UNIVERZITA PALACKEHO V OLOMOUCI
PRIRODOVEDECKA FAKULTA
Katedra organické chemie

Biochemicka analyza kloubnich vypotkii

Diplomova prace
Autor: Bc. Klara Habartova
Studijni program: N1407 — Chemie
Studijni obor: Bioorganicka chemie a chemicka
biologie
Typ studia: Prezenéni

Vedouci prace: Ing. Adéla Galandakova, Ph.D.



Prohlaseni:

Prohlasuji, ze jsem zavéreCnou praci zpracovala samostatné a uvedla jsem
vSechny pouzité informacni zdroje a literaturu. Tato prace ani jeji podstatna ¢ast nebyla

predloZena k ziskani jiného nebo stejného akademického titulu.

Souhlasim s tim, aby ma prace byla zpfistupnéna v knihovné Katedry organické

chemie, Piirodovédecké fakulty, Univerzity Palackého v Olomouci.

V Olomouci, 14. 5. 2015



Rada bych upfimné podékovala vedouci své diplomové prace Ing. Adéle
Galandakové, Ph.D. za pomoc, odborné vedeni, cenné rady a piipominky, ochotu
a trpélivost pfi zpracovavani diplomové prace. Dale bych chtéla pod€kovat vSem
pracovnikiim Ustavu lékatské chemie a biochemie za vytvofeni pifjemného pracovniho

prostiedi.

Panu Prof. MUDr. Jifimu Gallovi, Ph.D., pfednostovi Ortopedické kliniky FN OL
dékuji za odbér biologického materialu. Dékuji i Mgr. Katefing Langové, Ph.D. z Ustavu
1ékatské biofyziky za statistické zpracovani dat. V neposledni fad€ bych chtéla pod€kovat

také své rodin€ za psychickou podporu pii sepisovani diplomové préce.

Prace byla vypracovana v ramci feSeni projektii IGA MZ CR NT 14267-3/2013,
RVO 61989592 a LO 1304.



Bibliograficka identifikace

Jméno a pifijmeni autora: Bc. Klara Habartova

Nazev prace: Biochemicka analyza kloubnich vypotka
Typ préce: Diplomova prace

Pracovisté: Ustav 1ékaiské chemie a biochemie,

Lékarska fakulta Univerzity Palackého v

Olomouci
Skolitel: Ing. Adéla Galandakova, Ph.D.
Rok obhajoby prace: 2015

Abstrakt:

Studium opotiebeni totalnich endoprotéz (TEP) pted jejich implantaci
do lidského téla se stalo povinnou soucasti preklinického testovani. Divodem je zejména
uvolnovani ¢astic polyethylenu vlivem tfeni z komponent kloubnich ndhrad. Uvolnéné
¢astice jsou Castou pricinou aseptického uvoliiovani a periptotetické osteolyzy.

Testovani otéru a odolnosti TEP se fidi mezindrodnimi normami ISO (ISO 14243-
3:2014 a ISO 14242-1:2014), ve kterych je mimo jiné jako mazaci kapalina doporuc¢eno
bovinni sérum, které ma nahrazovat synovialni tekutinu (ST). V posledni dobé
je pouzivani bovinni sérum S ¢asto kritizovano. Nedavné studie poukazuji na skute¢nost,
ze bovinni sérum se od ST 1i8i kromé koncentrace proteinti také obsahem ostatnich slozek.
Cilem diplomové prace bylo stanovit celkovou koncentraci proteind a jednotlivych
proteinovych frakei, a celkovou koncentraci kyseliny hyaluronové a jeji molekulovou
distribuci v kloubnich vypotcich (KV) ziskanych od ¢tyf skupin pacientt: i) s asepticky
selhavajici TEP kolenniho kloubu (n = 25), ii) s TEP bez jakékoliv znamky aseptického
selhavani nebo periprotetické osteolyzy (n = 17), iii) bez TEP a s poslednim stadiem
osteoartrozy (n = 31) a iv) bez TEP, bez osteoartrozy a bez znamek zanétu (n = 17).

Vysledky ukazaly, Ze celkova koncentrace proteini v KV dosahuje 40 mg/ml,
coz je ptiblizné 2x vyssi nez koncentrace BS doporucena normami 1SO. Z proteinovych
frakci byly ve vSech KV nejvice zastoupeny albumin a y-globulin, ostatni proteinové

frakce se pohybovaly v rozmezi 1,8-6,1 mg/ml. Dale bylo zjisténo, ze celkova



koncentrace kyseliny hyaluronové v KV se pohybuje v rozmezi 1,7-5,7 mg/ml.
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standards. From the protein fractions albumin and y-globulin were most abundant in all
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Seznam zkratek

BMI body mass index

CNS centralni nervova soustava

COX cyklooxigenaza

EDTA disodna sil kyseliny ethylendiamintetraoctové
ELISA Enzyme Linked Immunosorbent Assay
GIT gastrointestinalni trakt

IGF-1 insulinu podobny ristovy faktor

IL interleukiny

ISO International Organization for Standardization
KH kyselina hyaluronova

KV kloubni vypotek

m. sval (musculus)

MMP metaloproteinazy
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PBS fosfatovy pufr

PRG-4 proteoglykan 4

RTG rentgen

ST synovidlni tekutina

TEP totalni endoprotéza

TIR total joint replacement

TGF-B1 transformujici ristovy faktor

TNF-a tumor nekrotizujici faktor

Tris tris(hydroxymethyl)aminomethan



Obsah

Lo TIVOQ. ittt 11
2. TeOoretiCKA CAS .....iiviiiiiiiiiiii 12
2.1.  Kolenni kloub (articulatio gENUS).........cecruervereiiieieeseeie e sieeseesreesreeseesaesneas 12
2.1.1.  ArtiKUIUJICT KOSt .eviiuviiiiiiiieiiii it 12
2.1.1.1.  Stehenni KOst (fEMUL) ...ooovviiiiiiiiiiiiiiie e 13
2.1.1.2.  Holenni KOst (ID1a)........cceriiiiiiiiiiiiiicineeec e 13
2.1.1.3.  CE8Ka (PALEI]A) ....cvoveceecececeereeeese ettt 14
2.1.2.  VazZIVOVY QPATAL ....eoviiiiiiiiiiiieieeiiesie et 15
2.1.2.1.  Kloubni pouzdro........ccceviiiiiiiiiiiieiieeeee e 15
2.1.2.2.  Kloubni chrupavka (cartilago articularis).........c.ccceovriveniiniiennnnnne. 16
2.1.2.3. IMIBNISKY ..ttt sttt nre s 17
2.0.2. 4, VAZY ..ottt 18
2.1.3.  Kolemkloubni svaly.......cccocoiiiiiiiiiiiiiiie e 19
2.1.4.  Synoviadlni teKUtiNg .........cceoiiiiiiiiiiiicrce e 19
2.1.4.1.  Slozeni synovialni teKUtiny ........ccccerviiiiiiniiiiie e 20
2.1.4.2. Vysetteni kloubniho VYpotku ........cccccoeiiiiiiiiiiiiee 21

2.2, Onemocneni KIOUDU .......cooiiiiiiiiii e 25
2.2.1. OStEOATTIOZA .....vveervie ettt ettt ettt sttt ettt e e b enes 25
2.2.1.1.  ELIOPALOGENEZE ......ocveeeeeee ettt 25
2.2.1.2.  DIAGNOSLIKA.....ccveeiveiieiiieie et 27
2213, KIASITIKACE ......coiviiiiiiiie e 30

2.3. Terapie kloubnich 0nemMOCNENT .......cccvviviiiiiiiiiiii i 30
2.3.1.  ReZIMOVA OPATENT ....evviiiiiieiiiciiesieee e 31
2.3.2. Rehabilitace a fyzZioterapie.........ccoceverereieieiieieeee e, 32
2.3.2.1.  POhYDOVA tEraPIC ....cueevveuiiriiiitieic e 32
2.3.2.2.  Fyzikalni terapie (fyZiatrie) ........cccoervieririieiieii s 32
2.3.3.  Farmakologickd terapie..........cccoouviiiiiiiiiiiiiiiiiicsis s 33
2.3.3.1.  Nesteroidni antirevmatika ..........ccccoevieiiiiiieniiiie e 33
2.3.3.2.  SYSADOA (chondroproteKtiva) ..........cccecveerieiiieiiesieesie e 37
2.3.3.3.  KOItIKOSIEIOIY .....cuvieiieiiecciie sttt 39
2.3.4. OperaCng 1ECDA .......ccviiiiieiiiieciese e 42
2.3.4.1. Vykony provadéné mimo KIoub ..........cccoceiiiiiiiiiiiiicie 42

2.3.4.2. Vykony zachovavajici postizeny KIoub ...........ccccoeriveriniinieniiniennnn, 44



2.3.4.3. Vykony, pfi nichZ se postizeny kloub odstraiiuje............cccoeverrnnrnns 45

T O3 1 (S ) - T TR TTPRRSPPRRPRN 56
4. EXPerimentalnd CaAST........ccooiuiiiiiiiiiiiiii i 57
4.1, Biologicky materil.........ccccuiiiiiiiiiiiiicii e 57
4.1.1. Zpracovani kloubniho vypotku........cccociiiiiiiiiiii 57

4.2. Chemikalie, roztoky, pfistroje a spotfebni material ............ccooevvriiiiiiiinicnnn, o7
421, ChemiKALIC .....ooiiiiiiiieicec e 57
A = (0 74 (0] |V USROS 58
4.2.2.1. Stanoveni proteinovych frakCi........cccooeviiiiiiiiiiiiieiiie e 58
4.2.2.2. Stanoveni molekulové distribuce kyseliny hyaluronové................... 58

4.2.3. PEISIOJ@ ..ueiviiiiiitiec s 59
4.2.4.  Spotiebni MateTil..........cccoiiiiiiiiiiieiic e 59

4.3, MELOAY ..ot 60
4.3.1. Stanoveni celkOVYCh proteintl..........cccovvirieriiiiniieiiceseeeee e 60
4.3.2. Stanoveni proteinovych frakci.........ccooiiiiiinii 60
4.3.3. Stanoveni koncentrace kyseliny hyaluronové...............ccccovvnviiiiiininnnn, 61
4.3.4. Stanoveni molekulové distribuce kyseliny hyaluronové .......................... 61
4.3.5. Statistické vyhodnoceni ..........ccocviiiiiiiiiiiiii s 62

0. VYSIRAKY e 64
5.1. Stanoveni celkovych proteint a proteinovych frakei.........cccooveviiiiiiiiininnn, 64

5.2. Stanoveni koncentrace kyseliny hyaluronové a jeji molekulova distribuce .... 67
B.  DISKUZE ...t 73
T ZAVET ottt E et h e bt b e bt he e b e be e e e 76

TR 220 10 VA L 7 B 1<) ¢ 1101 TR 77



1. Uvod

Totalni endoprotéza kolenniho kloubu je Casto vyuzivana pii 1écbé posledniho
stadia osteoartrozy. Pacientim poskytuje tlevu od bolesti a dochazi k obnové funkce
postizeného kloubu, ¢imz se zvysSuje kvalita jejich zivota. Béhem poslednich desetileti
se vSak znacn€ zmeénila skupina pacientil, kterym je tento zdkrok indikovan. VétSina
pacientli ma az o 20% vétsi BMI, je fyzicky aktivnéjsi a je u nich o¢ekavano prodlouzeni
delky Zivota az o 25%. VSechny tyto faktory vyvolavaji potiebu odolnéjSich materidld,
které¢ by mohly byt vyuzity na vyrobu TEP, protoze soucasné moderni nahrady maji
zivotnost ptiblizné 15 let. Tato doba byva Casto zkracena kviili komplikacim, které mohou
nastat. Jedna se predevsim o aseptické uvoliovani a periprotetickou osteolyzu, na jejichz
vzniku se mimo jiné podileji ¢astice polyethylenu, které se postupem casu vlivem tfeni
uvolnuji z komponent TEP. Tyto komplikace jsou ¢asto spojeny s ¢asové narocnymi

reoperacemi zatézujicimi jak pacienta, tak zdravotnicky systém.

Vsechny nové materialy jsou proto pied implantaci do lidského téla testovany
na kloubnich simuldtorech, kde se zjiStuje odolnost, otér a rychlost jejich opotiebeni.
Hlavné z etickych diivodi vSak v simulatorech nemiize byt pouzit kloubni vypotek (KV)
ziskany od pacienti. Mezinarodni normy ISO doporucuji jako mazaci kapalinu
sice ukazaly, ze pfi pouziti bovinniho séra jsou simulovany in vitro podminky, za kterych
byly na testovanych implantatech nalezeny podobné charakteristiky opottebeni, jaké byly
nalezeny na implantatech ziskanych pii reoperacich, ale posledni klinické studie dosly
K jinym zavérim. Bylo zjisténo, ze bovinni sérum se svym slozenim od KV zna¢né¢ lisi.
Obsahuje vys$i koncentraci celkovych proteind, jiné zastoupeni jednotlivych
proteinovych frakci a neobsahuje nckteré latky, které jsou pro KV charakteristické.
Vysledky biotribologickych testi provedenych s materidly tedy ne zcela odpovidaji,
vysledkiim dosazenym po implantaci TEP. Z tohoto divodu vznikla potfeba nalezeni
nové mazaci tekutiny, kterd by se svym sloZenim vice podobala KV pacienti s TEP,

a tudiz 1épe simulovala podminky, kterym jsou materialy vystaveny uvnitt lidského téla.

Cilem diplomové prace bylo porovnat slozeni KV odebranych od ¢tyf skupin
pacientli. Prace byla zamécfena na celkovou koncentraci proteinli a jednotlivych
proteinovych frakci a celkovou koncentraci kyseliny hyaluronové a zastoupeni riznych

molekulovych hmotnosti kyseliny hyaluronové v KV.
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2. Teoreticka Cast

2.1. Kolenni kloub (articulatio genus)

Kolenni kloub (obr. 1) je slozeny kloub s velmi komplikovanou stavbou.
Artikuluji zde spolu dvé nejdelsi kosti lidského téla, takze sily, které zde ptisobi, jsou
znac¢né. Stabilita kloubu je zajisténa predev§im mohutnym vazivovym aparatem a silnymi
kolemkloubnimi svaly, které se zde upinaji nebo zacinaji. Tvar kloubnich ploch se na jeho
stabilit¢ podili minimaln€. Slozita stavba kloubnich vazli a znacny rozsah pohybti spolu
s extrémnimi naroky kladenymi na kloub jsou pfi¢inou toho, ze k poranénim vazivového

aparatu kolenniho kloubu dochazi velmi &asto L.

Kost stehenni

(femur) \ / Céska (patella)
Femoralni

Ligamentum

: ; zlabek
cruciatum anterius
Ligamentum
Condylus cruciatum
posterius

Ligamentum

_~— collaterale

lateralis
-
\ :
Meniscus !
lateralis T~ i mediale

Meniscus

Ligamentum medialis

collaterale
laterarale ) e
| Condylus medialis

Holenni kost
(Tibia)

£ ont lythena Tuberositas tibiae

(fibula)
Obr. 1: Kolenni kloub 2

2.1.1. Artikulujici kosti

Artikulujicimi kostmi v kolennim kloubu jsou kost stehenni (femur), kost holenni
(tibia) a c¢éska (patella), které mezi sebou vytvaii kloub femoropatelarni a kloub
femorotibialni. Celkovy rozsah kloubnich ploch je mnohem vétsi nez u ostatnich velkych

kloubu.

Osy diafyzy stehenni a holenni kosti sviraji ve frontalni roviné tupy uhel otevieny

zevné. Jeho velikost se pohybuje kolem 174°. Pokud je thel vyrazné vétsi vznika genu
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varum (nohy do O), vyrazné mensi uhel ma za nasledek genu valgum (nohy do X).
Osa diafyzy stehenni kosti se nazyva anatomicka osa. Spojnice stfedu hlavice stehenni
kosti s eminentia intercondylaris tibiae tvofi tzv. mechanickou osu. Anatomicka
a mechanicka osa spolu sviraji uhel pfiblizné o velikosti 6°. Jeho velikost se méni
Vv zavislosti na velikosti kolodiafyzarniho uhlu proximalni stehenni kosti, kterému je tieba

vénovat pozornost pii implantaci totalni endoprotézy (TEP) kolenniho kloubu 2.

2.1.1.1. Stehenni kost (femur)

Stehenni kost je nejdelSi a nejmohutnéjsi rourovitou kosti v lidském téle.
V sagitarni roviné je mirn€ prohnuty vpted. Proximalni konec stehenni kosti (hlavice),
ma tvar koule, v jejimz zadnim dolnim kvadrantu je rtzné hluboka trojboka jamka.
Hlavice se pomoci oplosténého krcku ptipojuje k télu kosti, které bez zietelné hranice
prechazi do distalniho konce kosti. Distalni konec stehenni kosti je rozsifeny v pfi¢ném

i predozadnim sméru a vybih4 ve dva kloubni hrboly (mediélni a lateralni kondyl) 3.

2.1.1.2. Holenni kost (tibia)

Jedna se o mohutnou, hlavni nosnou kost bérce s proximalné rozsifenym koncem
uréenym pro spojeni s kondyly stehenni kosti 1. Na bérci je ulozena na palcové strané
tak, Ze osa jejiho téla lezi na pfimce spojujici sttedy kycelniho, kolenniho a horniho
hlezenniho kloubu. Proximélni konec holenni kosti je rozsifeny ve dva dozadu sklonéné
kloubni hrboly (medialni a lateralni kondyl), nesouci nepatrné¢ prohloubené kloubni
plochy. Na spodni plose lateralniho hrbolu je kloubni ploska variabilniho tvaru
pro spojeni s hlavici 1ytkové kosti (fibula). Bo¢ni plochy obou kloubnich hrboli vybihaji
V ovalnou drsnatinu (tuberositas tibiae). Chrupavka na proximalnim konci holenni kosti
je uprostfed mediélni plochy vysoka az 2 mm, uprostied zevni plochy dosahuje aZz 4 mm

a smérem k okrajtim obou ploch jeji vyska klesa.

