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ABSTRAKT

Ptedlozena bakalatska prace se zabyva pripravou a naslednou charakterizaci umélé synovialni
kapaliny. Ptiprava byla zaméfena pfedev§im na vybér vhodnych poméru latek nachazejicich
se v realné synovialni kapaliné a majicich vliv na tokové a viskoelastické vlastnosti (kyselina
hyaluronova, lubricin, fosfolipidy a proteiny), zjisténych na zakladé podrobného studia
odborné literatury. Za ticelem ovéteni vlastnosti laboratorné piipravené synovialni kapaliny
byla charakterizovana i redlnd synovialni kapalina z hlezna koné, kterd byla ziskana
Z Veterinarni a farmaceutické univerzity v Brn€. Vzorky realné i synovidlni kapaliny byly
charakterizovany pomoci makroreologickych technik. Experimentalné ziskana data byla dale
porovnavana s daty z patentu, ze které¢ho se vychazelo pfi ptipravé umélé synovialni kapaliny.
Jako dopliikova metoda Kk charakterizaci synovialnich kapalin byla pouzita klasicka
termogravimetrie a izotermalni termogravimetrie pro studium vlhkosti a vazanosti vody.

ABSTRACT

This bachelor thesis deals with preparation and characterization of synthetic synovial fluid.
Preparation was focused mostly on finding proper ratios of substances existing in real
synovial fluid which have influence on viscoelastic properties. Based on study of literature,
these substances are hyaluronic acid, lubricin, phospholipids and proteins. Samples of real
synovial fluid from horse hock acquired from University of veterinary and pharmaceutical
sciences Brno were tested for comparation with synthetically prepared synovial fluid. Both
synthetic and real synovial fluid were characterized by macrorheological techniques.
The experimentally obtained data were then compared with data from the patent on which
the preparation of synthetic synovial fluid was based on. Thermogravimetry and isothermal
thermogravimetry were used as additional method for the study of moisture and water binding
of synovial fluids.
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1 UvoD

Synovidlni kapalina se nachéazi v kloubnich dutinach, pfi¢emz je predevSim zodpovédna
za zmiriovani tfeni mezi chrupavkami béhem pohybu, zvySovani a udrzovani pruznosti
chrupavek. Bohuzel s vékem se synovialni kapalina opotiebovava, a dochazi tak k niceni
chrupavek, coz zplsobuje zdravotni problémy. V dne$ni dob¢ se také stale vice objevuji
onemocnéni, ktera zpusobuji pied¢asnou degradaci synovialni kapaliny. Také se vSak
vyskytuji rizné typy pripravki, které by mély zlepSovat stav synovialni kapaliny a ulevovat
od bolesti, ale jejich slozeni a reologické vlastnosti jsou nejednotné. Proto je tieba vyvinout
umélou synovialni kapalinu, ktera by méla srovnatelné vlastnosti (viskozitu, hustotu, slozeni,
¢asovou stabilitu) s realnou synovialni kapalinou. Abychom byli schopni ptipravit umélou
synovialni kapalinu, ktera by mohla nahradit poskozenou synovidlni kapalinu, musime znat
piesné slozeni a funkce jednotlivych slozek zdravé synovialni kapaliny. Komplikacemi pii
ptipravé umélé synovialni kapaliny jsou piedevsim jeji Casova nestalost a degradace slozek
vlivem enzymu nachézejicich se pfirozen¢ v téle. Je tedy zatim otazkou, zda miize umela
synovidlni kapalina nahradit redlnou.



2 TEORETICKA CAST

2.1 Kloubni pouzdro

Kloubni pouzdro ohranicuje kloub tak, ze spojuje kosti po obvodu jejich sty¢nych ploch.
Pouzdro je tvofeno vnéjsi a vnitini vrstvou, které jsou od sebe nejcastéji oddéleny fidkym
vazivem s tukovymi bunkami. Méné Casté je jejich pfimé spojeni [1].

Vnéjsi vrstvu pouzdra piedstavuje pevna fibrézni membréana, kterd je tvorena obalem
Z kolagennich vldken, mezi nimiz se nachazi fibroblasty, které tyto vlakna produkuji. Misty
mize byt membrana zpevnéna kapsularnimi vazy, které jsou soucasti pouzdra, nebo jen
plochymi pruhy vazli na povrchu membrany. Dalsi zesileni je zajisténo extrakapsularnimi
vazy, Upony a zaCatky svalti. Vnéjsi pouzdro tedy zajist'uje hlavné mechanické funkce kloubu,
jakymi jsou napiiklad pohyblivost a stabilita [1].

Vnitini vrstvu predstavuje synovidlni membrana, ktera se upind na kosti tésn¢ vedle
kloubnich chrupavek, a ohrani¢uje tak kloubni dutinu uvniti kloubu. Synovialni membrana
je tvofena predevsim synovialocyty, které maji na povrchu mikroklky umoznujici transport
latek mezi okolim a dutinou. Podle funkce a stavby rozliSujeme dva typy synovialocytl:

e Synovialocyty typu A — jsou fagocytujici bunky, a maji tak ptedev§im obranou funkci.

e Synovialocyty typu B — vytvati hlavné kolagenni a elasticka vlakna kloubniho pouzdra

a amorfni mezibunéé¢nou hmotu.

Oba typy bun€k produkuji kyselinu hyaluronovou, ktera je hlavni slozkou synovialni
kapaliny. Jeji koncentrace je v synovialni kapaliné 2,5-2,7 g/l [1].

2.2 Synovialni kapalina

Synovialni kapalina je nenewtonvska kapalina (nefidi se Newtonovym zakonem, tzn. ze nema
konstantni viskozitu), kterd se nachazi v dutinich kloubnich pouzder. Jeji hlavni funkci
je zmirfovat tfeni mezi chrupavkami béhem pohybu, zvySovat a udrzovat jejich pruznost.
Také dodava chrupavkdm ziviny a nasledné z nich prenasi katabolické produkty
(napt. metaloproteinazy MMP-1 a MMP-3). Jeji objem a sloZeni jsou zavislé nejen na typu
kloubu, ale i1 na jeho zdravotnim stavu. Mezi jeji hlavni sloZky patii kyselina hyaluronova
proteoglykan 4, plazmatické proteiny a lipidy. Koncentrace jednotlivych slozek synovialni
kapaliny a jejich vzajemny pomér vypovidaji nejen o samotné synovialni kapalin¢ (hustoté,
viskozité), ale i o stavu kloubu [1]. Proto budou jednotlivé slozky synovialni kapaliny
rozebrany v nasledujicich podkapitolach, jelikoz bez téchto informaci se neobejdeme
pii pfipravé vlastni artificidlni synovidlni kapaliny.

2.2.1 Kyseliny hyaluronova

Kyselina hyaluronova je hlavni sloZkou synovialni kapaliny. Jedna se o heteropolysacharid
spadajici do skupiny glykosaminoglykant. Jeji fetézec je linearni a sklada se z opakujici
se disacharidové podjednotky, ktera je tvofena N-acetyl-D-glukosaminem a D-glukuronovou
kyselinou, jak je zndzornéno na obrazku 1. Jednotlivé disacharidové podjednotky jsou spojené
glykosidickou vazbou B (1—4), kdezto N-acetyl-D-glukosamin a D-glukuronova kyselina



jsou spojeny glykosidickou vazbou B (1—3) [2]. Pomoci méteni RTG-rozptylu filmu bylo
zjisténo, ze sekundarni struktura fetézce ma helikalni tvar, ktery mize byt sto¢en z dvou
az Ctyr fetézcl. Tato struktura je stabilizovana vodikovymi mistky, které mohou spojovat
mezi hydroxylovou a acetamidovou skupinou nebo hydroxylovou skupinou a kyslikem
Vv glukoronové jednotce [3].
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Obrazek 1: Struktura disacharidové podjednotky kyseliny hyaluronové

Prostorové objemnéjsi polarni skupiny (karboxylova a hydroxylova), které jsou navazané
Vv fetézci, zaujimaji nejcastéji ekvatoridlni pozici, kdezto prostorové mensi atomy vodiku
zaujimaji axialni pozici. Takto vytvofené usporadani v polymeru je energeticky velmi
stabilni[4].

Kyseling¢ hyaluronové byla diive pfisuzovana piedevS§im lubrikac¢ni funkce [5], ale tato
funkce byla pozdé&ji vyvracena [6]. Nyni se predpoklada se, Ze jeji hlavni funkci je pii zatizeni
kloubli vytvofit vrstvu mezi povrchy chrupavek, a zmirfiovat tak tfeni. Pfi zatizeni kloubt
vytvoii hyaluronan gelovou vrstvu mezi chrupavkami disledkem zvySeni jeho koncentrace,
Tato gelova vrstva pak chrani povrchy chrupavek pted ttenim, pii némz mize byt chrupavka
poskozena [4].

