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SOUHRN

Pes equinovarus congenitus (PEC) je slozitd deformita nohy, sloZzend z péti hlavnich
komponent, které mohou v riizné mife prevazovat. Jsou to equinozita v hlezennim kloubu,
inverze prednozi, varozita paty, exkavace (vyklenuti stfedni casti nohy) a addukce pfednozi.

Pro 1écbu PEC jsou uzivany v podstaté¢ dvé metody: fyzioterapie a postupné cviceni bez
imobilizace a Ponsetiho metoda (sddrovani, tenotomie Achillovy S$lachy, transposice m.
tibialis ant.). V literatufe se uvadi, ze tato metoda ma kratkodoby uspéch v impozantnich
100%, podobné vysoce Uspé$né maji byt 1 vysledky dlouhodobé. Sami se v§ak domnivame, ze
udaje o uspésnosti mohou byt vyznamné ovlivnény dobou, kterd uplyne od ukonceni 1&¢by.
Nasim prvnim cilem bylo proto srovnat kratkodobé (do 3 let) a dlouhodobé (3-7 let) vysledky
1écby PEC Ponsetiho metodou a urcit faktory, které se podileji na vzniku recidiv. Testovali
jsme tak hypotézu, zda lze 1éCit vSechny recidivy PEC u starSich déti vyluéné Ponsetiho
metodou. Zjistili jsme vyznamny rozdil mezi hodnocenim kratkodobych a dlouhodobych
vysledki: pocet recidiv v pribéhu prvnich tii let 1€cby, indikovanych pro chirurgicky zasah,
byl vyznamné niz8i (5%) ve srovndni s pacienty, u nichz 1écba zacala pted 6 — 8 lety (65%).
K vysvétleni tohoto ndlezu je zapotiebi — zvlast€¢ pro nejstar§i skupinu — vzit v ivahu
»learning curve®. Na druh¢ stran¢ vysledky z r. 2007 a pozd¢jsi byly vyznamné lepsi: pocet
recidiv dosahl pouze 44%. Primarni korekce PEC je tedy mozna u témétf 100% pacientd,
avSak pro korekci recidiv je tfeba v nckterych ptipadech pouzit chirurgicky piistup. Na
zakladé vlastnich zkuSenosti jsme dospéli k zavéru, Ze kromé nedostatecné compliance ze
strany rodict je hlavnim rizikovym faktorem €as: u déti starSich 3 let neni mozno recidivy
1é¢it pouze Ponsetiho metodou ale je nutno pfistoupit k operacni 1é€be; potvrdili jsme tak nasi
vstupni hypotézu. Pii operacnim zékroku jsme pozorovali, ze struktura vazivové tkané
kloubniho pouzdra a piisluSnych ligament se jiz makroskopicky vyrazné 1i8i: na medialni
stran€ je kloubni pouzdro rigidné€j$i neZ na lateralni strané tarsu. Tento nalez podporuje
hypotézu, ze patogenetické mechanizmy, odpovédné za vznik PEC, zahrnuji vazivovou tkan,
pfedevsim fibroblasty a ristové faktory. Pro pochopeni bilkovinného sloZeni extracelularni
matrix jsme v druhé Casti prace pouzili proteomickou analyzu vazivové tkdné u pacientd
s PEC. Hlavnim vysledkem nasi studie je origindlni pozorovani, Ze extracelularni matrix u
PEC je sloZzena — kromé jiZ popsanych kolagent I a III a TGF — z dalSich 16 proteint, vCetné
kolagenti V,VI a XII. Proteomickd analyza vzorki z mediadlni a lateralni casti kloubniho
pouzdra naznacila rozdily v proteinovém slozeni obou vzorkl: obsah kolagenu VI, asporinu,

mimecanu, prolaminu a TGFf byla vétsi v medialni, tuzsi ¢asti kloubniho pouzdra. Potvrdili



jsme tak hypotézu, ze bilkovinné slozeni extraceluldrni matrix miize hrat vyznamnou roli
v patogeneze vzniku PEC. Analyza mechanizmi, které reguluji remodelaci extracelularni
matrix a vznik kontraktur mohou mit zna¢ny vyznam pro pochopeni biologie téchto

patologickych procest a zavedeni novych preventivnich a terapeutickych postupti.



SUMMARY

Idiopathic pes equinovarus (also referred to as clubfoot) is a congenital deformity of the foot
and lower leg; it has five components: equinus, varus, adductus, cavus and supination of the
foot. At present two principle methods are mostly used for the treatment of clubfoot:
physiotherapy and continuous motion without immobilization and the Ponseti method (serial
manipulation, cast application, Achilles tenotomy and transposition of m. tibilalis ant.). This
method has been reported to have short-term success rates approaching 100%, and the long-
term results have been equally impressive. We believe, however, that the data on the success
rate may be significantly influenced by the duration of the period after termination of the
treatment. The purpose of the first part of our study was, therefore, to compare the short-term
(up to three years) and long-term (three to seven years) results of treatment of idiopathic
clubfeet with the Ponseti method and to determine the factors for recurrence. We have tested
the hypothesis whether is it possible to cure all clubfeet with the Ponseti method only. We
have found significant difference between the evaluation of the short-term and long-term
results: the number of relapses during the first three years of treatment, indicated for surgical
intervention, was markedly less (5%) as compared with patients where the treatment started
six to eight years ago (65%). For an explanation of this finding it is necessary to take into
consideration — particularly for the oldest group - the learning curve. On the other hand, the
results from the year 2007 and onwards were significantly better: the number of relapses
reached only 44%. Primary correction of pes equinovarus is possible in almost 100% of
patients, but for the subsequent solution of relapses it is necessary to use surgical intervention.
It follows from our results that — besides insufficient parent’s compliance - the main risk
factor is time: in patients older that three years it is impossible to use the Ponseti method only
but it is necessary to use the surgical intervention. We have thus confirmed our hypothesis that
to cure all relapses with the Ponseti method is impossible. We have observed during the
surgery that the macroscopic structure of the connective tissue is different on the medial and
lateral parts of the tarsus: the medial part is more rigid. This observation supports the
hypothesis that connective tissue, particularly fibroblasts and growth factors are involved in
the pathogenetic mechanisms responsible for the development of clubfoot. To obtain a more
global understanding of the protein composition of the extracellular matrix, we performed in
the second part of our study the proteomic analysis of the connective tissue in patients with
clubfoot. We have observed for the first time that the extracellular matrix in clubfoot is —

besides the collagens I, III and TGFB — composed from another 16 proteins, including



collagens V, VI and XII. Proteomic analysis of samples from the medial and lateral part of
tarsus revealed differences in the protein composition: content of collagen VI, asporin,
mimecan, prolamin and TGFf was higher in the medial, more rigid part of the joint. We have
thus confirmed the hypothesis that protein composition of the extracellular matrix might play
an important role in the pathogenesis of clubfoot. The analysis of the mechanisms that
regulate extracellular matrix remodeling and formation of contracture will be important for
understanding the biology of this pathological process and the implementation of preventive

and therapeutic strategies.
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1. UVOD

Lidska noha ma slozitou strukturu: musi byt schopna pienaset hmotnost téla na podlozku,
pienaset jeho zrychleni pii beéhu, ménit postaveni v zavislosti na terénnich nerovnostech nebo
dokonce nahradit chapavou funkci u déti s nevyvinutymi hornimi koncetinami. Noha slouzi
jako spojeni téla s okolnim prostfedim a zpétnou propriocepci pomahé udrzovat vzpiimeny
postoj. Noha byva Casto pouzivana ve verbalnich spojenich v hovorové feci. Tak napf. ten,
kdo neni v zaméstnaneckém poméru, ,,je na volné noze“, kdo se oddava luxusu, ,,7ije na
vysoké noze®, jinému ,,hofi ptida pod nohama®, pii Spatné nalad¢ tikame, ze ,,vstaval levou
nohou®, je-li nékdo samostatny, ,,stoji na vlastnich nohou®. Kollar zvolal: ,,...stij noho,

posvatna mista jsou!* (Dungl a spol. 2014).

Lidska chiize je v celé zivocisné tisi zcela jedine¢na a pro druh Homo sapiens sapiens ptisné
specifickd. Vzptimena bipedni chiize se déje optimalni rychlosti s minimalnim energetickym
vydajem u kazdého jedince individudlné, s jemnymi variacemi podle v€ku a pohlavi. Chiize je
individualné typicka a tak osobni, Ze podle zvuku a rytmu miizeme rozeznat jejiho ,,majitele®.
Kazdy krok zacind s flexibilni nohou, kterd se po kontaktu s podlozkou ptizplsobi jejimu
tvaru arychle se meéni vrigidni strukturu, pfenaSejici hmotnost a udrzujici télesnou
rovnovahu. Patologické zmény nohy vySetfujeme jak pfi noze nezatiZzené, tak pozorovanim

funkénich zmén v z4atézi, a to ve stoji i pti chiizi (Dungl 1989).

Idealni tvar nohy je obtizné definovatelny, Casto indpadné deformity neplsobi svym
nositelim po cely Zivot obtize. Normalni noha je pruzna, s plantigradnim doslapem,
vytvofenou podélnou a pfi€nou klenbou, soucasné i dostatecné rigidni, udrzujici svlj tvar
v zatizeni, s fyziologickym rozsahem pohybu v jednotlivych kloubech. Frejka (1970)
rozliSoval nohu selskou, méstskou a Slechtickou, tyto mnohdy umélé rozdily vSak s migraci
obyvatelstva a zménou zivotniho stylu do zna¢né miry vymizely. Existuje spojitd fada
individudlnich tvar@ nohou od gracilni, drobné nohy s vysokou klenbou, po masivni,
rozmérnou nohu s oplostélou klenbou. Dokonce jsme svédky rtzné intenzivniho a rizné

nakladného 1é€eni lehkych tvarovych odchylek bez funkéniho omezeni.

U nohy plati, vice neZ u jinych ¢asti pohybového Ustroji, zakladni funkéni princip — pienos
hmotnosti téla na podlozku a vzptimena bipedni chlize. Z tohoto pohledu jsou rozsah pohybu

v jednotlivych kloubech, tvar a elasticita nohou druhotné. Klasické rozd€leni vad a deformit
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nohou je stejné jako v jinych organech a organovych systémech: rozliSujeme vady vrozené,
které dale de€lime na polohové a strukturdlni, a vady ziskané, kde rozliSujeme statické
deformity a deformity sekundarni po chorobach a trazech. Ce$tina nema pro mnoho deformit
souhrnné ceské nazvy, jako je tomu v anglictiné ¢i némciné, a pomdhame si Casto latinskym

piepisem. RozliSujeme tedy:

— pes equinovarus, noha kososvisla (talipes equinovarus, clubfoot, Klumpfuss),
— pes equinus, noha konska (Spitzfuss),

— pes calcaneus, noha hékovita (calcaneal foot, Hackenfuss),

- pes cavus, noha vyklenuta (cavus foot, Hohlfuss, Ballenhohlfuss),

— pes planus, ploché noha (flatfoot, Plattfuss),

— metatarsus adductus (Sichelfuss),

— metatarsus varus (skewfoot),

— pes (plano) valgus, plochovbocena noha (valgus foot, Knickfuss, Senkfuss),
— pes transversoplanus, piicn€ ploché noha (flatfoot, Spreizfuss),

— talus verticalis (rocker-bottom foot, Tintenloscherfuss).

Kostni vyvoj nohy zacina jiz intrauterinné. Pti narozeni jsou talus, calcaneus a os cuboideum
osifikovany, kdezto os naviculare a kosti klinovité ziistavaji chrupavcité. Metatarzy a falangy
jsou osifikovany jiZ pfi narozeni. Os cuneiforme laterale osifikuje mezi 4. a 20. mésicem veku,
os cuneiforme mediale ve 2 letech, intermedium ve 3 letech. Os naviculare osifikuje
s pomérné velkou varia¢ni §ifi mezi 2. az 5. rokem zivota. Noha ma vlastni ristovy vzorec,
odlisny od zbytku téla. Noha roste rychle do 5. roku Zivota, poté se rlst zpomaluje na zhruba
9 mm ro¢né mezi 5.-12. rokem u dévcat a 5.—14. rokem u chlapct, kdy zpravidla rist nohy
ustava. Délka chodidla urok starého dévcatka a 18mésicniho chlapce dosahuje polovinu
dospélé délky. Primérna délka chodidla u dévcat je 24 cm, u chlapc 26 cm. Kombinaci
odchylek zejména pii neurologickych postizenich vznikaji slozené deformity, jako pes
calcaneovalgus, pes equinocavovalgus, equinocavovarus ¢i pes serpens (zig-zag fuss). V nasi
dizertacni praci jsme se zabyvali patogenezou a lécbou nejkomplikované€jsi a nejCastéjsi

vrozené deformity nohy — pes equinovarus congenitus (Dungl a spol. 2014).
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2. PES EQUINOVARUS CONGENITUS

2.1 Definice

Pes equinovarus congenitus (PEC) je slozitd deformita nohy, slozend z péti hlavnich
komponent, které mohou v riizné mife prevazovat. Jsou to equinozita v hlezennim kloubu,
inverze prednozi, varozita paty, exkavace (vyklenuti stiedni ¢asti nohy) a addukce prednozi.
Zda se, ze hlavnim Cinitelem pfi vzniku a udrzovani této deformity je tah m. tibialis posterior,
k deformité¢ rovnéz patii medialni subluxace v Chopartové kloubu a zkraceni Achillovy
Slachy. Anglicky ndzev congenital talipes equinovarus pfimo vyjadfuje misto primarniho

postizeni, ¢astéji se ale uziva clubfoot (ném. Klumpfuss).

