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Koncentrace kyseliny hyaluronové v synovialni
tekutine jako ukazatel zavaznosti a stupnée postizeni
u pacientll s gonartrézou
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ABSTRACT

PURPOSE OF THE STUDY

Hyaluronic acid is a major component of synovial fluid and an indicator of joint viscosity and viscoelasticity. Decreased
concentrations of hyaluronic acid in the synovial fluid indicate the severity of osteoarthritis. The aim of the study was to de-
termine the concentrations of hyaluronic acid in the synovial fluid and to evaluate the correlation with the severity of os-
teoarthritis determined based on the radiological criteria (evaluation according to X-ray classification) and the physicochemical
criteria (measurement of synovial fluid osmolality).

MATERIAL AND METHODS

A total of 67 patients with the mean age of 67 years (35 men, mean age = 65 years, and 32 women, mean age = 68 years)
with clinically diagnosed osteoarthritis were included in the study. The patients were divided into four groups according to
the severity of arthrosis (from Group 1 — the lowest degree of disability to Group 4 — the most severe degree of arthrosis).
Samples were taken during knee arthroscopies or total knee replacements. Hyaluronic acid concentrations in synovial fluid
were determined using a commercially available kit based on the sandwich ELISA principle (Teco Hyaluronic acid, Switzer-
land). Osmolality was measured by the cryoscopic method.

RESULTS

The average concentrations of hyaluronic acid in the synovial fluid in the individual groups were as follows: Group 1:
HA = 2302 mg/L, Group 2: HA = 2234 mg/L, Group 3: HA = 2300 mg/L, Group 4: HA = 2446 mg/L. HA concentrations in syn-
ovial fluid did not differ from the published reference values in synovial fluid (1500 — 3200 mg/L. HA concentrations do not
depend on age, sex, and severity of the disease. The patients who underwent arthroscopy have significantly elevated
synovial HA concentration compared to the patients who underwent total knee replacements (2581 mg/I/L vs. 1763 mg/I/L,
p = 0.01, Mann-Whitney test). HA positively correlates with the osmotic pressure determined by the examination of osmolality
in synovial fluid (r = 0.29, p = 0.015).

CONCLUSIONS

Hyaluronic acid concentrations in patients with knee osteoarthritis who underwent arthroscopy are significantly increased
compared to the group of patients with total knee replacement. Hyaluronic acid concentrations in the synovial fluid correlate
with the increased osmotic pressure, and may therefore be an additional indicator of the severity of the disease.

Key words: hyaluronic acid, knee arthrosis, total knee replacement, osmolality.
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Kyselina hyaluronova (KH) je vysokomolekularni
polysacharid extraceluldrni matrix ucastnici se fady vy-
znamnych biologickych déji zahrnujicich regulacni, za-
nétlivé, imunosupresivni a antiproliferativni ucinky (5).
Podili se zejména na udrZzovani viskoelasticity kapalnych
tkani, na supramolekularnim prostorovém usporadani
proteoglykan( v extracelularni matrix a regulaci osmo-
tického tlaku, ¢imz vyznamné ovliviiuje homogenitu
tkané a jeji homeostatickou integritu. Vzhledem ke své
jedinecné viskoelastické povaze a neimunogenicité je
mozno KH vyuzit i v fad¢ klinickych aplikaci véetné
suplementace kloubni tekutiny pfi osteoartrdze, pro
usnadnéni hojeni a regenerace chirurgickych ran, a také