2.2.2 Proteoglykan 4

Proteoglykan 4, neboli lubricin, je mucindzni glykoprotein, ktery je vylu¢ovan synovialnimi
buikami, povrchovymi chondrocyty kloubnich chrupavek a buiikami meniskli a diskd,
piicemZ rychlost sekrece se 1isi podle typu bunck. Molekuly lubricinu se nachéazeji nejen
voln€ v synovialni kapalin¢, ale jsou také navdzané na povrSich kloubnich chrupavek.
Vytvoiena vrstva tak zajiStuje lubrikaci a snizené tfeni pfi pohybu [7]. Nedavné studie také
ukazaly, ze lubricin zabranuje ukladani bilkovin ze synovialni kapaliny na chrupavku a takeé
inhibuje adhezi synovialnich bunék k povrchu chrupavky [8].

Lubricin je kodovany genem PRG4. Riizné exonové sestiihy a posttranslaéni modifikace
vedou K rozdilim v proteinové primarni struktufe. Existuje sedm forem lubricinu, z nichz Sest
je nalezeno u lidi. U lubricinu prevazuje proteinova slozka, ktera je celkové slozena
Z 1404 aminokyselin. Cukernou sloZzku predstavuje kyselina sialova, coz je kysely
polysacharid vazany k proteinové ¢asti pies kyslik [8].
role lubricinu v synovialni kapaliné¢ kvili jeho schopnosti interagovat s ruznymi typy
receptori. Zaméfili se na moznou schopnost lubricinu vazat se na Toll-like receptory
(,,receptory podobné genu Toll*) a sledovali, zda bude mit tato interakce protizanétlivy Géinek
U pacientt, ktefi trpi zanétlivym onemocnénim kloubu (osteoartritidou, revmatoidni
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artritidou). Potvrdili, nejenze je lubricin schopny vazat se na dva typy Toll-like receptort
(TLR2 a TLR4), ale také ze tato vazba zprostfedkovava dal$i protizanétlivou ulohu
lubricinu. Tato informace poskytuje moznost vyuzit lubricin jako protizanétlivé cinidlo
pii zanétlivych onemocnénich.

Bylo zji§téno, Ze synovialni kapaliny ve fyziologickych smykovych rychlostech (y=107 s
azy=2-10? s1) u pacientii, ktefi postradali lubricin kvili genetické nedostatenosti nebo
nasledkem onemocnéni, nevykazovaly elastické chovani. Z dalStho méfeni se tedy doslo
k zavéru, ze PRG4 zajistuje rozptyleni deformujici sily p#i pohybu kloubu [7].

2.2.3 Plazmatické proteiny

Nezbytnou soucasti synovidlni kapalina jsou plazmatické proteiny. Celkova koncentrace
protein v synovialni kapaliné je 19-28 mg/ml. Vyskyt proteini v synovidlni kapaliné
je podminén jejich molekulovou hmotnosti. Nejvice je zastoupen albumin v koncentraci
12 mg/ml, jehoz molekulova hmotnost je 69 kDa. Dalsimi hojné zastoupenymi proteiny
jsou B, v, a1 a a2 globuliny, z nichz kazdy méa koncentraci 1-3 mg/ml v zavislosti na jejich
molekulové hmotnosti [10].

Obsah a koncentrace proteint se v synovialni kapaliné pii zanétu v kloubu a zranéni méni,
coz vyvolava strukturdlni a funkéni zmény. Naptiklad pii revmatoidni artritidé dochazi
k naruSeni synovialni membrany, diky ¢emuz se do synovidlni kapaliny dostanou velké
plazmatické proteiny jako je fibrinogen (340 kDa), P lipoprotein (3200 kDa)
nebo o, glykoprotein (1000 kDa). Pravé zvySena koncentrace fibrinogenu v synovialni
kapaling v testech nasvéd¢uje tomuto onemocnéni [10].

2.2.4 Lipidy

V lidské synovialni kapaliné bylo identifikovdno 130 druhl lipidd, které byly rozdéleny
do osmi tfid (fosfatidylcholiny, lyzofosfatidylcholiny, fosfatidylethanolaminy, plazmalogeny,
fosfatidylseriny, fosfatidylglyceroly, sfingomyeliny a ceramidy). Nejveétsi zastoupeni
ma fosfatidylcholin, ktery pfedstavuje pfiblizn€é 67 % vSech fosfolipidi. Nasleduje
sfingomyelin, ktery zaujima 17 % a lyzofosfatidylcholin (10 %) [11].

Piestoze se lipidy vyskytuji v synovidlni kapaliné jen ve stopovém mnoZstvi
(314,2 nmol/ml), vyznamné ptispivaji ke snizeni tfeni mezi chrupavkami [12]. Bohuzel
molekularni podstata mazani poskytovana fosfolipidy zlstava neobjasnéna. Jedna studie
naznacuje, Ze tfeni se snizuje se vzrustajici délkou fetézce mastné kyseliny fosfatidylcholinu,
ataké Ze se tfeni snizuje, pokud fosfolipidy obsahuji nenasycené mastné kyseliny.
Proto fosfatidylcholin pfedstavuje mozné doplnéni ¢i alternativu k soucasné dostupnym
viskosuplementa¢nim produktam [13].

2.2.5 Cytokiny a ristové faktory

Cytokiny a rastové faktory jsou dilezitymi regula¢nimi faktory, které ovliviiuji nejen
chondrocyty a synovidlni burky, ale také stav samotné synovialni kapaliny. Tyto regulacni
molekuly se mohou do prostoru kloubti dostat z plazmy nebo mohou byt sekretovany z bun¢k
jako produkty z chondrocyti ¢i synovialocyti. Ruzné cytokiny mohou anabolickymi
nebo katabolickymi u¢inky ménit slozeni a strukturu synoviadlni kapaliny a okolni tkané.
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V normalni synovialni kapaliné je hladina cytokini a ruastovych faktora stabilni,
ale pii kloubnich poranéni a onemocnénich se jejich koncentrace zvySuje. Vyznamnymi
cytokiny jsou TGF-p a IL-1, kteréznaéné¢ ovliviuji sekreci maziv chondrocyty
a synovialocytii. Zatimco TGF-B zvySuje sekreci PRG4 chondrocytd, tak IL-1 ji snizuje.
Zvysena koncentrace téchto dvou cytokini také zplsobuje zvySenou produkci kyseliny
hyaluronové a pii zranéni mohou mit vyrazny vliv na rozvoj dalSich onemocnéni,
napf. revmatoidni artritidy [10].

2.2.6 Proteolytické enzymy

Proteolytické enzymy jsou zodpovédné za degradacni procesy v kloubech. Hlavnimi
degradujicimi enzymy jsou matrixové metaloproteinazy MMP-1 a MMP-3, jejichz hladina
je v synovialni kapaliné¢ u zdravého kloubu stala, ale pfi poranéni ¢i onemocnéni kloubu
se jejich koncentrace zvySuje. DalSi enzymy zastoupené v synovialni kapaliné jsou
distintegrin a mataloprotenasy s motivy trombospondinu (ADAMTS)), které degraduji agrekan
vyskytujici se v mezibunééné hmoté chrupavky. Zastoupeni jednotlivych proteolytickych
enzymu a jejich aktivitu ovlivituji také pfitomné inhibitory a aktivatory, jakymi jsou naptiklad
plazmin, katepsin B ¢i inhibitor metaloproteinaz (TIMP) [10].

2.2.7 Krevni buiky

Celkovy obsah krevnich bun¢k v synoviélni kapaling€ je velmi nizky. Nejvice se zde vyskytuji
leukocyty (<200 leukocyti/mm?®), jejichz pocet je nékdy, napf. u revmatoidni artritidy,
zvySeny. Do synovidlni kapaliny se mohou dostat také lymfocyty, makrofagy a neutrofily.
Ve zdravé synovidlni kapaliné se erytrocyty prakticky nenachézi, ale pfi poranéni se do ni
mohou dostat [10].

2.3 Reologie

Reologie je interdisciplinarni obor zahrnujici fyzikalni chemii s mechanikou, ktera se zabyva
tokem a deformaci latek vlivem pisobeni vnéjSich sil. Podle mechanickych vlastnosti
rozdélujeme materidly na tfi zakladni skupenstvi: plynné, kapalné a pevné, avSak zadny
ze zminénych materidlli se nechova idedlné. Pravé diky studiu deformace a toku materialt
jsme schopni odvodit reologické vlastnosti, které hraji dilezitou roli v tadé odvétvi.
Napt. ve stavebnictvi, potravinaiském pramyslu ¢i v 1ékafstvi [15].

Existuji dva mezni typy chovani materidl: elastické a viskozni. Pro tuhé latky je typické
elastické chovani, kdy pti plisobeni vnéjsi sily dochdzi k elastické deformaci a po odstranéni
vnéjsi sily se latka vrati do piivodniho stavu. Naproti tomu je pro kapaliny typické viskozni
chovani, kdy pti pusobeni vné&jsi sily dochazi k nevratné deformaci, kdy se kapalina
po odstranéni vngj$i sily nevrati do plvodniho stavu. Mezi témito dvéma extrémy
je tzv. viskoelastické chovani, kdy je odezva na ptisobici silu zavisla na Case [16].

