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1. Uvod

Osteoartroza je nezanétlivé degenerativni onemocnéni kloubu, jez méni jeho morfologii.
Onemocnéni postihuje vice nez 15 % lidské populace a u osob starSich 65 let je timto
onemocnénim postizena nadpoloviéni vétSina. Pokud artroza postihuje kolenni kloub,
nazyvame ji Qonartréza. Jako terapie se zde vyuziva punkce vypotku, aplikace
protizanétlivych masti, medikamentt a v t¢zSich ptipadech i operativni 1écba. Tato prace je
vSak zaméfena na 1écbu pomoci viskosuplementace, jejiz ¢innost bude demonstrovana na
kolennich kloubech experimentalnich zvifat. Na ziklad¢ vysledkli bude zhodnocena
korelace mezi klinickymi ptiznaky a vysledky. Pro ucely tyto prace bude pracovano se
dvéma viskosuplementa¢nimi latkami, a to Synvisc a Hyalgan, jejichZz ucinnost bude

porovnavana.



2. Osteoartroza

2.1. Definice onemocnéni

Osteoartroza je nezanétlivé degenerativni onemocnéni kloubl. Pfi onemocnéni dochazi
k degradaci kloubni chrupavky, subchondralni sklerdze, tvorbé osteofytl a zméné mékkych
tkani. Zmény na mékkych tkanich zahrnuji zejména synovialni membranu, kloubni pouzdro,
kloubni vazy a svaly. Zménou prochazi i synovialni tekutina, kterd je pii OA slamové Zluta,
namisto bezbarvé ¢i lehce nazloutlé, méni se jeji viskozita (fidne) a neni tak schopna
efektivné minimalizovat tfeni a tlumit narazy. Jeji vysoka lubrikacni schopnost je spjata
zjeji viskozitou a je nutnd k minimalizaci tfeni mezi kloubnimi povrchy.
(Dungl a kol, 2005).

Osteoartrozu muzeme téz definovat podle Galla a kol. (2011), jako heterogenni
skupinu onemocnéni synovidlniho kloubu, jez méni morfologii kloubu. Ubyva kloubni
chrupavky, tvoii se kloubni vyristky (osteofyty), kostni cysty a mize byt doprovazena téz
subchondralni skler6zou. Onemocnéni postihuje kloubni vazy a kloubni pouzdro, synovialni
membranu a periartikularni svaly.

Artrozou muze byt postizen jakykoliv kloub v téle, ale vyskyt OA v kloubech je
rizny od typu kloubu. Podle Javiirka (1996) jsou nejcastéji postizeny klouby patefe a to
v 60 % ptipadt, dale klouby zapésti a prstii ruky 20 az 30 %, kolenni kloub ve 25 % a kycelni
v 7,5 % pripadu, dale hlezenni kloub a klouby prstii nohy ve 4 % a nejméné postizené byvaji
ramenni a loketni klouby, kde se OA vyskytuje jen v 1 az 2 % ptipadu.

Rizikové faktory pro OA zahrnuji vék, pohlavi, genetickou predispozici, poruchy
biomechaniky, uraz, obezitu, etnické a geografické vlivy. Choroba je neobvykla do 40 let
veéku, avSak prvni degenerativni zmény kloubu miizeme pozorovat jiz kolem dvacatého
patého roku zivota. Touto chorobou trpi 15 % populace, u osob starSich 65 let je postizena

nadpolovi¢ni vétSina a nad 75 let je OA postizeno vice nez 80 % populace. Onemocnéni také
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Casté&ji postihuje Zeny a bilé plemeno. Mezi genetické vlivy pak muzeme fadit Heberdenovy
uzly (tuhé zduieni na dorsu DIP kloubi), jez se téz vyskytuji Castéji u Zen (Dungl a kol.,
2011). Gallo a kol. (2011) o genové predispozici pro OA uvadi, ze ackoliv zatim nebyl
objeven ,,gen pro artrézu®, byla jiz zjisténa fada molekul, které by riziko vzniku OA mohly

zvysSovat.

2.2. Etiopatogeneze

Dle Galla a kol. (2011) je vznik OA popisovan jako plsobeni mechanickych a/nebo
biologickych faktorti narusujici homeostazu chrupavky kloubu, subchondralni kosti, kloubni
vystelky a kloubnich stabilizatorii a ptedpokladd dvé patogenetické cesty: a) plsobeni
abnormalni zatéze na normalni kloub b) plisobeni normalni zatéZe na stigmatizovany kloub.

Vznik OA arychlost jejiho rozvoje zavisi na strukturalnich abnormalitach a velikosti
zatéze kloubu, kterd se k nému dostava pies fyziologické ochranné prvky. Tyto ochranné
prvky jsou tvofeny svalovym aparatem, vazy a subchondralni kosti a jejich stav tedy
podminuje riziko vzniku artrézy (Gallo a kol., 2011).

Uvadi se, ze prvotni zndmkou zmén na chrupavce je zvySené zadrZovani vody a tim
snizené mnozstvi proteoglykant v chrupavce. Prosaknutim chrupavky u ni dochazi k poruse
jejich vlastnosti, a to jak biomechanickych, tak tribologickych. Pfi dal§$im zatéZovani
chvili se v chrupavce tvoii zanét, jenz uvoliuje kyslikové radikaly a proteolytické enzymy
a tim pfispiva k dalsi destrukci chrupavky (Gallo a kol., 2011).

Podle Koudely a kol. (2004) miizeme popsat Ctyfi stadia artrozy: a) zazeni kloubni
Stérbiny, b) subchondralni a okrajové produktivni zmény (sklerdza, osteofyty),
¢) subchondralni cysty a deformace kloubnich konci, d) zanik kloubni §térbiny, destrukce

kloubu, kostni nekrozy, patologické postaveni v kloubu.
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2.3. Diagnostika

Diagnostika OA je zaloZena na klinickém vySetieni a zobrazovacich metodach.

Pii klinickém vySetieni do anamnézy zahrneme unavu kloubu, projevujici se uz
V pocatcich onemocnéni, ktera je zprvu ponamahova, v pokrocilej§im stadiu pak klidova a
nocni, pfi rozchazeni je pfitomna tzv. startovaci bolest. Zjistujeme také zhrubélou kresbu
kloubu az deformity, poruchy osy koncetiny, svalovou atrofii, otok mékkych tkani, vypotky,
omezeni hybnosti v krajnich polohach (Koudela a kol., 2004).

Typickym pfiznakem je jiz zminovana chronickd bolest, at’ uz startovaci nebo
zhor$ujici se pii zatézi, ktera pii odpocinku polevuje. S rozvojem nemoci se muze objevit
téz kloubni nestabilita a Ubytek svalové hmoty. Pro pokrocilejsi stupné OA na dolnich
koncetinach je typické kulhani a naruSeni stereotypu chilize. Potize byvaji vazané také na
zménu pocasi (Gallo a kol., 2011).