Incidence PEC v evropské populaci je priblizné 1-2 na 1000 zivé narozenych déti, v Japonsku

0,5 na 1000, a v jiznim Pacifiku zhruba 7 na 1000 zivé narozenych.

2.2 Klasifikace

Hersh (1967) rozdélil equinovar6zni deformity na vrozené a ziskané a obé skupiny déli dale
podle etiologie. U vrozenych rozeznava equinovarus idiopaticky, neurogenni, myogenni,
osteogenni, kolagenni a chondrogenni, u ziskanych pak PEC, vznikajici z neurogenni nebo
cévni pfi¢iny. Vrozeny idiopaticky pes equinovarus rozdéluje na typ vnitini, kdy je noha
rigidni, se znaCnou fibrézou a abnormdalnim postavenim kosti, ana typ zevni s flexibilni,
pomeérn¢ snadno korigovatelnou vadu. V sou€asné dob¢ se pouziva jednoduché déleni dle

Lehmana a spol. (1984) a Tachdjiana (1990):

1. typ polohovy, pasivné korigovatelny,
2. typ rigidni, pravy,

3. rezistentni rigidni typ, sdruzeny s dal$imi vrozenymi vadami ¢i arthrogrypozou.

Klasifikace klinického obrazu je obtiznd pro pfiili§ velky subjektivni pohled jednotlivych
hodnotitelii. Pro informaci ptedlozime dva zékladni, aktudlné pouzivané klasifikacni systémy:
evropsky, ktery vytvofil v Motpellier Allan Dimeglio a francouzsti spolupracovnici (1995) a

systém americky (Pirani, 2002).
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Dimegliova klasifikace je 20 bodova; rozliSuje 4 zékladni parametry, hodnocené 0-4 body a
dalsi 4 neptiznivé ptiznaky, hodnocené vzdy 1 bodem. Vysledkem jsou 4 stupné zavaznosti
equinovarozni deformity: zakladni parametry, hodnocené 0-4 body podle rigidity a
reponovatelnosti: 1. equinozita v sagitalni roving, 2. varozita ve frontalni rovin¢, 3. derotace
bloku calcaneus-ptednozi a 4. addukce ptfednozi v horizontdlni roviné (obr. 1). Dalsi
nepiiznivé ptiznaky tvofi zadni ryhy, medidlni ryha, kavozni deformita a hypotrofie lytkového
svalstva. Stupné: 1. benigni deformita (0-5 bodu), 2. sttedn¢ zdvazna deformita (6-10 bodi),
3. zavazny PEC (11-15 bodil) a 4. velmi tézka deformita (16-20 bodii). Pouziva se rovnéz
soft, 2. mirna deformita soft- stiff, 3. zavazna deformita stiff-soft a 4. velmi zavazna deformita

stiff-stiff.

Obr. 1 Klasifikace PEC podle Dimeglia, Srafovanim je rozliseno bodové hodnoceni 1-4 body:
a — hodnoceni equinozity v sagitalni roviné, b - hodnoceni varozity v sagitalni rovine,
¢ — hodnoceni derotace v horizontalni roviné, d — hodnoceni addukce prednozi v horizontdlni

rovine.

Piraniho klasifikace pouziva pro slozku deformity podle zavaznosti 0-1/2-1 bod, maximalni
hodnota mtze byt 10 bodl. Sou€astmi jsou: 1. zakfiveni lateradlniho okraje nohy, 2. zadvaznost
medialni ryhy, 3. zdvaZnost zadni ryhy, 4. interval medidlni kotnik-naviculare, 5. palpace
lateralniho okraje talu, 6. ,,prazdné“pata, 7. interval fibula-Achillova §lacha, 8. rigidita equinu

v extenzi kolena, 9. rigidita addukéni slozky a 10. kontraktura dlouhych flexort prsti.
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2.3 Klinicky obraz

Vzhled nohy s pravym PEC je charakteristicky (obr. 2). Noha je v plantiflexi, pata je mala,
vardzni, vysunutd vzhiru, na k0zi zdpati jsou hluboké pficné ryhy. Stiedni ¢ast nohy
a prednozi stoji v addukci a supinaci. Noha je jakoby sto¢ena do kornoutu (Frejka, 1970).
Ultrazvukem lze deformitu diagnostikovat jiz od 15. tydne intrauterinniho Zivota. Neni-li vada
diagnostikovdna prenatalné, je zjevnd ihned po narozeni. ZjiSteni PEC neni indikaci
k pferuseni téhotenstvi. Deformita je rlzné rigidni, ale neni manudlnim redresem plné
odstranitelnd. Kize na konvexni strané nohy je ztenceld, napjatd, ptirozené ryhy chybi. Zevni
kotnik je vice vzadu a vice prominuje, pfedni Cast talu tvofi nejnapadné&jSi prominenci na
lateralni strané dorza nohy. Na medidlni strané nohy, ktera je konkavni, jsou hlubsi koZzni
ryhy, os naviculare pfiléha tésné k vnitinimu kotniku, takze palpaci neni mozné vyhmatat
mezeru mezi obéma kostmi. Pfi pokusu o pasivni dorziflexi mizeme hmatat zkracenou
anapjatou Achillovu S$lachu. Jiz unovorozence je pfi jednostranném postizeni napadna

hypotrofie lytka a chodidlo je krat$i (Ost'adal, 2014).

Obr. 2 Oboustranny rigidni PEC — klinicky obraz: chodilo je kratsi, noha je celkove mensi,

pata vytazend proximalne, kozni zarez nad patickou a ve stredni casti chodidla.

Od pravych PEC je tfeba odlisit polohové deformity, vznikajici nedostatkem mista v déloze,
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které jsou méné rigidni a téméi zcela reponovatelné, i kdyz pohledem neni zpravidla mozné
tyto dvé skupiny odlisit. Polohovy PEC se upravi sam bez jakékoliv 1é€by do nékolika dnti po
porodu. Z toho nékdy vznikaji ptekvapivé vyborné vysledky konzervativniho léCeni pfi
porovnani s ptvodné hrozivym inicialnim ndlezem. Pfevahou svali na medialni strané
chodidla, zvlasté pak tahem Slachy m. tibialis posterior, se noha sta¢i do typické kornoutovité

deformity (obr. 3).

Posterior
Tibial Tendon ._

Posterior
Tibial Nerve

Obr. 3 Distalni upon musculus tibialis posterior.

Je-li vada nelécena az do vertikalizace, chodidlo naSlapuje na zevni okraj a v extrémnich
pfipadech aZ na dorzum nohy. V mistech nefyziologické zatéze se nad V. metatarzem a na
dorzolateralni stran€ chodidla vytvareji tuhé mozoly az tlakové ulcerace. Nefyziologickym

zatizenim se deformuje rostouci skelet nohy a v kloubech se rozviji ¢asna artroza.

Rtg vySetfeni neni nutné pro stanoveni diagndzy, ale k posouzeni zavaznosti a sledovani
prubéhu lécby. K verifikaci nalezu je dilezit¢ zhotoveni RTG snimku v dorzoplantarni
a zejména ve standardizované bocni projekci, pii které jsou zevni strana paty a zadni Casti
nohy paralelni s kazetou. V bo¢ni projekci se zhotovi snimek v maximalni plantarni a dorzalni

flexi (Henkel a Willert, 1969). U normalni nohy se laterdlni talocalcanearni (TC) thel
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v dorziflexi s everzi calcanea zvétSuje, v plantiflexi se s inverzi zmensuje, u PEC je tomu
naopak. V ploSném jednorovinném zobrazeni se odecitd pifimo malpozice jednotlivych
zékladnich kosténych elementli nohy; subluxace kosti lod’kovité se odecitd nepiimo, nebot’
v dob¢ vySetieni jest¢ zpravidla neni osifikovana. V prvnich mésicich zivota jsou obrysy talu
1 kosti patni ovalné, proto linie, urcujici osu kosti patni, je vedena plantarnim okrajem. Pro
zjednoduseni se hodnoti tfi zakladni thly — lateralni TC uhel, dorzoplantarni TC (Kitetiv) uhel
auhel mezi talem adlouhou osou I. metatarzu. ZmenSuje-li se TC uhel (paralelita)
a talometatarsalni tthel je mensi nez 20° nebo je negativni, jsou tyto zmény typické pro PEC.
Soucet TC uhlh v obou projekcich se oznacuje jako talocalcanedrni index ajeho hodnota
mensi nez 40° znaci nedokonalé vyléceni (obr. 4,6). Na dorzoplantarnim snimku se hodnoti
vztah kosti krychlové ke kosti patni. Za normalnich okolnosti osa patni kosti protind stfed
kosti krychlové. U PEC je kost krychlovd posunuta od této osy medialné¢ (Simmonsovo

znameni, obr. 5). Metatarzy jsou stocené medidln¢ a vzajemné se prekryvaji.

®
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Obr. 4 a - schéma dorzoplantarniho snimku normalni nohy; b - schéma dorzoplantarniho
snimku nohy pri PEC, ¢ — schéma bocniho snimku: 1 — talocalcanearni dorzoplantarni uhel
(Kite), 2 — uhel mezi osou I. metatarzu a osou talu, 3 — laterdlni talocalcanearni uhel, 4 —

medialni dislokace krychlové kosti.
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normalni noha l. stupen IL stupen
a b c

Obr. 5 a — u normalni nohy lezi stred kosti krychlové v ose kosti patni, b — lehka medialni
dislokace calcaneocuboidniho kloub (CC), ¢ — tezka dislokace CC kloubu o Siri kosti

krychlové (volne podle Simmonse).

Obr. 6 Schéma talocalcanedrniho uhlu v bocni projekci: a, b — maximalni plantiflexe a

dorziflexe u PEC, c, d — totéz u normalni nohy
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Vada je nachylna k recidivam, z nichz nejvyssi Cetnost vykazuje PEC u artrogrypézy, zde
1 optimaln¢ vedena terapie ma za nasledek zna¢né omezeni elasticity a pohyblivosti chodidla.
Deformita nelécend ¢i nevhodné 1écend je v dospélosti velmi ndpadna a je zdrojem utrpeni pro

svého nositele (Dungl a Karpisek, 1990).

2.4 Patologicka anatomie

PEC byla povazovana za vadu osteogenni, popisuje ale vadné postaveni talu, nikoliv jeho
vadny tvar. Do jist¢é miry mizeme rozliSit priméarni (vrozené) a sekundarni (adaptacni)
patologicko-anatomické zmeény. Zdkladni priméarni deformitou je podle vétSiny autori
postizeni talu. Hlezenni kost je celkové mensi, sklonéna do equinozity v hlezennim kloubu,
hlavice s krékem jsou stoeny plantarné a medialné. Deklina¢ni tthel ma za normadlnich
okolnosti hodnotu 150-160°, u vrozené¢ho equinovaru je zmenSen na 125-140°. Vidlice
hlezna je fyziologicky vzadu uZsi nez vpiedu, trochlea talu ma obdobny tvar. U nelé¢en¢ho
PEC vlivem subluxac¢niho postaveni v plantiflexi se ptedni ¢ast kloubni plochy talu relativné

roz§ifuje a ztraci tim moznost repozice do maleolarni vidlice (Ippolito, 1995) (obr. 7).

horni pohled medidlni pohled

N PEC

Obr. 7 Srovnani tvaru talu normalni nohy a PEC u novorozence, a — pohled shora; krcek talu
je zkracen a sklonén medialné, kloubni ploska pro os naviculare je na medialni strane hlavice,
b — medioplantarni deviace hlavice talu, ¢ — schéma Paturetova uhlu (N - normalni noha,

PEC — pes equinovarus).
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Os naviculare je dislokovana mediadlné, je tésné pfiloZena k vnitinimu kotniku a je v této
nové poloze drzena tahem plantarniho calcaneonaviculdrniho vazu (lig. spring), vazu
tibionavicularniho a silnym tahem $lachy m. tibialis posterior. Dalsi malpozice jednotlivych
kosti tarzu vznikaji vystupiiovanou horizontalni subtalarni rotaci, pti které se kolem osy,
tvofené lig. talocalcaneare interosseum, staci kost patni hrbolem k zevnimu kotniku a do
varozity, predni okraj s kosti krychlovou je dizlokovan medidln€ pod talus. Kosti sttedniho
tarzu a metatarzy jsou stoceny do addukce a cavovardzniho postaveni. Rigidita celé
deformity je udrzovana tuhym vazivovym pruhem, tvofenym zesilenymi vazivovymi
pochvami dlouhych ohybact haluxu a prsti v misté jejich piekiizeni pod os naviculare (tzv.
Henryho uzel). Nejsou-li tyto rotacni zmény vcas upraveny, prizpusobuje se tvar kosti
patologickému postaveni, lateralni okraj nohy relativné ptertista a cely fetéz patologickych
zmén se fixuje a prohlubuje. U nelécené, zastaralé¢ deformity jsou tuhé kalozity az ulcerace

na zevni hran€ nohy nebo na jejim hibetu (Ippolito, 1995).