Ve své horni tfeting€ je t€lo holenni kosti silné. Smérem dold mu postupné ubyva
na mohutnosti a nejslabsi je v misté¢ pfechodu do distalniho konce kosti. T¢lo holenni
kosti ma po celé délce trojiihelnikovy prifez — ma tedy tii okraje a tfi plochy. Distalni

konec Kkosti je slabsi nez proximalni a vybiha ve vnitini kotnik 2.
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2.1.1.3. Céska (patella)

Céska (obr. 2) je nejvétsi sezamska kost (kost volné uloZena ve $lase) v lidském
téle. Ma pfiblizné srd¢ity nebo trojuhelnikovity tvar. V piimém kontaktu je pouze
se stehenni kosti. Od holenni kosti je odd¢lena tukovymi polstaiky. Zadni plocha ¢ésky
ptiléha na pfedni plochu stehenni kosti. Zadni plocha je oblou vertikalni hranou rozdélena
na dvé ¢asti (medialni a lateralni faseta). Dolni okraj ¢éSky je lehce zahnuty a vybiha
v hrotnaty vrchol (apex patellae) 3. Vnitini povrch ¢ésky je pokryt chrupavkou o tloustce

4 —7 mm v centralni ¢asti L.

Basis patellae

Misto upnuti

Lateralni faseta
m. quadriceps
femoris
: \ - Medialni faseta
Misto upnuti > Artikulacni povrch
lig. patellae Apex patellae

Pfedni strana Zadni strana

Obr. 2: Céska *

Tvarem a velikosti lateralni a medidlni fasety v rentgenovém (RTG) obraze
se zabyvali Wiberg a pozd¢&ji Baumgartl, kteti rozlisili celkem 6 zakladnich typt ¢ésky

(obr. 3). Prvni tfi typy byly povazovany za normalni, druhé tii za patologické.
a) Typ | —obé¢ fasety jsou stejné velké a konkavni.
b) Typ Il — obé¢ fasety jsou konkavni, medialni je veétsi.
c) Typ /11l — medialni faseta je rovna a mensi, lateralni je vétsi a konkavni.
d) Typ Il — medialni faseta je mensi a konvexni, lateralni je konkavni.

e) Typ IV — medialni faseta je mala, strma, konvexni, patella ma naznacenou

dvojitou hranu.

f) Typ lovecké ¢apky — medialni faseta zcela chybi L.

\/ \/ '\/' 557 N\ '\/‘
typ | typ Il typ /1N \ / oeyp .‘ typ IV | /typ Iovcckc‘\
. | I capky |

Obr. 3: Wiberg-Baumgartlova klasifikace tvart ¢ésky °
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2.1.2. Vazivovy aparat
2.1.2.1. Kloubni pouzdro

Dutina kolenniho kloubu je nejvétsim synovialnim prostorem v lidském téle. Jeji

¢lenéni uzce souvisi S usporadanim synovialni vrstvy pouzdra.
Fibrozni vrstva

Upina se na stehenni kost ve vzdalenosti asi 1 — 1,5 cm od okraju kloubnich ploch.
Na holenni kosti se upind v tésné blizkosti kloubnich ploch. Na ¢ésce, ktera je vsazena
do piedni ¢asti pouzdra, Gipon tésné lemuje kloubni chrupavku. Pfedni ¢ast pouzdra
az K postrannim vazim je velmi slaba. Teprve v této oblasti postupné nabyva na tloust’ce

a v dorzélni ¢asti nad obéma hrboly stehenni kosti vytvaii mohutné vazivové slupky .

Fibrézni vrstva je tvofena vrstvou silného kolagenniho vaziva a na nékterych
mistech byva zpevnéna kapsuldrnimi a extrakapsularnimi vazy, upony nebo zacatky
svali. V mistech, kde kloubni dutina komunikuje S okolnimi burzami, nebo
kde do pouzdra vstupuji cévy a nervy je naopak zeslabena. Ma piedevsim mechanickou

funkci, zabezpecuje stabilitu a pohyblivost kloubu 2.

Synovialni vrstva

v

Ma mnohem ¢lenitéjsi uspotradani a vytvari fadu fas a duplikatur. V postrannich
a dorzalnich usecich sleduje kromé dvou zeslabenych mist vrstvu fibrozni. V misté sriistu
pouzdra s bazi meniskd je jeji kontinuita pierusena. Smérem vpied se synovialni vrstva
od fibrozni postupné oddéluje a zacina se mezi nimi vytvaret vrstva areolarniho tukového

vaziva L.

Ziklad synovidlni membrany je tvofen nesouvislou vrstvou plochych
az kubickych buné€k (synovialocyty), které vzdalené pfipominaji fibroblasty. Maji
ovoidni tvar s pocetnymi mikroklky na povrchu, které vytvareji morfologicky predpoklad
pro aktivni roli synovialocytll pfi transportu latek mezi okolni tkdni a kloubni dutinou.
Mezi synovialocyty jsou ¢etné mezery. Synovidlni membrana na nitrokloubnim povrchu

tedy neni tvofena pouze synovialocyty, ale i vrstvou kolagennich vlaken.
Podle stavby a funkce se rozliSuji dva typy synovialocytii:

a) Synovialocyty typu A — maji vyraznou fagocytarni aktivitu a plni funkci
obranného systému kloubu. Jsou schopny reagovat s antigenem jednoho typu

bilych krvinek, na které maji velky stimulujici vliv. K nartstu tohoto vlivu
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dochdzi pfi revmatickém onemocnéni nebo pii proniknuti cizorodych latek

do kloubni dutiny.

b) Synovialocyty typu B — jsou hlavnim producentem kolagennich a elastickych
vlaken kloubniho pouzdra a amorfni mezibunécné hmoty. Jsou pomérné pocetné
V obdobi ristu.

Oba typy synovialocytll produkuji cytokiny, které maji silny vliv na chondroblasty

kloubni chrupavky, riizné typy prostaglandini a kyselinu hyaluronovou 3.

2.1.2.2. Kloubni chrupavka (cartilago articularis)

Tvar kloubnich hlavic je vyznamné dotvaren predevsim kloubnimi chrupavkami.
Kloubni chrupavka povlékajici kloubni konce kosti je typem hyalinni chrupavky.
Je pruzna, sklovité¢ hladka a pomérné piesné kopiruje tvar kloubnich koncii, ale neni
rovnomérneé silnd. Silnéjsi je v centralni ¢asti kloubni plochy a v mistech, kde si sousedici

kosti pfili§ neodpovidaji tvarem. Nejtlustsi je chrupavka na kloubni plose ¢ésky kolenniho

kloubu, kde dosahuje 7 — 8 mm.

Chondrocyty hyalinnich chrupavek jsou buiiky okrouhlého az vietenovitého tvaru
s kratkymi ostnatymi vybezky. Bunky se po déleni nevzdaluji, ale zlistavaji ve skupinéch,
kterym se vzhledem ke stejnému pivodu bunék fika izogenetické skupiny. Kolem
izogenetickych skupin jsou jemna pouzdra tvoiend kolagennimi vldkny a zakladni
hmotou. Jemna kolagenni vldkna jsou produkovéana pravé pomoci chondrocyti. Vldkna
se na celkovém objemu mezibuné¢né hmoty podileji asi z 50 %. Tvofi je kolagen II., IX.
a Xl. typu, formujici prostorové sité, které maji urcitou prostorovou orientaci.

U kloubnich chrupavek se jedna o oblouky vzajemné se kiizicich vlaken.
Podle tpravy vlaken a chondrocytl 1ze v chrupavce rozlisit ¢tyfi vrstvy:

a) Prvni vrstva (povrchova) — oplosténé chondrocyty jsou ulozené mezi

kolagennimi vldkny probihajicimi prakticky rovnob&zné s kloubnim povrchem.

b) Druha vrstva — vldkna se zataceji do hloubky chrupavky a jsou zakotvena
az do kostni kompakty. Vytvareji systém obloukti vzdorujicich tlaku. Mezi
jemnymi vlakny této vrstvy je minimalni mnoZstvi mezibunécné hmoty a téméf

zde chybi bunky.
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c) Tieti vrstva — obsahuje VvEétsi bunky kulovitétho tvaru, ulozené
v sitovité¢ (plexiformni) vrstvé vlaken. Bunky jsou uspofadany do stihlych

sloupcii a intenzivné produkuji vétSinu mezibunécné hmoty celé chrupavky.

d) Ctvrta vrstva — sousedi s kosti. Velké chondrocyty a vazivova vlakna lezi
ve zvapenatélé mezibunécné hmoté, kterou vlakna chrupavky prechazeji ptimo

do kosti 2.

Kloubni chrupavka nema krevni ani mizni cévy a nervova vldkna. Jedinou
vyjimku tvofi vrcholy kapilarnich klicek kosti, které zasahuji do nejhlub$i vrstvy
chrupavky. Latkova vymeéna chrupavky je proto zajisténa téméf vyhradné difuzi
ze synovialni tekutiny. Z biomechanického hlediska je kloubni chrupavka velmi porézni
material, ktery se svym chovanim podoba houbé se schopnosti zadrzet velké mnoZzstvi
tekutiny. Proteoglykanové molekuly amorfni mezibunééné hmoty vdzou nejen obrovské
mnozstvi vody, ale pfitomnost chondroitin sulfatu a kyseliny hyaluronové vyrazné
zvySuje viskozitu vnitintho prostiedi chrupavky. Ve své hmoté ma chrupavka
submikroskopické otvory, kterymi je do ni a z ni vytlacovdna synovialni tekutina.
Pti jakémkoli zatizeni chrupavky dochazi k jeji pruzné deformaci, pfi které je z amorfni
mezibunééné hmoty vytlacovana synovialni tekutina do kloubni §térbiny a zaroven roste

denzita mezibunééné hmoty. Pii odleh¢eni proudi synovidlni tekutina zpét do chrupavky,

kam je nasavana osmotickymi silami proteoglykanii 3.

2.1.2.3. Menisky

Drobné menisky lze nalézt v fadé kloubi lidského téla. Anatomicky, funkéné
I klinicky jsou vSak nejvyznamnéj$i menisky kolenniho kloubu (meniskus lateralni
a meniskus medialni). Oba menisky (obr. 4) jsou lamely srpkovitého tvaru slozené
Z hustého vaziva, které prechdzi ve vazivovou chrupavku. Mizeme je rozdélit na tfi ¢asti
— ptedni roh, stfedni ¢ast a zadni roh. Na pfi¢ném praiezu maji klinovity tvar. Svou bazi

srustaji s kloubnim pouzdrem a jeho prostiednictvim i S nékterymi dal$imi strukturami.

Menisky jsou tvofeny vazivovou tkani, ktera je sloZzena zejména z kolagennich
vldken a proteoglykanil. Pii bazi mé charakter hustého vaziva, v centrdlni ¢asti prechazi
ve vazivovou chrupavku. Kolagenni vlakna jsou orientovana ve tfech smérech, ¢imz
je zajisténa vzajemna vazba vSech vldken a také odolnost menisku proti silam, které
na ngj pasobi. Ukolem meniskli je rovnomérna distribuce tlakové sily, puisobit jako

tlumic¢, napinat kloubni pouzdro a bréanit jeho uskfinuti a roztirat synoviélni tekutinu.
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Meniskus medialni (meniscus medialis)

Je vétsi nez lateralni meniskus a ma tvar pismene C. Nepokryva celou chrupavku
medialniho kondylu, ale nechava v jejim stfedu miskovité prohloubenou ovalnou plochu.

Medialni meniskus je méné pohyblivy nez lateralni, coz je dano jeho zptisobem fixace.
Meniskus lateralni (meniscus lateralis)

Diky tésné blizkosti upon svych rohti ma lateralni meniskus tvar velkého
pismene O. I kdyz je svou velikosti mensi, nezZ medidlni meniskus pokryvé téméf celou
kloubni plochu zevniho kondylu holenni kosti S vyjimkou malé centralni ¢asti. Diky
tomu, Ze se upony jeho roht téméi dotykaji, je lateralni meniskus fixovan v jednom misté,
coz ma spolecné s celkovou stavbou femorotibialniho kloubu za nasledek jeho zna¢nou
pohyblivost *.

Ligamentum cruciatum
posterius

Fibula Meniscus
medialis
Meniscus
lateralis
Tibia

Ligamentum cruciatum anterius
Obr. 4: Menisky kolenniho kloubu °

2.1.2.4. Vazy

vvvvvv

Vv lidském organismu. Vazy vyrazné prominujici do kloubni dutiny jsou oznacovany jako
intraartikularni stabilizatory a na svém povrchu jsou kryty synovialni membranou. Rada
dalSich vazii zesiluje povrch kloubniho pouzdra. Tyto vazy jsou oznaovany jako vazy
kapsularni.
ZkiiZené vazy

Jsou jednou =ze zvlastnosti kolenniho kloubu a soucasné také jeho

nejvyznamnéj$im vazivovym stabilizatorem. Kazdy vaz tvoii fada snopct rtzného
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zacatku, tiponu i1 délky. Jsou oddé€leny fidkym vazivem, kterym probihaji cévy a nervy.
Jejich oznaceni ,,pfedni zkiizeny vaz* a ,,zadni zktizeny vaz* je odvozeno od uponu obou

vazi na holenni kost. Na stehenni kosti jsou zac¢atky vazl obracengé.
Kapsularni vazy

Kapsularni vazy slouzi k zesileni povrchu kolenniho kloubu. NejvyznamnéjSim
vazivovym stabilizatorem na vnitini stran¢ kloubu je vnitini postranni vaz, ktery
ma trojuhelnikovity tvar a je slozen z dlouhych ptednich vertikalnich vlaken a z kratSich
zadnich Sikmych vldken. Na vngjsi stran¢ je kolenni kloub stabilizovany vnéjSim

postrannim vazem oblého az lehce ovalného prifezu.

2.1.3. Kolemkloubni svaly

V tésné blizkosti kolenniho kloubu se upind nebo zacina fada svalii. Podle jejich

funkce se rozdéluji na extenzory a flexory. Rada flexorti mé také rota¢ni u¢inek.
Extenzni aparat

Jedinym extenzorem je Ctythlavy sval stehenni (musculus quadriceps femoris),
ktery je nejmohutné&j$im svalem lidského téla. Jeho tiprava i zplsob pienaseni tahu svalu
na proximalni ¢ast holenni kosti je znaén¢ slozitd. Proto je na misté oznaceni extenzni

aparat kolenniho kloubu, jehoZ soucasti kromé samotného svalu jsou:

a) Céska — centralizuje ipony jednotlivych ¢asti svalu.

v v J& %4

b) Retinakula ¢ésky — vazivové pruhy fixujici ¢ésku k okolnim strukturam.
c) Ligamentum patellae — je hlavni upon étythlavého stehenniho svalu.
Flexory

Mezi flexory kolenniho kloubu jsou fazeny napt. svaly musculus (m.) biceps
femoris, m. semimembranosus, m. gastrocnemius a m. popliteus. Vétsina z téchto svalt
jsou 1 vnitini rotatory. Vyjimku tvofi pouze m. biceps femoris jako zevni rotator

am. gastrocnemius, ktery ma funkci posturalni (zabezpecuje vzpiimeny postoj) L.

2.1.4. Synovialni tekutina
Synovialni tekutina (ST) je dialyzatem krevni plazmy. K dialyze dochazi
pfes sténu kapildr probihajicich pod povrchem synovidlni membrany, ptes kterou

se tekutina dostava do kloubni dutiny.
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2.1.4.1. SloZeni synovialni tekutiny

SloZeni i mnozstvi ST v kloubu je velmi proménlivé. U velkych klouba koncetin
se mnozstvi tekutiny odhaduje na 2 — 4 ml (napi. kolenni kloub) 3. Hlavni funkci
ST v kloubu je udrZeni pruznosti chrupavky a snizeni tfeni jednotlivych kloubnich ploch,
¢imz se také snizuje jejich opotiebeni. Déle zabezpecCuje transport zivin, odpadnich

produkti a dalsich metabolitt z nebo do kloubu.

ST je slozena z plazmatickych proteinti, kyseliny hyaluronové (KH),
proteoglykanu 4 (PRG4), fosfolipidi, cytokint a rustovych faktort a krevnich bunék.

Plazmatické proteiny

Hlavni slozkou synovialni tekutiny jsou malé plazmatické proteiny, konkrétné
albuminy a globuliny (a1, o2, B1, B2 a y). Velké plazmatické proteiny v ST nejsou, protoze
neprojdou ptes synovidlni membranu. Celkova koncentrace vSech proteinii v ST zdravého
kloubu se pohybuje mezi 19 — 28 mg/ml, coz je asi 1/3 jejich koncentrace v krevni
plazmé . Nejvice je v ST zastoupen albumin, jehoz koncentrace je asi 7 — 18 mg/ml 8,
jednotlivé globuliny jsou potom zastoupeny v koncentracich pohybujicich se mezi

1-3mg/ml”.
Kyselina hyaluronova a proteoglykan 4

KH a PRG4 jsou primarni makromolekuly zodpovédné za lubrikacni vlastnosti
ST. Nazev KH vznikl sloZenim feckého slova hyalos (sklovity) a uronova kyselina, ktera
je piitomna v polymeru °. Ve zdravém kloubu je koncentrace KH asi 2,5 — 4 mg/ml
a PRG4 0,035 — 0,24 mg/ml. U pacient s osteoartrozou dochazi k poklesu koncentrace
KH na 1,2 — 2,2 mg/ml, u revmatoidni artritidy je koncentrace 0,7 — 2,7 mg/ml. Mimo
jiné dochazi u téchto onemocnéni také k depolymerizaci KH, ¢imz dochazi k snizeni jeji

molekulové hmotnosti a zhorSeni viskoelastickyh vlastnosti.
Cytokiny a ristové faktory

Cytokiny a rlstové faktory ptfitomné v ST jsou dulezité regulatory pro bunééné
populace v kloubni duting, véetné chondrocytl a synovialocytii. Do ST se mohou dostavat

Z krevni plazmy nebo jako produkty chondrocytli, synovialocytii ptipadné¢ bunék

-----

-----
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IL-4, IL-10 a IL-13. Rustové faktory potom zastupuji hlavné insulinu podobny riistovy
faktor (IGF-1) a transformujici ristovy faktor (TGF-B1) ’.

V ST zdravého cloveéka je vétSina cytokinti a rastovych faktort pfitomna
v relativné nizkych koncentracich. Pii poranéni kloubu nebo jeho onemocnéni
vSak dochdzi ke zvyseni jejich koncentrace *°. Bylo také zjisténo, Ze nékteré cytokiny
hraji dulezitou roli v patogenezi onemocnéni a urychluji degeneraci kloubu,
¢imz piildkaly pozornost jako mozné terapeutické cile pii 1é¢b& kloubnich onemocnéni /.