Pti diagnostice zobrazovacimi metodami se podle Koudely a kol. (2004) vyuzivaji
rentgen, magneticka rezonance, vypocetni tomografie a sonografické vySetfeni. Rentgenovy
snimek je zhotovovan v anteroposteriorni, bo¢né, eventudlné axidlni projekci a umoziuje
vizualizaci preartotickych stavli vedoucich ke vzniku artrozy. Dle Galla a kol. (2011) je u
vahonosnych kloubli doporuceno provedeni alesponi jedné projekce vstoje. Na RTG snimku
se sleduji lokalizované ¢i globalni zOZeniny kloubni Stérbiny, tvorba osteofytd,
subchondralni sklerdéza a pfitomnost kostnich cyst (obr. 1). Pfi hodnoceni artrotického
kloubu se vyuziva klasifikace podle Kellgren-Lawrence, jez je povazovana za zlaty standard
(viz tab. 1). Kloub se oznacuje jako artroticky, jestlize nalez odpovida druhému a vyssimu
stupni v nize uvedené tabulce.

Magneticka rezonance je vhodna pii diagnostice mékkého ramene, 1ézi meniskt a

vazu kolenniho kloubu (Koudela a kol., 2004).
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Obr. 1RTG koenniho kloubu s artrézou II1. Stupné podle Kellgren-Lawrence; piedozadni p;ojekce
(a); bo¢na projekce (b), (ptevzato z knihy Ortopedie pro studenty lékaiskych a zdravomickych
fakult, Gallo a kol., 2011).

Tab. 1 Kellgren -Lawrencova klasifikace osteoartrézy (pfevzato z knihy Ortopedie pro studenty

I1ékatskych a zdravotnickych fakult, Gallo a kol., 2011).

Stupeii Popis

I Nepatrné ztizeni kloubni §térbiny, pocinajici osteofyty

Il. Jisté osteofyty a urcité zuzeni kloubni $térbiny

1. Ztetelné, nekdy vicecetné osteofyty, zna¢né ziZzeni kloubni
S$térbiny, zjevna subchondralni skleréza, nékdy deformace
kloubni kontury

V. Velké osteofyty, zanika kloubni Stérbina, rozsahla skleroza
a jednoznacna deformace kloubni kontury

2.4. Terapie

Pfi terapii by méla byt brana v tivahu faze choroby, jeji stupen, vék pacienta a jeho tolerance
k 1é¢ebnym metodam a medikaci. Je dilezité, aby 1écba byla komplexni. Mezi zakladni
pravidla nejen 1é¢by, ale i prevence, patii kazdodenni cvic¢eni, redukce vahy na optimum, u
kterého obecné plati, ze kolik centimetri mame nad sto centimetrd, tolik bychom méli vazit.

Dale dieta s preferenci vlakniny a vyvarovani se Cerveného masa a sport. U sportl se
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doporucuji zejména ty, jez klouby nezatézuji, jako je naptiklad plavani (Koudela a kol.,
2004).

Uprava stravovani tedy ma pii terapii jisty vyznam. Zejména pak omezeni &erveného
masa, jez je bohaté na puriny. Metabolické drahy purini vedou v organismu k nadprodukci
urati (kyseliny mocové¢), jez se ve formé krystalki usazuji v kloubech a mohou pfispét
k rozvoji OA (Navratil, 2008).

Podle Galla a kol. (2011) je vhodné vyuzit pyramidovy pfistup k lécbé

(viz ptiloha ¢. 1).

2.5. Gonartroza

Jedna se o artrézu kolenniho kloubu. V populaci se vyskytuje v 60 % nad 65 let véku.
Postihuje Casto sportovce a nejcastéji vznika néasledkem urazu, v disledku revmatickych
onemocnéni, zanétlivych onemocnéni nebo osovych odchylek (Koudela a kol., 2004).
Nemoc se vyznacuje zejména tupou bolesti zhorSujici se pii zatézi a ustupujici
Vv klidu. Pozdé¢;ji se objevuje bolest klidova, kloub ma tendenci tuhnout po obdobi klidu, nebo
rano (Dungl a kol., 2005).
Jako terapie se vyuZziva medikamentdzni 1é¢ba a piipadna (odlehcujici) punkce vypotku.
Doporucuje se posilovani ¢tythlavého stehenniho svalu. Lokalné se doporucuje aplikace
Lawrence mizeme vyuzit nitrokloubni podavani kyseliny hyaluronové. V neposledni fadé

je 1écba mozna operativné (Koudela a kol., 2004).
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3. Kolenni kloub zvirat

Articulatio genus, neboli kolenni kloub, miZzeme rozd¢€lit na femorotibialni kloub (articulatio
femorotibialis) a ¢éSkovy kloub (articulatio femoropatellaris), pficemz oba klouby na sobé&
funk¢né i morfologicky zavisi (Najbrt a kol., 1982).

Na tvorbé femorotibialniho kloubu se podili femur a tibia, ktera je z tohoto ditvodu
na proximalnim konci velmi silna. Na tomto konci mizeme nalézt plochy pro kondyly
femuru, resp. pro meniskus a iponové plochy pro meniskové a zkiizené vazy (ligamenta
cruciata). Tento kloub se vyznacuje inkongruenci kloubnich ploch tibie, jez u kazdého
kondylu femuru vyrovnava jeden meniskus (meniskus articularis). Oba menisky jsou
spojeny s tibii kranialnimi a kaudalnimi vazy, lateralni meniskus je navic spojen s femurem.
Kloubni pouzdro je rozsahlé a pojme oba kondyly. Mezi tyto kondyly se vsouvd membrana
synovialis a tvofi tak dvé synovidlni dutiny. Mezi témito dutinami ve stiedu kloubu probihaji
zktizené vazy (ligamenta cruciata genus) a to kaudalni a kranialni. Tento kloub umoziuje
pohyby jako flexe a extenze a diky posunovatelnosti meniskil je t€Z mozny rotaéni pohyb
(Konig, Liebich, 2004).

Céskovy kloub je saiikovy kloub, jez se sklada z patelly a kladky femuru. Pohyb
v tomto kloubu je umoznén tim, Ze patella klouze synchronné s pohybem femorotibialniho
kloubu po kladce femuru. Kloubni pouzdro poskytuje dostatek prostoru pro proximalné
vsunuty upon m. quadriceps femoris a je spojeno s kloubni dutinou femorotibialniho kloubu
s niz distalné sousedi. Uponovymi §lachami m. quadriceps femoris jsou tzv. ¢é8kové vazy
(ligamenta patellae), které odstupuji na kranialni plose patelly a upinaji se na drsnatinu na
ptedni ploSe tibie. Tyto vazy se druhové rozlisuji (Konig, Liebich, 2004).

