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UvoD

1 UVOD

Rada klinickych stavii jako artréza, trauma ¢&i rizné kloubni nemoci mohou
vést knadmérmému opotiebeni kloubni chrupavky. Diky jeji avaskularni
a aneuralni povaze je schopnost regenerace kloubni chrupavky velmi nizka.
Odhaduje se, Ze vice nez 1,5 miliont dospélych v Ceské republice trpi dlouhodobymi
zdravotnimi problémy spojenymi s artrozou. Vysledkem je vysokd poptavka
po 1é¢ebnych metodach pro zmirnéni piiznakt této choroby a oddaleni implantace
kloubnich nahrad ptedevSim u velkych synovialnich kloubl c¢lovéka — kycle
a kolena. Znalosti o fyziologii, biomechanickych a biotribologickych vlastnostech
zdravé kloubni chrupavky nabyvaji na dilezitosti pii snaze pochopit pribéh nemoci
kloubt ¢i pti vyvoji novych lé¢ebnych prostiedkti a procedur pro zmirnéni piiznaka
téchto nemoci.

Jednou z neinvazivnich metod pro zpomaleni degenerace osteoartritické
kloubni chrupavky a snizeni bolestivosti kloubu je tzv. viskosuplementace.
Viskosuplementace spo¢ivd v injekénim vpraveni ucinné latky do kloubniho
pouzdra, pricemz touto latkou u soucasnych komeréné vyrabénych viskosuplementii
byva nejcastéji kyselina hyaluronova. Kyselina hyaluronova je latkou pftirozené
se vyskytujici v kloubni chrupavce. Jeji vyznam pii mazani synovialnich klouba byl
jiz popsan v fadé studii a bylo dokazano, Ze zvySeni koncentrace kyseliny
hyaluronové zlepSuje funkénost kloubti a snizuje bolestivost kloubl. Nicméné fada
1€katskych studii rovnéz poukazuje na rozdily v Uc€innosti a délce trvani lécebnych
ucinkt u jednotlivych pacienti. Z toho pak vyplyvaji odlisSné nazory Iékait
a lékatskych organizaci na vyuzivani této metody pii 1écbé€ artrézy, chondropatie,
atd. Aby bylo mozné rozklicovat tyto rozdily, je mimo jiné nutné objasnit procesy,
ke kterym dochazi v lidskych kloubech pfi viskosuplementaci a jaky vliv na tyto
procesy ma slozeni synovialni kapaliny a viskosuplementu.

Objasnéni dé¢ji, ke kterym dochézi pii viskosuplementaci, by mélo primarné
pomoci v lékafské praxi. LepSi znalost vlivu slozeni synovialni kapaliny
a viskosuplementu na tifeni v kloubech by mohla pomoci lékaifim pii vybéru
viskosuplementu pro konkrétniho pacienta a tim padem vést ke zvySeni efektivity
lécebné metody. Dal§i oblasti wuplatnéni se pak nabizi vyvoj novych
viskosuplementli, kde by znalosti procest, ke kterym v kloubu dochazi, mohly
prispét k efektivnéjs§imu vyvoji novych typt téchto piipravki.
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2 VYMEZENi REéEN]J: PROBLEMATIKY A PREDBEZNEHO
CILE DISERTACNI PRACE

Kloubni chrupavka je specidlni typ hyalinni chrupavky, kterd pokryva treci
povrchy ve velkych synovidlnich kloubech jako je kycel, koleno nebo rameno.
Chrupavka tvofi povrchy s nizkym tfenim a za normalnich podminek se vyznacuje
velmi nizkym opotfebenim a dobrou schopnosti pohlcovat rdzova zatizeni. Jedna se
0 aneurdlni a avaskularni mékkou pojivovou tkan slozenou prevazné z vody, vlaken
kolagenu typu II, velkych shlukii proteoglykani a chondrocyti. Kolagen,
proteoglykany a chondrocyty tvofi dohromady pevnou strukturu chrupavky.
V zavislosti na orientaci vldken kolagenu mtizeme strukturu chrupavky rozdélit
na n€kolik vrstev (Obr. 1) — povrchovou, piechodnou, hlubokou a kalcifikovanou
vrstvu. Vzhledem Kk vysoké poréznosti struktury je zbyvajici prostor vyplnény
intersticialni kapalinou sloZenou pfevazné z vody a iontii Na* a ClI"[1].

Deformace chrupavky pfi zatizeni je zavisla na interakci kapalné a pevné casti
resp. na toku intersticialni kapaliny skrz pordzni propustnou strukturu kolagenovych
vldken. Tok intersticidlni kapaliny skrz pevnou matrici je doprovazeny vznikem
relativné velkych tfecich sil, které generuji tlakové gradienty. Diky tomu
je intersticialni kapalina schopna pienaset ¢ast zatizeni, dokud nedojde k jejimu
kompletnimu vytla¢eni do kloubniho prostoru a do nezatizené Casti chrupavky [2].
Tento mechanismus vede k velmi nizkym hodnotam soucinitele tieni v kontaktu.
S postupnym vytlacovanim intersticidlni kapaliny dochazi k nartstu zatizeni, které
se prenasi do pevné struktury chrupavky. Autofi vétSiny studii pfedpokladaji,
Ze pro udrZeni nizkych hodnot soucinitele tfeni je nutna rehydratace chrupavky jejim
odtiZzenim [3,4].

Chondrocytes C:ouagan
> /\W i ]. Zone | Superficial

® {W ;i } Zone Il Intermediate

j|> Zone Il Deep

CJOJOIO)

Tidemark

x Zone IV Calcified

\mmmm wmm/ Subchondral bone

Obr. 1 Struktura kloubni chrupavky [5]

YV wew

Osteoartroza je jednou z nejbé€znéjSich poruch muskuloskeletalniho systému,
kterd je charakterizovand nerovnovdhou mezi syntézou a degradaci kloubni
chrupavky. Vlivem nadmérného opotiebeni chrupavky dochazi ke zmékéeni
a rozvlaknéni kolagenové struktury, coz zplisobi nartist tieni a Castecné rozruSeni
bifazového mazani [5]. Diky zvySené permeabilité a rozruseni matrice nardsta obsah
vody. To vede ke sniZzeni pevnosti, Youngova modulu pruznosti a K omezeni

2
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VYMEZENI RESENE PROBLEMATIKY A PREDBEZNEHO CiLE DISERTACNI PRACE

schopnosti chrupavky ptenasSet zatizeni. Rovnéz dochazi ke zvétSovani chondrocytt
a zvySovani obsahu proteinii a snizovani poctu bunék [5,7]. V pozdnich fazich
dochazi k aplnému opotiebeni chrupavky a odhaleni subchondralni tkan€.

Kyselina hyaluronova je jednou z hlavnich slozek extracelularni matrice.
Ve vysoké koncentraci je rovné€z obsazena v synovialni kapalin€. Tato kyselina
zlepsuje viskoelastické vlastnosti synovialni kapaliny, plsobi protizanétlive
a stimuluje tvorbu endogenni kyseliny hyaluronové. Viskoelastické vlastnosti
kyseliny hyaluronové poskytuji synovialni kapaliné mazaci schopnosti a schopnost
adsorbovat razy. Kyselina hyaluronova poméha udrzovat strukturu a funkci kloubni
chrupavky — vyvolava syntézu a agregaci proteoglykanii a reguluje zanét [6,8].

V osteoartritickém kloubu je synovidlni kapalina ziedéné zanétlivym vypotkem
a jeji molekulovd hmotnost klesa. Ztraci svoje viskoelastické vlastnosti, v disledku
¢ehoz dochéazi k vétsimu pienosu mechanické energie do vlaknové struktury
chrupavky. Jednim z cili viskosuplementace je obnoveni reologickych vlastnosti
synovialni kapaliny. Uéinky viskosuplementaci se projevuji hlavné v po&ate¢nich
fazich osteoartrézy [9,10].

Podle molekulové hmotnosti rozlisujeme vikosuplementy obsahujici kyselinu
hyaluronovou s nizkou (>700 kDa), stiedni (800 — 1500 kDa) a vysokou
(> 1500 kDa) molekulovou hmotnosti. Podle struktury je délime na hyaluronany
a hylany. Hyaluronany jsou polysacharidy — linearni polymery N-acetyl glykosaminu
a kyseliny glukorové. Hylany jsou fetézce hyaluronanii pospojované piicnymi
vazbami, ¢imz dosahuji n€kolikandsobné vyssi molekulové hmotnosti. Hylany maji
podstatn¢ lepsi viskoelastické vlastnosti a vydrzi v kloubu podstatné delsi Ccas.
Receptor CD44, a tim 1 syntézu endogenni HA, stimuluji nejlépe fragmenty
HA s molekulovou hmotnosti 500 — 1500 kDa, které maji ale horsi viskoelastické
vlastnosti. U hylant je aktivace receptord CD44 pomalejsi ale trva delsi dobu [8,11].

Existuje fada studii publikujici vysledky, ze intraartikularné¢ podana kyselina
hyaluronova poskytuje ulevu pacientiim s osteoartrézou. Nicméné¢ mechanismus,
ktery za timto stoji, nebyl dosud objasnén. Pivodni teorie od Balazse a Denlingera
[12] pocitala pouze s obnovou fyziologickych/reologickych vlastnosti synovialni
kapaliny. Nicméné rychlé vymizeni exogenni kyseliny hyaluronové ze synovialni
kapaliny a dlouhotrvajici pozitivni u¢inky u pacientt tuto teorii vyvraceji. Nasledné
zprostiedkované diky stimulaci specifickych receptoru [13].

In vitro studie rovnéz poukazaly na chondroprotektivni vlastnosti HA. V téchto
studiich vykazovaly lepsi vysledky ptipravky s molekulovou hmotnosti <1 000 kDa.
Mechanismus, ktery je za toto zodpovédny, je stale nejasny ale muze souviset
S lepSim prinikem pfipravkll s nizkou HA do tkén€, ¢imz je dosazena vyssi
koncentrace latky v perikuldrnim prostfedi. Vysledky na zvifatech a lidech ukazuji
opacné¢ vysledky, kdy je v dlouhodobém horizontu dosazeno lepSich vysledkl
u HA s vysokou molekulovou hmotnosti [13].

Zvyse uvedenych odstavel vyplyva, ze exogenni kyselina hyaluronova
ma v osteoartritickém kloubu hned nékolik Gc¢inka jako je sniZeni tfeni, obnova
reologickych vlastnosti synovidlni kapaliny a podpora syntézy endogenni kyseliny
hyaluronové. Doposud vSak nebylo objasnéno, zda je néktery z mechanismi
dominantni a stoji za pozitivnimi 1écebnymi ucinky viskosuplementace, ¢i je celkovy
efekt spiSe vysledkem jednotlivych pozitivnich dopadii. Pfedbéznym cilem préace
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je tedy analyza vlivu viskosuplementace na tieni v Kloubu. Vzhledem k tomu,
ze pii viskosuplementaci dochdzi ke smichéni kyseliny hyaluronové a synovialni
kapaliny, bude rovnéz potieba provést analyzu chovani jednotlivych slozek
synovidlni kapaliny pifi tvorbé mazaciho filmu a jejich reakci s kyselinou
hyaluronovou. Exogenni kyselina hyaluronova rovnéz vyrazné ovlivituje viskozitu
a viskoelastické vlastnosti synovidlni kapaliny, které budou mit na tfeni zésadni vliv.
Pro posouzeni Vvlivu viskosuplementace na tieni tedy bude nutna i analyza
reologickych vlastnosti kyseliny hyaluronové.
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3 SHRNUTI SOUCASNEHO STAVU POZNANI

Vzhledem k vymezenym ciliim disertacni prace a postupiim vyuzitym pfi jejim
feSeni je kapitola zabyvajici se shrnutim soucasného stavu poznani v oblasti
viskosuplementace roz¢lenéna do dvou podkapitol:

e Tribologie kloubni chrupavky se zaméifenim na vliv slozeni synovialni
kapaliny na souCinitel tifeni, rozdily vtfeni u zdravé a posSkozené
(osteoartritické) chrupavky a testovani viskosuplementd.

¢ Reologické vlastnosti synovialni kapaliny a kyseliny hyaluronové.

3.1 Tribologie

[9] FORSEY, R., et al. The effect of hyaluronic acid and phospholipid based
lubricants on friction within a human cartilage damage model. Biomaterials.

Autofi zkoumali mazaci schopnosti roztokti obsahujicich kyselinu
hyaluronovou S vysokou molekulovou hmotnosti, DPCC
(dipalmitoylfosfatidylcholin) nebo kombinace obou latek. Méteni téeni probihala na
specialné navrZzeném zafizeni s vyuzitim lidské osteoartritické chrupavky. Pfi testech
byla dale vyuzita fluorescenéné oznacena kyselina hyaluronova a s vyuzitim
fluorescenéni mikroskopie bylo studovano pronikani kyseliny do struktury
chrupavky a jeji interakce s chondrocyty.

Material a metody

Tibialni platé a femoralni hlavice byly ziskany od pacientli podstupujicich
implantaci kloubni nahrady. Z femoralnich hlavic byly extrahovany piny
s kompletnim pokrytim kloubni chrupavkou o priméru 5 mm. Tibidlni platé bylo
vzdy rozdéleno na ¢asti o velikosti (10 x 5) mm. Testy zabyvajici se analyzou tieni
probihaly na specialné navrzeném tribometru v konfiguraci pin-on-plate. Pin byl
zatizeny silou 25 N, coz odpovida kontaktnimu tlaku 1,3 MPa. Rychlost pinu byla
nastavena na 4 mm/s. Kontaktni dvojice byly postupné¢ mazany roztoky kyseliny
hyaluronové s molekulovou hmotnosti 3 MDa a koncentraci 5 mg/ml
nebo 10 mg/ml, roztoky DPPC s koncentraci 100 mg/ml nebo 200 mg/ml a jejich
kombinacemi. Jako kontrolni mazivo byl pouzit Ringertiv roztok. Pfi testech
s fluorescenéné oznacenou kyselinou hyaluronovou byly ze zdravé chrupavky
pfipraveny valcové vzorky o priméru 5 mm a tloustce 2 mm. Na vzorky byla
nanesena fluorescenéné oznacend kyselina hyaluronova. Nésledné byly po dobu
48 hodin inkubovany pii 4 °C v kryostatu. Pro pozorovani pomoci konfokalniho
mikroskopu pak byly vzorky nafezany na tenké platky.

Vysledky

Kyselina hyaluronova skoncentraci 5 mg'ml? zplsobila u 4 z 6 vzorki
vyznamny pokles soucinitele tfeni oproti Ringerovu roztoku. NejvétSi sniZeni
soucinitele tfeni bylo o 0,158. U roztoku HA skoncentraci 10 mg/ml bylo
pozorovano vyznamné sniZeni tfeni u vSech vzorkd. Nejvétsi zaznamenany pokles
soucinitele tfeni byl 0 0,146. Z vysledku Ize tedy usuzovat, Ze koncentrace HA nema
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za podminek mezného mazéani zasadni vliv na tfeni. Za téchto podminek je mazani
zéavislé predevs§im na dvoufdzové struktufe chrupavky a mezném filmu, ktery je
tvofen pfedevsim proteiny a fosfolipidy.

U DPPC s nizsi koncentraci nebyl pozorovan vyraznéjsi pokles tfeni. Hodnoty
soucinitele tfeni nepoklesly ani u jednoho vzorku o vice nez 0,05. Naopak u DPPC
s koncentraci 200 mg/ml byl zaznamenan pokles soulinitele tfeni az o 0,278.
Koncentrace DPPC miize tedy velmi vyrazn¢ ovlivnit vyvoj soucinitele tfeni.

Nejvétsi pokles tieni byl zaznamenan u roztoku obsahujici HA s koncentraci
10 mg/ml a DPPC s koncentraci 200 mg/ml. Zde byl pozorovan pokles soucinitele
tteni az o 0,336. Graf znazorfujici procentualni pokles tfeni u jednotlivych roztoki
lze vidét na obr. 2.

120
O
100 l | Ringers
I H HA 5mg/ml
80 B HA 10mg/ml
60 [ £ DPPC 100mg/ml
40 & DPPC 200mg/ml
@ HA/DPPC (5mg.ml-
20 1/100mg.ml-1)
£ HA/DPPC (10mg.ml-
5 1/200mg.ml-1)

Obr. 2 Hodnoty soucinitele tieni roztoki HA a fosfolipidi [9]

Na snimcich z fluorescen¢ni mikroskopie (Obr. 3) 1ze pozorovat pronikani HA
skrz povrchovou vrstvu chrupavky do stiedni vrstvy. HA neni rovnomérné
rozmisténa ve tkani chrupavky, ale koncentruje se v okoli chondrocytd. S nimi
pravdépodobné interaguje pomoci receptort CD44 a stimuluje chondrocyty k syntéze
nové HA. Timto mechanismem by mohly byt vysvétleny dlouhodobé 1é¢ebné ucinky
HA.