IL-1 a TGF-B1 maji vliv na produkci KH a PRG4 synovialocyty a chondrocyty °.
Proteolytické enzymy

Proces degradace kloubni chrupavky je primarné zprostiedkovavan
proteolytickymi enzymy, jejichz hladina v ST je pfisn¢ regulovana. Jedna se hlavné
0 matrixové metaloproteinazy (MMP) MMP-1 a MMP-3. Jejich hladina v ST zdravého
kloubu je nizka, pokud vSak dojde k poranéni nebo onemocnéni kloubu, dochazi

ke zvyseni jejich koncentrace.
Krevni buniky

ST zdravého kloubu je ve srovnani s krvi na buniky relativné chudé. Z krevnich
bunék se v ST nejcastéji vyskytuji leukocyty (konkrétné monocyty), kterych obsahuje
méné nez 2000 bunék/ml, pficemz krev obsahuje 3540 — 9060 leukocyti/ml 7. Erytrocyty
ST zdravého kloubu neobsahuje *!. U nékterych onemocnéni jako napf. revmatoidni
artritida, se pocet leukocytl signifikantné zvySuje a do ST se také mohou dostavat

neutrofily, lymfocyty a makrofagy ’.

2.1.4.2. VySetieni kloubniho vypotku
Pti patologickych procesech se mnozstvi ST v kloubu vyrazné zvySuje, méni
se také jeji vzhled a sloZeni. Takto vzniklou ST oznacujeme jako kloubni vypotek (KV).

Odbér KV a jeho laboratorni vySetieni tvofi jeden ze zakladnich pilift diagnostiky.
Odbér kloubniho vypotku (kloubni punkce, artrocentéza)

Kloubni punkce je provadéna za piisn¢ aseptickych podminek po ociSténi mista
vpichu 70% ethanolem a dezinfekci jodovym prepardtem. Je pouzivana jednorazova
sttikacka s jehlou o vy$§im priiméru ke snadné aspiraci €asto hustého materialu. Punkce
kolenniho kloubu je provadéna u pacienta leZiciho s extendovanym kolenem. Vpich

je volen v mist¢ baze ¢ésky asi 1,5 cm pod urovni jeji zevni hrany. Jehla je vedena
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do suprapatelarniho recesu sklonéna mirn¢ ventralné a kranialn¢, aby nedoslo k poranéni
infrapatelarniho tukového télesa. Pti provadéni punkce je snaha o odsani veskerého
kloubniho obsahu. Pfi néalezu krve je kloub proplachnut 1% roztokem mezokainu,
po punkci hnisavého vypotku se pouziva k vyplachu fedény roztok jodového preparatu

(Betadine) a fyziologicky roztok.
U kazdého vzorku je provedeno:
a) Makroskopické vySetieni
b) Mikrobiologické vysetieni
c) Cytologické vySetieni
d) Biochemické vysetieni
Makroskopické vySetireni

Biologicky material ziskany pii punkci je hodnocen z hlediska cirosti, barvy
a viskozity (tab. 1). Za normalnich okolnosti je KV ¢iry. V pfitomnosti zanétu se stava
zakaleny, protoZe pfi zanétu dochdzi ke zvyseni poctu ptitomnych bunck. U revmatickych
zanétl, zvlasté v jejich pocatku, byva lehce zakaleny. Vyrazné zakaleni mizeme
pozorovat, pokud se jedna o dnavou artritidu a chondrokalcin6zu. U traumatické artritidy
muze dochazet ke vzniku zakaleni diky pfitomnosti erytrocytl, cistd krev byva
punktovana u hemofilikt. Pfitomnost krve ve formé drobnych ,,zilek* byva arteficialni.

Pfi¢inou je nabodnuti malych krevnich cév pfi artrocentéze.

Normalni KV je bezbarvy nebo lehce nazloutly. Slamové zluté zbarveni byva
pfiznaéné pro osteoartrézu, u revmatikll jsou KV nazelenalé, casto s piimési
tzv. ryzovych télisek. U dnavé artritidy mivaji KV mlécné zbarveni. Viskozita
je za normalnich podminek vlivem pfitomnosti KH oproti ostatnim té€lnim tekutindm

znacnd. Pfi revmatickém onemocnéni zpravidla dochézi k jejimu poklesu.

Rozsah kloubniho zanétu se da orientatné stanovit podle Ropesové.
Ke KV je do zkumavky ptidano né€kolik kapek ledové kyseliny octové. U KV ze zdravého
kloubu dojde k vytvofeni husté soudrzné srazeniny, ktera nejde roztfepat. To samé plati
I U osteoartrozy. Naopak v pfitomnosti zanétlivého onemocnéni je precipitat nestabilni

a po zatiepani se tvoii zakal 1,
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Tabulka. 1: Charakteristiky KV 1

skupina typ barva zakal viskozita | precipitat
(xre s y . - velmi ,
nezanétlivi| norma nazloutla ciry , pevny
vysoka
trauma |xantochromni| zkaleny vysoka pevny
OA slamova ciry vysoka pevny
.. |revmaticka o , o g
zanétliva y zluta zkaleny snizena | nestabilni
horecka
revmaticka . . (1 ,
o nazelenald | opalescentni | nizka chaby
artritida
pyogenni TBC zlutobila zkaleny nizka | nestabilni
artritida
septicka y - gy .| velmi o
pHe Sedobila | silné zkaleny . 1. |netvoiise
artritida nizka

Mikrobiologické vysetieni

Vsechny typy KV, krom¢ septického zanétu, jsou sterilni. Vysetiuje se vSak kazdy
zakaleny vzorek. Nejprve je zhotoven mikroskopicky preparat, kde se po obarveni
hodnoti buné¢éné elementy. Pfedevsim se kvantitativné popisuji mikroorganismy. Pokud
jsou ve vzorku nalezeny bakterie, je pouzito gramovo barveni, pomoci kterého jsou
pritomné bakterie rozdéleny na gramnegativni (riizoveé) a grampozitivni (modrofialové).

Podle mikroskopického néalezu se KV nasledné kultivuje na pevna kultivacni média.

V KV hnisavych artritid byvaji z grampozitivnich bakterii pfitomny
Staphylococcus aureus, koagulaza-negativni stafylokoky a pyogenni streptokoky.
Z gramnegativnich ty€inek se jedné nejcastéji o salmonely, z gramnegativnich kokt jsou
to predevsim Neisseria gonorrhoeae. Pokud doslo k infekci kloubni nahrady, v KV jsou
pfitomny koaguldza-negativni stafylokoky a koryneformni bakterie vcetné

Propionibacterium acnes.
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Cytologické vySetieni

K vySetfeni KV na pfitomnost bunénych elementii je materidl odebiran
do heparizované zkumavky. Rozeznavame dvé skupiny bunéénych druht vyskytujicich

se v kloubni tekuting:
a) Exsudované bunécné elementy (krevni bunky)
b) Buiiky mistniho tkafiového puvodu

Za normalnich okolnosti jsou v KV pfitomny pouze monocyty. Z exsudovanych
bunék jsou u patologickych stavii zastoupeny piedevsim polymorfonukledrni
granulocyty, jejichz podil k mononukledriim stejné jako jejich absolutni pocet je typicky
pro jednotlivé typy zanéti. Naptiklad u revmatoidni artritidy je jejich pocet uvadén jako

10 — 20.10° bungk/I.
Mikroskopické vySetreni

Z nebunéénych slozek KV maji velkou diagnostickou cenu krystaly. Hlavnim
pfedstavitelem krystalovych artropatii je dna, kterd se projevuje piitomnosti
jehlancovitych krystali mononatriumuratu. U revmatoidni artritidy se casto
v KV vyskytuji krystaly cholesterolu, které ale nevyvolavaji minimalni intraartikularni
drazdéni.

Biochemické vySetieni

Z biochemickych markert se vySetfuje zejména koncentrace glukézy a proteinti.
U zdravého kloubu je hladina glukézy v KV shodna s hladinou v krvi. U revmatickych
zanéth dochazi zvySenim glykolyzy v granulacni tkani a zvySenim poctu leukocytl

K poklesu mnozstvi glukdzy v KV. Vyrazné snizeni je typické pro septické artritidy.

Proteinti je v KV zdravého pacienta mnohem méné nez v Krevnim séru (asi 1/3) .
Pfi zanétu dochdzi v KV ke zvySeni koncentrace proteinl, takze u pacienti
S osteoartrozou a revmatoidni artritidou je jejich celkova koncentrace vyssi
neZ U zdravych pacientll. Zanét synovidlni membrany ovliviiuje jeji funkci filtrovani
proteinil, coz ma za nasledek, ze napt. v KV pacientli s revmatoidni artritidou mizeme
najit vysokomolekularni proteiny jako fibrinogen, B2 makroglobulin a o2 glykoprotein,
které se v ni normalné nevyskytuji ’. P¥iznakem lokalniho zinétu je zvyseny obsah

laktatu.
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2.2. Onemocnéni kloubu

Kloubni onemocnéni v souCasné dob¢ patii mezi nejrozsifenéj$i choroby.
Nejcastéji se, zejména u starSich pacientli, miizeme setkat s osteoartrézou. U déti mize
dochazet ke vzniku vrozené dysplazie ky¢elniho kloubu (nepomér mezi velikosti hlavice
stehenni kosti a kloubni jamkou). Ze zanétlivych onemocnéni se potom miizeme setkavat

s revmatoidni artritidou nebo dnou.

2.2.1. Osteoartroza

Jedna se o degenerativni kloubni onemocnéni charakterizované degradaci kloubni
chrupavky, subchondralni skler6zou, tvorbou osteofyt a zménami mekkych tkani, které
zahrnuji kloubni pouzdro, synovialni membranu a kloubni svaly a vazy !. Dochazi tedy
ke komplexnimu biologickému a mechanickému selhavani postizeného kloubu *2.
Pro osteoartrozu (OA) jsou typické zmény na drobnych kloubech rukou, vahonosnych

kloubech a patefi. Sou¢asti OA miize byt také zanét synovialni membrany 1,

Artréza postihuje vSechny etnické skupiny ve vSech ¢astech svéta, pricemz Castéji
byvaji postizeny Zeny nez muzi *2. Je jednim z nejéast&jsich onemocnéni dolnich konéetin
u star$ich lidi. OA kolenniho nebo kycelniho kloubu trpi vice jak 20 % lidi starSich
50 let 3. Radiologicka prevalence OA je mnohem vyssi nez klinickd. Prvni radiologické
znamky tohoto onemocnéni se objevuji uz kolem 40. roku zivota, u pacientl s preartrozou
jesteé drive.
2.2.1.1. Etiopatogeneze

Vznik OA je obecné davan do souvislosti s pusobenim mechanickych nebo
biologickych faktort, které narusuji homeostazu chrupavky, subchondralni kosti, kloubni
vystelky a kloubnich stabilizatort. Vznik OA a rychlost jejiho rozvoje zavisi na stupni
zavaznosti strukturalnich abnormalit kloubu a na velikosti zatéze, ktera se ke kloubu
dostava pies fyziologické ochranné prvky (svalovy aparat, subchondralni kost) 2.
OA kolenniho kloubu se ve vétSin€ piipadii rozviji velmi pomalu a klinicky

i na rentgenovych snimcich ziistivé stabilni po mnoho let 3,
Piedpoklada se, Ze existuji dvé zakladni patogenetické cesty vzniku OA:
a) Na normalni kloub ptisobi abnormalni zatéz.

b) Na stigmatizovany kloub ptisobi normalni zatéz.
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Prvni zndmkou Casnych artrotickych zmén v chrupavce je zvySené zadrzovani
vody (tzv. prosédknuti chrupavky), které je provazené snizovanim obsahu proteoglykantl,
¢imz dochazi k naruseni zakladnich biomechanickych a tribologickych vlastnosti
chrupavky. S pokracujici zatézi se v chrupavce objevuji trhliny, které se nedafi zhojit
a postupné se §ifi na jeji dalsi ¢asti. Soucasné mize dochazet k rozbéhnuti zanétu, ktery
celou situaci dale zhor$i uvolnovanim kyslikovych radikalti a proteolytickych enzymi,
¢imz se destrukce chrupavky urychluje 2. Dulezitou roli v procesu vzniku a rozvoje
OA schrava samotna kost *. Poruchy biomechanickych vlastnosti kloubu indukuji
adaptacni zmény v subchondralni kosti, predev§sim subchondralni sklerézu a tvorbu
osteofyti (kostnich vyrustk). Oba tyto znaky patii mezi dilezité radiologické
charakteristiky tohoto onemocnéni 2. Ziistava vsak nejasné, jestli primarné dochazi

ke zmé&nam na kloubni chrupavce nebo kosti *°.

OA jako takova vznika jako duasledek souhry celé tfady okolnosti, ma tedy

tzv. multifaktorialni etiopatogenezi (obr. 5).
a) Genové dispozice

b) Chronické pietizeni kloubu — ¢asto byvaji postiZzeni obézni nebo téZce pracujici
lidé, pricemz obezita ma krom& mechanického vlivu také biologicky

vliv na kloubni homeostazu.
c) Vyvojové vady kloubu
d) Neuromuskularni poruchy
e) Zanétliva kloubni onemocnéni
f) Metabolicka ¢i endokrynni onemocnéni
g) Nutriéni vlivy
h) Vlivy etnické
i) Veék

j) Pohlavi
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mechanické poskozeni zanéty

kloubu jiné nemoci synovialis
zmény v subchondrilni kosti zjevné/diskrétni dédicné
vyssi vék vady

. !

zmény v expresi/aktivité signalnich
molekul/ristovych faktori/enzymu

V, / > |

iniciace progrese pokrocila
artrozy artrozy artréza

Obr. 5: Soucasna piedstava o etiopatogenezi OA 2

V nékterych piipadech se mize OA rozvinout jako nasledek nitrokloubniho
poranéni, nejastéji kotniku nebo kolenniho kloubu. PietrZzeni kloubnich vazu s sebou
totiz ve vice jak poloviné pfipadl nese také poskozeni kloubni chrupavky. K tomu
dochdzi vlivem naruSeni mezibunécné hmoty chrupavky, coz vede k neptfimétené
produkci proteolytickych enzymi (MMP-3) a prozanétlivych cytokini (TNF-a)
a nasledné apoptoze chondrocytt. Pacienti s touto formou OA jsou vétsinou o 10 — 14 let

mladsi neZ ti pacienti, u kterych se onemocnéni rozvinulo z jiného diivodu °.

2.2.1.2. Diagnostika
Diagnostika degenerativnich onemocnéni se opira predevs§im o klinické vySetieni

a zobrazovaci metody.
Klinické vySetieni

Stejné jako u kazdého jiného onemocnéni se u OA zacind odbérem anamnézy
a klinickym vysetfenim 2. Mezi typické priznaky OA patfi chronické bolesti, k jejichz
zmirnéni dochazi pti odpocinku, nejcastéji u pacientl starSich 40 let. Bolesti se vétSinou
odviji od denniho rytmu, pfi¢emz nejvétsi byvaji veCer a nejmensi rdno, muze se také
projevovat ranni ztuhlost 3, ktera na rozdil od revmatickych zanétlivych onemocnéni
byva kratsi nez 30 minut. PotiZze byvaji ¢asto vadzany na zménu pocasi. Kromé& béZnych
bolesti zaziva spousta pacientii s OA obdobi zvlasté silnych, ostrych a obtizné ztisitelnych

bolesti (tzv. flare). Pozdéji dochazi ke zhorSovani funkce postizeného kloubu, objevuji
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se otoky, drasaty a omezeni hybnosti. Charakteristické jsou také kloubni deformity, které

vznikaji na podklad¢ kostni hypertrofie, nekrozy nebo zbytnéni synovialni vystelky.

Obvyklym nalezem u postiZzeného kloubu je, kromé bolesti, napéti. Mtze byt také
patrna ztrata uslechtilého tvaru kloubu v dusledku zvétSeni objemu jeho mékkych nebo
tvrdych tkani. Typicky je rovnéz krepitus (vrzani kloubu), ktery mize byt disledkem
fibrilarniho postizeni chrupavky mékky a jemny nebo tvrdy az distancni zpusobeny
ztratou vétsSiho povrchu chrupavky. Muze se také vytvotit KV, ktery je ¢iry a ma slamové
zluté zbarveni. S rozvojem OA se rovnéZz zhorSuje rozsah hybnosti postizeného kloubu,
muze dojit k rozvoji kloubni nestability a ubytku svalové hmoty. Pokrocilé stupné
OA také doprovazi kulhani a naruseni stereotypu chlize. Kazdy z téchto jmenovanych

ptiznaki omezuje bézné denni aktivity a zhorSuje kvalitu Zivota.
Zobrazovaci techniky

Nejvice pouzivanou zobrazovaci metodou je RTG 2. Jsou na ném pozorovatelné

hlavni morfologické zmény (obr. 6):

a) Zuzeni Kkloubni S§térbiny — u vahonosnych kloubl je ve vétSiné piipadi
asymetrické a nejcastéji je lokalizovano v misté soustfedéni nejvétSiho tlaku

(napt. medialni ¢ast kolenniho kloubu).

b) Subchondralni skleréza — vytvaii se v misté zazeni kloubni $térbiny a mize

se rozSifovat jak horizontaln¢ tak vertikaln€ vzhledem ke kosti.

c) Kostni cysty — tvofi se ve vét§sim mnozstvi v subchondralni kosti kolem okraji

sklerotickych 1ézi. Mohou byt riznych velikosti.

d) Osteofyty — okrajové osteofyty nejcastéji vznikaji na kosti, kolem okraji kloubni
chrupavky. Centralni osteofyty maji tvar knofliku a utvaii se na artikulacnich

plochéch kloubu, které nepokryva chrupavka *'.
Pro hodnoceni artrotického kloubu je pouzivana klasifikace podle Kellgren-Lawrence:
a) L stupen — nepatrné zGzeni kloubni §térbiny, pocinajici osteofyty
b) II stupen — jisté osteofyty a urCité zuzeni kloubni Stérbiny

c) IIL stupen — zfetelné, nékdy vicecetné osteofyty, znacné zizeni kloubni stérbiny,

zjevna subchondralni skler6za, nékdy deformace kloubni kontury
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d) IV. stupen — velké osteofty, zanikla kloubni S$térbina, rozsahla skler6za

a jednozna¢na deformace kloubni kontury 2

Obr. 6: RTG snimky zdravého kolenniho kloubu (vlevo) a kloubu postizeného
OA (vpravo) 8

Diagnosticka Kritéria

Klinicky obraz OA je heterogenni, coz vedlo k potiebé formulovat jednozna¢na
diagnosticka kritéria, kterd by umoziovala konzistentni stanoveni diagndzy. Nejznadmé;jsi

jsou pravidla, ktera vypracovala American College of Rheumatology (tab. 2).

