1 zajisténi uspokojivé funkce kycle. Kycel byva obvykle flektovana a zevné
rotovana, koleno ziistava flektované, postiZzena noha se tak dostava pied osu téla. U vétSiny
PFFD je riznym zplisobem postizena muskulatura kycle. Tyto propozice vedou k piesunu
Koleno pod defektem miva variabilni nestabilitu. Samotna noha variruje ve své funkci podle
doprovodnych deficienci v oblasti bérce a nohy.

Konzervativni 1écba spociva v protetické péci. Zkraty do 5-7 cm je mozno feSit
upravou obuvi, vétsi zkraty ortézou s vlozenou botou, ortoprotézou. Jelikoz zkrat miize
dosahnout v dospélosti i vice nez 40 cm a proximalni stabilita koncetiny dand funkénim

kycelnim kloubem chybi, slouzi jako proximalni opora kost sedaci (Bochmann D., 1980).
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Operacni 1éceni je svizelné. Prvni ortopedickd operace se neprovadi diive nez ve véku
tii let, kdy lze jiz relativné pfesné urcit povahu a typ PFFD. Na prvnim misté se sleduje
stabilita pfipadné nestabilita postizené kycle a dale pohyblivost hlavice umisténé v acetabulu.
U stabilniho kyc¢elniho kloubu je indikovana postupnd prolongace, kterd ma vsak také sva
specifika. VZdy je nutné posoudit relativni zkrat proti zdravé koncetiné a moznost prodlouzeni
koncetiny. Obvykle nelze provést delsi elongaci nez 20 cm (Griffith S.I., 2006), ackoliv
Dungl uvadi az 40 cm (Dungl P. et al., 2005). Vétsinou se prolongace provadi metodami dle
Ilizareva u vysSich typu sec. Pappas — typ IV — IX. (Aston W.J. et al., 2009, Grill F., Dungl P.,
1991, Herzenberg J.E. et al., 2010). Sou¢asn¢ se na nepostizené koncetiné musi vhodné
naplanovat jeji relativni zkréacent, které se provadi epifyzeodézou.

Kortikotomie se provadi v distalni tfetin¢ femuru, protoze v proximalni tietin¢ diafyzy
byva kortikalis skleroticky zménéna. Hlavice, kterd je u vétSiny typti vhodnych k prolongaci
hypoplasticka, je vétSinou V retroverzi a spolu s hypoplazii acetabula mize vést k zadni
luxaci. Koleno byva v dusledku aplazie zktizenych vazi nestabilni a béhem prolongace muize
rovnéz subluxovat. Jsou-li soucasné pfitomna coxa vara jako u typu VII, je prvnim krokem v
terapii valgiza¢ni osteotomie (Goddard N.J. et al., 1995).

Pokud se nachazi epifyza hlavice v hypoplastickém acetabulu, které byva strmé, byva

prvnim krokem v terapii Salterova osteotomie panve. Ta v pfipad€ soucasn¢ho nélezu s coxa
vara je uprednostiovana. U PFFD se oba tyto vykony — Salterova osteotomie 1 valgizacni
Vv piipadé¢ snahy urychlit terapii nemusely mit dobry efekt (Hall J.E., Bochmann D., 1969).
U typt s defektnim pakloubem proximalniho femuru (Pappas II, IlI, IV) je terapie vubec
pfiméfené kratSi koncetiny jsou vSak po téchto vykonech mizivé. Ve 30. letech dvacatého
stoleti byla navrZzena Van Nessem tzv. rota¢ni plastika, kterd naSla své pfiznivce v
onkologické ortopedii po resekci nadorti v oblasti kolena (Van Ness C.P., 1950). Po
provedené rotacni plastice se hlezno obrati o 180° a funguje jako kolenni kloub, ktery se
vétSinou fixuje artrodézou (Kritter A.E., 1977). Ackoliv jsou vysledky s rota¢ni plastikou
uspokojivé, nevyhodou je velmi neobvykly vzhled koncetiny, prsty nohy je nutné odstranit
pro lepsi uchyceni protézy. Z tohoto diivodu vSak u pacienta klesd vnimani pozice dolni
koncetiny.

U kongenitalniho pakloubu femuru se rotacni plastiky docili artrodézou mezi zbytkem
femuru a panvi. Koncetina se rotuje o 180° tak, aby koleno slouzilo jako kycel a hlezno jako

koleno. Dnes se tato metoda v obdobné podobé nazyva ,.knee for hip* operaci, nékdy také
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jako King II. Funkéni vysledky jsou piijatelné, kosmeticky nepfijatelny je bizarni vzhled
koncetiny. Operace neni piili§ rozsifena, nejvhodnéjsi je na typ I piipadné Il sec. Pappas
(Steel H.H. et al., 1987, King R.E., 1973, Aitken G.T., 1959, Alman B.A. et al., 1995).

Pokud je zachovala osifikovana epifyza hlavice femuru, i kdyz byva mensi velikosti a
je prokazatelné mobilni v acetabulu, provadi se rekonstrukce pseudoartrézy (PA
rekonstrukce), pii které se chrupavdita tkan vytne a diafyza femuru se spojuje s epifyzou
hlavice. Takové spojeni sice posune dlouhou osu koncetiny medialné k télu, ale u vétSiny
pacientl s timto druhem 1éEby se dosahuje velmi dobrého efektu (Kostuik J.P. et al. 1975,
King R.E., 1965).

Terapeuticky postup, ktery trva s piestavkami celé détstvi a je rozdelen na jednotlivé

kroky, 1ze shrnout v Sesti etapach (tabulka 8).

Etapa Vykon
Diagndza, ve 3 letech véku longitudinalni distrakce unilateralnim
L pelvifemoralnim fixatorem
2. Resekce pakloubu, napojeni hlavice na diafyzu
Postupna prolongace ramovym zevnim fixatorem v systému pelvifemoralni
3 distrakce se stabilizaci kycelniho kloubu
4. Korek¢ni vykony na bérci, prolongace bérce, subtalarni déza
o. Kontralateralni trvala epifyzeodéza, finalni prolongace postizené koncetiny
6. Odstranéni jizev, plastické vykony

Tabulka 8 — Rozd¢leni 1é¢by pacient s PFFD do Sesti etap

V 1. roce je snaha oziejmit vyvoj kycelniho kloubu a zhotovit prozatimni bércovou
ortoprotézu, ve které se dit€ nauci vétSinou dobie chodit. Ve 3 letech za¢ina vlastni operacni
lécba. Nejprve se pelvifemoralni zevni fixaci stdhne proximalni konec diafyzy pod uroven
kycelniho kloubu (1. etapa), poté nasleduje napojeni diafyzy na hlavici a resekce pakloubu (2.
etapa). Po zhojeni se ponechd dité chodit s ortoprotézou a kolem 5. roku véku se zahaji
postupna prolongace v pelvifemoralnim systému k prevenci poSkozeni hlavice ¢i jeji luxace
(3. etapa). Po ukonceni prodluzovani asi po 300 dnech je aparat odstranén a regenerat zajistén
proti kontrakci silnym Kirschnerovym dratem nebo subkutanni tizkou dlahou. Prolongace

Vv této dobé muze dosahnout 1 vice nez 100 % piavodni délky femuru. V dalSim obdobi se
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odstranuji piidruzené deformity, jako valgozni hlezno supramaleolarni osteotomii, prodluzuje
se bérec asi 0 20 % délky a stabilizuje Se noha event. subtalarni dézou (4. etapa). Prodlouzeny
femur zaostava v rustu, proto je kolem 9. roku véku potiebna dalsi prolongace (asi o 7 az 10
cm) a po dosazeni télesné vysky 150 cm je indikovana epifyzeodéza kolem zdravého kolena
na druhostranné konceting (5. etapa). Po ukonceni rtstu je tieba zejména u dévcat odstranit
rozsahlé jizvy, vytvorit pfirozené kozni ryhy jako genitofemoralni a gluteofemoralni a uvolnit
podle moznosti pohyb kolena (6. etapa).

Typy I, Va VI jsou velmi vzacné a vyzaduji individualni feSeni podle nalezu
(Gillespie R., 1998, Goddard N.J., 1995).

Nékdy je nutné pro lepsi uchyceni a pouzivani protézy caste¢né amputovat nohu
(Panting A.L, Williams P.F., 1978). Amputace mohou byt podkolenni a nadkolenni. Pfi
rozhodnuti pro amputaci je vhodné ji provést v co nejniz§im véku, kdy ma dité pfirozenou
potiebu se samo stavét a kdy je schopné 1€pe se prizpusobit nastalé situaci. Pokud maji rodice
dité¢te moznost vidét pozitivni vysledky u jinych postizenych déti, souhlas k amputaci ud¢€li
daleko snadnéji (Epps C.H., 1983). Soucasné nizsi vék ditéte umozni lepsi adaptibilitu na
nastalou situaci nejen na Urovni pohybové, ale také psychologické.

V ptipadech podkolenni amputace se provadi bud’ dysartikulace v hleznu nebo castéji
amputace nohy se zachovanim casti ¢i celého kalkanea, ktery je fuzovan k distalni epifyze
tibie. Takto vytvoreny segment je stabilni a s dobfe rekonstruovanou patou z mékkych tkani
umoznuje uspokojivé pouziti protézy (Richardson E.G., Rambach B.E., 1979).

Artrodéza kolena mizZe v nékterych pfipadech posilit stabilitu koncetiny. Zejména
pokud je koleno hypoplastické a nestabilni, nahrada kolenniho kloubu protézou umozni lepsi
funkci dolni koncetiny (Bevan-Thomas W.H., Millar E.A., 1967).

Jak jsme jiz uvedli v uvodni kapitole, hojné pisemnictvi, vénované problematice
PFFD, se zabyva témét vyluéné charakteristikou skeletalnich struktur (Goldman A.B. et al.,
1978). Studie, v§imajici si i zmén mekkych tkani jsou ojedinélé (Pirani S. et al., 1991) a tykaji
se okolnich svalovych skupin. Sami jsme jako prvni ve svétovém pisemnictvi zaznamenali u
svych dvou nemocnych abnormalni vaskularizaci v postizené oblasti (Horak M. et al., 2007,
Horak M. et al., 2008, Chomiak J. et al., 2009). V diskusi se proto podrobngji vénujeme této

problematice.
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5.1.4. Cévni zasobeni a jeho anomalie

Dftive publikované sestavy nevénuji Zadnou pozornost piipadnym cévnim anomaliim
(Goldman A.B. et al., 1978). Pokud jsou zaznamenany sou¢asné zmény mekkych tkani, tykaji
se pouze okolnich svala (Pirani S. et al., 1991).

Nase studie jako prvni pfinasi doklad, ze zmény skeletu pii PFFD byvaji soucasné
doprovazeny 1 tichylkami cévniho zasobeni. Potvrzuje tak piredpoklad komplexnosti zasahu do
vyvoje dolni koncCetiny. Diagnostikovali jsme zmenSeni priméru i délky cév v porovnani
S nepostizenou stranou i jiné ulozeni bifurkace hlavni tepny (AFC ¢i dokonce AIC). Atypicky
cévni prubéh jsme pozorovali u dvou z osmi vysetfenych ptipadt PFFD typ III sec. Pappas
(Aitken C). U téchto dvou pacientl hlavni zasobujici tepnou pro dolni koncetinu byla arteria
comitans nervi ischiadici, jejiz oznaCeni jako arteria ischiadica je v souladu s udaji
v pisemnictvi (Warwick R. et al., 1973, Standring S. et al., 2005, Cihak R. et al., 1997). Tato
tepna odstupovala z arteria iliaca interna, postupovala jako vétev arteria glutea inferior a
pokracovala déale k bérci jako arteria poplitea. Femoralni fecisté mélo nevelké povodi,
odpovidajici krevnimu zasobeni pouze casti svalli zmenSeného stehna a oblasti vrozené¢ho
pakloubu.

NaSe vySetfeni neprokazalo anastomézy mezi arteria glutea inferior ¢i arteria
ischiadica s arteria femoralis superficialis nebo profunda, jaké jsou v pisemnictvi popisovany
u nekterych patologickych stavii, spojenych s chronickou ischemii dolni koncetiny (Warwick
R. etal., 1973, Krajina A., 1999, Standring S. et al., 2005).

Sife priméru tepen byla piimo umérna stupni postizeni. Vyraznéji ziizené tepny jsme
diagnostikovali u typt I — IV sec. Pappas. U typa VII — IX sec. Pappas byly arterie jen
nepatrné zuzZené, coz zcela odpovidalo objemu krvi zasobované tkang. U téZSich forem je
vyrazna redukce celého stehna, zatimco u mirnych forem je objem vaskularizované oblasti na
obou dolnich koncetindch obdobny.

U typu PFFD | — IV sec. Pappas a jednoho pacienta typu VII sec. Pappas byla
bifurkace AFC ulozena proximaln€ji nez na nepostizené stran€¢ a nejproximalnéji
lokalizovanou bifurkaci AFC jsme zastihli nad trovni tfiselného vazu. U ostatnich pacientt se
bifurkace AFC nachazela v tirovni nepostizené strany, pfipadné paradoxné jesté distalnéji nez
na zdravé kontralateralni koncetin€. U proximalné ulozenych bifurkaci 1ze ptredpokladat
celkovy zkrat cév, zmény opacnym smérem, byt relativné malé, nelze objektivné objasnit.
Domnivame se, Ze se jednd o varietu, kterd se vSak v naSem souboru vyskytla relativné ¢asto

(3 z21 pripadi) a ve vztahu pouze k mirnym formam typu VII — IX sec. Pappas je pomér
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jeste vyssi (3 z 10 pripadi). Obdobné cévni variety jsou popisované i v literatufe (Warwick R.
etal., 1973).

Vysvétleni pro anomalii cévniho zasobeni lze hledat v ontogenezi. Vsichni niZsi savci
maji jako hlavni tepnu zasobujici dolni konéetinu pravé arteria ischiadica (Cihak R. et al.,
1997), teprve u vyssSich savcu se stala hlavni zasobujici tepnou arteria femoralis. U lidi byly
popsany vzacné piipady cévniho zdsobeni normdalni dolni koncetiny cestou arteria iliaca
interna, arteria glutea inferior, arteria ischiadica (Standring S. et al., 2005). N¢kdy byly
pritomny rtizné formy anastoméz mezi femoralni a ischiadickou tepnou, piipadné obé
dominantni tepny pokracovaly na bérec a zasobovaly pfislusné oblasti kazda ve svém povodi
(Anton C.G. et al., 1999, Senior H.D., 1919). U pacientt s chronickou cévni nedostate¢nosti a
aterosklerdzou byla v pisemnictvi zaznamenana sekundarné hypertrofovana arteria ischiadica,
nebot’ pfi pozvolném uzavéru AIC, AIE, AFC ptipadné AFS cévni zasobeni pfislusné oblasti
je zajistovano jinou moznou cestou — cestou All, AGI a arteria ischiadica (Krajina A., 1999).

U dvou sledovanych pacientti (pacient ¢. 2 a €. 3 V tabulce ¢. 5) s anomalnim cévnim
zasobenim se po bifurkaci AFC lateralni tepna stava AFP a zéasobuje oblast pakloubu a
vybranych svalovych skupin, zejména musculus quadriceps femoris, pfipadné i musculus
biceps femoris. Medidln€ odstupujici tepna se stdvd AFS a zasobuje zejména svaly
adduktorové skupiny stehna. Ob¢ tepny prakticky kon¢i nad kolenni §térbinou, pouze AFS u
pacienta €. 3 pifesahuje pod kolenni Stérbinu v rozsahu hypertrofického musculus sartorius.
Zadna z femoralnich tepen, AFS ani AFP, nepokracuje na bérec a dale na nohu a hlavni cévni
zasobeni zajiStuje arteria ischiadica. Tento ndlez nejspiSe odpovida pretrvdvani u cévniho
zasobeni dolni koncetiny v embryonalnim obdobi (Senior H.D., 1919). Embryonalni cévni
zasobeni dolni koncetiny je nejdiive zprostiedkovano primitivni tepnou, tzv. axialni arterii
(Warwick R. et al., 1973, Standring S. et al., 2005, Senior H.D., 1919), jez sméfuje dorsalné a
pokracuje jako arteria ischiadica a dale jako arteria poplitea s vétvemi dosahujicimi aZ na
nohu. Toto usporadani je pfitomné kolem 4. tydne gestace, AIE se objevuje az v 5. tydnu.
Béhem 5. azZ 6. tydne se d€li na ventrokranidlni arteria epigastrica inferior a na ventromedidlni
arteria femoralis, sméfujici na stehno. V 7. tydnu gestace se arteria femoralis déli na medialni
a lateralni vétev. Medialni vétev postupné anastomoézuje s arteria ischiadica a tim se arteria
femoralis zacne podilet na cévnim zésobeni dolni koncetiny. Jiz v 8. tydnu gestace presahne
kalibr femoralni tepny pramér tepny ischiadické. V této dobé dochazi také k diferenciaci
jednotlivych svali. Na konci 8. tydne gestace se preruSuje kontinuita arterie ischiadica a od
této chvile je dolni koncetina pod trovni kolena zasobena krvi jen cestou arteria femoralis.

Embryonalni axialni arterie a arteria ischiadica dale perzistuji jako arteria glutea inferior,
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respektive jako tenkéd arteria comitans nervi ischiadici koncici na stehn¢ dorsaln¢ (Warwick R.
etal., 1973, Standring S. et al., 2005).

Z popisu vyvoje cévniho zasobeni embrya je ziejmé, ze kriticky ¢as na propojeni mezi
femoralni a ischiadickou tepnou je okolo 6. az 7. tydne gestace. Pokud se v této dob¢ arteria
femoralis nespoji svoji medialni vétvi s arteria ischiadica, pretrva arteria ischiadica jako
dominantni tepna zasobujici dolni koncetinu.

Ptitomnost cévnich anomadlii u PFFD svéd¢i pro komplexnost vyvojovych zmén.
Samotné PFFD zahrnuje nejen defekty kycelniho kloubu, proximalniho femuru, panve a
acetabula, ale také doprovodné zmeény patelly, zkfizenych vazl kolene, femoralnich kondyld,
fibuly a nohy (Sorge G. et al., 1995). Opravnéné lze proto predpokladat, ze zmény mohou
postihovat i struktury svalti, cév a nerv.

Z literatury je znamo, Zze dominantni arteria ischiadica je velice vzacnym nalezem
(Standring S. et al., 2005). Prevalence PFFD v populaci je asi 2 ptipady na 100 000 obyvatel
(Oppenheim W.L. et al., 1998, Standring S. et al., 2005). V nasi sestavé jsme diagnostikovali
dva ptipady z 21 pacientii a domnivame se, ze ptitomnost cévnich zmén u PFFD bude mit
vyssi frekvenci nez v bézné populaci. U kazdého nového pacienta zejména s t€z8§imi formami
PFFD typu | — IV sec. Pappas je nutné orientovat vySetfeni 1 na moZnou pfitomnost cévni
anomalie.

Cévni variety mensiho rozsahu, pfitomné u témét vSech naSich pacienti s PFFD,

nemaji vliv na zménu strategie terapie vcetné chirurgické lécby. U dvou naSich detailné
popsanych ptipadl (pacient €. 2 a 3), musi chirurg velmi pec¢livé napldnovat postup a zejména
chirurgicky pfistup pii jakémkoliv provadéném vykonu na proximalnim femuru ¢i kyc¢li (napf.
PA rekonstrukce nebo ,knee for hip“ operace). Kazdy zasah chirurga vyzaduje velkou
obezfetnost, aby nedoslo k naruSeni krevniho z4sobeni postizené koncetiny (Chomiak J. et al.,
2009).
Na moznost atypického prabehu cév je nutné myslet i pii pouziti vysoké sadrové spiky ¢i pfi
vytvateni riznych protetickych a ortotickych pomtcek. Pomtcka totiz musi respektovat cévni
uloZzeni a nevyvolavat chronické tlakové zmény, které by zhorSovaly krevni zasobeni
koncetiny. ProtoZe ani v jednom nasem piipadé se nevytvofily vyraznéj$i anastomdzy mezi
feCiStém arteria ischiadica a arteria femoralis, pfi poSkozeni dominantni tepny je vyrazné
riziko vzniku zédvaZznych poruch v jejim povodi.

Vizualizace cév pouzitim CTAG je velmi uspokojivou metodou, kdy Sife cévy okolo
0,5 mm je dobfe hodnotitelnd. Pti predpokladu, Ze rozliSovaci schopnost se bude v dalSich

letech dale zvySovat, lze ptedpokladdat postupné rozliSeni Sife cév minimélné¢ do 0,3 mm
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piipadné¢ 0,2 mm. CTAG vsSak nezobrazuje jen cévy, ale po aplikaci kontrastni latky
intravenozné se pomérn¢ dobfe zobrazuji i svaly, zejména pifi pouziti softwari k odstranéni
kosti z vySetieného objemu dat pacienta. Vysetfeni pomoci CT je velmi rychlé a jednoduché a
jeho trvani bézné nepiesahuje 10 minut. Samotny sken CTAG trva podle velikosti pacienta 3
az 7 sekund. Na nejnovéjsim CT pfistroji, ktery ma nase pracovisté nyni k dispozici, lze jiz
vysetfit oblast panve a dolnich koncetin u déti ve stejné ¢i dokonce lepsi kvalité béhem 1 ¢i 2
sekund. Pfi vySetfenich v trvani jen nékolika sekund neni ani u pomérné malych déti nutné
pouzivat anestezii, zejména pokud se pro vySetfované déti navodi pfijemnd pratelska
atmosféra. Podle vlastni zkuSenosti 1ze ptatelskou atmosférou i formou urcité hry ptimét ke
spolupraci a provést CT vysetieni bez anestezie asi u jedné poloviny déti ve véku 3 az 6 let a

u veétsiny deti starsSich. Déti do 3 let je vSak lepsi vySettit v kratké celkové anestezii.

5.1.5. Radiaéni zatéZ a mozné alternativni postupy

Nevyhodou CTAG a viibec vysetfovani pomoci CT je radiacni zatéz. 1 kdyz tato zatéz
se s modernizaci CT pfistroji vyrazné sniZzuje, podstatou vySetfeni zistadva pouZiti
rentgenového zareni. Kazda generace CT pfichazi s vykonnéjSimi detektory, s rychlejSim
nabérem dat, s kvalitngjSimi rekonstrukénimi algoritmy (nové€ iterativni rekonstrukce),
S riznymi prvky zamezujicimi neefektivnimu pfezafovani a s dal$imi inovativnimi postupy
véetné optimalizace softwarti. Pfes vSechna tato vylepSeni vS§ak nutno velmi peclivé zvaZzovat
indikaci k tomuto vySetfeni. Podle naseho nézoru piinos informaci z CT vcetné¢ CTAG
vySetieni prevysSuje doprovodnou radiacni zatéz. Piesné prostorové posouzeni PFFD zmén i
informace o stavu cévniho fec€iSt€¢ umoznuji najit pro kazdého pacienta nejvhodné;si
terapeutickou metodu. Pfi bézném postupu u kazdého pacienta velké mnoZzstvi kontrolnich
RTG snimkl ziskanych pfed zahdjenim terapie a v jejim prib&hu predstavuje také
nezanedbatelnou radiacni zatéz. Pokud pred zacatkem 1éCby se misto nékolika RTG snimki
provede CT vySetieni, radiacni zat€z je vysSi zhruba 10x, ale informacni hodnota CT
vySetfeni miize byt jest¢ daleko vysSi. Svéd¢i pro to ndS prikaz ptfitomnosti drobné
osifikované epifyzy hlavice v acetabulu pii CT vySetfeni, kterou v riznych projekcich
opakované RTG snimky nedokazaly rozpoznat (pacient ¢. 4). V tomto piipadé vSak nebylo
mozné planovanou operaci pozmeénit, nebot’ epifyza hlavice byla k acetabulu pevné fixovana
kostnim mustkem. Lze vSak piedpokladat, ze pti podobném nalezu u pacientt s volné¢ mobilni
epifyzou se operacni postup naplanovany pouze na zdkladé RTG obrazu po uptesnujicim CT

vySetifeni mtize pfiméfen¢ modifikovat.
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Ur¢itou nevyhodou CT mitize byt horsi zobrazeni nervovych struktur. Silné nervy, jako
je nervus ischiadicus, se jevi jako nesytici se pruh probihajici v kanalu mezi svaly. Peclivym
hodnocenim na tenkych fezech je vS§ak mozné nerv a jeho pribéh spravné identifikovat.

Alternativou k CTAG vySetieni pro eliminaci radia¢ni zatéze by mohlo byt pouziti UZ
a MR metod. Ultrasonografie piinasi pfiméfenou informaci o meékkych tkanich a o priasvitu
cév, podle nasich zkuSenosti vSak neni vhodna pro pfesnéjsi posuzovani cévniho feciste.
Dostate¢né¢ nezobrazuje cévni vétveni, coz méa zasadni dilezitost pro stanoveni operacniho
postupu. UZ vsSak neumoziiuje ani dostate¢né hodnoceni kostnich zmén a 3D modelace
skeletu je zcela nemozna. Nevyhodou této metody je i relativné subjektivni posuzovani, velmi
zavislé na erudici vysetiujiciho 1ékaie. Naopak vyhodou UZ vySetfeni je moznost sledovani
kycelniho kloubu béhem jeho pasivniho pohybu, kdy je nékdy mozné posoudit pohyblivost
epifyzy hlavice femuru proti acetabulu a jeji pohyblivost odlisit od pruznosti mekkych tkéni
v pakloubu ky¢le (Oh K.Y. et al., 2008). Pacienti z naseho souboru nebyli ultrazvukem
vySetfovani.