Chondrocytes
Artefacts

Fluorescent HA on the cartilage surface

Obr. 3 Rez chrupavkou s fluorescenéné oznacenou HA [9]
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Zavér

Pouziti HA a DPPC v mazacim roztoku zpusobilo u poskozené chrupavky
pokles soucinitele tieni. Vysledky HA nebyly zavislé na jeji koncentraci. U DPPC
tomu bylo pravé naopak. Kombinace obou latek zpiisobila jesté¢ vyraznéjsi pokles
tteni. Mechanismus tohoto efektu vSak nebyl objasnén. HA aplikovand na povrch
chrupavky pronikala skrz povrchovou a stfedni vrstvu, kde se soustiedila v okoli
chondrocytt.

[14] MURAKAMI, T., et al. Micro- and nanoscopic biotribological behaviours in
natural synovial joints and artificial joints. Proceedings of the Institution of
Mechanical Engineers, Part J: Journal of Engineering Tribology.

Autofi méfili tfeni a in situ pozorovali kontakt PVA (polyvinylalkohol)
hydrogelu proti sklu. Cilem in situ pozorovani byla analyza zmén v adsorpci proteini
pfi mazani kontaktu rliznymi proteinovymi roztoky. Kontakt by mazany roztoky
albuminu a vy-globulinu v riznych pomérech. Experimenty mapujici vyvoj
souCinitele tfeni probihaly pii vysSich rychlostech, kdy nastaval smiSeny rezim
mazani, kdezto pozorovani adsorpce proteinii probihalo za podminek mezného
mazani.

Material a metody

Pozorovani adsorpce probihalo na tribometru v konfiguraci pin-on-plate.
Vzorek kulovitého tvaru z PVA hydrogelu konal reciprocni pohyb vuci sklenéné
desce. Hydrogel byl zatizen silou 0,736 N, coz odpovida kontaktnimu tlaku 0,1 MPa.
Rychlost pohybu hydrogelového vzorku byla nastavena na 0,2 mm/s a délka drahy
na 4 mm. Pfi téchto podminkdch by m¢l v kontaktu nastat mezny rezim mazani.
Kontakt byl zaplaven solnymi roztoky obsahujicimi fluorescenéné oznacené proteiny
albumin a y-globulin. Pfesné sloZeni vSech maziv je uvedeno na obr. 4.

Lubricant Albumin (wi%] w-Glaobulin (wi%)
A 0.7 0

B ] 0.7

C 0.7 1.4

D 1.4 0.y

E 1.4 1.4

Obr. 4 Slozeni testovanych roztokut [14]

Testy mapujici vyvoj soucinitele tfeni rovnéz probihaly na zafizeni typu
pin-on-plate. Elipticky vzorek z PVA hydrogelu konal recipro¢ni pohyb vici sklu,
které¢ bylo potazeno vrsvou fosfolipidii. Tato vrstva meéla vysoce hydrofébni
charakter a oproti ¢istému sklu se pfedpokladalo vyznamné sniZeni tfeni. Tato vrstva
mély svym chovanim simulovat povrch kloubni chrupavky. Vzorek hydrogelu byl
zatizen silou 4,9 N, ¢imz byl vyvolan kontaktni tlak 0,12 MPa. Rychlost pohybu byla
nastavena na 40 mm/s a délka drahy na 30 mm. Jako mazivo poslouzil 0,5 % roztok
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kyseliny hyaluronové, do kterého byly pfimichavany proteiny albumin a y-globulin
v koncentracich uvedenych na obr.4.

Vysledky

Na snimcich ztestG s fluorescenéné oznacenymi proteiny lze vidét,
ze molekuly albuminu jsou na povrchu skla dobfe rozlisitelné a adsorbovany film je
velmi tenky. Adsorpce albuminu na povrch je tedy pomérné slaba. U y-globulinu je
tomu pravé naopak. Tento protein tvoii na povrchu hladky a rovnomérny mezny
film. Pfi smichédni obou proteini se mnozstvi albuminu v adsorbovaném filmu
zvysilo a stabilita filmu se odvijela od poméru albuminu a y-globulinu v roztoku
(A/G). Na obr. 5 jsou vidét prubéhy soucinitele tfeni béhem testd. U roztoka
obsahujici oba proteiny se hodnoty soucinitele tfeni pohybuji mezi hodnotami
pro roztoky jednotlivych proteini. Autofi tyto vysledky pfipisuji kombinaci
adsorb¢nich vlastnosti obou proteini. Albumin potlacuje adsorpéni schopnosti
y-globulinu, coz vede ke snizeni tfeni oproti Cistému roztoku y-globulinu. Rozdily
mezi jednotlivymi poméry A/G autofi ptipisuji rozdilim ve struktufe a vlastnostech
adsorbovaného filmu. Pfi poméru A/G = 1 : 2 je struktura adsorbovaného filmu
stejnomérnd, kdeZto pii A/G = 1 : 1 je adsorbovany film vice separovany.
Na snimcich Ize rozlisit malé a velké adsorbaty, které jsou pravdépodobné tvoreny
odlisnymi proteiny.

U_q ——————————————— _‘ ............. *_ ........ — = . ..................
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Obr. 5 Vyvoj soucinitele tfeni proteinovych roztoka [14]

V grafu na obr. 6 jsou uvedeny stfedni hodnoty a odchylky soucinitele tieni
se stejnymi roztoky za podminek smiSené¢ho mazani. Vrstva fosfolipidii na povrchu
hodnota a smérodatna odchylka soucinitele tfeni je obdrZzena pro A/G =1 : 2.

Autofi na zdékladé¢ wvysledkli pifedkladaji model adsorbovaného filmu.
y-globulin, diky svym hydrofobnim vlastnostem, adsorbuje na povrch a chrani jeho
strukturu  vici opotiebeni. Na n¢j adsorbuje albumin, ktery vzhledem
ke své hydrofilni povaze, formuje adsorbovanou vrstvu snizkou smykovou
odolnosti. Pii pohybu chrupavek viici sobé pak miize dochézet k jeho desorpci a tvori
mezivrstvu, kterd se odvaluje mezi tiecimi povrchy.
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Obr. 6 Vliv proteinovych roztokt na tfeni za podminek smiseného mazani [14]
Zavér

Formovani a stabilita adsorbovaného filmu neni zavisla pouze na koncentraci
proteini ale 1 na jejich poméru. Ptfi spravném poméru dochazi k formovani
uniformniho a stabilntho mezného mazaciho filmu, ktery vede k vyznamnému
snizeni tfeni a opotiebeni pravé/umélé kloubni chrupavky. Autofi v ¢lanku dale
popisuji vlastni model adsorbovaného proteinového filmu.

[15] SCHMIDT, T. A., et al. Boundary lubrication of articular cartilage: Role of
synovial fluid constituents. Arthritis.

Autofi ¢lanku zkoumali, zda slozky synovialni kapaliny — Kkyselina
hyaluronova, proteoglykan 4 (PRG4) a povrchové-aktivni fosfolipidy (SAPL)
funguji v kontaktu chrupavka-chrupavka za podminek mezného mazani nezavisle,
nebo zda spolu pii tvorbé mezného mazaciho filmu vzajemné interaguji.

Material a metody

Vzorky chrupavek byly ziskany z hovézich kolen. Vzdy byl odebran vzorek
z femuru a odpovidajici cast pately. Testy tfeni probihaly na zafizeni ELF 3200
se synovialni kapalinou (3,3 %; 10 %; 33 % a 100 % roztok), roztoky HA
(110 pg/ml, 1 100 pg/ml a 3300 pg/ml), PRG4 (4,5 pg/ml; 45 pg/ml a 450 pg/ml)
a SAPL (200 pg/ml). Pro analyzu interakce mezi nimi byly poté jednotlivé slozky,
ve své nejvyssi koncentraci, michany dohromady a vysledky byly porovnavany
se synovialni kapalinou.

Vysledky

Nejvyssi hodnoty statického 1 dynamického soucinitele tieni byly naméteny
pro cist¢ PBS a nejniz§i pro synovidlni kapalinu. Se zvySujici se koncentraci
synovialni kapaliny dochazelo k poklesu tfeni. Hodnoty statického a dynamického
soucinitele tfeni byly u 100 % synovialni kapaliny pfiblizn¢ 10x niz8i oproti ¢istému
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PBS. Roztoky obsahujici jednotlivé slozky synovialni kapaliny (Obr. 7) vzdy snizili
tteni oproti PBS s tim, ze vyssi koncentrace zpusobily vyrazné&jsi pokles. Hodnoty
ale byly vzdy vyssi nez u ¢isté synovialni kapaliny. Smichani HA a PRG4 zpusobilo
vyrazngjsi pokles oproti samostatnym roztokiim. Pfimichani SAPL vyrazné zmény
tfeni nezptisobilo.
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Obr. 7 Hodnoty statického a dynamického soucinitele tieni HA, PRG4 a SAPL [15]
Zavér

Na zakladé méfeni statického a dynamického koeficientu v kontaktu
chrupavka-chrupavka mazaného synovialni kapalinou a roztoky obsahujici rtizné
kombinace HA, PRG4 a SAPL bylo dokazano, ze HA a PRG4 piispavaji k mazani
chrupavky v mezném rezimu jak samostatné, tak v kombinaci s jinou slozkou. SAPL
samostatné snizuji tfeni oproti Cistému PBS. Jejich pfimichdni do komplexniho
roztoku ale sniZzeni tfeni nepfineslo. Nejniz8§i tfeni bylo vzdy naméfeno

rrrrr

synovialni kapaliny jako napiiklad proteiny.

[16] YARIMITSU, S., et al. Influences of lubricant composition on forming
boundary film composed of synovia constituents. Tribology International.

Autofi s vyuzitim fluorescen¢ni mikroskopie pozorovali adsorpci proteini
a stabilitu mezného mazaciho filmu v zavislosti na slozeni mazaciho roztoku.
Rovnéz se zabyvali 1 adsorpci HA na tfeci povrchy. Vysledky ukazaly, Ze formovani
spodni vrstvy mezného filmu, kterd je tvofena hlavné y-globulinem, je klicové
pro vznik stabilniho filmu. Adsorpce HA na tieci povrchy probihala pii interakci
S y-globulinem ve vétsi mife. Gelovy mazaci film na povrchu je zformovan diky
piispéni HA k meznému mazacimu filmu a vede ke snizeni tfeni.
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Material a metody

Reciproéni testy probihaly na zafizeni typu pin-on-plate. Vzorek z PVA
hydrogelu s polomérem zakfiveni 7 mm konal recipro¢ni pohyb vii¢i sklenéné desce.
Nameétena drsnost povrchu hydrogelu byla 10 um a modul pruznosti 1,2 MPa.
Kontaktni tlak byl 0,104 MPa, rychlost pohybu 0,2 mm/s a drdha 4 mm. Za danych
podminek by mél nastat mezny rezim mazani. Kontakt byl mazan solnymi roztoky
albuminu a y-globulinu, do kterych bylo vzdy pfiddno malé mnozstvi fluorescencné
oznacené¢ho proteinu. Presné slozeny maziv je vidét na obr. 8. Pii testech adsorpce
HA byly do 0,5 % HA postupné piiddvany proteiny ve stejnych koncentracich. Cast
molekul HA byla opét fluorescencné oznaCena. Ze snimkt kontaktu byl
vyhodnocovan pocet adsorbovanych ¢astic.

Lubricant Albumin v-globulin Alexa 488 labeled
(witk) (wtz)

1gG Albumin
(mol[L) (mol/L)

A 0 0.7 1.0 x107? 0

B 0 1.4

Ce 0.7 1.4

Dc 14 1.4

E 0.7 0 0 1.0 1072

F 14 0

Ca 0.7 1.4

Dy 14 1.4

Obr. 8 Slozeni testovanych roztokt [16]
Vysledky

Pocet castic y-globulinu adsorbovany z Cistého roztoku je vyssi, nez kdyz
je smichany s albuminem. Pocet Castic adsorbovaného albuminu zavisi na jeho
koncentraci v jednoduchém roztoku. U roztoku obou proteinit dochazi pii nizkém
poméru A/G k adsorpci y-globulinu na sklo, kdezto pfi vyssim poméru A/G dochazi
k desorpci y-globulinu a je nahrazovan albuminem. U roztokli obou proteini,
u kterych doslo ke zformovani stabilniho mezného filmu, jsou pocty adsorbovanych
¢astic y-globulinu vzdy vyssi nez pocty Castic albuminu. Zformovani spodni vrstvy
mezného filmu, tvofené pievazné y-globulinem, je tedy pro stabilitu filmu zéasadni.
Pfidani albuminu snizuje soudrznost filmu, mezny film bohaty na y-globulin je tedy
stabilnéjsi. Vyvoj poctu adsorbovanych ¢astic proteinl 1ze vidét na obr. 9.
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Obr. 9 Pocty ¢astic adsorbovanych z jednotlivych roztokt [16]
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Adsorpce HA zroztoku s albuminem je vyrazné¢ niz8i nez zroztoku HA
a y-globulinu. HA a albumin se vzdjemné odpuzuji, adsorpci HA na povrch tedy
pravdépodobné zabranuje jiz adsorbovany albumin. Proteiny a HA tvoii
ve spoleéném roztoku komplexni struktury, které jsou prevdzné tvofeny
s y-globulinem. Interakce mezi y-globulinem a HA je tedy siln€j$i nez mezi HA
a albuminem a pfispiva k podilu HA pfi tvorbé mezného filmu a snizovani tteni. HA
by rovnéz méla prispét k formovani mazaciho filmu diky zvySeni viskozity roztoku.

Zavér

Zformovani spodni vrstvy mezného filmu, kterd je tvofena pievazné
y-globulinem, je kli¢ové pro vytvofeni stabilniho mazaciho filmu. Adsorpce HA
na povrch je zvySena diky interakci s y-globulinem. Gelovy film, ktery je tvofen
prevazné HA, piispiva ke snizeni soucinitele tfeni v kontaktu.

[17] CALIGARIS, M., et al. Investigation of the frictional response of osteoarthritic
human tibiofemoral joints and the potential beneficial tribological effect of
healthy synovial fluid. Osteoarthritis and Cartilage.

Autofi testuji teorii, podle které dochazi pfi pfirozeném rozvoji osteoartrozy
v kloubu ke zvySovani souéinitele tieni v kontaktu chrupavek. Dalsi otazkou je,
zda zdrava synovidlni kapalina mize zmirnit nartst tfeni v postizeném kloubu.

Material a metody

Celkem osm lidskych kolen v riznych stadiich osteoartrézy bylo ziskano
od tkanové banky. Z lateralnich a medialnich ¢asti tibie a femuru byly vZdy odebrany
odpovidajici si vzorky, které byly nasledné testovany proti sobé. Synovidlni kapalina
byla extrahovana z hovézich zapésti. Recipro¢ni experimenty probihaly v kombinaci
chrupavka-chrupavka (MCA) a chrupavka-sklo (SCA). Vzorky chrupavky byly
béhem testu vzdy zatizeny stejnou silou — 6,27 N. V prvnim pfipadé¢ sila vyvolal
kontaktni tlak 0,2 MPa, v druhém 0,5 MPa.

Vysledky

Na obr. 10a jsou uvedeny vysledky pro konfiguraci MCA. Po tvodnim poklesu
doslo u vsech vzorkt k ustaleni hodnot soucinitele tfeni. Na obr. 10b jsou uvedeny
vysledky pro SCA konfiguraci. Zde doSlo u vSech vzorki k postupnému nartstu
soucinitele tfeni. U vzorklli mazanych synovialni kapalinou byly naméfeny niz$i
hodnoty tfeni, coz je zplisobeno pfitomnosti riznych slozek kapaliny, které se mohou
podilet na tvorbé mezného mazaciho filmu. Mezi hodnotami soucinitele tfeni u méné
a vice postizené chrupavky nebyly zjistény vyznamné rozdily. Pouze u SCA
mazaného synovialni kapalinou jsou vidét vyssi hodnoty tfeni u méné osteoartritické
chrupavky. Chrupavka si tedy zachovava svou funkci i v prvotnich stadiich postiZzeni
osteoartrozou.
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Obr. 10 Hodnoty tfeni osteoartritickych chrupavek v konfiguraci a) chrupavka-chrupavka (MCA), b)
chrupavka - sklo (SCA) [17]

Zavér

Soucinitel tfeni u lidské tibiofemordlni chrupavky nemusi pfi pfirozeném
rozvoji osteoartrézy V raném stadiu nartstat. Rozvoj artrdzy je spojen s opotiebenim
a degradaci struktury kloubni chrupavky. To vSak nemusi znamenat, Zze by doslo
K rozruseni mechanismu mazani, ktery je zalozeny na tlakovani intersticialni
kapaliny. Zdrava synovialni kapalina snizuje u osteoartritickych kloubt tieni oproti
roztoku PBS, ktery mé¢l svym zplisobem reprezentovat osteoartritickou synovialni
kapalinu. Pti vstiiknuti zdravé synovialni kapaliny do kloubu by tedy mélo dojit
ke sniZeni tfeni.