Zde uvedena anatomie kloubu popisuje uspotadani kloubu u koni, ovce, prasete i psa
s drobnymi rozdily. Jeden z takovych rozdili je vzajemnad komunikace synovialnich dutin,

kdy u kon¢ je komunikace vzacnd, naopak u prasete spolu velmi Siroce komunikuji. U psa

14



je tomu podobné jako u prasete. U psa jsou navic do kaudalniho useku kloubniho pouzdra

pojaty kosti ossa sesamoidea m. gastrocnemii (Najbrt a kol., 1982).

4. Chrupavka

Chrupavka je tuha a pruzna tkan tvorend buiikami zvanymi chondrocyty a mezibunécnou
hmotou, jejiz slozkami jsou proteoglykany a kolagenni fibrily. Diky jeji pevné konzistenci,
ktera je dana pravé proteoglykany a fibrilami, je schopna omezené zmény tvaru, ktery se po
poleveni tlaku vraci do pivodni podoby. Je bezcévna, zadsobovani chondrocyti probiha
difuzi skrz mezibunéénou hmotu. Na zaklad¢ sloZzeni mezibunééné hmoty rozliSujeme tii

druhy chrupavek, a to hyalinni, elastickou a vazivovou (Lullmann-Rauch, 2012).

4.1. Hyalinni chrupavka

Vacek (1996) popisuje hyalinni chrupavku jako nejrozsitenéjsi druh chrupavky, ktera je
Vv tenké vrstvé poloprithledna sklovitého vzhledu.

Chondrocyty zralé chrupavky uloZené v mezibunécné hmot¢ se jiz dale nedé€li a jsou
ovalného az kulatého tvaru. Obsahuji béZné bunééné organely, (Golgiho aparat,
endoplasmatické retikulum, lysozom), granula glykogenu (zisk energie) a tukové kapénky.
Okolo kazdého chondrocytu je barvici se bazofilni dvorec (Lullmann-Rauch, 2012).

Kolagenni fibrily u kloubni chrupavky jsou asi 50-100 nm tenké a jsou tvofeny
kolagenem typu II a ptfimésemi typu IX a XI. Vldkna probihaji vS§emi sméry a tvofi tak sit’,
jez dodava chrupavce pevnost (Lullmann-Rauch, 2012).

Proteoglykany tvoii proteinovy komplex tvotfici amorfni slozku chrupavky. Tento
komplex obsahuje kyselinu hyaluronovou, chondroitinsulfat a keratansulfat (Vacek, 1996).

Pro spravnou biomechanickou funkci chrupavky je dulezity také obsah vody v mezibunééné
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hmoté, jez je udrzovan diky schopnosti proteoglykania (HA) vazat vodu (Lullmann-Rauch,
2012).

Z hyalinni chrupavky jsou sloZzeny napt. kloubni chrupavka, dychaci cesty
(prudusnice, nosni piepazka apod.), chrupavky zeber, ristové ploténky nebo utvary

vyvijejiciho se skeletu (Lullmann-Rauch, 2012).

4.2. Elasticka chrupavka

Stavba chrupavky elastické je podobnd, jako u chrupavky hyalinni. Rozdil je v
pom¢éru elastickych vlaken k vlakntim kolagennim. Jimi tvofena sit’ dava chrupavce pruznost
v tlaku a ohybu. Tento druh chrupavky muzZeme najit v usnim boltci, ptiklopce hrtanové

nebo malych chrupavkéch hrtanu (Vacek, 1996).

4.3. Vazivova chrupavka

Chrupavka vazivova obsahuje krom kolagennich fibril také elasticka vlakna, diky
nimZ je svou stavbou podobnd kolagennimu vazivu. Mezi svazky téchto vlaken jsou ulozeny
ovalné chondrocyty. Pro tento typ chrupavky je typicky vyskyt v meziobratlovych

ploténkéach nebo meniscich kolenniho kloubu (Vacek, 1966).

5. Histologické zpracovani

5.1. Barveni chrupavky

V preparatu hyalinni chrupavky barvené¢ hematoxylinem a eosinem (HE) jsou viditelné
zbarvené chondrocyty a mezibunéna hmota. Dvorec chondrocytil i mezibunééna hmota jsou

tedy barvitelné bazickymi barvivy. (Lullmann-Rauch, 2012).
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Kolagenni fibrily nejsou pod svételnym mikroskopem rozeznatelné kvili amortni
slozce mezibunécné hmoty (proteoglykany), jeZ ma stejné optické vlastnosti jako fibrily. Pro
zviditelnéni fibril je miZzeme vystavit reakci se slabymi roztoky zasad po delSim pusobeni
10 % roztoku chloridu sodného. Poté vldkna nabobtnaji a stavaji se viditelnymi (Vacek,
1996). Jejich prabéh vSak mizeme znazornit polarizatnim mikroskopem (Lullmann-Rauch,
2012).

Elasticka vlakna v chrupavce elastické mizeme zviditelnit barvenim na elastin, ale i
pii rutinnim barveni, jako u hyalinni chrupavky, mizeme rozpoznat elasticka vldkna, jez
hyalinni chrupavka neobsahuje (Lullmann-Rauch, 2012).

Jedno z moznych barveni je pomoci aldehydového fuchsinu, kdy se elasticka vlakna
zbarvi fialové a pomoci Harrisova hematoxylinu mizeme zviditelnit 1 jadra bunék. DalSim
z piikladi barveni chrupavky je barveni pomoci alcidnové modii, kdy se GAG barvi modie
az modrozelen¢ a dobarveni jadrovou ¢erveni umozni vizualizaci jader (Vacek, 1996).

Také barveni pomoci barviv Safraninu O a Fast Green umoziuje ¢ervené zbarveni

GAG a kontrastni zelené zbarveni matrix. Jadra se pfi tomto barveni také zabarvi do ¢ervena

(Wei a kol., 2015).

5.2. Preparaty z tvrdé tkané

Pro zhotoveni preparatu z tvrdé tkdné (kosti) je tfeba kost zbavit mineralnich soli, tzv. ji
demineralizovat. V ptipadé demineralizace kosti hovotime o odvapnéni, kdy kost zbavujeme
vapenatych soli.

Proces odvéapnéni je pfeména nerozpustnych soli na soli rozpustné ucinkem
zfedénych kyselin. Odvapnéni by mélo prob&éhnout co nejrychleji, a proto bychom méli
zajistit dostatecné mnozstvi dekalcifikacni tekutiny a jeji vyménu minimalné jednou denné¢.