Dalsi alternativou CT je MR vySetfeni, jez vyuzivd zmény v magnetickém poli
zpusobené pritomnosti téla pacienta. Metoda pomoci tkanového kontrastu muize vyborné
zobrazit m&kké tkané vcetné svald, cév a nervii. UmoZziuje provést MR angiografii, zejména
po aplikaci gadoliniové kontrastni latky 1 s moZnosti zobrazeni cév ve 3D MIP obrazech. Jeho
nevyhodou je délka samotného vysetfeni, kterd béZn¢ trva 20 az 40 minut, a proto vétSina déti
do 8 let musi byt vySetiena v celkové anestezii. Dalsi nevyhodou je odliSné zobrazeni skeletu,
neumoznujici vytvaiet 3D obrazy pouze skeletu, piipadné spole¢né 3D zobrazeni skeletu
acév. MR vySetfeni nedovoluji ani cetné kontraindikace. Absolutni kontraindikace —
kardiostimulator ¢i kochlearni implantat — jsou u détskych pacientd velmi vzacné, relativni
kontraindikaci jsou rizné kovové piedméty, ulozené po zacatku terapie ve sledované oblasti.
Kovové artefakty velmi znehodnocuji obraz v blizkém okoli a i mald cévni svorka miize
znehodnotit objem tkdn€ v okruhu az 10 cm. Predchozi pouziti riznych Sroubi ¢i dlah zcela
znemoziuje vysetieni této oblasti. MR vySetieni se mize pouzit jen na zacatku vySetiovaciho
algoritmu jako alternativa CT vySetfeni (Manaster B.J. et al., 2010, Laor T., Burrows P.E,
1998). V této dobé¢ vsak jesté nelze jednoznacné urcit, zda informace z MR vyseteni budou
dostacujici pro smétovani dalSiho terapeutického postupu. Nékteti autofi presto o této varianté
uvazuji a doporucuji ji jako presnéjsi vySetfovaci metodu k urceni spravné klasifikace PFFD
(Bernaerts A. et al., 2006, Maldjian C. et al., 2007).

Maldijian kromé pfitomnosti chrupavcité tkané sledoval i napojeni epifyzy hlavice se

zbytkem femuru a u jednoho pacienta popsal v tomto misté existenci pruhu fibroézni tkané.
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Pomoci MR reklasifikoval 6 z 9 pacienti s PFFD podle Kklasifikace Aitken (Maldijian C. et
al., 2007). Podobné Bernaerts po vysetfeni MR reklasifikoval pacienta s piivodnim zafazenim

Aitken D na Aitken C (Bernaerts A. et al., 2006).

5.1.6. Davky u PFFD

Davky zateni piijaté béhem CT vySetieni jsou stale vysoké, relativné vyssi u mensSich
déti. Jedno CT vysetfeni (pfipadné¢ CTAG vysetieni) odpovidalo zhruba 60-100 jednotlivym
expozicim pfi RTG snimkovani. Proti dobé, kdy byla u naSich pacientii tato vySetieni
pofizena (rok 2005-2008), doslo Vv soucasnosti k radikdlnim zménam v CT protokolech.
Zejména nové piistroje umoznuji novymi technikami, vétSimi detektory, rychlej$im nabérem
a kvalitnéjsi prediktivni modulaci zafeni dosdhnout vyrazné lepSich vysledkl, nez jakych
jsme dosahli pted nékolika lety. Pti vySetfeni v roce 2014 je mozné dosdhnout pouzitim
rychlého multidetektorového pfistroje pfipadné multidetektorového pristroje se dvéma
rentgenkami extrémné kratkého ¢asu akvizice dat. Tato doba dosahuje trvani 1 s. U dlouhych
akvizic zabirajicich ob¢ dolni konéetiny a panev ma nabér dat trvani 2-3 S. Pro porovnani
uvadime trvani akvizice u starSich pfistroji, kdy kratky nabér trval 5-7 s a nabér dolnich
koncetin s panvi vyzadoval 12-15 s v zavislosti na velikosti a stafi pacienta. Je zifejmé, Ze
zkraceni doby zafeni redukuje mnozstvi zafeni piijaté vySetfovanou oblasti.

Soucasnym sniZenim voltdZe na 80-100 kV a nastavenim iterativnich algoritmi pro
rekonstrukci obrazu z hrubych dat lze snizit davku na 1 mSv u pacienti nad 15 let a na 1,5
mSv u pacientdl mladSich 15 let. Iterativni rekonstrukéni algoritmy funguji na podkladé
opakovan¢é filtrace Sumu z podzéatenych hrubych dat s vy$§Sim podilem Sumu. Vhodnym
nastavenim lze dosahnout témét 70 % snizeni radiacni zat&€ze pti zachovani stejné ¢i obdobné
kvality obrazu jako u klasického nastaveni parametrti na CT spole¢né s klasickou rekonstrukci
obrazovych dat pomoci zpétné projekce (Kozubikova P., Horak M., 2011).

Ze zjisténych informaci lze usuzovat, Ze davka obdrZzena pii CT vySetfeni se béhem
osmi let (pocitano od roku 2005) snizila o 50-80 %. Tedy je mozné konstatovat, Ze v roce
2014 by jedno CTAG vysetieni u déti davkou odpovidalo ekvivalentu 20-40 jednotlivym
expozicim pofizenych na RTG. Pokud porovname ekvivalent obdrzené davky se ziskanou
informaci, kterd je nasobné vétsi nez z prostych RTG snimkt, je pouziti CTAG vySetieni

zcela adekvatni a 1ze doporucit jeho zafazeni do vySetfovaciho algoritmu.
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5.1.7. Histopatologické nalezy a mozZné patofyziologické mechanismy

Z nepiimych znamek je mozno na zdklad¢ histologického nalezu usuzovat, ze
vystavba kostni tkan¢ v misté postizeni probihala znacné chaoticky. Kostni tkan nepochybné
vznikala na podkladé chrupavcité komponenty, ktera méla v§echny rysy hyalinni chrupavky
nevyzralého typu, jaka se vyskytuje v epifyzadch dlouhych kosti v prenatdlnim obdobi.
Vyzravani v lakunarni bunky, jak tomu byva v epifyzarnich centrech, bylo vyznaceno jen v
minimalni mife stejn¢ jako formovani chondrocytti ve sloupce a mineralizace chondroidni
matrix. Usporadani cév v misté resorpce chrupavky rovnéz pisobilo chaotickym dojmem.
Nové vytvorené kostni tramce nebyly orientovany v dlouhé ose, nybrz napii¢ po obvodu
vnitini plochy chrupavky, jak tomu byvd u nékterych osteodysplazii. Chrupavcita tkan
vykazovala nékteré znaky embryonalni chrupavky a navic chondrocyty viibec neexprimovaly
S-100 protein.

Tyto skute¢nosti ukazuji, Ze nevyzralost chrupavcité komponenty v misté vyvojové
poruchy by mohla hrat ur€itou roli pfi vzniku tohoto typu 1ézi. Dal§im faktorem, ktery by se
mohl pifi vzniku defektu uplatiiovat, jsou zmény vaskularizace. V nékterych oblastech
probihajici osifikace, ale i v mistech, kde k osifikaci vibec nedoslo, jsme pozorovali
zmnozeni krevnich kapilar. Pokud vSak nejsou k dispozici vétsi topograficky dostate¢né
ptehledné tkanové vzorky, nelze vyznam tohoto fenoménu bliZe posoudit.

Negativni vysledek patrani v tkanich z mista defektu po pfipadnych reziduich nekrézy
nenasvédcuje tomu, Ze by se pifi rozvoji této vyvojové poruchy v prokazatelné mite
uplatiiovalo ischemické poskozeni nékteré z tkdnovych komponent. Nelze vSak vyloucit, Ze
ischemické zmény probéhly v embryonalnim obdobi vyvoje, kdy nasledné Vv ramci
reparativnich pochodi doslo k jejich odstranéni. Kim sledoval vyvoj zmén po chirurgicky
vyvolané ischémii v oblasti sekundarniho osifikaéniho centra hlavice femuru u prasat. Zjistil,
ze tzv. rustova ploténka v okoli tohoto centra propadla nekrdze a proces osifikace se zcela
zastavil. Novotvorba spongiozni kosti byla pferusena a osifika¢ni centrum bylo v ramci
reparativnich pochodti zresorbovano, doslo vSak k novotvorbé dalsiho méné vyvinutého
centra Vv sousedstvi (Kim H.K. et al., 2004). Podobna drobna osifika¢ni centra byla
identifikovana v chrupavcité komponenté vysetfovanych 1ézi i u nasich pacientti. Navic byly
pritomny zmény, jaké se vyskytuji u nékterych osteodysplazii jako je chondrodystrophia
fetalis neboli achondroplazie, a to nalez napfi¢ orientovanych novych kostnich tramcu.
Pravdépodobné podobny fenomén popsal Boden pfi histologické studii identické 1éze u féth

starych 21 tydnt. Zaznamenal u nich poruchu organizace proliferujicich chondrocyta do
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podélnych sloupcti a abnormalni septalni architekturu hypertrofické zoény chondrocyti.
Novotvofené¢ primarni kostni trabekuly mély plastvovity charakter a postradaly obvyklé
paralelni uspotfadani (Boden S.D. et al., 1989).

Ischemické poskozeni epifyzy hlavice femuru vede ke zvySené produkci vaskularniho
endotelialniho rastového faktoru (VEGF), ktery stimuluje invazi cév a tvorbu granulacni
tkan¢ v oblasti nekrotické epifyzarni chrupavky. Toto umoziiuje resorpci nekrotické
chrupavcité tkané a obnoveni enchondralni osifikace, vedouci k dal$imu rdstu a vyvoji femuru
(Kim H.K. et al., 2004). Tyto zavéry vyplynuly z experimentti na pigletech. Ackoliv vysledky
pokust nelze zjednodusSené prevadét do humdnni mediciny, ur€itd podoba histologickych
nalezl u naSich pacientii svéd¢i pro moznou ucast podobnych molekuldrnich mechanizmi,
které vSak nemusi byt iniciovany pouze ischemickymi pochody. V piipadé¢ dvou naSich
pacientil S anomalnim cévnim vétvenim (pacient ¢. 2 a 3) je vSak nutno s touto moZznosti

pocitat.
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5.2. Posttraumatické defekty Kkloubni chrupavky distalniho

femuru

5.2.1. Histologické nalezy a mozné patofyziologické mechanismy

Chrupavka odebrana ze spodiny chrupavkovych defektii sestavala ze smési hyalinni a
vazivové chrupavky. Cetné chondrocyty obsahovaly alfa aktin hladké svaloviny, jak bylo
popsano jiz diive (Povysil C. et al., 2008). Tento nalez nasvédCuje tomu, ze imunofenotyp
chondrocyti se muze v rdmci adaptacnich mechanizmi ménit podle riznych situaci.
Chondrocyty pravdépodobné ziskavaji nékteré rysy bunck hladké svaloviny v pribéhu
hojivého procesu, aby vytvortily vazivovou chrupavku jako prvni stupenn hojeni. Na zakladé
téchto nalezli predpokladame, Ze fenotyp chondrocytd je variabilni a mize byt modulovan
riznymi stimuly zevniho prostredi (Povysil C. et al., 2008). Mezi tyto stimuly patii napiiklad
mechanicky tlak. Zatim jsou mechanizmy regulujici expresi aktinu a ostatnich
cytoskeletalnich proteini v chondrocytech nedostatecné prozkoumany. Je znamo, Ze
strukturalni charakteristiky chondrocyti a sloZzeni mezibunééné hmoty se lisi v zavislosti na
vzdalenosti jednotlivych vrstev od povrchu chrupavky. Fenotyp chondrocyti se rizni podle
jednotlivych zon a predpoklada se, ze slozeni v jednotlivych zonach chrupavéitého typu je
stabilni (Coates E.E, Fischer J.E., 2010). Rozdily v organizaci mezibunééné hmoty a jejim
sloZzenim jsou dany odlisnostmi v aktivit¢ chondrocytt jednotlivych vrstev (Aydelotte M.B.,
Coates E.E, Fischer J.E., 2010). Bunky jednotlivych zon se také lisi svoji morfologii, denzitou
a metabolickou aktivitou. Buniky povrchové vrstvy maji charakter drobnych tenkych
vietenitych elementli orientovanych paralelng s kloubnim povrchem. Cést z nich exprimuje
alfa aktin hladké svaloviny, jak bylo prokazano jiz diive (Povysil C. et al., 1997 a 2008) a
produkuji glykoproteiny, proteoglykany, které jsou soucdsti synovidlni tekutiny. Veétsi
chrupavkové bunky nachazejici se v hlubsich vrstvach a orientované kolmo k povrchu
zajistuji ukotveni a fixaci ke kalcifikované chrupavc€ité zon€. Chondrocyty riznych vrstev
kloubni chrupavky nepochybné secernuji rizné proteiny, avSak jejich vyznam a funkéni

uréeni nejsou zatim dostateéné znamy (Coates E.E., Fischer J.E., 2010).
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5.2.2. Vysledky transplantace autolognich chondrocytii s porovnianim dvou
riznych biomateriala

Nové vyvinuté 1écebné postupy zalozené na transplantaci autolognich chondrocytl
predstavuji vyznamny pokrok pfi 1é¢eni posttraumatickych defektti kloubni chrupavky a jsou
ve sveté 1 u nas bézné vyuzivany. Tkanové inzenyrstvi aplikujici kombinace bun¢k a nosica s
ruznymi bioaktivnimi faktory pfineslo mnoho novych slibnych praktickych i teoretickych
poznatkl jak restaurovat tkdnové defekty. Hlavnim cilem nasi prace bylo porovnat nové
vytvofenou chrupavcitou tkan vznikajici po transplantaci dvou odlisnych nosi¢ii autolognich
chondrocytli do mista defekti v oblasti kondyll femuru. Hyalograft C je produkt italské
provenience tvoreny autolognimi chondrocyty vypéstovanymi na 3D nosi¢i tvofeném
HYAFF11 (Brun P. et al., 1999, Girotto D. et al., 2003, Grigolo B. et al., 2002, Hollander
A.P. et al., 2006, Tognana E. et al., 2007), coz je benzyl ester kyseliny hyaluronové. Tento
biokompatibilni a biodegradabilni materidl byl opakované pouzit pii 1é€eni defekti kloubni
chrupavky a dosazené vysledky transplantace jsou vynikajici. Proto je tento postup v podstate
béznou soucasti klinické praxe na fadé predevsim zahrani¢nich pracovist.

Imunohistochemické studie stejné¢ jako RT-PCR analyza prokazaly v pokusech in
vitro, Ze chondrocyty osazené na HYAFF11 exprimuji a produkuji kolagen typu II a agrekan
(Girotto D. et al., 2003, Hollander A.P. et al., 2003), avSak cytologické charakteristiky bun¢k,
které jsou soucasti transplantatii, nebyly podle naseho zjisténi blize zminény. Podobna situace
je 1 v ptipad€ brnénské kultury, u které je nosic¢em fibrinové lepidlo. Podle naseho zjisténi je
bunécné slozeni obou kultur zcela odlisné. Presto, Ze bunky byly kultivovany na 3D nosicich,
jejich diferenciace nedoséhla irovné nativnich chondrocytii. Bunky kultivované na vldknech
Hyalograftu C nejspiSe odpovidaji nezralym mezenchymovym bunikam, pfipominajicim
fibroblasty a myofibroblasty, a to pfedev§im svym tvarem a expresi alfa-aktinu hladké
svaloviny. Nepozorovali jsme znadmky jakékoliv diferenciace smérem k chondrocytim.
Naproti tomu bunky Chondrograftu NTC vykazovaly n¢které znaky chondrocytii, nebot’ mély
okrouhly tvar a exprimovaly S-100 protein i alfa aktin hladké svaloviny a zaroven se
vyznacovaly vysokym stupném proliferacni aktivity pfi vySetieni s protilatkou proti Ki67.

Oba transplantacni postupy pfinesly z kratkodobého pohledu dobré klinické vysledky.
Nebyly pozorovany z&dné vyznamné rozdily mezi obéma skupinami pacientd pii
makroskopickém ani mikroskopickém vysetfeni noveé vytvorené chrupavkové tkang€. U vSech
pacientil doslo ke zlepSeni klinického obrazu onemocnéni a pfi artroskopickém vySetieni byl

makroskopicky obraz v misté ptivodniho defektu zcela nebo témét normalni.
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K dispozici byly bioptické vzorky od 30 pacienti s nové vytvoienou kloubni
chrupavkou, které byly hodnoceny za pouziti standardniho histologického, histochemického a
imunohistochemického vySetfeni. Tato vySetfeni umoznila pfesné¢ urcit strukturalni
charakteristiky chondrocytii i charakter mezibunécné hmoty s ohledem na piitomnost
proteoglykan. Z nalezii bylo mozno odvodit, Ze chondrocyty nebo jejich prekurzory
vypéstované in vitro a prenesené na zcela odlisné nosic¢e daly vzniknout nové chrupavkové
tkani po transplantaci do defektu kloubniho krytu. Nabyli jsme dojmu, Ze po transplantaci
brnénského chondrograftu byla nové vytvofena chrupavka mirné¢ vyzralejSi a tvofena
pievazné lakunarnimi bunkami.

Na zaklad¢é vysledkt ptedchozich praci publikovanych v literatufe (Girroto D. et al.,
2003, Grigolo B. et al., 2002, Hollander A.P. et al., 2003, Podskubka A. et al., 2006) bylo
znamo, 7e chrupavka vznikajici po transplantaci Hyalograftu C vyzrava kolem 11 mésice.

Podobné vysledky byly dosazeny u pacient po transplantaci brnénského chondrograftu.

5.2.3. Role S-100 proteinu v identifikaci chondrocytu

V obou skupindch pacientll s transplantovanymi autolognimi chondrocyty nové
vytvorena chrupavka méla z¢asti hyalinni a z¢asti vazivovy charakter. Distribuce chondrocytii
v novém chrupavcitém krytu byla dosti nepravidelna. VSechny chondrocyty byly vitalni se
zfetelnymi jadry. Kolumnarni uspotadani chondrocyti v dolni vrstvé bylo nepravidelné nebo
chybélo, coz sveéd¢ilo pro nelplnou vyzralost nové kloubni chrupavky. Také zona
kalcifikované chrupavky stejné jako subchondralni kostni tkan byly rovnéZ nepravidelné
vytvofeny. V subchondralni kosti byly pozorovany i znamky remodelace, pro kterou svédcila
pfitomnost osteoklastli a osteoblastii na povrchu kostnich tramci o nelamelarni struktute.

Identifikace chondroidnich struktur v tkénich je =zaloZzena na pfitomnosti
charakteristickych histologickych znakii chondrocytii uloZzenych v lakunarnich prostorach a
také na urceni charakteru mezibunécné hmoty bohaté na kyselé mukopolysacharidy a kolagen
II. Zcela specificky imunohistochemicky marker pro identifikaci chondrocytl event.
chondroblastti s vyjimkou relativni specifity S-100 proteinu neexistuje. To plati pro oba typy
chrupavky, vyskytujici se v oblasti zdravé i poskozené chrupavkové tkané kloubu. S-100
protein je polyklonadlni protilatka, kterda je krom¢é melanocytarnich 1ézi kize,
neuroektodermovych nadorti a myoepitelii vétSinou vyuzivana pii identifikaci chondrocyti,
at’ uz nadorového nebo nenadorového pivodu (Dabbs D. et al., 2006). Jak uvadi sam vyrobce,

S-100 protein navic reaguje s lipocyty, s retikularnimi bunikami lymfatickych uzlin a s
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bunkami gliovymi. Vzhledem k existenci n¢kolika charakteristickych morfologickych ryst
neni problém v afekcich jednostranné chondroidné diferencovanych spravné rozpoznat
nenadorovou i1 nadorovou chrupavcitou tkan, a to i v pfipadech, kdy buiky jsou méné
diferencované a nevykazuji pozitivitu S-100 proteinu, jak je tomu napf. v embryonalni
chrupavce. Pfitomnost S-100 protein pozitivnich bunék svéd¢i obvykle pro pifimés
chrupavcité komponenty v nékterych nadorech osteogenniho ptivodu, jako je osteosarkom. S-
100 protein pozitivni buiiky typu osteocyti vSak byly pfitomny i v malych skupinach nebo
samostatn¢ v nov¢ vytvorenych kostnich tramcich, ptedevsim u 1ézi reaktivniho ptivodu, tj. u
reaktivni osifikujici periostitidy, v mistech metaplastické osifikace, u osifikujici myozitidy a v
mistech svalku (Povysil C. et al., 2008). V dvojité barvenych preparatech bylo mozno ovéfit,
Ze tyto bunky reaguji také s osteokalcinem. Tim se, kromé odlisného tvaru, lisily od S-100
protein pozitivnich chondrocytli, nachazejicich se v ostrivcich chrupavcité tkang. Tyto
ostrivky nékdy tvofily souéast nové vzniklych kostnich tramct a odpovidaly reziduim
neosifikované tkané chrupavky. Ke spravné identifikaci chondrocytii perzistujicich v kostnich
tramcich do zna¢né miry pfispéla i pfitomnost mezibunécné chrupavkové hmoty. Mén¢ Casto
byla zaznamenana pfitomnost S-100 protein pozitivnich osteoblasti na povrchu nové
vytvofenych tramci. S tim do jisté miry kontrastoval nalez zfeteln¢ S-100 protein pozitivnich
kostnich bun¢k ve vzorcich od pacientl s fibrézni dysplazii. U Pagetovy choroby se jednalo o
zcela vyjimeény nalez. V preparatech barvenych za pouziti protilatek proti S-100 Al, A6 a B2
bylo mozné ovéfit, Ze kostni buniky, pfedev§im osteoblasty, reagovaly pozitivné pouze pii
pouziti protilatky proti S-100 A6 proteinu, soucasné vsak byla pozitivni reakce s chondrocyty.
Protilatky proti S-100 A1 a B2 s kostnimi bufikami nereagovaly (Povysil C. et al., 2008). Tyto
S-100 protein pozitivni osteocyty a osteoblasty mohou piedstavovat prechodnou formu
kostnich bungk, blizkou chrupavkovym bunikdm, o niz se zatim nevédélo, coz vSak
soucasnymi prostiedky nelze spolehlivé dolozit. Na druhé stran¢ miiZe tento fenomén souviset
s polyklonalnim charakterem rutinné pouzivané protilatky, ktera je smési S-100 Al a A6 a S-
100 B, jejichz exprese se v rlznych tkanich méni nejen v zavislosti na histogenetickém
pivodu bunék, ale také v souvislosti s jejich ménicim se funkénim stavem. Svéd¢€ily by pro to
nase vySe zminéné nalezy.

Popsané skutecnosti svéd¢i pro omezenou specifitu bézné pouzivané protilatky proti
S-100 proteinu, s ¢imz je nutné pocitat nejen v diagnostice, ale i pii interpretaci nalezl
vyzkumného charakteru. S-100 protein ptedstavuje skupinu 19 nizkomolekularnich proteina
vazicich vapenaté ionty (Ca®"), které jsou exprimovany fadou riiznych bun&nych typi.

Podileji se na regulaci intracelularnich procest, jako je fosforylace proteintl, aktivita enzymi,
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bunécna proliferace a diferenciace, strukturdlni organizace cytoskeletu a bunéénych membran
¢i intracelularni homeostaza kalcia. Navic nékteré typy S-100 proteinu jsou secernovany do
extracelularnich prostorti a uplatituji se jako chemoatraktanty leukocytti, moduluji proliferaci
bunék a reguluji aktivaci makrofagt (Donato R., 1988). Bylo dolozeno, ze nékteré isoformy
ovlivituji progresi nadorového onemocnéni a tak je snaha vyuzit téchto vlastnosti i pfi

urcovani jejich prognozy (Cross S.S. et al., 2005).