[18] MURAKAMI, T., et al. Roles of adsorbed film and gel layer in hydration
lubrication for articular cartilage. Proceedings of the Institution of Mechanical
Engineers, Part J: Journal of Engineering Tribology.

Formovani adsorbovaného filmu na povrchu kloubni chrupavky hraje
vyznamnou roli v mazani chrupavky pfi smiSeném a mezném reZimu mazani. Vrstva
proteoglykanti na povrchu hraje dulezitou roli pifi udrzovani nizkého tieni
a opotrebeni chrupavky pii hydratacnim mazani. Autofi ¢lanku se zabyvali interakci
a synergickym pisobenim téchto vrstev. Pomoci série reciprocnich testtl
v konfiguraci chrupavka-sklo zkoumali vyvoj soucinitele tfeni a analyzovali vliv
adsorbovaného filmu na hydrata¢ni mazani u chrupavky si bez povrchové gelové
vIstvy.

Material a metody

Autofi vyuzili tribometr typu pin-on-plate, kdy elipsoidni vzorek chrupavky
konal recipro¢ni pohyb viici sklenéné desce. Chrupavka byla i se subchondralni tkani
extrahovéna z vepfového femoralniho kondylu. Kontaktni tlak pfi testu byl nastaven
na 0,47 MPa, rychlost pohybu na 20 mm/s a délka drahy na 35 mm. Jako mazivo
slouzily solné roztoky obsahujici 0,7 % albuminu nebo y-globulinu. Pro testy
s chrupavkou bez gelové vrstvy se vzorek nechal tfit vici sklu v solném roztoku,
dokud nedoslo k odhaleni kolagenovych vlaken.
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Vysledky

Pfi zatizeni chrupavky dochazelo béhem testu k postupnému narGstu hodnot
soucinitele tfeni. Nejvyssi hodnoty byly naméfeny pro roztok y-globulinu. Béhem
testu dochéazi k vytlaCovani kapaliny ze struktury chrupavky, ktera slouzi jako
mazivo. V momentech ptfed rehydrataci dochdzi kjejimu uplnému vytlaceni
a v kontaktu muze nastavat smiSené mazani. y-globulin tvofi vrstvu, ktera pomérné
dobfe chrani povrch chrupavky proti opotiebeni, pii kontaktu povrchovych
nerovnosti ale vykazuje adhezivni vlastnosti, které stoji za vyS$$im tienim.

Vzdy po urazeni kluzné drahy 36 m byl kontakt na 5 minut odtizen. B€hem
odtizeni dochazi k obnoveni obsahu kapaliny ve struktufe chrupavky a tim padem
k obnoveni hydratacniho mazani. Rehydratace chrupavky vedla Kk vyraznému
poklesu tfeni u vSech roztokl. Po opétovném zatiZeni byly hodnoty soucinitelé tfeni
vys$§i oproti pocatku testu. Roztoky proteini v§ak oproti solnému roztoku vykazovaly
niz§i tfeni s tim, ze nejnizsi tfeni bylo v kontaktu mazaném y-globulinem (Obr. 11).
K tomuto snizeni tfeni dochézi diky adsorpci proteind na povrch chrupavky.

0.30
0.25 +8aline € abumin A y -globulin
0.20
0.15
0.10

0.05
0

Coefficient of friction

$_- yglobulin

0 20 40 60 80 100 120 140
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Obr. 11 Vyvoj soucinitele tfeni jednoduchych proteinovych roztoku [18]

Pii odstranéni gelové vrstvy chrupavky doslo k nariistu pocate¢nich hodnot
tteni po rehydrataci 1 u roztoku y-globulinu, nicméné hodnoty na konci kluzné drahy
byly oproti chrupavce sgelovou vrstvou niz§i (Obr. 12). To poukazuje
na nedostate¢nou adsorpci y-globulinu na povrch chrupavky. Diky tomu je tfeni
po rehydrataci vyssi a na konci zatiZzeni, kdy nastdva rezim smiSeného mazani, se
jeho adhezivni vlastnosti projevuji v mensi mife nez u zdravé chrupavky.

g 0.30 A - -globulin for intact cartilage
B 0.25 ¥ -globulin afier removal of gel layer
% 0.20
€ 0.15
2
Q 0.10
B 0058
8 0.05%
Q -
Slldmg di stance m

Obr. 12 Rozdily ve vyvoji tfeni u chrupavky s a bez gelové vrstvy [18]
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Zavér

Hydrata¢ni mazani je efektivni pii snizovani tfeni v chrupavce, pokud dochazi
k jeji rehydrataci. Ptridani proteini do zékladniho solného roztoku zptisobilo pokles
chrupavky. Na konci testi vSak bylo tfeni vys$si diky adhezivnim vlastnostem
proteinti obsaZzenych v adsorbovaném filmu. Proteiny snizily tfeni i u chrupavky
bez proteoglykanové vrstvy. Tim by dokdzan vyznam adsorbované filmu pti redukci
tieni v kloubu u zdravé i osteoartritické chrupavky.

[19] CHERNIAKOVA, Y. M. a L. S. PINCHUK. Tribological aspects of joint
intraaricular therapy. Acta of bioengineering and biomechanics.

Autofi zkoumali rozdily v souciniteli tfeni u riznych komeréné dostupnych
piipravku, které se injekéné vpravuji do kloubl pii 1é€bé synovitidy a dystrofie.
Zkoumali, jak rozdily mezi jednotlivymi skupinami 1éka s odliSnym mechanismem
ucinku (antibakteridlni, protizanétlivé, imunomodula¢ni, obnovujici mazani, ...),
tak i rozdily u ptipravka patficich do téze skupiny. Vysledky jsou porovnavany
s hodnotami obdrzenymi pro zdravou synovialni kapalinu s piimési preparatu
zalozeného na krevnim dialyzatu. Tento roztok byl vyvijen a testovan jako novy
mozny typ léku pro 1é¢bu diive zminénych chorob.

Material a metody

Piehled testovanych ptipravkd i sjejich lécebnymi efekty jsou uvedeny
na obr. 13. Testy probihaly na kyvadlovém simulatoru simulujicim pohyb
V kolennim kloubu. Kontaktni dvojice byla tvofena stacionarni UHMWPE
zékladnou, ve které byla ryha ve tvaru protikusu, do které se ddvkovalo mazivo.
K polyetylenové zakladné byl ptipojen solenoid, ktery simuloval elektromagnetické
pole lidského te€la. Vuci zakladné se pohyboval trojboky ocelovy hranol. Kyvajici
se rameno s hranolem bylo zatizeno 2 kg zavazi a konalo kyvavy pohyb s Kluznou
rychlosti 1 m/s. Tyto podminky by mély odpovidat kinematice zdravého kolene.

Drugs Composition Producer Therapeutic effect
- CGiedeon Richter
Hydrocortisone Hydrocortisone acetate, 125 mg (Hungary)
T C & ace 2 Bristol-Myers Squibb SpA
Kenalog-40 I'mamcinolone acetonide, 40 mg; Yers 5q | Anti-inflammatory
= benzil alcohal, 9.9 mg (ltaly) !
Dinrasnan Betametasone dipropionate, 6.43 mg; Schering-Plau
prosp betametasone sodium phosphate, 2.63 mg | Germany )
cine Drug factory, Borisov
Lincomycine 30%% solution of lincomycine hydrochlonde g factary, Boris Antimucrobaal
hydrochloride ) ( Belarus)
. . i A simulator for cartilage
Chondrozamine Chondroitine sulphate, 200 mg; Minskintercaps reseneration o ake
S lalucosamine hydrochloride, 250 mg | Belarus) cgene €
N ’ perorally
Synvisc Hylan A and B, 80mgin 1 cm’ Blomatrix, Inc. (USA)
Hyalgan Viscous solution of natural hyaluronic acid, 2 em®  |Fidia Pharmaceuticals (Italy) |
- — T —5F endoprosthesis
3 ORMED GmbH & Co
Hya-Ject Hyaluronic acid in physiological solution, 2 coy .
. = (Germany)

Obr. 13 Piehled testovanych 1é¢iv [19]
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Vysledky

Vysledky méfeni soucinitele tieni v zévislosti na ¢ase pro vSechny roztoky jsou
uvedeny na obr. 14. Synovialni kapalina zdravého pacienta s krevnim dialyzatem
dochdzi béhem experimentu ke zna¢nému poklesu soucinitele tfeni. Snizeni hodnot
soucinitele tfeni v pribéhu testu lze pozorovat i u hydrokortizonu, Diprospanu
a Hyalganu. Z dostupnych 1€kt vykazuji nejnizsi hodnoty soucinitele tfeni Diprospan
a Hyalgan. U linkomycinu, Synviscu a Hyalganu doslo na poc¢atku méfeni k poklesu
soucinitele tfeni, po urcité dobé se ale hodnoty zvysuji.

Rozdily v chovani Synviscu a Hyalganu jsou zpusobeny jejich odlisnou
viskozitou. Synvisc, se svoji relativné vysokou viskozitou a gelovou strukturou,
vytvaii pii pohybu kyvadla velmi obtizn€ souvislou mazaci vrstvu na povrchu
polyetylenu. Hyalgan ma mnohem nizsi viskozitu a souvislou vrstvu vytvari snaze.
Nartst tfeni u obou viskosuplementl v pozdéjsich fazich testu je zptisoben degradaci
kyseliny hyaluronové a zkracovanim jejich fetézci, ¢imz dochazi k poklesu viskozity
a zhorSeni mazacich schopnosti roztoku.

[

0 10 20 30 40 50 60 :
f, min

Obr. 14 Vyvoj soucinitele tfeni jednotlivych 1é¢iv: 1 - hydrokortizon, 2 - Kenalog-40, 3 - Diprospan,
4 - linkomycin, 5 - Synvisc, 6 - Hyalgan, 7 - SK+sérum, 8 - hydrokortizon+sérum,
9 - chondrozamin [19]

Zavér

Autofi otestovali nové vyvinuty tip injekéniho ptipravku pro 1écbu synovitidy
kolene. Lék je zalozeny na séru, které je ziskano z pacientovy krve a obsahuje mimo
jiné 1 antibakteridlni a protizanétlivé latky, které byly pacinetovy podavéany ustné.
Sérum je pted vstiiknutim do kloubu smichano s dalSimi léky, které jsou dostupné
ve formé injekci. Synovidlni kapalina smichand stimto sérem vykazovala

v

in vitro testd tieni byly nésledné verifikovany béhem klinické studie.
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[20] KWIECINSKI, J. J., et al. The effect of molecular weight on hyaluronan’s
cartilage boundary lubricating ability — alone and in combination with
proteoglycan 4. Osteoarthritis and Cartilage.

Autofi ¢lanku se zabyvali vlivem molekulové hmotnosti kyseliny hyaluronové
na mazani chrupavky v mezném rezimu mazani pfi jeji fyziologické koncentraci.
Dale se autofi pomoci EMSA (electrophoretic mobility shift assay) snazili objasnit
interakci mezi HA a PRG#4 a jak tato reakce ovlivituje vyvoj tfeni v kontaktu.

Material a metody

Testy tfeni probéhly na zafizeni Bose ELF 3200 v konfiguraci
chrupavka-chrupavka s roztoky HA o koncentraci 3,33 mg/ml s riiznou molekulovou
hmotnosti (20 kDa, 132 kDa, 780 kDa, 1 500 kDa a 5000 kDa). Tyto roztoky
pak byly michany s PRG4 s koncentraci 450 pg/ml. Vzorky chrupavky byly ziskany
Z hovéziho kolene.

Vysledky

Kyselina hyaluronova snizuje tfeni v kontaktu v zavislosti na své molekulové
hmotnosti. Hodnoty statického a dynamického soucinitele tfeni u 5 000 kDa HA byly
vyrazné nizsi oproti 10 kDa HA. Z vysledkt Ize vycist linedrni zavislost soucinitele
tfeni na molekulové hmotnosti HA (Obr. 15).

bl
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Pl — [ Room
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Obr. 15 Zavislost souéinitele tieni na molekulové hmotnosti HA [20]

Ptimichani fosfolipidii zptsobuje pokles tfeni. Pokles hodnot soucinitele tfeni
ale neni na molekulové hmotnosti HA zavisly a pro vSechny roztoky PRG4 a HA,
s riznou molekulovou hmotnosti, byly naméfeny velmi podobné hodnoty soucinitele
tieni (Obr 16). EMSA analyza odhalila, ze pfi vysokém poméru PRG4:HA dochazi
k omezeni pohybu molekul HA. PRG4 tedy tvofi s molekulami HA (s rtiznou
molekulovou hmotnosti) komplexni struktury. Vazby mezi molekulami jsou vSak
pomérn¢ slabé a muze dochazet k rozpadu struktur. Diky témto ¢astecnym vazbam
dochazi ke zpomaleni pohybu molekul HA. Tento jev je zavisly na poméru
PRG4:HA. Pfi vysokém poméru se mize na molekuly HA vézat i vice molekul
PRG4 a zpomaleni pohybu je vyraznéjsi.
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Pre-Spin Duration [sec] Pre-Spin Duration [sec]
A [HA]=3.33mg/mi A [HA]=3.33mg/mi
g 0.2 [PRG4]=450pg/mi § 0.2- [PRG4}=450pg/ml
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Obr. 16 Hodnoty sou¢initele tfeni roztoku proteoglykanti a HA s riiznou molekulovou hmotnosti [20]

Zavér

Rozdily v molekulové hmotnosti kyseliny hyaluronové mohou vyrazné ovlivnit
mezny rezim mazani u chrupavky. Tento efekt se vSak dd zmirnit reakci s PRG4,
kdy dochazi pii fyziologické koncentraci k tvorbé komplexnich struktur a hodnoty
soulinitele tfeni piestdvaji byt na molekulové hmotnosti HA zavislé. | HA s nizkou
molekulovou hmotnosti se tedy mize podilet na tvorbé ochranného filmu na povrchu
chrupavky. Pro jeho tvorbu je vSak dulezita ptitomnost PRG4 v roztoku.

[21] MURAKAMI, T., et al. Effectiveness of adsorbed film and gel layer in
hydration lubrication as adaptive multimode lubrication mechanism for
articular cartilage. Proceedings of the Institution of Mechanical Engineers,
Part J: Journal of Engineering Tribology.

Autofi zkoumali mazaci schopnosti adsorbovaného filmu u zdravé a poSkozené
kloubni chrupavky mazané roztoky HA. Dale se zabyvali rozdily v adsorpci proteint
na povrchu chrupavky v zavislosti na stavu gelové vrstvy. Vysledky ukéazaly,
adsorbovany film se vyznamné podili na sniZovani tfeni za podminek smisené¢ho
a mezného mazani, kdy mize dochdzet ke styku povrchovych nerovnosti.

Material a metody

Reciproc¢ni testy probéhly na tribometru pin-on-plate v konfiguraci chrupavka
sklo. Elipsoidni vzorky chrupavky se subchondralni tkani byly extrahovany
z veptovych femoralnich kondyld. Testy probihaly pfi kontaktnimu tlaku 0,47 MPa,
rychlosti 20 mm/s a délce drahy 35 mm. Kontakt byl mazan solnym roztokem nebo
0,5 % solnym roztokem HA (molekulova hmotnost 950 kDa), do kterého jesté byly
pfimichavany proteiny albumin a y-globulin v koncentraci 7 mg/ml. Pro testy
s poSkozenou chrupavkou byly vzorky nékolikrat otfeny papirovym kapesnikem.
Casteéné rozruseni gelové vrstvy bylo potvrzeno analyzou povrchu pomoci AFM.
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Vysledky

Roztoky HA vykazuji po rehydrataci niz$i tieni nez solny roztok (Obr. 17).
Po urazeni dané kluzné dréhy, pfed dalsi rehydrataci, vykazuje nejnizsi tfeni roztok
HA a y-globulinu. U roztoku HA a albuminu je tfeni velmi podobné solnému
roztoku. To poukazuje na synergické pusobeni mezi HA a y-globulinem
a nepfiznivou interakci mezi HA a albuminem. Albumin, diky odpudivym silam
mezi negativné¢ nabitymi molekulami HA a albuminu, naruSuje adsorpci HA
a tim omezuje jeji schopnosti snizovat tfeni. Obdobné vysledky byly obdrzeny
1 pro poskozenou chrupavku. Pouze hodnoty soucinitele smykového tfeni byly vyssi.