Doba odvépnéni vSak zavisi na pouzité dekalcifikacni tekuting. Stupenn odvapnéni miZzeme
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stanovit biochemicky, v praxi se v§ak nejlépe vyuziva zkouska nafiznutim tkan¢ skalpelem.
Pro odvapnéni se vyuziva kyselina mravenci nebo kyselina etylendiamintetraoctova neboli
EDTA (Vacek, 1996).

Odvapnéni pomoci EDTA spociva ve vyvazani véapenatych a hofecnatych ionti.
Vyhodou je, ze EDTA lze pfipravit s prislusSnou hodnotou pH, nevyhodou je delsi Cas
odvapnéni (Vacek, 1996).

Odvapnénim kosti nam umoziuje z ni krajenim zhotovit tenké fezy. Aby se kost
nerozpadla v dusledku nizkého obsahu mineralnich soli, zhotovujeme z kosti tzv. vybrusy,

jejichZz nevyhoda v8ak spociva v relativné silnych preparatech (Vacek, 1996).

6. Prakticka ¢ast

6.1. Chemikalie a pristroje

6.1.1. Chemikalie

e Chelaton Il
o EDTA (lach:ner), Lot: PP/2014/15340
o Hydroxid sodny Micropearls (lach:ner), Lot: PP/2013/13727
e PBS
o Chlorid sodny (Penta), Lot: 1910231014
o Chlorid draselny (Penta), Lot: 2012181215
o Dodekahydrat hydrogenfosforecnanu disodného G.R. (lach:ner), Lot:
PP/2015/09237

o Dihydrogenfosfore¢nan draselny P.A. (lach:ner), Lot: PP/2014/09800
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Paraformaldehyd (Sigma-Aldrich), Lot: SABF0920V

Xylen (lach:ner), Lot: PP/2016/04522

Gillav hematoxylin II (DiaPath), Lot: 2015X05220

Ethanol 96 % (Penta), Lot: 1806120615

Pertex (Histolab), Lot: 1711230

Kyselina chlorovodikové 35 % (Penta), Lot: 1810161013

Ledova kyselina octova 99,8 % (Penta), Lot: 2101070116

0,1 % roztok jadrové ¢ervené v siranu hlinitém (Merck), Lot: HC063733

Lugoliv roztok (Sigma-Aldrich), Lot: SZBC0040V

Harrisiv hematoxylin roztok, modifikovany (Sigma-Aldrich), Lot: 088K4351

Fast Green FCF (Sigma-Aldrich), Lot: EC 219-091-5

Thiosiran sodny (Sigma-Aldrich), Lot: BCBL5253V

Pracovni roztoky pouZzité v barvicich postupech, jejichz vyrobce a Sarze neni
zminéna vySe, byly jiz v pfesné koncentraci a slozeni namichany ve firmé

Contipro a.s. (viz ptiloha ¢. 2).

6.1.2. Pristroje

Analytické vahy el. Mettler Toledo XS2041IM
Barvici automat Leica ST5020

Digestot Merci M1200

Magnetické michadlo Heidolph MR3001K s FP
Mikroskop Nikon MBA 85020 vcetné piisluSenstvi
Mikroskop Olympus CX40RF200

Montovaci automat Leica CV 5030
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Motoristicky rota¢ni mikrotom Leica RM 2255 s ptisluSenstvim Leica HI 1210 + HI
1220
Tkéanovy automat Leica TP 1020

Zalévaci jednotka Leica EG 1150C + 1150H

6.2. Histologické a barvici metody

Priprava dekalcifika¢niho roztoku

a. Do 600 ml kadinky bylo navazeno 100 g EDTA a doplnéno do 500 g roztokem

PBS, roztok byl postaven na magnetickou michacku.

K roztoku bylo ptidano 12,5 g hydroxidu sodného, pro lepsi rozpousténi EDTA.
Po rozpusténi EDTA v PBS bylo upraveno pH pomoci kyseliny chlorovodikové
na hodnotu 7,4.

Odmérnym valcem byl zméfen objem roztoku, pielit do lahve a byl k nému pfilit
stejny objem (1:1) 4 % paraformaldehydu (rozpustény v PBS).

Namichany dekalcifika¢ni roztok by upraven pomoci kyseliny chlorovodikové
napH 7,4.

Roztok je mozno ihned pouzit, popf. uchovavat na tmavém misté, stejné jako

vzorky v ném odvapnované.

Histologické barveni Hematoxylin — Eosin

a. Barveni bylo provedeno na fixovanych bunéénych kulturach na

odparafinovanych tezech.

Odparafinované fezy oplachnuté destilovanou vodou (3 min) byly barveny
Gillovym hematoxylinem II 5-10 min.

Diferencovano v 70 % ethanolu — 5x ponofit.

Diferencovano v 70 % kyselém ethanolu — 5x ponofit.
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Promyvano Vv tekouci studené kohoutkové vodé 5 min.

Kratce oplachnuto v destilované vodé.

Po oklepani zbytkové vody ze skel byly sklicka ponofena na 1 min nebo déle (dle
stafi roztoku) do pracovniho roztoku eosinu.

Diferencovano 96 % ethanolem 5x — 10x ponofit.

Oplachnuto kratce v destilované vode.

Dehydratovano Vv alkoholové fadé 1x80%, 1x96%, 1x denaturovany ethanol —
Vv kazdé 1azni 1 min.

Dehydratovano v acetonu 1x1 min.

Projasnéno xXylenem 2x3 min.

Pot¢ bylo zalito montovacim médiem Pertex, prekryto krycim sklickem,

ponechéano zaschnout (nejlépe do druhého dne).

Histologické barveni Safranin O — Fast Green

a.

b.

Rezy byly odparafinovany a prevedeny do destilované vody
Poté byly barveny hematoxylinem (Gill I1), po dobu 2 min.
Diferencovany v 70 % ethanolu, 5x ponofit.

Diferencovany v kyselém 70 % ethanolu, 5x ponofit.

Poté byly promyvany kohoutkovou vodou po dobu 10 min.
Oplachnuto v destilované vodé.

Barveni 0,1 % roztokem Safranin O po dobu 2 min.

Sklicka byla oplachnuta v destilované vode¢.

Poté byla sklicka promyta kohoutkovou vodou po dobu7 min.
Oplachnuto v destilované vodg.

Poté bylo provedeno barveni 0,05 % roztokem Fast Green po dobu 20 min.

Kratky oplach 1 % kyselinou octovou, ledovou.
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m. Oplachnuto v destilované vode.

n. Odvodnéno acetonem a projasnéno xylenem.

0. Jako posledni byla sklicka zalita montovacim médiem Pertex, piekryta krycim
sklickem, ponechana zaschnout (nejlépe do druhého dne).