V reologii se kapaliny rozdéluji na newtonské a nenewtonské kapaliny. V prvnim ptipadé
se jedna o kapaliny, které se fidi Newtonovym zakonem viskozity a v druhém piipadé jde
0 kapaliny, které se jim nefidi. Podrobnéji budu oba typy kapalin rozebrany v nasledujicich
podkapitolach [15].
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2.3.1 Newtonské kapaliny

Jestlize se viskozita kapaliny pfi urCité teplot¢ a tlaku nemeéni, tak se jedna o newtonskou
kapalinu. Pro tuto kapalinu je také charakteristické, ze viskozita zlistava konstantni s ménici
se smykovou rychlosti i ¢asem. Newtonské kapaliny se fidi Newtonovskym zdkonem
viskozity:

dv .
T=U@=U'V

kde je te¢né napéti r piimo umérné gradientu rychlosti deformace dv/dy neboli smykové
rychlosti j, pti¢emz konstantou umeérnosti je dynamicka viskozita 7.

Na obrazku 2 Ize vidét tokovou kiivku (vlevo), ktera vyjadiuje zavislost smykového napéti
() nasmykové rychlosti (y) a viskdzni kiivku newtonskych kapalin (vpravo) vyjadiujici
zavislost viskozity () na smykové rychlosti (¥). Te¢né napéti roste se zvySujici se smykovou
rychlosti, pficemz dynamicka viskozita je smérnici této zavislosti [17].

n=tana

N
&

Obrazek 2: Tokova (vlevo) a viskdzni (vpravo) kiivka newtonské kapaliny.

2.3.2 Nenewtonské kapaliny

Kapaliny, které se nefidi Newtonskym zakonem viskozity, se nazyvaji nenewtonovské
kapaliny. Pro tyto kapaliny tedy nelze stanovit konstantni hodnotu viskozity v celém oboru
moznych hodnot te¢ného napéti pii ur€ité teplot€ a tlaku, a proto se charakterizuji tokovymi
kiivkami, tzv. reogramy. Ty mohou vyjadiovat zavislost 7 =17 (y), # =n () nebo n = (y).
U nenewtonskych kapalin se viskozita nazyvd zddnlivou a zavisi na smykovém napéti,
smykové rychlosti a na historii vzorku [17].

Nenewtonské kapaliny mohou mit jak casoveé nezavislé, tak Casové zavislé chovani.
Mezi ¢asové nezavislé kapaliny patii pseudoplastické, diletantni a Binghamovské kapaliny.
Kapaliny, jejichz vlastnosti jsou zavislé na Case pisobeni napéti, se rozdé€luji na tixotropni
a reopektické [17].

Nejcastéjsi typ Casoveé nezavislého chovani maji pseudoplastické kapaliny neboli smykoveé
fidnouci kapaliny. Vyznacuji se sniZovanim zdanlivé viskozity se zvySujici se smykovou
rychlosti. Tento jev lze vysvétlit pomoci asocCiacnich struktur, které nejsou spojité,
ale neustale vznikajici a zanikajici. Jelikoz se vzrustajici smykovou rychlosti se tyto struktury
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rozbijeji, tak se zmensuje pocet piechodnych asocia¢nich spoji, a proto viskozita systému
klesa. Jsou to napf. roztoky a taveniny polymeri a lyofilni koloidy [16]. Druhym typem jsou
dilatantni kapaliny, u kterych se naopak zdanliva viskozita zvysSuje se zvySujici se Smykovou
rychlosti (tzv. smykové houstnouci kapaliny). Toto chovani systému spociva v tom, ze se
zvysujici se smykovou rychlosti v systému se zvysSuje i podil usporadanych castic, které
Vv rozpoustédle zaujmou jistou rovnovaznou polohu a strukturu. Tim padem pfti vyssi smykové
rychlosti neni dostate¢né mnozstvi rozpoustédla, které by zaujmulo prostor mezi Casticemi.
Tento nedostatek rozpoustédla pak zplisobi zvySeni tfeni mezi Casticemi a zvySenou viskozitu
[17]. Poslednim typem jsou Binghamovské kapaliny, které maji plastickou slozku deformace.
Proto dochazi k toku az po piekroceni tzv. prahového napéti. Do této skupiny kapalin spadaji
napi. kasovité suspenze kiidy a vapna [17]. Na obrazku 3 jsou zobrazeny tokové a viskdzni
ktivky vSech tii typia kapalin v porovnani s newtonskou kapalinou.

v

Obrazek 3: Tokové a viskozitni kfivky nenewtonskych kapalin.

U kapalin, které maji casové zavislou slozku deformace, se méni zdanliva viskozita s dobou
plsobeni napéti. U tixotropnich kapalin se zdanliva viskozita s dobou pisobeni smykového
napéti snizuje. Po ukonceni plsobeni napéti zase zdanliva viskozita nariista. V grafu méfeni
tokové kiivky tixotropni kapaliny se objevuje hysterezni smycka, nebot’ zavislost napéti
na smykové rychlosti pfi zvySovani a snizovani napéti neni konstantni. Obecné plati, Ze ¢im
vEtsi je uzaviena oblast smycky, tim je chovani kapaliny vice zavislé na Case. Mezi tixotropni
kapaliny patii napf. natérova barva. U reopektickych kapalin se zdanliva viskozita zvySuje
s Casem pusobeni smykového napéti. Ponecha-li se kapalina v klidu, tak se viskozita vrati
piiblizn€ na svou ptivodni hodnotu. Na tokové kiivce reopektické kapaliny se také vyskytuje
hysterezni kiivka, kterd ale probiha proti sméru hodinovych ruci¢ek. Patii sem napt. suspenze
bentonitu [17].

2.4 Meéreni reologickych vlastnosti

Pro charakterizaci reologickych vlastnosti se pouziva celd fada méficich nastrojli, napiiklad
kapilarni viskozimetry, viskozimetry s padajici kulickou, rota¢ni viskozimetry a rotacni
reometry [20]. Rota¢ni reometr méfi kroutici moment pii dané smykové rychlosti, smykovou
rychlost pfi dané torzi nebo torzi aplikovanou pfi riznych frekvencich. Pfi¢emz senzorovy
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systém piepocitava meéfené veliCiny na reologické. RozliSujeme dvé zakladni metody
pro méteni rotaénim reometrem: statickou a dynamickou.

2.4.1 Statické metody

Relaxacni test

Prvnim typem statické metody je tzv. relaxacni test, ktery méfi relaxaci napéti s Casem
pti konstantni deformaci a teplote. Pred zapocetim experimentu je material odpocaty a v ¢ase
t=0 je material okamzité, tj. snekonecné¢ vysokou stiithovou rychlosti, deformovan
kone¢nym smykem. Tento smyk je dale udrzovan po neomezenou dobu. Odezvovou funkci je
relaxacni modul:

G(t) =@

Yo

, ktery je mozné chépat jako materidlovou funkci popisujici linearné viskoelastické chovani
materialu za dané teploty a tlaku [15].

Creepovy test

Druhym typem je tzv. creepovy test, ktery méfi zménu deformace v Case pii konstantnim
napéti a teploté. V okamziku startu je testovany materidl dokonale odpocaty. Budicim
signalem je skokova zména smykového napéti na uréitou hodnotu. Toto napéti je udrzovano
po neomezenou dobu. Odezvovou funkci tohoto testu je creepova poddajnost:

J(® =12 [15].

2.4.2 Dynamické metody

Rotacni test

Hodnoty viskozit nenewtonovskych kapalin nejsou konstantni, a proto se provadi tokoveé
testy, které spadaji pod rotacni testy. Vytvateji se reogramy obsahujici tokovou nebo viskozni
ktivku. Tokové kiivky ziskame meéfenim smykového napéti pii riznych smykovych
rychlostech, kdezto viskozni kfivky vyjadiuji zavislost zdanlivé viskozity na smykové
rychlosti. Zdéanliva viskozita se vypocte jako pomér okamzité hodnoty smykového napéti
a smykové rychlosti. Tokové testy 1ze provadét v jednom ze dvou méda. Prvni mod zahrnuje
kontrolovanou smykovou rychlost (CSR), ktery simuluje procesy, které jsou zavislé
na rychlosti proudéni nebo objemovém pritoku. Druhy moéd zahrnuje kontrolované smykové
napéti (CSS), kdy tyto testy simuluji aplikace zavislé na sile, napft. silu potfebnou k zahajeni
Cerpani materialu ¢i silu k vytésnéni materialu z trubice [20].