Koexistence mezi y-globulinem a HA byla dokazana i pii pozorovani kontaktu
pomoci fluorescen¢ni aparatury, kdy u zdravé chrupavky y-globulin formoval
vyrazny adsorbovany film napfi¢ pozorovanou oblasti, kdezto u albuminu byly
adsorbaty na povrchu chrupavky pouze lokéalné€ rozmistény. U poskozené chrupavky
jsou vidét rozdily v mistech adsorpce proteint. y-globulin s HA adsorbuji na zbytcich
gelové vrstvy, kdezto adsorbaty albuminu jsou rozptyleny v oblastech, kde jiz gelova

vrstva neni.

0.28 IOHA @ HA+albumin A HA+y-globulin - saline |

o
N
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o
-
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Obr. 17 Prabéhy soucinitele tfeni roztoku HA smichaného s proteiny [21]
Zavér

Cista kyselina hyaluronova snizuje tfeni u zdravé i poskozené kloubni
chrupavky. Jeji koexistence s proteinem vy-globulinem se zdd byt efektivni
pii snizovani tfeni u obou testovanych druhii chrupavky. Naproti tomu pifimichani
albuminu do roztoku HA zpisobilo nartst tfeni. Tyto rozdily byly analyzovany
pomoci in situ pozorovani kontaktu, které ukazalo vyznamny rozdil v mnoZstvi
adsorbovanych proteini na povrchu chrupavky. U poskozené chrupavky se také liSily
mista vyskytu adsorbata jednotlivych proteind.
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[22] SHI, Liu, et al. Friction coefficients for mechanically damaged bovine articular
cartilage. Biotechnology and Bioengineering.

Autofi zkoumali vliv stupné poSkozeni chrupavky na vyvoj hodnot soucinitele
tteni v kontaktu  hlinik-chrupavka.  Jako mazivo poslouzily  roztoky
obsahujici kyselinu hyaluronovou a polyetylenglykol ¢i hovézi sérum.

Material a metody

Experimenty probéhly na zafizeni typu pin-od-disc, kdy byl pin zhotoven
Z hliniku, a kruhové vzorky chrupavky byly pfilepeny na hlinikovy disk. Pin
byl zatizen silou 2 N, ktera vyvolal kontaktni tlak 0,63 MPa. Smykova rychlost
béhem experimentu byla 1 mm/s. Vzorky chrupavky byly ziskany z lateralniho
a medialniho kondylu hovéziho femuru. U ¢asti vzorkd, u kterych byl zkouman vliv
mechanického posSkozeni, bylo pomoci hrotu zhotoveno do povrchové vrstvy
chrupavky nékolik ryh ve tvaru soustfednych kruznic. Jako mazivo slouzilo hovézi
sérum a roztoky PBS obsahujici kyselinu hyaluronovou (10 mg/ml, MW 300 kDa)
nebo polyetylenglykol (100 mg/ml). Cisté PBS slouzilo jako referenéni mazivo.

Vysledky

Na obr. 18 jsou vysledky méfeni s rizn¢ poskozenymi chrupavkami. U vSech
vzorkli dochazi na pocatku meéteni k poklesu hodnot soucinitele tieni a nasledné
se zvySujicim se poctem ryh dochazi k nartistu hodnot soucinitele tfeni. U nejvice
poskozené chrupavky dochazi ptiblizné od poloviny experimentu K nartistu tfeni.
Takto vyrazné poskozeni chrupavky muze podle autorti zpisobit vyrazngjsi
opotiebeni chrupavky béhem testu.
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Obr. 18 Hodnoty soucinitele tfeni pro chrupavky s riznym stupném poskozeni [22]

Zroztokli vykazuje nejnizSi treni PEO a nejvySSi tfeni cisté PBS jak
u netknuté, tak 1 poSkozené chrupavky. U poSkozené chrupavky jsou hodnoty
pocatecniho 1 ustdleného soucinitele tfeni vyraznéji vys$i pouze u Cistého PBS.
Ackoli dochdzi k rozruseni struktury chrupavky, kterd se vyznamné podili
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na hydratacnim mazani, slozky synovialni kapaliny mohou diky tvorb¢ gelové vrstvy
a mezného filmu udrzet nizké hodnoty soulinitele tfeni. Lehce niz§i hodnoty
soucinitele tfeni jsou obdrzeny pro synovialni kapalinu oproti HA, coz je zapfi¢inéno
obsahem dalSich slozek, jako jsou naptiklad fosfolipidy. Pozitivni dopad interakce
fosfolipidi a HA na tieni jiz byl diskutovan v pfedchozich studiich.

Zavér

Nameétené hodnoty soucinitele tfeni u poskozené chrupavky jsou jen nepatrné
vyssi oproti netknuté chrupavce. U PEO ani HA nebyla pozorovéna adsorpce
na povrch. U synovialni kapaliny tomu bylo pravé naopak. Synovidlni kapalina tedy
zlepSuje mazani i diky tvorbé adsorbovaného filmu. SniZeni tfeni muze byt rovnéz
zpusobeno vys$i viskozitou roztoku oproti Cistému PBS, coz ma pozitivni vliv
na hydratacni mazani.

[23] MURAKAMI, T., et al. Influence of synovia constituents on tribological
behaviors of articular cartilage. Friction.

Autofi ¢lanku se zabyvali rolemi hlavnich slozek synovialni kapaliny
— proteint, kyseliny hyaluronové a fosfolipidii pii mazani chrupavky a interakci
téchto slozek s jejim povrchem. Rovnéz jsou analyzovany rozdily v chovani téchto
latek u netknuté a poskozené kloubni chrupavky v kontaktu chrupavka-sklo.

Material a metody

Reciproc¢ni testy byly provedeny na zafizeni typu pin-on-plate. Testy prob&hly
pii zatizeni 9,8 N, rychlosti pohybu 20 mm/s a délce drahy pohybu 35 mm.
Elipsoidni vzorky chrupavky byly 1 se subchondralni tkéni extrahovany
z femoralniho kondylu vepfového kolene. U poskozené chrupavky doslo
k ¢astecnému odstranéni povrchové gelové vrstvy diky otfeni vzorku papirovym
kapesnikem. Tim doSlo k ¢aste¢nému odhaleni kolagenovych vlaken na povrchu
chrupavky. Jako maziva slouzily solné roztoky obsahujici rtizné kombinace
albuminu (0,7 nebo 1,4 wt%), y-globulinu (0,7 wt%), kyseliny hyaluronové
(0,5 wt%, MW 920 kDa) a fosfolipidi (0,01 wt%).

Vysledky

Z roztokti obsahujici pouze jednu slozku synovidlni kapaliny (Obr. 19)
vykazuje dokonce vyssi tieni nez Cisty solny roztok. Rozdily v chovani proteint jsou
pfipisovany siln€j$im adsorpcnim vlastnostem y-globulinu. Diky adsorbovanému
filmu jsou poc¢atecni hodnoty soucinitel tfeni niz8i. Vazani molekul proteinu na druhé
kontaktni téleso ale zpiisobuje vyssi tieni na konci experimentu. Adsorpce proteinil
vede i K narustu pocate¢nich hodnot tfeni po rehydrataci. Pii odtizeni ale muze dojit
k ¢aste¢né desorpci tohoto filmu.
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OHA 0.5 wt% O DPPC 0.01 wi% + Saline
© Albumin 0.7 wt% a y-globulin 0.7 wt%
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Obr. 19 Vyvoj souinitele téeni jednoduchych roztokt [23]

Inerakce mezi HA a albuminem ¢i y-globulinem jiz byla testovana v diivejsi
praci autorti [21]. V tomto ¢lanku se tedy soustiedili na reakci proteini a fosfolipidi.
Ve vysledcich jsou vidét rozdily mezi netknutou a mechanicky poskozenou
chrupavkou. U netknuté chrupavky vede pfimichani obou proteini do roztoku
fosfolipidii ke snizeni tfeni, kdezto u poskozené chrupavky ke zvyseni tfeni.
Smichani fosfolipidi a HA do jednoho roztoku vede k vyznamnému poklesu tfeni
(Obr. 20), coz poukazuje na tvorbu komplexnich struktur tvofenych témito dvémi
sloZkami. Pfimichdni obou proteint do roztoku zpiisobi jesté vyraznéjsi pokles tieni.
Pokud jsou ale do tohoto roztoku pfidany proteiny samostatn¢, dochazi k nardstu
tieni. U poSkozené chrupavky zpusobilo pfimichani y-globulinu do roztoku HA
a fosfolipidi pokles tfeni. Adsorpce y-globulinu na povrch poskozené chrupavky
tedy bude dulezita pro ochranu jejiho povrchu. NejniZsi tfeni je rovnéZ pro roztok
sobéma proteiny, ktery simuluje komplexni synovialni kapalinu. Hodnoty
soucinitele tfeni jsou vSak oproti netknuté chrupavce vyssi.

O HA 0.5 wt% + DPPC 0.01 wt%

© HA 0.5 wt% + DPPC 0.01 wt% + albumin 0.7 wt%

A HA 0.5 wt% + DPPC 0.01 wt% + y-globulin 0.7 wt%

@ HA 0.5 wt% + DPPC 0.01 wt% + albumin 1.4 wt%
+ y-globulin 0.7 w1%

0.25 ( + Saline

0.20

0.15

0.10

Coefficient of friction

0.05 |48

0 20 40 60 80 100 120 140
Sliding distance (m)

Obr. 20 Hodnoty soudinitele tfeni roztoku HA a fosfolipidii s riznymi proteiny [23]
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Zavér

Kazda slozka synovialni kapaliny mé pfi mazani chrupavky svou roli. Jejich
vzajemnd interakce je vSak rovnéz velmi dulezitd. Pfimichani jednotlivych slozek
do maziva miize vést k narastu tieni. Jejich komplexni roztok vSak u obou typt
chrupavky kompexni kapalinou tvofi fosfolipidy a albumin vrstvy s nizkou
smykovou odolnosti. y-globulin tvofi, diky své silné adsorpci na povrchu chrupavky,
ochranny film. Kyselina hyaluronova zvySuje viskozitu kapaliny a na povrchu
chrupavky tvoii ochrannou gelovou vrstvu.

[24] PARK, J.-Y., et al. Effects of Hyaluronic Acid and y—globulin Concentrations
on the Frictional Response of Human Osteoarthritic Articular Cartilage. PL0oS
ONE.

Autofi Clanku se =zabyvali vlivem koncentrace kyseliny hyaluronové
a y-globulinu na mezné mazani u zdravé a poskozené chrupavky v riznych stadiich
osteoartrozy.

Material a metody

Testy mikrotieni probéhly s PBS roztoky obsahujici y-globulinu s koncentraci
0,5 a 2 mg/ml a HA s MW 1,63 MDa a koncentraci 1, 3 a 5 mg/ml. Cisté PBS
slouzilo jako referencni mazivo. Byla pouzita lidskd chrupavka z kycelniho kloubu
Vv riznych stadiich osteoartrozy.

Vysledky

Vysledky méfeni topografie povrchu ukazaly vyrazny narist drsnosti povrchu
u poSkozenych chrupavek. Rq u zdravé chrupavky bylo 137 £ 25 nm, kdezto
u chrupavky v pozdnim stadiu osteoartrozy bylo naméteno Rq 533 + 196 nm.

U zdravé chrupavky nebylo zlepSeni tfeni u HA a y-globulinu oproti PBS
pozorovano. Roztoky y-globulinu a HA s koncentraci 5 mg/ml naopak zptsobili
nariist hodnot soucinitele tfeni. U chrupavky v raném stadiu osteoartrozy bylo
pozorovano  podobné  chovani, pouze nedochazelo  knarGstu  tfeni
u nejkoncentrovangjSiho roztoku HA. U chrupavky v pozdnim stadiu osteoartrdzy
zpusobily roztoky obou latek vyrazny pokles tfeni. U y-globulinu byl pokles zavisly
na koncentraci proteinu vroztoku, u HA tato zavislost pozorovina nebyla.
Z vysledkl nebyla patrna Zadna korelace mezi vysledky méfeni topografie povrchu
a tfeni.

Zavér

Poskozena chrupavka bez povrchové vrstvy vykazovala vysSi tfeni oproti
zdravé chrupavce. Autofi pfipisuji tento jev vys$Simu obsahu lubricinu ve zdravé
chrupavce. Adsorpce kyseliny hyaluronové a y-globulinu vyznamné snizila tfeni
u chrupavky s pokrocilym stadiem osteoartrézy. U zdravé a lehce osteartritické
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chrupavky vyrazné¢ zmény v hodnotach soucinitele tfeni pozorovany nebyly. SniZeni
tieni pfi adsorpci y-globulinu bylo zavisle na jeho koncentraci. Toto chovani u HA
pozorovano nebylo.

3.2 Reologie synovialni kapaliny a viskosuplementii

[25] MAZZUCCO, D., et al. Rheology of joint fluid in total knee arthroplasty
patients. Journal of Orthopaedic Research.

Autofi analyzovali rozdily ve viskozitach a viskoelatickych vlastnostech
synovialnich kapalin pacienti podstupujicich primarni a revizni artroplastiku kolene.
Reologické vlastnosti byly porovnavany s hovézim sérem, které se nejcastéji vyuziva
jako mazivo v kloubnich simulatorech, a komerénimi viskosuplementy.

Material a metody

Testovani bylo celkem 58 vzorkd synovidlnich kapalin od pacientt
podstupujicich primarni artroplatiku a 19 vzorkt od pacientti podstupujicich revizni
artroplatiku. Hovézi sérum bylo zifedéno na 40 % roztok s celkovou koncentraci
proteinii 73 mg/ml. Testovanymi viskosuplementy byl Supartz (1 % roztok HA
s MW 620 — 1 170 kDa) a Orthovisc (1,4 % rozotk HA s MW 1 390 kDa). M¢feni
probéhly na reometru TA Instruments CSL 500. Synovidlni kapaliny a hovézi sérum
byly testovany v konfiguraci soustiednych valct, roztoky HA v konfiguraci
cone-plate (kuzel o priméru 30 mm s thlem 1°).

Vysledky

U vSech vzorkl synovidlnich kapalin bylo pozorovano pseudoplastické
chovani. U vétsiny vzorkl bylo pfi nizkych hodnotach smykového spadu pozorovano
viskozitni platé. Hodnoty viskozit se pohybovaly v rozsahu t¥i fadt Pa‘s. Oproti
tomu se hovézi sérum béhem analyzy viskozity chovalo v celém rozsahu smykového
spadu jako newtonska kapalina.

Synovialni kapaliny od pacientl pfi primarni artroplastice vykazovaly vyssi
viskozity oproti revizni artroplastice. Namétené viskozity synovidlnich kapalin pfi
smykovém spadu 1 s byly piiblizné o dva fady vyssi oproti hovézimu sérua o 1 — 2
fady niz$i oproti viskosuplementim. Vyss$i viskozitu Orthoviscu oproti Supartzu
autofi pripisuji vyssi koncentraci a molekulové hmotnosti HA. Naméfené viskozity
jednotlivych roztoki jsou uvedeny na obr. 21.

3.2
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Group N pa (Pas) 0, (Pas)*
TKA (n = 35) 0.26 1.3
(0.0094 11) (0.087-25)
Revision (n = 14) 0.13 1.0
(0.0043-0.77) (0.0087-4.0)
Effusion after 0.0096¢ 0.12
TKA (n = 2) 0.18¢ 2.7
Supartz* 3.0 3.1
Orthovisc® 37 39
Bovine serum* 0.0015 N/A

Obr. 21 Hodnoty viskozit naméfené pro jednotlivé roztoky [25]

Z analyzy viskoelastickych vlastnosti (Obr. 22) lze vyc€ist, Ze u vétSiny
testovanych vzorkti se podafilo naméfit crossover point, kdy se charakter kapaliny
meéni z viskdzni na gelovou strukturu. Pfi frekvenci pohybu 2,5 Hz, kterd odpovida
béhu, byly vyssi hodnoty modulli naméfeny pro synovialni kapaliny z primarni
artoplastiky. Crossover point nastava u synovialni kapaliny z primarni artoplastiky
pfi nizsi frekvenci. U synovialni kapaliny z revizni artoplastiky nastdva crossover
point az pii relativné vysoké frekvenci 3,1 Hz. U hovéziho séra nebyl naméfen
elasticky modul. Viskosuplementy opét vykazuji lepsi vlastnosti, vy$§i moduly byly
naméfeny pro Orthovisc.