Tabulka 2: Klinicka a RTG kritéria pro OA kolenniho kloubu

Kritérium Nalez
Bolest Ano
RTG nélez osteofyti Ano
Vek > 50 rokt
Ranni ztuhlost Kratsi nez 30 min
Krepitus Ano

Uvedena kritéria je vSak nutno brat s uréitou rezervou, protoze u pacientl
nad 60 let jsou na RTG snimku patrny alespoft minimalni osteofyty. Pfidanim parametru
bolestivosti by se tak vyrazné zvysil zachyt OA. Evropska liga proti revmatizmu proto

vydala doporucenti, které zaklada diagnozu OA kolenniho kloubu na pfitomnosti:

29



a) Nékterych rizikovych faktori — Zena, vek, nadvaha, stav po urazu kolene,
porucha mechanické osy kloubu, nestabilita, pracovni a rodinnd zatéz, nalez

Heberdenovych uzli.
b) TFi stiZnosti — bolest pii zatézi, kratkodoba ranni ztuhlost, funkéni omezeni.

c) Tri klinickych priznaka — Krepitus, omezena hybnost, ztrata uslechtilosti

kloubniho tvaru.

2.2.1.3. Klasifikace

K rozdéleni Sirokého spektra artrotickych onemocnéni se nejcastéji pouzivaji
tiidici principy etiologické, anatomické a podle specifickych ryst. Diive
se OA rozliSovala na primarni (idiopatickou), u které nebyla zjiSténa zjevna predispozice
k OA a sekundarni, u niz byla pti¢ina vzniku OA zjisténa. Toto ¢lenéni v8ak dnes trochu
postradd smysl, protoze kazda OA ma néjaky svij vyvolavaci faktor. Z anatomického
hlediska je rozliSovana OA kolenniho kloubu (gonartroza), kycelniho kloubu (koxartroza)
atd. Podle poctu soucasné postizenych kloubt se zase déli na monoartikularni (postizen
jeden kloub), oligoartikularni (postiZeny dva klouby) nebo polyartikuldrni (postizeny vice
nez dva klouby).

Podle specifickych rysi je OA rozdélovana na atrofickou, normotrofickou
a hypertrofickou, s kostnimi erozemi ¢i bez nich, s nestabilitou ¢i bez ni apod. Dale také
existuje spousta ¢lenéni specifickych pro jednotlivé lokalizace (napft. u ky€elniho kloubu
se rozeznava medialni typ (koncentricky) od superolateralniho typu (excentrického)).
OA se da také rozdélovat podle rychlosti rozvoje na stacionarni formu, ktera se zhorsuje

postupné, a progresivni formu schopnou béhem nékolika mésich doslova znicit cely

kloub 12,

2.3. Terapie kloubnich onemocnéni
predevsim snizeni nebo odstranéni bolesti, s ¢imz také tizce souvisi dalsi dliilezita soucast,

kterou je snaha o udrzeni popiipade zvétseni funkéni kapacity postizeného kloubu.

Kazda 1écebna strategie je pokud mozno ,,$ita” pacientovi na miru. Je bran ohled
na potifeby a moZnosti pacienta, poCet postizenych kloubli a jejich lokalizace
a samoziejmé se zohlednuje také jeho veék, dal§i onemocnéni, socidlni zdzemi nebo

typ osobnosti. Lécebné prostiedky byvaji nasazovany postupné a umérné stavu pacienta
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(tzv. pyramidovy pfistup, obr. 7), pti¢emz pii zhorSeni onemocnéni dochazi k nasazeni
nastroje z vyssiho patra, se sou¢asnym vyuzitim néstroji z pater niz§ich.

stadium A

onemocneéni

zavainé
TEP

operace
zachovavajici
Kloub

intraartikularni 1é¢ba (kortikoidy,
viskosuplementace, autologni
desticky)

NSA, silna analgetika, protetika

bézna analgetika, fyzioterapie

mirné rezimova opatieni, snizeni vahy, pravidelné cviceni, nutraceutika

v

A

pocet pacienti

Obr. 7: Pyramidova koncepce 1é¢by 2

2.3.1. Rezimova opatieni
Pied zahajenim 1é¢by dochazi nejprve k edukaci pacienta, protoze informovany
a pouceny pacient je schopen zvladat zivot s onemocnénim Iépe nez ten, ktery

byl obeznamen pouze se zakladnimi informacemi.

Nejprve se n¢kterym pacientim doporucuje redukce vahy spojena s pravidelnym
cvicenim, aby doslo ke zpevnéni svalii v okoli kloubu a ke snizeni zatéze na postizeny
kloub. Vyhodou cviceni je bezesporu to, Ze mtze byt pouzito v podstaté u vSech skupin
pacientl, protoZe existuje pouze minimalni mnoZstvi kontraindikaci.

Dalsi soucasti rezimovych opatieni je pouzivani zevnich pomicek sniZujicich
velikost zatéze prendsené postizenym kloubem. Podle stupné onemocnéni a stavu
ostatnich kloubli se u leh¢ich typi onemocnéni doporucuje vychazkova
hal, u zavazngjsich potom francouzské nebo podpazni berle. Hlavnim principem této

terapie je pohyb s odleh¢enim bolestivého kloubu. Pti konzervativni 1é¢bé se také Casto
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pouzivaji ortézy, které se prikladaji zevné na postizeny kloub. Ortézy maji na kloub

hlavné efekt stabilizaéni, dale pak také biomechanicky a proprioreceptivni 2,

2.3.2. Rehabilitace a fyzioterapie

Rehabilitace patii mezi nejstarsi medicinské obory. U jejiho zrodu nestdlo mnoho
velkych védct, ale spis nadané sestry a Iékaii pecujici o nevylécitelné nemocné pacienty.
Velkou roli pfi jejim rozvoji sehrali také epidemické choroby postihujici pohybovy
aparat. Postupem casu se moderni 1écebna rehabilitace stala medicinskym oborem, ktery
zasahuje téméf do vSech ostatnich tim, ze na né navazuje svoji tlohou obnovit funkci téla.
Lécebna rehabilitace vyuziva jak modernich neurofyziologickych poznatki, tak principti

starodavnych 1ééebnych metod .

2.3.2.1. Pohybova terapie

Funk¢ni pohybova terapie je zdkladnim néstrojem fyzioterapie u degenerativnich
kloubnich onemocnéni. Jde o pomérné lacinou, ale ptfitom velmi efektivni formu 1é¢by.
Jejim cilem je zabranéni omezovani rozsahu pohybu, obnoveni ztraceného rozsahu
pohybu nebo zvySeni funkcni kapacity postizeného pohybového segmentu. Pohyb
je vykonavan bud’ pasivné (pasivni vedeni, reflexni stimulace pohybu) nebo aktivné,
kdy pacient cvi¢i sam piipadné pod vedenim fyzioterapeuta. Pti fyzioterapii se vyuziva
cviku v leze, v sedé na zidli ¢i mici a ve stoje S oporou napt. o Zebfiny. U pacientii
s artr6zou vahonosnych kloubti je ¢asto doporuc¢ovan stacionarni rotoped a plavani, nebot’
pii plavani jsou klouby odlehéeny a pfitom vykondvaji opakovany pohyb. Vybér
plaveckého stylu zaleZi na druhu poSkozeného kloubu a mife jeho poSkozeni

(napt. pii pokrocilé artréze ky¢le je styl ,,prsa* nemozny) 2,

2.3.2.2. Fyzikalni terapie (fyziatrie)

Fyzikalni terapie vyuziva plsobeni riznych druhl fyzikalnich energii na lidsky
organismus. Spole¢nym rysem vSech metod fyzikalni terapie je jejich u€inek na aferentni
nervovy systém, ktery vyvolava lokalni nebo celkovou odezvu. ZvySenim aferentace
do centralniho nervového systému dochazi k nastartovani autorepara¢nich mechanismu
cilenych do oSetfované oblasti. Timto zplisobem miize dojit k odstranéni funkéni poruchy
diive, nez dojde k jeji pfeméné na poruchu strukturdlni. V pifipadé pokrocilych

strukturnich poruch je zase vyuzivano analgetického efektu fyzikalni terapie.
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Utinky ptisobici fyzikalni energie délime na:

a) Primé - ovlivnéni biochemickych a fyzikalnich procest ve tkanich, na néz tato

energie piimo pusobi.
b) Reflexni - G¢inky zprostfedkované nervovym nebo endokrinnim systémem.
Obecné miizeme prevazujici ucinky fyzikalni terapie rozdélit do péti zakladnich skupin:

a) Analgetické — pouzivané terapie mohou mit hluboky (napf. magnetoterapie) nebo

povrchovy (napf. infraCervené zareni, kryoterapie) analgeticky ucinek.

b) Myorelaxa¢ni — nejvyraznéj$i myorelaxaéni u¢inky ma napft. ultrazvuk, laser

a interferen¢ni proudy.

c) Trofotropni — k metodam s trofotropnimi G¢inky patfi napt. vakuokompresivni

terapie, magnetoterapie a laser.

d) Antiedematézni — pouziva se napf. negativni termoterapie, magnetoterapie

a ultrazvuk.

e) Antiflogistické — patii sem napf. magnetoterapie, laser, ultrazvuk a galvanizace .

2.3.3. Farmakologicka terapie

2.3.3.1. Nesteroidni antirevmatika

Nesteroidni antirevmatika (NSA) jsou podévana pacientim se zanétlivymi stavy
jako je napf. revmatoidni artritida nebo artréza. Pfi 1écb€ je vyuzivan jak jejich
analgeticky tak antiflogisticky ucinek. NejCastéji byvaji indikovdna ve schématu

konzervativni 1écby OA kolenniho a kycelniho kloubu.

V roce 1971 byl popsan inhibi¢ni u¢inek NSA na enzym cyklooxygenazu (COX)
(obr. 8). Ta je ukotvena v bunécné membrang a iniciuje pfeménu kyseliny arachidonové
na prostaglandiny z fosfolipidti bunéénych membran. Prostaglandiny jsou dulezitymi
mediatory zanétu a také hraji roli pfi udrZovani homeostazy ve tkanich.
COX ma dvé formy, COX-1 a COX-2. Forma COX-1 je oznacovana jako konstitutivni.
V mnoha tkanich je pfitomna trvale v relativné stabilnim mnozstvi a je zodpovédna
za syntézu prostaglandind udrzujicich fyziologické funkce. Ve sliznici
gastrointestinalniho  traktu  (GIT) (pfedev§im v zaludku) umoziuje vznik
cytoprotektivnich prostaglandint, které zvysuji slizni¢ni cirkulaci, sekreci bikarbonath

a zvetSuje tloustku hlenové vrstvy. V trombocytech je zase odpovédnd za katalyzu
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syntézy proagregacniho tromboxanu Az. Forma COX-2 je naproti tomu indukovana.
Je syntetizovana makrofagy a endotelovymi buiitkami v misté zanétu a jeho tvorba
je vyvolana mediatory zanétu (napf. IL-1 a TNF-a). COX-2 katalyzuje syntézu
prostaglandinti, jez se ucCastni rozvoje zanétu, ¢imz dochazi ke vzniku bolesti. Celkové
mnozstvi COX-2 v organismu se muize pii zanétu zvysit na osm — desetinasobek. Naproti

tomu mnozstvi COX-1 se v organismu zvysSuje pouze dvoj az ¢tyfnasobng.

membranové
fosfolipidy

fosfolipaza A,
endotoxin

arachidonova kys. cytokiny
mitogeny

COX-1 /\ COX‘%
gen zanétu <-

konstitu¢ni enzym

\ 4

.
.
.
.,
L
*a
»

homeostaticky gen | .. . 4 inducibilni enzym
................ kortikosteroidy
A 4
A 4 NSA
gastrointestinalni sliznice misto zanétu
trombocyty (makrofagy,
ledviny endotelie)
\ 4 \ 4
fyziologicka funkce zanétliva reakce

Obr. 8: Schéma inhibi¢niho u¢inku NSA na COX *
Podle afinity ke COX rozdélujeme NSA do 3 skupin:

a) Neselektivni inhibitory COX — do této skupiny patii napt. ibuprofen (obr. 9)
nebo diklofenak (obr. 10). Pii dlouhodobém uzivani 1é¢iv z této skupiny dochazi
k cCastému vyskytu neZzadoucich ucinkd, protoze inhibici COX-1 dochazi
k ovliviiovani vSech ostatnich funkci, za které je tento enzym zodpovédny, ¢imz
dochdzi hlavné k poSkozeni GIT, rendlnimu poskozeni a inhibici agregace

krevnich destic¢ek.

b) Preferencni inhibitory COX-2 — patii sem napi. nimesulid (obr. 11)
a meloxicam (obr. 12). Tyto latky ptisobi na COX-2 ve vys$si mife nez na COX-
1. Pomér inhibice COX-1 a COX-2 se u jednotlivych latek lisi, pfiCemZ nejvice

zadouci je maximalni inhibice COX-2 a minimalni inhibice COX-1.
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c) Selektivni inhibitory COX-2 (tzv. coxiby) — do této skupiny fadime

napt. celecoxib (obr. 13). Tento typ latek blokuje v podstaté vyhradné isoformu

COX-2, pticemz vykazuje vysoky protizanétlivy i€¢inek s minimalnimi vedlejSimi

Gginky na GIT °,
CH,

CHs COOH

HsC

Obr. 9: Strukturni vzorec ibuprofenu
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Obr. 11: Strukturni vzorec nimesulidu
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Obr. 13: Strukturni vzorec celecoxibu
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Mezi dals$i mechanismy ¢inku patii také inhibice produkce leukotrienti a volnych
kyslikovych radikall, snizeni produkce nékterych cytokini nebo inhibice uvoliiovani

lyzozomalnich enzymii.

Z farmakokinetického hlediska rozliSujeme NSA podle délky biologického
polocasu (pfiblizn¢ odpovidd délce ucinku 1éku) na NSA s kratkym polo¢asem
(1 — 6 hod), se stiednim polocasem (12 — 14 hod) a s dlouhym poloc¢asem (24 hod a vic).

Rychlost nastupu ucinku je urcena rychlosti jejich vsttebavani z GIT.

Chemicky jsou NSA vétSinou derivaty jednoduchych organickych kyselin,
napf. fenamaty diky své dobré rozpustnosti v tucich snadno ptekonavaji kozni bariéru,
a proto jsou aplikovany ve formé masti nebo gelu. Asi nejrozsifenéjSim

NSA je diklofenak, ktery je derivatem kyseliny octové.

VétSina NSA je metabolizovana v jatrech na inaktivni metabolity, které jsou
nasledné vylu¢ovany ledvinami. U starSich pacientti s poruchou funkce ledvin a jater,
se proto musi pocitat s jejich kumulovanim v organismu, diky ¢emuz mize dochazet
ke vzniku nezadoucich u€inkd. NSA se také vyznacuji velkou afinitou k plazmatickym
bilkovinam a mohou tudiz vytésiiovat ostatni 1é¢iva z této vazby (napt. kumarinova

antikoagulancia (warfarin) nebo antidiabetika).

NSA jsou indikovana pacientim s OA a traumatickou synovialitidou, dale
pak také pii burzitidach, traumatech svalové tkané nebo vazivovych poranénich.
Ve spolupréci s revmatologem jsou podavana pacientliim revmatoidni artritidou pfipadné
s artritidou pii systémovych chorobach pojivové tkang. V neposledni fad¢ jsou pouzivana
jako prevence tvorby paraartikularnich osifikaci po implantacich endoprotéz. NSA snizuji
intenzitu bolesti, zlepsuji pohybové funkce postizenych kloubu a usnadniuji rehabilitaci.
U pacientll s narazovou bolesti (napf. pfi namaze) jsou vyuzivana NSA s kratkym
biologickym polocasem. Pacientim s konstantni bolestivosti jsou podavéana

NSA s dlouhym polo¢asem.

Nejcastéji jsou NSA podavana peroralné ve forme tablet (napt. meloxicam). Dalsi
moznosti je lokalni aplikace ve form¢& masti nebo gelu (napt. diklofenak, fenamaty)
pfi leh¢ich traumatech mékkych tkani, jako jsou tfeba distorze, v pocatecnich stadiich
artrozy koncetinovych kloubli a také u mimokloubniho revmatismu (napt. burzitidy,
kapsulitidy). NSA mohou byt podavany i1 ve formé Cipka, sirupli (hlavné u déti)

a v mimotadnych pfipadech intraven6zné€ nebo intramuskularné.
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Nezadouci ucinky
Nejcast€jsi nezadouci ucinky, ke kterym muze dochazet pii 1é€bé pomoci NSA, jsou
ucinky na:

a) GIT — dyspepsie, bolesti biicha, peptidicky vied, cholestaza.

b) Jatra — elevace aminotransferdz, zvySeni hladiny alaninaminotransferazy

a aspartataminotransferazy.
¢) Ledviny — pifechodné zvyseni hladiny kreatininu, akutni renalni selhani.
d) Krev —hemolytickd anemie, trombocytopenie, neutropenie.
e) Kuzi — fotosenztivita, exantém (urtika).
f) Centralni nervovy systém (CNS) — bolesti hlavy, zavraté, hu¢eni v usich.
g) Dychani — bronchospazmus.

2.3.3.2. SYSADOA (chondroprotektiva)

SYSADOA, neboli symptomaticky pomalu ptsobici 1éky v 1é¢bé OA, jsou latky
majici vliv na zpomaleni degenerativniho procesu a na casteCnou obnovu kloubni
chrupavky. Nékteré¢ studie také dokladaji jejich vliv na snizeni bolesti poskozenych
kloubti a zlepSeni rozsahu pohybu. Uginnost téchto latek na pozitivni zménu struktury
chrupavky sice vyzaduje dalsi studie, ale je vSeobecn¢ pfijiméana skutecnost, Zze maji
tzv. chorobu modifikujici G€inek. Podavani chondroprotektiv teoreticky zmirfiuje
nerovnovahu mezi syntézou a degeneraci proteoglykanti, ke které dochazi
u OA a ji podobnym onemocnénim, ¢imz dochdzi ke zmirnéni poskozovani nebo obnové
kloubni chrupavky. Efekt nastupuje obvykle se zpozdénim (za 1 — 2 mésice) a po vysazeni
vétsinou pietrvava po dobu nejméné dalSich 2 mésict. Nejznaméjsimi latkami, které

se fadi do této skupiny jsou glukosaminsulfat, chondroitinsulfat a KH 2.
Glukosaminsulfat

Glukosaminsulfat (obr. 14) je ve vod¢ rozpustny aminomonosacharid. Podobné
jako chondroitin se ziskdva ze zvifecich chrupavek a krabich ulit. Nekteré studie
naznacuji, ze glukosamin inhibuje IL-1pB, coz mize vést ke sniZzeni degradace chrupavky
a regulaci zadnétu. Glukosamin je prekurzorem pii syntéze glykosaminoglykana, které

jsou hlavni souc¢asti chrupavky, a chondroitin sulfatu. Uzivanim 1é¢iv s jeho obsahem
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tak mize dochazet ke zvyseni syntézy glykosaminoglykanti a naslednému snizeni

degradace chrupavky 2°.