Histologické barveni AlciaAnovou modri

a. Rezy byly odparafinovany v alkoholu: 2x5 min xylen, 2x3 min 100 % IPA, 2x3
min 80 % IPA, 2x3 min 70 % IPA.

b. Promyty v destilované vode¢.

c. Poté byly barveny 1 % roztokem alcianové modfi, rozpusténé v 3 % ledové
kyselin€ octové po dobu 1-2h.

d. Oplachnuty v destilované vod¢ 2x3 min.

e. Poté byly barveny Nuclear Red 3-5 min.

f. Oplachnuto v destilované vodé 3 min.

g. Oplachnuto v 70 % ethanolu, 10x ponofit.

h. Oplachnuto v 80 % ethanolu 10x ponofit.

i. Oplachnuto v 100 % ethanolu 2x2 min.

j.  Odvodnéno v acetonu 3 min.

k. Projasnéno xylenem 2x3 min.

|.  Zamontovano Pertexem.

Histologické barveni aldehydovym fuchsinem

a. Rezy byly odparafinovany, oplachnuty v destilované vodé a 1 hod oxidovany
v Lugolové roztoku.

b. Poté byly barveny v 5 % roztoku thiosiranu sodného po dobu 1-2 min.

c. Oplachnuto ve vodé a 15 min barvit v aldehydovém fuchsinu.

d. Oplachnuto v 70 % ethanolu a diferencovat v nové davce 70 % ethanolu.
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e. Jadra byla dobarvena Harrisovym hematoxylinem po dobu 3 min.
f. Odvodnéno 70 % ethanolem, projasnéno xylenem.
g. Poté byly fezy zality montovacim médiem Pertex, prekryty krycim sklickem a

ponechany zaschnout (nejlépe do druhého dne).

6.3. Synvisc a Hyalgan

Tyto dvé¢ latky byly pouzity pro 1é¢bu indukované OA kolenniho kloubu. Jsou to piipravky
na bazi kyseliny hyaluronové, jez je béznou soucasti kolenniho kloubu.

Synvisc je gelova smés, vyrobena z hyaluronanu, ktery pochazi z kutecich hiebinkii.
Hyaluronan se bézné vyskytuje v naSem téle, ve velkém mnozstvi je pfitomna v kloubech,
kde slouzi jako lubrikant, a tlumi¢ ndrazd. Je tedy potiebny pro spravnou funkci kloubii.
Synvisc je ur€en pro osoby trpici gonartrozou, ktefi nepocitili tlevu od bolesti po terapii
télesnym cvic¢enim, dietou nebo lécich proti bolesti. Synvisc je podavan injekéné aplikaci
gelu do kloubu, jez provadi lékaf. Utinek jednorazové aplikace gelu je az Sest mésict
(Synvisc One, 2016).

Hyalgan je kyselina hyaluronova je formé hyaluronatu sodného, ktera se ve formé
injekce aplikuje ptimo do kolenniho kloubu postizeného OA. Lécebna kuira obsahuje pét
injekci v tydennich intervalech, jeZ poskytuje ulevu od bolesti kloubu az na dobu 6 mésict
(Hyalgan, 2017).

V obou piipadech by se pacient po aplikaci této latky m¢l vyvarovat namahavé
¢innosti, jez vyviji tlak na kolenni kloub, po dobu dvou dni (Johns Hopkins Arthritis Center,

2012).
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6.4. Priprava kontrolniho vzorku kloubu z prasete

Kontrolni vzorek chrupavky pro stanoveni stupné OA byl ziskan z kolenniho kloubu prasete
(viz pfiloha ¢. 3). Abychom mohli z kloubu vzorky chrupavky ziskat, bylo nutno nejdiive
odstranit tkan, jako svaly, vazy Slachy apod. Pomoci skalpelu byl na koleni proveden
parapatelarni fez, jeZ do kolene umoznil pfistup. Tento Fez poskytuje nejvhodnéjsi piistup
do kolene s moznosti pohmatem kontrolovat pohyblivost a stabilitu kloubu. Pomoci
chirurgickych nastrojti, jako jsou skalpel, nlizky a pinzety, byl kolenni kloub ocistén od
okolni tkan¢ a koncetina byla v kloubu po pietnuti ligamentum collaterale mediale,
ligamentum collaterale laterale, ligamentum cruciatum caudale a ligamentum cruciatum
cradiale rozd¢€lena. Pro ziskani vzorku chrupavky s ndslednym histologickym zpracovanim
a barvenim, bylo nutno kost odvapnit. Pfed samotnym odvapnénim byla provedena fixace
vzorku ve formaldehydu, aby nedoslo k poskozeni tkané dekalcifikaéni tekutinou.
Odvapnéni celého femuru a tibie by vSak bylo neefektivni a zdlouhavé, proto byl z femuru
a tibie pilkou odfezan vzorek v oblasti kondyll a trochlea femoris. Odiezané vzorky byly
vloZeny do sklenice a zality dekalcifikacni tekutinou, konkrétné chelatonem III. Timto
zpusobem bylo pfipraveno pét vzorkl ve dvou opakovanich.

U vzorkll byla kazdy den ménéna dekalcifikacni tekutina a po ctrnacti dnech
odvapnovani byly vzorky vyjmuty a pilkou sefiznuty na mensi vzorky, které byly ponechany
odvapnéni po dobu 16 tydnii. Sefiznuti vzorkd na mensi velikost opét urychlilo proces
odvapnovani. V pribéhu dekalcifikace byla jeji mira kontrolovana vpichem do tkané, pro
zjisténi jeji tvrdosti. Obdobnym zpiisobem byly pfipraveny veskeré preparaty z tvrdé tkané

popsané v této bakalaiské praci.
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6.5. Pfiprava blo¢ku pro krajeni na mikrotomu

Pro ptipravu parafinového blocku bylo nutné vzorky okrajet na malé kousky (viz ptiloha
¢. 4). Pii krajeni vzorku kloubu s chrupavkou bylo dbano na to, aby nedoslo k poskozeni
povrchu chrupavky na jinych mistech nez na téch, kde byla krajena. Vzorky chrupavky byly
poté vlozeny do kazety pro histologické vzorky. Pied vlozenim kazet do zalévaciho
tkanového automatu, byly kazety proprany v 60 % ethanolu. Jelikoz parafin je nemisitelny
s vodou, bylo nezbytné vzorky odvodnit v alkoholové fadé 60 %, 70 %, 80 %, 90 % a tfikrat
100 % ethanolu. Okréjeni vzorkli na malé kousky zkracuje dobu odvodiiovani. Poté byly

vzorky v automatu zality do parafinu. Cely proces odvodiiovani trva 15 hodin.