Crossover frequency and modulus at crossover for joint fluid samples

Group Number exhibiting f. (Hz) G. (Pa) Gy sy, (Pa) @5y, (Pa)
Crossover

TKA 13/19 1.8+0.5 Llz02 1.94:0.5 14+£03
Revision 7ni 3.1£0.6 1.4+0.2 1.0+£0.2 1.14+0.2
Supartz All 11 39 12 20
Orthovisc All 0.83 38 60 46
Normal 52-78 year old" 0.41 £0.12 6.1+£0.7 1913 1041

Obr. 22 Viskoelastické vlastnosti analyzovanych roztoku [25]
Zavér

Synovialni kapalina u pacientd podstupujicich primarni artoplastiku ma vyssi
viskozitu a lepsi viskoelastické vlastnosti nez synovialni kapalina pacientt
podstupujicich revizni operaci. Ob€ skupiny vykazovaly lepsi reologické vlastnosti
nez hovézi sérum, ale horSi vlastnosti oproti viskosuplementim Orthoviscu
a Supartzu. Rozdily mezi viskosuplementy jsou zpusobeny rozdilnou koncentraci
a molekulovou hmotnosti HA.

[26] MATHIEU, P., et al. Rheologic Behavior of Osteoarthritic Synovial Fluid after
Addition of Hyaluronic Acid: A Pilot Study. Clinical Orthopaedics and Related
Research.

Autofi analyzovali viskozity a viskoelastické vlastnosti u 13 vzorkd
osteoartritické synovialni kapaliny. Dale se zabyvali reologickymi vlastnostmi Cisté
synovidlni kapaliny a synovidlni kapaliny smichané s nativni Kyselinou
hyaluronovou nebo komerénim piipravkem obsahujicim sitovanou kyselinu
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hyaluronovou. Studie trvala celkem 6 tydnt, ¢imz se zaroven vyhodnocovala
stabilita synovialni kapaliny modifikované kyselinou hyaluronovou v case.

Material a metody

Vzorky synovidlnich kapalin byly ziskdny od 12 pacientl trpicich
osteoartrozou kolene a od jednoho pacienta trpiciho osteoartrézou ramene. Pacienti
trpéli mirnou az tézkou formou osteoartrézy (stupné 1-2 resp. 3-4 podle
Kellgren-Lawrencovy radiografické Kklasifikace) a nevykazovali zadné dalsi
pfiznaky.

Pro méfeni reologie roztokd synovialni kapaliny a viskosuplementu byly tyto
dv¢ latky smichany v poméru 1:1. Tento pomér odpovida in vivo viskosuplementaci
Vv klinické praxi. Synovialni kapalina a viskosuplement byly michdny v magnetické
michacce pfi okolni teploté 15 minut pied experimentem.

Viskosuplementy reprezentoval roztok linearni kyseliny hyaluronové
0 molekulové hmotnosti 1,14 MDa. Praskova kyselina hyaluronova byla rozpusténa
v 0,15 mol/L NaCl. Druhy pouzity viskosuplement byl Synvisc zalozZeny
na sitovaném Hylanu G-F 20 s koncentraci 8 + 2 g/L a zdénlivou molekulovou
hmotnosti 6 MDa. Oproti linearni kyseliné hyaluronové ma Hylan G-F 20 pfi stejné
koncentraci az 15x vys$i viskozitu a 9x vysSi elasticitu. Sitovana kyselina
hyaluronova se rovnéz vyznaCuje del$i vydrzi v kloubu nez linearni kyselina
hyaluronova.

Mefteni reologickych vlastnosti probéhlo na reometru AR 1000 od firmy TA
Instruments. Méfeni probehla v konfiguraci cone-plate (kuzel priméru 40 mm, thel
3,59 ©) pii 25 °C. Viskozita byla métena v zavislosti na smykovém spadu v rozsahu
0,1 - 50 s Viskdzni a elasticky modul pruznosti byly méfeny v zavislosti na (thlové
frekvenci v rozsahu 0,1 - 10 Hz.

Vysledky

Za podminek konstantniho toku vykazovaly vSechny vzorky synovidlnich
kapalin nenewtonské chovani. Pfi zvySovani smykového spadu dochazelo k poklesu
viskozity, coz je klasickym projevem chovani pseudoplastickych kapalin. Viskozita
pfi smykovém spadu 0,1 s se pohybovala v rozsahu 0,1 - 10 Pa-s.

Mgéfeni viskoelastickych vlastnosti viskosuplementt (Obr. 23) ukazalo vyrazny
rozdil mezi linearni a sitovanou kyselinou hyaluronovou. U Hylanu G-F 20
je v celém rozsahu tihlové frekvence elasticky modul pruznosti vyssi nez viskozni
modul pruznosti. Toto chovani je typické pro gely. U linedrni kyseliny hyaluronové
je viskdzni modul vyS$i nez elasticky, coz je typické pro viskézni latky. U linearni
kyseliny hyaluronové 1ze rovnéz pozorovat vyrazngjsi zavislost hodnot dynamickych
modulii pruznosti na uhlové frekvenci.

Z vysledku je rovnéz patrné vyraznéjsi nenewtonské chovani Hylanu G-F 20
oproti linearni kyseliné hyaluronové. Hylan G-F 20 vykazoval nenewtonské chovani
Vv celém rozsahu smykového spadu, zatimco linearni HA vykazovala newtonské
chovani do smykového spadu 1 s™.
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Obr. 23 Viskoelastické vlastnosti linearni a sitované HA [26]

Pfidani linearni HA do synovialni kapaliny zpisobilo pouze lehké zmény v chovani.
Doslo ke zvyseni viskozity pii vysSich hodnotdch smykového spadu a snizil se vliv
smykového spadu na viskozitu. Pfidani Hyalnu G-F 20 do synovialni kapaliny vedlo
K vyraznému narGstu viskozity napii¢ celym rozsahem smykového spadu a doslo ke
zvyraznéni nenewtonského charakteru kapaliny. Vysledky méteni viskozit roztoku

synovialni kapaliny a viskosuplementu Ize vidét na obr. 24.

100.0

10.00

1.000

Viscosity (Pa.s)

0.1000

nnnnn
8 0o g
° o
o g

© LS 1M+ Synvisc
® LS 1M-initial
o LS 1M +linear HA

0.01000
0.01000

T T
1.000 10.00

Shear Rate (1/s)

T
0.1000

100.0

Obr. 24 Viskozity roztokt synovialni kapaliny a viskosuplementu [26]

Zavér

Sitovana kyselina hyaluronova ma vyrazné lepsi viskoelastické vlastnosti.
Hodnoty viskozniho a elastického modulu pruznosti jsou oproti linearni kyseling
hyaluronové tadoveé vyssi. Z toho pak vypliva odlisny vliv obou latek na synovialni
kapalinu. Vysledky ukazuji, ze viskozita synovialni kapaliny smichané s Hylanem
G-F 20 je pti nizkych smykovych spadech piiblizné o 2 tady vyssi nez viskozita
synovialni kapaliny smichané s linearni kyselinou hyaluronovou. U roztoku
obsahujici Hylan G-F 20 je ale vyraznéjsi vliv nenewtonského charakteru kapaliny.
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[27] BHUANANTANONDH, P., D. GRECOV a E. KWOK. Rheological Study of
viscosupplements and Synovial Fluid in Patients with Osteoarthritis. Journal of
Medical and Biological Engineering.

Studie se zabyvala vlivem tii komercnich viskosuplementli na viskozitu
a viskoelastické vlastnosti osteoartritické synovidlni kapaliny. Autofi se ddle zamé¢fili
na zmény reologickych vlastnosti roztok synovialni kapaliny a viskosuplementu
v ¢ase. Vysledky jsou porovnavany s fyziologickou synovidlni kapalinou, aby bylo
mozné posoudit, zda viskosuplementace obnovuje reologické vlastnosti synovialni

kapaliny.
Material a metody

Vzorky realné osteoartritické synovialni kapaliny byly odebrany od pacientt
podstupujicich artroplastiku kolene. Kazdy vzorek byl rozdélen do ¢ty zkumavek.
Tti znich pak byly v poméru 1:1 smichany s viskosuplementem. Pro testy byly
pouzity vikosuplementy Orthovisc (linearni HA s nizkou molekulovou hmotnosti
500 — 730 kDa), Suplasyn (linearni HA s vysokou molekulovou hmotnosti
1000 — 2 900 kDa) a Synvisc (sitovana HA s molekulovou hmotnosti 6 000 kDa).
Viskosuplementy byly se synovialni kapalinou michany pii laboratorni teploté
po dobu 30 min.

Testy prob&hly na reometrech Bohlin Gemini HR a Malvern Instruments
Kinexus v konfiguraci cone-plate (kuzel o praméru 40 mm s thlem 1°) pti 37 °C.
Viskozity byly proméfeny pro rozsah smykovych spada 0,01 — 1000 s
Viskoelastické vlastnosti byly méfeny pii tthlové frekvenci 1 — 10 Hz pti 5 % strainu.

Vysledky

U vSech vzorkil synovidlnich kapalin bylo pozorovano nenewtonské chovani.
Retézce HA jsou pii nizkych smykovych spadech zapletené a kladou nejvétsi odpor
viéi pohybu. Pfi vysokych smykovych spadech dochazi k rozplétani a molekuly
se orientuji ve sméru teCeni kapaliny. Tim se viskozita roztoku sniZuje. Pfimichani
viskosuplementu do SF vedlo k nartstu viskozity v celém rozsahu smykového spadu.
Pii vysokych smykovych spadech jsou hodnoty viskozity velmi podobné u vSech
viskosuplementt. Pii téchto hodnotach se tedy vliv viskosuplementu na reologické
vlastnosti synovialni kapaliny snizuje. Linearni HA s vysokou molekulovou
hmotnosti zptsobila nartist viskozity o jeden fad, sitovand HA o dva tady.
U sitované HA je vidét nejvétsi mira poklesu viskozity se smykovym spadem.
Nenewtonské chovani je u ni nejvyraznéjsi. Skladovani v lednici nemé na viskozitu
vliv. Vysledky méfeni viskozit roztokl synovialni kapaliny a viskosuplementu Ize
vidét na obr. 25.
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Obr. 25 Zavislost viskozity na smykovém spadu roztokt synovialni kapaliny a viskosuplementu [27]

Na obr. 26 1ze vidét vysledky méfeni viskoelastickych vlastnosti HA smichané
s viskosuplementy. Piimichani nizkomolekularni HA zpusobilo nartst viskézniho
modulu a roztok se chova jako viskozni latka v celém rozsahu uhlové frekvence.
Ptimichani vysokomolekuldrni HA zvySilo hodnoty obou moduli o jeden tad
a pii frekvenci kolem 1 Hz dochazi ke crossover pointu. Pfimichani sitované HA
zpusobilo narst obou moduli o vice nez dva fady a roztok se v celém rozsahu
smykového spadu choval jako gel.

100
. oo 0 2 . ®
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Obr. 26 Viskoelastické vlastnosti roztokl synovialni kapaliny a viskosuplementu [27]
Zavér
Reologické vlastnosti roztoku synovidlni kapaliny a viskosuplementu zavisi

na molekulové hmotnosti a sitovani HA. Pfimichdni HA zpusobi narist viskozity
a zlepSeni viskoelastickych vlastnosti oproti osteoartritické synovialni kapaling.
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[28] BHUANANTANONDH, P., et al. Rheology of osteoarthritic synovial fluid
mixed with viscosupplements: A pilot study. Biomedical Engineering Letters.

Autofi ¢lanku analyzovali viskozity a viskoelastické vlastnosti u 3 komercné
dostupnych viskosuplementii zalozenych na linearni kyseliné hyaluronové s nizkou
a vysokou molekulovou hmotnosti a na sitované kyselin¢ hyaluronové. V druhé ¢asti
jsou analyzovany reologické vlastnosti celkem 22 synovialnich kapalin odebranych
z kolen pacientt podstupujicich artroplastiku.

Material a metody

U naprosté vétSiny pacientl byla klasifikovana pokrocild osteoartroza 4. stupné
dle Kellgren-Lawrencovy stupnice. U dvou pacienti byla provadéna bilateralni
artroplatika. Ve vysledcich jsou porovnavany rozdily ve slozeni synovialni kapaliny
mezi levym a pravym kolenem. Testované komercni viskosuplementy byly
zastoupeny Orthoviscem a Suplasynem, které jsou zalozeny na linearni kyseling
hyaluronové, a Synviscem. Synvisc je viskosuplement zaloZeny na sitovaném
Hylanu G-F 20.

Méfeni reologie prob&hly na reometrech Bohlin Gemini HR a Malvern
Instruments v konfiguraci cone-plate (kuzel o priméru 40 mm s thlem 1°) pii 37 °C
pro rozsah smykovych spadi 0,01 — 1000 s®. V druhém kroku byly naméfeny
hodnoty dynamickych modulti pruznosti V zavislosti na frekvenci v rozsahu
0,1 — 10 Hz pfti aplikovaném strainu 5%.

Vysledky

Synovialni kapalina se chova jako pseudoplastickd nenewtonska kapalina
a ma viskoelastické vlastnosti. Naméfend viskozita pfi nulovém smykovém spadu
napti¢ vzorky byla 3,4 + 2,9 Pa-s. Pfi frekvenci 0,5 Hz byl naméten elasticky modul
pruznosti 2,14 £ 1,7 Pa a viskozni modul 1,63 £ 1 Pa. Pti frekvenci 2,5 Hz byl
elasticky modul 3,55 + 2,72 Pa a viskozni modul 2,51 + 1,25. Frekvence 0,5 Hz
a 2,5 Hz odpovidaji frekvenci pohybu a béhu.

U pacientii s bilaterdlni artoplastikou byly pozorovany velké rozdily
ve viskozité a viskoelastickych vlastnostech synovidlni kapaliny odebrané z levého
a pravého kolene. Osteoartroza je tedy vice nez systémova porucha. Na reologii
synovidlni kapaliny mohou mit vliv dal$i parametry jako geometrie kloubu
nebo historie vzniku poSkozeni chrupavky.

Viskosuplementy se rovnéZ chovaji jako psudoplastické kapaliny. Nejnizsi
viskozity napii¢ celym rozsahem smykovych spaddi byla naméfena
pro viskosuplement s nizkomolekularni HA. Sitovana HA ma oproti nesitované HA
vy$si viskozitu pii smykovych spadech do 2 st. P¥i vyssich smykovych spadech ma
viskozitu niz§i. Oproti HA s nizkou molekulovou hmotnosti je viskozita pii nizkych
smykovych spadech o vice nez dva fady vyssi. Viskozita HA je tedy vyrazné zavisla
na jeji molekulové hmotnosti. U sitované HA je pokles viskozity s narlstajicim
smykovym spadem nejvyraznéjsi. Vysledky méfeni viskozit viskosuplementi lze
vidét na obr. 27.
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Obr. 27 Viskozity viskosuplementi [28]

Testované viskosuplementy vykazuji odlisné viskoelastické vlastnosti
(Obr. 28). U sitované HA jsou hodnoty elastického modulu vyssi nez visk6zniho
modulu. Latka se tedy chova jako gel. U linearni HA s vysokou molekulovou
dochazi pti 0,39 Hz ke crossover pointu. Pfi nizkych frekvencich se latka chové jako
viskozni kapalina, pfi vysSich frekvencich jako gel. HA s nizkou molekulovou
hmotnosti se chova vzdy jako viskézni kapalina. Hodnoty obou modull jsou oproti
ostatnim roztokim niz$i. Pii frekvencich 0,5 Hz a 2,5 Hz ma nejvyssi elasticky
modul sitovana HA a nejvyssi viskézni modul nesitovana HA s vysokou
molekulovou hmotnosti.