5.2.4. Aktiny jako zaklad bunécného skeletu a moZny vyznam exprese alfa

smooth muscle aktinu u chondrocyti

Vétsina chondrocyti nové vytvofené chrupavky exprimovala alfa aktin hladkeé
svaloviny. Zda se, ze alfa aktin pozitivni chondrocyty se s vyjimkou povrchové vrstvy
normalni kloubni chrupavky vyskytuji pouze v souvislosti s artrotickymi zménami (Povysil C.
et al., 2008, Wang Q.. et al., 2001) a v ramci probihajicich reparativnich zmén (Povysil C. et
al., 2008). To nejspise plati i pro novotvorbu kloubni chrupavky po transplantaci autolognich
chondrocytt. Alfa aktin pozitivni chondrocyty, tzv. myochondrocyty (Povysil C. et al., 1997),
by mohly vyuzivat kontraktilni isoformu alfa aktinu p#i manipulaci s extracelularni matrix
kloubni chrupavky a jeji ptrestavbé. Nelze vyloucit, ze alfa aktin pozitivni chondrocyty maji
vyS$$i regeneracni potencidl ve srovnani s chondrocyty, které tento materidl v cytoplazmé
neobsahuji. Do zna¢né miry pro to svédéi imunofenotyp malo diferencovanych
chrupavkovych bun¢€k tvoficich zaklad brnénské kultury, které vykazovaly ztetelnou
pozitivitu v reakci k pritkazu alfa aktinu hladké svaloviny.

Alfa aktin hladké svaloviny nepochybné hraje vyznamnou roli pfi regulaci motility
bunék a jejich kontraktility (Clément S. et al., 2003). Vyskytuje se ve vSech buikach, u
kterych jsou tyto funkce dobfe znamy. Nejzndméjsi je vyznam myofibroblasti v pribéhu
hojeni ran a pfi vzniku a rozvoji fibrokontraktilnich onemocnéni jako jsou ruzné formy
fibromatéz mekkych tkani. Aktinova filamenta vSak jsou b&éznou soucasti i myoepitelidlnich
bunék pericytii a bunek hladké svaloviny, tvoficich hlavni soucast médie cév. Piekvapiveé
velky poc¢et myochondrocytt byl prokazan v elastické chrupavce boltce (Kana R. et al., 2006),
kde je mozno ptedpokladat jejich zdsadni vyznam pro elasticitu tohoto Utvaru a zachovani
jeho tvaru. Vyskytuji se vSak i v elementech, které je bézné neobsahuji, a to jako reakce na
mechanické stimuly nebo v souvislosti se zménami genli v pribéhu nékterych reaktivnich

stimulti (Eyden B., 2000). Interpretace téchto nalezi je ruzna podle situaci, pfi kterych byly
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identifikovany, nebot’ pokud se jedna o funkci riznych isoforem aktinu zistava mnoho otazek
nezodpovézenych.

Aktiny jsou ubikvitni eukaryotické proteiny, tvofici zaklad bunécného skeletu,
vyskytujici se nejen v buiikkach svalovych, ale také v dalsich elementech rizné histogeneze.
Uplatituji se v ramci rtiznych bunécnych funkci, vcetné bunécné motility, bunécného
transportu, svalové kontrakce bunééné adhezivity, fagocytozy, déleni a udrzovani tvaru a
integrity bunky (Ramaekers F.C.S., Bosman F.T., 2004, Vandekerckhove J., Weber K., 1981).

Pomoci elektroforézy lze rozlisit 6 isoforem aktinu, které jsou rozdéleny do dvou t¥id
(Vandekerckhove J., Weber K., 1981). Prvni tiida zahrnuje cytoplazmaticky beta-aktin,
cytoplazmaticky gama-aktin a gama-hladkosvalovy aktin. Do druhé t¥idy patii alfa-kardialni
aktin, alfa-skeletalni aktin a alfa-hladkosvalovy aktin (alfa-SMA). Cytoplazmaticky beta-aktin
a gama-aktin se vyskytuji ubikvitné. Geny jednotlivych isoforem jsou lokalizovany na
odlisnych chromozdémech. Dalsi ¢tyii isoformy aktinu jsou tkanovée specifické a vyskytuji se
ve svalstvu skeletalnim (alfa-skeletalni aktin), kardidlnim (alfa-kardialni aktin, alfa-skeletalni
aktin) a ve svaloving cév a zazivaciho traktu (alfa- a gama-hladkosvalovy aktin).

Rozdily mezi jednotlivymi isoformami aktinu jsou minimalni a vétSinou spadaji na
vrub délky polypeptidovych fetézctii aminokyselin, které se lisi maximalné o jednu
aminokyselinu (374 nebo 375 aminokyselin). Jednotlivé isoformy aktinu jsou in vivo i pfes
minimalni strukturalni rozdily do ur€ité miry funkéné heterogenni (Mounier N. et al., 1997,
Khaitlina S.Y., 2001). Mechanizmy této funk¢ni heterogenity nejsou jednoznac¢né objasnény.
Pravdépodobné se podili rizné dal§i proteiny odlisné se vézajici na N-terminalni konec
molekuly aktinu v zavislosti na primarni struktute jednotlivych isoforem (Lehman W. et al.
2001).

Zajimavé je, ze exprese jednotlivych isoforem se béhem vyvoje v nékterych tkanich
podstatné meni, coz zatim zustava nevysvétlené. Napiiklad v kosternich svalech v raném
embryonalnim vyvoji pfevazuje exprese alfa-SMA, ale v pozdéjsim obdobi prevladne exprese
alfa-kardialniho aktinu (Babai F. et al., 1990). V dob¢ narozeni dominuje alfa-skeletalni aktin,
ktery pak zlstava hlavni isoformou dospélych skeletalnich svalt (Moll et al., 2006). Podobny
vyvoj lze pozorovat i u svaloviny myokardu, ve které je exprese alfa-SMA béhem vyvoje
nahrazena alfa-skeletalnim a alfa-kardialnim aktinem (Clement S. et al., 2007). Pfechodna
exprese alfa-SMA v ¢asnych fazich vyvoje je nezbytna pro spravny vyvoj a funkci srdeéni
svaloviny. Pfes intenzivni studium této otazky piesné mechanizmy tohoto plisobeni nejsou

jednoznacné objasnény. Ve fetalni chrupavce jsme vsak ptitomnost aktinu neprokazali a k
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piipadnym zménam exprimovanych aktini béhem embryonalniho vyvoje chrupavkové tkané
se nemuzeme vyjadfit.

Cytoplazmaticky beta- a gama-aktin jsou ubikvitni proteiny, které se vyskytuji ve
vSech bunkach vcetné svalovych. Jedna se o proteiny ucastnici se bunéfné motility,
transportu, adhezivity, déleni a udrzovani tvaru i integrity bunky. Jejich prostorova lokalizace
v burice a jejich funkce jsou i pfes znacnou podobnost struktury do urc¢ité miry odlisné. Gama-
cytoplazmaticky aktin je preferenéné syntetizovan a lokalizovan v centralni casti bunky,
zatimco beta-aktin se vyskytuje v oblasti vedouciho okraje pohybujicich se bun¢k (Kashina
A.S. et al., 2006). Tato prostorova segregace nezabranuje jednotlivym isoformam tucastnit se
na tvorbé polymerGt v rlznych intracelularnich oblastech a strukturdch. Gama-
cytoplazmaticky aktin se vyskytuje pfevazné v oblasti téla bunky, kde vytvari silnéjsi svazky
inkorporované v nevétvenou sit’ a stresova vlakna. Naopak beta-aktin v oblasti vedouciho
okraje pohybujici se buniky vytvaii fidkou dendritickou sit’ slozenou z vétvenych relativné
kratkych filament (Bulinski J.C., 2006).

Alfa- a gama- hladkosvalovy aktin se typicky vyskytuji pfedevs§im v buikach hladké
svaloviny, pro které je typicka schopnost kontrakce. V hladké svaloving cév pievazuje alfa-
SMA, na rozdil od hladké svaloviny zaZivaciho traktu, kde je dominantni isoformou gama-
hladkosvalovy aktin (Vandekerckhove J., Weber K. et al., 1981). Jak jiz bylo zminéno, béhem
embryondlniho vyvoje je alfa-SMA piechodné exprimovan také v pfi¢né pruhované kosterni
svaloving a ve svaloviné myokardu (Woodcock-Mitchell J. et al., 1988). Alfa-hladkosvalovy
aktin se krom& hladké svaloviny vyskytuje také v myofibroblastech, myoepiteliich a
pericytech (Chaponnier C., Gabbiani G. et al., 2004, DeNofrio D. et al., 1989, Hinz B. et al.,
2003, Schmitt-Graff A. et al., 1994, Willems L.E. et al., 1994). Z4dna z téchto bunék, na rozdil
od hladké svaloviny, neobsahuje h-caldesmon. Mnozstvi alfa-SMA je v piipadé
myofibroblastli rozhodujicim faktorem pro silu kontrakce vyvinutou témito buiikami, jez je v
piipadé exprese alfa-SMA podstatné vyssi nez u bunék, které tuto formu neexprimuji nebo ji
exprimuji v mensim mnoZstvi.

Alfa-skeletalni aktin a alfa-kardidlni aktin jsou také znamy jako tzv. sarkomerické
aktiny. Tyto isoformy aktinu se typicky vyskytuji v pii€né pruhovanych svalech a v
myokardu. Expresi alfa-kardialniho aktinu lze béhem embryonalniho vyvoje prokazat ve
veét§im mnozstvi 1 ve skeletalni svalovin€. V postnatalnim obdobi je tato isoforma aktinu ve
skeletalni svaloviné nahrazena alfa-skeletdlnim aktinem a za normalnich okolnosti je
exprimovana pouze v modifikovanych svalovych buiikdch v oblasti nervové-svalového

vieténka a v urCitém mnozstvi 1 v dalSich bunkach skeletalni svaloviny (Clément S. et al.,
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1999). V kosternich svalech u dospélych tvoii podle n€kterych literarnich idaji méné nez 5%
pritomného mnozstvi sarkomerickych aktint (Ilkovski B. et al., 2005), jiné prace udavaji o
néco vetsi mnozstvi az na Grovni 10-15% (Ravenscroft G. et al., 2008).

Exprese alfa-kardialniho aktinu byla prokazana ve fetalnich (umbilikalnich) cévach a
postnatalné¢ v bunkach hladké svaloviny cév pii aterosklerdze, kde dochazi k fenotypické
preméné hladkosvalovych bungk s alteraci cytoskeletu. V ramci fenotypickych zmén v téchto
buitkdch dochazi ke snizeni exprese alfa-SMA, naopak se zvySuje exprese beta-
cytoskeletalniho aktinu a dochazi k expresi alfa-kardidlniho aktinu. Distribuce alfa-
kardidlniho aktinu je v téchto buitkdch obdobna jako distribuce cytokeratinu 8 a 18, coz jsou
intermedialni filamenta typicky pfitomnd v dediferencovanych hladkosvalovych bunkach
(Bea et al., 2000). Exprese alfa-kardialniho aktinu v pti¢né pruhované kosterni svaloviné se
vyrazng zvysuje pii urCitych patologickych stavech jako je degenerativni atrofie, Duchennova
svalova dystrofie a také béhem svalové regenerace (Moll R. et al., 2006). Vyznam alfa-
kardidlniho aktinu pro vyvoj a funkci srde¢ni svaloviny neni jednozna¢né objasnén, je vSak
znamo, ze mutace genu pro tuto isoformu aktinu vedou ke vzniku idiopatické dilataéni
kardiomyopatie a familiarni hypertrofické kardiomyopatie (Mogensen J. et al. 1999, Olson
T.M. et al. 2005).

Alfa-skeletalni aktin tvofi postnatalné vétSinu sarkomerickych aktini  pficné
pruhované svaloviny. V srdecni svaloving je béhem embryonalniho vyvoje exprese alfa-SMA
nahrazena alfa-skeletalnim a alfa-kardialnim aktinem (Clement S. et al., 2007). Postnatalné
dochazi ke sniZeni exprese alfa-skeletalniho aktinu. I u dospélych vSak tato isoforma tvoii asi
20% sarkomerickych aktini myokardu (Vandekerckhove J., Weber K. et al., 1981 Exprese
alfa-skeletalniho aktinu se v bunkach srde¢ni svaloviny vyrazné zvySuje za uréitych
patologickych stavill, jako je srde¢ni hypertrofie ¢i nékteré kardiomyopatie, zlistdvad vSak
nezménéna u idiopatické dilatacni kardiomyopatie (Adachi S. et al., 1998, Bakerman P.R. et
al., 1990, Suurmeijer A.J. et al., 2003). Z uvedeného piehledu vyplyva, Ze problematika
exprese rtiznych isoforem aktini je znacné¢ komplikovand, nebot’ v bunikach nékterych tkani
se vyskytuji isoformy, které jsou proti ocekévani pro danou tkan malo specifické. Zminéna
skutec¢nost ukazuje, Ze cely problém neni dostatecné objasnén. Vyzaduje to dalsi cilené studie,
které by mohly pfinést nové poznatky vyznamné nejen z teoretického hlediska, ale také s
ohledem na potieby patomorfologické onkologické diagnostiky.

Vyznam exprese alfa-SMA jako jedné z kontraktilnich isoforem aktinu v buikach
patologicky nezménéné i riznym zplsobem poSkozené chrupavky zlstava nejasny (Povysil

C. et al., 2008, Horak M. et al., 2014). Jeho uloha muze byt v pfenosu intracelularni tenze do
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extracelularni matrix, coz muze ovlivitovat kromé jiného 1 tkanove specifické usporadani této
matrix (Kim A.C., Spector M. et al., 2000, Kinner B. et al., 2002). V ptipad¢ elastické
chrupavky uSniho boltce se mohou chondrocyty exprimujici alfa-SMA podilet spolu s
elastickymi vlakny na neobvyklé elasticité¢ této chrupavky a jeji schopnosti ménit tvar pod
vlivem mechanickych podnéti bez poSkozeni tkané (Kana R. et al., 2006). Histologické
nalezy tzv. vrstevnatého usporadani nékterych oblasti usni chrupavky zaroven naznacuji, ze
aktin pozitivni chondrocyty mohou pravdépodobné podstatnou mérou piispivat spolu s
rozvrstvenim elastickych vldken k udrzeni fixniho zevniho reliéfu usniho boltce.

Z literatury také neni jasné, jestli je exprese alfa-SMA v chondrocytech ptfitomna
trvale, ¢i zda jde o vysledek patologického procesu nebo mechanické zatéze (Povysil C. et al.,
2008, Horak M. et al., 2014). Ukazuje se vSak, Ze exprese alfa-SMA v bunkach kloubni
chrupavky 1 menisku miiZze byt regulovana urCitymi rastovymi faktory, jako je napt. TGF-
betal, ktery expresi alfa-SMA v téchto bunikach zvySuje, ¢i PDGF, ktery expresi alfa-SMA
naopak snizuje (Zaleskas J.M. et al., 2001). Vysledky nasi studie ukazaly, Ze ur€ité procento
chondrocytli exprimujicich alfa-SMA je pfitomno i v patologicky nezménéné chrupavce
véetné chrupavky usniho boltce. V kloubni chrupavce se jejich mnozstvi zvySuje pfi
poskozeni v ramci osteoartrozy i posttraumatickych zmén (Povysil C. et al., 2008, Horak M.

etal., 2014).

5.2.5. Biodegradibilita pouZitych nosi¢u

Samostatnou problematiku piedstavuje otazka biodegradability pouzivanych nosicu.
Zda se, ze fibrinové lepidlo bylo kompletné odbourano, takze se nepodafilo identifikovat
7zadna rezidua tohoto materidlu ani v nové vytvofené chrupavcité tkani ani v pfilehlych
strukturdch subchondralni kosti. Tento zévér se zda byt vcelku logicky, nebot se jednd o
material svymi vlastnostmi velmi blizky biologickému materialu, tj. fibrinu. U druhého nosice
tvofeného vlakny esteru kyseliny hyaluronové mize byt situace komplikovanéjsi, i kdyz v
literatufe jsme nenasli konkrétnéjsi zminky o jeho degradaci v biologickych podminkéch.
Naélezy u nasich dvou piipadl vsak nasvédcuji tomu, Ze jeho degradace pravdépodobné bude
trvat déle a nemusi byt v ¢asovém useku 10-12 mésici vzdy kompletni. V téchto piipadech
byl zaznamenan vyskyt makrofagi s napadné bazofilni cytoplazmou, v niz byly prokazany
hojné kyselé mukopolysacharidy. Podafilo se je znazornit v histochemické reakci k prukazu

téchto latek pfi barveni alcidnovou modii. Tyto builky jsme zaznamenali predev§im ve

dreniovych intertrabekularnich prostorach subchondralni kostni tkané€, ale i mezi chondrocyty
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piimo v nové vytvofené chrupavce. Jejich makrofagicky ptvod potvrdilo
imunohistochemické vySetfeni s pozitivitou CD 68, které v nich prokdzalo piitomnost
bohatého lyzosomalniho aparatu. Nikde nebyly zaznamenany vlaknité formace, které se
ziejm¢ v prubehu resorpéni reakce zcela rozpustily. Bliz§i objasnéni celého procesu
biodegradace nebylo mozné, nebot’ tato otazka by vyzadovala experimentalni studii na
zvitatech a ta neni redlnd pro omezené mnozstvi velmi drahého transplantatu.

V soucasné dob¢ zatim neni znama metoda, ktera by umoziovala vytvofit fenotypicky
stabilni populaci bunék s typickymi charakteristikami jednotlivych zon kloubni chrupavky.
Rozdily v organizaci matrix a jejim slozeni v jednotlivych zoéndch vyplyvaji nepochybné z
funk¢ni variability raznych typd chondrocytli, vytvarejicich odlisSné zény kloubniho
chrupavkového krytu. Objevuji se proto snahy riiznou manipulaci s progenitornimi butikami
vytvofit kultury se znamkami zonalni diferenciace. V posledni dobé jsou komercné
pfipravovany a analyzovany nové typy kultur, které by mohly vyhovovat témto pozadavkim.
(Coates E.E., Fisher J.E., 2010, Peltarri K. et al., 2008). Zaroven je potiecbné patrat po
faktorech, které by po transplantaci urychlily proces vyzravani nové vytvofené chrupavkové

tkané.

5.2.6. Pouziti MR p¥i sledovani transplantatu

U dvou tfetin nasich pacientl byl defekt chrupavky lokalizovan na medialnim kondylu
a v jedné tfetin¢ na lateralnim kondylu femuru. Na PD a zejména na T2 trufi3d sekvenci se
defekt projevoval jako prouzek vysSiho signidlu a na snimku byl svétlejsi nez okolni
nepostizena chrupavka. Vyska chrupavkového krytu v misté defektu byla bud’ snizend, nebo
dokonce chrupavka zcela vymizela. Pfi uplném vymizeni chrupavky se subchondralné
objevoval reaktivni edém, vyvolavajici na sekvencich se saturaci tuku zvySeni signalu ve
skeletu kondyla.

Po provedené autologni transplantaci vykultivovanych chondrocytli se nachdzel na
MR zobrazenich signdlovy obraz podobny jizevnaté tkani nebo pfipominajici obraz
subchondralniho skeletu. Zobrazeni transplantatu neukazovalo signalové zmény svédcici pro
jeho prosdknuti. Do jist¢ miry to odpovida histologické struktuie skafoldu s uloZzenim
chondrocytll v matrix fibrilarni sit€ esteru kyseliny hyaluronoveé pfipadn€ mezi vldkny fibrinu.
Obraz obou typl transplantdtu ma proto charakter hyposignalniho pruhu na T2 sekvencich a

isosignalniho pruhu (stejného jako skelet) na T1 sekvenci. Podobné nalezy zaznamenal jiz
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Takahashi, jenz vSak na rozdil od nas nevysetfoval kloubni zmény opakované v rozmezi
nékolika let (Takahashi T. et al., 2006).

Opakovanym vysetfenim po ctyfech letech jsme zjistili, Ze transplantat neménil svij
charakter ani velikost. U vSech vySetfenych pacientii byl transplantat dobie funk¢ni, ulozeny
na svém misté. U péti pacientli jiz pfi prvnim vySetieni transplantat neptekryval defekt v
plném rozsahu, piesto se pii kontrole velikost ptivodniho defektu nezvétSovala. Transplantat
pravdépodobné nahradil funkci chrupavkového krytu i v okraji ptechodu do ponechaného
zbytku defektu.

Vétsina kolennich kloubli vykazovala znamky degenerativnich zmén, které se
projevovaly pfiostienim a navalky na okrajich kondylti femuru i tibie. U jedenacti pacienti
byl kolenni kloub jiz v pfedchozim obdobi oSetien plastikou piedniho zkiizeného vazu. Tomu
odpovidda i mechanismus vzniku defektu. Traumaticka udalost primarné poskodi predni
zktizeny vaz, ktery musi byt pro zajisténi stability kolenniho kloubu nahrazen. Teprve po

urcitém Case se vyvine chondromalacie smétujici az k uplnému zaniku kloubni chrupavky.
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6. Zavéry

6.1. PFFD

Pacienti s PFFD maji vzacné vrozené postizeni skeletu kycle, proximalniho femuru a
Casto 1 pfidruzené skeletalni defekty. Podafilo se nam ukézat, ze zmény u PFFD jsou
komplexni a postihuji 1 cévni zasobeni. Soucasné¢ nejpouzivanéjsi klasifikace PFFD sec.
Aitken a sec. Pappas jsou zalozené rentgenové diagnostice, ta samotna vSak neumoziluje
hodnoceni mékkych tkani, tedy ani cév. Bylo by proto vyhodné zavést do vysetiovaciho
algoritmu jedno CT vySetfeni dosahujici Grovné CTAG vySetfeni, pii némZ se zobrazi
souCasn¢ se skeletem 1 mékké tkdné¢ a hlavné cévy. Spravnym CTAG vySetienim se
minimalizuje radia¢ni davka na nezbytné minimum a pfitom piinos informaci je obrovsky. Je
mozné presnéji urcit typ PFFD, coz nékdy vede k reklasifikaci nalezu. V nékterych piripadech
lze objevit na RTG nerozpoznatelné dosud skryté struktury, zejména osifikovanou epifyzu
hlavice femuru na postizené stran€. CT vySetfeni umoziuje urcit mobilitu osifikované hlavice
proximalni femoralni epifyzy a zejména zobrazi prostorové uspotadani pakloubu na 3D
obrazech v riznych projekcich. Pfi pouziti kontrastni latky a vySetfenim metodou CTAG lze
ziskat informace o prib¢hu cév, rozlozeni cévniho stromu, pifipadné Ize urcit rtizné formy
variet ¢i anomalii. Tato informace je nesmirné dilezitd pro dalSi planovani terapie at’ uz
konzervativni (ortotika, protetika) nebo chirurgické.

Pro uSetteni davky zafeni se jevi nejvyhodnéjsi pouziti pouze jednoho skenu pii1 CT
vySetfeni, a to s aplikaci kontrastni latky metodou CTAG. U ni jsou zastizeny vSechny
struktury a riznymi vizualizatnimi metodami je lze od sebe dobie odlisit. Soucasné
s vySetfenim CT lze snizZit mnozstvi v riznych projekcich potizenych RTG snimki a tim
eliminovat pfipadné zdvojovani radiacni zatéze pii pouziti obou metod. Svlij vyznam maji i
metody bez radiacni zatéze - UZ ¢1 MR, a to UZ pro sledovani pohyblivosti epifyzy hlavice
femuru a MR pro informaci o situaci pfed zacatkem chirurgické terapie. Domnivame se, Ze
vyhody plynouci z rychlého a efektivniho vySetfeni pomoci CT pifevazuji nad jeho vyssi
radiacni zatézi, kterd navic s uvadénim novych CT piistrojti neustale klesa.

CT vysetteni 1ze doporucit jako standard zejména pro t€zsi formy PFFD, tedy typ I —

IV sec. Pappas, nebot’ takto ziskané informace umoznuji 1épe sméfovat terapii pacienttl.
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6.2. Posttraumatické defekty kloubni chrupavky

Porovnani histologické struktury dvou odliSnych nosi¢i pouzitych pii 1écbé
posttraumatickych defekti kloubni chrupavky transplantaci autolognich chondrocytt
prokézalo zasadni rozdily v jejich slozeni. Hyalograft C pfipraveny v Italii sestaval z vlaken
esteru kyseliny hyaluronové a nezralych vietenitych mezenchymovych bunék, které
vykazovaly zfetelnou pozitivitu alfa aktinu hladké svaloviny pifi negativit¢ markeru
chondrocyti S-100 proteinu. Tyto buiky bylo mozno charakterizovat jako prekurzory
mezenchymovych bunék s nékterymi rysy myofibroblasti. Naproti tomu Chondrograft
pfipraveny v brnénském tkaniovém centru obsahoval jako zdklad fibrin, ve kterém byly
distribuovany bunky ovalného tvaru, pozitivni v reakcich K prukazu alfa aktinu hladké
svaloviny i S-100 proteinu. MuZeme proto konstatovat, ze tyto elementy se svym tvarem i
imunofenotypem nejvice blizily charakteristikdm chrupavkovych bunék typu chondrocytt ¢i
prechondrocytli. Celkové je mozno shrnout, Ze transplantace téchto dvou odliSnych nosict
S kulturou rtizné vyzralych prekurzori mezenchymovych bun¢k nebo nezralych chondrocytl
vedla k vyhojeni posttraumatickych defektd kloubni chrupavky a k vytvofeni souvislého
kloubniho krytu velmi podobného vzhledu. Chrupavkova tkan vsak po 10-12 mésicich neméla
homogenni strukturu, nybrZz byla smési hyalinni a vazivové chrupavky. V nové vzniklé
chrupavcité tkani mély vyznamné zastoupeni alfa aktin a S-100 protein pozitivni chondrocyty,
které¢ pravdépodobné maji znacnou regeneracni schopnost ve srovnani s chondrocyty bez
tohoto kontraktilniho materidlu charakteru alfa aktinu hladké svaloviny. Nemtiizeme se
vyjadiit, zda by v pozd¢jSim obdobi doslo ke kompletni pfeméné chrupavkové tkané v
hyalinni chrupavku ¢i nikoliv, pokud nemadme mozZnost vySetfit nové vytvofenou tkan po
casovém useku delsim nez 10 mésict od transplantace.