Nezadouci ¢inky uzivani glukosaminsulfatu zahrnuji obtize GIT (nauzea,
zvraceni, bolesti bficha, zacpa), bolesti hlavy, palpitace a kozni reakce. Nevyskytuji

se piili§ Casto a po vysazeni 1éku ustupuji 1.

CH,OH
0. OH
OH S0,%
OH
NH5*
L 2

Obr. 14: Strukturni vzorec glukosaminsulfatu
Chondroitinsulfat

Chondroitinsulfat (obr. 15) je v téle vétSinou vazany na proteiny, se kterymi
vytvari proteoglykany. Je tvofen nerozvétvenymi polysacharidovymi fetézci raznych
délek, které obsahuji dva riizné monosacharidy — D-glukuronat a N-acetylgalaktosamin.
N-acetylgalaktosamin je na hydroxylové skupiné v poloze 4 nebo 6 sulfatovan. Tyto
fetézce jsou navazany na hydroxylové skupiny serinovych zbytki v proteinech.
Chondroitin je dilezitou souc¢asti chrupavky. Jeho zaporny naboj zadrzuje vodu, ¢imz
dodava chrupavce potiebnou pruznost a odolnost proti opottebeni. Chondroitinu jsou také
pfisuzovany  protizanétlivé  U¢inky, pfiCemZ  mechanismus je  shodny
s glukosaminsulfatem 2°. U né&kterych pacientli miize dlouhodobé uzivani vyvolavat

potize GIT (nauzea, tlak v zaludku) a kozni vyrazky !, Peroralni dostupnost se pohybuje

VvV rozmezi 15 — 24 % 2,

OH OSO,H
HOOC
0 0] 0]
L
HO 0] L-OH
OH NH
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Obr. 15: Strukturni vzorec chondroitinsulfatu
Kyselina hyaluronova

Jednd se o polysacharid, ktery tvoii kyselina glukuronova a disacharidové
jednotky N-acetylglukosaminu. VétSina fetézcl je tvorena 12 500 disacharidovymi

jednotkami. V kloubu najdeme KH (obr. 16) v chrupavce a ST. Je produkovana

38



chondrocyty a synoviocyty. KH je viskoelasticka, tzn. ma vlastnosti jak elastickych
pevnych téles, tak viskoznich tekutin. Pfi ndhlém statickém zatizeni plsobi fetézce
KH v globularni konformaci na chrupavcité kloubni plose jako naraznik. Pii pohybu
pod vlivem stfiznych sil se svinuta struktura molekuly rozvine do linearni formy, ¢imz
dochazi k poklesu viskozity KH a je optimalizovan jeji lubrikacni efekt. Ukonceni

pusobeni sil vede ke zpétnému néristu viskozity a KH nabyva elastickych vlastnosti.

U zdravych lidi se koncentrace KH v ST pohybuje mezi 2,5 — 4 mg/ml.
Pii OA dochazi k poklesu koncentrace na polovinu az tietinu pivodniho mnozstvi a k jeji
depolymerizaci. Tim dochdzi ke snizovani jeji molekulové hmotnosti a soucasn¢ se také
zhorsuji jeji viskoelastické vlastnosti. Proto zacala byt KH v nékterych ptipadech
aplikovéna intraartikuldrné, tzv. viskosuplementace. Ptiznivy efekt intraartikuldrni
aplikace neni podminény pouze nédhradou depolymerizované KH, ale také jejimi
protizanétlivymi uc¢inky. Po aplikaci dochazi ke snizeni hladiny zanétlivych medidtori

vcetné prostaglandinii a cyklického adenosinmonofosfatu.

Preparaty obsahujici KH jsou neimunogenni, maji pfirozené reologické vlastnosti
a schopnost difundovat ST. Mezi nezadouci G¢inky patii lokalni zvyseni teploty, bolest
nebo mirny edém. Lécba je spojena i s ¢asteCnym placebo efektem. Je indikovana hlavné
u pacientt s rizikovou aplikaci NSA nebo pacientim, u kterych nebylo dosazeno ustupu

obtizi nasazenim NSA celkovou a lokélni aplikaci.

0
COOH
0. HO ’ pO
~0 \A
&=
HO

NHCOCH
s COCH,

Obr. 16: Strukturni vzorec kyseliny hyaluronové

2.3.3.3. Kortikosteroidy

Lokalni injekce kortikosteroidii jsou pouzivany pro zmirnéni zdnétu a bolesti
napf. u pacientit s OA, uzinovym syndromem, burzitidami, dnou a revmatoidni artritidou.
Terapie pomoci intraartikularni aplikace kortikosteroidii se pouziva od roku 1953,

kdy Hollander publikoval vysledky 1é¢by pacientti s revmatoidni artritidou.
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Kortikoidy jsou hormony, které se pfirozen¢ vyskytuji v lidském organizmu.
Jsou produkovany kirou nadledvin a ptfimo nebo nepiimo ovliviiuji vétsinu tkani:
a) Tukova tkan — lipolyticky G¢inek (zvySuje hladinu glycerolu a mastnych kyselin)
b) Svalova tkan — katabolicky G¢inek (ubytek svalové tkan¢)
c) Kostni tkan — osteoporoticky
d) Krev —tbytek napft. erytrocyti, lymfocytl
e) Kardiovaskularni systém — zvySeni krevniho tlaku
f) Plice — bronchodilatace
g) CNS — psychicka stabilita, iritabilita
h) Jatra — anabolicky u¢inek (stimulace glukoneogeneze a proteosyntézy)
i) Imunitni systém — imunosuprese, protizanétlivy ucinek

Kortikosteroidy se na cilové buiice vazi na plazmaticky receptor, pomoci kterého
vstupuji do bunécného jadra, kde ovliviiuji syntézu m-RNA a nasledné proteosyntézu
je inhibice fosfolipazy Ao, ktera uvoliiuje kyselinu arachidonovou (prekurzor syntézy

prostaglandind).

Bézné uzivané kortikoidy jsou synteticka analoga hydrokortizonu (kortizolu).
Suspenze funguji v malych mnozstvich pii rozpousténi povrchu krystalii u¢inné latky
Vv kontaktu se zanétlivou tkani. V kloubech ptestupuji do synovidlnich bun¢k a poté jsou
vstfebany do krevniho obéhu. Jednotlivé preparaty se 1i8i délkou biologického polocasu,
s kratkodobym i dlouhodobym t¢inkem (napf. celestone — obsahuje betametazon fosfat
a acetat). Tyto preparaty jsou indikovany pacientim s akutnim zanétem. Pro pacienty
s chronickym zanétem jsou vhodnéjsi latky s dlouhodobym u¢inkem. Davka kortikoidu
se urCuje podle velikosti oblasti, do které je aplikovana. Pfi lokalni aplikaci

se ke kortikosteroidu pfidava i lokalni anestetikum, které ma diagnosticky efekt a také

okamzité ulevuje od bolesti.
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Aplikace Kkortikosteroidi

Nitrokloubni (intraartikularni) aplikace potlacuje zanét, ¢imz dochazi ke zmirnéni

otoku a bolesti a naslednému zvétSeni rozsahu pohybu. Tento typ aplikace mizeme vyuzit

napf. pii 1écbé:

a)

b)

Revmatoidni artritidy — pouzivd se jako dopln¢k celkové bazalni 1écby
K potlaceni zvySené zanétlivé aktivity jednotlivych kloubu, nebo z divodu
nutnosti zmény bazalni 1écby kvuli malé ucinnosti nebo kontraindikacim.
Doporucuji se maximaln€ 3 aplikace kortikosteroidii do jednoho kloubu béhem

jednoho roku.

Artrézy — lokalni aplikace ma leps$i u¢inky, pokud jsou obtiZe u nosnych kloubt
(koleno, kycel) zplisobeny zanétlivou reakci. Pfi artroze se vétSinou pouziva
ke zmensSeni otoku a bolesti u pacientd, u kterych je napf. odkladana implantace

totalni endoprotézy.

Mimokloubni aplikace se pouzivaji napi. v ptipad¢ poranéni vazli, onemocnéni

Slach a Gizinového syndromu.

Komplikace lokalni 1é¢by mohou zahrnovat:

a)

b)

Lokalni nezadouci ucinky — pravdépodobnost vyskytu se zvySuje pfi Castych
aplikacich vysokych davek. U 2 — 10 % pacientd se po mimokloubni aplikaci
objevuje vzplanuti bolesti. Ve vétSin€ piipadli se jedna o reakci na nékterou
soucast suspenze nebo na krystaly kortikoidu. V misté aplikace mize dochazet
ke vzniku lokalni depigmentace, subkutanni atrofie, krvaceni a ptipadné podlitiny.
Pti Castych aplikacich se mohou tvofit tzv. perikapsularni kalcifikace. K jejich
vzniku dochédzi vysraZenim kortikoidli za ptitomnosti konzervaénich ptisad
nekterych lokalnich anestetik (napf. parabeny). Jednd se o bélavou hmotu
na povrchu Slach a kloubni vystelky. Dale mize dochazet ke vzniku steroidni
artropatie, k rupturam $lach a kloubni infekci (napt. Staphylococcus aureus).

Mezi vzacné komplikace patii poskozeni nervu.

Celkové nezadouci u¢inky — u 1 — 5 % pacientti se 24 — 48 hod po operaci
objevuje zalervenani spojené s teplem a pocenim tvari. Mize také dojit
k déloznimu krvaceni, u diabetickych pacienti muze dochazet ke zvyseni

glykémie. Mezi méné casté nezadouci ucinky patii napf. nauzea, pankreatitida
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nebo dysforie. Velmi vzacné mohou kortikoidové injekce zplsobit anafylakticky

Sok 1.,

2.3.4. Operacni 1écba

V ortopedii se vyuzivaji jak konzervativni, tak operacni 1é¢ebné metody. Rozvoj
opera¢nich metod umoznil kromé pokrokd v oblasti anesteziologie, radiodiagnostiky
a aseptického operovani, také vznik medicinského primyslu, ktery se postupem casu

vyvinul v tésnou spolupraci vyrobct s technicky nadanymi ortopedy.

V poslednich nékolika letech doslo také k rozvoji konceptu regeneracni mediciny.
Jejim i¢elem je oSetfeni, regenerace ¢i nahrazeni poskozenych bunék, tkani nebo celych
¢asti pohybového aparatu. Cilem je snaha o vytvofeni integrované funkéni jednotky,
tvofené kmenovymi buitkami a specialnim nosi¢em, kterd by byla schopna regenerovat

rozsahléa poskozeni povrchu chrupavky nebo defekty kosti.
Zjednodusen¢ mizeme operacni 1é¢ebné metody rozdélit na:
a) Vykony provadéné mimo kloub (tzv. extraartikularni operace).
b) Vykony provadéné na kloubech, které ho zachovavaji.
¢) Vykony, pii nichz se postizeny kloub odstrafuje 2.

2.3.4.1. Vykony provadéné mimo kloub

Osteotomie

Nejcastéji se provadi osteotomie kolenniho kloubu, kdy je jeji pomoci korigovan
genus varum (tzv. nohy do O) nebo genus valgum (tzv. nohy do X) vznikly
pii OA piipadné jiném typu onemocnéni. Je i jednou z alternativnich metod k aloplastice
kolenniho kloubu 2!, Pfi osteotomii se protne kost pod nebo nad postizenym kloubem
a kostni ulomky se nésledné sestavi do Zadouciho postaveni pomoci osteosyntetickych
prostiedki (napf. $rouby, draty a zevni fixatory) 2. Pro korekci genus varum je pouzivana
osteotomie holenni kosti, pfi 1é6€bé genus valgum se vyuziva osteotomie stehenni kosti.
Osteotomie byva provadéna bud’ tzv. closing wedge nebo v poslednich letech vice
pouzivanou tzv. opening wedge technikou. Closing wedge technika (obr. 17) je zalozena
na vytnuti klinu a nasledném zpétném sestaveni kosti v pozadovaném uhlu. U opening
wedge techniky (obr. 18) dochazi k nafiznuti kosti a jejimu naslednému naklonéni
do pozadovaného thlu. Vznikla mezera je posléze vyplnéna pomoci kostniho §tépu nebo

syntetického klinu 22,
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Obr. 17: Closing wedge osteotomie 22

kostni Stép
vioZeny do
vzniklé mezery

Obr. 18: Open wedge osteotomie 2

Osteotomie je doporucovana pro pacienty mladsi 50 let se stabilnimi kolennimi
vazy a s odchylkou uhlu (ky¢le — koleno — kotnik) maximalng 10 — 15° 21, Cilem
osteotomie je snizeni zatéze postizeného mista, zlepSeni rozsahu pohybu, tileva od bolesti
a vyrovnani délky koncetiny nebo jejiho tvaru. Po operaci nésleduji riizn€ dlouhé faze
odleh¢eni (napf. pomoci ortéz, francouzskych pifipadné podpaznich berli) a intenzivni
rehabilitace 2. Nejcast&jsi priciny selhani osteotomie jsou nadmérna korekce vedouci
ke vzniku patella baja a naslednému snizeni rozsahu pohybu, nebo degenerace ptiivodné

zdravé &asti kloubu 21,

Mezi extraartikularni vykony v ortopedii dale patii napf. amputace, biopsie,
dekompresni operace nebo odstranéni postizené tkané (ablace, excize, exstirpace,

resekce).
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2.3.4.2. Vykony zachovavajici postiZeny kloub

Débridement

Jedna se o operacni postup, pii némz dochazi k zarovnani kloubniho povrchu,
zahlazeni poskozené ¢asti chrupavky, sneseni osteofytl, vyjmuti volnych télisek piipadné

oSetieni degenerovaného labra.
Chondroplastiky

Obnovy poskozeného kloubniho povrchu miizeme dosdhnout napf. pomoci
tzv. mozaikové plastiky, nebo vyuzitim autolognich in vitro kultivovanych
chondrocytii 2. Metoda mozaikové plastiky (obr. 19) byla vyvinuta na konci
90. let 20. stoleti 2%, Spo¢iva v autologni transplantaci zdravé chrupavky ziskané z &asti
kloubu, kterd nenese vahu. Z postizeného mista jsou nejprve odstranény fragmenty
chrupavky a volna téliska. Nasledn¢ jsou implantovany malé cylindrické $tépy chrupavky
o pruméru 2,7 — 8,5 mm. Velikosti §té€pi jsou ve vétsing piipadi kombinovany, aby doslo
k co nejsouvislej$imu pokryti poskozeného mista ?*. Mozaikova plastika se pouziva

k 16¢bé poskozené chrupavky napt. v koleni, kotniku nebo ky¢li 23,

misto odebrani zdravé chrupavky
\
\(f -~

~
postizené misto pokryté stépy
chrupavky
Obr. 19: Mozaikova plastika 2°

Dalsi vykony, které spadaji do kategorie vykonl zachovavajicich postizeny kloub,
jsou napf. artrolyza, menisektomie, pfipadné sutury a ndhrady meniski, stabiliza¢ni

vykony (fesi problémy nestabilni kloubu) a synovektomie.
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2.3.4.3. Vykony, pfi nichzZ se postiZeny kloub odstranuje

Artrodéza

Pti artodéze (obr. 20) jsou resekovany povrchy artikulujicich kosti a nasledné jsou
Sesazeny tak, aby doSlo k jejich sristu ve funkéné pfiznivém postaveni. Stabilita
je zajisténa pomoci vnitini dlahy, zevniho fixatoru, Srouby, Kirschnerovymi draty
pfipadné¢ sadrou. K zaclenéni ztuzeného kloubu do funkén€ pohybovych vzorci
je vyuzivana rehabilitace. Nevyhodou tohoto zakroku je pietéZovani okolnich kloubt,

naruseni pohybovych mechanismi, niz§i funkéni kapacita nebo zkraceni kondetiny 2.

Obr. 20: RTG snimek kolenniho kloubu po provedeni artrodézy °

Exartikulace

Jedna se o odstranéni distalni ¢asti konCetiny v trovni kloubu. Indikace k tomuto
operatnimu vykonu jsou prevazné traumatologické a onkologické, piipadné

nezvladnutelna infekce.

45



Aloplastika

Pii aloplastice je postizena ¢ast kloubu nahrazena endoprotézou *2. Je povazovana
za jednu z poslednich moznosti 1é€by kloubnich onemocnéni. Implantitem mize
byt nahrazen skoro kazdy kloub lidského téla (vCetné prstd na rukou). Nejcastéji

je vsak aloplastika indikovana k 1é€bé onemocnéni kolenniho a kyc¢elniho kloubu.

Nahrada kolenniho kloubu muze byt bud’ unikompartmalni (obr. 21) nebo totalni
(obr. 22). Pti unikompartmalni aloplastice 1ze nahradit pouze lateralni, medialni pfipadné
patelofemoralni c¢ast kloubu, pfi¢emz nejcastéji byva nahrazovana ¢ast medidlni.
Aplikace unikompartmalni nahrady by neméla byt provadéna u pacientt, ktefi trpi
deformitami genu varum ¢i valgum vétSimi nez 5°, maji poskozeny piedni zkiizeny
vaz, subluxaci kloubu vét§i neZ 5 mm a zanétlivé artritidy. Celkovy vysledek operace
zavisi na BMI pacienta, jeho véku a pifedoperacnim rozsahu pohybu kloubu. Navzdory
témto kontraindikacim jsou pozorovany dobré az skvélé vysledky u 81 — 90 % pacientt

S mirou pieziti 10 — 15 let.

Totélni endoprotéza je naopak indikovana u pacientd, ktefi maji vyrazné omezeny
rozsah pohybu, silné bolesti a zdegenerovanou kloubni chrupavku ve vice ¢astech kloubu.