1000
[ ]
100 L] ; ; E E E : a a i Ye) (VS1:I
g 10 n [o] (o] (o] o (o] Z 3 2 ogE (VS1)
@ a &, 4 AG (VS2)
5 . a0 LA AG (VS2)
§ 1 A B A ® G (VS3)
o R A 0 G" (VS3)
. A A
0.01 + g
0.1 1 10
Freauencv (Hz)

Obr. 28 Méfeni viskoelastickych vlastnosti viskosuplementt [28]
Zavér

Reologické vlastnosti synovialni kapliny u riznych pacienti s osteartrézou
se mohou velmi liSit i vV ramci jednotlivych kloubd. Viskozita viskosuplementt
je zavisld na molekulé hmotnosti a sitovani HA. S nariistem té€chto parametrii se
rovnéZ zlepSuji viskoelastické vlastnosti a dochazi ke zméné charakteru latky
z viskozni na gelovou strukturu.
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[29] ZHANG, Z., S. BARMAN a G. F. CHRISTOPHER. The role of protein
content on the steady and oscillatory shear rheology of model synovial
fluids. Soft Matter.

Autofi se zabyvali vlivem koncentrace proteind v synovialni kapaliné na jeji
reologii. Otazkou bylo, zda proteinové agregaty ¢i interakce proteint s Kyselinou
hyaluronovou mohou ovlivnit reologické vlastnosti synovidlni kapaliny. Bylo
pouzito nékolik technik stanoveni reologickych vlastnosti u modelovych kapalin
obsahujicich albumin, y-globulin a kyselinu hyaluronovou. Timto méla byt
odstranéna chyba méfeni, kterda by mohla vzniknout adsorpci proteinti na povrchy,
a vysledky by mély byt zavislé pouze na reologickych vlastnostech daného roztoku.

Material a metody

Mgéfeni probéhly na reometru AR-G2 od firmy TA Instruments v konfiguraci
plate-plate (60 mm pramér), single gap Couette a double gap Couette. Vzorky byly
podrobeny rotaénim a oscilacnim testim pro riizné rozsahy smykovych spadi,
frekvenci pohybu a napéti. Pro Simulovani synoviadlni kapaliny byly pouzity
modelové roztoky obsahujici kombinace albuminu (10 mg/ml), vy-globulinu
(0,5 mg/ml) a kyseliny hyaluronové (3,4 mg/ml) s molekulovou hmotnosti 1,6 MDa.
Jednotlivé slozky byly rozpustény v roztoku PBS s pH 7,4.

Vysledky

Reologické vlastnosti modelové synovialni kapaliny pfi konstantnim smyku
jsou zavislé pouze na vlastnostech kyseliny hyaluronové, kterou obsahuje (Obr. 29).
Pritomnost a koncentrace proteinti albuminu a y-globulinu nemd na dynamickou
viskozitu Zadny vliv. Autofi usuzuji, ze lubricin, ktery je rovnéZ soucasti synovialni
kapaliny, by mohl mit na reologii vliv. Tento protein vSak ve studii pouzit nebyl.

B0 Model Synovial Fluid with SDS

@O Hyaluronic Acid with SDS
A Hyaluronic Acid no SDS
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Obr. 29 Vysledky méfeni viskozit kyseliny hyaluronové a modelové synovialni kapaliny [29]
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Zavér

Pokud je z vysledki odstranén vliv mezifazové reologie, ktera je zpusobena
predevsim adsorpci proteind na povrchy méficich téles, je reologie roztoku modelové
synovialni kapaliny zavisla vyhradné na vlastnostech kyseliny hyaluronové napfic¢
celym rozsahem smykového spadu, napéti a frekvence.
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4 ANALYZA, INTERPRETACE A ZHODNOCENI POZNATKU
ZISKANYCH NA ZAKLADE RESERSE

4.1 Interakce slozek synovialni kapaliny

Synovialni kapalina je komplexni roztok, jehoz hlavnimi slozkami jsou
proteiny, kyselina hyaluronovd, fosfolipidy, atd. Tyto slozky se samostatné
a v kombinaci s dalsimi slozkami synovialni kapaliny podili na mazani kloubni
chrupavky v zavislosti na aktualnich podminkach a reZimu mazani v kontaktu.

Protein albumin, diky své hydrofilni povaze, adsorbuje na povrch chrupavky
velmi obtizn€. Adsorbovany film byva relativné tenky a pouze lokalné rozmistény
[14]. Oproti albuminu vykazuje y-globulin vysoce hydrofobni chovani. Na povrchu
chrupavky vytvaii rovnomérny a stabilni mazaci film [14]. Tato vrstva chrani povrch
chrupavky a za podminek mezného mazani zabraiiuje poSkozeni kolagenové
struktury chrupavky. Diky této vrstvé je tfeni v kontaktu po rehydrataci chrupavky
niz8i ale po uraZeni del$i kluzné dréhy, kdy dochézi k pfechodu do mezného mazani,
zpusobuje tato vrstva vyssi tfeni v kontaktu. Adsorbovany y-globulin ma tendenci
reagovat i S povrchem druhé chrupavky. V kontaktu tedy dochazi k né¢emu,
co vzdalen¢ pripomina adhezi. Pfetrhavani vazeb pak vede k narustu tfeni. Vzhledem
K rozdilim v adsorpci proteint a diive popsanému mechanismu vykazuje ¢isty roztok
y-globulinu vyssi tfeni, nez Cisty albuminovy roztok [18,23].

Pfi smichani proteini vede pfitomnosti albuminu v roztoku k omezeni
adsorp¢nich vlastnosti y-globulinu. Albumin je schopny adsorbovat, na rozdil
od povrchu chrupavky, na vrstvu y-globulinu vyrazné Iépe. Pii vysoké koncentraci
ma tendenci 1 molekuly vy-globulinu nahrazovat [16]. Albuminova vrstva
ma ale nizkou smykovou odolnost a muze dochazet k desorpci. Tyto vysledky
podporuje i studie [14], kde byla pozorovana vyraznéjsi adsorpce albuminu z roztoku
obou proteind oproti ¢istému roztoku. U studie [16] byla naopak pozorovana vyssi
adsorpce y-globulinu z ¢istého roztoku. Vzhledem Kk tomu, ze albumin omezuje
adsorpci y-globulinu a tvofi vrstvu s nizkou smykovou odolnosti, je vytvofeni
zakladni y-globulinové vrstvy klicové pro stabilitu adsorbovaného filmu. Stabilita
vrstvy je pak zavisld na poméru proteinii v roztoku. U stabilniho filmu lze sledovat
rovnomérnou strukturu [14] a pocet ¢astic y-globulinu vyrazné vyssi oproti albuminu
[16]. Pfti vysokém obsahu albuminu lze pozorovat separované adsorbaty.

Ptimichani HA a fosfolipid do zakladniho roztoku (PBS, solny roztok) rovnéz
zpuisobi pokles tfeni. Ve studii [9] nebylo snizeni tfeni na koncentraci HA zévislé,
kdezto u studie [15] byl pokles na koncentraci zavisly. Tento rozdil muze byt
do urcité miry zplisobeny odliSnym zdkladnim roztokem. Snizeni tfeni u HA rovnéz
zavisi na jeji molekulové hmotnosti. Ve studii [20] bylo u HA s molekulovou
hmotnosti 5 MDa tieni vyrazné nizsi oproti HA s molekulovou hmotnosti 10 kDa.
Pozorovani struktury chrupavky pomoci fluorescenéni mikroskopie ukézalo,
ze kyselina hyaluronova pronikéd skrz strukturu chrupavky a soustiedi se v okoli
chondrocytl. Zde pravdépodobné stimuluje chondrocyty k syntéze nové HA.
U fosfolipidi byla ve studiich [9,15] pozorovana zéavislost koncentrace na snizeni
tteni. Pokud se ob¢ slozky smichaly, byla reakce z hlediska tfeni synergicka
a hodnoty soucinitele byly jesté niz§i. Hodnoty vSak byly oproti synovialni kapaliné
vys8i a vyrazné se snizil vliv molekulové hmotnosti HA [20].

4.1
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Pii smichani HA a proteind je patrny rozdil mezi albuminem a y-globulinem.
Pti interakci albuminu a HA dochazi, diky zaporné nabitym molekuldm obou latek,
K jejich vzajemnému odpuzovani. Tim dochéazi k naruSeni adsorpce [21] latek
a interakce je tedy z hlediska tfeni neptizniva [16]. Naruseni adsorpce je tak vyrazné,
ze vysledny roztok vykazuje tfeni velmi podobné Cistému solnému roztoku [21].
Pii pozorovani kontaktu fluorescencni mikroskopii byly pozorovany pouze velmi
malé lokalizované castice. Naproti tomu reakce HA s y-globulinem je pro tfeni
chrupavky prospésna. HA tvofi s y-globulinem komplexni struktury [16]. Lepsi
tvorba gelové vrstvy na povrchu chrupavky zplsobuje vyrazné snizeni tieni
v kontaktu oproti roztoku HA a albuminu. Tento jev byl potvrzen i studii [21], kdy
byla s pomoci fluorescenéni mikroskopie pozorovana tvorba uniformniho filmu
napfi¢ celou kontaktni oblasti.
Pfimichani albuminu a y-globulinu k fosfolipidim rovnéz snizuje tfeni [23].
K dal$imu snizeni tfeni dojde, pokud se do roztoku piidd HA a dojde ke smichani
vSech ¢tyf zakladnich slozek synovidlni kapaliny. Komplexni Synovialni kapalina
[15, 17,23]. Pokud se vSak k HA a fosfolipidim pifimichd pouze jeden protein,
dochazi k nardstu teni.

4.2 Osteoartriticka chrupavky

Pfi osteoartroze dochéazi ke zméndm ve struktuie chrupavky a méni se 1 slozeni
synovialni kapaliny v zavislosti na stadiu osteoartrézy. Tyto zmény pak mohou mit
méné ¢i vice vyrazny vliv na tfeni Vv Kloubu. V prvotnich fazich dochazi
K postupnému rozruseni gelové vrstvy na povrchu chrupavky. Odstranéni této vrstvy
vedlo ve studii [18] k nartstu tfeni y-globulinu po rehydrataci ale tfeni na konci testu
bylo nizsi. Tento jev byl zplisobeny nizs§i adsorpci proteinu na povrch chrupavky.
Vzhledem Kk niz§imu mnozstvi adsorbovaného proteinu nebyly adhezni sily
v kontaktu tak vyrazné. Niz§i adsorpci si lze vysvétlit vysledky z Clanku [21],
kde bylo pomoci fluorescenéni mikroskopie pozorovano, Ze u chrupavky
s rozruSenou gelovou vrstvou ma y-globulin tendenci adsorbovat spise na zbytky této
vrstvy, nez na odhalenou kolagenovou strukturu. Gelova vrstva je totiz z velké Casti
tvofena HA a fosfolipidy a y-globulin ma tendenci se na HA vazat. Naopak albumin
adsorboval spise v oblastech, kde jiz doSlo k odhaleni kolagenovych vlaken.
To muiZze byt zptisobeno jeho odpuzovanim s molekulami HA.

Vysledky studie [17] ukazuji, Ze ani lehké poskozeni kolagenovych vladken
nemusi vést k vyraznému narlstu tfeni. Zavislost stupné poskozeni na tfeni byla
pozorovana ve studii [22], kde bylo ale poskozeni, diky ryhovani povrchu, vyrazné
1 u nejméné poskozen¢ho vzorku. Dalsi studie [24], kterd pracovala s hodné
poskozenou chrupavkou, ukéazala, ze HA a y-globulin jsou schopny sniZovat tfeni
I za vyrazné zhorSenych podminek s tim, Ze pokles tfeni u y-globulinu byl zavisly
na jeho koncentraci, kdeZzto u HA nebyl. Testy probihaly na rlizné¢ poSkozenych
chrupavkach ale korelace mezi drsnosti povrchu a tfenim nalezena nebyla.

4.3 Reologie

Synoviélni kapalina se chovéa jako nenewtonskéd kapalina. Autofi ¢lanku [29]
potvrdili, Ze proteiny albumin a y-globulin nemaji na reologii synovidlni kapaliny
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zadny vliv. Primérni sloZzkou ovliviiujici reologické vlastnosti synovialni kapaliny
se zda byt kyselina hyaluronova. Podle autorti ¢lanku muze mit na reologii vliv
i lubricin znamy téz pod nazvem proteoglykan 4 (PRG4). Tento fosfolipid vSak
soucCasti experimenti nebyl. Pseudoplastické chovani kyseliny hyaluronové
je zpusobeno napiimenim linearnich fetézct tvoricich molekuly a jejich orientaci
ve sméru proudéni kapaliny.

Pti osteoartr6ze dochazi ke zhorSovani reologickych vlastnosti synovialni
kapaliny, které je zpusobeno snizovanim koncentrace a molekulové hmotnosti
endogenni HA. Reologické vlastnosti osteoartritické synovialni kapaliny vykazuji
velky rozptyl. Viskozita analyzovanych synovidlnich kapalin v ¢lanku [26] se
pii stejnych podminkach pohybovala v rozsahu 3 fada. Byl zaznamenan i vyrazny
rozdil mezi synovialni kapalinou z pravého a levého kolene u pacientl s bilateralni
artrozou. Slozeni a vlastnosti synovialni kapaliny se tedy odviji od konkrétni situace
v daném kloubu jako napftiklad od stupné poskozeni artrézou.

Viskosuplementy s vyssi molekulovou hmotnosti a koncentraci HA vykazuji
vys$si viskozitu a lepsi viskoelastické vlastnosti [25]. Rovnéz jsou patrné vyrazné
rozdily v reologickych vlastnostech mezi linearni a sitovanou HA [26].
U nizkomolekularni HA lze pti nizkych spadech pozorovat viskozitni plato.
U vysokomolekularni HA je vyrazngj§i mira poklesu viskozity a nenewtonské
chovani se projevuje v celém méfeném rozsahu smykového spadu.
U nizkomolekularni linearni HA je elasticky modul pruznosti vy$si neZ viskozni.
U vysokomolekularni linearni HA dochazi pii urcité frekvenci k tzv. crossover
pointu, kdy zac¢nou hodnoty elastického modulu pfevySovat hodnoty viskézniho
modulu pruznosti a latka tim méni svij charakter. U sitované HA prevySuji hodnoty
elastického modulu v celém rozsahu méfeného smykového spadu a viskosuplement
se chova jako tuhy gel.

Smichéani synovialni kapaliny a exogenni kyseliny hyaluronové zptisobi nartst
viskozity a zlepSeni viskoelastickych vlastnosti s tim, Ze charakter roztoku je vyrazné
zavisly na druhu HA, kterou viskosuplement obsahuje. U nizkomolekularni HA
K narstu viskozity téméf nedojde [27]. Vysokomolekularni linedrni HA zpusobi
nariist viskozity o jeden tad, sitovana HA o dva tady. Pii vysokych hodnotich
smykového spadu se rozdily ve viskozitach zmensuji a vliv viskosuplementu
na chovani synovialni kapaliny se snizuje. Pfimichani nizkomolekularni HA [28]
zvysi pouze viskozni modul pruznosti. Tento typ tedy z hlediska vylepSovani
viskoelastickych vlastnosti pfiliS§ vhodny neni. Diky vy$Simu elastickému modulu
je synovidlni kapalina schopna ptendSet vyssi podil zatizeni aplikovaného
na chrupavku. Rovnéz zaruCuje lep$i pohlcovani razového zatizeni.
Vysokomolekularni HA zvySi oba moduly pruznosti a u vysledného roztoku lze
rovnéz nameéfit crossover point. Oproti Cisté HA nastava crossover point pii vyssi
frekvenci pohybu. Nastava tak situace, ze pfi bézné chlzi se synovialni kapalina
chova jako viskézni kapalina, kdeZto pfi béhu jako tuhy gel. Sitovand HA zvysi
hodnoty obou dynamickych moduld pruznosti o dva fady s tim, ze elasticky modul
je vzdy vyssi.