Ptes pozitivni vysledky transplantace je nutno konstatovat, Ze ani v jedné skupiné
nebyla transformace v hyalinni chrupavku kompletni. Je moZzné, Ze artroskopicky odbér
druhého vzorku byl pfili§ ¢asny a nelze vyloucit, Ze v pozd&jsi fazi by restaurace chrupavky
byla jiz kompletni. To znamena, Ze chrupavkovy kryt by byl tvofen pouze hyalinni
chrupavcitou tkani, ktera je nejodolnéj$i na mechanické vlivy. Zatim vSak neni znamo, V
jakém casovém limitu po transplantacich tohoto typu je mozno ocekavat kompletni vyzrani

nove vytvofené kloubni chrupavky Vv jeji hyalinni formu.
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Pacient €. 1 — Zenské pohlavi, nar. 2004,
PFFED vpravo typ I. sec. Pappas

Obr. I. RTG pravé DK, AP projekce. Obr. II. CTAG, VRT, anteriorni pohled.
Vytvoiena je pouze distalni epifyza femuru Zobrazeni skeletu a cév panve a kycle
(Sipka), ostatni struktury femuru chybi.

Dlouh¢ kosti odpovidaji tibii a fibule
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Pacient ¢. 2 — muzské pohlavi, nar. 2002
PFFD vlevo typ 11 sec. Pappas

Obr. Ill. RTG, AP projekce. Panev Obr. IV. CTAG arterialni faze, VRT,

s ky¢lemi, vyrazny zkrat vlevo Sikmy levy posteriorni pohled. Zobrazeni
skeletu a cév panve i kycli véetné celé
LDK. A. ischiadica oznacena Sipkou

Obr. V. CTAG zilni faze, VRT, Sikmy Obr. VI. CTAG zilni faze, VRT, anteriorni
pravy anteriorni pohled. Anomalni cévni pohled. Anomalni cévni zasobeni LDK,
zasobeni LDK, vena ischiadica kopiruje vena ischiadica kopiruje prub¢h arteria
pruabeh arteria ischiadica (Sipka) ischiadica (Sipka)
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Pacient ¢. 2 - muzské pohlavi, nar. 2002,
pokracovani

Spin: -0
it 0

Obr. VII. CTAG, thin MIP, anteriorni Obr. VIII. CTAG, thin MIP, anteriorni
pohled. Zobrazeni femoralnich tepen pohled. Zobrazeni arteria ischiadica vlevo
Vv oblasti tfisel. Hypoplazie tepen na (Sipka)

postizené stran¢

Obr. IX. RTG snimek panve s ky¢lemi po Obr. X. Snimek ukazujici rozsah postizeni
zahajeni terapie. Rekonstrukce levého pfi stoji pacienta pted zahdjenim terapie
kycelniho kloubu, fixovano pomoci tahové

cerclage
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Pacient ¢. 3 — muzské pohlavi, nar. 2000
PFFD vpravo typ 111 sec. Pappas

Spin: -46
Tilt: 0

Obr. X1 — CTAG arterialni faze, VRT, Obr. XII. CTAG arterialni faze, VRT,
Sikmy pravy posteriorni pohled. Zobrazeni Sikmy levy anteriorni pohled. Zobrazeni
prabéhu arteria ischiadica vpravo (Sipka) prabéhu arteria ischiadica vpravo (Sipka).

Hypoplasticka prava arteria femoralis (dvé
Sipky)

Spin: -57
Tilt: 0

Obr. XIII. CTAG zilni faze, VRT, sikmy Obr. X1V. CTAG zilni faze, VRT, sikmy

pravy téméf posteriorni pohled. Zobrazeni levy anteriorni pohled. Zobrazeni pribéhu

prabéhu vena ischiadica vpravo (Sipka) a vena ischiadica vpravo (Sipka), a arteria

arteria ischiadica (dvé Sipky). Zastizeny i ischiadica (dvé Sipky). ZastiZeny i vena

vena saphena magna a parva saphena magna (pferusovana sipka) a
parva
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Pacient ¢. 3 - muzské pohlavi, nar. 2000,
pokracovani

Obr. XV. CTAG, thin MIP, anteriorni Obr. XVI. CTAG, thin MIP, anteriorni
pohled. Zobrazeni femoralnich tepen pohled. Zobrazeni arteria ischiadica vpravo
Vv oblasti tfisel. Hypoplasie tepny na (Sipka)

postiZené strané.

Obr. XVIII. RTG pravé kycle. Snimek po
chirurgické rekonstrukci kycle
S naloZenym zevnim fixatérem

Obr. XVII. Snimek ukazujici rozsah
postizeni pii stoji pacienta pied zahdjenim
terapie
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Pacient ¢. 4 — muzské pohlavi, nar. 1998
PFFD vpravo typ Il sec. Pappas, typ 111
aZ po reklasifikaci

Obr. XIX. CTAG, axialni sken, kostni Obr. XX. CTAG, koronarni MPR
okno. Mala osifikovana hlavice femuru rekonstrukce, kostni okno. Mala
vpravo (Sipka) pfiseda na acetabulum, osifikovana hlavice femuru vpravo (Sipka)

epifyza fixovana

Tilt: 0

Obr. XXI. CTAG, VRT sikmy pravy Obr. XXII. CTAG, VRT anteriorni pohled.
anteriorni pohled. Mala osifikovana Ukézka rozloZeni svall stehna na zdravé a
epifyza hlavice femuru vpravo (Sipka) postizené strané

pfiseda na acetabulum
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Pacient ¢. 4 — muzské pohlavi, nar. 1998
pokracovani

Obr. XXIII. RTG panve a femuru, AP
pohled. Zkraceny pravy femur bez patrné
hlavice v acetabulu.

Obr. XXV. RTG panve s ky¢lemi, AP
projekce. Kontrola po operaénim vykonu
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Obr. XXIV. RTG panve s ky¢lemi, AP
projekce. S odstupem ¢tyf let je hlavice v
pravém acetabulu jiz patrna i na RTG
snimku (Sipka)




Pacient ¢. 5 — muzské pohlavi, nar. 2004
PFFED vpravo typ 111 sec. Pappas

Obr. XXVI. RTG panve a dolnich Obr. XXVII. RTG snimek, AP a Sikma
koncetin, AP projekce. Vpravo zkraceny projekce. Na levé dolni koncetiné
femur, ze kterého zbyva jen kratky distalni (nepostizené PFFD) patrna dorsalni
usek (Sipka) angulace tibie (Sipka)

Obr. XXVIII. CT, VRT, téméf anteriorni Obr. XXIX. CT axialni sken. Malo
pohled. Mdlo osifikovana hlavice vpravo osifikovana hlavice vpravo je pfitomna,
neni témért patrnd (Sipka) osifika¢ni jadérko je drobné (Sipka). Leva

kycel neni zastizena na snimku
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Pacient €. 6 — Zenské pohlavi, nar. 2006
PFFED vpravo typ 111 sec. Pappas

Obr. XXX. RTG panve a dolnich kon¢etin, Obr. XXXI. CTAG, VRT anteriorni
AP projekce. Zkraceny femur, z néhoz pohled. Vpravo je ptfitomna mala hlavice
zbyva jen kratky distalni usek (Sipka) femuru (Sipka)

Obr. XXXII. RTG panve s ky¢lemi, AP Obr. XXXIII. RTG panve s ky¢lemi, AP
projekce. Stav po korekéni osteotomii projekce. Stav po korekéni osteotomii
Vv sadrové spice S odstupem Sesti let
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Pacient ¢. 7 — muzské pohlavi, nar. 2003
PFFD vlevo typ 1V sec. Pappas

Obr. XXXIV. CTAG, VRT anteriorni Obr. XXXV. RTG panve s ky¢lemi, AP
pohled. Dobie patrné vyssi ulozeni projekce. Stav po rekonstrukci pakloubu
bifurkace AFC vlevo (Sipka) vlevo

A

Obr. XXXVI. RTG levého femuru, AP Obr. XXXVII. RTG levého femuru, AP
projekce. Nasledna elongace diafyzy projekce. Béhem elongace doslo k fraktuie
femuru zevnim fixatérem diafyzy v hojici se ¢asti. Fixovano dlahou
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Pacient ¢. 8 — muzské pohlavi, nar. 2002
PFFD vpravo typ IV sec. Pappas

Obr. XXXVIII. CT, VRT anteriorni
projekce. Hlavice femuru v pravém
acetabulu dobfe patrna (Sipka)

Obr. XL. RTG pravého femuru, AP
projekce. Stav po resekci vrozeného
pakloubu
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Obr. XXXIX. RTG panve a femurt, AP
projekce. Prvni snimek, vpravo zkraceni

Obr. XLI. RTG panve a femurt, AP
projekce. Nalez po péti operacich praveé
kycle. Dosud nezhojeny uméle vznikly
pakloub vpravo je po provedenych
korekcich lokalizovéan distalnéji



Pacient ¢. 9 — muzské pohlavi, nar. 2003
PFFED vpravo typ VII sec. Pappas

Obr. XLII. CTAG, VRT anteriorni pohled. Obr. XLIII. RTG panve a dolnich koncetin

Zmény na pravé ky¢li méné vyrazné S rastrem pro vypocet zkratu, AP projekce.
Vpravo je patrny zkrat femuru s jeho
mirnou deformitou

Obr. XLIV. RTG pravého femuru, AP Obr. XLV. RTG panve s ky¢lemi, AP
projekce. Elongace diafyzy femuru zevnim projekce. Stav po korekéni osteotomii
fixatérem. Postupna prestavba osteotomie. acetabula
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Pacient ¢. 10 — muzské pohlavi, nar.2002
PFFD vlevo typ VII sec. Pappas

Obr. XLVI. CTAG, VRT anteriorni Obr. XLVII. RTG panve s ky¢lemi, AP
pohled. Zkrat a deformita diafyzy levého projekce. Deformita levého femuru,
femuru var6zni postaveni kycle vlevo

Obr. XLVIII. RTG levého femuru, AP Obr. XLIX. RTG panve s ky¢lemi, AP
projekce. Korekéni osteotomie krcku projekce s méfitkem pro vypocet zkratu
femuru dolni koncetiny. ZlepSené postaveni

kolodiafyzalniho thlu vlevo
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Pacient ¢. 11 — muZské pohlavi, nar.2000
PFFED vpravo typ VIII sec. Pappas

Spin: 179
Tilt: 0

Obr. L. CTAG, thin MIP anteriorni pohled. Obr. LI. CTAG, VRT, posteriorni pohled.
Zkrat PDK Vizualizace normalné probihajicich tepen
obou bérch

Obr. LII. RTG pravého femuru, AP Obr. LI RTG pravého femuru, AP
projekce. Elongace diafyzy femuru zevnim projekce. Fixace elongované kosti dlahou
fixatorem
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Pacient €. 12 — Zenské pohlavi, nar. 2002
PFFD vlevo typ IX sec. Pappas

Date 18.04.2007 [10:(

RDG ORT FN B

Obr. LIV. CTAG, VRT anteriorni pohled. Obr. LV. RTG panve s kyclemi, AP
Mirny zkrat levého femuru projekce. Korek¢ni osteotomie stropu
acetabula vlevo

Obr. LVI. RTG obou dolnich koncetin, AP Obr. LVII. RTG obou kolen, AP projekce.
projekce. S métitkem pro vypocet zkratu Hojici se osteotomie distalni metadiafyzy
dolni koncetiny femuru vlevo s fixaci Ki draty
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Pacient ¢. 13 — muzské pohlavi, nar.
2001
PFFED vpravo typ IX sec. Pappas

Spin: 10
Tilt: 0

Obr. LVIII. CTAG, VRT anteriorni
pohled. Mirny zkrat femuru vpravo

Obr. LX. RTG pravého femuru, AP
projekce. Elongace femuru s fixatérem
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Obr. LIX. RTG panve s ky¢lemi, AP
projekce. Korek¢ni osteotomie stropu
acetabula vpravo

e E—
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A

Obr. LXI. RTG pravého femuru, AP
projekce. Hojici se osteotomie po
prolongaci distalné. Proximalné€ osteotomie
zhojena v angulaci



Pacient €. 14 — Zenské pohlavi, nar.2004
PFFD vpravo typ IX sec. Pappas

Spin: 10
Tilt: 0

Obr. LXII. CTAG, VRT anteriorni pohled. Obr. LXIIIl. RTG dolnich konéetin, AP
Mirny zkrat PDK projekce. Zkrat PDK.

06.11,2013
ORT NN Bulove

)
1

3
(=)

@ oy

AR RNRRNRRNNRRNRRREERRRRRRRRRAFEETEE

50
Obr. LXIV. RTG pravého femuru, AP Obr. LXV. RTG obou kolen, AP projekce.
projekce. Elongace femuru s fixatérem. Po Po prolongaci femuru vpravo se zkrat PDK
roce nasledna fixace diafyzy dlahou V odstupu péti let zmensil

119



Pacient €. 15 — muzské pohlavi, nar.1991
PFFD vlevo typ 1l sec. Pappas

Spin: 7 Spin:-51

Tilt: 0

0

Obr. LXVI. CTAG, VRT anteriorni Obr. LXVII. CTAG, VRT, sikmy levy
pohled. Stav po zhojené ,,Knee for hip* anteriorni pohled

operaci. Kolenni kloub vlevo sméfuje

ventrolateralné

E:pin::H?

Tilt: 0

Obr. LXVIII. CTAG, VRT, posteriorni Obr. LXIX. RTG panve s ky¢lemii, AP
pohled projekce. Stav po ,,Knee for hip* operaci
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Pacient €. 16 — Zenské pohlavi, nar. 1987
PFFD vlevo typ Il sec. Pappas

Spin:-70

Spin: 2
Tilt: 0 Tilt: 0

Obr. LXX. CTAG, VRT anteriorni pohled. Obr. LXXI. CTAG, VRT, témét Sikmy
Stav po zhojené ,,Knee for hip“ operaci. levy anteriorni pohled

Kolenni kloub vlevo sméfuje ventralne.

Vysoko uloZena bifurkace AFC (Sipka)

Tilt: 0

UL IR N P R

Obr. LXXII. CTAG, VRT, levy sikmy Obr. LXXIII. RTG panve s ky¢lemi, AP
posteriorni pohled projekce. Stav po ,,Knee for hip* operaci. S
métitkem
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Pacient €. 17 — Zenské pohlavi, nar. 1990
PFFED vpravo typ 111 sec. Pappas

Obr. LXXIV. CTAG, VRT anteriorni Obr. LXXV. RTG, pravy femur, AP
pohled. Stav po elongaci diafyzy femuru a projekce. Fixace diafyzy dlahou
V soucasnosti jeji fixace dlahou

Obr. LXXVI. RTG, pravy femur, AP Obr. LXXVII. RTG pravého femuru, AP
projekce. Po sejmuti dlahy v odstupu 3 let projekce. Fixace fraktury dlahou

Sikma fraktura diafyzy s posunem ad latus.

Linie lomu jsou jen v nepatrném kontaktu

hranami
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Pacient €. 18 — Zenské pohlavi, nar. 1993
PFFD vpravo typ 111 sec. Pappas

Obr. LXXVIII. CTAG, VRT anteriorni Obr. LXXIX. CTAG, VRT anteriorni
pohled. Stav po prolongaci diafyzy femuru, pohled. Zobrazeni tepen i zil. Priibéh cév je
posun femuru proximalné typicky

Obr. LXXX. RTG, pravy femur, AP Obr. LXXXI. RTG pravého femuru, AP
projekce. Prolongace diafyzy femuru, vice projekce. 6 let po prolongaci, proximalni
distalné posun femuru pfetrvava s tvorbou

neoacetabula
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Pacient ¢. 19 — muzské pohlavi, nar.1995
PFFED vpravo typ 111 sec. Pappas

Obr. LXXXII. CTAG, VRT anteriorni Obr. LXXXIII. RTG, pravy femur, AP
pohled. Po rekonstrukéni operaci dlaha na projekce. Dlaha na diafyze femuru po
diafyze femuru zptsobuje i artefakty rekonstrukéni operaci

Obr. LXXXIV. RTG, cela PDK, AP Obr. LXXXV. RTG panve s ky¢lemi, AP
projekce. Dlahy fixuji kosti po prolongaci projekce. 6 let po korek¢nich operacich

a korekénich operacich. Diafyza femuru je bylo nutné provést TEP kycle s dlouhym
velmi tenkd diikem, nahrazujicim hypoplastickou

diafyzu femuru
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Pacient €. 20 — muzské pohlavi, nar.1998
PFFED vpravo typ 111 sec. Pappas

Tilt: 0

Obr. LXXXVI. CTAG, VRT anteriorni Obr. LXXXVII. RTG panve s ky¢li, AP
pohled. Stav po korekéni osteotomii pravé projekce. Zkrat femuru a deformace kycle
kycle, thlova dlaha v pravé kyc¢li vytvari tésn¢ pred nalozenim uhlové dlahy
artefakt

Obr. LXXXVIII. RTG panve s ky¢li, AP Obr. LXXXIX. RTG pravého femuru, AP
projekce. Stav po korek¢ni osteotomii projekce. 7 let po korek¢nich a

pravého ky¢le. Uhlové dlaha se po tiech prolongacnich operacich relativné funkéni
meésicich zlomila, ptesto splnila sviij ticel prava kycel
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Pacient €. 21 — Zenské pohlavi, nar. 2000
PFFD vpravo typ VII sec. Pappas

Spin: -0

Spin: 6
Tilt: 0

Tilt: 0

Obr. XC. CTAG, VRT anteriorni pohled. Obr. XCI. CT, VRT obou DK a panve,
Stav po korekéni osteotomii pravé kycle anteriorni pohled, AP projekce. Zkrat
pravého femuru a dobte zhojena kycel

Obr. XCII. RTG pravého femuru, AP Obr. XCIII. RTG pravého femuru, AP
projekce. Stav po korek¢ni osteotomii projekce. 5 let po korek¢nich a
acetabula i pravé kycle prolongacnich operacich relativné funkéni

prava kycel
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Tkan z oblasti defektu proximalniho
femuru. Pacient ¢. 3 — muZské pohlavi,
nar. 1998 — PFFD vpravo typ 111 sec.
Pappas

Obr. XCIV. Lozisko osteokartilagindzni
tkané s neosifikovanym vazivovym
centrem (Sipka). HE 80x zvétseni

Obr. XCV. Osteoblasty na povrchu
kostnich tramct s pozitivitou osteokalcinu
(Sipka). Tramec je oznacen hvézdickou.
120x zvétSeni

Obr. XCVI. Neosifikovany ostrivek
chrupavky v kostni tkani (Sipka). Na
hranici obou komponent nejsou zadné
znamKky osifikace, obvyklé v osifikacnim
centru (hvézdicka). HE 80x zvétseni
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Obr. XCVII. Masa chrupavkové tkané
(hvézdicka) je osifikovana v podobé
uzkého lemu na periferii (Sipka). HE 80x
zvétseni



Tkan z oblasti defektu proximalniho
femuru. Pacient ¢. 7 — muZzské pohlavi,
nar. 2003 — PFFD vlevo typ 1V sec.
Pappas

Obr. XCVIII. V centru chrupavkové masy
je okrsek s naznaky probihajici osifikace

s n¢kolika kostnimi tramci (Sipka), avSak
bez charakteristickych znakt osifika¢niho
centra. Kolumnarni usporadani chrupavky
v osifikaéni zon€ na obvodu okrsku zcela
chybi (hvézdicka). HE 80x zvétSeni

Obr. C. Chrupavkovy zaklad skeletu
(hvézdicka) je na své periferii oste
ohranicen od okolniho vaziva. HE 80x
zvétSent
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Obr. XCIX. Jiné lozisko s identickym
defektem osifikace jako na obr. XCVIII.
Kostni tramec je oznacen Sipkou. HE 80x
zvétseni



Biopsie residualni chrupavky
odstranéné z chondralniho defektu pred

transplantaci

Obr. CI. Zbytek normalni hyalinni Obr. CIl. Usek fibrozni chrupavky,
chrupavky na spodin¢ defektu. Kolumnarni nahrazujici na spodiné defektu chrupavku
usporadani hypertrofickych chondrocytt hyalinni. HE 40x zvétSeni

(Sipka) a paralelni kostni tramce na
spodin¢ (hvézdicka). HE 40x zvétseni

Obr. CIII. Pozitivita alfa smooth muscle Obr. CIV. Pozitivita S-100 proteinu
actinu (alfa-SMA) v chondrocytech v chondrocytech fibrozni chrupavky ze
fibrozni chrupavky ze spodiny defektu. spodiny defektu. 100x zvétseni

100x zvétseni
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Hyalograft C — histologicky obraz
pouzitého skafoldu tvoreny vlikny
esteru kyseliny hyaluronové

Obr. CV. Piehledny snimek skafoldu Obr. CVI. Detail klastrti nezralych malych
tvofeného vlakny esteru kyseliny mezenchymovych bunék. HE 400x
hyalunorové a malo diferencovanymi zveétseni

elementy. HE 40x zvétseni

Obr. CVII. Pozitivita S-100 proteinu
Vv buikéch skafoldu nebyla prokazana.
100x zvétseni
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Chondrograft NTC Brno — histologicky
obraz nosice tvoreny vlakny fibrinu,
mezi nimiZ jsou nezralé chondrocyty

Obr. CVIII. Pozitivita alfa-SMA
v chondrocytech chondrograftu. 100x
zvétSeni

Obr. CX. Lakunarni chondrocyty
chondrograftu pti vétsim zvétseni. HE
400x zvétseni
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Obr. CIX. Soucasna pozitivita S-100
proteinu v buiikach chondrograftu. 100x
zvétSeni



Nové vytvorena chrupavka 10 mésict po
transplantaci Hyalograftu C

=
| — —

Obr. CXI. Nové vytvofena chrupavka ma
pfevazné hyalinni charakter. Sloupcovité
uspofadani hypertrofickych chondrocytl
Vv hlubokych vrstvach chrupavky chybi
(Sipka). Kostni plato6 je vytvoreno
inkompletné (hvézdicka). Srovnej s obr.
XCVI. HE 40x zvétseni

Obr. CXIII. Pozitivita alfa-SMA v bunkach
nove formované kloubni chrupavky. 100x

zvétSeni

132

Obr. CXII. Detail chondroossealniho
pfechodu. Kostni platé je inkompletni
(hvézdicka), uspotadani chondrocytii ve
sloupce neni vytvoteno (Sipka). HE 200x
zvetSent

Obr. CXI1V. Pozitivita S-100 proteinu

Vv bunkach nové vytvorené kloubni
chrupavky jako doklad jejich chondrogenni
diferenciace. 100x zvétseni



Nové vytvorena chrupavka 10 mésici po
transplantaci Hyalograftu C,
pokracovani

Obr. CXV. Intenzivni zbarveni
extracelularni matrix nové vytvoiené
kloubni chrupavky alcianovou modii. 100x
zvétseni
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Obr. CXVI. Lokalni akumulace makrofagn
s modie zbarvenou cytoplasmou,
obsahujici rezidua fagocytovanych estert
kyseliny hyaluronové z vlaken Hyalograftu
C. HE 400x zvétseni



Chondrograft NTC Brno — chrupavka
10 mésici po transplantaci nabyvajici
relativné diferencovaného vzhledu

Obr. CXVII. Vzorek ma vzhled hyalinni Obr. CXVIII. Pozitivita alfa-SMA
chrupavky. HE 40x zvétseni v chondrocytech chondrograftu. 100x
zvetSent

Obr. CXIX. Soucasna pozitivita S-100
proteinu v chondrocytech. 100x zvétseni
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Kontrolni material — nezménéna
chrupavka

Obr. CXX. Normalni hyalinni chrupavka Obr. CXXI. Detail povrchovych vrstev

S typickym zonalnim uspotfadanim. normalni hyalinni chrupavky s pfitomnosti
V hlubokych vrstvach pfiléhajicich ke lakunarnich chondrocytti. HE 140x
kostnim tramctim jsou paralelné zveétseni

orientované sloupce hypertrofickych
chondrocytt (Sipka). HE 90x zvétseni

Obr. CXXII. Normalni hyalinni chrupavka Obr. CXXIII. V normalni kloubni

po obarveni Safraninem O, ktery znazorni chrupavce jsou alfa-SMA piitomny pouze
proteoglykany zakladni hmoty. 140x V povrchové vrstve (Sipka). 80x zvétSeni
zvétseni
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Kontrolni material — nezménéna
chrupavka, pokracovani

Obr. CXXIV. Detail chondrocytt
pozitivnich Vv reakci prikazu alfa-SMA,
lokalizovanych v horni vrstvé chrupavky
(Sipka). 140x zvétseni
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Kontrolni material — artrotické zmény
chrupavky

Obr. CXXV. Kloubni chrupavka pii Obr. CXXVI. Chondrocyty artrotické
osteoartroze. Artrotické zmény vedou kloubni chrupavky vykazuji v misté

k tzv. fibrilaci a povrch chrupavky je fibrilace povrchu zietelnou pozitivitu alfa-
roz¢lenén na mensi tseky. HE 140x SMA. 140x zvétSeni

zvétseni

Obr. CXXVIL Chondrocyty se znamkami Obr. CXXVIIL. Artroticka chrupavka
tzv. klonalni diferenciace artrotické s okrskem vazivové chrupavky s fibrilarni
kloubni chrupavky vykazuji zietelnou upravou (hvézdicka). HE 140x zvétseni

pozitivitu alfa-SMA (ipka). 140x zvétseni
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Kontrolni material — artrotické zmény
chrupavky, pokracovani

Obr. CXXIX. Vyrazné z(zeni kloubni Obr. CXXX. Ve vSech vrstvach zizené
chrupavky pfi artrotickych zménach. vazivové chrupavky jevi vétSina
Chrupavka nabyva pfevazné vazivového chondrocytt pozitivitu alfa-SMA. 140x
charakteru. HE 140x zvétSeni zvétseni
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11. PriloZené publikované prace
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Computed Tomographic Angiography in
Proximal Femoral Focal Deficiency

By Jiti Chomiak, MD, PhD, Martin Hordk, MD, Martin Masek, MD, Monika Frydrychova, MD, and Pavel Dungl, MD, PhD

Investigation performed at the Departments of Orthopaedics and Radiodiagnostics, Institute for Postgraduate Medical Education and First
Faculty of Medicine, Charles University and Teaching Hospital Na Bulovce, Prague, Czech Republic

Background: Because there is limited information conceming the vascular pattern and the role of vessels in patients
with proximal femoral focal deficiency, the vascular supply of the lower extremities was studied systematically with use
of computed tomographic angiography in order to identify vascular changes, relate any vascular changes to the
classification of the deficiency, and establish that there are no major changes in the topographical anatomy of the
vessels.