2.5 Patogeneze

Patogeneza PEC nebyla dosud objasnéna. Vyslovena byla fada teorii: patii k nim porucha
vaskularizace talu (Irani a Sherman, 1963), faktory zevniho prostfedi, nitrodélozni
poskozeni, abnormalni svalové Upony a faktory genetické (Idelberger, 1939, Bonnell a
Cruess, 1969, Dunn, 1972, Wynne-Davies, 1972, Lochmiller a spol. 1998, Gurnett a spol.
2008, Gibbons a Grey, 2013). Nejstarsi mechanisticka teorie pochdzi od Hippokrata, ktery
pfedpokladal vliv zevnich sil béhem nitrodéloZzniho vyvoje. Tato teorie méla vzdy tadu
vyznamnych zastdncl. Vzhledem k hypotrofii lytkového svalstva, kterd tuto vadu vzdy
doprovazi, byla zvaZovédna teorie neuromuskuldrniho defektu, elektromyografickd ani
histologickd vysSetfeni svalii vSak neprokéazala 1¢ézi distdlniho motoneuronu ¢i histologické
zmény svaloviny. Irani a Sherman (1972) nalezli pii vySetieni 11 zérodkl primérni
deformitu krcku talu, ktery je sklonén medioplantarné podobné, jako je tomu u typickych
vad po narozeni. Byl rovnéz popsan mensi pocet cévnich kandlkli v chrupav¢itém modelu
talu a z toho plynouci ischemie v sinus tarsi. Pravdépodobnou pfi¢inou je primarni defekt
zarodecného mezenchymu, ktery vznikéa na zakladé plisobeni dosud nezndmé noxy v obdobi

pted 7. tydnem nitrodélozniho vyvoje.

Studie etnickych skupin, populaci a rodin naznacuji geneticky vliv jako jeden z hlavnich

etiologickych faktorti; multifaktorialni dédi¢nost je velmi pravdépodobna (Wynne-Davis,
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1972). Zpusob pienosu je polygenni; vada se stdva manifestni pii jisté prahové hodnoté
genetickych faktorti, pfi mensi nez prahové hodnoté se vyvine normdlni noha. Piibuzni v 1.
stupni (rodice — déti, sourozenci) maji 2,9% riziko vzniku této vady, ve 2. stupni (teta —
stryc, prarodice) 0,5% a ve 3. stupni (bratranci — sestienice) 0,2%. Riziko porodu dal§iho
ditéte s PEC je zvySeno na 10-15 %, jsou-li oba rodice nositeli vady. Zapocalo patrani po
moznych ,,PEC citlivych® genech; zajem vzbudily dva transkripéni faktory, PITX1 a TBX4.
Patogeneticka draha PITX1-TBX4 je odpovédna za ¢asny vyvoj koncetiny; oba hraji roli ve
vyvoji zadni casti nohy, avSak prakticky se nepodileji na vyvoji pirednozi; to mozna
vysvétluje, pro¢ se tato vyvojova porucha nevyskytuje na horni koncetiné (Gurnett a spol.,

2008, Alvarado a spol. 2010).

Maximaln¢ kontrahovand c¢ast PEC je lokalizovana mezi medidlnim malleolem,
sustentaculem tali a os naviculare. Tato oblast se jiz makroskopicky vyrazné lisi od okolni
tkané: diky jeji podobnosti s meziobratlovou ploténkou je oznafovana jako ,,disc-like
tissue. Ultrastrukturadlni studie kontrahované c¢asti PEC zjistilo builky, obsahujici
mikrofilamenta obdobné tém, které pozorujeme u palmarni fibromatézy (Sano a spol.,
1998). Bunky z kontrahované ¢asti obsahuji velké mnozstvi kolagenu III (Fukuhara a spol.,
1994, Gilbert a spol., 2001, Li a spol., 2001). Buiiky z palmarni fibromat6zy a kontrahované
casti PEC obsahuji nékolik rlstovych faktorfi, véetné desti¢kového rlstového faktoru
(PDGF) a transformovany ristovy faktor B (TGFB). Blokdda PDGF a TGFB vedou
k poklesu hladiny kolagenu, proliferaci a chemotaxi, coz miZze redukovat tkanovou
kontrakci (Li a spol., 2001). Predpoklada se, ze exprese téchto faktori nemusi byt primarni
pfi¢inou kontraktury, ale spiSe mohou sekundarn¢ aktivovat jiné signalni drahy, jako
signalizaci zprostfedkovanou beta-kateninem, kterd hraje vyznamnou roli v regulaci

kontraktury u PEC (Cheon a spol., 2004, Poon a spol., 2009).

Vsechny tyto studie podporuji hypotézu, ze fibroblasty a rlstové faktory se podileji na
patogenetickych mechanizmech, odpovédnych za vznik PEC. Identifikace jednotlivych
proteinil by tak mohla pomoci pochopit faktory, které se na vzniku této zavazné vrozené

vady podileji a tak ptispét k vyvoji efektivnéjSich terapeutickych postupti.

2.6 Léc¢ba konzervativni

Terapie se déli obvykle na konzervativni a opera¢ni (Ostadal, 2014). Pouzivani téchto
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postupti se v prubé¢hu medicinskych d€jin vyznamné ménilo. Konzervativni 1é¢eni spociva
v postupné korekci deformity sérii sddrovych redresnich obvazi, zptisob jejich ptikladani se
podle jednotlivych autorii lisi. VSeobecné se rozliSuje sddrovani korekéni (redresni), které
ma postupné odstranit deformitu, a sddrovani reten¢ni, které zajisti dosazenou korekci.
Korekeni pisobeni sadrového obvazu ma omezené trvani; jiz po 48 hodinach se obvaz méni
z korek¢niho na pouhy reten¢ni. Je-li sadrovy obvaz vyménén kazdy druhy den, trva
redresni faze asi 3 tydny. Velkou pozornost je tieba pifi kazdé vymeéné sadry vénovat

spravnému umisténi korekcnich tlakti (Yamamoto a spol. 1998).

Od dob Hippokratovych se pouzival redresni tlak v trojbodovém systému, tj. z medidlni
strany na ptrednozi a patu s protitlakem na oblast pfed zevnim kotnikem. Pokrok znamenalo
derotacni sadrovani, pfi némz se peclivé modelovala oblast paty, lehkym tlakem se
stahovala dolti, oddalovala se od zevniho kotniku a stacela se do neutralniho postaveni (tzv.
Wiener Handgriff-Scheel — obr. 8). Snad nejznamé&j$im protagonistou konzervativniho
1é€eni byl Kite (1972), ktery v letech 1924-1960 1¢é¢il vice nez 800 pacientli, terapie trvala
primérné¢ 6 mésict. Kite (1972) korigoval kazdou komponentu PEC separatné, zacinal
s addukci prednozi a pokraCoval varozitou paty, jako posledni odstrafioval equinozitu.
Nikdy nedovolil zacit s korekci dal§i deformity, nebyla-li hotova faze predchozi. Metoda
byla velmi pracna a vysledky ostatnich autorti nebyly zdaleka tak dobré. Ponseti (1996) je
rovnéZz zastdncem konzervativniho 1éCeni, v soucasné dobé velmi popularniho, ktery
koriguje vSechny slozky deformity soucasné¢ a dosahuje korekce primérné¢ 5 vymeénami
redresnich sadrovych obvazi. Cti sekvenci malpozic pii PEC deformité a domniva se, ze
nemuze byt izolované korigovana addukce pfednozi bez laterdlni subtalarni derotace kosti
patni a bez korekce inverze, k ptekonani equinozity ptidava u vétSiny piipadl subkutanni
tenotomii Achillovy Slachy; poté doporucuje abdukcni ortézu az do 6 let v€ku. Ponseti
(Ponseti a Smoley, 1963, Ponseti, 1996, Ponseti a spol. 2006) véti, Ze manipulaci vznika
druh aseptického zanétu, ktery je tieba zklidnit v sddrovém obvazu a ne jitfit cvicenim. Tato
teorie si pfimo protife¢i s moderni koncepci francouzskych autort (Dimeglio a spol., 1996),
ktefi s uspéchem pouzivaji kontinudlni pasivni cvi¢eni ve specidlné konstruované motorové
dlaze. V sou€asné dobé& Ponsetiho terapeuticky koncept zvitézil a jeho metoda je (aZ na

vyjimky) celosvétove nejvice pouzivana. Podrobné se k této metodé vratime v dalSim textu.
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Obr. 8 Spravné rozmisténi korekcni tlaku podle Bosche: a — schéma klasického trojbodového

korekcniho talu, b — smer korekcnich tlakii podle Béschova navrhu.

Rozhodujici roli u vSech konzervativnich postupti hraje ¢asny zacatek ucinné terapie, protoze
mekké tkané€ jsou jesté¢ pod hormonalnimi vlivy, a proto poddajnéjsi. Jiz v prvnich dnech po
porodu ma byt naloZzen prvni redresni sadrovy obvaz, ktery se méni v pravidelnych
intervalech. Redresni sadrovani ma své zasady — nepouZzivd se nikdy analgetické sedace
(algické reakce upozoriiuje na nepfimérené nasili), prostiedi ma byt pro dité pfijemné a matka
ma dit¢ uklidnovat. Pii modelovani sadrového obvazu je nutno nenésilné korigovat vSechny
slozky deformity soucasn€, nepostupuje se v diive oblibené Kiteové sekvenci addukce-
varozita-equinozita (Kite, 1972). Smér aplikace korekénich sil sméfuje z medialni strany
lateralné, soucasné se provadi subtalarni derotace, abdukce a korekce equinézniho postaveni
1 varozity. Redresni tlak nesmi byt pfili§ energicky, nelze se pokouSet o jednorazovou uplnou
korekci. Tato korekce je totiz pouze zdanlivd, paticka zlstane vinverzi a piednoZzi je
prolomenim ve stfednim tarzu pfevedeno do pronace (,,segmental break®), nozka reaguje
otokem a vynucend ptestavka v 1é¢eni maii predeslé usili. Ponseti (1996) tiké ,,never pronate
the foot“, tim se repozice zamkne v Chopartové kloubu. Bud se Setrnym redresnim
sadrovanim podafi polohovou deformitu pln¢ zkorigovat a pokracuje se v ortéze

podle Ponsetiho navrhu nebo je indikovano opera¢ni 1éceni.
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2.7 Lécba operacni

V nazorech na volbu operace neni v literatufe plna shoda (Ost’adal, 2014). Pred Ponsetiho
¢rou se mnohem vice indikovala operacni 1écba. Byla pouzivana bud’ tzv. cesta malych kroki,
kdy jsou postupné korigovany jednotlivé slozky deformity, s nevyhodou opakovanych operaci
a prolongovaného sadrovani nebo jednorazova kompletni korekce za cenu vétSiho operacniho

vykonu, narocného na operac¢ni techniku.

vvvvvv

vykont vyrazné poklesl. Po prvnich optimistickych vysledcich se ukazalo, ze, bohuzel, ani
tato metoda neni stoprocentni. Proto musi byt prakticka a teoreticka znalost ,,velké™ operativy
PEC udrzovana, a to alespon na klinickych pracovistich. Operativa neni jen alternativou
konzervativniho postupu ¢i 1écbou recidiv, nybrz u rigidnich neurogennich equinovaréznich
deformit tvoii podstatnou slozku 1é€by. Tachdjian (1990) dokonce zastava nazor, Ze operace je
vzhledem k mensimu pouzitému nésili oproti saddrovani lécbou konzervativni. Zptsobt
opera¢niho léCeni je celd fada a kazdd nova metoda byla predkladdna v dobré vite, ze je
dosahnout aktudlni korekce do piiznivého postaveni, zejména vSak musime operaci vytvofit
podminky k dalSimu ptiznivému vyvoji. Jestlize se k deformité, podminéné vrozenym tvarem
zékladniho elementu nohy, pfida nelplnd repozice a funkéni ztrata flexord po jejich
prolongaci a operacni trauma, znamena to pro rostouci, vulnerabilni nohu trvalé¢ poskozeni,
dal$imi vykony jiZ nekorigovatelné. Je moZzno souhlasit s Dimegliem a spol. (1996), Ze pouze
prvni operace ma nejveétsi nadeji na uspéch, vSechny dalsi vykony jiz mohou zpravidla pouze
castecné zlepsit tvar a funkci nohy, zejména jsou-li Slachy flexort trvale poskozeny zbytecnou
prolongaci. Prolongovana imobilizace pouze ¢astecné korigované nohy vede k zafixovani
a prohloubeni stavajici deformity a k dalSimu zhorSeni po odstranéni sadrové a dlahové

korekce.

Operacni 1éceni je obecné indikovano tehdy, pfetrvava-li PEC klinicky 1 radiologicky 1 pies
dostate¢né dlouhodobé a spravné vedené konzervativni 1éceni. Existuje celd fada operacnich
postupit (Hersh, 1967, Bensahel a spol. 1987), které vSechny poji zakladni princip —

talonavikuldrni repozice a uvolnéni kontraktur s repozici v talonavikuldrnim kloubu.

Dorzélni uvolnéni se pouzivad u téch ptipadii, kde se daii v€asnou Ponsetiho konzervativni
terapii nohu korigovat, u kterych ale pietrvavd equindézni postaveni i1 pies subkutanni

tenotomii Achillovy Slachy. Na RTG pfetrvava talokalkanearni paralelita, pata je vysunuta
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proximalné a dorziflexe neni mozna. V poloze na bfiSe se Achillova Slacha prodluzuje
z pti¢né incize ve frontalni roviné asi o 3 cm (obr. 9), protina se pouzdro talocalcanearniho
a tibiotalarniho kloubu, lig. fibulocalcaneare, zadni ¢ast deltového vazu az k sustentaculum
tali. Po operaci se zajisti repozice patni kosti K draty, které je mozné zavést pficné, ale 1épe
talocalcanearné z planty. Sadruje se nad koleno na 6 tydni, sadra je vZdy podloZena a vpiedu
prostiizena. Zpravidla 10. pooperacni den se sddrovy obraz vyméni za podlozenou cirkularni
fixaci. Po sejmuti sadry se dolécuje individuadlné zhotovenou plastovou dlazkou v everzi,

dorziflexi a zevni rotaci chodidla a v 90° flexi v kolennim kloubu. Bandaz se méni zpocatku

po tfech, od jednoho roku véku po 6 mésicich.