Oscilacni testy

Pii amplitudovém testu je nastavena konstantni frekvence oscilace a méni se amplituda
deformace. Métenim ziskame graf, kdy na ose X je vynesena amplituda deformace a na ose y
jsou vyneseny viskoelastické moduly, elasticky G™ a viskdzni G”". Pokud je G > G"’, pak je
vzorek mozné oznacit jako Viskoelasticky materidl s pievahou elasticity. Jestlize vSak
G">G’, tak je vzorek mozné oznacit jako viskoelastickou tekutinu. Diky deformaénim
(amplitudovym) testim muizeme stanovit linearni viskoelastickou oblast (LVO). LVO je
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oblast, ve které vzorek podléha jesté vratné deformaci. Po ptfekroceni této oblasti dochazi
K nevratnému poskozeni pevné struktury vzorku. Proto se z této oblasti vybira amplituda
deformace pro frekvencni test [20].

Pti frekvencnim testu senzor osciluje s konstantni amplitudou deformace, pfi¢emz se méni
frekvence oscilace senzoru od nejvétsi po nejmensi v nastaveném rozsahu. Méfeni probiha
v oblasti LVO, ktera je stanovovana amplitudovym testem. Pomoci frekvencnich testi
ziskame oscila¢ni zavislosti na frekvenci, informace o chovani a vnitini struktute latek [20].

2.4.3 Reologie synovialni kapaliny

Synovialni kapalina spadd do skupiny nenewtonskych kapalin. Pfesnéji se jedna
0 pseudoplastickou kapalinu, tzn. Ze se zvySujici se smykovou rychlosti se snizuje zdanliva
viskozita. Reologické vlastnosti synovialni kapaliny se liSi v zavislosti na tom, zda se nachazi
ve zdravém nebo ¢i nemocném kloubu. Zdravéa synovialni kapalina vykazuje vyssi viskozitu
diky spravného slozeni nez ta, kterd podlehla degenerativnimu onemocnéni
(napft. revmatoidni artritid®) ¢i zranéni. VSeobecné se tak tedy reologické vlastnosti Synovialni
kapaliny zhor$uji, coZ ma neblahy vliv na mazani a celkovou funk¢nost kloubu [21].

Pro reologické vlastnosti synovidlni kapaliny mé podstatny vliv molekulovd hmotnost
kyseliny hyaluronové a jeji struktura. Zdrava synovialni kapalina by méla mit molekulovou
hmotnost okolo 5000-6000 kDa, strukturu linearnich fetézci a zasitovani, které ma vliv
na viskozitu a rozpustnost [22].

Viskozita méfend ptfi smykové rychlosti blizici se nule pfedstavuje schopnost odoldvat
trvalé deformaci pti dlouhodobém zatizeni. Viskozita nulové smykové rychlosti zdravé
synovialni kapaliny je v rozmezi od 1 Pa.s do 175 Pa.s, kdezto pfi osteoartritidé je rozmezi
0,1-1 Pa.s [23].

Crossover frekvence sleduje zmény viskoelastickych vlastnosti, kterymi prochazi
synovialni kapalina béhem silovych zmén v koleni. K témto zménam dochazi pti prechodu
Z chlize na béh a naopak. Pro zdravou synovidlni kapalinu byla stanovena hodnota crossover
frekvence na 0,41 Hz, zatimco u nemocné na 1,8 Hz. Frekvence pro chtzi je 0,5Hz a
frekvence pro béh 3 Hz [23].

Za normalnich podminek jsou koeficienty tfeni mezi povrchy chrupavek v rozmezi hodnot
0,002-0,01. Pti zhorSovani mazaci schopnosti synoviadlni kapaliny se tento koeficient zvysSuje
[21].
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3 Soucasny stav FeSené problematiky

Se studiem laboratornich synovialnich kapalin se poji nejen jejich samotna pfiprava,
ale i znalost a schopnost rozpoznani onemocnéni. Vyviji se nové metody, které vyuZzivaji
pravé jako diagnosticky ndstroj reologické vlastnosti. Mezi nejrozsifenéj$i onemocnéni,
které postihuji synovialni kapaliny patii napt. osteoartrdza a dna.

3.1 SloZeni synovialnich kapalin ve zdravych a umélych kloubech

Pted implantaci Gplného ndhradniho kloubu (TJR) do lidského t€la jsou nutné preklinické
biotribologické testy, které¢ zkoumaji opotfebeni umélého kloubu. Jako nahrada synovialni
kapaliny, jakozto mazaci kapaliny v kloubu, se nejcastéji vyuziva bovinni sérum (BS) [24].
V nedavné dobé, ale doslo ke kritice BS kvili rozdilnému obsahu latek a mechanickym
vlastnostem, a proto se skupina vyzkumnikl zacala zabyvat vyvojem tzv. artificialni kapaliny,
ktera by mohla nahradit synovialni kapalinu v umélych kloubech [25]. Cilem studie tedy bylo
stanovit biochemické slozeni artificidlni kapaliny ziskané béhem artroplastiky kycle
a kolenniho kloubu a zjistit, zda sloZzeni odpovida ISO normam. Vzorky byly ziskany
od 152 pacientli, ktefi byli rozdéleni do ¢tyf skupin: Skupina I, pacienti s aseptickym
uvolnovanim TJR; Skupina II, pacienti s TJR, ale bez znamek aseptického uvolnovani;
Skupina I11, pacienti bez TJR a s kone¢nou fazi osteoartrozy; a Skupina IV, pacienti bez TIR
a bez osteoartrozy. Po vysraZeni ze synovidlni kapaliny, byla koncentrace albuminu zjiSténa
pomoci metody, ktera je zalozena na Biuretové reakci (reaktivité peptidové vazby v proteinu
s Cu?* ionty v alkalickém prostiedi) a dale byl vznikly barevny komplex podroben méfeni
absorbance pii 546 nm. Celkova koncentrace proteinii byla stanovena stejnym zpiisobem.
Ze standardnich kt#ivek byly nasledné vypocitdiny koncentrace albuminu a celkova
koncentrace proteinti. Koncentrace y-globuinu byla zjisténa z jejich rozdilu. Koncentrace
fosfolipidi byla stanovena pomoci komeréné dostupné kolorimetrické soupravy (BioAssay
Systems). Nejprve byla synovialni kapalina zfedéna (1:4) v 0,5% Tritonu X-100. Nasledné
byly vzorky smési (20 pl) dany do jamkové desticky a zde smichany s Cinidlem (88 pl).
Po inkubaci (30 min) byl zbarveny produkt proméfen pii 570 nm a koncentrace byla
vypoctena podle kalibra¢ni kiivky. Koncentrace kyseliny hyaluronové byla zjisténa pomoci
metody ELISA a ziskany Zluty roztok byl proméfen pii 405 nm. Viskozita synovialni
kapaliny byla proméfena pomoci vibra¢niho viskozimetru SV-1A. 2 ml vzorku byly nality
mezi dvé senzorické desky, pomoci termostatu JULABO 6 se vzorek zahial na 37°C
a okamzit¢ byla zméfena hodnota viskozity. Z vysledkti vyplyva, ze koncentrace kyseliny
hyaluronové 1 fosfolipidi byla vyrazné nizs$i u pacienti s TJR neZ u pacientd bez TJR.
Nakonec také nebyl zjistén zasadni rozdil mezi skupinami v celkové koncentraci bilkovin
a albuminu, ale u y-globulinu skupiny Il byla koncentrace vyrazné nizs$i nez u skupiny L.
Dtlezitym zjisténim bylo, Ze celkova koncentrace proteind ve vét§in¢ synovidlnich kapalin
byla vyssi nez 36,8 mg/ml, coz je hodnota doporucend ISO normami. Tato studie ukézala,
ze nejen albumin a y-globulin jsou potfebné pro umélé mazivo kloubu, ale také Zze dalsi
dilezitymi slozkami jsou kyselina hyaluronovd a fosfolipidy. Proto je potfeba vénovat
se dal§imu studiu umélé synovidlni kapaliny, ktera by méla takové slozeni a vlastnosti jako
realnd synovialni kapalina.

16



3.2 Mozné interakce mezi kyselinou hyaluronovu a proteiny

Zhang a spol. [26] se ve své studii zabyvali otazkou, zda proteiny s kyselinou hyaluronovou
agreguji ¢i se vzdjemné ovliviiuji za zlepSeni celkovych viskoelastickych a tokovych
vlastnosti, nebo zda byly tyto dfive pozorované vlastnosti zptsobeny systematickymi chybami
pii méieni vychazejicich z adsorpce proteinli na rozhrani. Na pfipravu modelového roztoku
synovialni kapaliny byla pouzita sodna sl kyseliny hyaluronové, hovézi sérum albuminu
(BSA) a y-globulin pii koncentracich uvedenych v tabulce 1. Viskoelastické a tokové
vlastnosti byly zkoumany pomoci reometru AR-G2 (TA Instruments). Pro experimenty
zahrnujici mezifazové vlastnosti byl pouzit senzor tvofeny ze soustfednych valch
a pro experimenty zabyvajici se celkovou reologii byl pouZit senzor typu deska/deska.
Piedpokladem bylo, Ze pokud by dochazelo Kk agregaci proteini nebo k interakci
mezi kyselinou hyaluronovu a BSA, tak by zména geometrie pfi méfeni neméla vliv
na vyslednou hodnotu viskozity. AvSak, zménou geometric na paralelni desky doslo nejen
ke snizeni viskozity, ale také ke zméné smykové viskozity pii nulovém namahani. Z toho
vyplynulo, Ze dfive popsané reologické vlastnosti byly zptisobeny adsorpci proteinil
na rozhrani, a ne interakci proteina s kyselinou hyaluronovou.