Methods: Standardized computed tomographic techniques were used in twenty-one patients (thirteen boys and eight
girls who ranged from one to nineteen years old) with proximal femoral focal deficiency types | through IV and VI, VIII,
and IX, according to the Pappas classification.

Results: A common anatomical vascular pattern, in which the hypoplastic extremity was supplied through the femoral
artery, was detected in nineteen patients. In patients with Pappas type-l through IV disease, the external iliac, femoral,
and deep femoral arteries were substantially reduced in length and diameter and the deep femoral artery arose more
proximally in comparison with that in the contralateral extremity; however, in the patients with Pappas type-VII, VIIl, or IX
disease, the diameters of the arteries and the origin of the deep femoral artery were similar to those of the contralateral
extremity. In two patients with Pappas type-lll disease, atypical anatomy of the vessels was found. The anterior part of
the thigh and the pseudarthrosis were supplied through the femoral artery (the extemal iliac artery) as a terminal
branch, while the remainder of the extremity was supplied from the intemal iliac artery, which entered the thigh
posterior to the hip as the inferior gluteal artery and continued as the artery to the sciatic nerve to the popliteal artery.
No substantial anastomoses were found between the femoral and the posterior arteries in these vascular patterns.

Conclusions: Computed tomographic-angiographic reconstruction can be used to depict the spatial configuration of
the pseudarthrosis and the vascular pattern of the extremity in patients with proximal femoral focal deficiency. We
found distinct vascular changes in the majority of the involved thighs, but there were no typical changes related to the
Pappas classification. Because we found atypical vascular patterns in two patients, evaluation of the vessels with use
of various diagnostic methods is recommended in patients with severe types of proximal femoral focal deficiency.

complex deformity manifested by hypoplasia of variable

portions of the femur. Associated components vary ac-
cording to the type of the deficiency, but the main association
is fibular aplasia or hypoplasia. The cause of this malformation
remains unknown, but a primary vascular defect probably does
not contribute to it'*, Among the various classifications*”’, we
prefer two: the Pappas classification system®, which describes

P roximal femoral focal deficiency represents a rare and

nine classes of abnormalities of the femur together with the
associated abnormalities of the lower limb, and the commonly
used Aitken classification system*. Pappas type I is the absence
of the femur. The most challenging patients to treat are those
with Pappas types II and III. Pappas type II (Aitken D) is
characterized by the absence of the acetabulum and the fem-
oral head, with the remainder of the femoral shaft being hy-
poplastic and dislocated proximally. In Pappas type III (Aitken

Disclosure: In support of their research for or preparation of this work, one or more of the authors received, in any one year, outside funding or grants in
excess of $10,000 from the Ministry of Health of the Czech Republic (project #0002384101). Neither they nor a member of their immediate families
received payments or other benefits or a commitment or agreement to provide such benefits from a commercial entity. No commercial entity paid or
directed, or agreed to pay or direct, any benefits to any research fund, foundation, division, center, clinical practice, or other charitable or nonprofit
organization with which the authors, or a member of their immediate families, are affiliated or associated.
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COMPUTED TOMOGRAPHIC ANGIOGRAPHY IN
PROXIMAL FEMORAL FOCAL DEFICIENCY

TABLE | Demographic Data on Patients with Proximal Femoral Focal Deficiency, Vascular Pattern, Other Findings, and Treatment

Distance of
Bifurcation of
Diameter of Femoral Artery
Vascular Femoral Artery in in Relation
Age at Pattem Upper Edge of to Triradiate
Time of on Computed Symphysis (mm) Cartilage* (mm)
Examination Pappas Tomographic Other
Case Sex on Type Side Angiography Findings Treatment R L R L
1t F 3 | R Typical Knee-for-hip 3 5 -9 +29
procedure
2t M 3 n L Atypical Pseudarthrosis 5 2 +18 -12
extremity reconstruction
supply
3t M 5 m R Atypical Pseudarthrosis 1 6 -8 +30
extremity reconstruction
supply
4t M m R Typical Orthotic device 5 0 +17
5% M n R Typical Hypoplasia Orthotic device 8 9 +30 +45
of tibia
and fibula
and 2-ray
foot
61 F n R Typical Orthotic device 4 -8 +20
7t M v L Typical Pseudarthrosis 4 +23 -5
reconstruction
8t M 3 v R Typical Pseudarthrosis 2 4 +13 +24
reconstruction
ot M 3 Vil R Typical Lengthening of 4 4 +19 +28
femur
10t M 5 Vil L Typical Clubfoot on Valgus osteotomy B 5 +24 +24
contralateral of femur
side
11t M 7 viil R Typical 4-ray foot Lengthening of 6 6 +33 +31
femur
12 F 4 IX Typical Salter osteotomy 5 4 +22 +26
13f M 6 IX R Typical 3 and 4-ray Salter osteotomy 5 4 +32 +19
hands
14+ F 4 X R Typical Lengthening of 4 4 +24 +23
femur
15+% F 13 [} L Typical 4-ray foot Knee-for-hip 7 3 +41 -13
procedure
16% M 16 ] L Typical Knee-for-hip 8 2 +48 0
procedure
17% F 17 [[] R Typical, Reconstruction and 5 6 +10 +41
with short lengthening
common
iliac artery
18% F 13 n R Typical Reconstruction and 5 6 +19 +27
lengthening
19% M 11 L[] R Typical Reconstruction and 5 i 0 +59
lengthening
20% M 8 Vil L Typical Valgus osteotomy 5 7 (o] +40
and lengthening
21% F 7 vil R Typical Valgus osteotomy 4 7 +25 +20
and lengthening
*Positive values indicate distal direction and negative values indicate proximal direction.tThe computed tomography examination was done before any surgical
procedure.The computed tomography examination was done after the surgical procedure.
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Fig. 1
Case 1. A three-year-old patient who had Pappas type-l proximal femoral focal deficiency on
the right side. Computed tomographic angiogram, performed with the volume-rendering
technique of reconstruction, showing the vascular pattern of both extremities through the
external iliac and femoral vessels. There is only one visible artery approaching the thigh
with a diameter of >0.5 mm (thick arrow). FA = femoral artery, and FV = femoral vein
(thin arrow).

C), the femoral head and the acetabulum are present, but there
is no osseous connection between the femoral head and the
femoral shaft. In Pappas type IV (Aitken B), the femoral shaft
and head are joined by irregular calcification in a fibrocarti-
laginous matrix. In Pappas type V, the midshaft of the femur is
abnormal, and, in Pappas type VI, the distal part of the femur
is hypoplastic and irregular. Pappas type VII (Aitken A) and
type VIII represent congenital coxa vara and congenital coxa
valga, respectively. In Pappas type IX, the shape of the femur is
normal, but it is hypoplastic. The correct categorization of
Pappas types II, III, and IV (Aitken D, C, and B, respectively)
during early childhood is sometimes difficult, with use of plain
radiographs alone. As the patient increases in age, the Pappas
type may change. In Pappas types III and IV, the mobility
of the proximal femoral epiphysis in the acetabulum plays a
crucial role in further treatment, which involves either re-
construction of the pseudarthrosis between the femoral shaft
and the proximal part of the femur and/or a salvage proce-
dure (a so-called knee-for-hip procedure). Various imag-
ing methods"**"" have been used to identify (a) whether the
proximal femoral epiphysis is in the acetabulum, (b) the mo-
bility of the epiphysis in the acetabulum, and (c) the spatial
configuration of the connection between the epiphysis and

the shaft. Because there is limited information concerning the
vascular pattern"'' and the role of the vessels in proximal
femoral focal deficiency, we sought to study the vascular
supply systematically with use of computed tomographic an-
giography with the purpose of identifying the vascular supply
of the femur and the entire lower extremity. Our hypotheses
were that (1) there are some vascular changes in proximal
femoral focal deficiency in comparison with the normal, con-
tralateral extremity, (2) the vascular changes vary according to
the type of proximal femoral focal deficiency, and (3) the
primary vascular anatomy does not differ substantially from
that of the contralateral, noninvolved extremity.

Materials and Methods

wenty-one patients (thirteen boys and eight girls, who

ranged from one to nineteen years old) with proximal
femoral focal deficiency underwent computed tomographic
examinations with visualization of the vessels between July
2005 and March 2008 (Table I). Fourteen patients were ex-
amined before any surgical treatment, and seven patients were
examined after surgery. The proximal femoral focal deficiency
in the patients was classified according to the Pappas classifi-
cation system, with use of plain radiographs initially and later
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Fig. 2

Case 4. A sevenryear-old patient with Pappas type-ll proximal femoral focal deficiency on
the right side. Anterior computed tomographic angiogram, with the volume-rendering
technique of reconstruction, showing the vascular pattemn of the extremity supplied
through the hypoplastic extemal iliac and femoral arteries (FA) and the popliteal artery
(PA). The deep femoral artery (DFA) supplies the pseudarthrosis. It is substantially re-
duced in diameter and length, and it arises at the level of the pelvic brim. A small proximal
fixed femoral epiphysis is obvious in the dysplastic acetabulum under the femoral artery
without an osseous anlage between the shaft and the epiphysis.

by computed tomographic examination. One patient had type-
I disease, two patients had type-II (Aitken-D), eight patients
had type-III (Aitken-C), two patients had type-IV (Aitken-B),
four patients had type-VII, one patient had type-VIII, and
three patients had type-IX disease. The right side was pre-
dominantly involved in fourteen patients. The feet were nor-
mal in eighteen patients, and severe hypoplasia of the tibia and
fibula and a two-ray foot was seen in one patient (Case 5). In
two patients (Cases 11 and 15), four-ray feet were present. In
one patient (Case 13) who had type-IX proximal femoral focal
deficiency, three and four-ray hands were present. A clubfoot
on the contralateral side was present in one patient (Case 10),
who had type-VII proximal femoral focal deficiency. In all
patients, the family history was negative for proximal femoral
focal deficiency or other congenital anomalies.

Computed tomographic angiography was carried out in
the following manner: Iomeron (iomeprol) 400 (in doses of 2
mL/kg of body weight) was injected intravenously with use of
the technique of bolus tracking. The examinations were per-
formed with the SOMATOM Sensation 16 scanner until 2005
and with the Sensation 40 since 2006 (both scanners were

from Siemens, Erlangen, Germany) with use of standardized
computed tomography techniques, namely, volume rendering,
multiplanar reconstruction, and maximum intensity projec-
tion techniques. These techniques make it possible to visualize
vessels of 0.5-mm diameter and to reduce the radiation doses
according to the age and the weight of the patients. The outer
diameter of the femoral artery was measured bilaterally at the
level of the upper edge of the pubic symphysis. The level of
origin of the deep femoral artery was compared with the tri-
radiate cartilage level. The average duration of the examination
was ten minutes. Short-term general anesthesia was used in
younger children, but no anesthesia was used in children who
were five years of age or older. The parents of the younger
patients and the adult patients were fully informed about the
examination and gave their written consent. The ethics com-
mittee of our institution agreed with the design of the study.

Source of Funding

The funding source was the Ministry of Health of the Czech
Republic (project #0002384101). It did not play a role in the
investigation.
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Fig. 3-A

Figs. 3-A through 3-C Computed tomographic angiograms, with the volume-rendering
technique of reconstruction, of a three-year-old patient (Case 2) with Pappas type-lll proximal
femoral focal deficiency on the left side with an atypical vascular pattem. Fig. 3-A Anterior
image showing the low division of the commoniliac arteries into the extemal and intemal iliac
artery (thick arow). The extermal iliac artery (EIA) is hypoplastic and continues as the femoral
artery (FA), which provides a lateral branch (deep femoral artery; DFA) supplying the con-
nection between the epiphysis and the femoral shaft and a medial branch (femoral artery)
supplying and terminating in the thigh. The lower extremity is supplied from the intemal iliac
artery (lIA) through the inferior gluteal artery (IGA), which enters the thigh posterior to the hip
and continues as the artery to the sciatic nerve (ASN) and the popliteal artery (PA). One
important branch (asterisk) originates from the artery to the sciatic nerve in the middle part of

the thigh.

Resuits
Patients Examined Before Treatment (Cases 1 Through 14,
Table I)
I n twelve patients, a computed tomographic-angiographic
reconstruction showed the typical anatomical vascular
pattern of the extremity, in which the hypoplastic extremity
and the pseudarthrosis were supplied through the femoral
artery as a branch of the external iliac artery, similar to that on
the contralateral, normal side, as observed in patients with
type-I (Fig. 1), type-III (Fig. 2), and type-IV proximal femoral
focal deficiency. The diameters of the external iliac and deep

femoral arteries were reduced in all patients. The diameter of
the femoral artery was reduced in types I through IV, whereas
in types VII, VIII, and IX, the diameter was the same, or nearly
the same, as that on the contralateral side (Table I). The deep
femoral artery arose more proximally in contrast to the con-
tralateral side in patients with types I through IV and in one
patient with type-VII disease. In the remaining patients with
types-VII, VIII, and IX disease, the deep femoral artery arose
more distally (three patients) or at the same level (two pa-
tients) as that on the uninvolved side. There were no typical
changes in the vascular supply corresponding to the Pappas

P —
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Fig. 3-B
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Posterior image showing the inferior gluteal artery (IGA), the branch of the intemal iliac artery,
which enters the thigh posterior to the hip and continues to the distal part of the thigh and lower
leg as the artery to the sciatic nerve (ASN) and the popliteal artery (PA), respectively. One im-
portant branch (asterisk) arises on the thigh. No anastomosis with the femoral artery (FA) (arrow)
is obvious. The popliteal artery divides into the anterior and posterior tibial arteries in the middle

part of the lower leg (arrow).

type of deficiency that could be considered pathognomonic for
specific type. Computed tomographic angiography and three-
dimensional computed tomographic reconstructions in all pa-
tients with Pappas types-I, III, and IV disease showed more
precise spatial reconstructions of the pseudarthroses because
the vessels help to accentuate the soft-tissue connection. There
were no complications of the angiography.

The remaining two patients, who are described below,
both had Pappas type-III (Aitken-C) disease and had substantial
changes of the entire vascular pattern of the lower extremity.

Case 2: A Patient with Pappas Type-III Disease on the Left Side

On examination with computed tomographic angiography, the
femoral neck and proximal two-thirds of the femoral shaft
were absent, and the distal hypoplastic shaft was dislocated
proximally and connected through a soft-tissue band with the
proximal epiphysis. The external iliac artery was hypoplastic
and continued as the femoral artery, dividing at the level of the

triradiate cartilage into a lateral branch (the deep femoral ar-
tery) and a medial branch (the femoral artery). The lateral
branch supplied the pseudarthrosis and terminated in the
thigh (Fig. 3-A). The medial branch supplied the muscles and
terminated above the knee. The rest of the lower extremity was
supplied from the parietal branch of the internal iliac artery,
namely, the inferior gluteal artery, which entered the thigh
through the greater sciatic foramen, posterior to the hip, and
descended between the greater trochanter and the ischial tu-
berosity to the sciatic nerve (Figs. 3-B and 3-C). This artery
accompanied the sciatic nerve as the artery to the sciatic
nerve'>" (arteria comitans nervi ischiadici'>", or the ischiadic
artery according to Senior') to the distal part of the thigh and
continued as the popliteal artery. Only one important branch
originated from this artery in the middle part of the thigh
supplying the hamstring muscles (Fig. 3-A; asterisk). No
substantial visible anastomoses of the inferior gluteal artery or
the artery to the sciatic nerve and the deep femoral artery were
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Anterolateral image in the venous phase. The popliteal artery (PA) is conjoined with the popliteal
vein (PV), which follows as the vein to the sciatic nerve (VSN) to the inferior gluteal vein and

enters the intemal iliac vein. The femoral vein (FV) is hypoplastic and drains the blood from the
thigh and from the greater saphenous vein. FA = femoral artery, and ASN = artery to the sciatic

nerve.

identified, as has been described in anatomical textbooks'".
The popliteal artery divided into the two typical main branches
to the lower leg, namely, the anterior and posterior tibial ar-
teries. This division occurred in the lower half of the leg, more
distal than in the normal, contralateral leg (Fig. 3-B). The
popliteal artery was accompanied by the popliteal vein, which
drained the deep veins of the leg and continued as the vein to
the sciatic nerve (vena comitans nervi ischiadici) and after that
as the inferior gluteal vein and the internal iliac vein, respec-
tively (Fig. 3-C). The femoral vein was hypoplastic and ran in
the typical position in the anterior half of the thigh and drained
the blood from the thigh and from the greater saphenous
vein. The vascular supply in the contralateral extremity was
normal.

Case 3: A Patient with Pappas Type-1II Disease on the Right Side
The examination with computed tomographic angiography
revealed a hypoplastic and mobile proximal femoral epiphysis
in the acetabulum. The femoral neck and proximal one-quarter
of the femoral shaft were absent, and the remnant of the
shaft was dislocated proximally. Similar to the previous patient

(Case 2), the external iliac artery was hypoplastic and con-
tinued as the femoral artery that divided at the level of the
triradiate cartilage into a lateral branch (the deep femoral artery)
and a medial branch (the femoral artery). The lateral branch
supplied the proximal part of the femur, the pseudarthrosis,
and the thigh (Fig. 4-A), whereas the medial branch supplied
the muscles and terminated above the knee. The remnant of
this lower extremity was supplied through the inferior gluteal
artery, which continued with the sciatic nerve as the artery to
the sciatic nerve (arteria comitans nervi ischiadici') on the
posterior part of the thigh (Figs. 4-A and 4-B). This artery
entered the popliteal fossa and continued as the popliteal ar-
tery. The popliteal artery supplied, through its branches, the
knee and thereafter divided into the anterior and posterior
tibial arteries in the typical proximal location. Only one branch
arose from the artery to the sciatic nerve in the proximal half of
the thigh (Fig. 4-B). No anastomoses between these arteries
and the femoral artery were seen. The distribution of veins in
this patient differed from that in the previous patient because
companion veins of the artery to the sciatic nerve were not
present. The popliteal artery was conjoined with the popliteal
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Figs. 4-A and 4-B Computed tomographic angjio-
grams, with the volume-rendering technique of re-
construction, of a five-year-old patient (Case 3) with
Pappas type-lll proximal femoral focal deficiency on
the right side with an atypical vascular pattem. Fig.
4-A Anterior image in the arterial phase. The femoral
artery (FA) bifurcates into two branches, namely,
lateral (deep femoral artery; DFA) and medial (fem-
oral artery). The lateral branch supplies the femur
and the pseudarthrosis. Both branches terminate in
the thigh. The inferior gluteal artery (IGA) continues
to the artery to the sciatic nerve (ASN) and the
popliteal artery (PA). The femoral epiphysis (aster-
isk) is visible in the acetabulum. GSV = greater
saphenous vein. Fig. 4B Posteriorimage in the late
arterial phase. The inferior gluteal artery (IGA) enters
the thigh and continues to the artery to the sciatic
nerve (ASN) and the popliteal artery (PA). One
branch (asterisk) arises from this artery in the
proximal half of the thigh. The popliteal vein (PV)
does not follow the arteries and drains into the
femoral vein (FV), which is proximally conjoined with
the greater saphenous vein (GSV).

Fig. 4-B

vein, but this vein left the artery in the proximal part of the | and, after joining with the greater saphenous vein, continued
popliteal fossa and drained into the femoral vein through the | to the external iliac vein (Fig. 4-B). Importantly, the principal
adductor canal. The femoral vein ran to the femoral triangle | veins of the extremity did not follow the principal arterial
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supply of the extremity. The vascular supply on the contra-
lateral side was normal.

In both of the patients described, these atypical vascular
patterns were not associated with any further external body
deformities, except for the common typical anomalies de-
scribed in type-III proximal femoral focal deficiency.

The specific treatment of the patients in this subgroup
differed (Table I). In both patients with abnormal vascular
patterns, the surgery was performed very carefully in order to
preserve the vascular supply of the extremities.

Patients Examined After the Treatment (Cases 15

Through 21, Table I)

Seven patients were treated surgically before the examination
with computed tomographic angiography according to their
age and the type of deficiency. The vascular pattern of the
extremities was typical in all, except for the external iliac and
deep femoral arteries, which were diminished in their length
and diameter in conformance with the shortening and atrophy
of the thigh in contrast to the normal, contralateral side. The
diameter of the femoral artery (Table I) was reduced in all
but one patient (Case 20) in comparison with the normal,
contralateral side. The deep femoral artery arose substantially
more proximally on the involved side in the patients with
types-II and III proximal femoral focal deficiency, whereas it
arose more distally in comparison with the uninvolved side in
two patients with type-VII disease. High division of the ex-
ternal iliac artery into the deep femoral artery and the femoral
artery was also obvious in two patients with types-II and III
disease. In one patient (Case 16), the division of the common
iliac artery into external and internal iliac arteries was localized
between L4-L5, which was 35 mm more proximal than that on
the contralateral, normal side. Similar to the previous group of
patients, there were no pathognomonic changes in the vascular
supply corresponding to the type of proximal femoral focal
deficiency.

Discussion

Goldman et al.' reported that there is no disturbance of the
vessels and nerves in patients with proximal femoral focal

deficiency. Pirani et al." described the soft-tissue anatomy of

proximal femoral focal deficiency, primarily the muscles, but

provided no description of the vessels.

The first of our hypotheses in this study was confirmed,
namely, that the majority of patients with proximal femoral
focal deficiency show distinct vascular changes in the involved
extremity, including reduction of the diameter and length of
the arteries in contrast to the unaffected, contralateral ex-
tremity. Femoral artery diameters were reduced in all patients
with type-I through type-IV disease, whereas the diameters
were almost normal in patients with type-VII, VIII, or IX
disease. The diameter of the femoral artery was reduced more
in the patients with more severe forms of proximal femoral
focal deficiency. This may be explained by the nearly similar
demands on the blood supply of both lower extremities in
types VII, VIII, and IX, whereas muscle and bone mass are

COMPUTED TOMOGRAPHIC ANGIOGRAPHY IN
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reduced in types I through IV. The reduction in the length of
vessels was noted from measurements of the origin of the deep
femoral artery. This artery arose more proximally in contrast
to the contralateral side in patients with type-I through type-
IV disease and in one patient with type-VII disease. In the
remaining patients with types VII, VIII, or IX, the deep fem-
oral artery arose more distally (five patients) or at the same
level (two patients) in comparison with the uninvolved side.
The more proximal origin of the deep femoral artery was ex-
pected with the proximal position of the thigh in types I
through IV. Why the deep femoral artery arose more distally in
the majority of patients with type-VII, VIII, or IX proximal
femoral focal deficiency remains unclear. The musculoskeletal
development of the extremity in types VII, VIII, and IX is
similar to the uninvolved side, and thus common variations of
the origin of the deep femoral artery of 2 to 5 cm distal to the
inguinal ligament, described in anatomical textbooks', may be
one possible explanation. In one patient, the division of the
common iliac artery was more proximal in comparison with
that on the contralateral side.