Dlouhodobé pozorovaci studie ukazaly, ze 85 — 95 % implantatd vydrzi 10 — 15 let 2L,

Obr. 21: Unikompartmalni nahrada kolenniho kloubu %’
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Obr. 21: Totélni endoprotéza kolenniho kloubu
Historie vyvoje implantati

Hledéani vhodného opera¢niho vykonu, ktery by feSil omezené pohyblivy,
bolestivy a zcela degenerovany kolenni kloub, zapo€alo uz v 19. stoleti. Po¢atkem vyvoje
byla resek¢ni artroplastika, kdy mezi resekované kloubni povrchy byl vkladan lalok
z kloubniho pouzdra, kiuize, svalova tkan, tuk nebo chromovana sliznice vepiového
mocového méchyie. Ve 30. letech minulého stoleti pouZzil Campbell volny fascidlni §tép.
Vysledky vétSiny téchto operaci nebyly dobré, protoze postupné dochazelo k rozvoji
nestability kloubu, omezeni pohybu a také navratu bolesti. Dal§im stupném vyvoje bylo
pouziti interpozita z kovu pii operaci provedené Campbellem, Boydem a Smith

Petersenem.

Prvni TEP, kterd nahrazovala cely kloubni povrch, byl implantit vyvinuty
Waldiusem a Shiersem. K implantaci byla nutna velka resekce kosti. Holenni a stehenni
cast byla ukotvena intramedularné mohutnymi diiky a vzajemné spojena kloubem, ktery
umoznoval pohyb pouze v sagitalni roviné. Pevné spojeni vSak vedlo k mechanickému
uvolnovani komponent a k Gnavovym zlomeninam. Tyto typy TEP byly postupné
zdokonaleny tak, Ze umoznovaly omezeny pohyb ve vSech rovinach a pouzivaji
se v meznich onkologickych indikacich nebo pii tézkém postizeni vazivovych
stabilizatorit kolenniho kloubu dodnes. Zaroven se jednd o TEP s nejvySSim stupném

vnitini stability 1.
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DalSim pokrokem ve vyvoji byly vzijemné nespojené kondylarni ndhrady
S nizSim stupném vnitini stability. Roku 1971 publikoval Gunston velmi dobré
kratkodobé vysledky svého ,,polycentric knee“. Pokrokem byla snaha o Caste¢né
respektovani fyziologické kinematiky kloubu. Implantat byl sloZzen ze dvou tibidlnich
polyethylenovych ¢asti a dvou kovovych hemisférickych casti nahrazujicich povrch
kondyll stehenni kosti. Tvar holennich komponent umoznoval pii flexi fyziologickou
zménu centra rotace kloubu, ke které dochdzi pii zachovani zkiizenych vazi.
Komponenty byly fixovany pomoci kostniho cementu 2°. Velmi malé kontaktni plochy
ale vedly k velké koncentraci tlaku na jednotku plochy a ¢asnému selhavani TEP.
Pocatkem 70. let vyvinul Coventry tzv. ,,geomedic knee*, u kterého implantace probihala
se zachovanim zkitizenych vazi a celkové byly ignorovany principy popsané Gunstonem.
Tvar plata holenni kosti byl v sagitalni roviné blizky tvaru kondyll stehenni kosti
a v kombinaci se zachovanim zk#izenych vazi nebyl umoznén fyziologicky posun,
coz mélo za nasledek kinematicky konflikt. Chybé&jici artikulacni plocha pro ¢ésku byla
zase pricinou femoropatelarnich potizi. Freeman a Swanson vytvofili implantat tvofeny
z celistvé holenni i stehenni komponenty, jejiz plato mélo konkavni tvar a predpokladalo
odstranéni obou zkiizenych vazt. Kvili obavé pted pfiliSnou resekci kosti a zhorSenim
podminek pro artrodézu neméla holenni komponenta diik a dochazelo tak k jejimu

¢asnému uvoliiovani 2.

Roku 1973 wvyvinul Insall implantat se stehenni komponentou tvoienou
chromkobaltmolybdenem. Komponenta méla také symetrickou predni ¢ast a vytvarela
artikulaéni plochu pro ¢ésku. Polyethylenova holenni komponenta méla dvé konkavni
plochy, které zvySenymi okraji kopirovaly tvar kondyll stehenni kosti. Dal§iho zvySeni
vnitini stability bylo dosaZeno tvarem centralni ¢asti plata zasahujici mezi kondyly
stehenni kosti. Holenni komponenta byla nejprve cela i s diikem z polyethylenu, pozdé&ji
doslo ke zdokonaleni vyuzitim kovové casti s diikem, do které byla pevné zasazena
polyethylenova vloZka. Nerespektovani fyziologického posunu kondylt stehenni kosti pii
pohybu vedlo k omezeni flexe na 90 — 100°. V roce 1978 Install a Burstein ptedstavili
implantdt se zadni stabilizaci, kterd simulovala funkci zadniho zktizeného vazu.
Vyhodami tohoto implantatu byl snadné&jsi chirurgicky pfistup po resekci zadniho
zktizeného vazu a snadnéjSi balancovani vazivovych stabilizatori kolenniho kloubu.
K nevyhoddm patfila ztrata proprioceptivni funkce zadniho zkiiZeného vazu, nutnost

vétsi kostni resekce stehenni kosti, moZznost zmény vySe kloubni linie, a tim zhorSeni
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funkce femoropatelarniho kloubu a v neposledni fadé¢ také moznost uskfinuti
hypertrofické synovie z oblasti peripatelarni nebo z oblasti §lachy m. quadriceps femoris
%0, Tento typ implantatu byl pozdéji modifikovan dal$im zvysenim interkondylické &asti

plata a je vyuzivan k reviznim operacim a u pacienti s extrémni valgézni deformitou 2.

Dalsi smér vyvoje udali v poloving€ 70. let Goodfellow a O’Conner s implantatem
,,oxford knee*. Ten je charakterizovan moznosti pohybu dvou polyethylenovych inzertt
na kovové destiCce na holenni kosti. Stabilita kloubu je potom zajiSténa intaktnimi
postrannimi a zkiizenymi vazy. Systém pohyblivych polyethylenovych artikula¢nich
vlozek umoziiuje omezeny rotac¢ni a translacni pohyb mezi holenni a tehenni kosti.
S cilem prodlouzit zivotnost polyethylenové vlozky snizenim tlaku na jednotku plochy,
je holenni i stehenni komponenta maximalné¢ kongruentni. Moznost pohybu
polyethylenovych vlozek na kovové Easti holenni komponenty také snizuje zatizeni
na rozhrani implantét — kost, které je charakteristické pro implantaty s vyssi mirou vnitini
stability. Systém umoznuje pouzit holenni komponentu s moznosti zachovani obou
zkiizenych vazl nebo pouze zadniho zkiizeného vazu. V obou piipadech je vSak pohyb
realizovan dvéma pohyblivymi polyethylenovymi vlozkami, které umoziuji vzajemny
pohyb v axialni ose i maly pfedozadni posun. Pouziti tohoto typu implantatu vyzaduje
vytvofeni identickych prostord v extenzi i flexi kolenniho kloubu a ptesné balancovani
stabilizatort kolenniho kloubu. Pfiblizeni se k fyziologickym podminkam umoziiuje
i celistva rota¢ni polyethylenova vlozka na holenni komponenté. Mira vnitini stability
je potom urcena tvarem a kongruenci polyethylenu. PouZiti tohoto implantatu je také
mozné v ptipad¢, Ze neni zachovan zadni zkiiZzeny vaz nebo je ke korekci deformity nutna

jeho resekce .
Indikace

Aloplastika kolenniho kloubu je elektivni opera¢ni vykon, jehoZ stfednédobé
I dlouhodobé vysledky s vyuzitim souc¢asnych implantatd a s dodrZzenim piesné operacni
techniky jsou velmi dobré, ale stale pln¢€ nenahrazuji funkci zdravého kolenniho kloubu.
To je zpiisobeno zejména absenci predniho zkiiZeného vazu a jeho proprioceptivni funkce
a také alteraci funkce zadniho zktizené¢ho vazu, ke které¢ dochazi i za pouziti implantatu
umoziujiciho vaz zachovat. Tyto zmény jsou Castou pfFic¢inou omezeni flexe v kloubu
a souvisi 1 se spoustou dalSich obtizi, se kterymi se Ize u pacientd po implantaci setkat.

Vzdy je tieba zvazit obtize pacienta v souvislosti s jeho vékem a naroky na pohybovou

aktivitu, protoze zejména u mladsich aktivnich pacientd s vy$Simi naroky ¢asto dochazi
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pooperacné ke snizeni pohybové aktivity. Pfed samotnou operaci je také nutné seznamit

pacienta s moznymi komplikacemi zakroku a omezenimi, ktera zivot s TEP provazi.
Zakladnimi pilifi indikace jsou:

a) Anamnéza

b) Subjektivni potize

c) Objektivni vysetieni

d) RTG nalez

e) Postoj nemocného k operaci

U subjektivnich obtizi pacienta ¢asto dominuje bolest. Jedna se hlavné o klidovou
bolest, ¢asto rezistentni vii¢i konzervativni terapii. Déale to mize byt nedostatecny rozsah
pohybu v postizeném kloubu, ktery omezuje denni aktivity a nestabilita kloubu alterujici
nosnost koncetiny. U pfipadii s vyraznymi osovymi odchylkami je nutné vzit v uvahu
jejich predpokladanou progresi, a tim také zhorSeni vychozich podminek pfi implantaci.
V subjektivnim pooperacnim hodnoceni pacienta hraje hlavni roli odstranéni bolesti

a zlepSeni rozsahu pohybu.

Ptedpokladem indikace k TEP kolenniho kloubu je vy€erpani moznosti
konzervativni 1é€by. Vyraznym rizikovym faktorem u TEP je nadvéha, kterd muze
zpusobovat véEét§i mechanické namahani implantatu a obtiZznéj$i operacni pfistup
kekloubu, coz muze vést k alteraci hojeni operacni rany. Je také nutné vyloucit jinou
pficinu obtiZi, napt. radikularni bolest pfi degenerativnim onemocnéni patete, meniskové
1éze a burzitidy nebo onemocnéni periferniho cévniho systému.

wevr

Nejcastéjsi indikaci k provedeni TEP kolenniho kloubu je gonartréza a zanétliva
revmaticka onemocnéni (napf. revmatoidni artritida). Indikovani k provedeni TEP mohou
byt také pacienti se systémovymi onemocnénimi (napi. dna, hemofilie, asepticka
nekroza) a s vyraznou deformitou kolenniho kloubu ¢asto valgézniho charakteru, u které

hrozi progrese, diky které se zhorSi podminky pro piipadné pozdé¢jsi provedeni

implantace.
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Kontraindikace

Mezi absolutni kontraindikace pro provedeni TEP patii ischemické onemocnéni
tepen dolnich koncetin, pokrocild ateroskler6za postihujici CNS, zavazna
kardiopulmonarni onemocnéni a infek¢ni loziska postihujici kolenni kloub véetné mykoéz.
Relativnimi kontraindikacemi jsou v&k pacienta, obezita, onemocnéni CNS omezujici
aktivni spolupraci po provedené operaci a infekéni loziska kdekoliv v organismu véetné

chronickych infek¢nich onemocnéni.
Komplikace

Aloplastika je stejné jako kazda operace spojena se vSemi typickymi poopera¢nimi

komplikacemi jako jsou:

a) Hojeni rany — ptedpokladem pro tspé$nou operaci je primarni zhojeni rany.
Zpomalené hojeni zvySuje riziko infekce TEP. V prevenci poruch hojeni
a nasledné hluboké infekce je tfeba vzit v ivahu anatomii cévniho zasobeni
mekkych tkani predni ¢asti kloubu, spravny vybér kozni incize, Setrnou operacni
techniku a rizikové faktory ze strany pacienta (obezita, malnutrice, diabetes
mellitus). Akutni zanétlivou reakci lze oslabit pomoci NSA a chemoterapie

metotrexatem.

b) Neurovaskularni komplikace — poranéni peronealniho nervu neni cCastou
komplikaci (0,3 — 2 %) a ztidka vznikd pfimym zasahem néstroje. Nej€astéji byva
zpusobeno trakci a naslednou ischemii pii korekei valgdzni deformity spojené

s flexni kontrakturou, t€snym obvazem nebo polohou koncetiny pfi operaci.

c) Komplikace vychazejici z extenzorového aparatu — zlepSeni designu
implantatli, presnéjsi postaveni komponent a zdokonaleni operaéni techniky pfi
balancovani ligament6zniho apardtu vede ke zmenSeni poctu komplikaci
vychazejicich z oblasti extenzorového aparatu. Pfesto je femoropatelarni kloub
Castou pricinou bolesti a dysfunkce TEP kolenniho kloubu, a tim padem 1 pficinou
reviznich operaci. Dale muze také dochazet ke zlomenindm ¢éSky vlivem jeji
prilisné resekce, tepelné nekrézy vzniklé pii cementovani nebo porusenim
cévniho zasobeni.

d) Pooperacni ztuhlost — omezeni pohybu v operovaném kloubu vede k obtizim

hlavné pfi vstavani ze sedu a chlizi po schodech. Pooperac¢ni ztuhlost operovaného

kloubu zpiisobena bolesti obvykle odezni za 6 — 8 tydnl a ke zlepSeni rozsahu
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f)

9)

h)

pohybu dochdzi asi 3 mésice po operaci. Ztuhlost kloubu miize zplsobovat

infekce nebo mechanické problémy komponent a vazivovych stabilizatori.

Tromboembolicka choroba — Incidence fatalni plicni embolie je nizs§i nez po
alopalstice ky¢elniho kloubu. Cast&ji vznikaji tromby v hlubokych Zilach Iytka
(85 — 90 %). Soucasti prevence vzniku tromboembolické choroby
je  farmakologickd 1é¢ba  nizkomolekularnimi  hepariny, peroralnimi
antikolagulancii a 1écba za pomoci mechanickych pomucek (napt. kompresni

pundochy). Vyznamnou prevenci je také ¢asna mobilizace pacienta .

Infek¢éni komplikace — aloplastika kolenniho kloubu je spojena s vyskytem
infekce asi u 0,4 — 2 % pripadd. NejCastéji je zpusobena pritomnosti
Staphylococcus aureus (50 — 65 %) a Staphylococcus epidermis (25 — 30 %) *.
Vyznamnou rizikovou skupinou jsou pacienti s revmatoidni artritidou, diabetem
mellitem, s predchazejicimi opera¢nimi vykony v oblasti kolenniho kloubu,
obezitou nebo kozni ulceraci. Moznosti terapie infikované TEP jsou antibioticka
suprese, revize, debridement s antibiotickou terapii, resekéni artroplastika,

artrodéza, reimplantace, pfipadné amputace .

Patelofemoralni komplikace — incidence patelofemoralnich komplikaci
po provedeni aloplastiky se pohybuje okolo 2 — 10 %. Mezi tento typ komplikaci
jsou zahrnovany fraktury ¢ésky, patelofemoralni nestabilita, selhdni patelarni

komponenty a natrZeni extensor.

Opotiebeni polyethylenu — je castou pozdni komplikaci TEP kolenniho kloubu.
Faktory, které maji vliv na rychlost opotiebeni polyethylenu jsou vdha a pohybova
aktivita pacienta, molekularni hmotnost a homogenita polyethylenu, tloustka
polyethylenové vrstvy a shoda s komponentou stehenni kosti. Nejcastéji vSak
k opotiebeni polyethylenové ¢asti dochazi vlivem tifeni kovové stehenni
komponenty o polyethylenovou ¢ast hoelnni komponenty pii pohybu kloubu. Pti
procesu opotiebeni polyethylenu casto dochdzi k jeho delaminaci, coz ma za
nasledek odlupovani makroskopickych kouskt, které zplsobuji osteolyzu. Pti
asimetrickém opotifebeni mize dochazet ke vzniku varézni nebo valgdzni

deformity.

Aseptické uvolniovani — je nejcastéj$i pfi¢inou selhani TEP. K uvoliovani

TEP dochazi vlivem kumulace mechanického stresu a osteolyzy, zplsobené
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uvoliovanim ¢astic z implantatu. Béhem tohoto procesu dochéazi k ubytku kostni
hmoty pod implantitem, coz ma za nasledek pokles implantitu a vychyleni

z osy. K selhani holenni komponenty dochézi ast&ji nez stehenni *2.

Pouzivané materialy

Na vyrobu TEP je pouzivana cela Skala materiald. Hlavnim kritériem,
které vSechny musi spliiovat je inertnost a odolnost viici opotiebeni. Pravé opotiebeni
materidli a s nim spojené uvoliiovani fragmentl, primarné¢ z polyethylenovych
komponent, stoji za jednim z nejcastéjSich divoda selhani endoprotézy — aseptickym
uvoltiovanim 2!, Vétdina modernich implantatii kolenniho kloubu je tvofena stehenni
komponentou z Co-Cr slitiny a holenni polyethylenovou vlozkou upevnénou na titanové
desti¢ce. Kobaltové slitiny jsou pievazné slozeny z kobaltu, chromu a molybdenu
a jsou siroce pouzivany nejen k vyrobé stehennich komponent, ale i jinych implantatd.
Vyznacuji se svoji tvrdosti, odolnosti vii¢i korozi a biokompatibilitou. Jejich nevyhodou
je, ze v malé mife mohou obsahovat také nikl a Zelezo, coz mlize u nékterych pacientli
vyvolavat alergické reakce. Titan a jeho slitiny se kromé vysoké biokompatibility
vyznacuji také lehkosti. Jejich velkou nevyhodou ovsem je, Ze snadno muze dojit k jejich
poskrabani, &imz se zvySuje opotiebeni implantatu. Cisty titan se pouzivd pouze
k povrchovému oSetfeni implantatu, protoZe usnadfiuje a urychluje vrustani kosti

do implantatu. Ze slitin titanu se na vyrobu implantati vyuzivaji predev§im Ti6Al4V

a TIGAI7ND.

Nedavno byla pro vyrobu stehenni komponenty vyvinuta slitina zirkonia.
Termicky fizenou oxidaci je kovova slitina zirkonu pfevedena na oxid (tzv. oxinium),
ktery spojuje odolnost keramiky a pevnost kovu. Klinické studie zatim ukazuji dobré
vysledky dva a pét let po provedeni aloplastiky. Dalsi novou slitinou je porovity tantal,
jehoz unikatni vlastnosti ho délaji vhodnou alternativou k ostatnim pouzivanym
materidliim. Jeho porovitd struktura umoziuje vriistani kosti do implantatu a elasticita
zase dovoluje fyziologické pfeneseni napéti z implantatu na kost, ¢imzZ se snizuje napéti
na jejich rozhrani.