Obr. 9 Prodlouzeni Achillovy Slachy p7i dorzalnim uvolnéni ve frontdlni rovine.

Dojde-li ke kompletni recidivé PEC, kterou neni dale mozno 1é¢it konzervativné, indikujeme
subtalarni uvolnéni. Od r. 1983 pouZzivame na nasem pracovisti kompletni subtaldrni uvolnéni
z piicné incize (Cincinnati incision — Crawford, 1982) postupem v podstaté¢ shodnym
s puvodnim popisem (Mc Kay, 1983a,b,c) (obr. 10,11). Principem operace je korekce
horizontdlni subtalarni rotace po kompletni kapsulotomii talokalkanearniho kloubu
s ponechanim mezikostniho vazu. Pravidelnou soucasti je kapsulotomie kloubu
calkaneokuboidniho s repozici kosti krychlové, uvolnéni tzv. ,.Ctyfrohého* spojeni mezi

talem, kosti patni, kosti krychlovou a lod’kovitou; dorzaln¢ prodluzujeme Achillovu Slachu

24



oasi 3cm ,Z“ fezem ve frontdlni roviné azadni kapsulotomii otevirame tibiotalarni
a talocalcanearni klouby. Protindme lig. fibulocalcaneare, oproti pivodnimu popisu vSak
neotevirame pochvy peronedlnich Slach pro riziko jejich pooperacni luxace. Na medialni
strané preparujeme svazek, protindme vazivové pochvy m. flexor hallucis longus a m. flexor
digitorum longus, chranime hlubokou porci deltového vazu a prodluzujeme $lachu m. tibialis
posterior (obr. 12,13). Na medialni stran¢ otevirdme talonavikularni kloub, jehoz $térbina
v disledku medioplantarni dislokace kosti lod’kovité ma témért sagitalni orientaci. Plantarné je
os naviculare drzena v patologickém postaveni silnym a zkracenym plantarnim
calkaneonavikuldrnim vazem (spring ligament). Kavozni slozku PEC odstranime protétim
plantarni aponeurdzy a $lasitého zacatku m. abductor hallucis ze separatni plantarni kozni
incize. Nenasilnou manipulaci korigujeme nohu do spravného postaveni, nejvyraznéjsi ¢asti
celé korekce je derotace kosti patni — v porovnani s vychozim postavenim se pata otoc¢i kolem
vertikalni osy 0 60—90° hrbolem dovniti a souc¢asné do valgozity. Délka chodidla se prodlouZzi
o 1,5-3 cm. Korigované postaveni zajistime celkem ¢tyfmi Kdraty — pres kloub
talonavikuldrni a calkaneokuboidni a dvéma draty zajistujeme polohu kosti patni proti talu;
draty vSak nesméji prochazet hlezennim kloubem. Znamkou spravné repozice je snadna
sutura k0Ze (obr. 14,15). Ureoperaci muize vlivem jizevnatych zmén vzniknout

posteromedidlné napéti; v takovém piipadé ponechame nohu v lehké inverzi a plné korekce

dosdhneme béhem prvniho poopera¢niho tydne opakovanou vymeénou sadrového obvazu

(Ostadal, 2014).

Obr. 10,11 ,,Cincinnati incision *“ — operacni pristup pouzivany ke kompletnimu peritalarnimu

uvolneéni
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Obr. 12,13 Snimek z operace - peritaldrni uvolnéni dle McKaye, vypreparovany nervovecévni

svazek na gumovém zavesu, prodlouzeni Slachy m. tibialis posterior.

Tato technika je sice naroénd, ale ve vét§ing ptipad poskytuje vyborné vysledky. Slachy
flexorit nikdy neprodluzujeme, iznacné flekéni postaveni prstcli korigujeme pooperacéné
pasivnim vytahovanim v dorziflexi a podklddanim molitanem. Po operaci prikladame
cirkularni, podlozeny a vpredu prostiizeny sadrovy obvaz nad koleno. Noha je polohovéana
v zavésu apo sejiti otoku, coz byva 7.-10. den, pfilozime definitivni sadrovy obvaz
v hyperkorekci nohy a flexi 90° v kolennim kloubu na dobu 6 tydnii. Po této dobé odstranime
perkutanné zavedené K draty a odebirame miru na polohovaci ortézu, jiz nahrazujeme
sadrovou fixaci (obr. 16). Osvédcila se 1 kratkd AFO ortéza (ankle-foot-orthosis), ve které dité
prvni mésice po operaci chodi. Piivodné doporu¢ovanou pohyblivou sadru jiz nepouzivame,
rovnéz odmitdme fixaci sadrovymi dlahami. Polohovaci ortézy ménime po 6 mésicich po

dobu nejméné 3 let od operace (obr. 23,24) (Chomiak a spol. 2009, Ost’adal a spol. 2011)
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Obr. 14,15 Derotace po peritalarnim uvolnéni je zajisténa ctyrmi Kdraty, zavedenymi pres

kuzi.

Problematicka byva plna obnova funkce u reoperaci, nebot’ pii piivodnich operacich zpravidla
byvaji poranény Slachy a sekundarni sristy flexort jiz nelze odstranit. Tato vynikajici operace
je rovnéz devalvovana zavaznymi komplikacemi, které vznikaji vzdy jako iatrogenni

poskozeni z nedokonalé opera¢ni techniky (Dungl a spol. 2014).

Nasledna péce je velmi dulezitd, stejné jako léCeni samotné. Za 12 tydni od operace je
sejmuta sadrova fixace a pfilozena na miru zhotovend ortéza. S rozvojem ortopedické
protetiky jsme piestali pouzivat Denisovu-Brownovu dlahu, individualni pomtcka je vzdy
ucinngj$i. Pred adjustaci pomucky je vzdy nutné, aby ptedepisujici lékat zkontroloval
vyrobenou ortézu a mohl ptipadné upravit jeji tvar. Nikdy se tato kontrola nemé vynechat, a to
ani pii spolupraci se zkuSenym ortopedickym technikem. Ortéza je piikladana na denni
i nocni spani a ma se nejméné kazdych 6 mésicii obménit. U primarnich vykont pozadujeme
dlahovani 3 roky od operace, u reoperaci Casto prodluzujeme ortotickou péci do 6 let véku.
Pravidelné kontroly nejméné lkrat rocné¢ do ukonceni rlistu jsou samoziejmosti. Je nutno

zduraznit, Ze noSeni na miru zhotovené ortopedické obuvi neni zapotiebi.
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Obr. 16 AFO (ankle-foot orthosis). Individualne vyrabéna plastova ortéza, slouzici k zajisteni

pooperacni fixace po peritalarnim uvolnéni.

K 1é¢bé recidiv se pouziva, kromé shora zminénych postuptl, cela fada chirurgickych metod;
jejich vybér zavisi na zkuSenostech operatéra a mistnich podminkach. Pfi tendenci k recidivé
supinacniho postaveni, zavinéné jistou slabosti peronedlnich svali, se velmi osvédcila
temporérni transpozice Slachy m. tibialis anterior na zevni stranu nohy (obr. 17). Dilezitou
podminkou uspéSnosti této operace je elasticka noha, kterou lze pasivné pievést do
prona¢niho postaveni. Siln4 Slacha je vytaZzena proximalné€ mezi horni a dolni extenzorova
retinakula a podkoZnim tunelem je v pfimém sméru protaZena na zevni stranu nohy (obr. 18),
kde je vsita do kosti krychlové nebo az do Slachy kratkého peronealniho svalu pfi tuponu na
bazi V. metatarzu. Za 2-3 roky se $lacha vraci do mista ptivodniho iponu na medialni stranu
I. metatarzu. DalSi moZnosti je Slachu m. tibialis ant. dle Ponsetiho transponovat do lateralni

cuneiformni kiistky a ponechat ji tam navzdy (Ost'adal, 2014).

28



TENDON PASSING
THROUGH HOLE
DRILLED IN 5th
METATARSAL

ANNULAR LIG. P.\ ANNULAR LIG.

Obr. 17 Docasna transpozice m. tibialis anterior na lateralni stranu.

Obr. 18 Nase modifikace — slachu m. tibialis anterior transponujeme ne pod extenzorovymi

retinaculy, ale podkoznim tunelem, na lateralni stranu nohy.

Pii tendenci k varozité pfednozi, podminéné preristanim lateralniho sloupce nohy, je velmi
osvédcenou operaci enukleace osifikacniho jadra kosti krychlové a néasledna transfixace
Kdratem. Tento vykon je n€kdy vhodné spojit s transpozici Slachy m. tibialis anterior.
U perzistujici varozity a zkraceni kosti patni je doporuCovana valgizujici osteotomie patni
kosti z medialniho pfistupu s vlozenim Stépu. V jizevnatém terénu miize byt sutura obtizna,
alternativou je linedrni osteotomie ze zevni strany s posunutim periferniho fragmentu

plantarné a lateralné.

Metatarzalni osteotomie je indikovana pfi rezidudlni varozité ptednozi u nohy po operaci
PEC, kdyz bylo dosazeno spravného postaveni kosti tarzu. Byla doporucena rovnéz
osteotomie vSech metatarzl pii jejich bazich, u I. metatarzu musi byt osteotomie vzdalena od
epifyzy alesponn 5 mm, aby nedoSlo k rtistové poruSe (obr.24,24a). Z V. anckdy 1IV.
metatarzu je vhodné resekovat kratky segment diafyzy k snaz$imu vyrovnani piednozi.
Zpravidla vystacime se tfemi podélnymi incizemi, pficny kozni fez je méné vyhodny. Kazdy
metatarz transfixujeme vzdy jednim tenkym K dratem (obr. 19). Kapsulotomie

tarzometatarzalnich kloubti, byla pro neuspokojivé dlouhodobé vysledky opusténa.
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Obr. 19 Schéma metatarzalni osteotomie (Berman), a — vardzni uchyleni prednoZzi, carkované
jsou vyznaceny tri podélné incize, b — naznaceny rozsah a tvar osteotomie, na V. metatarzu je
vyznacen rozsah resekce c fixace jednotlivych paprskii kirschnerovymi draty, obnovena

podélna délka nohy.

K terapii zastaralych, zna¢né rigidnich deformit byla s tuspéchem pouzita i technika postupné
redrese zevni fixaci podle Ilizareva. Vysledky této techniky byly pfijimany aZ s nekritickym
optimismem, ale deformita ochotné recidivuje anoha je po takovém léCeni rigidni,
dystroficka, dlouhodobé znacné bolestiva. V kombinaci s kapsulotomiemi rigidnich kloubi

jsou vysledky i u tézkych a zastaralych deformit ptijatelné (Grill, 1984).

2.8 Rehabilitace

Rehabilitace ma rovnéz své misto v doléceni PEC, ale jeji vyznam byva precenovan. Rodice
jsou podrobné instruovani o zpusobu cviceni; cilem je dosazeni svalové rovnovahy mezi
everznimi a inverznimi svaly nohy a udrZeni elastické nohy, voln€ pohyblivé v subtalarnich
kloubech i v kloubu hlezennim. Rodi¢e musi byt pou€eni o tom, ze jisty zkrat chodidla
u jednostrannych vad i jistd hypotrofie 1ytkového svalstva patii k zdkladnimu obrazu PEC,
a ze tento nalez nekoliduje s dobrym vysledkem. V poslednim desetileti jsme svédky aplikace
Vojtovy reflexni terapie i na PEC, vysledky jsou vSak velmi rozporuplné (Shack a Eastwood,

2006).
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3. CILE PRACE A PRACOVNI HYPOTEZY

Na zaklad¢ analyzy dostupnych literdrnich dat jsme si stanovili dva hlavni cile prace.

1. Pro 1écbu PEC jsou uzivany v podstaté dvé metody: fyzioterapie a postupné cviceni bez
imobilizace a shora uvedena Ponsetiho metoda. V literatufe se uvadi, ze tato metoda ma
kratkodobou uspésnost v impozantnich 100%, podobné vysoce Gspesné maji byt i vysledky
dlouhodobé. Sami se vSak domnivame, ze idaje o UspéSnosti mohou byt vyznamné ovlivnény
dobou, ktera uplyne od ukonceni 1é¢by. NaSim cilem bylo proto srovnat kratkodobé (do 3 let)
a dlouhodobé (3-7 let) vysledky 1écby PEC Ponsetiho metodou a urcit faktory, které se
podileji na vzniku recidiv. Testovali jsme tak hypotézu, zda lze 1é¢it vSechny recidivy PEC i u

déti starsich 3 let vylu¢né Ponsetiho metodou.