Tabulka 1: Slozeni modelového vzorku synovialni kapaliny

HA BSA y-globulinu
Roztok [mg/ml] | [mg/mi] [mg/ml]
Synovidlni kapalina 3,4 10 0,5
HA 3,4 0 0
BSA 0 10 0

3.3 Lubrika¢ni funkce kyseliny hyaluronové

Murray J. Grissom a spol. [27] se ve své studii zaméfili na mazaci funkci a sloZeni synovialni
kapaliny po provedeni artroskopie. Vyuzili koniskou synovialni kapalinu, kterda umozZnila
opakovand méfeni a také proto, Ze patellofemoralni kloub koni Ize operovat artroskopicky
stejné jako lidsky kolenni kloub. Synovialni kapalina byla odebirana z kloubu pted tirazem
(0 den) a nasledné¢ po 10 dnech a po 3 mésicich od operace. Vzorky byly analyzovany
namezni mazani (boundary lubrication) snizujici tfeni mezi kloubnimi chrupavkami
a na koncentraci kyseliny hyaluronové a lubricinu. Ke vzorkim, které nemély dostate¢nou
mazaci funkci, byla nasledné piidavana vysokomolekularni kyselina hyaluronova (4000 kDa)
s otazkou, zda se mazaci funkce vzorku obnovi. Z namétfenych dat vysSlo najevo, Ze zatimco
kinetické tfeni Se po operaci zvysilo (10 den) a po tfech mésicich se vratilo zpét k vychozim
hodnotam pied urazem, tak hodnoty statického tfeni se neménily. Bylo zjisténo, Ze po urazu
prechazela kyselina hyaluronova k formam s niz§i molekulovou hmotnosti (degradace)
a koncentrace lubricinu se zvySila. Regresni analyza ukazala, Ze kinetické tfeni klesa
se zvySujicim se mnoZstvi vysokomolekuldrniho hyaluronanu. Védci dosli k zavéru,
ze pfechodné nedostatecné mazani synovialni kapaliny po artroskopii mtize byt eliminovano
pomoci suplementace vysokomolekuldrniho hyaluronanu.
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Jak jiz bylo zminéno vySe, nedostatecné mazani mezi chrupavkami vede casto
ke zvySenému tfeni a nasledné ke vzniku osteoartrozy. Mazacimi ucinky kyseliny
hayluronové ve srovndni se synovidlni kapalinou u pacientll s osteoartrozou se zabyvala
studie, kterou vedl Michael Corvelli [28]. Vzorky chrupavek byly ziskany z kravskych
kolennich kloubt a ihned promyty ve fosfatovém pufru (PBS) o teploté 4 °C, aby se zabranilo
vazbé zbytkll synovialni kapaliny a PRG4 na jejich povrch. Chrupavky byly nasledné
rozfezany na disky a rozd€leny do péti skupin, které byly podrobeny riznym typtim
degradace, s cilem dosahnout riznych modeli osteoartritického onemocnéni. Také byla
odebrdna osteoartritickd chrupavka od jednoho pacienta. Pomoci reometru ARES
(TA Instruments) byly naméfeny hodnoty normalové a teéné sily, diky kterym byly
naslednévypocitany odvozeny koeficienty tfeni. Métfeni ukézalo, ze kyselina hyaluronova
snizuje hodnotu kinetického koeficientu tfeni ve vzorku chrupavky o 70 % a hodnotu
statického koeficientu tfeni o 75%. Ve srovndvacim testu napodobovala kyselina
hyaluronova charakteristické tieni synovialni kapaliny, a proto védci dosli k zavéru, ze se da
pouzivat jako uc¢inné mazivo pro 1écbu osteoartrozy.

Osteoartrozou se také zabyvala dalsi studie [29], ktera se ale zaméfila na zmény, k nimz
dochazi béhem postupného vyvoje onemocnéni. Tyto zmény jdou v klinickém prostiedi
obtizné kvantifikovat kvili nenewtonskym vlastnostem kapaliny a omezenym objemim
vzorkl. Studie pfedstavila novou techniku, kterd k méfeni mechanickych vlastnosti synovialni
kapaliny vyuziva magnetické nanoc¢astice. Nanocastice byly distribuovany do 100 pl vzorku
synovialni kapaliny a nasledné¢ byl pfidan permanentni magnet. Bylo ptedpokladano,
ze procento magnetickych Castic, které se dostane k magnetu za urCity Casovy usek by
pravdépodobné souviselo s viskozitou SK. Pro ovéfeni tohoto vztahu byly provedeny testy
s bovinni synovialni kapalinou, ktera byla postupné degradovana ultrazvukem. Tady se
potvrdilo, Ze mnozZstvi pfenesenych castic v daném casovém useku se zvysovalo s postupnou
degradaci kapaliny. Nakonec byly testy provedeny i u synovialni kapaliny zdravych
a nemocnych koniskych kloubti. Zde bylo mnozstvi pfenesenych nanocastic v daném casovém
useku vyssi u SK, kterd byla ziskdna z kloubti nemocnych koni. Ze vSech ziskanych udaji
vyplyva, Ze tato technika ma dobry potencial pro klinické vyhodnocovani vzorkii a mélo by se
vice prozkoumat jeji klinické vyuziti.

Necas a spol. [30] se ve své studii zabyvali tloustkou mazaciho filmu v zavislosti
na sloZeni synovialni kapaliny a na materidlu implantatu. Jednim z hlavnich cild studie bylo
pochopit tribologické procesy uvniti kloubu, aby se minimalizovalo opotfebovani tfecich
ploch implantati. Bylo vytvofeno nékolik modelovych vzorkd SK s rlznymi obsahy latek
(tabulka 2) a jako simulatory kloubnich implantatd byly pouzity tii rizné typy materialt:
kovova slitina CoCrMo, BIOLOX®forte (Al203) a BIOLOX® delta (75% Al203, 24% ZrOa,
Cr203). Meéteni byla provedena za pouziti kyvadlového simulatoru kycelniho kloubu
atloustka filmu byla vyhodnocena pomoci interferometrie. Pii statickych testech bylo
zjisténo, ze tloustka adsorbované vrstvy se zvySuje nezavisle na materialu implantatu. Proto
byly provedeny dynamické testy, které odhalily, Ze tvorba mazaciho filmu je ovlivnéna
slozenim. Nejsiln€j$i mazaci film byl pozorovan u vzorku s nejvyssi koncentraci kyseliny
hyaluronové a fosfolipidi.
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Tabulka 2: Slozeni modelovych vzorkia

Vzorek Albumin | y-globulin KH Fosfolipidy | Celkova koncentrace | Objem
[mg/ml] [mg/ml] | [mg/ml] [mg/ml] [mg/ml] [ml]
25% BS neznamé | neznamé — - 22,4
Model SK1 28 11 1,1 0,17 40,27
Model SK2 28 9,4 19 0,31 39,61
Albumin 28 — — — 28 12
v-globulin - 11 - - 11
KH1 — — 5 — 5
KH2 - - 20 - 20

3.4 Mozné vyuziti Ramanovych spekter pri diagnostice dny

Dna je onemocnéni, pii které dochazi k tvorbé krystali monosodium uritu (MSU)
v synovidlni kapaliné kloubti. Klasicky se toto onemocnéni zjistuje pomoci mikroskopické
metody, ale novéjsi studie se zabyvala Ramanovou spektroskopii jako potencionalnim
diagnostickym ndstrojem. NaneStésti, fluorescenni pozadi organické faze muze snizit
nebo i zrusit Ramantv signal [31]. Hlavnim cilem této studie tedy bylo analyzovat
fluorescen¢ni pozadi, Ramantlv signdl a identifikovat vinovou délku, kterd je vhodna pro tuto
analyzu. Pro analyzu bylo pouzito sedm vzorku ziskanych od pacientl, kteti vykazovali
ptiznaky dny (symptomatické) a tfi vzorky bez pfiznakd (asymptomatické). Ziskané vzorky
synovialnich tekutin byly nasledné Stépeny enzymy (hyaluronidaza a proteinaza), aby se
krystaly uvolnily z organické ¢asti a snizila se tak viskozita pro naslednou filtraci. Filtrace
probéhla pies polypropylenovy filtr, tak aby uchovala krystaly MSU pro Ramanovu analyzu.
Ptitomnost krystala z filtrace byla potvrzena rastrovaci elektronovou mikroskopii. Také byly
pfipraveny syntetické krystaly, jejichz Ramanova spektra byla pouzita jako referencni
pro klinicky ziskané vzorky. Absorp¢ni spektrometr/fluorometr (SpectraMax M2, Molecular
Devices, CA) byl pouZit pro ziskani absorp¢nich a fluorescen¢nich kiivek jak pied Stépenim
synovialni kapaliny, tak po jejim S$té€peni, aby se zjistilo, zda $t€peni ovlivni méfeni.
Pro Ramanovu analyzu byl pouzit spektrometr HRS-VIS-25 (Mightex). Spektra byla
pozorovana v rozsahu excita¢nich vlnovych délek v rozmezi 532 nm az 785 nm. Ramanova
spektralni analyza ukdazala, Ze vzorky vykazovaly vyznamnou ftroven fluorescence
pti excita¢nich vlnovych délkach mensich jak 700 nm, coz branilo ve sbéru Ramanova
signalu. Nejlepsi vysledek byl ziskan pii nejdelsi excitacni vinové délce 785 nm, aniZ by byl
maskovan fluorescenci. Piiklad Ramanova spektra ptiexcitaéni vinové délce 785 nm
je zobrazen na obrazku 4. Jsou zde vidét Ramanova spektra klinickych krystala MSU
ulozenych na polypropylenovém filtru, Cistych krystali MSU a samotného filtru. Bylo tedy
potvrzeno, Ze Ramanova spektroskopie je vhodna jako diagnosticky nastroj.
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Obrazek 4: Ramanovo spektrum pfi excitaéni vinové délce 785 nm.