K vyrobé holennich vlozek se vyuziva polyethylenu o ultravysoké molekularni
hmotnosti. Jeho vlastnosti jako pevnost, odolnost proti opotiebeni, nizké tfeni a moznost
vytvarovat ho do pozadovanych tvart ptispéli k jeho vysoké popularité. Gama zatfeni

pouzivané ke sterilizaci polyethylenu také zvySuje jeho zesitovani a tim soucasné jeho
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odolnost proti opotiebeni. Bohuzel gama zéfeni podporuje tvorbu volnych radikald, které
v kombinaci s kyslikem mohou zptuisobovat oxidativni degeneraci polyethylenu. Z tohoto
divodu byva polyethylen sterilizovan v prostfedi bez pfitomnosti kysliku. Stabilizace
pripadné vznikajicich volnych radikala lze docilit 1 pfidanim antioxidantu (napt. vitamin

E), ktery zaroven zlepsuje odolnost polyethylenu proti vzniku a Sifeni unavovych trhlin.
Zpisoby fixace

Implantaty mohou byt fixovany bud’ cementem, nebo bez néj. Kostni cement
je smési akrylového cementu (polymethylmetakrylat) a dalSich piisad zahrnujicich
barium (zajistuje vysledné smési radiokontrast) a antibiotika. Fixace bez cementu
spociva ve specialni upravé povrchu implantatu tak, ze kost jej bud’ obroste anebo
do n¢&j piimo vroste. Toho je dosazeno pomoci napt. specialniho sitovaného povrchu
implantatu, piipadné pomoci nékterych poérovitych kova (titan) ¢i hydroxyapatitu.
Endoprotézy kolenniho kloubu jsou ve vétsing ptipadu fixované cementem nebo hybridni
S bez cementové fixovanou stehenni komponentou a cementovanou holenni

komponentou .
Testovani novych materiali

Nové materidly na vyrobu TEP musi projit preklinickym testovanim, které
by mélo simulovat prostiedi, jakému budou materialy vystaveny uvniti lidského t&la 34,
Vsechny provedené testy musi spliitovat podminky, které doporucuji mezinarodni normy
ISO 14243-1 % a 1SO 14243-3 *. Pfi testovani jsou vyuzivany simuldtory kloubnich
nahrad, ve kterych je jako mazaci tekutina pouZito bovinni sérum reprezentujici ST.
Studie z poslednich nekolika let v§ak ukazuji, ze bovinni sérum nedokaze plné napodobit
ST v in vivo podminkach. Vysledky biotribologickych in vitro testi, které se zabyvaji
stanovenim otéru a opotiebeni materiali pouZivanych na vyrobu TEP, se od klinickych
zjisténi opotiebeni TEP v lidském téle znacné 1isi 3#37-*°, Tento rozdil je pravdépodobné
zpusoben vys§im mnozstvim bovinniho séra, které se pii biotribologickych testech
pouziva *° a dile slozenim bovinniho séra, které se zna¢né lisi od slozeni ST po implantaci
TEP do lidského t&la *38, Normy (ISO 14243-1 a ISO 14243-3) v soucasné dobé
doporucuji pouzivani bovinniho séra s celkovou koncentraci proteini 17 g/l, pfiCemz
v ST zdravého kloubu byla stanovena koncentrace az 30 g/l *°. Norma se omezuje pouze
na toto doporuceni, pfi€emZ nezohlediiuje slozeni ST napi. obsah jednotlivych

proteinovych frakci, celkovou koncentraci KH a koncentraci riznych molekulovych
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hmotnosti KH, obsah stopovych prvkl (napt. Ca, Mg), osmolalitu a viskozitu mazaci
kapaliny a dal3i vlastnosti, které by mohly mit vliv na opotfebeni implantatu *’. Posledni
studie jsou proto zamé&feny na stanoveni co nejptresnéjsiho slozeni ST po TEP kolenniho
kloubu a navrZeni sloZzeni mazaci kapaliny pro biotribologické testy, ktera by se co

nejvice podobala slozeni ST Vv klinickych podminkéch 343738,

55



3. Cile prace
Zameérem predkladané diplomové prace bylo porovnat slozeni kloubnich vypotk

odebranych od ¢étyt skupin pacienti: i) s asepticky selhavajici totalni endoprotézou (TEP)
kolenniho kloubu, ii) s TEP bez jakékoliv znamky aseptického selhavani nebo
periprotetické osteolyzy, iii) bez TEP a s poslednim stadiem osteoartrozy a iv) bez TEP,
bez osteoartrozy a bez znamek zanétu.
Konkrétni cile byly:

a) Stanoveni celkové koncentrace proteini a jednotlivych frakci proteint

ve vzorcich kloubnich vypotkd.

b) Stanoveni koncentrace kyseliny hyaluronové a molekulova distribuce kyseliny

hyaluronové ve vzorcich kloubnich vypotkt.
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4. Experimentalni ¢ast

4.1. Biologicky material
Od listopadu 2012 do fijna 2014 byly za ptisné¢ aseptickych kautel odebrany
KV z kolenniho kloubu u 90 pacientli. Pacienti byli rozd¢€leni do Ctyt skupin:

a) Pacienti s asepticky selhavajici TEP kolenniho kloubu (pFipady)

b) Pacienti s TEP bez jakékoliv znamky aseptického selhavani nebo periprotetické
osteolyzy (K1)

c) Pacienti bez TEP a s poslednim stadiem OA (K2)
d) Pacienti bez TEP, OA a bez znamek zanétu (K3)

KV byly odebrany standardni technikou kloubni punkce na Ortopedické klinice
Fakultni nemocnice Olomouc. U pacientil, ktefi byly reoperovani, prob&hl odbér tésné
pred protétim kloubniho pouzdra. Aspirovany KV byl transportovan ve vychlazeném
polystyrenovém boxu na Ustav lékafské chemie a biochemie LF UP Olomouc,

kde byl nasledné zpracovan podle pfedem daného protokolu.

Odbér a zpracovani KV bylo provadéno s povolenim etické komise
LF UP a FN Olomouc v souladu s ceskou legislativou. VSichni pacienti podepsali

pted zafazenim do studie informovany souhlas.

4.1.1. Zpracovani kloubniho vypotku

Aspirované KV byly po transportu ihned centrifugovany (10 min, 2500 rpm,
4° C), aby doslo k odstranéni bunék a jinych castic. Pot¢ byly  vzorky  rozdéleny
na alikvoty (2 ml) a zamrazeny (-80 °C).

4.2. Chemikalie, roztoky, pristroje a spotifebni material

4.2.1. Chemikalie

Agarosa, bromfenolova modi, CH3COOH, CH3COONa, Coomassie blue, CuSO4, EDTA,
ethanol, KCI, KH2PO4, methanol, NaCl, Na;HPO., NaOH, sacharoza, Stains-All, Tris,
Hyaluronidaza (z hovézich varlat) — byly zakoupeny od firmy Sigma — Aldrich (USA).

Select-HA LolLadder, Select-HA HiLadder, Select-HA Megaladder — byly zakoupeny
od firmy AMS Biotechnology (Velka Britanie).
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Pronaza (Streptomyces griseus, nuclease free, specific activity 89,0254 PUK/mg) — byla
zakoupena od firmy Calbiochem (USA).

Tris-barbitalovy pufr (10x) byl zakoupen od firmy Sebia (USA).

4.2.2. Roztoky

4.2.2.1. Stanoveni proteinovych frakei

Fyziologicky roztok

0,9 % NaCl

Tris-barbitalovy pufr

Pro experimenty byl zasobni roztok 10x zfedén.
Fosfatovy pufr (PBS)

NaCl (0,137 mol/l), KCI (0,00268 mol/l), Na;HPO, (0,00896 mol/l), KH:POq
(0,00147 mol/l)

Roztok Coomassie blue

Coomassie blue (1,25 g), methanol (250 ml), CH3COOH (50 ml), deionizovana voda
(200 ml)

Odbarvovaci roztok

Methanol (125 ml), CH3COOH (35 ml), deionizovana voda (340 ml)
Hyaluronidaza

Roztok hyaluronidazy (71 g/1) byl ptipraven rozpusténim 3,55 mg v 50 pul PBS

4.2.2.2. Stanoveni molekulové distribuce kyseliny hyaluronové

Pronaza

Roztok pronazy (3040 PUK) byl pfipraven rozpusténim 34,148 mg v roztoku NaCl
(0,25 mol/l).

TAE pufr

10x TAE: Tris (400 mmol/l), CH3COONa (50 mmol/l), EDTA (9 mmol/l); pH = 7,9;

pro experimenty byl zasobni roztok 10x zfedén.
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Roztok bromfenolové modri

Roztok bromfenolové modti (0,02%) se sachardzou (2 mol/l)byl pfipraven rozpusténim

2 mg bromfenolové modii a 6,85 g sachardzy v TAE pufru.
Barvici roztok

Barvivi roztok (0,005%) byl pfipraven rozpuSténim 0,05 g Stains-All v 1000 ml
50% ethanolu.

4.2.3. Pristroje
Magneticka michacka RH digital (IKA; Némecko)

Mikrovinna trouba (Daewoo Electronics; Jizni Korea)
Minitiepacka VX-200 (Labnet International; USA)

pH metr inoLab Level 1 s elektrodou SenTix41 (WTW; Némecko )
Skener CanoScan 5600F (Canon; Japonsko)

Spektrofotometr Infinite 200 Pro (Tecan; Rakousko)

Susarna KCW 100 (LAB system; Ceska Republika)

Systém pro elektroforézu se zdrojem napéti PowerPac universal (Bio-Rad
Laboratories; USA)

Termomixer Comfort (Eppendorf; Némecko)
Viahy AX105 Delta Range (Mettler Toledo; Svycarsko)

Vodni lazen OLS 200 (Grant Instruments; Velka Britanie)

4.2.4. Spotiebni material

Plastové mikrozkumavky, automatické pipety, sterilni Spicky (Eppendorf; Némecko)
Hydragel Protein K20 kit (Sebia; USA)

Hyaluronan Enzyme-Linked Immunosorbent Assay Kit (HA — ELISA) (Echelon; USA)
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4.3. Metody

4.3.1. Stanoveni celkovych proteinii

Princip metody: Koncentrace celkovych proteinti byla stanovena Biuretovou
metodou. Metoda je zalozena na chelataci médnatého iontu imidovymi strukturami
polypeptidu izolovanymi v siln¢ alkalickém prostiedi za vzniku cervenofialového

komplexu 4.

KV byly natedény fyziologickym roztokem v poméru 1 : 1. K 50 pl KV byly
ptfidany 2 ml 10 % roztoku NaOH, 250 pl 1 % roztoku CuSO4 a byla provedena inkubace
(25 min; pokojova teplota). Poté bylo 200 ul roztoku piepipetovano na 96-jamkovou

desku a zméfena absorbance pfi 546 nm.

Celkova koncentrace proteinti byla vyhodnocena metodou kalibracni k¥ivky.

4.3.2. Stanoveni proteinovych frakei

Princip metody: Koncentrace proteinovych frakei (albuminu a au, a2, B1, B2 a y-
globulinu) byly stanoveny pomoci elektroforézy na agarosovém gelu. Tato metoda
vyuziva schopnosti nabitych ¢astic pohybovat se v elektrickém poli, pfi¢emz rychlost
pohybu castic je zavislad na velikosti celkového povrchového néboje, velikosti a tvaru

molekuly a jeji koncentraci v roztoku 42,

Vzorky KV byly nafedény hyaluronidazou v poméru 20:1 *. Do jamek
aplikacniho hiebene bylo napipetovano 10 pl vzorku (dublet) a inkubovano ve vlhké
komirce (8 min; pokojova teplota). Po inkubaci byly vzorky pomoci aplika¢niho zatizeni
preneseny z aplikacniho hiebene na agarosovy gel, ten byl nésledné pienesen
do elektroforetické vany s Tris-barbitalovym pufrem a provedena elektroforéza (30 min;
90 V; pokojova teplota). Po ukonceni elektroforézy byl agarosovy gel usuSen (80°C,
2 hod), obarven v roztoku Coomassie blue (4 min) a postupné odbarven ve tiech laznich
S odbarvovacim roztokem (3x2 min). Na zavér byl gel oplachnut destilovanou vodou,

ususen pii pokojové teploté a naskenovan.

Vyhodnoceni bylo provedeno denzitometricky programem ElfoMan
2.6. U kazdého vzorku bylo stanoveno procentudlni zastoupeni jednotlivych frakei
a nasledné byla z celkové koncentrace proteinli vypoctena koncentrace jednotlivych

frakci ve vzorku.
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4.3.3. Stanoveni koncentrace kyseliny hyaluronové

Princip metody: Koncentrace kyseliny hyaluronové byla stanovena metodou
ELISA (Enzyme Linked Immunosorbent Assay). Tato metoda je zalozena na specifické
reakci mezi antigenem a protilatkou, kterd je imobilizovana na pevny povrch (jamka
mikrotitra¢ni desticky). Detekéni protilatka je znacena pomoci enzymu, ktery katalyzuje
pfeménu substratu na barevny produkt, jehoz mnoZstvi je stanoveno

spektrofotometricky 3.

Vzorky KV byly nafedény fedicim roztokem (1 : 1500). Ke 100 ul vzorku bylo
ptidano 50 pul HA detektoru a inkubovano (1 hod; 37 °C) na 96-jamkové desce. Poté bylo
z kazdé jamky odebrano 100 pl roztoku, pieneseno na 96-jamkovou desku pokrytou
specifickou monoklonalni protilatkou a inkubovano (30 min; 4 °C). Nasledné byl roztok
z desky odstranén, jamky byly oplachnuty promyvacim pufrem (3x100 pl) a bylo
aplikovano 100 pl enzymu. Po inkubaci (30 min; 37 °C) byly jamky oplachnuty
promyvacim pufrem (3x100 pl) a bylo pfidano 100 pl roztoku substratu
(45 min; pokojova teplota; tma). Poté byla reakce ukoncena ptidanim 50 ul zastavovaciho

roztoku a zméfena absorbance zluté zbarveného produktu pii 405 nm.

Celkova koncentrace KH byla vyhodnocena metodou kalibraéni kiivky.

4.3.4. Stanoveni molekulové distribuce kyseliny hyaluronové

Princip metody: Molekulova distribuce kyseliny hyaluronové byla stanovena

pomoci elektroforézy na agarosovém gelu (viz. 4.3.2.)
Piiprava vzorki

KV byly smichany s roztokem pronazy v poméru 2:1 a inkubovany
(5 hod, 37°C, 300 rpm). Takto ptipravené vzorky byly do provedeni elektroforézy
uchovany pii 4°C. Pfed pouzitim byly KV natedény TAE pufrem se sacharézou
(2 mol/l) a bromfenolovou modii tak, aby vysledna koncentrace KH ve vzorcich byla

0,5 mg/ml.
Piiprava agarosového gelu (0,5%)

1,67 g agarosy bylo rozpusténo ve 300 ml deionizované vody, povareno
v mikrovinné troubé a vytemperovano ve vodni lazni (48 °C, 15 min). Poté bylo k roztoku

agarosy pfidano 36 ml 10x TAE pufru, smés byla nalita do elektroforetické vany
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a po 20 min byl vznikly gel pfevrstven 1x TAE pufrem. Agarosovy gel byl pied

elektroforézou uskladnén (noc, pokojova teplota).
Provedeni

Vzorky KV (7 pg/jamku; 14 pl) a markery molekulové hmotnosti (LoLadder,
HiLadder a MegalLadder) byly aplikovany v dubletu do jamek pfipraveného agarosového
gelu a nasledné byla provedena elektroforéza (8 hod; 60 V; pokojova teplota).
Po ukonceni elektroforézy byl gel pfenesen do vany s roztokem Stains-All (noc; pokojova
teplota) a obarven. Poté byl gel pfenesen do vany s deionizovanou vodou (1 hod, michani

na houpadce), odbarven na svétle (20 min) a naskenovan 4.
Vyhodnoceni

Vyhodnoceni bylo provedeno denzitometricky pomoci programu ElfoMan
2.6, kdy byl sken gelu nafezan podle jednotlivych markeri molekulové hmotnosti
a u kazdého markeru bylo stanoveno jeho procentualni zastoupeni ve vzorku
KV. Nasledné byla z celkové koncentrace KH vypoctena koncentrace jednotlivych

molekulovych hmotnosti KH.

4.3.5. Statistické vyhodnoceni

Ke statistickému vyhodnoceni byl pouzit statisticky software IBM SPSS
Statistics 22 a program Microsoft Excel 2010.

Pro porovnani ¢tyt skupin byl pouzit neparametricky Kruskal-Wallistv test. Tento
test byl zvolen kvili malé velikosti porovnavanych vzorkd. Popisnd statistika byla
provedena pomoci statistickych ukazateli — medidnu, minima a maxima. Vysledky byly
naméfend hodnota (minimum), nejvyssi zjis§téna hodnota (maximum) a dosazena hladina
statistické signifikance (p) Kruskal-Wallisova testu. Vsechny testy byly provedeny
na hlading statistické vyznamnosti 0,05. Pokud byla dosaZena hladina signifikance niZsi
nez 0,05 (v tabulce zvyraznéno tu€nym pismem), povazovali jsme rozdily mezi
skupinami za statisticky vyznamné. Nasledné¢ byly provedeny post hoc testy
mnohonasobného porovnavani neparametrickymi Mann-Whitney U-testy s Bonferroniho
korekei. Vysledky post hoc testll (signifikance) jsou uvedeny v krabicovych grafech
pomoci svorek. Krabicové grafy ukazuji rozlozeni veli¢in, u nichZ byly nalezeny
vyznamné rozdily mezi skupinami. Vodorovna Cara v krabici zndzoriiuje hodnotu

medianu, dolni hrana krabice hodnotu 1. kvartilu, horni hrana hodnotu 3. kvartilu.
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Anténky ukazuji maximalni a minimalni naméfené hodnoty, pokud byly v souboru

nalezeny odlehlé a extrémni hodnoty jsou zakresleny krouzky a hvézdickami.