2. Dostupné studie podporuji hypotézu, ze patogenetické mechanizmy, odpoveédné za vznik
PEC, zahrnuji fibroblasty a rastové faktory. Pro pochopeni bilkovinného slozeni
extracelularni matrix jsme proto pouzili proteomickou analyzu kontrahovaného kloubniho
pouzdra u pacientli s PEC. Zvlastni pozornost byla vénovana moznym rozdilim vazivové
tkan¢ na medidlni a laterdlni strané nohy s PEC. Predpokladali jsme, Ze identifikace
jednotlivych proteinit mize pomoci pochopit mechanizmy, které se na vzniku této vazné

anomalie podileji a pfispét tak k vyvoji ucinnéjsich terapeutickych postup.
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4. SROVNANI KRATKODOBYCH A DLOUHODOBYCH VYSLEDKU LECBY
PES EQUINOVARUS PONSETIHO METODOU

4.1 Metoda

4.1.1 Vybér pacientit

Do souboru bylo zafazeno celkem 195 déti (143 chlapci a 52 divek) s diagndézou PEC,
lécenych Ponsetiho metodou na Ortopedické klinice Fakultni nemocnice Bulovka v Praze
v letech 2005 — 2012. U 108 déti (55%) se PEC vyskytoval bilateralné, tzn., Ze celkovy pocet
nohou lé¢enych Ponsetiho metodou byl 303. Vybrani byli pacienti, u nichz 1é¢ba zacala mezi
porodem a 6 meésici zivota (i v ptipadé, Ze byli plivodné 1éCeni na jinych pracovistich jinou
metodou). Vylouc€eni byli pacienti, u nichZ byla deformita spojena s néjakou jinou vrozenou
vadou. Studie byla schvalena etickou komisi, vyzadovan byl pisemny souhlas rodi¢i. 28
pacienti (14%) mélo pozitivni rodinnou anamnézu. Stupen postizeni byl pfi pfijeti
klasifikovan metodou dle Dimeglia a spol (1995). Jak bylo uvedeno jiz v uvodni kapitole, tato
metoda pouzivd 4 parametry pfi kazdém stupni poSkozeni dle vysledki jemné manipulace,
méfené ruénim goniometrem: (1) equindzni deviace v sagitalni roviné, (i1) vardzni deviace ve
frontalni roviné, (ii1) derotace calcaneopedalniho bloku v horizontalni roviné a (iv) relativni

addukce ptednozi v horizontalni roving.

4.1.2 Lécba

Zakladni principy Ponseti metody (Ponseti, 1996, 2000) jsou uvedeny v tivodni ¢asti této
prace; na nasi klinice pouzivame nasledujici postup. Lécba zacind bezprosttedné po piijeti,
nejradgji kratce po porodu a spociva v postupné manipulaci nohy — zvétSovani abdukce
v supinaci - v korekénich sadrovych obvazech. Protitlak plsobi na lateralni plochu hlavice
kosti hlezenni (obr. 20,21), aby se zabranilo rotaci talu v hlezennim kloubu. Sadrovy obvaz
obmeénujeme v 5 — 8 dennich intervalech; k dosazeni abdukce 60 stupiiti je tieba v praméru 5

korekénich sadrovych obvazl (3 — 11).
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Obr. 20,21 Manipulace nohy dle Ponsetiho pred naloZenim redresniho sadrového obvazu

Nebylo-li dosazeno uvedeného stupné abdukce, pokracuje se nadale v sddrovani ve stejnych
intervalech aZ do dosaZeni potfebného vysledku. Sadrovy obvaz nakladame vzdy od prsti az
na stehno po tfislo, obvaz pouze pod koleno totiz neudrzi patni kost v abdukci; koleno je
pritom ohnuté¢ do 90 stupni (obr. 22). V jednotlivych sadrach korigujeme varozitu paty,
addukci a inverzi pfednozi a kavozni slozku této deformity; equinozitu nekorigujeme, ta se
upravuje sama pii repozici patni kosti (obr. 23). Signalem k ukonceni sddrovéani jsou: (i)
hmatny interval mezi vnitinim kotnikem a os naviculare, (ii) dostate¢né¢ hmatny piedni
vybézek patni kosti, (iii) abdukce nohy do 60 stupii a (iv) patni kost v neutrdlnim nebo lehce
valgéznim postaveni (obr. 24). Byla-li pfitomna vSechna 4 kriteria, avSak equinozita
v hlezennim kloubu zlstavala nadéale nedostate¢né korigovana, tzn., ze neni mozné dorziflexe
alesponi 10 stupni, indikujeme tenotomii Achillovy §lachy. Tenotomie se provadi za b&znych
aseptickych kautel na opera¢nim sale, obvykle v kratkodobé celkové anestezii. Tento zptisob
se lisi od Ponsetiho (1996, Herzenberg a spol. 2002), ktery preferuje lokalni anestezii. Sami
uzivame lokalni anestezii pouze v piipadé, je-li celkova anestezie z ruznych lékarskych
diivodli kontraindikovana. Tenotomie byla provedena u 276 z 303 lécenych nohou. Skalpel
zasuneme z medidlni strany paraleln¢ s Achillovou Slachou cca 1 cm nad hrbolem patni kosti,
poté jej otoCime o 90 stupni a prerusime celou Achillovu Slachu tak, aby jeji obaly ztistaly co
nejméné porusené. Thned po vykonu nalozime sadrovy obvaz v 60 stupiiové obdukci a 10
stupniové dorziflexi. Matku s ditétem propoustime obvykle druhy den po opera¢nim vykonu.
Sadrovou fixaci po tenotomii Achillovy §lachy snimame po 3 tydnech a naklddame abduk¢ni
dlahu, ¢asto nespravné nazyvanou dlahou Denis-Brownovou. Existuje vice modelt téchto

dlah: v principu se vzdy jedna o 2 boticky spojené pelotou, které umoziuji nastaveni do zevni
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rotace 60 - 70 stupiii; rozestup boticek na peloté je uren vzdalenosti raminek. Jedna-li se o
vadu jednostrannou, boti¢ku se zdravou nohou nastavujeme do zevni rotace 40 - 45 stupi.
Déti nosi dlahu prvni 3 mésice bez pieruseni — je snimana pouze na koupel. Do 3 - 6 let je pak
dlaha ptikladana na 14 -16 hod. denné, tzn. na no¢ni a denni spani. Doba ukonceni fixace je
individudlni a zavisi na konkrétnim klinickém obrazu daného pacienta. Rodice jsou pouceni o
nutnosti kazdodenniho cviceni, spocivajicim predevSim v protahovani Achillovy Slachy.
Kontroly na ambulanci provadime nejprve v 6 tydennich intervalech; nedojde-li k recidivé,
intervaly mezi kontrolami se postupné prodluzuji az na 4 az 6 mésict. Ortéza se snimd ve
véku 3 let. S cvicenim se pokracuje az do ukonceni vyvoje skeletu. Vyskytne-li se recidiva do
3 let véku, musi se shora zminény postup opakovat; k zvladnuti recidivy je zpravidla
zapotiebi mensiho poctu sadrovych obvazi. Byl-li konzervativni zptsob 1é¢by recidivy
neuspésny, piistoupili jsme k chirurgickému vykonu. U pacientl starSich 3 let jsme k 1écbé

recidiv pouzili pouze chirurgicky zakrok.

Obr. 22 Redresni sadrovy odvaz saha vidy nad koleno, které je ohnuto v pravém tihlu
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Obr. 23 Ponsetiho zpusob korekce PEC. a,b — dorziflexe I paprsku, palec druhé ruky
vykonava protitlak na prominujici krcek talu z lateralni strany, prednozi je tlaceno do zevni

rotace, ¢ — pata je odtlacena od zevniho kotniku, druha ruka fixuje bérec.

Obr. 24 Posledni sadrovy obvaz, kdy je dosazeno , prekorigovani vady“ do abdukce 60

Stupnii.

35



Obr. 25,26 Oboustranny rigidni PEC po narozeni

Obr. 27,28 Klinicky snimek téhoz pacienta po lécbé Ponsetiho metodou v 6 letech.

4.2 Vysledky

Pfi peritalarnim uvolnéni (operace dle McKaye), kdy je cirkularné obnazen cely subtalarni
kloub a to jak z medialni tak z laterdlni strany, jsme pozorovali, ze struktura vazivové tkané
kloubniho pouzdra a pfislusnych ligament se jiz makroskopicky vyrazné li§i. Na medialni

stran€ je kloubni pouzdro rigidnéjsi nez kloubni pouzdro na lateralni strané tarzu.
Ponsetiho metodou bylo v letech 2005 - 2012 1éceno celkem 195 pacientd (74% chlapcit)

(Tab. 1). U 108 d¢ti (55%) byl vyskyt PEC bilateralni, takze celkovy pocet nohou, 1é¢enych
Ponsetiho metodou, byl 303. Soubor se skladal z 16% pacientq, klasifikovanych dle Dimeglia
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a spol.(1995) jako stupen I (nejleh¢i postizeni), 30% jako stupen II, 31% jako stupeni III a

N A4

roky 2005 2006 2007 2008 2009 2010 2011 2012
nohy 55 40 38 34 42 43 34 17

Tab. 1 Pocty lécenych nohou s PEC v letech 2005 az 2012 na Ortopedické klinice Na Bulovce

Primarni korekce bylo dosazeno ve vSech ptipadech konzervativnim piistupem, tj. samotnymi
sadrovymi obvazy ¢i v kombinaci s tenotomii Achillovy Slachy; vSechny 4 zakladni

pozadavky na ukonceni sddrovych obvazi (viz Metoda) byl splnény.

Prvni recidiva se objevila 6 tydnli po zavedeni abdukénich dlah. Stupen recidiv se vSak u
jednotlivych pacientt lisil: od ¢aste¢nych zmeén (equinus, addukce piednozi ¢i varézni postaveni
calcaneu) az ke kompletni recidivé pocatecniho stavu. VSechny recidivy byly v pocatku 1é¢eny
(do 3 let veéku) konzervativnim postupem. Byl-li opakovany konzervativni postup netspésny (4
podminky ukonceni fixace nebyly splnény), byl indikovan chirurgicky pfistup (u 82 pacientii —
40%, 111 nohou — 37%). Operacni 1écba byla provedena u 30% nohou postupem nalezicim
k Ponsetiho metodé (retenotomie AS, transpozice m. tibialis anterior) (Tab. 2) a v 70% pomoci
alternativnich technik (Tab. 3). Skupina pacientli s recidivou, indikovana pro chirurgickou
lécbu, se skladala z 8%, klasifikovanych jako stupen I dle Dimeglia a spol. (1995), 25% jako
stupenn II, 35% jako stupenn IIl a 35% jako stupen IV. Primérmé doba od zahdjeni lécby
k chirurgickému zékroku bylo 2,7 roku. V nékterych piipadech se recidivy objevily 1 po
chirurgickém zakroku: u 13 nohou 2x, u 3 nohou 3x a v jednom pfipadé 5x. Pocet recidiv
indikovanych k chirurgickému zdkroku, stoupal se stoupajici dobou sledovani (Tab. 3).
Zatimco u pacientl, u kterych byla 1é€ba zahajena v r. 2005 se recidivy objevily v 72%, pak u

pacientil zatazenych do studie v r. 2011 doséhla pocet recidiv jen 3%.

roky 2005 2006 2007 2008 2009 2010 2011 2012
nohy 16 4 6 3 2 0 1 0

Tab. 2 Pocty nohou s recidivou; indikace k operacni lecbé v ramci Ponsetiho metody

(retenotomie Achillovy slachy, transpozice musculus tibialis ant.)
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W 2005 2006 2008 2009 2010 2011 2012
[éCby

Tab. 3 Pocet nohou s recidivou indikovanych k operacni lécbé (rok udava zahdjenti léchby

pacienta)

Tenotomie AS 274
Retenototomie AS 16
Osteotomie tarzu 40
Dorzalni uvolnéni 21
Posteromedialni uvolnéni 14
Peritalarni uvolnéni 34
Supramaleolarni osteotomie 1
Osteotomie prednozi 6
Transpozice MTA 47

Tab. 4 Celkovy pocet jednotlivych operaci v nasem souboru.

4.3 Diskuse

Hlavnim vysledkem této studie byl nalez vyznamného rozdilu mezi hodnocenim
kratkodobych a dlouhodobych vysledkii Ponsetiho metody v 1é€bé PEC. Pocet recidiv
v pribéhu prvnich tii let 1é¢by, indikovanych pro chirurgickou lé¢bu, byl vyznamné nizsi
(5%) ve srovnani s pacienty, u nichz 1écba zacala pied 6 — 8 lety (65%). K vysvétleni tohoto
nalezu je zapotiebi — zvIasté pro nejstarsi skupinu (rok 2005) — vzit v Givahu ,,learning curve*
stejné jako skutecnost, ze jsme provadéeli pouze skluznou tenotomii Achillovy Slachy, namisto
kompletni tenotomie Achillovy Slachy. Na druhé strané vysledky z r. 2007 a pozdéjsi byly
vyznamné lepsi: pocet recidiv dosahl pouze 44%. Muzeme proto uzaviit, Ze primarni korekce
PEC je mozna u témét 100% pacientd, avSak pro korekci recidiv je tfeba v nckterych

ptipadech pouzit chirurgicky ptistup.
Konzervativni feSeni vzdorujicich recidiv sadrovanim u pacientl starSich 3 let je dle naSich
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zkuSenosti velmi obtizné, pfedevsim pro nizsi poddajnost vyvijejici se fibrotické tkan¢. Je
vSak zapotiebi upozornit, ze ptisna vékova hranice limitujici uspésnost tenotomie Achillovy
Slachy, neexistuje. Nezaznamenali jsme zadné poruchy hojeni Achillovy §lachy: hmatny
rigidni pruh se objevi jiz 3 tydny po tenotomii, coz svédéi pro usp&$nou regeneraci. Udaje o
moznych komplikacich jsou vzacné; tenotomie Achillovy Slachy by méla byt povazovana za
konzervativnéj$i metodu nez agresivni 1écba sadrovymi obvazy (Dogan a spol., 2008). Jsme
proto presvédceni ze komplexni 1écba PEC vyzaduje nejen exaktni znalosti konzervativniho
piistupu, ale téz rtznych postupt chirurgickych, jako je dorzalni a peritalarni uvolnéni,
osteotomie zadni a pfedni ¢asti nohy, stejné jako supramaleolarni osteotomie, zv1asté pti 1écbe

neurogenni PEC, kde je pfitomnost recidiv mnohem c¢asté&jsi (Iltara a spol. 2010).