3.5 SloZeni synovialni kapaliny po prodélani zlomeniny

Intraartikularni fraktury jsou jedny z nejvice frekventovanych zlomenin. Pfi téchto
zlomeninach muze byt postizen nejen kloub, ale také synovialni kapalina. Studie provedena
na univerzit¢ v USA [32] se zabyvala sloZzenim synovialni kapaliny v zavislosti na Case
po prodélani intraartikularni zlomeniny kotniku. Od 54 pacientti byla ziskdna synovialni
kapalina, u které se zjisStovala koncentrace cytokind, matrixovych metaloproteinaz (MMP),
katalytickych produktti chrupavky a produkti hemového metabolismu. Pomoci kompetitivni
imunitni zkousky bylo zjisténo mnozstvi kolagenu typu II v synovidlni kapaling,
které ukazovalo  nastupen  degradace  chrupavky. Pro  zjisténi  koncentrace
glykosaminnoglykan sulfatd (sGAG) byla pouzita Alcianova modf, ktera je v kyselém
prostiedi zbarvila modie. Celkova koncentrace biliverdinu a bilirubinu, produktti metabolismu
hemu, byla zji§téna pomoci kolorimetrické metody Ticknera a Gutterdge, ktera byla upravena
tak, aby umozZnila pifiméfeni eliminovat kyselinu askorbovou. VSechny vzorky byly
analyzovany ve tfech ¢asovych intervalech (0-2 dny, 3-9dni a >10 dni). Bylo zjisténo,
ze zavaznost zlomeniny méla vliv na seskupeni synovidlni kapaliny, a to podle poctu
intraartikularnich zlomovych linii. Bylo zjiSténo, Ze koncentrace prozanétlivych cytokini byly
vyssi béhem prvnich 3-9 dnidl od zlomeniny, neZ ve vzorcich odebranych po 10 dnech. Casovy
sbér SK béhem prvnich dvou dni odhalil pocatecni prudky vzrst prozanétlivych
a protizanétlivych cytokind, matrixovych metaloproteinaz MMP-9 a sGAG. Béhem 3-9 dni
doslo k nariistu bilirubinu, biliverdinu a produkti katabolismu chrupavky. Po 10 dnech doslo
ke snizeni koncentrace cytokind, ale koncentrace produkti katabolismu chrupavky zlstala
nezménénd. Také nebyl nalezen Zadny vztah mezi poc¢tem zlomovych linii a koncentracemi
analyti. Nicméné¢ studie poskytla novy pohled na zanétlivé vykyvy v synovialni kapaling,
které mohou nésledné vést k rozvoji posttraumatické osteoartrozy.
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3.6 Priprava umélé synovialni kapaliny pro tribologické testovani implantata

Vyvojati umélych ortopedickych implantati se snazi co nejvice prodlouzit zivotnost
implantatt, a proto je pro jejich testovani nezbytna uméla synovialni kapalina, kterd ma stejné
vlastnosti jako redlna. Americky patent ¢. US 8716204 B2 popisuje slozeni a zptsob vyroby
um¢lé synovidlni kapaliny, kterd se svymi viskoelastickymi a tokovymi vlastnostmi
napodobuje realnou synovialni kapalinu [33]. Slozeni um¢lé synovialni kapaliny popsané v
patentu je: 12 mg/ml albuminu, 7 mg/ml y-globulinu, 0,1 mg/ml dipalmitoylfosfatidylcholinu
a 2mg/ml kyseliny hyaluronové. VSe se nachazi ve fosfatovém fyziologickém roztoku,
ktery byl pfipraven rozpusténim tablety (Sigma Aldrich) obsahujici latky pro fosfatovy
fyziologicky roztok v definovaném mnozstvi vody. Celd smés ma pH pfiblizné 7,1
a osmolalitu asi 297 mOsm/kg. Smés je povazovana za stabilni, dokud se udrzuje stabilni pH
(7,1) po dobu alesponn 90 dnti. Pro testovani byl pouzit rota¢ni viskozimetr LV-DV-1 Plus
(The Brookfield). Na obrazku 5 je zobrazen zaznam z méfeni viskozity pii 37 °C. Je z néj
patrné, Ze pfipravend synovidlni kapalina vykazuje pseudoplastické chovani, tedy se zvySujici
se smykovou rychlosti klesa viskozita.
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Obrazek 5: Viskozita umélé synovialni kapaliny pfipravena v patentu US 8716204 B2.

Cilem reSerSe bylo podrobné nastudovat literaturu a diky ziskanym informacim pfipravit
umélou synovialni kapalinu, kterd by odpovidala svym slozenim a vlastnostmi realné
synovialni kapalin€. V pribéhu zpracovavani reserse byl vybran patent US 8716204 B2 [33]
jako nejvhodngjsi, a podle ng& se nasledné piipravovala uméld synovialni kapalina
v experimentalni ¢asti bakalarské prace.
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4 EXPERIMENTALNI CAST

4.1 Pouzité chemikalie

kyselina hyaluronova (1500-1760 kDa)

albumin z hovéziho séra, Sigma-Aldrich

v-globulin z hovézi krve, Sigma-Aldrich
1,2-dipalmytoyl-sn-glycero-3-phosphocholin, Sigma-Aldrich
chlorid sodny

chlorid draselny

bezvody dihydrogenfosfore¢nan draselny

dihydrat hydrogenfosfore¢nanu sodného

deionizovand voda

realné vzorky synovidlni kapaliny byly ziskany z Veterinarni a farmaceutické univerzity
Vv Brné

4.2 Pouzité pristroje a zarizeni

reometr AR-G2 Ta Instruments

analytické vahy Sealtec SBC 31

magneticka michacka Variomag Poly

pH metr WTW pH 330

FTIR spektrofotometr (Nicolet iS50).

Termogravimetricky analyzator Q5000 (TAlnstruments)
ultrazvuk UCC 1 Ultrasonic Compaq Cleaner powersonic
membranovy extrudér LiposoFast-Basic & Stabilizer (Avestin)

4.3 Priprava vzorki umélé synovialni kapaliny podle patentu US 8716204 B2

Uméla synovialni kapalina byla pfipravovana v souladu s patentem US 8716204 B2 [33].
Na ptipravu pufru bylo navazeno 400 mg NaCl, 10 mg KCI, 14 mg KH2POs a 89 mg
Na:HPO4-2H20. Vse bylo kvantitativné pifevedeno do 250 ml kadinky s 50 ml deionizovnané
vody a rozpusténo. Bylo zméfeno pH na hodnotu 7,2. Vzhledem k tomu, Ze potiebné pH bylo
7,4, bylo nutné pomoci roztoku NaOH zvysit pH. Po upravé mél roztok pH 7,4.

Na analytickych vahach bylo navazeno 5 mg fosfolipid, 110 mg kyseliny hyaluronové,
600 mg albuminu a 350 mg globulinu. Nejprve bylo do pfipraveného pufru ptidano navazené
mnozstvi fosfolipidi. Pufr s fosfolipidy v 250 ml kadince byl poté vlozen do ultrazvuku
na 30 minut, pii¢emz ultrazvuk byl predehiat na 50 °C, aby doslo k rychlejSimu
rozsuspendovani fosfolipidi. Poté byla do smési za laboratorni teploty pfidana kyselina
hyaluronova a vysledna smés byla michana na michacce pii 240 ot./min, dokud nebyla
kyselina hyaluronova rozpusténa (4 hodiny). Nasledné byl pfidan albumin a smés byla opét
michana na michacce pti 240 ot./min do rozpusténi (2 hodiny). Nakonec byl pfidan y-globulin
a smé&s byla opét michana na michacce pti 240 ot./min do rozpusténi (1 hodina). pH vysledné
smesi bylo 7,1.
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4.4 Vzorek koniské synovialni kapaliny

Vzorky koniské synovidlni kapaliny byly ziskany po domluvé s MVDr. Kristinou
Zuffovou, Ph.D. z Veterinarni a farmaceutické univerzity v Bmé&. Vzorky byly odebirany
Z hlezna pfti operacich a od odebirani do 24 hodin byly prométeny.