v oftalmologii, farmakologii a kosmetice (5). Kyselina
hyaluronova je béznou soucasti vétSiny pojivovych tkani,
hraje vyznamnou ulohu pfi ochrané kloubni chrupavky
a transportu zivin do chrupavky, je také hlavni slozkou
synovialni (kloubni) tekutiny. Kloubni tekutina (syno-
vialni tekutina) je tvofena ultrafiltratem krevni plazmy,
ktery je obohacen o mukopolysacharidy produkované
buiikami kloubni vystelky. Funguje jako biologické ma-
zivo a jako prostredi, pies které prochazeji ziviny a re-
gulacni cytokiny. Hlavni slozkou synovialni tekutiny je
hyaluronan o vysoké molekulové hmotnosti (~4-6MDa,
~2—4 mg/ml) (7). Soucasti synovidlni tekutiny jsou také
molekuly, které jsou klicové pro spravné fungovani chru-
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pavek (napft. proteoglykan 4 (PRG4) nebo povrchove
aktivni fosfolipidy a tkanové makrofagové bunky (10)).
Snizené koncentrace kyseliny hyaluronové v synovialni
tekuting jsou ukazatelem zavaznosti artrozy (10). U pa-
cientd s gonartrézou koreluji koncentrace kyseliny hya-
luronové se stupném synovialni proliferace a velikosti
osteocytll. Pacienti s vy$§imi vychozimi hodnotami vy-
kazuji rychlejsi progresivni pritbéh nemoci (6, 9). Cilem
studie bylo stanovit koncentrace kyseliny hyaluronové
v synovialni tekutiné a vyhodnotit korelaci se zavaznosti
artrozy stanoven¢ dle radiologickych kritérii (hodnoceni
podle rtg klasifikace) a fyzikalné chemickych kritérii
(méfeni osmolality synovialni tekutiny).

MATERIAL A METODIKA

Do studie bylo zafazeno celkem 67 pacientll primeér-
ného véku 67 let (35 muzl, primérny veék 65 let a 32
zen, prumérny vek 68 let) s diagnostikovanou artrézou
kolenniho kloubu definovanou dle rtg klasifikace podle
Kellgrena a Lawrence. Pacienti byli rozdéleni do ctyf
skupin dle zavaznosti postizeni (1. skupina — gonartrdza
stupen postizeni). Charakteristika studované¢ho souboru
je shrnuta v tabulce 1.

Koncentrace kyseliny hyaluronové v synovialni te-
kutin€, odebrané pacientim b&hem operacnich vykont
(artroskopie a implantace totalni endoprotézy (TEP) ko-
lene) byly stanoveny pomoci komer¢né dostupného kitu
zalozeného na principu sendvi¢ové enzymoimunoana-
lyzy ELISA (Teco Hyaluronic acid, Svycarsko, pracovni
rozsah metody 2,7-1000 mg/l, varia¢ni koeficient CV =
2,8-5,2 %). Po odbéru byly vzorky ihned dopraveny do
laboratote, kde byly centrifugovany pti 4 °C 10 minut
pti 3000 otackach, nasledné alikvotovany do 1ml zku-
mavek a zamrazeny na —80 °C do doby, nez byla prove-
dena analyza. Bezprostiedn¢ pied analyzou byly alik-
votované vzorky fedény PBS pufrem o pH 7,4 v poméru
1:5000. Jako doplikovy parametr pouzity pro hodnoceni
fyzikalné chemickych kritérii artrézy na zakladé posou-
zeni viskozity a viskoelasticity byla v odebranych pri-
marnich vzorcich méfena osmolalita pomoci kryosko-
pické metody na analyzatoru Advanced 2020.

Tab. 1. Charakteristika sledovaného souboru
Table 1. Characteristics of the studied group
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Statisticka analyza a vyhodnoceni
naméienych dat

Analyza rozptylu (ANOVA) byla pouzita k porovnani
koncentraci kyseliny hyaluronové v jednotlivych skupinach
pacienttl. Normalita rozloZeni dat byla testovana pomoci
D’Agostinova Pearsonova testu. Multivariantni analyza
byla pouzita k posouzeni zavislosti koncentraci kyseliny
hyaluronové na véku, pohlavi, stupni artrozy. Neparame-
tricky Manniiv-Whitneyav U test byl pouZit k porovnani
koncentraci kyseliny hyaluronové v jednotlivych skupi-
nach. Regresni analyza byla vyuzita k hodnoceni korelace
hodnot kyseliny hyaluronové a osmolality. Hladina prav-
dépodobnosti p < 0,05 byla zvolena jako statisticky vy-
znamna. Data byla vyhodnocena pomoci statistického pro-
gramu GraphPad Prism, verze 8.02 (San Diego, USA).