Na zéakladé provedené kritické reSerSe lze konstatovat, ze doposud nebyly
publikovany studie, které by se vénovaly vlivem slozeni synovialni kapaliny, jako
komplexniho roztoku, na tfeni. Chybi studie, které¢ by mapovaly vliv koncentrace
jednotlivych slozek na chovani komplexni synovidlni kapaliny popft. ¢lanky, které
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by mapovaly zmény ve tieni u fyziologické a osteoartritické synovialni kapaliny.
Vétsina ¢lankt mapuje tieni pouze u roztokli obsahujici jednotlivé slozky synovidlni
kapaliny. Vyjimkou jsou studie [15,23], kde mazaci roztoky obsahovaly tii a vice
slozek synovialni kapaliny. Testovani tribologickych vlastnosti viskosuplementt
je rovnéz pomérné neprobadanou oblasti. Jedinou publikaci, kterd se zabyva touto
problematikou, je ¢lanek [19], kde se vSak pouze porovnavalo tfeni u riznych typi
1éCiv. Viskosuplementy jsou zde zastoupeny Hyalganem a Synviscem s tim, ze niz§i
tieni vykazuje Hyalgan, coz autofi pfipisuji jeho nizsi viskozité. Studie mapuyjici vliv
viskosuplementd na tfeni v kontaktu chrupavka-chrupavka nebo chrupavka-sklo,
ktery by byl mazany osteoartritickou synovialni kapalinou, doposud publikovany
nebyly. Ptitom studie zabyvajici se reologii této problematiky jiz publikovany byly.
Ztéchto studii lze vycist, ze viskosuplementace zvySuje viskozitu a zlepSuje
viskoelastické vlastnosti synovidlni kapaliny. Hlavni parametry, které maji na tyto
zlepseni vliv, jsou koncentrace a molekulovd hmotnost kyseliny hyaluronové
obsazené ve viskosuplementu.
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5 VYMEZENi CiLE DISERTACNI PRACE A NAVRH ZPUSOBU
JEJIHO RESENI

5.1 Vymezeni cile prace

Disertacni prace se zabyva studiem tribologickych déji probihajicich
Vv lidskych synovialnich kloubech postizenych osteoartrézou po viskosuplementaci.
Cilem prace je analyza vlivu koncentrace a molekulové hmotnosti kyseliny
hyaluronové, dodané do kloubu béhem viskosuplementace, na tieni v kontaktu
Vv zavislosti na slozeni synovialni kapaliny.

Pro uspésné splnéni cile disertacni prace je potieba splnit nékolik dil¢ich cili:

e Navrhnout metodiku pro odbér a uchovavani vzorkt chrupavek.

e Pomoci proteinovych roztokd a modelovych synovialnich kapalin posoudit
vliv jednotlivych slozek synovialni kapaliny na tieni v kontaktu.

e Provést sérii experimentd sroztoky synovialni kapaliny a kyseliny
hyaluronové s cilem objasnit vliv koncentrace a molekulové hmotnosti
exogenni kyseliny hyaluronové na zmény v tfeni po viskosuplementaci.

e Provést sérii experimentd s roztoky synovidlni kapaliny a komerénich
viskosuplementli s cilem porovnat jejich efektivitu pifi snizovani tieni
a porovnat vysledky s Cistou kyselinou hyaluronovou o stejné molekulové
hmotnosti a koncentraci.

e Analyzovat viskozity a viskoelastické vlastnosti synoviadlnich kapalin,
roztoki kyseliny hyaluronové, komerénich viskosuplementt a jejich roztoka.

e Vyhodnotit experimenty, porovnat vysledky reologie a tfeni a ziskané
poznatky zobecnit na situaci v realném klobu.

5.2 Védecka otazka a pracovni hypotéza
Védecka otazka

,Jaky je vliv koncentrace a molekulové hmotnosti exogenni Kkyseliny
hyaluronové, dodané do kloubniho pouzdra béhem viskosuplementace, na treni
kloubni chrupavky? “

Pracovni hypotéza

., Viskosuplementy se sitovanou  kyselinou  hyaluronovou  avysokou
molekulovou hmotnosti zpiisobi vyraznéjsi pokles soucinitele tireni v kontaktu oproti
viskosuplementum S linearni  kyselinou hyalunorovou s nizkou molekulovou
hmotnosti.

Clanky v reSer$ni ¢asti prace ukazuji, ze piidani HA do zakladniho roztoku
[9, 22, 30] nebo napt. do roztoku fosfolipidi [9, 23] zplisobuje pokles tfeni. Otazkou

5
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je, jak dale vyvoj soucinitele tfeni ovlivni piitomnost proteinti v mazacim roztoku
a jejich reakce s exogenni HA. Zakladni piedstavu muze dat ¢lanek od Murakamiho
a kol. [23], kde se ukazuje, Zze pfidani albuminu do roztoku HA a DPPC zpuisobi
u zdravé i poskozené chrupavky narust tieni, kdezto pfidani y-globulinu do stejného
zakladniho roztoku zpusobi pokles tfeni u obou typa chrupavky. Pokud jsou
Vv roztoku piitomny oba proteiny, byva hodnota soucinitel tfeni jesté nizsi.

V zadném clanku nebyla provedena studie zabyvajici se vlivem molekulové
hmotnosti a sitovanim HA na tfeni a mazéani. Pfitom z ¢lanki zabyvajici se reologii
HA [26,28] vyplyva, ze HA s vysokou molekulovou hmotnosti ma oproti HA
S nizkou molekulovou hmotnosti vyssi viskozitu a lepsi viskoelastické vlastnosti.
Pokud je HA navic sitovana, jsou reologické vlastnosti vyrazn¢ lepsi. Pokud bychom
vychazely z teorii platnych v klasické tribologii, mél by narast viskozity maziva vést
K vy$$im hodnotam soucinitele tfeni pii smiSeném mazani. Diky formovani gelové
vrstvy vSak 1ze v mezném rezimu mazani o¢ekavat niz$i tieni [18,21].

5.3 Navrh zpusobu FeSeni

Na zaklad¢ vyty€enych cili a vyslovené védecké otazky bude feSeni disertacni
prace rozdéleno do tii zakladnich etap — pfipravnd faze, experimentalni c¢ast
a vyhodnoceni a analyza dat. V kazdé ¢asti bude potieba zvladnout nékolik dilé¢ich
ukoll. Pfredbézné schéma disertacni prace lze vidét na obr. 30.

SR - 000
Metodika odbéru ) 5o
a uchovavani V“.\{ slpzenl .
vzorkl chrupavek synowalnlv ka'palmy e
— na treni Zpracovani dat v
~— softwaru Matlab,
Konstrukéni ) zavislost soucinitele
Uprava Viiv tfeni na kluzné draze Viiv
experimentalniho viskosuplementace \ viskosuplementace
zafizeni na tfeni na tfeni a reologii v
~———— \ J zavislosti na slozeni
MY (" Viskozitni kiivky a ) synovialni kapaliny
Mé&fent viskoelastické a vikosuplementy
reologickych vlastnosti v zavislosti —
vlastnosti maziv na frekvenci a
— \_ amplitudé )

Obr. 30 Schéma feseni diserta¢ni prace
5.3.1 Pripravna ¢ast

Pted zapocetim experimentll bude potifeba navrhnout metodiku pro odbér
a uchovavani vzorki chrupavek a provést konstrukéni upravy na tribometru Bruker
UMT TriboLab, na kterém budou probihat experimenty mapujici vyvoj tieni
v kontaktu chrupavka-sklo.

V rdmci ndvrhu metodiky bude v prvni fazi potfeba navrhnout vhodnou
nahradu lidské chrupavky pro méfeni tfeni. Moznymi nahradami jsou bud'to zvifeci
chrupavka nebo hydrogel. Pravdépodobnéjsi variantou vSak bude zvifeci chrupavka.
Na zéklad¢ reSerSe bude vytipovano vhodné zviie a kloub pro odbér vzorku.
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Nejcastéjsi typy nahrad jsou chrupavky z hovéziho kolene [2,22], hovéziho femuru
[30,31] ¢i praseCiho kolene [23]. Vzorky chrupavky budou z kloubu odebirany
1 se subchondalni tkani. Nastroj pro odbér musi byt zvolen tak, aby nedochazelo
k mechanickému ani tepelnému poskozeni chrupavky. Jako vhodny nastroj se jevi
duta fréza od spolec¢nosti Medin a.s., ktera je pfimo urcena pro vrtani do kosti béhem
ortopedickych zakrokl. Odebrané vzorky bude potieba dlouhodobéji uchovéavat.
Z analyzy reSerSe [2,4,17,22] vychazi jako vhodné pifechovavaci médium roztok
PBS. Chrupavka, jakozto biologicka tkan, bude pomémé rychle degradovat. Proto
bude nutné tuto bunécnou degradaci vyrazné zpomalit zchlazenim nebo zamrazenim
vzorkl. Otadzkou je, jak teplota a doba skladovani ovlivni mechanické vlastnosti
chrupavky. Proto budou u takto skladovanych vzorki provadény po urcitych
Casovych intervalech testy tfeni a vysledky budou porovnavany s vysledky
pro cCerstvé odebrany vzorek. Na zdklad¢ vysledkii budou vytipovany vhodné
podminky pro uchovavani vzorkti a doba, po kterou Ize vzorky skladovat.

Podstatna ¢ast experimenta v experimentalni ¢asti bude probihat na komerénim
tribometru Bruker UMT TriboLab v konfiguraci pin-on-plate. Pied zapocetim
experimentll bude potifeba vyrobit do =zatéZzného mechanismu stroje drzak
na valcovity vzorek chrupavky a dale vanu, do které se upevni tfeci protikus
o rozmérech 70 x 35 x 4 mm a vana se zaplni mazivem. Pro pfiblizeni experimentt
realnym podminkédm bude potfeba mazivo vyhiivat na 37 °C.

5.3.2 Experimentalni ¢ast

Experimentalni ¢ast bude rozdélena na tfi soub&zné vétve. Prvni bude
zam&fena na experimenty mapujici vliv sloZzeni synovialni kapaliny na tfeni
v kontaktu chrupavka-sklo. Druha ¢ast se bude zabyvat vlivem viskosuplementace
na tfeni v kontaktu chrupavka-sklo a posledni ¢ast se bude zabyvat reologickymi
vlastnostmi maziv pouzivanych béhem experimenti mapujicich tfeni v kontaktu.

V prvni ¢asti bude analyzovan vliv sloZeni synovidlni kapaliny na tfeni
v kontaktu chrupavka-sklo. K experimentim bude vyuZzit univerzalni tribometr
Bruker UMT Tribolab (Obr. 31) v konfiguraci pin-on-plate. Toto zafizeni umoznuje
v dané konfiguraci spolu s navrzenymi moduly recipro¢ni pohyb pfi zatizeni az 50 N
pf1 maximalni rychlosti 15 mm/s a délce drahy 25 mm.

IO ]
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Jako vychozi mazivo poslouzi fyziologicka a osteoartritickda synovialni
kapalina. Slozeni téchto kapalin bylo stanoveno diky spolupraci s FN Olomouc.
Na zakladé koncentrace jednotlivych slozek v modelové synovialni kapalin€é budou
michany roztoky obsahujici jednotlivé slozky v riznych kombinacich. Slozeni
modelovych kapalin je uvedeno v tab. 1. Cilem faze je analyzovat rozdily v chovani
mezi fyziologickou a osteoartritickou synovialni kapalinou a vliv jednotlivych slozek
a jejich reakci na tieni v kontaktu.

Tab. 1 SloZeni modelovych synovialnich kapalin

Albumin  y-globulin Kyselina £ ctotipidy
(mg/ml)  (mg/mly  aluronovd
(mg/ml)
Fyziologickd SK 20 3,6 2,5 0,15
Osteoartriticka SK 24,9 6,1 1,49 0,34

V druhé casti bude analyzovan vliv viskosuplementace na tfeni v kontaktu.
Bude vyuzito stejného experimentdlniho zafizeni a podminek jako v prvni fazi.
Osteoartriticka synovialni kapalina bude michani v poméru 1:1 s roztoky nativni HA
S riznou molekulovou hmotnosti a koncentraci a komerénimi viskosuplementy
(Tab. 2). Cilem faze bude analyzovat vliv molekulové hmotnosti a koncentrace HA
na tfeni v kontaktu a analyzovat rozdily v tfeni u jednotlivych komer¢nich ptipravki.

Tab. 2 Prehled viskosuplementt

Viskosuplement I;(K"(:;nglrsﬁ(; MOIekﬁf‘Eékgg;Otht
ERECTUS 12 1100
GENVISC GOLD 16 1800
HYALGAN 20 500 - 730
MONOVISC 22 1000 -2 900
OPTIVISC SINGLE 30 3000
OSTENIL PLUS 20 1600
SYNVISC ONE 8 6 000

Ve treti ¢asti se budou analyzovat reologické vlastnosti synovialnich kapalin,
roztokli nativni kyseliny hyaluronové a viskosuplementii ¢i jejich kombinaci.
Vzhledem k nevybavenosti a omezenym znalostem na feSitelském pracovisti bude
tato Cast feSena ve spolupraci s divizi Tkanového inzenyrstvi firmy Contipro a.s.
U roztokii nativni kyseliny hyaluronové a u viskosuplementi budou méieny
viskozitni kiivky a viskoelastické vlastnosti, tzn. zavislost viskézniho a elastického
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modulu pruZnosti na frekvenci popt. amplitudé oscilaéniho pohybu. Cast roztoktt HA
a viskosuplementt bude rovnéz michana s modelovou synovialni kapalinou a méfeni
budou opakovana. Pro méfeni bude vyuzito reometri TA Instruments (Obr. 32)
AR-G2 a Discovery HR-3. Jedna se o modularni reometry, které mohou méfit
v n¢kolika konfiguracich. Pro nase testy bude vyuzito konfigurace cone-plate popft.
plate-plate. Experimenty budou probihat pti teplot¢ 37 °C nebot’ teplota je jeden
Z klicovych parametra ovliviiujicich viskozitu. Viskozitni kiivky budou méfeny pro
rozsah smykovych spadu 0,01 — 5000 s. Viskoelastické vlastnosti budou méfeny
v zavislosti na frekvenci oscilaéniho pohybu v rozsahu 0,05 — 5 Hz pti aplikovaném
strainu 5 % a v zavislosti na amplitud¢ oscilacniho pohybu v rozsahu 0,001 — 1,5 rad
pii frekvenci oscilacniho pohybu 1 Hz.

Obr. 32 Reometry TA Instruments Discovery HR-3 a AR-G2
5.3.3 Zpracovani a analyza dat

Zpracovani dat z testd tfeni prob&éhne v softwaru Matlab. Z hodnot normalové
a treci sily, ziskanych béhem méfeni na Brukeru, bude vyhodnocovéan soucinitel
tieni v zavislosti na ¢ase popf. kluzné draze. Vzhledem K recipro¢nimu charakteru
pohybu tribometru bude potfeba z dat odfiltrovat hodnoty soulinitele tfeni méfené
V uvratich recipro¢niho pohybu a data budou primérovana, ¢imz dojde rovnéz
ke snizeni vlivu kolisdni hodnot normélové a tieci sily. Tyto nepiesnosti mohou byt
zpusobeny nedokonalou geometrii vzorku chrupavky ¢&i Spatnym usazenim
sklenéného protikusu do nerezové vany.

Z dat namétenych na reometrech budou vyhodnocovany zavislosti viskozity
na smykovém spadu a viskézniho a elastického modulu pruznosti na frekvenci
a amplitud€ oscilaéniho pohybu. Experimenty budou vzdy provadény 3x za stejnych
podminek. Z vyslednych hodnot pak budou vypocitdvany primérné hodnoty
a smérodatné odchylky. Kromé prabéht kiivek budou vyhodnocovany i nekteré dalsi
hodnoty sledovanych veli¢in. Dulezitd bude analyza viskozniho a elastického
modulu pruznosti pfi 0,5 Hz a 2,5 Hz, cozZ jsou frekvence, které odpovidaji chiizi
a behu. Dalsi dilezitou hodnotou bude frekvence, pii které dochazi k tzv, crossover
pointu. Vtomto bod¢ se protinaji kiivky viskozniho a elastického modulu

5.3.3
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a Vpodstat¢ se méni charakter latky z viskézni na gelovou strukturu. Z pribéht
hodnot viskozit bude vyhodnocovan tzv. viskozitni spad, ktery je charakterizovan
jako pomér hodnot viskozity pti urcité¢ vysoké a nizké hodnoté¢ smykového spadu.
Toto cislo pak charakterizuje miru poklesu viskozity v zévislosti na smykovém
spadu, resp. jak moc nenewtonsky se kapalina chova.