Homogenita porovnavanych soubort vzhledem k pohlavi byla ovéfena

Fisherovym pfesnym testem.
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5. Vysledky

Pro analyzu KV byly odebrany vzorky od 25 pacientii s asepticky selhavajici
TEP kolenniho kloubu (Ptipady), 17 pacientii s TEP bez jakékoliv znamky aseptického
selhavani nebo periprostetické osteolyzy (K1), 31 pacienti bez TEP a s poslednim
stadiem osteoartrozy (K2) a 17 pacientli bez TEP, bez osteoartrézy a bez znamek zanétu
(K3). Zakladni charakteristika pacientdi v jednotlivych skupiniach je uvedena
v tab. 3. U skupiny K3 byl zaznamenan signifikantné nizsi vék pacientd v porovnani
se skupinami ptipady, K1 a K2. Dale nebyl nalezen zadny signifikantni rozdil v pohlavi

pacientd (p = 0,119) mezi skupinami.

Tabulka 3: Zakladni charakteristika pacientl v jednotlivych skupinach

Skupina Piipady K1 K2 K3
Muzi 8 10 18 11
Pohlavi
Zeny 17 7 13 6
Celkem 25 17 31 17
Vék [roky] 67,2 (61,0; 74,9) | 69,1 (65,4; 77,0) | 62,9 (55,3; 71,5) | 37,6 (28,3; 44,3)*

Hodnoty jsou vyjadieny jako median (minimum; maximum). * hodnota je signifikantn¢ odli$na od hodnot

ve skupinach piipady (p < 0.0001), K1 (p <0.0001) a K2 (p < 0.0001).

5.1. Stanoveni celkovych proteina a proteinovych frakci
Koncentrace celkovych proteinii v KV byla stanovena pomoci Biuretovy metody.

U skupiny K3 byla nalezena vys8i koncentrace celkovych proteinli v porovnani

se skupinou pfipady (p = 0,074) a K2 (p = 0,055), prestoZze hodnoty signifikance

jsou hrani¢ni (tab. 4, graf'l).

Ke stanoveni koncentrace proteinovych frakci (albuminu a o1, o2, P1, B2 a y-
globulind) v KV byla vyuzita elektroforéza na agarosovém gelu (obr. 23). U skupiny
K2 byla pozorovana signifikantné niz8i koncentrace albuminu v porovnani se skupinami
ptipady (p < 0,0001) a K1 (p = 0,036), viz graf Il. Dale byla u skupiny K2 pozorovana
signifikantné niz8i koncentrace Bi1-globulinu v porovnani se skupinou K3 (p = 0,047),
viz graf 1ll. U dalsich studovanych proteinovych frakci (o, o2, B2 @ y-globulinii) nebyl

nalezen zadny signifikantni rozdil mezi jednotlivymi skupinami (tab. 4).
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Tabulka 4: Koncentrace celkovych proteinti a proteinovych frakei u jednotlivych skupin

pacientll
Pripady K1 K2 K3 p
celkové proteiny
40,7 (20,8; 48,5) | 39,1 (27,6; 54,7) | 31,5(23,9; 62,4) |42,4 (14,4;55,8)| 0,011
[mg/ml]
albuminy
16,2 (12,6;20,5) | 14,7(9,8;22,0) | 11,9(8,9;17,6) | 14,5(8,2;26,0) | 0,0001
[mg/ml]
az-globuliny
2,0 (0,5; 4,6) 2,3(1,1;31) 1,8 (1,0; 6,3) 2,5 (0,6; 4,6) 0,085
[mg/ml]
az-globuliny
35(1,3;7,1) 4,1(1,9; 8,5) 3,9 (2,0;12,0) 4,5(0,9; 8,8) 0,483
[mg/ml]
B1-globuliny
5721;73) 5,3(2,8; 10,4) 4,4 (2,7; 8,6) 6,1 (1,5; 9,0) 0,017
[mg/ml]
B2-globuliny
2,2 (0,0; 4,0) 1,8 (1,0; 4,2) 1,8 (1,1;6,2) 2,2(0,9; 4,4) 0,653
[mg/mi]
v-globuliny
9,6 (3,8; 13,7) 10,0 (6,7;15,0) | 89(5,1;18,2) |11,0(3,2;20,4)| 0,220
[mg/ml]

K vyhodnoceni hladiny signifikance (p) byl pouzit neparametricky Kruskal-Wallistv test.
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reprezentativnim vysledkem stanoveni.

5.2. Stanoveni koncentrace kyseliny hyaluronové a jeji

molekulova distribuce

Celkova koncentrace KH ve vzorcich KV byla stanovena metodou ELISA.
Vysledky ukazuji, Ze mezi skupinami piipady, K1, K2 a K3 nebyl nalezen statisticky

vyznamny rozdil v celkové koncentraci KH (tab. 5).

Ke stanoveni koncentrace jednotlivych molekulovych hmotnosti KH ve vzorcich
KV byla pouzita metoda elektroforézy na agarosovém gelu (obr. 24). Konkrétné byly
studovany molekulové hmotnosti 6100, 4570, 3050, 1520, 1090, 966, 572, 495, 310, 214
a 110 KDa.

U skupiny K1 byl pozorovéan statisticky vyznamny pokles koncentrace
KH u molekulovych hmotnosti 4570 (p = 0,034; graf 1V), 3050 (p = 0,04; graf V), 1520
(p = 0,032; graf VI) a 1090 (p = 0,032; graf VII) v porovnani se skupinou K3. Dale
byl u skupiny KI pozorovan statisticky vyznamny pokles koncentrace
KH u molekulovych hmotnosti 3050 (p = 0,032; graf V), 1520 (p = 0,006; graf V1), 1090
(p =0,012; graf VI1I), 966 (p = 0,029; graf VIII), 572 (p = 0,018; graf 1X), 495 (p = 0,018;
graf X) a 310 (p = 0,035; graf XI) v porovnani se skupinou K2. U nejvyssi molekulové
hmotnosti (6100 KDa), ani u dvou nejnizsich molekulovych hmotnosti KH (210 a 110
KDa) nebyl pozorovan zadny signifikantné¢ vyznamny rozdil v koncentracich mezi

jednotlivymi skupinami. Pfekvapivé nebyl pozorovan signifikantni rozdil v molekulové
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distribuci KH mezi skupinami s TEP kolenniho kloubu (pfipady a K1) ani mezi
skupinami bez TEP (K2 a K3).

Tabulka 5: Celkova koncentrace KH a koncentrace molekulovych hmotnosti KH

Pripady K1 K2 K3 p
KH [mg/ml] | 3,6 (0,3;16,7) | 1,7 (0,2;16,5) | 5,7 (0,7, 15,8) | 2,9 (0,4;25,7) | 0,041
MW 6100 0,4 (0,0; 1,5) 0,1(0,1;0,9) 0,8 (0,1;1,6) 0,5(0,1;1,7) 0,051
MW 4570 0,4 (0,0; 1,7) 0,2 (0,0; 0,7) 0,5(0,1;1,7) 0,8 (0,1; 2,3) 0,028
MW 3050 0,4 (0,0; 1,5) 0,1(0,0; 0,7) 0,6 (0,1;2,7) 0,9 (0,2; 2,3) 0,005
MW 1520 0,3 (0,0;1,4) 0,1 (0,0; 0,8) 0,6 (0,1; 2,7) 0,4(0,1;2,4) 0,003
MW 1090 0,3(0,0;1,5) 0,1(0,0; 0,9) 0,5(0,1;1,7) 0,3 (0,0; 2,2) 0,005
MW 966 0,3(0,0;1,2) 0,1 (0,0;1,9) 0,6 (0,1;1,7) 0,3 (0,0; 2,4) 0,014
MW 572 0,3(0,0;1,3) 0,1 (0,0; 2,0) 0,6 (0,1;1,6) 0,3 (0,0; 2,5) 0,008
MW 495 0,3(0,0;1,2) 0,1 (0,0; 2,2) 0,6 (0,1;1,3) 0,3 (0,0; 2,5) 0,010
MW 310 0,3(0,0; 1,4) 0,1(0,0;1,8) 0,5(0,1;1,5) 0,2 (0,0; 2,3) 0,024
MW 214 0,3 (0,0; 1,8) 0,1 (0,0; 2,4) 0,5(0,1;1,5) 0,1(0,0; 2,4) 0,062
MW 110 0,3(0,0; 1,4) 0,2 (0,0; 2,0) 0,5(0,1;1,4) 1,3(0,1; 2,6) 0,092
KH [mg/ml] - celkova koncentrace KH. MW [KDa] — molekulova hmotnost jednotlivych frakei KH.
K vyhodnoceni hladiny signifikance (p) byl pouzit neparametricky Kruskal-Wallistv test.
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Graf IV: Koncentrace KH o molekulové hmotnosti 4570 KDa.
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Graf V: Koncentrace KH o molekulové hmotnosti 3050 KDa.
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Graf VI: Koncentrace KH o molekulové hmotnosti 1520 KDa.
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Graf VII: Koncentrace KH o molekulové hmotnosti 1090 KDa.
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Graf VIII: Koncentrace KH o molekulové hmotnosti 966 KDa.
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Graf I1X: Koncentrace KH o molekulové hmotnosti 572 KDa.
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Graf X: Koncentrace KH o molekulové hmotnosti 495 KDa.
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Graf XI: Koncentrace KH o molekulové hmotnosti 310 KDa.
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Obr. 24: Molekulova distribuce KH ve vzorcich KV. Uvedena data jsou reprezentativnim

vysledkem stanoveni.
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6. Diskuze

In vitro testovani novych materiald na vyrobu TEP se stalo v pribéhu
let samoziejmosti. Pfedpovédi mozného chovani material po implantaci do lidského
téla jsou vSak zna¢né ovlivnény mazaci tekutinou, ktera v kloubnim simulatoru
nahrazuje KV. Podle doporuceni mezinarodnich norem ISO (ISO 14243-3:2014
a1S0 14242-1:2014) je v simulatorech pouzivano bovinni sérum ¥. I kdyz bovinni sérum
je schopno do jisté miry napodobit KV v in vivo podminkach, jejich podobnost byla
v poslednich letech znaéné diskutovana 373840 Nedavné studie ukazuji, Ze pacienti
s TEP kolenniho kloubu maji v KV az 2x vys§i koncentraci celkovych proteint,
nez je koncentrace proteinti v bovinnim séru doporuc¢ena dle ISO. Znac¢né rozdily byly
nalezeny také ve viskozité, koncentraci jednotlivych proteinovych frakci,
KH, fosfolipidii, PRG4 a stopovych prvki 240, Vechna tato zjisténi vedou k potiebé
vyvinout novou mazaci tekutinu, ktera bude 1épe odpovidat klinickym podminkam.

V diplomové praci byly porovnavany vzorky KV ziskanych od pacientt
s asepticky selhavajici TEP kolenniho kloubu (pFipady), pacientii s TEP bez jakékoliv
znamky aseptického selhdvani nebo periprotetické osteolyzy (K1), pacientl
bez TEP a s poslednim stadiem osteoartrozy (K2) a pacienti bez TEP, bez osteoartrozy
a bez znamek zanétu (K3). Kromé vody jsou v KV zastoupeny v nejvétsSim mnozstvi
proteiny. Jednim z cilti diplomové prace bylo porovnat celkovou koncentraci proteinti
v KV. U skupiny ptipady byla nalezena niz$i koncentrace celkovych proteinii v porovnani
se skupinou K3. Rovnéz byla pozorovana nizsi koncentrace celkovych proteint u skupiny
K2 v porovnani se skupinou K3. Tyto rozdily vSak byly na hranici signifikance. Celkova
koncentrace proteinl dosahovala ve vSech skupinach hodnoty ptiblizné 40 g/l. Zjisténé
vysledky jsou v souladu s vysledky piedchozich studii %%, Nicméné koncentrace

proteinti v bovinnim séru doporu¢end mezinarodnimi normami ISO je 17 g/l ¥/,

Dal$im cilem diplomové prace bylo stanoveni koncentrace proteinovych frakci
a jejich porovnani mezi jednotlivymi skupinami pacientii. Pfestoze zastoupeni téchto
frakei v bovinnim séru pro biotribologické testovani kloubnich nahrad neni doporuceno
normami [SO, bylo prokazano, Ze se jejich obsah li§i nejen u riznych komeréné
dostupnych bovinnich sér, ale i u KV. Nékteré mazaci kapaliny pouzivané pfi testovani
kloubnich ndhrad mohou obsahovat pomér frakci proteinti, se kterym se v klinické praxi
nelze setkat, coz mize mit vliv na rychlost opotfebeni materialu TEP “°. V ramci

diplomové prace bylo zjisténo, ze KV ve vSech studovanych skupinach obsahuji nejvyssi
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koncentraci albuminu a y-globulinu. Tyto vysledky jsou shodné s vysledky
piedchozich studii *"*°. Dale byl pozorovan pokles koncentrace Bi-globulinu u pacienti
s osteoartrozou (K2) v porovnani s pacienty s TEP (piipady a K1), tento pokles vSak nebyl
signifikantni na rozdil od vysledka studie Guenther a kol., kteti pozorovali signifikantné
niz8i koncentraci B-globulinii u pacientd s osteoartrozou v porovnani s pacienty s TEP.
Uplné opaény trend v porovnani s vysledky studie Guenther a kol., jsme zaznamenali u
koncentrace albuminu. U pacientll s osteoartrézou (K2) byla pozorovana signifikantné
nizsi koncentrace albuminu v porovnani se skupinami s TEP (pfipady a K1), zatimco
Guenther a kol. pozorovali signifikantné vyS$i koncentraci albuminu u pacientl
S osteoartrézou v porovnani s pacienty s TEP. Tyto rozdily mohou byt zpisobeny
fyziologickou odlisnosti jednotlivych pacientli a pomérn€ malou skupinou pacienti, ktefi
byly do studie zahrnuti.

Dalsi slozkou KV, ktera mé vliv na opotiebeni nejen kloubnich néhrad,
ale i puvodniho kloubu je KH, ktera svou pfitomnosti pfispiva predevsim k vysoké
viskozité¢ KV 0. V diplomové praci byla prokazana vyssi koncentrace HA u pacienti
s osteoartrozou (K2) nez u pacientli s TEP (ptipady a K1), ale rozdil nebyl signifikantni.
Ziskané vysledky jsou v souladu se studii Guenther a kol., ale nejsou v souladu
s diivej$imi studiemi, kde vyssi koncentrace KH u pacient s osteoartrézou v porovnani
s pacienty s TEP byla signifikantni 4. Tento rozdil miize byt zptsoben metodou, ktera
byla pouzita ke stanoveni celkové koncentrace KH. V diplomové praci, stejné€ jako v praci
Guenther a kol. byla koncentrace HA stanovena metodou ELISA, zatimco Yamada
a kol. pouzili vysoce u¢innou kapalinovou chromatografii “¢ a Mazzucco a kol. pouzili
gelovou (permeaéni) chromatografii #°. Nicméné zjisténa p¥itomnost KH u pacienti
s TEP, piestoze nedosahovala hodnot stanovenych u zdravych pacientd, potvrzuje teorii,
ze dochazi k obnové funkce synovidlni ¢asti kloubni membrany, a k ¢astecné obnové
funkce synovialocyttl, které se mimo jiné podili na produkci KH *°.

V drivgjSich studiich byla casto molekulovd hmotnost KH udavana celkovym
primérem “>%_ Jeji distribuce vSak nemusi byt pro vSechny molekulové hmotnosti
konstantni, a proto se zda lepsi urcit koncentraci pro kazdou molekulovou hmotnost
zvlast. Poslednim cilem diplomové prace bylo stanovit koncentraci jednotlivych
molekulovych hmotnosti KH v KV. V ramci diplomové prace byla nalezena signifikantné
niz§i koncentrace KH u téméf vSech molekulovych hmotnosti u pacienti

s TEP (K1) v porovnani se skupinami bez TEP (K2 a K3). Tento pokles mize souviset
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vwr

rozdil od ostatnich skupin nebyl signifikantni. Déle byl u skupiny K3 zaznamenén mirny,
ale nesignifikantni pokles v koncentraci HA smérem k niz§im molekulovym hmotnostem
V porovnani se skupinou K2. Tyto vysledky jsou v souladu s vysledky studie Ludwig
a kol., kteti rovnéz pozorovali pokles koncentrace HA o nizsich molekulovych

hmotnostech u zdravych pacientli v porovnani s pacienty s osteoartrozou *'.
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7. 1.aveér

Diplomova prace se zabyvala studiem slozeni KV ziskanych od ¢tyi skupin

pacientd: 1) s asepticky selhavajici totalni endoprotézou (TEP) kolenniho kloubu, ii)

s TEP bez jakékoliv znamky aseptického selhavani nebo periprotetické osteolyzy, iii) bez

TEP a s poslednim stadiem osteoartrozy a iv) bez TEP, bez osteoartrozy a bez znamek

zanétu. Ze ziskanych vysledki 1ze vyvodit tyto zaveéry:

a)

b)

d)

Bylo zjisténo, ze KV ziskané od pacient ve skupiné K3 obsahuji nejvyssi
koncentraci celkovych proteinii v porovnani s pacienty ve skupinach ptipady

a K2, ptestoze hodnoty signifikance jsou hrani¢ni.

Byla stanovena koncentrace jednotlivych frakci proteint (albuminu a ou, o2, Pi,
B2 a y-globulintl) ve vzorcich KV. U skupiny K2 byla pozorovéana signifikantné
niz8i koncentrace albuminu v porovnani se skupinami ptipady a K1. Dale byla
u skupiny K2 pozorovana signifikantné niz$i koncentrace [i-globulinu
V porovnani se skupinou K3. U dalSich studovanych proteinovych frakci (o, oz,
B2 a y-globulin) nebyl nalezen Zadny signifikantni rozdil mezi jednotlivymi

skupinami.

Nebyl prokazan statisticky vyznamny rozdil v celkové koncentrace KH mezi

jednotlivymi skupinami.

Byla stanovena koncentrace jednotlivych — molekulovych  hmotnosti
KH ve vzorcich KV. U skupiny K1 byl pozorovan statisticky vyznamny pokles
koncentrace KH téméf u vSech molekulovych hmotnosti v porovnani
se skupinami K2 a K3. Vyjimkou byla KH s nejvyssi molekulovou hmotnosti
u kterych nebyl pozorovan zadny signifikantné vyznamny rozdil v koncentracich
mezi jednotlivymi skupinami. Prekvapivé nebyl pozorovan signifikantni rozdil
v molekulové distribuci KH mezi skupinami s TEP kolenniho kloubu (ptipady
a K1) ani mezi skupinami bez TEP (K2 a K3).
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