6.6. Krajeni vzorku na mikrotomu

Vzorky zalité v parafinovém bloc¢ku byly vlozeny do mikrotomu (viz piiloha ¢. 5). Pied
krajenim samotnym bylo nutné blocky srovnat dle noze, aby vzorky mély rovnomérnou
tloust’ku po celé plose blocku. Poté bylo z blocku setiznuto nékolik platka vzorku o tloust'ce
20 um, ¢imz bylo zajisténo dalsi zarovnani bloc¢ku se vzorkem chrupavky. Platky krajené
z blo¢ku urcené k barveni a vyhodnoceni byly krajeny na tloustku 5 um. Pro lepsi krajeni
vzorku se doporucuje na blocek pred kazdym fezem dychnout, aby parafin, ve kterém je
vzorek zalit, lehce povolil. Po odkrojeni né€kolika platkd jsou nakrjené vzorky pomoci
pinzety a jehly pfeneseny do vodni lazné€ s demineralizovanou vodou vyhtatou na 40 °C. Ve
vodni lazni bylo poté provedeno vizualni hodnoceni krajenych platkii a byly vybrany
nejzdafilejsi platky se vzorkem chrupavky. Ty byly ve vodni lazni podebranim vzorku
naneseny na oznacené podlozni sklicko. Podlozni sklicko s nanesenym vzorkem bylo
pfeneseno na ploténku vyhfatou na 50 °C, na které sklicko se vzorkem zasychalo a bylo

pripraveno pro nasledné barveni, viz kapitola Histologické barvici metody.
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6.7. Hodnoceni vzorku kolenniho kloubu prasete

Pro zmapovani morfologie a slozeni zdravé chrupavky byl zvolen kolenni kloub prasete.
Prase nebylo vystaveno situacim a podminkam, ve kterych by doslo k poskozeni jeho
kolennich kloubli a chrupavek, proto vzorky ziskané z tohoto kloubu oznacujeme jako
kontrolni. Na vzorcich byla provedena demonstrace riznych typl barveni a posouzeni, zda
je barveni vhodné pro diagnostiku OA a zdali toto barveni bude dale pouzito pro hodnoceni
kloubti s OA u kralika. Pro zisk kontrolnich vzorkt jsme pouzili prava kolena dvou zdravych
prasat a z kazdého kolene byly po odvapnéni vybrany Ctyfi reprezentativni vzorky pro dalsi
zpracovani. Z kazdého dil¢iho vzorku dvou kloubu byly poté vytvofeny fezy, jez byly
podrobeny specifickému barveni a méteni Sitky chrupavky.

Me¢feni Sitky chrupavky probihalo pod mikroskopem pomoci néstrojii v programu
pro zpracovani zivého obrazu z mikroskopu. Chrupavka byla méfena na tficeti mistech u
¢tyfech vzorka z kazdého kolene. Poté byly hodnoty zprimérovany, abychom uréili $itku
chrupavky, jez reprezentuje zdravou chrupavku. Samoziejmosti bylo vypocteni stiedni
hodnoty a smérodatné odchylky méfeni, ke které pfi hodnoceni primérné $iiky chrupavky

musime piihlédnout.

Tab. 2 Tloustka chrupavky kolenniho kloubu zdravych prasat [um]

Primér SMODCH Median
Prvni koleno 1124.07 231.16 1143.00
Druhé koleno 1029.36 382.54 852.06

Barveni HE bylo zvoleno, jako barveni umoznujici nejlepsi viditelnost morfologie
chrupavky, pro hodnoceni. U chrupavky na obrazcich mizeme vidét, Ze jeji povrch neni
poskozen, barveni je homogenni, jadra jsou mala a nedeformovana s kulatym tvarem. Tyto

znaky ptifazujeme zdravé chrupavce.
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Obr. 2 Barveni HE, zviditelnéni morfologie chrupavky; a), d prvni koleno; c), d) druhé koleno; zvétSeni 40x

Barveni aldehydovym fuchsinen zviditelfiuje kolagenni vlakna. Sila zbarveni
preparatu je piimo umérna mnozstvi kolagennich vldken. U tohoto barveni si v§ak musime
davat pozor na skutecnost, ze u lé¢ené chrupavky dochazi k silngj§imu zbarveni nez u
kontrolniho vzorku, jelikoz obsahuje vice vazivovych vlaken. U tohoto zptisobu barveni,
jsem méla moznost pozorovat, ze nejvice znehodnocuje preparat, piedev§im pak povrch

chrupavky.
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Obr. 3 Barveni aldehydovym fuchsinem, barveni kolagennich vlaken; a), d prvni koleno; ¢), d) druhé koleno; zvétseni
40x

Alcianova modf je barveni do vyrazné modré barvy, jejiz sila je pfimo imérna
koncentraci GAG Vv chrupavce. Jak si mizeme povSimnout, nejvétsi koncentrace GAG se
vyskytuje pifi povrchu chrupavky a zhruba v jeji polovin€ koncentrace GAG vyrazné klesa.

V matrix uz ptitomnost GAG neni tak hojna.
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Obr. 4 Barveni alcidnovou modii, barveni GAG; a), d prvni koleno; c), d) druhé koleno; zvétSeni 100x

Nejkontrastnéjs$i pouzité barveni ptredstavuje barveni pomoci Safranin O — Fast
Green umoziujici ¢ervené zbarveni GAG a zelené zbarveni matrix. Sila ¢erveného zbarveni
je ptfimo umérna koncentraci GAG. Pokud bychom se méli rozhodnout, zda pro vizualni
hodnoceni koncentrace GAG vyuzijeme Alcidnovou modi nebo Safranin O — Fast Green,
volila bych tuto metodu, jelikoz poskytuje mnohem kontrastnéjsi zobrazeni. Na rozdil od
Alcianové modii ndm umozinuje vidét, Ze nejpovrchovéjsi vrstvicka chrupavky také
neobsahuje vysoké koncentrace GAG a je tedy zbarvena do zelena. Tento jev miZzeme

nejvyrazngji vidét na obrazku 5a.
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Obr. 5 Barveni Safranin O — Fast Green, barveni GAG a matrix; a), d prvni koleno; c), d) druhé koleno; zvétseni
40x

6.8. Hodnoceni vzorku kolenniho kloubu kralika

Po barveni vzorkl riznymi diferencidlnimi barvivy bylo mozno hodnotit stav chrupavky. U
vzorkd vSak byla hodnocena i tloustka chrupavky, kterd se s postupujici OA snizuje. U
reprezentativnich vzorki byla tloustka chrupavky métena na tficeti mistech. Z méteni byla
vypocitdna smérodatnad odchylka, kterd ndm udava, jak moc jsou hodnoty odchyleny od
priméru hodnot. Pomoci t-testu byly také porovnavany rozdily mezi kontrolnim vzorkem

bez OA, vzorkem osm tydni po indukci OA, vzorkem $esti mésicti po indukci OA a vzorky
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kloubu 1écenymi Synviscem a Hyalganem. Pokud je hodnota t-testu mensi, nez 0,05 nachazi
se mezi porovnavanymi vzorky statisticky vyznamny rozdil, jak uvadi napf. Elsaid a kol.
(2012)