Data z méfeni tfeni a reologickych vlastnosti budou porovndvana s cilem
pochopeni déja, ke kterym v kloubu pii viskosuplementace dochazi a nalezeni
korelace mezi reologickymi vlastnostmi viskosuplementd a jejich efektivitou
pfi sniZzovani tfeni v Kloubu.
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6 SOUCASNY STAV RESENI DISETACNI PRACE

6.1 Metodika odbéru a skladovani vzorkii chrupavek

Pro splnéni cili disertacni prace bylo v prvni fadé potieba navrhnout
a experimentalné ovéfit metodiku pro extrahovani a uchovavani vzorka chrupavek.
Bylo nutné navrhnout nastroje pro vyrobu pinti z chrupavky i se subchondralni tkani
tak, aby nedoslo k mechanickému poskozeni nebo degradaci chrupavky vlivem tepla.
Jako nahrada lidské chrupavky byla zvolena prase¢i chrupavka. Kvuli svému
kulovitému tvaru pak byly vzorky odebirany z kycelnich hlavic. Prase¢i femury byly
vzdy v den porazky piivezeny z mistnich jatek a pomoci duté frézy byly odebrany
vzorky o priméru 5,6 mm a vySce 1 cm. Z reserSe se ukazalo jako vhodné skladovaci
medium roztok PBS. Extrahované vzorky tedy byly uchovavany v tomto roztoku
rizné¢ dlouhou dobu budto vlednici nebo v mrazéku. Postupné pak
na vzorcich byly provadény méfeni tfeni a vysledky porovnavany s vysledkem
cerstve extrahovaného pinu.

Porovnavaci méteni probihaly na zatizeni MTM v konfiguraci pin-on-disc
pii aplikovaném zatizeni 5 N a kluzné rychlosti 10 mm/s. Vysledky (Obr. 33)
ukézaly, Ze skladovani vzorkl v lednici pii 4 °C vede uz po pomérné kratké dobé
(2 dny) kdegradaci kloubni chrupavky, coz je projevilo na nardstu hodnot
soulinitele tfeni oproti méteni s Cerstvym pinem. Naopak skladovéani pinli v mrazéku
pfi -20 °C nemélo na vysledky experimentii zasadni vliv a proto skladovani pini
v roztoku PBS pfi -20 °C bude vyuzivano i béhem dalSich etap feSeni disertacni
prace.

06

Soucinitel tFeni {-)

0 50 100 150 200 250 300
Cas [s)
eNovww @2dny vlednid Gdndvlednid e6dnimrazék e 12 dni mrazak

. avislost soudinitele tfeni na ¢asu u ruzné skladovanych vzorku chrupavek
Obr. 33 Zavislost tele t klad yel ki chrupavel

()]
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6.2 Uvodni méfeni mapujici vliv proteinovych roztoki a HA na tfeni

Pro Gvodni experimenty s proteinovymi roztoky a HA jiz bylo vyuzito
tribometru Bruker UMT TriboLab v konfiguraci pin-on-plate, kdy vzorky chrupavky
konaji recipro¢ni pohyb po sklenéné desce (optické sklo B270). Pfed samotnymi
experimenty vSak bylo nutné navrhnout drzdk pro upevnéni vzorku chrupavky
do zatézného mechanismu stroje a vyhfivanou vanu na mazivo, do které se upevni
sklenéna deska. Schéma méficiho zatizeni Ize vidét na obr. 34.

Reciprocating motion

+—>
I

Pin holder

Optical glass
Cartilage pin

Lubricant
ubrican Rubber

T of / / /
— 1 ;/* : Stainless steel
ST, g SN ST SN o, o L—  chamber

—_—

........ —_— LHeating cartridge

Obr. 34 Schéma méficiho zafizeni

Recipro¢ni testy probehly pii zatizeni 5 N (odpovidd kontaktnimu tlaku
1 MPa), smykové rychlosti 10 mm/s a draze pohybu 20 mm. Experimenty prob&hly
pfi teploté¢ 37 °C, kdy byla nerezova vana s mazivem vyhfivana pomoci topnych
patron.

Jako mazivo slouZily roztoky PBS obsahujici proteiny albumin (24,9 mg/ml)
a vy-globulin (6,1 mg/ml) ¢i jejich kombinaci. Koncentrace proteinii vychazi
z osteoartritické modelové synovidlni kapaliny. Tyto roztoky byly v druhé fazi
smichany v poméru 1:1 s roztokem HA o koncentraci 10 mg/ml. Tato koncentrace
byla zvolena na zadklad¢ analyzy komercnich viskosuplementii. Cilem méfeni bylo
analyzovat vliv jednotlivych proteind na tfeni a jejich reakci s viskouplementem
(HA).

Vysledky méfeni s proteinovymi roztoky Ize vidét na obr. 35. Roztok
y-globulinu vykazuje niZsi tfeni i navzdory niz$i koncentraci v roztoku. Pocate¢ni
hodnota soucinitele tfeni je 0,04, coZ je mén€ nez polovicni hodnota oproti
vysledkiim méfeni s albuminem. Na konci méfeni je tento trend velmi podobny.
Hodnoty soucinitel tfeni jsou 0,14 pro albumin a 0,28 pro y-globulin. y-globulin
vykazuje vyrazné hydrofobni chovani a z roztoku adsorbuje na povrch chrupavky
celkem snadno. Vazby mezi proteinem a zakladnim télesem jsou navic pomérné
silné, tudiz nedochézi témét k zddné desorpci. Albumin ma piesné opacné vlastnosti,
vyznaCuje se hydrofilnimi vlastnostmi. Na povrchu chrupavky vytvafi vrstvy
s nizkou smykovou odolnosti a pomérné snadno muze dochazet k jeho desorpci.
Pti adsorpci obou proteintt ze spolecného roztoku dochézi na povrchu chrupavky
nejdiive k vytvofeni tenké vrstvy y-globulinu. Hodnoty soucinitel tfeni jsou tedy
na pocatku experimentu velmi podobné roztoku y-globulinu. Na vrstvu y-globulinu
adsorbuje albumin, coz se ve vysledcich projevilo riistem hodnot soucinitele tieni.
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Obr. 35 Zavislost soucinitele tfeni na ¢ase u proteinovych roztoka

Na obr. 36 jsou vidét vysledky méfeni s proteinovymi roztoky smichanymi
s HA. Nejvyssi hodnoty soucinitele tieni jsou obdrzeny pro roztok y-globulinu.
Hodnoty tfeni jsou dokonce vy$$i nez u jednoduchého proteinového roztoku.
Naopak u albuminu doslo k vyraznému poklesu tfeni, kdy hodnota soucinitele tfeni
po 300 s testu poklesla z 0,3 na 0,15. Reakce téchto dvou latek je tedy z hlediska
tteni chrupavky synergicka. U roztoku obou proteind neni pokles tieni tak vyrazny
jako u albuminu. Tento efekt je pravdépodobné zapii¢inén y-globulinem
a jeho reakci s HA.

Vysledky této ¢asti méteni byly v kvétnu 2018 prezentovany na konferenci
24th International Conference Engineering Mechics 2018 ve Svratce [32].

0.3 ~— Albumin + HA
=—Globulin + HA

e
n
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=
o

0.05 /
0 L L . . L
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Obr. 36 Zavislost souéinitele tieni na ¢ase u roztokl proteinti a HA
6.3 Analyza reologie maziv

V ramci feSeni disertatni prace byla absolvovana 4 tydenni staz ve firmé
Contipro a.s., se kterou nase vyzkumnd skupina v soucasné dob¢é navazuje
dlouhodobou spolupraci. Cilem staze byla analyza reologickych vlastnosti roztoki
nativni kyseliny hyaluronové a komer¢nich viskosuplement pied a po smichani
s modelovou synovialni kapalinou. Tato modelova kapalina svym slozenim odpovida
osteoartritické synovialni kapalin¢. Byly naméteny viskozitni kiivky a viskoelastické
vlastnosti celkem 7 roztok nativni kyseliny hyaluronové s molekulou hmotnosti

6.3
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vrozsahu 77 — 2 010 kDa a s riznymi koncentracemi. Na zakladé prizkumu trhu
bylo vytipovano 7 komer¢nich viskosuplementi tak, aby bylo molekulovou
hmotnosti a koncentraci obsazené HA pokryto celé spektrum trhu. U téchto
viskosuplementi rovnéz probéhla analyza viskozit a viskoelastickych vlastnosti.
Na zédklad¢ téchto meéfeni bylo vytipovano nékolik roztokti nativni HA
a viskosuplementti, které byly v dal§i fazi experimenti smichany v poméru 1:1
s modelovou synovialni kapalinou a méfeni byly zopakovany.

Na obr. 37 Ize vidét vysledky méteni viskozitnich kfivek komeréné dostupnych
viskosuplementii. VSechny preparaty se vyznacuji pseudoplastickym chovéanim
a podle wvysledkii v grafu je Ize v zdsadé rozdélit do 3 skupin
na viskosuplementy s vysokou, stfedni a nizkou viskozitou. Do prvni skupiny patii
Synvisc (viskozita pii 1 st — 36,6 + 22 Pas), Optivisc (viskozita
pfi 1 s —102,5 = 3,1 Pa-s) a Ostenil (viskozita pfi 1 s — 45 £ 0,9 Pa-s). Do druhé
skupiny patii Monovisc (viskozita pii 1 s — 1 + 0,08 Pa-s) a Erectus (viskozita
pii 1 st — 1,5 +£ 0,15 Pa's). Do tfeti skupiny patii Hyalgan (viskozita
pii 151 —0,07 £ 0,002 Pa-s) a Genvisc (viskozita pfi 1 s — 0,05 = 0,0003 Pa-s).

1000
100 ) assaassishanaain
—B— Erectus
w 10
15-3, —B— Genvisc
Z 1 Hyalgan
3
3 —B— Monovisc
> 01 L
Optivisc
0,01 —&— Ostenil
—A— Synvisc
0,001
0,01 0,1 1 10 100 1000 10000
Shear rate (1/s)

Obr. 37 Viskozitni kiivky komeréné dostupnych viskosuplementti

Na obr. 38 jsou uvedeny vysledky meéfeni viskoelastickych vlastnosti
komer¢nich viskosuplementd. Oproti méfeni viskozit zde chybi vysledky méteni
pro Genvisc a Hyalgan. U téchto viskosuplementli se viskoelastické vlastnosti
nepodafilo naméfit (zaporny elasticky modul pruznosti). Ve vysledcich Ize napfic¢
viskosuplementy nalézt vSechny tii mozné ptipady vysledkl, které mohou nastat.
Vyskytuji se zde viskosuplementy, které maji v celém rozsahu frekvence pohybu
viskozni modul vyss§i nez elasticky — Monovisc a Erectus. Na druhou stranu je tu
Synvisc, ktery ma elasticky modul vzdy vyssi nez viskozni. Za vSech podminek si
tedy udrzuje charakter tuhého gelu. Poslednim pfipadem jsou viskosuplementy,
u kterych dochazi ke crossover pointu — Optivisc a Ostenil. U Optiviscu nastava
crossover point pii 0,27 £ 0,013 Hz a moduly maji hodnotu 134,24 + 6,63 Pa.
U Ostenilu je crossover point pii 0,7 = 0,009 Hz a moduly maji hodnotu
97,7+ 0,29 Pa.
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Obr. 38 Viskoelastické vlastnosti komerénich viskosuplementt

V druhé ¢asti méfeni byly komeréni viskosuplementy michany s modelovou
synovialni kapalinou. Vysledky méfeni viskozitnich kiivek 1ze vidét na obr. 39.
Stejné jako u Cistych viskosuplementl zlstava jejich rozdéleni do 3 skupin podle
viskozit. Pouze vlivem nafedéni viskosuplementu roztokem PBS ze synovidlni
kapaliny dochazi k poklesu hodnot viskozit. Viskozity smichanych roztoki
pfi smykovém spadu 1 s jsou — 13,8 + 1,2 Pa-s (Optivisc); 7,8 = 1,1 Pa-s (Synvisc);
3,1 £ 0,1 Pa's (Ostenil); 0,13 £ 0,007 Pa‘s (Erectus); 0,1 = 0,007 (Monovisc);
0,037 + 0,16 Pa-s (Hyalgan) a 0,02 + 0,004 Pa-s (Genvisc). U mén¢ viskoznich latek
nejsou viskozity pii nizkych smykovych spadech uvadény z diivodu velkého rozptylu
dat, ktery je pravdépodobné zpiisoben limity dané metodiky méteni.
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o
3 —B— Monovisc + SK
> 01 .
Optivisc + SK
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—A— Synvisc + SK
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Shear rate (1/s)

Obr. 39 Viskozitni kiivky roztoki synovialni kapaliny a viskosuplementu

U tii nejvice viskdznich roztokl synovidlni kapaliny a viskosuplementu byly
naméfeny viskoelastické vlastnosti. Vysledky méfeni jsou uvedeny na obr. 40.
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Roztoky si zachovaly zékladni vlastnosti podle viskosuplementl, ze kterych jsou
umichany. U Synviscu stéle elasticky modul pievySuje viskdézni modul pruznosti
a u roztokl obsahujici Ostenil a Optivisc dochazi ke crossover pointu. U roztoku
Optiviscu nastava pii 1,17 + 0,03 Hz a moduly maji hodnotu 35,65 + 0,32 Pa.
U Ostenilu je crossover point pii 3,96 + 0,24 Hz a moduly maji hodnotu
28,57 £ 0,73 Pa.

1000
100
= —B— Synvisc + SK Storage modulus
& 10
2 —B— Synvisc + SK Loss modulus
-g —A— Ostenil + SK Storage modulus
o 1
= —&— Ostenil + SK Loss modulus
01 —&— Optivisc + SK Storage modulus
Optivisc + SK Loss modulus
0,01
0,01 0,1 1 10
Frequency (Hz)

Obr. 40 Viskoelastické vlastnosti roztokt synovialni kapaliny a viskosuplementu

Vysledky ukazuji, ze vyssi koncentrace a molekulovd hmotnost HA vede
K vy$§im viskozitim a lep§im viskoelastickym vlastnostem roztoku pted
i po smichani s modelovou synovialni tekutinou. Smichani s modelovou SK vede
k rozfedéni HA roztokem PBS a dalsi slozky jako proteiny pravdépodobné nemaji
na reologii vliv. VétSina roztokt HA maé napfi¢ analyzovanym spektrem viskozni
povahu, pouze u 2 % HA snejvyssi molekulovou hmotnosti se podafil naméfit
crossover point, kdy se charakter latky méni z viskdzni na gelovou. Nejlepsi
reologické vlastnosti byly naméfeny pro viskosuplementy Optivisc, Ostenil
a Synvisc, které obsahuji HA s vysokou koncentraci nebo molekulovou hmotnosti.
U Optiviscu a Ostenilu se podafily naméfit crossover pointy jak pro Cisté,
tak 1 pro smichané roztoky. Synvisc si vzdy zachovaval charakter gelu. Tyto tfi
viskousplementy se tedy zdaji z hlediska vylepSovani reologickych vlastnosti
synovialni kapaliny jako nejlep$i volba. Piekvapivé byly vysledky Genviscu,
u kterého vyrobce udava obsah 1,6 % HA s MW 1800 kDa. Vysledky se vSak
ze vseho nejvice blizi Hyalganu, ktery obsahuje 1 % HA s MW 500 — 730 kDa.
Vysledky méteni reologickych vlastnosti budou porovnany s vysledky méteni tfeni
S totoznymi roztoky s cilem nalézt korelaci mezi reologickymi vlastnostmi
viskosuplementli a jejich vlivem na tfeni v kontaktu chrupavek. Vysledky staze
a nasledna méfeni na Ustavu konstruovani povedou nejméné na jednu spoleénou
publikaci.
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Toto pojednani k statni doktorské zkouSce shrnuje soucasné poznatky v oblasti
tteni kloubni chrupavky a reologickych vlastnosti synovialni kapaliny
a viskosuplementt. Viskosuplementy se mimo jiné vyuzivaji u pacientd trpicich
osteoartrézou k obnové reologickych vlastnosti synovialni kapaliny a snizeni tieni
v kontaktu opotiebenych osteoartritickych chrupavek. Na zaklad¢ analyzy poznatkt
ziskanych z reSerSni ¢asti prace jsou vydefinovany cile disertacni prace, je polozena
védecka otdzka a navrzena pracovni hypotéza. V dalsi ¢asti je navrzen metodicky
postup feSeni prace, ktery je zaloZzen na experimentdlni Casti rozdélené do tii
soub&znych vétvi zabyvajicich se vlivem slozeni synovialni kapaliny na tfeni, vlivem
viskosuplementace na tfeni a analyzou reologickych vlastnosti synovidlni kapaliny
a viskosuplement. V posledni casti jsou shrnuty dosavadni vysledky fesSeni
disertacni préce, pticemz se jiz podafilo zvladnout ptipravnou fazi, byly provedeny
uvodni experimenty mapujici vliv proteini na tfeni a diky stdzi ve spole¢nosti
Contipro a.s. byla provedena analyza reologickych vlastnosti nativni HA
a komercnich viskosuplementti. Pfi feSeni prace tedy jiz byly splnény nékteré dilci
cile prace, ¢imz byl polozen zaklad pro Gspé$né vytfeSeni disertacni prace.
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