VYSLEDKY

Primémé koncentrace kyseliny hyaluronové v syno-
vialni tekutin€ v jednotlivych skupinach byly nasledujici
Skupina 1: KH =2302 mg/l, Skupina 2: KH = 2234 mg/l,
Skupina 3: KH = 2300 mg/l, Skupina 4: KH = 2446 mg/1
(viz tabulka 1). Distribuce hodnot kyseliny hyaluronové
v jednotlivych skupinach s vyznacenim referencniho in-
tervalu je znazornéna na obrazku 1. Rozdily koncentraci
KH mezi jednotlivymi skupinami nebyly statisticky vy-
znamné. Koncentrace KH v synovialni tekutin€ se neliSily
od publikovanych referenénich hodnot 1500-3200 mg/1
(8). Koncentrace KH nezavisi na veéku, pohlavi, stupni
artr6zy, ani na zavaznosti onemocnéni charakterizovaném
nutnosti provedeni totalni endoprotézy.

Korela¢ni analyza ukazuje signifikantni zavislost
mezi hodnotami KH v synovialni tekutiné pouze ve sku-
pinach 1 a2 (p =0,013, Spearmantv korelac¢ni koeficient
r=0,84), korelace v ostatnich skupinach je nevyznamna.

Nelze tedy jednoznacné prokazat korelaci koncentraci
kyseliny hyaluronové v synovialni tekuting se zavaznosti
onemocnéni hodnocenou dle radiologickych kritérii.

Pacienti, ktefi podstoupili artroskopii, ale maji sig-
nifikantn€ zvysené koncentrace v synovialni KH oproti
pacienttim, kteii podstoupili totalni endoprotézu (2581
mg/l vs. 1763 mg/l, p = 0,01, Manntiv-Whitneylv test)
(obr. 2).

Celkovy soubor N = 67

Muzi N =35 2eny N=32

VEK, roky (rozpéti) 67 (29-89)

65 (29-86) 68 (49-89)

cKH ,mg/l, priimér (rozpéti) 2238 (13,5-5000)

2436 (931-5000) 2006 (13,5-4743)

Osmolalita, mOsm/kg, primér (rozpéti) | 311 (279-382)

311 (287-382) 310 (279-354)

Skupina1 N=18

Skupina2 N=17

Skupina 3 N =16 Skupina 4 N=16

cKH, mg/l, priimér (rozpéti) 2302 (1347-4095)

2234 (1056-5000)

2300 (13,5-5000) 2446 (760,3-5000)

Osmolalita, mOsm/kg, primér (rozpéti) | 324 (300-357)

314 (287-382)

306 (285-354) 306 (279-328)

cKH — koncentrace kyseliny hyaluronové v synovidlni tekuting
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Obr. 1. Distribuce hodnot koncentraci kyseliny hyaluronové
v synovialni tekutiné pacientii s gonartrozou (Skupina 1 — ne-
jméné zavazna forma onemocnéni — Skupina 4, nejzavaznéjsi
forma onemocnéni).

Data v grafu jsou vyjadirena jako median a mezikvartilové
rozpeéti (25. a 75. percentil). Prerusované cary znazornuji hod-
noty referencniho intervalu 1500-3200 mg/l publikované ve
studii Palmieriho et al. (8). Rozdily mezi koncentracemi KH
v jednotlivych skupinach nebyly statisticky vyznamné.

Fig. 1. Distribution of values of hyaluronic acid concentrations
in the synovial fluid of patients with gonarthrosis (Group 1 —
the lowest degree of disability — Group 4, the most severe form
of disability).

Data in the chart are expressed as the median and the inter-
quartile range (difference between the 25" and 75" percentile).
The dashed lines indicate the reference interval values of
1500-3200 mg/I published in the study by Palmieri et al. (8).
The differences between the hyaluronic acid concentrations in
individual groups were statistically insignificant.

Zavaznost onemocnéni posouzend dle fyzikalng che-
mickych kritérii vySetfenim osmolality v synovialni te-
kutin€ u pacientli s gonartrozou ukazuje vyznamnou ko-
relaci koncentraci kyseliny hyaluronové s hodnotami
osmolality (Spearmantv r = 0,29, p = 0,015) viz obra-
zek 3.