The second of our hypotheses was not confirmed be-
cause there were no changes in the vascular pattern that could
be described as specific for a particular type of proximal femoral
focal deficiency.

The third of our hypotheses concerning changes in the
topographical anatomy of the vessels supplying the extremity in
proximal femoral focal deficiency was not confirmed because
atypical vascular patterns were found in only two patients, both
with Pappas type-III (Aitken-C) proximal femoral focal defi-
ciency. In these two patients, the inferior gluteal artery continued
as the artery to the sciatic nerve (arteria comitans nervi ischia-
dici*™" or ischiadic artery'*') and then formed the popliteal
artery as the main supply of the distal end of the extremity.

What is the explanation for variation in the vascular
supply of the extremity? From anatomical studies of lower
mammals, it is known that the artery to the sciatic nerve (the
ischiadic artery) is the main artery of the lower extremity"”. In
human anatomy, the vascular supply of the lower extremity
through the inferior gluteal artery and the artery to the sciatic
nerve (the ischiadic artery) has been described as a rare vari-
ation in otherwise normal extremities™*. Adachi', in 1928,
reviewed the history of the description of this variation in
fifteen individuals (five had the variation bilaterally) and de-
scribed one individual with a unilateral ischiadic artery, which
continued to the popliteal artery. The femoral artery was hy-
poplastic and descended to the medial side of the leg as the
saphenous artery, which supplied the skin on the medial side
of the leg. He described the anastomosis between the femoral
artery (the medial superior genicular artery) and the ischiadic
artery in the popliteal fossa. The other authors cited in that
book'® described the continuation of the femoral artery to the
knee level in seven individuals and its anastomosis with the
popliteal artery through the superior genicular artery. Only
three authors observed the ending of the femoral artery on the
medial side of the leg. We did not observe this continuation of
the femoral artery into the leg with anastomoses between the
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femoral artery and popliteal artery, similar to the descriptions
by Green in 1831, Manec in 1843, and Ellis in 1853, in the book
by Adachi'.

In our two unusual patients, the lateral branch after
bifurcation of the femoral artery became the deep femoral
artery, and this artery supplied the pseudarthrosis and the
femur and terminated in the thigh. The medial branch (prob-
ably the femoral artery) supplied the muscles and skin on
the medial side of the thigh, but did not continue to the leg.
The main vascular supply of the extremity through the inferior
gluteal artery and the artery to the sciatic nerve (the ischiadic
artery) observed in these two patients can be attributed to the
persistence of an embryological pattern of the vascular supply
of the lower extremity. From the excellent description of the
embryological development of the vascular supply of the lower
extremity by Senior", it is known that the lower limb is pri-
marily supplied through a primitive artery of the limb, referred
to as the axial artery'*", which courses along the dorsal surface
of the thigh and continues to the ischiadic artery. The ischiadic
artery enters the popliteal artery, which continues to the leg
and foot (in the 6-mm embryonic stage at about 4.0 to 4.5
weeks of gestation). The external iliac artery arises later in the
8.5-mm stage (at about five weeks of gestation) and bifurcates
into the inferior epigastric artery and the femoral artery in the
12-mm stage (at approximately six weeks of gestation). The
femoral artery runs parallel with and on the medial side of
the saphenous nerve and bifurcates into medial and lateral
branches. The medial branch later joins the ischiadic artery in
the 14-mm stage (at approximately 6.5 weeks of gestation) and
participates in the blood supply of the leg. In the 18-mm stage
(at approximately 7.5 weeks of gestation), the caliber of the
femoral artery gradually exceeds that of the ischiadic artery
and individual muscles become differentiated. In the 22-mm
stage of development (the end of the eighth week), the con-
tinuity of the ischiadic artery has been interrupted and the
femoral artery alone conveys blood to the region beyond the
knee. The former embryonic axial artery of the lower extremity
and the ischiadic artery'*'* persist in further development as
the inferior gluteal artery and as a very small artery to the
sciatic nerve (arteria comitans nervi ischiadici'>") and termi-
nate in the thigh. This implies that the critical time for con-
nection between the femoral artery and the ischiadic artery is
between the 12 and 14-mm stages of development (about 6.0
to 6.5 weeks of gestation). If the femoral artery does not join
the ischiadic artery, the ischiadic artery (the artery to the sciatic
nerve) remains as the principal vessel supplying the extremity.
The cause of this remains unknown. One explanation may
be the variable effects of disruption by the development in
proximal femoral focal deficiency, which includes defects in
the pubic portion of the pelvis, the proximal part of the femur,
the patella, the anterior cruciate ligament, the femoral con-
dyles, the fibula, a variable number of lateral and/or axial toes,
the talus and cuboid, and, secondarily, all of the nerves, mus-
cles, arteries, and veins associated with fibular development'*"”.
It is possible that the defects may also include the development
of the femoral artery.

CoMPUTED TOMOGRAPHIC ANGIOGRAPHY IN
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What is the clinical relevance of the findings of an ab-
normal vascular pattern in a lower extremity with proximal
femoral focal deficiency? On the basis of our knowledge and
reports in the literature, a variation in the embryonic blood
supply of the lower extremity through the artery to the sciatic
nerve is rare"*'. Because proximal femoral focal deficiency is
also rare, namely, 0.2 per 10,000°, and two individuals with this
variation were found among our twenty-one patients, a greater
prevalence of this vascular anomaly in proximal femoral focal
deficiency is probable. Therefore, it is our opinion that major
vascular variations should be sought in every patient with
severe proximal femoral focal deficiency.

Minor vascular variations, which were found in all of
our patients, did not change the treatment strategy we used,
including the surgical treatment. In the two patients with
major vascular changes with the primary blood supply of the
extremities occurring through the artery to the sciatic nerve,
the surgeon must be careful to avoid damage to the inferior
gluteal artery and the artery to the sciatic nerve during any
proximal femoral and hip reconstruction. In the knee-for-hip
procedure, the risks of vascular injury are similar. The appli-
cation of a spica cast and the construction of prosthetic or
orthotic devices should also respect the atypical vascular
supply to avoid applying pressure to the posterior side of the
hip and thigh. Because substantial anastomoses between the
femoral artery and the inferior gluteal artery and the artery
to the sciatic nerve were not found in our patients, the
collateral circulation may be problematic after an injury to the
inferior gluteal artery and the artery to the sciatic nerve. In
addition, the vascular supply of the leg and foot may be
impaired.

Visualization of the vessels with computed tomographic
angiography is very satisfactory because the least visible diam-
eter is 0.5 mm. Computed tomographic angiography also en-
ables us to visualize the muscles of the extremity using the
method of bone removal, similar to that used in magnetic res-
onance imaging. A disadvantage of our study is the use of
computed tomography techniques for the identification of
vessels because they involve radiation exposure and the necessity
of general anesthesia in very young children. The use of modern
equipment and adjusting the intensity according to the age and
the weight of the patient can minimize the radiation exposure.
The use of intravenous Iomeron (iomeprol) and the rapidity of
the whole procedure (a maximum of ten minutes) allows ex-
amination without general anesthesia in children who are five
years of age and older. Limited visualization of the nerves by
computed tomographic angiography, particularly with regard
to the sciatic nerve and its relation to the atypical artery of
the thigh (the artery to the sciatic nerve), represents a further
weakness, but the close position of these structures is visible by
careful analysis of selected computed tomography sections.

In conclusion, although only two patients with an atyp-
ical vascular supply of the extremity were found, evaluation
of the vascular supply in patients with proximal femoral focal
deficiency through various imaging methods is recommended
as a standard diagnostic procedure, especially in severe types of
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proximal femoral focal deficiency. With modern diagnostic
methods and respecting these new findings of atypical vascular
patterns, the treatment of proximal femoral focal deficiency
should be improved. B
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ANOMALIE CEVNIHO ZASOBENI DOLNI KONCETINY
U PACIENTU S VROZENE KRATKYM FEMUREM (PFFD)

AVYZNAM CTAG PRI JEJICH DIAGNOSTICE
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PROXIMAL FEMORAL FOCAL DEFICIENCY (PFFD): THE VALUE OF CT ANGIOGRAPHY
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SOUHRN

Horak M, Chomiak J, Kaspar M, Ryzna-
rova Z, Masek M, Frydrychova M, Dun-
gl P. Anomadlie cévniho zasobeni dolni
koncetiny u pacientii s vrozené kratkym
femurem (PFFD) a vyznam CTAG p¥i je-
jich diagnostice

Vrozené zkraceny femur (PFED) je vzac-
na vrozena anomalie, kterou fadime mezi
onemocnéni kycelniho kloubu détského
véku. Na souboru pacientll vySetfenych
na pocita¢ové tomografii (CT) i se zobra-
zenim cév pomoci CT angiografie (CTAG)
byla popséna ve dvou pfipadech anomalie
cévniho zasobeni postizené dolni konceti-
ny. Hlavni zdsobujici tepnou se stala arteria
iliaca interna a jeji vétev arteria glutea in-
ferior. Zaroven byla nalezena v jednom ze
dvou ptipadd i anomalie v Zilnim Fedisti,
kdy hluboka zila stehna sleduje anomadlni
tepenné zasobeni a sbird krev do vena ili-
aca interna. Nové popsany ndlez neni jen
zajimavost, ale miize umoznit i lepsi pla-
novani opera¢niho ptistupu pfi korekci
anomalie.

Klic¢ova slova: anomalie cévniho zasobe-
ni, arteria ischiadica, CTAG, abnormalni
dolni koncetina, PFFD, vrozené zkriceny
femur.

SUMMARY

Horak M, Chomiak J, Kaspar M, Ryzna-
rova Z, Masek M, Frydrychova M, Dungl
P. Anomalies of blood supply to the lower
extremity in patients with proximal fe-
moral focal deficiency (PFFD): the value
of CT angiography

Proximal femoral focal deficiency (PFFD)
is a rare inborn abnormality that belongs
to the disorders of hip joint of infant age.
Abnormal vascular supply was revealed in
two cases examined on CT with vessel vi-
sualization using CT angiography (CTA) at
the affected lower extremity. Internal iliac
artery and its branch inferior gluteal artery
were the major supplying arteries. There
was also abnormal venous drainage in one
of these cases, via a deep vein of the thigh
leading blood to internal iliac vein. These
findings allow for better planning of the
surgical correction treatment.

Key words: anomalous vascular supply,
CTA, abnormal lower extremity, sciatic
artery, PFFD, proximal femoral focal defi-
ciency.
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DEFINICE

Vrozené kratky femur fadime mezi onemocnéni kycelniho
kloubu détského véku. Jde o spojitou fadu poruch vyvoje
dolni koncetiny rizné zdvaznosti s pfevahou postiZeni ste-
henni kosti. Femur muzZe bud uplné chybét, nebo muze byt
téméf normdlné vyvinut pouze s lehkym zkratem. Pfi ¢asté
agenezi zki{Zenych vazii byva pravidelné postizena stabilita
kolenniho kloubu. Zkraceni az chybéni fibuly je také pra-
videlnou soucdsti vSech vyvojovych stupnu této deformity.
Méné casté doprovodné anomalie jsou hypoplazie a latera-
lizace pately, valgoézni koleno, na noze potom chybéni late-
rélnich paprska ¢i kulovy hlezenni kloub (1). V neposledni
tadé bude pravé zde popsan novy objev pfidruzené anomalie
- anomidlie cévni.

Maximum patologickych zmén na skeletu byva na pro-
ximdlnim femuru, proto se téZ pouzivd i u nas anglického
nazvu se zkratkou PFFD (proximal femoral focal defici-
ency). Lze se setkat i s ndzvem vrozeny pakloub kycelniho
kloubu.

ETIOLOGIE A INCIDENCE

Vyskyt vady je udavan s ¢etnosti 1-2 na 100 000 novorozen-
ct. Vzhledem k tomu, Ze nékteré pfipady jsou po naroze-
ni nendpadné, lze predpokladat, Ze je incidence jesté vyssi.
V Ceské republice se ro¢né vyskytnou minimalné dva nové
ptipady. Nejc¢astéji se jednd o typ II, IIl a IV v klasifikaci dle
Pappase (2).

Proximalni femoralni defekt vznika ptisobenim noxy ne-
znamého puvodu mezi 4.-9. tydnem téhotenstvi. Do soucas-
né doby se nepodafilo zjistit, zda se jedna o virovou infeki,
ozateni, chemické, polékové ¢i mechanické vlivy. Muze jit
i o kombinaci vy$e uvedenych ¢initela (3).

KLASIFIKACE

Existuje nékolik klasifikaci, jedna z nejstarsich rozliSuje
defekty podle RTG obrazu A-D sec Aitken (4). Ve FN Na
Bulovce se nejvice osvédcila novéjsi klasifikace podle RTG
obrazu dle Pappase (2), kterd déli kongenitélni defekty podle
rozsahu postizeni do vzestupné fady od I do IX.

Typ I: Femur zcela chybi, acetabulum neni vyvinuto, pro-
ximalni tibie je ve vysi ky¢elniho kloubu.

Typ II: Chybi proximdlni polovina femuru, acetabulum
neni vyvinuto.

Typ III: Kycelni kloub je vytvoren, i kdyZz ¢asto nedoko-
nale, hlavice femuru je hypoplasticka, ale pohyblivd, pozdéji
osifikuje.

Typ IV: Ky¢elni kloub je vytvoren, mezi hlavici a diafyzou
femuru je fibrokartilagindzni spojeni s ostrtivky kalcifikaci.

Typ V: Defekt femuru v diafyze.

Typ VI: Femur je defektni distdlné, chybi funk¢ni kolenni
kloub, nékdy se sdruzuje s aplazii fibuly.

Typ VII: Proximalni diafyza je skleroticky zuZena, koleno
je valgozni, lateralni kondyl hypoplasticky, ¢éska ma tenden-
ci k luxaci.

Typ VIII: Hypoplasticky femur s valgézitou kréku, hlavice
Vv retroverzi.

strana 418

?‘T}I‘ Wil

Obr. 1. Tabulka klasifikace zmén vrozené krdatkého femuru (PFFD)
sec Pappas

Fig. 1. Table of classification of differences in proximal femoral focal
deficiency (PFFD) sec Pappas

Typ IX: Femur normalniho tvaru, av$ak hypoplasticky
proti druhé strané, ¢asta je nestabilita v koleni (obr. 1).

KLINICKY NALEZ

Kongenitalni defekt je nidpadny ihned po narozeni, néktera
hypoplazie se odkryje az béhem rtstu. U nejcastéji se vysky-
tujicich defektii je stehno kratké, masivni, nozka postizené
strany stoji ¢asto v drovni protilehlého kolena nebo konéi
v urovni proximalniho bérce. Koncetina je v abdukci, zevni
rotaci a flexi v ky¢li, velmi ¢asto pretrvava proximdlni posun
femuru. Koleno byva ve flexi. Casto chybi fibularni paprsek
nohy, chodidlo je ve valgéznim postaveni. Zkrat se s vékem
zvétiuje, bez 1é¢eni se na konci ristového obdobi pohybuje
mezi 5cm u IX az do 40 cm u IT a ITI. Konzervativni terapie
spocivéa v protetické péci. Chirurgické feseni je dlouhodobé
a komplikované, vétsinou probiha v etapach po celé détstvi
a dospivani, zahrnuje prolongace, korekéni osteotomie, dero-
tace a na zdravé koncetiné i epifyzeodézy (1, 5) (obr. 2A,B).

METODIKA

Ve FN Na Bulovce je od poloviny roku 2006 pouZivan CT
piistroj Siemens Somatom Sensation 40 (Erlangen, Némec-
ko), pfed tim byl pouzivan CT pftistroj Siemens Somatom
Sensation 16 (Erlangen, Némecko). Samotny protokol se
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A Obr.2A

A Obr. 2B

Obr. 2A,B. Priklad zobrazeni skeletu PFFD typ Il pravé dolni koncetiny
A - rtg snimek AP pravé dolni koncetiny; B — CT 3D rekonstrukce pdnve — VRT
anteriorni pohled

Chybi cely femur s vyjimkou distdini epifyzy femuru s patrnymi kondyly, patela
nenf osifikovdna. V ky¢li chybi hlavice femuru, acetabulum je velmi strmé.

ptili§ nezménil, jen byl pfizpisoben moznostem novéjsi-
ho rychlejsiho ptistroje. Nédbér dat je provddén kolimaci
0,6 mm, pitch 0,9. Rekonstrukéni inkrement 0,5 se $iti ob-
razu 0,6 mm v kernelu 10. Nastaveni kV a mAs na lampé je
korigovano podle véku a véhy pacienta s minimalizaci dav-
ky. Nabér dat je provadén nativné a po podani kontrastni lat-
ky Iomeprolum 400 (Iomeron 400, Altana Pharma) v davce
2ml/kg rychlosti 4ml/s ve dvou fazich arteridlni a vendzni.
Na spravné nacasovani se pouziva technika Bolus timing.
Kontrastni latka je podavana tlakovym injektorem Ulrich
Missouri (Ulm, Némecko) (7, 8).

3D rekonstrukce skeletu se provadi z nativniho nabéru
dat ve VRT obrazu. Postkontrastné se provadi multipla-
narni rekonstrukce (MPR) rekonstrukce v 5mm S$irokych
fezech s posunem 5mm v sagitalni a frontélni roviné. Dalsi
rekonstrukce se provadi v tenkych fezech maximum intensi-
ty projection (MIP) $ife 50 mm s posunem 5mm v sagitalni
a frontalni roviné. Cely obrazovy dataset se dale zpracovava
ve volume rendering technique obrazech (VRT) ve vhod-
ném naklonu. V pripadé odstranéni skeletu metodou Bone
Removal, ptipadné Editaci objektu, se opakuje zobrazeni cév
VRT rekonstrukei a dopliuje se MIP rekonstrukce celého
3D objemu dat (7).

Ortopedicka klinika ve spolupraci s Radiodiagnostickou
klinikou FN Na Bulovce vede dlouhodoby registr pacientt
s PFFD z celé Ceské republiky. V sou¢asné dobé obsahuje jiz
vice jak 60 pacientt s riznymi typy postiZzeni. V poslednich
trech letech se rozvinula diagnostika pacientd s PFFD na
CT, atois podanim k.l i.v. a s vySettenim cév obou dolnich
koncetin pomoci metody CTAG. Béhem doby od VI/2005
do II1/2007 let bylo vySetfeno 17 pacientii ve vékovém roz-
mezi 1-19 let na CT, a to vZdy i s provedenim CTAG se za-
chycenim cév v arteridlni i vendzni fazi.

Pacienti jsou pravidelné sledovani a snimkovéni klasickym
RTG na ptedozadni snimek panve a ptipadné dolni konceti-

Fig. 2A,B. An example of skeletal finding in PFFD type Il of the right
lower extremity

A - radiograph, anteroposterior view of the right lower extremity; B — CT 3D re-
construction of pelvis — VRT, anterior view

The whole femur is missing except for the distal epiphysis with visible condyls,
patella is not ossified. The femoral head is missing in the hip joint, the acetabu-
lum is very steep.

ny dle pozadavku klinikd. I kdy?Z se jednd o détské pacienty,
bylo jako dalsi zobrazovaci metoda zvoleno vySetifeni pomo-
ci CT. Duvodem je diagnosticky ptinos, a to predev$im ve
spravném zobrazeni skeletu, jeho vymodelovani do 3D ob-
razu VRT technikou, coz nejlépe informuje ortopedy o pro-
storové topologii celé dolni koncetiny. Zaroven s vy$etfenim
skeletu se ihned podava k.l iv. a provadi se CTAG, kde se
zobrazuji probihajici cévy na postizené dolni koncetiné. Re-
konstrukce se provadi jak v MIP, tak VRT obrazech, zaroven
se u prokazanych cévnich anomalii provadély i rekonstrukce
s odstranénim skeletu, a tedy jesté s lepsi vizualizaci dané
cévni anomalie (7). Dalsi vyhodou CT vySetfeni je i jeho
rychlost, nebot s détmi ve véku 3-4 roky se lze jiz domluvit,
aby vydrzely nékolik minut v klidu, a tak muze byt vétsina
malych déti vySetfena bez pouZiti celkové anestezie. Zaro-
ven je ¢ast vySetfovanych pacientt jiz po prvnich korekénich
operacich s implantovanymi kovy, a proto by bylo ptipadné
vy$etfovani na magnetické rezonanci (MR) pro implantova-
ny kovovy materidl ve vySetfované oblasti téméf nemozné.
Navic vzhledem k délce MR vySetfeni by bylo nutné malé
détské pacienty téméf vzdy vysetfovat v celkové anestezii.

VYSLEDKY

V 15 ptipadech byl pribéh cév na dolnich koncetinach ana-
tomicky normalni. Nicméné ve dvou ptipadech byla naleze-
na rozsahla anatomickd anomalie v cévnim zasobeni posti-
Zené dolni koncetiny, dosud v odborné literatufe nepopsand.
V obou ptipadech se jednalo o pacienty s PFED typ III sec
Pappas, kde dolni konéetina byla zasobena cestou arteria ili-
aca interna. Domnivdme se, Ze v prenatalnim vyvoji doslo
k hypertrofii arteria glutea inferior, ¢emuz odpovida prachod
tepny skrze foramen infrapiriforme (8). Tato tepna nejspise
dale pokracduje jako hypertroficka a. comitans nervi ischiadi-
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A Obr. 3A A Obr. 3B

Obr. 3A-D. Pripad 1: PFFD typ lll pravé dolni koncetiny

A — rtg snimek AP pravé dolni koncetiny; B — CTA pdnve, anomdlné probihajici
tepna a. ischiadica (dveé sipky), hypoplastickd a. iliaca externa/a. femoralis (jed-
na Sipka), MIP s odstranénim skeletu; C — VRT Sikmy anteriorni pohled; D — VRT
posteriorni pohled na pribéh cév

A Obr. 4A

A Obr.4C A Obr.3D

Obr. 4A-F. Pripad 2: PFFD typ Ill levé dolni koncetiny

A= rtg snimek pdnve AP; B— CTA pdnve a stehen, anomdlné probihajicitepna a.
ischiadica (dvé sipky), hypoplastickd a. iliaca externa/a. femoralis (jedna sipka),
MIP s odstranénim skeletu; C — VRT kranioanteriorni pohled; D — VRT anteriorni
pohled; E - VRT posteriorni pohled; F — VRT v levé posteriorni pozici v Zilni fdzi se
zobrazenim arterii i Zil, podél jasné a. ischiadica probihd mdlo zietelnd cervend
céva: hlavni hlubokd Zila postizené koncetiny (vena ischiadica)
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A Obr.3C

A Obr.3D

Fig. 3A-D. Case 1: PFFD type Ill of the right lower extremity

A - radiograph, anteroposterior view of the right lower extremity; B— CTA of the
pelvis, abnormally running sciatic artery (two arrows), hypoplastic external iliac
artery and femoral artery (single arrow), MIP with bone removal; C - VRT anteri-
or oblique view; D — VRT posterior view of the course of the arteries

A Obr. 3F

Fig. 4A-F. Case 2: PFFD type lll of the left lower extremity

A - radiograph, anteroposterior view of the pelvis; B— CTA of pelvis and thighs
shows abnormally running artery — sciatic artery (two arrows), hypoplastic ex-
ternal iliac and femoral arteries (single arrow), MIP with bone removal; C - VRT,
cranioanterior view; D — VRT, anterior view; E — VRT, posterior view of the course
of the arteries; F — VRT, left posterior view in venous phase shows both arteries
and veins, less conspicous vein (in red) runs paralell to the sciatic artery: the
main deep vein (sciatic vein) of the affected extremity
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ci (a. ischiadica je hlavni tepnou dolnich konéetin u nizsich
obratlovcti (9)) a postupné se v obou ptipadech presunuje do
oblasti Hunterova kanalu, kde jiz pokracuje klasicky jako a.
poplitea s naslednym anatomickym délenim na tepny bérce.
Samotna arteria iliaca externa je v obou pfipadech hypoplas-
tickd a slouZi jen k zdsobeni ¢asti svalti, prevazné adduktort,
na celkové zkraceném stehné postizené dolni koncetiny. Dia-
gnostika vySe popsané cévni anomalie mize mit zdsadni vliv
i na spravnou volbu opera¢ni terapie.

Ptipad 1: Chlapec narozeny v roce 2000 s postiZenim
pravé dolni koncetiny s PFFD typ III sec Pappas

Na skeletu pravé dolni koncetiny je patrnd ageneze proximalni
tretiny stehenni kosti pouze se zachovalou hypoplastickou hlavici
ky¢le. Na CT je sice hiite, aviak dostate¢né zfetelné patrny vazivo-
vy pruh spojujici hlavici ky¢elni a distalni skelet femuru.

Na CTAG se zobrazuje anomélni priibéh tepen, kde dolni
koncetina je zasobena cestou arteria iliaca interna. Patrnd je
hypertroficka arteria glutea inferior, ktera dale pokracuje jako
hypertroficka a. comitans nervi ischiadici do oblasti Hunte-
rova kandlu. Poté jiz pokracuje anatomicky jako a. poplitea
s obvyklym délenim na tepny bérce. Samotna arteria iliaca
externa je hypoplasticka a slouzi jen k zasobeni ¢asti svalti na
celkové zkraceném stehné postizené dolni koncetiny.