Patogenetické mechanismy, které se podileji na vzniku PEC, dosud zndmy nejsou a mozné
hypotézy budou diskutovany v dal§ich kapitolach dizertatni prace. Udaje o pohlavnich
rozdilech v incidenci PEC nejsou koncizni. Iltar a spol. (2010) pozorovali, ze na zacatku 1écby
byly dle Dimegliovy klasifikace deformity castéjSi u chlapci nez u dévcat, kone¢né skore
bylo vSak u obou pohlavi srovnatelné. Obecné lze fici, Ze dle literarnich udaji €ini pomér
chlapcti a dévcat 2:1, v naSem souboru to bylo 3:1, Morcuende a spol. (2004) pozorovali
dokonce pomér 4:1. Souhlasime s ndzorem Radlera a spol. (2007), Ze radiografické méteni
détské nohy neni pfili§ spolehlivé. Uvadi, Ze dochazi ke zkresleni pti urcovani linii,
predstavujicich osy osifikujicich jader, které se v Casnych stadiich vyvoje Casto jevi jako

kruhové.

Existuje velké mnozstvi studii, poukazujicich na skute¢nost, Ze recidivy po korekei jsou dany
nedostate¢né peclivou fixaci (Abdelgawad a spol., 2007, Yagmurlu a spol., 2011). Jestlize
rodi¢e pacientd nedodrzuji pokyny lékate, l1ze ocekavat mnoho riznych malych i velkych
recidiv. Morcuende a spol. (2004) pozorovali, Ze recidivy se vyskytuji jen u 6%
spolupracujicich rodin a ve vice jak 80% rodin nespolupracujicich. Sami jsme pozorovali
recidivy u pacientl, kde rodina zkracovala dobu fixace. Dobbs (Dobbs a spol., 2004, Dobbs a
Garnett, 2009) upozornil, ze uroven rodicovské vychovy je dal§$im vyznamnym rizikovym
faktorem; naSe vysledky tyto nazory potvrzuji. Podle Gibbonse a Graye (2013) se nejvice

recidiv objevuje v pribéhu noseni abduk¢ni ortézy.
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4.4 Zavéry

Zavérem je mozno fici, Ze cilem jakékoliv 1écby PEC je dosahnout kosmeticky pfijatelného
vysledku s pruznou, funk¢ni, nebolestivou, plantigradni nohou. Ani Ponsetiho metoda neni
schopna upravit celou deformitu, ale pfinasi znacné zlepSeni. Je jasné, Ze toto zlepSeni vytvari
lepsi vychozi pozici pro chirurgickou upravu pies to, ze nedosdhne dokonalé Upravy nohy.
Souhlasime s ndzorem Yagmurlu a spol. (2001), Ze Ponsetiho metoda by méla byt pouzita
v kterémkoliv vé€ku pacienta s PEC pfinejmensim proto, aby bylo dosazeno alesponl ¢astecné
upravy této deformity. NaSe vysledky vSak naznacuji, ze Gprava PEC pouze sddrovanim,

tenotomii Achillovy Slachy a eventudlni transpozici m. tibialis anterior je nemozna.
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5. PROTEOMICKA ANALYZA EXTRACELULARNI MATRIX U PES
EQUINOVARUS CONGENITUS

5.1 Metoda

5.1.1 Pacienti a vzorky tkané

Do studie bylo zafazeno celkem 18 pacientti (13 chlapct a 5 divek) s diagnézou PEC,
lécenych na Ortopedické klinice Na Bulovce v letech 2011 — 2013. Lécba zacala mezi 1. a 8.
tydnem Zivota a spocivala v jemné manipulaci nohy a aplikaci 5 — 9 (v priméru 6) sadrovych
obvazi nad koleno dle Ponsetiho (1996). Perkutanni tenotomie Achillovy Slachy byla

provedena u 12 pacientd. Primarni korekce bylo dosazeno ve vSech ptipadech.

Vzorky tkané byly ziskany od pacientii, operovanych pro recidivu PEC (staii 1 — 7 let, primér
4 roky); subtalarni uvolnéni bylo provedeno u 13 pacientli, transfer m. tibialis ant.
s osteotomii os cuneiforme a os cuboideum u 3 pacientli a dorzomedidlni uvolnéni u 3 déti.
Kontrahovana tkan byla odebrana z medidlni ¢asti talonavicularniho skloubeni. U 5 pacientl
byly pro srovnani odebrany vzorky z medialni a laterdlni strany talonavicularniho skloubeni.
Tkan byla bezprosttedné po odebrani zmrazena a poté pouZzita pro analyzu proteinového
sloZeni. Studie byla schvalena etickou komisi Fakultni nemocnice Bulovka a rodice pacientli

poskytli pisemny souhlas.

5.1.2 Jednodimenziondlni a dvoudimenziondlni gelovd elektroforéza

Jednodimenziondlni gelovou elektroforéza (SDS-PAGE) byla provadéna na 10%
polyakrylamidovych 1mm gelech. Tato metoda byla provadéna na piistroji Mini-Protean
Tetra cell systému (Bio-Rad) pii napéti 200 V, 50 minut. Koncentrace vzorkt byla 2,2mg na 1
ml vzorkového roztoku (1% SDS; 0,5% merkaptoethanol), nanaska vzorku na gel byla 5 ul.
Gely byly po elektroforéze barveny barvou Bio-Safe Coomassie Blue G250 stain (Bio-Rad).
Po obarveni byly gely skenovany na pfistroji GS-800 Calibrated Densitometer a vyhodnoceny

pomoci vyhodnocovaciho programu (Quantity One; Bio-Rad).
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Dvoudimenzionalni  gelovou elektroforéza (2D-GE) byla provadéna na 10%
polyakrylamidovych Imm gelech. Cast lyofilizovaného vzorku (1mg) byla lyzovana v 140 ul
lyza¢niho pufru (7 M mocovina, 2 M thiomocCovina, 2% (vaha/objem) 3-((3-chol
amidopropyl)dimethylammo nium)-1-propanesulphonat (CHAPS), 0,2% (vaha/objem) Bio-
Lyte ampholyt (3-10 pH) a 1% (vaha/objem) dithiothreitol). Proteiny vzorku byly dale
preneseny na gelové stripy (Ready Strip IPG Strips (pH 3-10 nelinearni, 7 cm; Bio-Rad).
Isoelektricka fokusace probihala na téchto stripech na pfistroji Pro-tean IEF cell system (Bio-
Rad) dle instrukci vyrobce (Bio-Rad). Po izoelektrické fokusaci se stripy zalily nad 10%
akrylamidovy gel roztokem 0,5% agardzy. Dale byl postup shodny s elektroforézou SDS-
PAGE

5.1.3 Priprava vzorkii pro LC-MS/MS

Vsechny vzorky byly tfikrdt omyty redestilovanou vodou, lyofilizovany a Stipany na peptidy
roztokem, obsahujicim NH4sHCO; (0,05 mol/L) a trypsin (0.2mg/mL) (Sigma, St. Louis, MO,
USDA) 1/100 (vaha/vaha-trypsin/vzorek) 3 h pii teploté 37° C. V priibéhu §tépeni trypsinem
byly vzorky zbaveny tuku pomoci 0,3 mL acetonu a ponechany pies noc pfi teploté -20° C.
Tento proces byl tfikrat opakovdn a vzorky byly poté centrifugovany pii 10 000xg.
Lyofilizované pelety byly Stépeny jesté jednou v 0,2mL roztoku, obsahujicim NH4COs3 (0,05
mol/L) a trypsin (0,04 mg/mL) (1/100 w/w trypsin/vzorek) pii teploté 37° C pfes noc. Vzorky
byly poté zfiltrovany (velikost pord 0,45um, Miller-HV, Japonsko) a bilkoviny byly
extrahovany pomoci zip-tip C18 (Supel-Tips C18, TPSCI18-96EA, Supelco, PA, USA).

Extrahované vzorky byly lyofilizovany a rozpustény ve 24 puL 1% kyseliny mravenci.

5.1.4 Analyza kolagenni frakce

Vzorky tkané byly homogenizovany a poté natrdveny 20 h pomoci pepsinu v 0,5 M CHj
COOH pti teploté 4° C (pomér 12% vlhké tkang). Vzorky byly pak centrifugovany (15 000xg
po 2 h) a extrakt byl lyofilizovan. Vzorky lyofilizované kolagenni frakce byly rozpustény
v elektroforetickém pufru a separovany pomoci dodecyl sulfidové polyakrylamidové gelové
elektroforézy. Gely s elektroforeticky oddélenymi vzorky byly naneseny na nitrocelulézovou

membranu (20 h 500 mA/52 V) a membrany byly analyzovany elektrochemicky pomoci
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Western blot. Primarni polyklonalni krali¢i protilatky (1:500) byly pouzity pro detekci
kolagenu typu I (abcam c.n. ab 292, abcam USA) a kolagenu typu III (abcam c.n. ab 7778).
Jako sekundarni byly pouzity peroxidazou znacené krali¢i IgG protilatky (1:250) (Sigma c.n.

A0545). Jednotlivé kolagenni frakce byly stanoveny pomoci chemiluminiscence.

5.1.5 Analyza tryptického extraktu pomoci LC-MS/MS

K proteinové analyze byl pouZzit nano-LC pfistroj Proxeon Easy-nLC (Proxeon, Odense,
Dansko) pfipojeny pomoci nanoelktrosprayeru k maXis Q-TOF hmotovému spektrofotometru
s ultra vysokym rozlisSenim (Bruker Daltonics, Brémy, Némecko). nLC-MS/MS pfistroje jsou
fizeny softwarem HyStar 3,2 a microOTOFcontrol 3,0. Data byla shromazdovana a
analyzovana pomoci softwaru Protein-Scape 3,0 a Data/Analysis 4,0 (Bruker Daltonics).
Smés peptidi byla vstiiknuta do kolony NS-AC-11-C18 Biosphere C18 (velikost ¢astic Spm,
velikost port 12nm, délka kolony 150 mm, vnitini primér 100 pm) (NanoSeparation,

Nieuwkoop, Holandsko).

Separace peptidi byla dosazena linearnim gradientem mezi mobilni fazi A (voda) a B
(acetonitril), ob¢& obsahujici 0.1% (v/v) kyseliny mravenc¢i. Separace byla zahdjena 5%
mobilni fazi B, néasledovala gradientova eluce do 30% B béhem 70 min. DalSim krokem byla
eluce linednim gradientem na 50% B béhem 10 min a pak béhem 8 min do 100% B. Nakonec
byla kolona promyta 100% B 2 min. Ekvilibrace pfed nasledujicim krokem bylo docileno
promytim kolony 5% mobilni fazi B po 10 min. Rychlost pritoku byla 0,25 pw/min a kolona

udrzovana v okolni teploté (25° C).

Byla pouZita online nano-electrospray ionizace (nano-ESI) v pozitivhim modu. ESI napéti
bylo nastaveno na +4,5 kV, skenovaci ¢as byl 1,3 Hz. Opera¢ni podminky: vysuSujici plyn
(NL), 1 litr min™; teplota plynu 160° C; tlak 40 kPa. Experimenty byly provedeny skenovanim
od 2,200 m/z. Referencni pouzity iont (vnitini standard) byl iont Cys Hjg F36 N3 O P3
(1221.9906 m/z). Hmotova spektra, odpovidajici kazdému signalu z chromatogramu byly
zprimériovany, coZ umoziuje pifesné molekularni hmotové stanoveni. VSechny LC-MS/MS

analyzy byly provadény v duplikatu.
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5.1.6 Aminokyselinova analyza

Aminokyselinova analyza byla provadéna pomoci syst¢ému PICO-TAG Amino Acid Analysis
System (Waters, Milford, USA). Metoda vyuzivala derivatizace fenylisothiocyanatem
(provadénou dle instrukcei vyrobce), nasledovanou separaci vzniklych produktii pomoci HPLC
chromatografii na kolon¢ s obracenou fazi (C18; kolona Pico-Tag 300x 3,9 I.D. mm; Waters
USA) za pouziti acetatového pufru (pH 6,4; 0,14 mol/L) - acetonitrilovy gradient (dle
instrukci vyrobce). Hydrolyza proteini byla provaddéna pomoci par HCI (6mol/l HCI s 2%

fenolem) 20 h pfi teploté 110° C ve zkumavce pod vakuem (a nasledné dusikem).

5.1.7 Vyhledavani v databazi

Data z hmotového spektometru byla vyhodnocena pomoci softwaru ProteinScape. Bilkoviny
byly identifikovany korelaci tandemovych hmotovych spekter pomoci IPI a SwissProt
databazi, za pouziti vyhleddvaciho programu MASCOT (http://www.matrixscfience.com).
Taxonomie byla soustiedéna na Homo sapiens. Trypsin byl vybran jako enzymovy parametr
Stépeni. Hmotova tolerance byla zvolena £10,0 ppm pro MS a +0,05 Da pro MS/MS. U
cysteinll byla pfedpokladana karbamidomethylace, u prolinu a lysinu hydroxylace, u serinu,
threoninu a tyrosinu fosforylace, u methioninu oxidace. VSechny tyto moZné modifikace byly
nastaveny jako variabilni. Monoisotopicky peptidovy naboj byl nastaven na 1+, 2+ a 3+.
Akceptovany byly pouze signifikantni nalezy proteint (MASCOT skore > 80

(http://www.matrixscience.com).