4.5 Meéreni tokovych vlastnosti synovialnich kapalin

Mg¢fieni probihalo na reometru AR-G2 TA Instruments, pfiCemz byl pouzit senzor typu
deska/deska o praméru 25 mm. Byly provedena méfeni pii teplotach 25 °C a 37 °C. 25 °C
piedstavovalo laboratorni teplotu a 37 °C simulovalo télesnou teplotu. Pied samotnym
méfenim byly vzorky synovidlnich kapalin temperovany na pozadovanou teplotu
a relaxovany po dobu 5 minut. Nasledné byl spustén ustaleny tokovy test (Steady state flow
test), u kterého byly nastaveny nasledujici parametry: smykovéa rychlost od y =0,01s*
azy =1000 s, mod: dekadicky logaritmus, podet bodéi za dekadu: 6. Méfeni probihalo
vzestupné, takze se smykova rychlost postupné zvySovala. Kazdy bod viskozitni kiivky byl
méten tiikrat, s tim Ze odchylka méfené smykové rychlosti nesméla byt vétsi nez 5 % Vv Case
méfeni jednoho bodu: 10 s. Maximalni doba méfeni jednoho bodu byla omezena na 5 min.

4.6 Méreni tokovych vlastnosti v zavislosti na Case

Nutnym parametrem u artificialnich synovidlnich kapalin je ¢asova stalost jejich tokovych
vlastnosti. Z tohoto divodu bylo v nasledujicim experimentu zkoumdna zavislost zmény
tokovych vlastnosti (viskozity) v prubéhu Casu. Nastaveni experimentu bylo stejné jako
je popsano v predchozim odstavci. Méfeni bylo provedeno v prab&éhu 40 dn.

4.7 Namahani vzorku

Synovidlni kapalina je v kloubech neustile podrobovana silovému namahani ¢imz
se postupem cCasu zhorSuji jeji tokové vlastnosti. Proto byl proveden experiment,
ktery simuloval namahani v kloubu a nasledné byly proméfeny tokové vlastnosti. Vzorek
umélé synovialni kapaliny byl podroben extruzi na membranovém extrudéru. Byl pouzit
membranovy filtr o velikosti portt 100 um. Extruze na daném vzorku byla provedena nejdiive
jednou a pak pro dalsi méfeni pétkrat.

4.8 Klasicka termogravimetrie

M¢teno bylo na ptistroji TGA Q5000 (TA Instruments) v rozsahu teplot 20-200 °C. Realna
synovialni kapalina byla méfena ve vzduchu s rychlosti ohfevu 5 °C/min. Uméla synovialni
kapalina byla méfena ve vzduchu i v dusiku s rychlosti ohfevu 10 °C/min. Pritok plynu byl
konstantni 20 dm*/min. Diivodem rozdilnych parametrii byla riiznd mnoZzstvi vzorkii umélé a
realné synovialni kapaliny.

49 Izotermalni termogravimetrie

Mg¢teni probihalo na pfistroji TGA Q5000 (TA Instruments). Vzorek umélé i realné
synovidlni kapaliny byl zahfivan na konstantni teplotu 70 °C, ¢imZ dochazelo k postupnému
odpafovani vody.
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5 VYSLEDKY A DISKUZE

5.1 Porovnani tokovych vlastnosti umélych a realnych synovialnich kapalin

Na meéfeni tokovych testii na reometru AR-G2 (Ta Instruments) byla vybrana geometrie
deska/deska s primérem 25 mm, kvuli mensim objemtiim ziskané realné synovialni kapaliny.
Vzdy se méfilo pti dvou teplotach, 25 °C a 37 °C. 25 °C ptedstavovalo laboratorni teplotu,
kdezto 37 °C simulovalo télesnou teplotu.

Na obrazku 6 jsou zaznamenany viskozni kiivky laboratorné pfipravené synovialni
kapaliny, které byly naméteny piti 25°C a 37°C. Tyto viskdézni kiivky odpovidaji
pseudoplastickému chovani. Bylo pfedpoklddano, ze viskozita pii 25 °C bude vyssi
nez pii 37 °C, jelikoz se obecné se zvySujici se teplotou viskozita snizuje. Na obrazku jde
vidét, ze viskozni kiivka pti 37 °C ma niz§i hodnoty viskozity nez viskézni kiivka pti 25 °C,
tudiz se pfedpoklad potvrdil. | kdyZ to neni na pohled velky rozdil, tak v lidském téle by tento
rozdil mohl byt podstatny a uméla synovialni kapalina by $patné plnila svou funkci v kloubu,
jelikoz zménou viskozity by se zhorSily jeji mazaci schopnosti. Také zde mizeme vidét
porovnani s Viskozni kiivkou umélé synovialni kapaliny, jejiz hodnoty byly uvedené v patentu
US 8716204 B [33]. Je vidét, ze jejich pfipravena synovialni kapalina ma niz§i hodnoty
viskozity pii danych smykovych rychlostech nez nami ptipravend. Proto bude piti pfipadném
dalsim zkoumani bude potieba, aby se pfi vysSich smykovych rychlostech snizila viskozita.
Toho by se dalo dosdhnout navazenim mensiho mnozstvi kyseliny hyaluronové, jelikoz ta je
predevsim zodpovédnd za viskozitu synovidlni kapaliny anebo snizenim jeji molekulové
hmotnosti.
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Obrazek 6: Graf viskoznich kiivek umélych synovialnich kapalin pii riznych teplotach
(25 °C a 37 °C) v porovnani s daty uvedenymi v patentu US 8716204 B2 [33].
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Celkoveé byly ziskany tfi rizné vzorky realné synovialni kapaliny, ale pracovalo se pouze
se dvéma, jelikoZ jedna uz byla v degradovaném stavu (byly viditelné vysrazené slozky ve
smési). Viskozni kiivky realnych synovialnich kapalin pti 25 °C a 37 °C jsou zobrazené
na obrazku 7. Viskoézni kiivky vykazuji pseudoplastické chovani, ale jde vidét, stejné jako
uumélé synovialni kapaliny, ze jejich viskozita je pti 37 °C niz$i nez u 25 °C. Je zde
znazornéné také porovnani s patentovanou synovialni kapalinou, jejiz hodnoty odpovidaji
realné synovialni kapalin€. To byla pro néas kontrola, ze realné vzorky synovialnich kapalin
nebyly degradované ¢i jinak poskozené. U Zluté kiivky dochazelo pii niz§i smykové rychlosti
k prokluzu na senzoru, proto je vidét na zacatku takovy pokles viskozity.
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Obrazek 7: Graf viskoznich kiivek realnych synovialnich kapalin pii riznych teplotach
(25 °C a 37 °C) v porovnani s daty uvedenymi v patentu US 8716204 B2 [33].

Vzajemné porovnani viskoznich kiivek realné a umélé synovialni kapaliny pii 25 °C je
zaznamenané na obrazku 8. Jejich snizovani viskozity se zvysujici se smykovou rychlosti je
soumérné, ale hodnoty se v danych smykovych rychlostech lisi. Podobny jev je zaznamenan
je jejich rozdil nepatrny, ale se zvysujici se smykovou rychlosti jejich rozdil roste. Viskozni
kitivka umé&lé synovialni kapaliny neni tolik strma jako realné synovialni kapaliny. Je tedy
potieba snizit viskozitu smési, jak jiz bylo zminéno vyse.
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Obrazek 8: Graf porovnani viskoznich kiivek umélé a realné synovialni kapaliny pii 25 °C.

1 -
X redlna &.1 (37°C)
0,1 1 redlna ¢.2 (37°C)
— X
§ x Xy x uméla (37°C)
oy x x X x %
= X XX x y
e X x XXy
=< X
L X X X
> 0,01 A Xoxo
0,001 . . )
1 10 100 1000
Smykova rychlost [s]

Obrazek 9: Graf porovnani viskdznich kiivek umélé a realné synovialni kapaliny pii 37 °C.