Zily bérce jsou zachovalé, véna poplitea vede Huntero-
vym kandlem a dale prechazi do vena femoralis a pokracu-
je medidlné az k hypoplastické a. femoralis k tfislu. V panvi
probiha jako v. iliaca externa. Praibéh je tedy anatomicky,
nesleduje pribéh hypertrofické a. comitans nervi ischiadici
(obr. 3A-D).

Pripad 2: Pacient narozeny v roce 2002 s postiZenim
levé dolni koncetiny s PFFD typ III sec Pappas

Na skeletu levé dolni koncetiny je patrna aplazie proxi-
malnich dvou tfetin femuru, distalni tfetina je hypoplasticka
se zachovalou distaln{ epifyzou. Skelet kolenniho kloubu je
zachovaly, kloubni plochy jsou kongruentni. Na CT Ize dife-
rencovat vazivovy pruh spojujici hypoplastickou hlavici ky-
¢elni a distélni skelet femuru. Hlavice ky¢le je v urovni aceta-
bula, které je vSak malo vyvinuté, velmi ploché a strmé.

Na CTAG se zobrazuje anomalni prubéh tepen obdobné
jako v pripadé 1. Dolni koncetina je opét zasobena cestou
arteria iliaca interna. Je patrna hypertroficka arteria glutea
inferior, ktera dale pokracuje jako hypertroficka a. comitans
nervi ischiadici a postupné se presunuje do oblasti Hunte-
rova kandlu, kde probihd jako a. poplitea s naslednym ana-
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tomickym délenim na tepny bérce. Samotnd arteria iliaca
externa je hypoplasticka, arteria femoralis slouZi jen k zaso-
beni medidlnich a ventralnich svalovych skupin na celkové
zkraceném stehné postizené dolni koncetiny.

Na zilnim systému bérce nejsou patrné anatomické od-
chylky. Oproti ptipadu 1 jsou patrné zmény na stehné, kde
véna poplitea pokracuje Hunterovym kanalem a sleduje dale
n. ischiadicus a hypertrofickou a. comitans nervi ischiadici
jako v. comitans nervi ischiadici (vena ischiadica). Do panve
probiha jako pritok v. glutea inferior a vléva se do v. iliaca in-
terna. Vena femoralis je hypoplastickd a sbira krev hlavné ze
stehna a z povrchovych Zil pravé dolni koncetiny pres vena
saphena magna (obr. 4A-F).

DISKUZE

Bylo prokazéano, ze u pacientt s PFFD je velmi vyhodné po-
uziti CTAG vzhledem k rychlosti vy$etfeni a k moZnosti zis-
kan{ kvalitn{ prostorové topologie skeletu i cév soucasné.

V nasem souboru pacientt byla ve dvou ptipadech - vzdy
u typu III sec. Pappas - zjisténa cévni anomdlie. Postizena
dolni koncetina byla v téchto pfipadech zasobena z povodi
a. iliaca interna pfes hypertrofickou a. glutea inferior - a. co-
mitans nervi ischiadici (a. ischiadica). Zajimavosti je, Ze a.
ischiadica je hlavni tepnou dolnich koncetin u niz$ich obrat-
lovetl. Za normélnich okolnosti dominantni a. iliaca externa
je zde hypoplastickd a zasobuje pouze ¢ast svalii stehna. Co
se tyce Zilniho systému dolnich koncetin, byl zachycen ano-
malni prabéh pouze v jednom z obou ptipadu, kdy hlavni
zila hlubokého Zilniho systému dolni koncetiny sleduje pru-
béh n. ischiadicus, a krev tedy odvadi v. iliaca interna. Ve
druhém ptipadé md Zilni systém anatomicky priibéh.

Ziskané poznatky o anomaliich v cévnim zasobeni dolni
koncetiny u pacientt s PFFD jen potvrzuji celkovou kom-
plexnost a slozitost této vrozené vyvojové vady, ktera vznika
¢asné prenatalné v dobé zaklddani koncetin.

Vyznam informace o stavu cévniho zdsobeni spoliva
v moznosti navrzeni vhodnéj$iho opera¢niho ptistupu pti
korekei vady.

Nalez cévni anomélie u PFFD je velmi cenny, dosud nikde
v literatute nebyl publikovan. VyS$etfovani dalsich pacientt
bude na RDG klinice FN Na Bulovce dale pokracovat s cilem
ziskat dostate¢né velky soubor vySetfenych pacientti, ktery
umozni statisticky zjistit frekvenci vyskytu popsané anoma-
lie v cévnim zasobeni dolni konéetiny.
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Abstract. Our study compares the histological and
immunohistochemical cellular composition of two
different chondrocyte-seeded biomaterials and the
results of their transplantation. Our study cohort in-
cluded 21 patients, comprising 19 men and two wom-
en with a mean age of 32 years, who were affected by
single chondral lesions of the femoral condyles. These
patients were enrolled in our study and treated with
arthroscopic implantation of the tissue Hyalograft C
and/or Brno culture. Brno culture bioengineered
with a fibrin-based scaffold contains round cells show-
ing features of differentiated chondrocytes express-
ing S-100 protein and a-smooth muscle actin. In con-
trast, in the case of Hyalograft C, the scaffold was
made up of a fibrillar network composed of biomate-
rial fibres of the esters of hyaluronic acid and cells
resembling fibroblasts and myofibroblasts and ex-
pressing only a-smooth muscle actin. The average
size of the defects was 2.5 cm? Patients were evalu-
ated using the standardized guidelines of the Inter-
national Knee Documentation Committee. During
the comparison of bioptic samples obtained from
both patient cohorts, we did not observe any impor-
tant differences in the histological makeup of the newly
formed cartilage. This was predominantly composed
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of hyaline cartilage with small areas of fibrocartilage.
The histological analysis of these two groups of ho-
mogeneous patients shows that this bioengineered
approach, under proper indications, may offer fa-
vourable and stable clinical results over time, in spite
of the different matrix and cellular composition of
the two transplants used.

Introduction

Articular cartilage defects are a major problem in or-
thopedic surgery (Magnusen et al., 2008). Since carti-
lage shows little tendency for self-repair, injuries persist
for years, and their healing is very limited and can even-
tually lead to further degeneration of the joint. Fibro-
cartilage, which is mechanically and chemically inferior
to hyaline cartilage, is the predominant repair tissue
found in articular defects. The treatment of isolated de-
fects may therefore prevent or delay the development of
osteochondritis. During the past decades, many investi-
gations have pursued techniques to stimulate articular
cartilage repair or regeneration (Brittberg et al., 1994;
Hendrickson et al., 1994; Frenkel et al., 1997; Lee et al.,
2003; Tognana et al., 2007; Pelttari et al. 2008).

Surgical standard techniques such as drilling or mi-
crofracturing of subchondral bone, debridement, oste-
otomy, mosaicplasty, transplantation of autographs from
non-weight bearing zones into former defect area, and
soft tissue grafts, such as perichondrium, periosteal flap,
joint capsule, or fascia (Magnusen et al., 2008) have the
potential to stimulate formation of new articular surface
and improve the joint function. However, in the majori-
ty of cases they are not able to restore normal articular
cartilage (Buckwalter and Mankin, 1998a).

Folia Biologica (Praha) 60, 1-9 (2014)
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The most modern methods involve the use of autolo-
gous chondrocyte transplantation (ACT) by different
techniques (Henrickson at al., 1994; Hollander et al.,
2003, 2006; Lee et al., 2003; Knutsen et al., 2004;
Podskubka et al., 2006; Filardo et al., 2011). The third
generation of ACT is based on using autologous chon-
drocyte-seeded biomaterials as cell carriers. According
to the original method described by Brittberg et al.
(1994) the chondrocyte suspension was injected into the
defect and covered by a periosteal flap. This was not
always optimal, because the periosteal flap fixation was
not always ideally strong or even water proof, and this
resulted in chondrocyte loss. For this reason, the modi-
fications of the original technique consist in improved
fixation of cultured chondrocytes using a suitable three-
dimensional carrier scaffold. Such a chondrograft is
ready for immediate use and convenient for the surgeon
because of its mechanical properties. The size and thick-
ness of the graft is possible to adapt according to the
cavity size and depth. Hydrogels most closely mimic the
natural highly hydrated cartilage. Among the materials
used have been demineralized bone, polylactic acid,
polyglycolic acid, hydroxyapatite/Dacron composites,
fibrin, collagen gels, and collagen fibres (Frenkel et al.,
1997). The list of products which are commercially
available or entering clinical trials for cartilage engi-
neering are reported by Coates and Fisher (2010).

We had the opportunity of comparing the cell compo-
sition of two different chondrocyte-seeded biomaterials
and compare the results of their transplantation when
different scaffolds for cartilage regeneration were used
in two groups of patients. In our study, we also com-
pared the immunophenotype of transplanted cell-seeded
biomaterials and chondrocytes in new-formed articular
cartilage. The results of our study are summarized in
this article, and we are confident that no similar work
has been presented in the literature so far.

Material and Methods

Patients

A cohort of 21 patients; 19 men and two women with
the mean age of 32 years, affected by a single posttrau-
matic chondral lesion of the femoral condyles, were en-
rolled and treated with arthroscopic implantation of the
two different bioengineered tissues Hyalograft C (Fidia
Advanced Biopolymers, Abano Terme, Italy) and Brno
Chondrograft (Tissue Bank, University Hospital Brno-
-Bohunice, Czech Republic) with a fibrin-based scaf-
fold. The average size of the defects was 2.5 cm?. Pa-
tients were evaluated using criteria standardized by the
International Knee Documentation Committee (Mainil-
Varlet et al., 2002). All patients gave informed consent
for arthroscopy and biopsy examinations in accordance
with local ethical committee guidelines. Standard sero-
logical tests (HIV 1/ HIV 2 Antibody, Hepatitis B Sur-
face Antigen, Hepatitis B Core Antibody, Hepatitis C
Antibody, test for Syphilis) were required.

The part of clinical findings of this study has been
reported elsewhere, and these have confirmed improve-
ment of knee function and symptoms in more than 90 %
of patients (Podskubka et al., 2006).

The samples analysed in our work represent a series
of biopsies received in our laboratory from 12 patients
treated with Hyalograft C in the Prague Orthopedic
Clinic of Bulovka Hospital and nine patients treated
with Brno culture in the Orthopedic Clinic of Prague
Motol Hospital.

The first step was arthroscopic verification of the ar-
ticular cartilage defect. During this examination, we ob-
tained samples from the thin layer of residual cartilage
filling the traumatic defect of the articular cartilage sur-
face of the distal femur (N = 21). Simultaneously, a
small piece from the low-weight-bearing femoral carti-
lage was removed for culture.

Chondrocytes isolated from the low-weight-bearing
cartilage of patients were expanded in a monolayer cul-
ture, seeded onto Hyalograft C scaffolds, and cultured
for a further 14 days as previously described (Grigolo et
al. 2002; Tognana et al., 2007) in an Italian laboratory.
The second type of culture was a fibrin-based scaffold
prepared in the Brno laboratory. Cartilage tissue was
cleaned and cut into small pieces under laminar air flow
hood conditions. The fragments of cartilage were treat-
ed with 0.2% trypsin and 0.2% collagenase to digest the
matrix and to isolate the chondrocytes. The released
chondrocytes were propagated by conventional mon-
olayer technique. The chondrocytes suspended in Ham’s
F12 medium (Gibco, Life Technologies, Carlsbad, CA)
supplemented with 12% foetal bovine serum and genta-
mycin (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO) were inoculated
into the flasks and cultured in a carbon dioxide (environ-
ment) atmosphere at 37 °C. During successful primocul-
tivation, the cell monolayer was formed via subcultur-
ing the primoculture, and the required number of cells
was obtained.

Proliferation of chondrocytes was monitored using
inverted phase contrast microscopy. The quality control
(QC) of the process was done periodically and included
QC of cultured chondrocytes (morphology and viabili-
ty) and QC of the culture medium (microbiological con-
trols). The combination of chondrocytes with fibrin glue
resulted in a solid graft formation.

The cell-loaded scaffold was implanted into traumat-
ic cartilage lesions in the knee which were first debrided
as necessary. Most were at the medial femoral condyles,
though some were at the lateral condyles.

During second-look arthroscopy, which was perfor-
med 10-12 months after autologous-chondrocyte trans-
plantation, samples from the newly formed cartilage at
the site of the posttraumatic chondral defect were ob-
tained (N =21).

We evaluated the quality of the repair tissue generat-
ed in vivo following implantation of autologous chon-
drocytes seeded onto hyaluronic acid-based scaffolds
(Hyalografts C) or fibrin glue scaffolds in humans.
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Tissue processing

Histopathological examination

Samples of the articular cartilage obtained during the
first and second arthroscopy, and the remaining scaf-
folds used for transplantation were processed without
decalcification. Following fixation in buffered 10% for-
malin for 72 h, the samples were processed with paraffin
and sectioned into 5-micron sections. Each section was
stained with haematoxylin and eosin to evaluate the
general morphology and cell organization. Staining with
safranin O (Fluka Chemie GmbH, Sigma-Aldrich Che-
mie, Steinheim, Germany) enabled evaluating the con-
tent of proteoglycans. Polarized light was used to exam-
ine the collagen organization of the cartilage samples.

Each biopsy was scored histologically and the cartilage
tissue was classified as hyaline, fibrocartilage, or mixed
tissue, according to the guidelines of ICRS (Mainil-Varlet
et al., 2002). For each biopsy, we set out to determine: 1)
the histological organization; 2) the relative proportions
of hyaline and fibrocartilage; 3) the abundance of extra-
cellular matrix; 4) the immunophenotype of cartilage
cells; 5) the presence of the residual scaffold.

Immunocytochemical staining

For the purposes of immunohistochemical studies,
we used the avidin-biotin complex (ABC) technique.
Primary monoclonal antibodies against S-100 protein
(1:600, DAKO, Glostrup, Denmark); S-100 A1 and A2
protein (Labvision Corp. Neomarkers, Westinghouse,

Fremont, CA); S-100 proteins A4 and A6 (1:200,
Neomarkers); S-100 protein P (1:40, RnD Systems,
Minneapolis, MN); S-100 protein A10 (ready to use,
Neomarkers); (o-smooth muscle actin (1: 100, Sigma,
St. Louis, MO); muscle-specific actin HHF35 (1 : 100,
DAKO); desmin (1 : 200, DAKO); CD68 (1 : 50, DAKO);
CD34 (1:50, DAKO); Ki67 (1: 50, DAKO); and anti-
human collagen type II (1 : 100, Santa Cruz, CA) were
applied. Negative controls were performed by substitut-
ing the primary antibody with non-immune mouse se-
rum.

Results

Defective cartilage removed before
transplantation

In our cohort, we examined samples of residual chon-
dral tissue of the chondral defects. In some samples the
original structure of hyaline cartilage was partly pre-
served (Fig. 1a). The base of the defects was composed
of a deep cartilage layer including the residua of calci-
fied cartilage tissue. In other cases, there were regions
composed of cellular fibrous cartilage (Fig. 1b) with an
admixture of original articular hyaline cartilage show-
ing features of degeneration consistent with that of os-
teoarthritis. In such cases, we observed degenerative
changes including superficial fibrillation, cartilage frag-
mentation, and chondrocytes in the process of clonal
grouping.

j—

Fig. 1. Biopsy specimens of the residual chondral tissue removed from the chondral defects before transplantation. Re-
sidual cartilage was only composed of deep layers of the normal structure (a). In some cases original hyaline cartilage was
substituted with predominant fibrous cartilage (b) HE x 40. Chondrocytes of the fibrous cartilage expressed a-smooth

muscle actin and S-100 protein (c, d) x 100.
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Fig. 2. Two scaffolds used in our study had a different histological structure.

The scaffold Hyalograft C was made up of a fibrilar network composed of biomaterial fibres of the esters of hyaluronic
acid and clusters of small cells (a, ¢), HE, x 40 and x 400. The cells seeded onto the fibers expressed smooth muscle actin
only (e), S-100 protein was negative (g) x 100. Brno Chondrograft culture was composed of a fibrin scaffold and round
cells rather resembling differentiated chondrocytes (b, d), HE, x 40 and x 400. The cells of Brno Chondrograft culture
expressed smooth muscle actin and different isoforms of the S-100 protein (f, h) x 100.

The main difference, when compared with normal ar-  against different isoforms of S-100 protein (Fig. 1d).
ticular cartilage, was the predominance of chondrocytes  The most intensive staining was observed when anti-
expressing smooth muscle actin (Fig. 1c). It was also  bodies against S-100 A6 protein were used.
possible to stain the chondrocytes with antibodies
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Fig. 3. The newly formed cartilage after autologous-chondrocyte transplantation of Hyalograft C after 10 months had a
predominantly hyaline cartilage. Columnar distribution of cells in the deep zone was irregular and the zone of calcified
cartilage as well as the subchondral bone plate were incomplete (a, b), HE, x 40 and x 200.

The cells of the newly formed cartilage expressed a-smooth muscle actin and S-100 protein (c, d) and intercellular matrix

was alcian blue positive () x 100 and x 400.

In the intertrabecular spaces of subchondral bone there was focal accumulation of macrophages with blue-coloured cyto-
plasm containing residual phagocytized material from the scaffold composed of the esters of hyaluronic acid.

Histology of cell-seeded scaffolds

Histological examination of both types of cell-seeded
scaffolds used during the transplantation showed mark-
edly significant differences (Fig. 2 a-h).

In the case of Hyalograft C, the composition of the
transplanted scaffold was remarkably different. The
scaffold was made up of a fibrillar network composed of
biomaterial fibres of the esters of hyaluronic acid. The
distribution of cells was completely irregular and their
concentration differed from site to site. Clusters of small
cells around the fibres were observed (Fig. 2a, c, e, h).
The cells seeded onto the fibres resembled fibroblasts

and myofibroblasts not only by their spindle shape, but
also by their expression of smooth muscle actin (Fig.
2e). All cells were completely negative during immu-
nohistochemical examination with antibodies against
different isoforms of S-100 protein (Fig. 2g). It was sup-
posed that these cells may represent immature mesen-
chymal cells with features resembling stem mesenchy-
mal cells and myofibroblasts. The proliferation index
was not evaluated because the staining with antibody
against Ki67 gave unclear results.

Brno culture was composed of a fibrillar fibrin scaf-
fold and round cells relatively regularly distributed that
rather resembled differentiated chondrocytes (Fig. 2b, d,
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Fig. 4. The newly formed cartilage 10 months after transplantation of Brno Chondrograft culture was mature and pre-
dominantly composed of lacunar cells (a, b), HE, x 40 and x 200. Chondrocytes expressed smooth muscle actin and S-100

protein (c, d) x 100.

f, h). The cells of this culture also expressed a-smooth
actin (Fig. 2f). The nature of the chondrocytes was con-
firmed immunohistochemically, because the cells ex-
pressed different isoforms of S-100 protein (Fig. 2h).
The most intensive staining was observed when anti-
bodies against S-100A6 protein were used. The proli-
feration index was rather high, around 5 %. We used
antibodies against the Ki67 protein.

Cartilage after autologous-chondrocyte
transplantation

The newly formed cartilage obtained 10 months after
autologous-chondrocyte transplantation of Hyalograft C
had a predominantly hyaline character (Fig. 3 a-e).

The distribution of chondrocytes in the cartilage was
rather irregular (Fig. 3a, b). All cells were viable and
exhibited a clearly delineated nucleus. The columnar
distribution of cells in the deep zone was irregular. This
finding indicated incomplete maturation of the newly
formed cartilage tissue.

The new cartilage contained proteoglycans which
were verified upon staining with alcian blue (Fig. 3¢)
and safranin O. Immunohistochemical staining for col-
lagen II was also positive, but for this examination we
only had formol-fixed material. However, polarized
light microscopy demonstrated randomly oriented col-
lagen bundles in smaller areas of fibrocartilage. In con-

trast, the areas of newly formed hyaline cartilage did not
differ from normal hyaline cartilage.

The zone of calcified cartilage was also incomplete,
as well as the subchondral bone plate (Fig. 3a, b). In all
biopsies, there was nearly perfect integration of carti-
lage to the bone. In subchondral bone tissue, we ob-
served features of remodelling represented by the pres-
ence of osteoclasts showing positivity in reaction with
antibody against CD68 and by the presence of osteo-
blast rims on the surface of bone trabecules.

In other areas fibrocartilage predominated. The ma-
jority of the newly formed cartilage cells contained
a-smooth muscle actin (Fig. 3¢) and were S-100 protein
positive (Fig. 3d). Other immunohistochemical reac-
tions such as for CD 34, desmin, and muscle-specific
actin were negative.

Unusual findings were observed in two cases. In both
of these cases, we observed focal accumulation of mac-
rophages with blue-coloured cytoplasm in newly formed
cartilage and in the intertrabecular spaces of subchon-
dral bone (Fig. 3f). We suppose that macrophages con-
tain residual phagocytized fibrillar material from the
scaffold composed of the esters of hyaluronic acid in
their cytoplasm. Such an interpretation is supported by
their positivity when stained with alcian blue.

Results of the transplantation of the second type of
scaffold from Brno were verified in nine patients by
second-look biopsy (Fig. 4 a-d). The cartilage was a lit-
tle more mature and predominantly composed of lacu-
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nar cells (Fig. 4a, b) in contrast with the first group of
patients. Fibrocartilage was identified in small areas of
the bioptic samples. Immunohistochemical staining of
a-smooth muscle actin and S-100 protein were similar
to that observed in the Hyalograft C group. No residual
scaffold was identified.

Discussion

Cartilage tissue obtained from the surface of articular
defects is composed of an admixture of hyaline cartilage
and fibrocartilage. Many chondrocytic cells contained
a-smooth muscle actin as we have described previously
(Povysil et al., 2008).This finding suggests that chon-
drocytes may have an adaptation mechanism enabling
such transformation of the immunophenotype of carti-
lage depending on different situations. The chondro-
cytes probably adopt smooth muscle features during the
healing process to produce the initial fibrocartilage step.
Based on this finding, we presume that the chondrocyte
phenotype is variable and can be modulated by microen-
viromental stimuli (Povysil et al., 2008). Such stimuli
include mechanical pressure. The mechanisms regulat-
ing the expression of a-smooth muscle actin and other
cytoskeletal proteins in chondrocytes are only poorly
understood.

However, it is well known that the structure of chon-
drocytes and the composition of extracellular matrix
vary with tissue depth. The chondrocyte phenotype var-
ies considerably by zone, and it is supposed that pheno-
typically stable zonal cell populations are maintained in
articular hyaline cartilage (Coates and Fisher, 2010).
Zonal differences in the matrix organization and content
are largely due to variations in cellular activity (Aydelotte
and Kuettner, 1988; Aydelotte et al., 1988; Coates and
Fisher, 2010). Cells of the different zones display differ-
ences in morphology, density, and metabolic activity.
Superficial zone cells are the smallest, and manifest as
elongated and thin cells oriented parallel to the articular
surface. A portion of them contain smooth muscle actin
in their cytoplasm (Povysil et al., 2008) and they are
responsible for producing large glycoprotein proteogly-
cans occurring in the synovial fluid. The large cells of
the deep zone, which are oriented perpendicularly to the
articular surface, serve to anchor the articular cartilage
to the calcified layer below. Chondrocytes of various
zones secrete several other proteins, but their functions
are not completely known (Coates and Fisher, 2010).

Recently, the newly developed treatment modality of
autologous chondrocyte transplantation has shown great
promise, and is now widely used for the treatment of
cartilage defects (Brittberg et al., 1994). Tissue engi-
neering combines cells, scaffolds and bio-active factors,
which represent one of the most promising approaches
to the restoration of damaged tissues. The main purpose
of our study was to compare cartilage repair tissue at the
femoral condyle after matrix-associated autologous
chondrocyte transplantation using two different scaf-
folds.

Hyalograft C is a tissue-engineered product com-
posed of autologous chondrocytes grown on a 3D scaf-
fold made of HYAFF11 (Brun et al., 1999; Grigolo et
al., 2002; Girotto et al., 2003; Hollander et al., 2006;
Tognana et al., 2007), which is a benzyl ester of hyalu-
ronic acid. This biodegradable and biocompatible 3D
product has been repeatedly used for treatment of articu-
lar cartilage defects, and the results of the transplanta-
tion were excellent. This technique with its inherent
safety profile has already been introduced into clinical
practice. Immunohistochemical studies as well as RT-PCR
analysis in vitro confirmed that chondrocytes seeded on
HYAFF 11 express and produce type II collagen and ag-
grecan (Girotto et al., 2003; Hollander et al. 2003), but
the cytological characteristics of the cell populations
were not mentioned in these reports. A similar situation
is evident in the case of Brno culture based on the fibrin
glue composition of the carrier. The cellular composi-
tion of these two products was completely different in
our study. Despite having been cultivated on 3D scaf-
folds, the cell differentiation on both transplant types
did not reach the levels of native cartilage. Hyalograft C
was made up of a fibrillar network composed of bioma-
terial fibres of the esters of hyaluronic acid. The cells
seeded on the fibres may represent immature mesenchy-
mal cells resembling fibroblasts and myofibroblasts pri-
marily by their shape and expression of smooth muscle
actin. No signs of chondrocyte differentiation were ob-
served. The cell components of Brno culture had fea-
tures native to chondrocytes because they had a round
shape and expressed S-100 proteins, and also displayed
a high proliferation index when we used antibodies
against Ki67.