V tabulce naméfenych hodnot byly pro kazdou skupinu vzorki chrupavky,
s vyjimkou kontroly, vybrany dva reprezentativni vzorky, u kterych byla na tficeti mistech
méiena Sifka chrupavky. Naméfené hodnoty nam poslouzily jako vychozi data pro vypocet
statisticky vyznamného rozdilu mezi vzorky.
Tab. 3 Porovnavani tloustky chrupavky kolenniho kloubu u kralikd zdravych (ZK), u skupiny s indukovanou OA a u

skupin lé¢enych Synviscem (SYN) a Hyalganem (HYA). Tabulka popisuje primémé hodnoty tloustky chrupavky
jednotlivych vzorkt [pm], smérodatné odchylky a stiedni hodnotu po 8 tydnech a 6 mésicich.

Vzorky chrupavky  Priamér Smérodatna odchylka Median
ZK 1000.63 353.20 1132.33
OA 8t 1816.23 326.93 1873.86
OA 6M 1198.81 464.02 1005.85
HYA 8t 1779.34 342.85 1751.22
HYA 6M 1389.10 705.60 1294.09
SYN 8t 1602.11 646.64 1473.89
SYN 6M 1661.99 696.84 1555.30

Tab. 4 Porovnavani tloustky kolenniho kloubu kralikll zdravych, s indukovanou OA a 1é¢enych Synviscem a Hyalganem;
vypoctené hodnoty t-testu mezi vzorky: kontrolnim bez artrozy (ZK), osteoartréza po osmi tydnech od indukce (OA 8t),
osteoartréza po Sesti mésicich od indukce (OA 6M), osteoartroza lécena Hyalganem (HYA), osteoartroza lécena
Synviscem (SYN)

Vzorky chrupavky Hodnoty T-test  Statisticky vyznamny rozdil
ZK - OA 8t 0.0000 ano
ZK - OA 6M 0.0275 ano
OA 8t- HYA 8t 0.5128 ne
OA 6M - HYA 6M 0.0600 ne
OA8t- SYN 8t 0.0143 ano
OA 6M - SYN 6M 0.0000 ano
HYA 8t - SYN 8t 0.0438 ano
HYA 6M - SYN 6M 0.0218 ano

Hodnoty t-testu neukazaly mezi artrotickymi vzorky a vzorky po aplikaci Hyalganu
statisticky vyznamny rozdil. Na druhou stranu po aplikaci Synviscu je rozdil mezi

chrupavkou po aplikaci 1éCebné latky a chrupavkou bez 1écebného zasahu vyrazny. Z tohoto
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méfeni, ale i z porovnavani obou latek spolu miizeme dojit k zavéru, ze Synvisc se zda jako
Iécebna latka u€inngjsi.

Pfi barveni vzorku jsme mohli pozorovat koncentraci GAG v chrupavce, ¢i elastickych

vlaken. Déle byl hodnocen povrch chrupavky a tvar chondrocytt.

)

Obr. 2 Barveni HE, zviditelnéni morfologie chrupavky; a) kontrolni chrupavka bez OA; b) chrupavka s OA; ¢) chrupavka
1é¢end Hyalganem; d) chrupavka 1é¢ena Synviscem; v§e Sest mésict; zvétseni 100X

Barveni HE je jednim ze zakladnich barveni v histologii a v tomto ptipadé také
nejvhodnéjsi barveni pro hodnoceni morfologie chrupavky. Na obrazku 6a je zachycena

zdrava kralici chrupavka. Jeji povrch je nepoSkozen, barveni je homogenni, jadra jsou mala
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nedeformovana. Obrazek 6b nam poskytuje pohled na chrupavku s 6 mésicti neléenou
artrozou. Jiz na prvni pohled je povrch chrupavky znaéné poSkozen, chrupavka je tenci,
nehomogenné barvena s deformovanymi jadry. Podobné skutecnosti popisuje i Bendele
(2001). Snimky 6c a 6d piedstavuji chrupavky lé¢ené. V obou piipadech mizeme pozorovat
jen lehké deformity jader. V porovnani s 2b mizeme tedy latkam pfipustit pozitivni G¢inek

na chrupavku.

Obr. 3 Barveni Aldehydovy fuchsin pro kolagenni vldkna; a) kontrolni chrupavka bez OA; b) chrupavka s OA; c)
chrupavka lé¢ena Hyalganem; d) chrupavka 1é¢ena Synviscem; b), d) Sest mé&sict, ¢) osm tydni; zvétseni 100X

Barveni pomoci aldehydového fuchsinu ndm umoziuje barvit kolagenni vldkna.

Nejslabsi barveni miizeme vidét na obrazku 7b, kde je chrupavka zasazena OA. Snimky 7¢

33



a 7d jsou chrupavky 1é¢ené a mnozstvi kolagenu se nam jevi pii nejmensim stejné jako na
kontrolnim snimku 7a. U Synviscu (7d) miZeme pozorovat i vice barvené kolagenni vlakna.
U zhojené chrupavky se vyskytuje vice kolagennich vlaken, tzv. vazivova chrupavka, proto

se zhojené chrupavky tak vyrazné barvi aldehydovym fuchsinem, jez kolagenni vlakna barvi.

Obr. 4 Barveni Alcianovou modii pro GAG; a) kontrolni chrupavka bez OA; b) chrupavka s OA; ¢) chrupavka 1é&ena
Hyalganem; d) chrupavka 1é¢ena Synviscem; d) Sest mésictl, b), ¢) osm tydni; zvétseni 100 X

Sila barveni alcianovou modfi je pfimo umérna koncentraci GAG v chrupavce. Na
snimku 8a miiZeme vidét kontrolni vzorek bez OA, kdy tmavé modré homogenni zbarveni

ukazuje na vysokou koncentraci GAG vV chrupavce. I kdyZ povrch chrupavky 8b neni
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mechanicky ponicen, jedna se o chrupavku postizenou OA. Jedné se o prvotni znamky zmén
na chrupavce, kdy zvySené zadrzovani vody Vv chrupavce vede ke snizenému mnozstvi
proteoglykant, na které se GAG navazuji. Na snimcich 8b, 8¢ a 8d mizeme tedy pozorovat
chrupavku OA postizenou, avSak na snimcich 8c a 8d si miZeme pov§imnout zvySeni

koncentrace GAG vlivem 1écby.