5.2 Tokové testy umélé synovialni kapaliny v zavislosti na ¢ase

Pro zjiSténi, zda laboratorné pfipravend synoviadlni kapalina degraduje ¢i nikoliv,
byly provedeny tokové testy v danych casovych intervalech. Podle patentu US 8716204 B2
[33], podle kterého jsme postupovali pii pripravé umélé synovialni kapaliny se uvadélo,
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ze takto pripravena synovialni kapalina je stabilni po dobu 6 mésict. Kvili mensimu objemu
vzorku byly testy provedeny pouze ctyfikrat, v pruibéhu 40 dni. Nase uméla synovialni
kapalina byla pfipravena 6.12.2018 a ten den jeSt¢ prométfena. Nasledné se tokové testy
provadény 13.12.2018, 20.12.2018 a 14.1.2019. Viskézni kiivky v jednotlivych dnech
pii 25 °C jsou zobrazené na obrazku 10 a pii 37 °C na obrazku 11. Pii 25 °C se tokové kiivky
nelisi, kdezto pii 37 °C se viskozita nepatrn¢ s ¢asem snizuje. To muze byt zplsobeno
nestabilitou pii vysSich teplotach.
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Obrazek 10: Graf viskoznich kiivek pii ¢asové degradaci umelé synovialni kapaliny
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Obrazek 11: Graf viskoznich kiivek pii ¢asové degradaci umélé synovialni kapaliny
pii 37 °C.
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Viskozita umélé synovidlni kapaliny se pii 37 °C s ¢asem nepatrn¢ snizuje, proto by bylo
potieba celou smés stabilizovat, aby byla pouzitelna jako nédhrada zdravé synovidlni kapaliny.

5.3 Namahani vzorku

Jelikoz je synovialni kapalina v kloubech neustale namahana mohou se ¢asem zhorSovat jeji
vlastnosti, které zajiStuji spravné mazani. Pro simulovani namahani synovialni kapaliny
Vv kloubu byl zvolen membranovy extrudér s velikosti pord 100 um. Na obrazku 12 jsou
zaznamenany tokové kiivky umélé synovialni kapaliny po jedné extruzi a po péti opakujicich
se extruzi v porovnanim s nenamahanou umélou synovialni kapalinou pii 25 °C. Je zn¢j
patrné, ze pii jedné extruzi, nedoSlo defacto k zadné zmeéné viskozity, ale pii pétkrat
opakované extruzi se viskozita nepatrn¢ zvysila. Na obrazku 13 je obdobny graf, jehoz
hodnoty ale byly métené pii 37 °C. V tomto grafu k narustu viskozity po pétkrat opakované
extruzi nedoslo a viskozita se tedy nezménila. U méfeni pii 25 °C se mohlo jednat o chybu,
kterd mohla byt zplsobena rozbitim nékterych molekul, ¢imZz se zménila
jejich molekulova hmotnost, a tak i viskozita synovialni kapaliny.

1 -

1x namahani (25°C)

=
g X X 5x naméahani (25°C)
©
N 0,1 - % X bez naméhani (25°C)
2 % % X x
) X% X
> X x 8 X X x Xy
XXy X x
X
X %oy y
X x
0,01 . . .
1 10 100 1000
Smykova rychlost [s7]

Obrazek 12: Graf porovnani viskéznich kiivek pted a po namahani pti 25 °C.
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Obrazek 13: Graf porovnani viskoznich ktivek pied a po namahani pti 37 °C.

Celkove jsou vysledky z tohoto experimentu nejednoznacné, proto by bylo potieba provést
tribologické testy, které dokazou piesnéji simulovat namahani v kloubu a zjistit, zda nami
ptipravena synovialni kapalina odpovida normam [34].

5.4 Klasicka termogravimetrie

Klasicka termogravimetrie nam umoziuje zaznamenavat zmény ve slozeni vzorku a vlastnosti
pii tepelném zatizeni. V naSem experimentu jsme tak mohli urcit vlhkost a teplotni degradaci
vzorki. Klasické termogravimetrii byla podrobena jak realna, tak uméla synovialni kapalina.
Jejich grafy jsou znazornéné na obrazku 14. Pti klasické termogravimetrii byl u umélé
synovidlni kapaliny pouzit vzduch a dusik. Obecné je stanoveni vlhkosti v dusiku piesné;jsi,
jelikoz ve vzduchu miiZe byt ¢aste¢na vlhkost, ale v tomto pfipadé zde neni vidét rozdil mezi
vysledky. Vlhkost v umélé kapalin¢ byla pomoci dusiku stanovena na 96,56 hm% a pomoci
vzduchu na 96,41 hm.%. VIhkost v realném vzorku byla stanovena pomoci vzduchu
na 97,7 hm.%. Rozdil vtrendu kiivky u redlné synovidlni kapaliny oproti umélym
synovialnim kapalindm souvisi s jinou rychlosti ohfevu.
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Obrazek 144 Graf klasické termogravimetrie.

5.5 Izotermalni termogravimetrie

[zotermalni termogravimetrie je metoda, pii‘které se meéfi hmotnost zkoumané latky pfi urcité
konstantni teploté. NaSe méfeni probihalo p#i 70 °C, tudiz dochazelo pouze k odparovani
vody. U reédlné synovialni kapaliny je Ubytek hraotnosti s casem konstantni, kdezto u umélé
synovialni kapaliny hmotnost ubyva rychleji jak je vidét na obrazku 15. Ztoho plyne,
ze V redlné synovialni kapaling je voda Iépe vazana ndbo se nachazi v jiné formé.

- 150

derivace hmotnosti [%
\l
o
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1 artificidlni - izotermalni
realnd - izotermalni
-2 - - = —artificidlni - teplotni rampa
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hmotnost [%]
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Obrazek 15: Graf izotermalni termogravimetrie.
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6 ZAVER

Tato bakalafskd prace se zabyva studiem tokovych a viskoelastickych vlastnosti umélé
synovialni kapaliny. Hlavnim cilem bakaldiské prace bylo pfipravit umélou synovialni
kapalinu a prozkoumat jeji vlastnosti V porovnani s referenénim vzorkem v podobé reédlné
synovialni kapaliny ziskané z hlezna koné, kterou poskytla Veterinarni a farmaceuticka
univerzita v Brné.

V prvnim ¢asti experimentalni Cinnosti byly zkoumany tokové vlastnosti laboratorné
pfipravené synovidlni kapaliny v porovnani s redlnou synovialni kapalinou. Experimentalné
naméfend data obou kapalin byla také porovnavéana s odbornou literaturou, konkrétné
s patentem [33], ktery slouzil jako primarni zdroj pro pfipravu umélé synovialni kapaliny
Vv laboratofi. Bylo zjisténo, Ze ume¢la synovidlni kapalina ma pii 25 °C nepatrné vyssi
viskozitu pii danych smykovych rychlostech nez pti 37 °C. V porovnani s patentovanou
synovialni kapalinou, ma naSe uméla synovialni kapalina pfi vyssich smykovych rychlostech
vyss$i viskozitu, coz muze byt pravdépodobné zapfi¢inéno vétSim mnozstvim nékteré
ze slozek smési. Jelikoz je predevsim kyselina hyaluronové zodpovédna za viskozitu smési,
tak bud’ navazenim jejiho mensiho mnozstvi anebo snizenim jeji molekulové hmotnosti,
by se dalo dosahnout snizeni viskozity smési. Ze vzajemného porovnani tokovych kiivek
realné a umélé synovialni kapaliny lze vycist, ze jejich sniZzovani viskozity se zvySujici
se smykovou rychlosti je prakticky soumérné, ale hodnoty se v danych smykovych
rychlostech lisi.

Druhd experimentdlni ¢ast predlozené bakalaiské prace se zabyvala degradaci umélé
synovialni kapaliny v Case. Bohuzel kvili mensimu objemu vzorku, byly tokové testy
provedeny pouze Ctyfikrat v prubéhu 40 dnd. Pii 25 °C se viskozni kiivky nelisily, kdezto
pti 37 °C se viskozita nepatrné s ¢asem snizovala. Na snizeni mohla mit vliv vyssi teplota,
jelikoz se obecné se zvysujici se teplotou snizuje viskozita.

Ve treti casti byl vzorek umélé synovidlni kapaliny naméhan pomoci membranového
extrudéru, ktery mél simulovat namahani synovialni kapaliny v kloubu. Viskézni kiivky
pti 37 °C po namahéani nevykazovaly signifikantni zmény v tokovych vlastnostech, kdezto
u viskozni kiivky pfi 25 °C (pétkrat naméahano) dosSlo ke zméné. Experimentalni vysledky
Z této Casti byly nepfesné, a proto by bylo potieba podrobit umélou synovialni kapalinu
tribologickym testim, které dokazi pfesnéji simulovat namahani v kloubu.

V dal$im ¢asti experimentalni ¢innosti Sse stanovovala pomoci klasické termogravimetrie
vlhkost vzorkli. Vlhkost v umélé synovidlni kapaliné byla pomoci dusiku stanovena
na 96,56 hm% a pomoci vzduchu na 96,41 hm.%. Vlhkost v realném vzorku byla stanovena
pomoci vzduchu na 97,7 hm.%. Jednotlivé vlhkosti se nelisi, z ¢ehoZ vyplyva, Ze pfipravena
synovialni kapalina ma srovnatelnou vlhkost jako realna.

V posledni experimentalni ¢asti byly vzorky podrobeny izotermalni termogravimetrii.
Zjistilo se, ze vrealné synovidlni kapaliné je voda vazand lépe nez v umélé synovidlni
kapaling, jelikoz ma niZs§i hodnotu derivace hmotnosti a ubytek je konstantni.
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