5.2 Vysledky
5.2.1 Gelova elektroforéza:

Jednodimenzionalni ani dvojdimenzionalni polyakrylamidovou elektroforézou se nepodaftilo
nalézt signifikantni rozdily v obsahu proteinii mezi medialni (M) a laterdlni (L) stranou
subtaldrniho kloubu (obr. 29 — 33). To znamend, Ze obsah kolagenu I a III se v obou vzorcich

nelisil.

Vzhledem k tomu, ze makroskopicky vzhled vzorkl, odebranych z medialni (tuzsi oblasti) se
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od vzorkt, izolovanych z lateralni ¢asti vyznamné lisi, predpokladali jsme, Ze za uvedené
rozdily mohou byt zodpovédné jiné proteiny nez kolageny I a III. Pouzili jsme proto jako

prvni protetické analyzy bilkovinného slozeni pouzdra talonavicularniho kloubu u PEC.
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Obr. 29 Analyza kolagenu typu I

Jednodimenzionadlni polyakrylamidova elektroforéza; srovnani vzorkii odebranych z medialni
a laterani strany nohy s PEC (M — medialni strana, L — laterdlni strana).

1-M, 2-M, 3-L,4-M, 5-M, 6-M,7-L

Gama frakce — polymery jednotlivych retézcu alfa la 2

Beta frakce — dimery retézcu alfa 1 a 2 a jejich nizkomolekularni stepy.
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Obr. 30 Analyza kolagenu typu I

Jednodimenzionalni  polyakrylamidova elektroforéza ke srovnani vzorkii odebranych
z medialni a lateralni strany nohy s PEC (M — medialni strana, L — laterdlni strana).

1-M, 2-M, 3-L,4-M, 5-L, 6-L

Gama frakce — polymery jednotlivych retezcu alfa 1a 2

Beta frakce — dimery retézcu alfa 1 a 2 a jejich nizkomolekularni stépy.
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Obr. 31 Analyza kolagenu typu I1I

Jednodimenzionalni  polyakrylamidova elektroforéza ke srovnani vzorkit odebranych
z medialni a laterdlni strany nohy s PEC (M — medialni strana, L — laterdlni strana).

1-M, 2-M, 3-L,4-M, 5-M, 6-M, 7-L

Gama frakce — polymery jednotlivych retezcu alfa 1

Beta frakce — dimery retézcu alfa 1 a 2 a jejich nizkomolekularni stepy.
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Obr. 32 Dvoudimenzionalni polyakrylamidova elektroforéza vzorku odebraného z medialni

strany nohy s PEC.
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Obr. 33 Dvoudimenzionalni polyakrylamidova elektroforéza vzorku odebraného z lateralni

strany nohy s PEC.
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5.2.2 Aminokyselinova analyza

Aminokyselinové analyza tkanovych vzorkl ukdzala pirevahu kolagent, pfedevsim kolagenu
LIIT a VI. Podil glycinu byl vzdy ptiblizn€ 28% a prolinil (tj. prolin + hydroxyprolin — h-
prolin) 21% (obr. 32). Vysoky molarni obsah glycinu a h-prolinu, pfitomnych ve

srovnatelnych hladinach, naznacuji prevahu kolageni I a IIL

354
30
25+
20
154
104

% Amino acide (molar content)

h-proline glycine proline tyrosine

Obr. 34 Aminokyselinova analyza

Molarni mnozstvi jednotlivych aminokyselin bylo porovnano s molarnim mnozZstvim tyrozinu

5.2.3 Bilkoviny extracelularni matrix

Identifikovano bylo celkem 19 bilkovin extracelularni matrix (Tab. 5). Hlavni soucasti vSech
analyzovanych vzorkli byly fibrilarni kolageny typu I a III, které jsou hlavnimi proteiny
extracelularni matrix. Navic byly zjiStény dalsi typy kolageni, zvIasté kolageny V, VI a XII.
Mezi ostatnimi 14 proteiny je bilkovina ABI3PB, maly na leucin bohaty proteoglykan
biglykan, na leucin bohaté proteoglykany asporin a prolargin, proteoglykan
osteoglycin/mimecan, na stres citlivy proteoglykan fibromodulin, keratin sulfat proteoglykan
lumican, membranovéd primarni aminooxidaza, velky proteoglykan versican, glykoprotein
tenascin-x, ktery se vyskytuje pouze ve fibroblastech, fibronektin, vysokomolekuldrni
glykoprotein, ktery vaze kolagen, periostin, TGFB-indukujici matricelularni protein a TGFf-

indukovany protein IG-H3 (TGFBIp).
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Accessionn.  Protein Name Score  Peptides S.C.[%)] Hits Molecular Function

IP100297646  Collagen type | alpha-1 chain 4980.7 104 50.1 13 Extracellular matrix structural konstituent
IP100304962  Collagen type I alpha-2 chain 3985.3 78 60.2 13 Extracellular matrix structural konstituent
1P100021033  Collagen type Il alpha-1 chain 2114.0 51 415 13 Extracellular matrix structural konstituent
IP100220701  Collagen type VI alpha-3 chain 1706.7 39 18.5 13  Extracellular matrix structural konstituent
IP100291136  Collagen type VI alpha-1 chain 948.5 19 30.6 13 Extracellular matrix structural konstituent
1P100304840  Collagen type VI alpha-2 chain 778.2 17 26.1 11  Extracellular matrix structural konstituent
IP100010790  Biglycan 471.6 10 49.8 10  Extracellular matrix structural konstituent
1P100020987  Prolargin 3794 9 30.6 11  Cytoskeletal anchoring aktivity
IP100025465  Osteoglycin (Mimecan) 313.0 7 25.0 9  Growth factor aktivity

IP100000860  Fibromodulin 300.6 8 25.8 8  Extracellular matrix structural konstituent

1P100018219 Transforming growth factor-f3- 2946 8 19.2 6 Receptor binding
induced protein ig-h3
1P100020986  Lumican 229.4 6 19.5 4 Extracellular matrix structural konstituent
1P100221384  Collagen alpha-1(XII) chain 241.4 5 3.8 3 Extracellular matrix structural konstituent
1P100418431  Asporin 192.5 7 17.4 7  Extracellular matrix structural konstituent
1P100004457  Membrane primary amine oxidase 183.4 4 11.7 1  Cell adhesion molecule aktivity
IP100215630  Versican 1795 5 9.0 3 Extracellular matrix structural konstituent
1P100844090  Collagen alpha-1(V) chain 172.0 2 25 1  Extracellular matrix structural konstituent
IP101011141  Tenascin 161.7 5 3.7 1  Cell adhesion molecule aktivity
1P100440822 ABI3BP Isoform 1 of Target of 1435 2 3.0 1 Unknown
Nesh-SH3

IP100910262  Periostin 136.2 3 11.6 1  Cell adhesion molecule aktivity
IP100479723  Fibronectin 121.8 3 2.0 1 Extracellular matrix structural konstituent

Tab. 5 Seznam proteinii detekovanych v nLC-MS/MS

Accesion N - indikace proteinu v IPl (interanational protein index) databdzi
(ftp://ftp.ebi.ac.uk/pub/databases/IP1); Score = Mascot skore,; Peptides = pocet jednotlivych
peptide detkovanych ve vzrocich, S.C. = Sequence coverage (%), Hits = pocet vzorkii, kde byl
protein signifikantné detekovan. Molekularni funkce proteinii v biologickych procesech byly
katergorizovany podle Klasifikace, pouzivané ve verejné databdzi dostupné na

http://www.hprd.org.
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MW n. of covera

Protein [kDa] peptides ge [%]
COL6A1 Collagen alpha-1(VI) chain 108.5 10 13.2
ALB Isoform 1 of Serum albumin 69.3 8 16.7
COL6A3 Isoform 2 of Collagen alpha-3(VI) chain 321.2 10 4.9
COL6AZ2 Isoform 2C2 of Collagen alpha-2(VI) chain 108.5 8 9.9
COL1A2 Collagen alpha-2(l) chain 129.2 7 8.1
COL1A1 Collagen alpha-1(l) chain 138.9 5 6.1
TGRS Transfomning gow factorbeta 75 KDaprotein 484 3 63
POSTN Isoform 4 of Periostin 83.8 2 45
(OGNsmilartoMmecan 45 2 73
COL3AL1 Isoform 1 of Collagen alpha-1(lll) chain 138.5 3 3.5
HBA2;HBA1 Hemoglobin subunit alpha 15.2 1 10.6
ANXA2 Annexin A2 38.6 1 3.2
KRT1 Keratin, type Il cytoskeletal 1 66.0 1 3.9
LUM Lumican 38.4 1 3.3
HSPG2, Perlecan, Basement membrane-specific heparan sulfate proteoglycan core
protein 468.5 1 0.4

ANXALAnnexin A1 22.7 1 5.4

Tab. 6 SPL list 5 vzorkii odebrané z medialni strany a 5 vzorkii odebrané z lateralni strany u
nohou s PEC. Oranzové zvyraznény proteiny, jejichz zastoupeni bylo na medialni strané

nejmeéné 2x vetsi nez na strané lateradlni.

Proteomické analyza vzorkll z medialni a lateralni ¢asti kloubniho pouzdra naznacila mozné
rozdily v proteinovém slozeni obou vzorkii: obsah kolagenu VI, asporinu, mimecanu,
prolaminu a TGFbeta byla vétsi v medidlni, tuzsi ¢asti kloubniho pouzdra (tab. 6 — 8).

Kvantitativni analyza bude pfedmétem dalsi prace.
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v X vzorcich M Vv X vzorcich L

Z 6ti vz. z 10ti vz. z 8tivz. Z 9mi vz. SPL
1. méfeni 2. mé&feni 1.méfeni 2. méfeni  5xM/5xL

TGFB-transforming growing factor beta 4x 2X 0x 0x ANO
ASPN-asporin 5x 2X 0x 1x NE
OGN-osteoglycin (mimecan) 5x 5x 2X 3x ANO
PRELP-prolargin 6Xx 5x 1x 6Xx ANO
LUM-lumican 0x 5x 1x 2x ANO
Fibronectin 0x 1x 0x 0x NE
BGN-biglican 5x 5x 2X 5x NE
TNC-tenascin 0x 1x O0x 0x NE

Tab. 7 Porovnadni vzorkii z medialni a lateralni strany nohy u pacientit s PEC

M 1. méfeni 2. méfeni celkem
| peptidy 335 66 401
VI peptidy: 226 244 470
Il peptidy 80 254 334
L
| peptidy 330 62 392
VI peptidy: 86 257 343
Il peptidy 93 160 253
1. méfeni 2. méfeni celkem

Tab. 8 Jednotliva méreni vzorkit M - medialni strana, L - lateralni strana a celkova suma

kolagenii I, VI a 111

5.3 Diskuze

Extracelulatni matrix pfedstavuje komplexni strukturu, sloZenou z €etnych proteinii, véetné
kolagent glykoproteint, malych na leucin bohatych proteoglykani a jinych bilkovin se
stechiometrickou organizaci, davajici extracelularni matrix a ptibuznym tkanim jejich

jedinecnou strukturalni a funkéni charakteristiku (Mikesh a spol., 2013). Hlavnim vysledkem
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nasi studie je pozorovani, ze extracelularni matrix u PEC je slozena — krom¢ jiz popsanych
kolagent I a IIT a TFGP - z dalSich 16 proteinti, véetné kolagent V, VI a XII (Li a spol., 2001,
Poon a spol., 2009, Ost'adal a spol., 2014).