Obr. 5 Barveni Safranin O — Fast Green pro GAG; a) kontrolni chrupavka bez OA; b) chrupavka s OA; c) chrupavka 1é¢ena
Hyalganem; d) chrupavka lécena Synviscem; vSe Sest mésicti; zveétSeni 100X

Barveni Safranin O — Fast Green umoznuje cervené zbarveni GAG a kontrastni

zelené zbarveni matrix. Jde o obdobu barveni alcianovou modfi, jelikoz na chrupavce
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pozorujeme stejné jevy. Sila cerveného zbarveni je zde také pfimo timérna koncentraci GAG

v chrupavce.

36



7. Zavér

V této bakalaiské praci jsem se zabyvala problematikou osteoartrozy, jakozto nezanétlivého
degenerativniho onemocnéni kloubti. V teoretické Casti jsem se vénovala komplexnimu
popisu tohoto onemocnéni, jeho diagnostikou a terapii. Déle byla popsana stavba lidského a
zviteciho kloubu. V neposledni fad¢ nechybél popis samotné chrupavky a obecny popis
tvorby vzorki pro praktickou ¢ast.

Prakticka Cast byl zamétena na popis rozdili chrupavky zdravé, nemocné a 1écené a
histologickych metod. Podafilo se mi zmapovat rozdily mezi témito tfemi skupinami na
zaklad¢ pouzitych barveni. Mnou pouZzitd barveni by jisté¢ naSla uplatnéni v preklinickém
testovani pfipravki spojenych slé€bou OA, jelikoz jsme schopni pomoci téchto
histologickych metod urcit, zda je kloub postiZen OA ¢i nikoliv a dle Sitky chrupavky jsme
schopni odhadnout stupen OA. Barvici techniky nam vSak nejen umoznuji vizualizovat
degradaci chrupavky, ale i terapeuticky efekt 1éc¢iva. Naptiklad barvenim aldehydovym
fuchsinem jsme schopni vizualizovat zhojenou chrupavku, tzv. vazivovou, u niZ se barvivo
vaze na nova kolagenni vlakna.

V ramci této prace byly jako terapeutické latky zvoleny Synvisc a Hyalgan. Po
vizualnim zhodnoceni histologickych preparatii i po zhodnoceni méteni Sitky chrupavky
usuzuji, Zze pro lécbu OA je vhodnéjsi piipravek Synvisc. U kloubli, kde jako
viskosuplementacni latka byl pouzit Synvisc dochézi k revitalizaci chrupavky, o cemz
svedCi 1 statisticky vyznamny rozdil mezi chrupavkou postizenou OA a chrupavkou po
terapii Synviscem. U latky Hyalgan jsem statisticky vyznamny rozdil mezi postizenym
kloubem a kloubem po terapii nezaznamenala, avSak dle histologického pozorovani i tato

latka vykazuje terapeuticky ucinek.
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Podarilo se mi tedy prokazat, ze viskosuplementace je G¢inna terapeuticka metoda
v 1écbé OA. Tuto praci bych dale ve spolupraci s pfipravky firmy Contipro a.s. rozvedla

Vv praci diplomovou, kde bych se zabyvala viskosuplementacnim modelem.
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Conclusion

In this bachelor thesis, | studied problematics of osteoarthritis, as a noninflammatory
degenerative joint disease. In theoretical part, I complexly described this disease, diagnostics
and therapy. Then | described morphology of human and animal joint. Last but not least,
there was not missing a description of the cartilage itself and a description of making samples
for the practical part.

Practical part was focused on description of a healthy cartilage in comparison with
diseased and treated one, and description of histological methods. | successfully charted
differences between these groups of cartilages based on used dyeings. Used dyeings could
surely find assertions within preclinical testing of medicaments relased with OA therapy,
because we, with help of these histological methods, are able to determine whether the joint
is diseased with OA, or is not, furthermore, by the width of cartilage, we are able to estimate
the stage of disease. Dyeing methods help us not only to visualize degradation of a cartilage,
but a therapeutical effect of a medicament, too. For example, by dyeing with aldehydic
fuchsin, we are able to visualize cured cartilage, so-called fibrous cartilage, where the dye
binds on new collagen fibres.

In this thesis were Synvisc and Hyalgan used like a therapeutical substances. After
visual evaluation of histological samples and measurement of cartilage width, | assume that
the Synvisc is more suitable substance for OA treatment, than Hyalgan. At joints, where the
Synvisc was used as a viscosupplementation substance, the cartilage was revitalized, which
was evidenced by a statistically significant difference between the cartilage diseased by OA
and the cartilage treated with Synvisc. With using Hyalgan, | did not notice a statistically
significant difference between the cartilage diseased by OA and the cartilage after therapy,

but according to histological observation, this substance, has a therapeutical effect too.
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Accordingly, | succeeded to prove that viscosupplementation is effective as a
therapeutical method in OA treatment. | would like, with cooperation of Contipro a.s., to
expand this thesis to thesis dissertational, where would be a viscosupplementary model

examined.
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9. Pfilohy

Priloha é. 1

Pyramidova koncepce 1é¢by osteoartrozy (prevzato z knihy Ortopedie pro studenty

lékarskych a zdravotnickych fakult, Gallo a kol., 2011).

artréza
s B
zavaZna
operace
zachovavajici
kloub
> lé¢bu vede lékar
intraartikuarni I&¢ba
(viskosuplementace,
stfedné autologni desticky, kortikoidy)
zavazna
NSA, silna analgetika, protetika
£,
béZna analgetika, fyzioterapie
mirna
edukace, rezimova opatieni, snizeni vahy,
pravidelné cviceni, nutraceutika
v
< P

potet pacientd

Kazdé zhorSeni artrozy by meélo vést k nasazeni nastroje z vysSiho patra, pfi¢emz se

souCasn¢ vyuzivaji efektivni pfistupy z nizSich pater; NSA — nesteroidni antirevmatika,

TEP — totalni endoprotéza.
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Priloha ¢é. 2

Oznaceni chemikalii pouzitych v barvicich protokolech jiz pfedem namichanych ve firmé

Contipro a.s., bez vyrobce a Sarze.
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Priloha é. 3

Ptiprava odbéru vzorku chrupavky z praseciho kolene.
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Priloha ¢. 4

Velikost ¢tyf ndhodné& vybranych vzorki kloubt s ¢asti chrupavky, pfepravené pro vlozeni

do histologické kazety a nasledné zaliti do parafinu.
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Priloha é. 5

Zaparafinovany vzorek vloZzeny do mikrotomu, s nozem umoziujicim kréjet tvrdé tkané —

odvapnéné kosti.
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