Both methods of transplantation had acceptable short-
term clinical results. There were no significant differ-
ences in the macroscopic or histological results between
the two treatment groups. All patients showed clinical
improvement, and the macroscopic appearance of repair
tissue at arthroscopy was either normal, or nearly nor-
mal in all cases.

Biopsies of the repair tissue were available for 21 of
these patients and were analysed according to standard
histological and immunohistochemical techniques used
for chondrocyte morphology and presence of proteogly-
cans. The following major conclusions can be drawn
from our study. Chondrocytes engineered in vitro onto
these two different scaffolds produce new cartilage with
similar properties after transplantation into cartilage de-
fects. However, it seemed that after transplantation with
Brno culture, the newly formed cartilage was a little more
mature and predominantly composed of lacunar cells.

We uphold the results of previous works (Grigolo et
al., 2002; Girroto et al., 2003; Hollander et al., 2003;
Podskubka et al., 2006) that demonstrate that tissue-en-
gineered cartilage implanted into knees matures into an
articular cartilage structure as early as 11 months after
transplantation of the Hyalograft C. We also observed
very similar results in the patients transplanted with
Brno culture.



8 M. Horak et al.

Vol. 60

In both groups of patients with transplanted autolo-
gous chondrocytes, the newly formed cartilage had a
partly hyaline character with an admixture of fibrocar-
tilage. Chondrocyte distribution in the cartilage matrix
was rather irregular. All cells were viable and exhibited
a clearly delineated nucleus. The columnar distribution
of cells in the lower zone was irregular. This finding in-
dicated an incomplete maturation of the new cartilage
tissue. The zone of calcified cartilage, as well as the sub-
chondral bone plate, was also incomplete in both groups.

In subchondral tissue, we observed features of bone
remodelling with the presence of osteoclasts and osteo-
blasts on the surfaces of nonlamellar bone trabeculae.
The majority of cartilage cells contained a-smooth mus-
cle actin. It seems that actin-positive cells in normal
hyaline cartilage, with the exception of the surface layer,
occur in association with arthrotic changes (Wang et al.,
2001; Povysil et al., 2008) and predominantly during the
process of reparation (Povysil et al., 2008). This in-
cludes new formation of the cartilage after transplanta-
tion. Chondrocytes containing actin, or so-called myo-
chondrocytes (Povysil et al., 1997), may utilize the
contractile actin isoform in manipulating the extracel-
lular matrix of articular cartilage (Povysil et al., 2008).
It is also possible that actin-containing chondrocytes
have a higher potential for regeneration in contrast to
chondrocytes that do not contain this contractile mate-
rial in their cytoplasm.

However, transformation into hyaline cartilage was
not complete in both groups. It may be caused by the
fact that the second-look biopsy was performed too
soon. We may suppose that complete restoration of the
newly formed cartilage could develop later. This would
have been seen if the second-look biopsy were per-
formed after a longer time of patient follow up with this
type of the treatment. We do not know what are the lim-
its of the maturation process of newly formed cartilage
after transplantation.

It is well known that a clear method for retaining and/
or creating phenotypically stable zonal cell populations
has not been established to date. Zonal differences in
matrix organization and content are largely due to vari-
ations in cellular activity. Preliminary reports have indi-
cated that this may be possibly due to zonal differentia-
tion in these cells. It is supposed that such cultures will
utilize progenitor cell populations, and therefore new
commercial products in cartilage tissue have been ana-
lysed (Pelttari et al., 2008; Coates and Fisher, 2010).
Future investigations will need to ascertain the factors
that contribute to the maturational process of the carti-
lage after transplantation.

Conclusion

Our study was primarily aimed to compare the histo-
logical and immunohistochemical cellular composition
of two different chondrocyte-seeded biomaterials and
the results of their transplantation. Brno culture con-
tained round cells showing features of differentiated

chondrocytes expressing S-100 protein and smooth
muscle actin. The proliferation activity was rather high,
around 5 %. In contrast, in the case of Hyalograft C, the
scaffold was made up of a fibrillar network composed of
biomaterial fibres of the esters of hyaluronic acid. The
cells seeded onto these fibres resembled fibroblasts and
myofibroblasts and expressed only smooth muscle ac-
tin. No signs of chondrocyte differentiation were ob-
served. Therefore, they may represent pre-chondrocytes
or immature mesenchymal cells with features resem-
bling stem mesenchymal cells. During the comparison
of both patient cohorts, we did not observe any impor-
tant differences in the histological makeup of the newly
formed cartilage. It is surprising that the results of trans-
plantation were very similar because the cellular com-
position of the two cultures was completely different in
terms of the degree of cell differentiation. On the basis
of such findings, it is possible to conclude that more
highly differentiated cells with the typical S-100 pro-
tein-positive phenotype of chondrocytic cells also have
a sufficient growth potential for the healing of cartilage
defects.
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Abstract

The aim of our study was to evaluate the occurrence of chondrocytes containing alpha-smooth muscle actin in
human normal and diseased cartilage. Immunohistochemistry using monoclonal antibodies for alpha-smooth actin,
muscle-specific actin, S-100 protein, CD 34, and desmin was performed on samples of human articular cartilage
obtained at autopsy following sudden death, during total hip and knee replacement for osteoarthritis, or after femoral
neck fracture in patients without symptoms of osteoarthritis. Moreover, the layers of residual cartilage from chondral
posttraumatic defects obtained during preoperative arthroscopy and of newly formed cartilage after autologous-
chondrocyte transplantation (Hyalograft® C) obtained during second-look arthroscopy were also examined by
immunohistochemistry and RT PCR. Our study showed that a significant percentage of articular chondrocytes express
alpha-smooth muscle actin in healthy, diseased, and regenerated articular cartilage. Alpha-actin positive chondrocytes
(18%) were observed predominantly in the upper zone of normal articular cartilage. By contrast, only approximately
10% of cartilage cells in the deep region stained for this contractile actin isoform. Actin-positive chondrocytes
(myochondrocytes) are formed predominantly in response to injury to the osteoarthrotic cartilage, at sites of defective
healing, and in newly formed cartilage after autologous chondrocyte transplantation. Fibrocartilage is present in some
of these conditions, and it is known that this tissue contains chondrocytes with actin. The presence of
myochondrocytes in the surface layer of normal articular cartilage indicates that this region probably plays an
important role in maintaining cartilage integrity. Myochondrocytes may utilize the contractile actin isoform in
manipulating the extracellular matrix of articular cartilage. It is also possible that actin-containing chondrocytes have
a higher potential for regeneration in contrast to chondrocytes that do not contain this contractile material in their
cytoplasm.
© 2008 Elsevier GmbH. All rights reserved.
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Introduction

Relatively little is known about the cytoskeleton of
human chondrocytes from different cartilage tissues,
especially that pertaining to expression of a contractile
actin isoform-alpha smooth muscle actin-in normal
human articular chondrocytes and in chondrocytes seen
in different pathological conditions. Povysil et al. [10]
reported on the occurrence of muscle-specific actin and
alpha-smooth muscle actin in some neoplastic cells of
chondroblastomas and also rarely in chondrosarcomas.
Further research demonstrated the presence of alpha-
smooth muscle actin in canine meniscus cells [7], in
intervertebral discs [13], in chondromyxoid fibromas [8],
in human osteoarthritic articular cartilage [6], as well as
in human articular cartilage removed from deep
traumatic defects [11] and human auricular cartilage
[5]. The aim of our work was to evaluate the occurrence
of alpha-smooth muscle actin in normal, osteoarthrotic,
and transplanted articular cartilage by means of
immunohistochemistry and RT-PCR.

Materials and methods
Normal cartilage

Samples of macroscopically normal human articular
cartilage from femoral heads were obtained at time of
autopsy following sudden death. In all cases (n = 7), the
sampling took place within 24h of death. Four subjects
were male (range 23-46 years), and three were female
(range 19-37 years). Further samples of normal human
articular cartilage were obtained during total hip
replacement for femoral neck fracture in patients without
symptoms of osteoarthritis (z = 15). Seven subjects were
male (range 57-72 years), and eight were female (range
55-68 years). All femoral heads had a completely normal
surface free of visible degenerative changes.

Osteoarthritic cartilage

Human articular cartilage was also obtained during
total hip replacement for femoral osteoathritis (n = 12).
Six subjects were male (range 52—67 years), and six were
female (range 54-70 years). All femoral heads in both
groups had a visibly roughened surface with obvious
small defects. Moreover, the tibial plateau was retrieved
from seven males (range 23-42 years) with hemophilic
knee arthropathy undergoing total knee arthroplasty.

Cartilage from the chondral posttraumatic defects
before transplantation

During preoperative arthroscopy, we obtained sam-
ples from the thin layer of residual cartilage filling the

traumatic defect of the articular cartilage surface
of distal femurs (n = 12). All 12 subjects were male
(range 23-35 years).

The newly formed cartilage after autologous-
chondrocyte transplantation (Hyalograft® C)

Graft composed of autologous chondrocytes grown on
a biocompatible and degradable 3D scaffold made of
HYAFF and benzyl of ester of hyaluronic acid was used
for the transplantation [3]. During second-look arthro-
scopy (range 23-35 years), which was performed 10
months after autologous-chondrocyte transplantation [9],
samples from newly formed cartilage at the site of the
posttraumatic chondral defect were obtained (n = 9).

Tissue processing

The femoral heads were cut into thin slices (3—5 mm),
and samples containing both articular cartilage and
adjacent subchondral bone were taken from the central
and peripheral areas of the femoral heads. Moreover,
samples composed purely of cartilage were also removed
from the surfaces of the heads. Samples with bone were
fixed in 10% buffered formalin and decalcified in a
saturated solution of EDTA at 40% centigrade. Samples
without bony structures were processed without decalci-
fication. Following decalcification, samples were then
processed with paraffin.

Immunocytochemical staining

For the purposes of immunohistochemical studies, we
used the avidin-biotin complex (ABC) technique.
Primary monoclonal antibodies against S-100 protein
(1: 200, DAKO, Glostrup Denmark), alpha-smooth
muscle actin (1:100, Sigma, St. Louis, MO), muscle-
specific actin HHF35 (1:100, DAKO), and desmin
(1:200, DAKO) were applied. Negative controls were
performed by substituting the primary antibody with
non-immune mouse serum.

RNA isolation, cDNA preparation, and RT-PCR
analysis

Isolation of total RNA, synthesis of cDNA, and
RT-PCR analysis were performed using standard
procedures described in our previous work [16] using
deparaffinized samples composed only of articular
cartilage tissue. Table 1 presents the complete list of
primer sets including their sequences, annealing tem-
peratures, and PCR product sizes. PCR conditions were:
95°C for 3min, annealing at 57°C for lmin, and
extension at 72 °C for 1 min, followed by 45 cycles with
denaturation at 95°C for 1min, annealing at 47-57 °C
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Table 1. List of primers used for RT-PCR analysis
Gene Primer Sequence (5'-3’) T, (°C) PCR product
(in bp)

a-SKA Sense TTCCATTTTCTTCCACAGGG 53 103
a-SKA Antisense GCTGCCATCGTAAACTGACA 53 103
a-SMA Sense AGGTAACGAGTCAGAGCTTTGGC 53 199
a-SMA Antisense CTCTCTGTCCACCTTCCAGCAG 53 199
a-CAA Sense CCTTCTCTCTCCATCTACCTTCC 47 177
a-CAA Antisense AGGTTGCAAGTCCTAGTCTGG 47 177
7-SMA Sense CCACCTTCCAGCAGATGTG 47 155
7-SMA Antisense AGGCTTGTAGGTTTTAATGTTTCA 47 155
B-actin Sense AGGCCAACCGCGAGAAGATGACC 53 332
B-actin Antisense GAAGTCCAGGGCGACGTAGCAC 53 332
y-actin Sense GTCTGTGGCTTGGTGAGTCT 57 166
y-actin Antisense GAAACTGGGTCCTACGGCTT 57 166

Each primer was chosen to span introns. The specific annealing temperature (7,) of each primer and the size of expected PCR products are listed
below. The abbreviations used are: bp base pairs; «-SKA alpha-skeletal muscle actin; «-SMA alpha-smooth muscle actin; «-CAA alpha-cardiac

muscle actin; »-SMA gamma-smooth muscle actin.

Table 2. Basic information on the patients examined

Type of examined tissue Number Age Actin-positive chondrocytes
of patients
Superficial layer (%) Deep
regions (%)

Normal femoral head (from autopsy) 7 19-46 18 10
Normal femoral head (after femoral neck 15 55-72 22 15
fracture)
Osteoarthritic femoral head 12 52-70 100 cells in clonal grouping

80 in fibrocartilaginous tissue
Tibial plateau in hemophiliacs 7 23-42 80 in fibrocartilaginous tissue
Posttraumatic defect of the distal femur 12 23-35 Absent 80
Distal femoral cartilage after chondrocytes 9 23-35 80 80
transplantation

Note: In the cases of osteoarthrotic femoral head and is tibial plateau in hemophiliacs, we evaluated only regions with osteoarthritic changes.

(see Table 1) for 1 min, and extension at 72 °C for 1 min.
The reaction was accomplished with a final extension
at 72 °C for 10 min.

Results

The basic findings from our study are summarized in
Table 2.

Cartilage from normal femoral heads

The small part of chondrocytes in all layers of the
cartilage was S-100 protein-positive (Fig. 1). Approximately
20% of chondrocytes in the superficial region of normal
cartilage from young patients expressed alpha-smooth
muscle actin, as demonstrated by immunohistochemistry
(Fig. 2). It was readily apparent that fewer cells in deep
regions contained alpha-smooth muscle actin. However, the

distribution of actin-positive chondrocytes in deep regions
differed from case to case. Immunohistochemical staining
for muscle-specific actin, CD34, and desmin was negative.

Cartilage from osteoarthrotic patients

In these cases, degenerative changes in articular
cartilage were evident as superficial fibrillation, cartilage
fragmentation, and decreased thickness. In some regions
with defective cartilage, formation of fibrocartilaginous
repair tissue was observed. In osteoarthrotic cartilage
from femoral heads and knee cartilage from hemophilic
patients with arthrotic changes, cells comprising clonal
grouping and stained for alpha-smooth muscle actin
were the predominant cell types seen (Fig. 3). In regions
with newly formed fibrocartilaginous repair tissue,
the majority of cells also stained positive (Figs. 4
and 5), and some cells even stained with antibody
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Fig. 1. S-100 protein-positive chondrocytes are predominant
in the superficial layer of the cartilage from normal femoral
head ( x 200).

Fig. 3. Femoral head articular cartilage from an osteoarthrotic
patient. The chondrocytes comprising clonal grouping stained
for alpha smooth muscle actin ( x 200).

Fig. 2. Articular cartilage from normal femoral head obtained
during total hip replacement for femoral neck fracture. The
chondrocytes from superficial zone showed alpha-smooth
muscle actin positivity ( x 200).

against muscle-specific actin. In other regions with a
structure similar to that of normal cartilage, the
distribution of actin-positive chondrocytes was comple-
tely irregular in all zones of preserved cartilage and
varied from case to case. Other immunohistochemical
reactions, excluding those involving the S-100 protein,
were negative.

Defective cartilage removed before transplantation
from young patients

Actin-positive chondrocytes were not only present,
but also predominated in all 12 samples, which were
removed from the site of the cartilage defect. This

Fig. 4. Femoral head articular cartilage from an osteoarthrotic
patient from the region with formation of fibrocartilaginous
repair tissue (HE, x 120).

indicates that changes in repaired cartilage are con-
firmed by the presence of fibrocartilage tissue.
Moreover, in one case, we also observed the typical
desmin-positive type in the majority of the chondro-
cytes. Other immunohistochemical reactions were nega-
tive. By contrast, the majority of chondrocytes showed
S-100 protein positivity.

Cartilage after autologous-chondrocyte
transplantation

In cases of transplanted autologous chondrocytes, the
samples obtained 10 months after surgery — the newly
formed cartilage — had a partly hyaline character with an
admixture of fibrocartilage. Chondrocyte distribution in
the cartilage matrix was rather irregular. All cells were
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Fig. 5. The fibrocartilaginous repair tissue from ostearthrotic
cartilage predominantly contained alpha-smooth muscle actin-
positive chondrocytes ( x 200).

viable and exhibited a clearly delineated nucleus.
Columnar distribution of cells in the lower zone was
irregular. This finding indicated incomplete maturation
of the new cartilage tissue. The zone of calcified cartilage
was also incomplete, as well as the subchondral bone
plate. In subchondral bone tissue, we observed features
of remodeling. The majority of cartilage cells contained
alpha-smooth muscle actin (Figs. 6 and 7) and were
S-100 protein-positive (Fig. 8). Other immunohisto-
chemical reactions such as CD34, desmin, and muscle-
specific actin were negative.

RT-PCR analysis

RT-PCR analysis detected the putative alpha-smooth
muscle actin and beta- and gamma actin in all specimens
examined (Fig. 9). This confirmed the results of our
immunohistochemical examinations in all groups. The
presence of other actin isoforms was not proved.

Discussion

In mammals, actin isoforms are expressed in a tissue-
specific pattern that is strictly conserved although, up to
now, no specific functions have been clearly defined for
each of them [I]. It is generally accepted that four
actin isoforms are tissue-restricted: alpha-skeletal actin,
alpha-cardiac actin, alpha-smooth muscle actin, and
gamma-smooth muscle actin. Two other actin isoforms
are ubiquitous, i.e., cytoplasmic beta- and gamma
actins. Their content and character in different tissues
may change during development.

Alpha-smooth muscle actin plays a role in regulat-
ing motility and contractility [1]. It is expressed in

Fig. 6. Bioptic cartilage specimen obtained during arthroscopy
10 months after autologou chondrocyte transplantation. The
newly formed cartilage was composed of hyaline cartilage
mixed with fibrocartilage (HE, x 120).

Fig. 7. The majority of chondrocytes from the newly formed
cartilage contained alpha-smooth muscle actin ( x 200).

myofibroblasts during wound healing and fibrocontrac-
tive diseases. It is also distributed in myoepithelial cells,
pericytes, vascular muscles, and different tumor cells.
However, the scientific literature contains reports on the
myofilamental development in cells other than clearly
defined smooth-muscle cells, myofibroblasts, pericytes,
and myoepithelial cells. The occurrence of smooth
muscle features can be regarded as a reaction to
different stimuli such as trauma or genetic modification.
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Fig. 8. S-100 protein-positive cells are predominant in newly
formed cartilage after autologous chondrocyte transplantan-
tion ( x 200).
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Fig. 9. RT-PCR analysis of actin isoforms in articular
chondrocytes. The presence of actin isoforms was analyzed
by RT-PCR. The PCR products were then separated by
electrophoresis on an agarose gel and visualized using
ethidium bromide. The molecular weight of the DNA markers
is given in base pairs (left). The abbreviations used are as
follows: a-SKA alpha-skeletal muscle actin; x-SMA alpha-
smooth muscle actin; a-CAA alpha-cardiac muscle actin;
y-SMA gamma-smooth muscle actin.

The breadth of distribution of myofilaments and actin in
normal, reactive, and neoplastic non-muscle cells is
extensive [2]. Interpretation of this feature is different in
varying situations because many questions regarding the
specific functions of actin isoforms still remain to be
answered.

No systemic study on the occurrence of actin
containing chondrocytes in the human articular carti-
lage has been published previously. We can confirm that
articular cartilage comprises two cell types differing in
their cytoplasmic actin content, but their precise
relationship is uncertain. Both types are embedded in
an avascular matrix composed of water, proteoglycans,

collagens, and noncollagenous proteins. Based on
immunohistochemical findings, it is clear that actin-
positive chondrocytes differ in normal- and diseased
articular cartilage tissue. The actin-positive chondro-
cytes predominate in arthrotic cartilage and in newly
formed cartilage, with a predominance of fibrocartilage
developed after chondrocyte transplantation. Except for
non-altered normal cartilage and clonal grouping of
chondrocytes in arthrotic cartilage, actin-positive chon-
drocytes occur only in normal fibrocartilage [7] and in
the elastic cartilage of the ear [5]. In all these
aforementioned conditions, only alpha-smooth muscle
actin was identified using RT PCR.

It is generally believed that degeneration of cartilage
in osteoarthritis is characterized by two phases: a
biosynthetic and a degradative phase [12]. In the
biosynthetic phase, the resident chondrocytes repair
the damaged extracellular matrix. On the other hand, in
the second phase, chondrocytes digest the matrix, and
erosions develop on the cartilage. It is supposed that this
is due to two processes: modulation of gene expression
and a phenotypic modulation of the articular chondro-
cytes that are activated during the osteoarthrotic disease
[12]. These changes may be accompanied by the hitherto
unknown changes of the immunophenotype of chon-
drocytes, which is also represented by overexpression of
smooth muscle actin. There are probably differences
between cells of different cartilage zones with regard to
the type of the reaction elicited; therefore, the so-called
clonal grouping chondrocytes showing actin positivity
are observed in osteoarthrotic articular cartilage. The
following question remains: Is actin positivity a typical
feature of the immunophenotype of chondroprogenitor
cells? It was shown that at the molecular level, at least, a
significant proportion of adult articular chondrocytes
start to re-express a chondroprogenitor phenotype in
osteoarthrotic degeneration [12].

Interestingly, we observed a predominance of actin-
positive spindle cells in the culture of chondrocytes
(Hyalograft® C) used for transplantation (unpublished
data). These cells differed from chondrocytes not only in
their shape but also in their immunophenotype because
there were no S100 protein-positive prechondrocytes.
However, transplantation in these patients was success-
ful, as verified by us during an arthroscopic-bioptic
examination 10 months postoperatively. In all cases
examined, cells of the newly developed cartilage tissue
were S-100 protein- and actin- positive. This fact could
show that actin- positive chondrocytes represent a line
of cartilage cells closely resembling mesenchymal or
chondrogenic progenitor cells.

The zonal structure of articular cartilage is well
known. Based on the shape, number, cell arrangement,
and the composition and organization of the cartilage
matrix, five disparate zones are recognized. Zone I
chondrocytes have disc-shaped nuclei and resemble
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fibroblasts. These most commonly contain actin in their
cytoplasm and are seen in non-arthrotic patients. In our
cohort of patients with normal articular cartilage, the
occurrence of the actin-positive chondrocytes outside
Zone I was entirely exceptional. It seems that actin-
positive chondrocytes in normal hyaline cartilage, with
the exception of the surface layer, occur in association
with arthrotic changes and predominantly during the
process of reparation.

Our findings were very similar to those presented for
the first time by Kim and Spector [5], who used, in
contrast to us, material only from arthrotic femoral
heads, femoral condyles, and the tibial plateau. There
was no correlation between the percentage of smooth-
muscle-positive cells with regions of varying degrees of
osteoarthritis. Moreover, there was no correlation
between the percentage of smooth-muscle containing
cells in either region with patient age [5].

Our study confirmed that human articular cartilage
has some potential for spontaneous regeneration.
Cartilage tissue obtained from the surface of articular
defects comprises a mixture of hyaline cartilage and
fibrocartilage. Many chondrocytic cells contained alpha-
smooth muscle actin; therefore, we confirm the findings
of Wang et al. [17], who observed similar actin-
containing chondrocytes present during healing from
surgically created defects in adult canine articular
cartilage. Moreover, in our previous study, we also
demonstrated the presence of desmin- and actin-
containing chondrocytes in human defective articular
cartilage [11]. This finding suggests that chondrocytes
may have an adaptation mechanism enabling such
transformation of the immunophenotype of cartilage
cells depending on different situations. The chondro-
cytes probably took on smooth muscle features during
the healing process. This fact might support our
previous supposition that cartilage cells expressing
muscle markers could be designated as myochondro-
blasts and myochondrocytes [10], analogous to the
terminology of myofibroblasts.

Based on this finding, we presume that chondrocyte
phenotype is variable and can be modulated by
microenviromental stimuli. The mechanisms regulating
the expression of alpha smooth muscle actin and other
cytoskeletal proteins in chondrocytes are only poorly
understood. This trait is similar to that found in
myofibroblasts [15]. A wide variety of connective tissue
cell types can express the gene for SMA under certain
circumstances in vitro and in wvivo. These include
osteoblasts, chondrocytes, fibroblasts occurring in ten-
dons and ligaments, and in fibrocartilage [14]. These can
also display contractile behavior. The exact role of
spindle-shaped actin-positive cells occurring in the
superficial layer of articular cartilage is unknown, but
it is possible that they are also able to contract [4,14] and
play a role in the process of cartilage tissue formation

and remodeling, in a process similar to that whereby
myofibroblasts remodel the extracellular matrix. How-
ever, there is much work left to be done to reveal the role
of myochondrocytes in the specific architecture of
articular cartilage.
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