Kolageny predstavuji skupinu molekul, které bunky pouzivaji pro vytvaieni strukturalni
integrity a funkce. Tii o fetézce, které tvofi trojity helix molekuly kolagenu, se skladaji
z opakujicich se peptidovych tripleti glycin—X-Y. X a Y mohou pfedstavovat rizné
aminokyseliny, ale nejcastéji jsou to prolin a hydroxyprolin. Funkce kolagenu zavisi na
supramolekuldrnim uspofdddni molekuly do agregétii, které se stanou soucdsti matrix.
Z celkem 28 dosud popsanych typt kolagenu pievazuje u ¢lovéka 5 typta (Gordon a Hahn,
2010). Hlavni komponentou extracelularni matrix u PEC jsou kolageny typu I a III. Kolagen I
je nejcastéji lokalizovan v kazi, Slachach, vazivu, kostech, v rohovce atd., kde ptedstavuje
néco mezi 80 a 90% celkového kolagenu. Trojity helix kolagenu je tvofen dvéma al a jednim
a2 fetézcem. Podil kolagenu I v jednotlivych tkanich se méni v pribéhu vyvoje a za riznych
patologickych stavii. Kolagen typu III je normalni soucasti kiize (10-20%) a byl popsan v fad¢
dalSich vazivovych tkénich; je pfitomen v rizném mnoZzstvi v kombinaci s kolagenem L.
Trojity helix kolagenu III je tvofen tfemi ol fetézci. Pomér kolagen I : kolagen III se
charakteristickym zptisobem méni v pribéhu ontogenetického vyvoje: v ¢asném fetalnim
obdobi je kolagen III vice zastoupen nez kolagen I. Podobné se preponderance kolagenu III a

pozdéjsi zména k poméru 3:1 vyskytuje pfi koznim hojeni ran (Nimni, 1983)
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Obr. 35 Kolageny LILIILV,IX,X — usporadani do fibril
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V nasi studii jsme jako prvni prokdzali, ze extracelularni matrix u PEC je tvofena rovnéz
kolageny typu V, VI a XII. Typ V se ve velkém mnozstvi nachazi ve sténé cév, kde je, zda se,
syntetizovan hladkymi svalovymi bunikami; je slozen ze tii retézci al, 02 a o3.
V diferencované chrupavce jsou protilatky proti kolagenu V lokalizovany v pericelularni
matrix v lakunach chrupavky (Gay a spol., 1981, Chen a spol., 2014). Tento typ mize byt
specifickou formou kolagenu, kterd svou lokalizaci na povrchu buiiky ptispivd k modifikaci
jejiho tvaru, k tvorbé exocytoskeletonu a k vazbé na ostatni soucésti vazivové tkané (Gay a

spol., 1981).
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Obr. 36 Kolageny 1V, VI, VII a X tvorici prostorové sité

Mikrofibrilarni kolagen typu VI je jedinecnym clenem rodiny kolagenti, ktery je pfitomen

v extracelularni matrix (Gordon a Hahn, 2010, Sabatelli a spol., 2012a). Sabatelli a spol.
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2012b) pozoroval snizenou a diferencovanou lokalizaci novych a5 a a6 fetézcl v kosternim
svalu ve srovnani s poCetnymi o3 fetézci, coz naznacuje, ze tyto nové fetézce hraji zvlastni
ulohu ve specializovanych strukturdch extracelularni matrix. Kolagen VI je pfitomen
v lidskych vazivovych tkanich, jako jsou kloubni ligamenta, Slachy a kiize. Ve skutecnosti je
hlavni funkci kolagenu VI tvotit zachytnou sit’, ktera spojuje kolagenni vldkna a okolni matrix
(Groulx a spol., 2011). Kolagen typu VI hraje rozhodujici roli pti svalové funkei, jak je patrné
z mutaci, vyvolavajicich betlémskou myopatii a Ulrichovu vrozenou svalovou dystrofii
(Lampe a Bushby, 2005, Kim a spol., 2012). Svaly, které postradaji kolagen VI, maji
dilatované sarkoplasmatické retikulum a nefunkéni mitochondrie (Grumati a spol., 2011).
Latentni mitochondridlni dysfunkce se vyskytuje jak ve svalovych buikach, tak ve
fibroblastech, odvozenych ze svalovych kultur pacientli se shora zminénymi svalovymi
dystrofiemi, coz svéd¢i o vyznamné Uloze mitochondrii v patogenezi téchto poruch. Kolagen
XII je ¢len tzv. FACIT kolagent (fibril-associated collagens with interrupted triple helices); je
zvySen v permanentnich lidskych a mysich rohovkovych jizvach (Massoudi a spol., 2012) a

ziejmée hraje roli v architektufe stromatu a uspotradani fibril (Mikesh a spol., 2013).

Dostupné informace o funkci dalSich proteinti, které jsme poprvé popsali v extracelularni
matrix u PEC, jsou, bohuZel, velmi nedostate¢né. Proteoglykany byly poprvé izolovany
v bazalnich membranach embryonalnich tkani. Malé, na leucin bohaté proteoglykany, jako
biglykan, se podileji na uspofadani kolagennich fibril; jejich fragmentace je zfejmé spojena se
zménami metabolismu kolagenu v priibéhu rozvoje onemocnéni, doprovazenych remodelaci
extracelularni matrix, jako je revmatoidni artritida a jaterni fibr6za (Genovese a spol., 2013).
Na leucin bohaté proteoglykany jako je asporin (ktery plisobi spolecné s TGFa) a prolargin
(ktery vaZe heparin sulfat proteoglykan perlekan basalni membrany a kolagen typ I) se ¢astni
remodelace srdecniho svalu v pribéhu ischemicko/reperfusniho poskozeni srdecniho svalu
(Barollobre-Barreiro a spol., 2012). Proteoglykan osteoglycin/mimecan (ktery rovnéz piisobi
spolecné s TGFP) se podili na arteriogenezi (Kampmann, 2009) a rtstu srdecniho svalu
(Wang a spol., 2013) Fibromodulin (oxidativni stres-sensitivni proteoglykan) reguluje
organizaci extracelularni matrix u mysi jaterni fibrozy (Mormone a spol., 2012). Lumikan
(keratin sulfat proteoglykan) podporuje hojeni koZnich ran tim, Ze aktivuje fibroblasty a
kontrakci (Liu a spol., 2013). Primarni membranovéa amino oxidaza se U€astni bunécné adheze
a je spojena s riznymi formami zanétu a fibrézy (Foot a spol., 2013). Délozni fibroidy a
koloidni jizvy obsahuji relativné velké mnozstvi versicanu (velky proteoglykan, ktery vaze

hyaluronovou kyselinu); to ovliviiuje Sifeni fibrotick¢ého procesu plsobenim na bunécnou
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proliferaci a tvorbu TGFB a kolagenu (Carrino a spol., 2012). Tenascin-x, glykoprotein
extracelularni matrix, exprimovany vylu¢né ve fibroblastech, pomahd vzniku fibrézy za
pritomnosti kolagenu; potenciondln¢ pisobi spolu s kolageny I, III a V. Dle Jinga a spol
(2011) je tenascin-x inicidtorem srde¢ni fibrozy cestou zvySeni TGFP. Fibronektin,
vysokomolekularni glykoprotein, ktery vaze kolagen, je hlavnim biosyntetickym produktem
kultur fibroblastd a spolu s TGFB byl imunohistochemicky detekovan ve fibrotickych
procesech jater a peritonea (Lee a spol., 2014). Relativné blizka distribuce kolagenu VI a
fibronektinu, kterd byla pozorovana v extracelularni matrix norméalnich epitelidlnich bunék, je
dana ziejmé skutecnosti, ze globularni doména kolagenu VI se mlze vazat na imobilizovany
fibronektin. To naznacuje, ze kolagen VI je dilezity regulator fibrilogeneze fibronektinu
(Groulx a spol., 2011). Periostin, TGFB indukovany protein celularni matrix, podporuje

adhezi a migraci epitelidlnich bun€k a zvySuje srde¢ni fibrézu (Zhao a spol., 2013).

Tvp Molekularni slofeni Lokalizace
VI al(VD)a2(VD)a3(VI) dermis, chrupavka, placenta,
Mikrofibrilarni plice, cévni stény

Vaze se na velka
fibrilarnivlakna

XI1 [c1(XID)]; perichondrium, ligamenta, slacha
Mikrofibrilarni
Ukotvuijici fibrily

Obr. 38 Mikrofibrilarni kolageny VI a XII se vazi na fibrilarni viakna kolagenui I a 11l a tim

prostorove zahustuji pojivovou tkan

Témét vSechny typy vazivové tkdné€ jsou pod uréitou mechanickou tenzi a to 1 v klidu. I kdyz
je jasné, ze myofibroblasty mohou vyvolévat a udrzovat silu kontrakce, je otazkou, jak se tato
vlastnost piend$i do zkraceni tkani, které pozorujeme pii patologickych kontrakturach.
Kontraktura vazivové tkdn€ je pomaly, permanentni a nizkoenergeticky proces, ktery zahrnuje
bunky matrix a dominuje pfi extracelularnich jevech, jako je remodelace matrix. Kontraktura
vazivové tkané zahrnuje stoupajici, anatomické zkraceni extracelularni matrix. VSechny
remodelaéni procesy jsou charakterizovany vyjmutim molekul matrix a jsou casto
zprostiedkovany matrix metaloproteindzami. Nedostate¢né znalosti o vztahu mezi kontrakci

myofibroblastli a remodelaci extracelularni matrix znemoziuji tento proces srozumitelné
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vysvétlit (Tomasek a spol., 2002). Nekteré nové pohledy na kontrakturu vazivové tkané
podporuji dulezitost zmén slozeni kolagenni matrix na funkci bunék a tkani (Wakatsuki a
spol., 2000). Dokonalejsi znalosti o bilkovinném slozeni extracelularni matrix tak mohou mit
zcela zasadni vyznam. V nas$i studii se nepodatilo prokdzat rozdily v obsahu proteinii ve
vazivové tkani mezi medidlni (rigidni) a lateralni ¢asti subtalarniho kloubu. Definitivni

stanovisko bude v§ak mozno uzavtit az po analyze vétSitho mnozstvi vzorkd.

Mozny klinicky dopad naSich vysledkii spociva napt. v potenciondlni aplikace trypsinu ke
kontrahované tkani mezi medialni malleolus, sustentaculum tali a os naviculare.
Extracelularni matrix v této oblasti obsahuje zvySené mnozstvi kolagenu VI, ktery se
degraduje 1épe nez kolagen I. Injekéni aplikace trypsinu by mohla vést k uvolnéni kontraktury
a nasledné k redukci fady chirurgickych zasaht, stejn¢ jako k usnadnéni konzervativniho

pristupu k 1éc¢bé PEC.

Limitem na$i studie je skutecnost, ze vzorky tkan¢ byly ziskdny z nohou pacientl, ktefi
prodélali operacni 1éCbu, témét vzdy predchazi korekéni sddrovani (OStadal a spol.,2013).
Zda se vsak, ze zmény, spojené s tkadnovou kontrakturou, vztah k postnatalni 1é€bé nemaji
(Poon a spol., 2009) Jinym moznym omezenim je absence kontrolni skupiny; ziskat normalni
tkan je vSak nesmirn¢ obtizné, a proto jeji pfipadna analyza nemohla byt soucasti studie.
Moznou alternativou ke kontrolnim vzorklim muze byt pouziti méné kontrahované tkané z
calcaneocuboidniho kloubu (Poon a spol., 2009). Takové srovnani bude pfedmétem naSeho

dalsiho vyzkumu.

54  Zavéry

Nase studie je prvni globélni proteomickou analyzou extracelularni matrix kontrahované
tkan¢ pacientii s PEC. Urceni obecnych proteomickych parametri rliznych oblasti PEC mtize
slouzit jako zéklad pro pfisti studie extracelularni matrix, jejichz cilem bude molekuldrni
pohled na rizna stadia onemocnéni a mozné terapeutické intervence. Néslednd analyza
mechanizmil, které reguluji remodelaci extracelularni matrix a vznik kontraktur mohou mit
znacny vyznam pro pochopeni biologie téchto patologickych procesti a zavedeni novych

preventivnich a terapeutickych postup.
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6. ZAVER

1. Srovnani kratkodobych a dlouhodobych vysledki 1é¢by pes equinovarus Ponsetiho

metodou

Nasim prvnim cilem bylo srovnat kratkodobé (do 3 let) a dlouhodobé (3-7 let) vysledky 1é¢by
Ponsetiho metodou a urcit faktory, které se podileji na vzniku recidiv. Zjistili jsme vyznamny
rozdil mezi hodnocenim kratkodobych a dlouhodobych vysledki: pocet recidiv v pribéhu
prvnich tfi let 1éCby, indikovanych pro chirurgicky zésah, byl vyznamné nizs$i (5%) ve
srovnani s pacienty, u nichz 1écba zacala pred 6 — 8 lety (65%). K vysvétleni tohoto nalezu je
zapotiebi — zvlasté pro skupinu nejdéle sledovanych déti — vzit v ivahu ,,learning curve®.
Primarni korekce PEC je tedy mozna u téméf 100% pacientli, avSak pro korekci recidiv je
tireba v n¢kterych ptipadech pouzit chirurgicky ptistup. Na zaklad¢ vlastnich zkuSenosti jsme
dospéli k zavéru, ze kromé nedostatecné compliance ze strany rodic¢lu je hlavnim rizikovym
faktorem cCas: u déti starSich 3 let neni mozno recidivy lé€it pouze Ponsetiho metodou
(sadrovani, tenotomie Achillovy $lachy, transpozice m. tibialis ant.), ale je nutno pfistoupit

k operacni lecbe.

Potvrdili jsme tak nasi hypotézu, Ze vylécit vSechny recidivy PEC pouze Ponsetiho metodou

mozné neni.

2. Proteomicka analyza extracelularni matrix u pes equinovarus congenitus

V druhé ¢asti nasi prace jsme ovétrovali hypotézu, ze patogenetické mechanizmy, odpovédné
za vznik PEC, zahrnuji vazivovou tkan a rastové faktory. Pro pochopeni bilkovinného sloZeni
extracelularni matrix jsme proto pouzili proteomickou analyzu kontrahované tkané u pacientii
s PEC. Hlavnim vysledkem nasi studie je originalni pozorovani, Ze extraceluldrni matrix u
PEC je slozena — krom¢ jiz popsanych kolagenti I a III a TGF — z dalSich 16 proteind ( jsou
specifikovany v testu), véetné kolagent V, VI a XII. Urceni obecnych proteomickych
parametri riznych oblasti PEC muze slouzit jako zaklad pro budouci studie extracelularni
matrix, jejichz cilem bude molekularni pohled na rizna stadia onemocnéni a mozné

terapeutické intervence. Naslednd analyza mechanizml, které reguluji remodelaci
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extracelularni matrix a vznik kontraktur mohou mit znacny vyznam pro pochopeni biologie

téchto patologickych procest a zavedeni novych preventivnich a terapeutickych postupd.

Potvrdili jsme tak hypotézu, zZe bilkovinné sloZeni extracelularni matrix miize hrat vyznamnou

roli v patogeneze vzniku PEC.
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