DISKUSE

Recentni studie ukazuji zasadni vyznam kyseliny
hyaluronové v posouzeni zavaznosti postiZzeni. Koncen-
trace kyseliny hyaluronové koreluji s mirou postizeni
(2,4, 11). Je prokazana také vyznamna negativni zavis-
lost kyseliny hyaluronové na véku (11). Nase vysledky
jsou od téchto vysledkl odlisné, nebot’ jsme neprokazali
zavislost na véku ani vyznamnou korelaci s radiologic-
kym stupném prokazané gonartrézy. Tuto odliSnost 1ze
vysvétlit jednak zna¢nou vékovou heterogenitou sledo-
vaného souboru (ve velké vétsing se jednalo o pacienty
starsi 50 let — 63 z celkovych 67 pacientti). Druhym vy-
svétlenim tykajicim se nevyznamného rozdilu v syno-
vidlnich koncentracich kyseliny hyaluronové mize byt

Obr. 2. Distribuce hodnot koncentraci kyseliny hyaluronové
v synovialni tekutiné pacientii po artroskopii a po totalni en-
doproteéze.

Data v grafu jsou vyjadrena jako median a mezikvartilové
rozpéti (25. a 75. percentil).

Fig. 2. Distribution of values of hyaluronic acid concentrations
in the synovial fluid in patients after arthroscopy and total
knee replacement.

Data in the chart are expressed as the median and the inter-
quartile range (difference between the 25" and 75" percen-
tile).
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Obr. 3. Vzajemna korelace koncentraci kyseliny hyaluronové
a osmolality v synovialni tekutiné pacientii s gonartrézou.
Teckované cary vymezuji oblast 95% intervalu spolehlivosti
regresni primky.

Fig. 3. Correlation between the hyaluronic acid concentration
and the osmolality in the synovial fluid of patients with gonar-
throsis.

Dotted lines indicate the 95% confidence interval for the re-
gression line.
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skute¢nost, ze diagnosticky kit pouzity pro stanoveni
kyseliny hyaluronové neposkytuje pfesnou informaci
o velikosti a molarni hmotnosti stanovovaného frag-
mentu. Vyse uvedené studie popisuji vyznamné korelace
ruzné velikych fragmentl kyseliny hyaluronové (mole-
kulova hmotnost 0,8-20 kDa (1, 2, 11)) s klinicky pro-
kazanymi formami onemocnéni. Vysokomolekularni
formy maji protektivni ucinky, zatimco nizkomolekularni
formy vykazuji vyznamnou prozanétlivou, angiogenni
a imunostimulacni aktivitu. [ pfes zna¢né rozpéti hodnot
(14-5000 mg/1) se synovialni koncentrace kyseliny hya-
luronové v nasi studii se vyznamné neodliSovaly od hod-
not publikovaného referenéniho rozmezi 1500-3200
mg/1 (8). Pacienti, ktefi podstoupili artroskopii, maji vy-
znamng¢ vy$si koncentrace synovialni KH oproti pacien-
tim s implantaci kolenni endoprotézy (2581 vs 1763
mg/l, p = 0,01), nicmén¢ korelace hodnot KH v obou
skupinach s rtg nalezy neni vyznamna. Vyssi koncentrace
synovialni KH u pacientll po artroskopii oproti pacien-
tim s implantaci totalni endoprotézy lze vysvétlit tim,
ze pacienti, kterym byla provedena artroskopie, byli vy-
znamn¢ mladsi, nez pacienti, ktefi podstoupili totalni
endoprotézu (pramérny vek 62 let oproti 69 let, p= 0,03,
Manntv-Whitneyav U test). Pacienti s TEP ve vétsi mite
vykazovali omezeni hybnosti a trvalé klidové a no¢ni
bolesti klasifikované dle kritérii VAS (12). Pacienti pod-
stupujici artroskopii vykazovali pfedoperacné nizsi skore
bolesti — rozmezi VAS 2-5/10, oproti pacientim k TEP,
kteti vykazovali zvysené skore v rozmezi VAS 4-7/10.

Zavaznost onemocnéni Ize ¢asto posoudit podle fy-
zikalné chemickych kritérii (viskozita a viskoelasticita).
Kyselina hyaluronova je vyznamnym ukazatelem visko-
zity a viskoelasticity. Nizké koncentrace kyseliny hya-
luronové jsou spojeny s nizkou viskoelasticitou a visko-
zitou, a tedy se zavaznosti onemocnéni (1, 2, 11).
Recentni studie ukazuji, Ze alterace osmotickych pod-
minek, konkrétné hypoosmoticky stres v synovialni te-
kutin€ i chondrocytech, vyznamné snizuje viskoelastické
vlastnosti prostiedi (3, 4, 10). Tamer et al. (10) popisuji
exponencialni vztah mezi koncentraci hyaluronanu
a osmotickym tlakem a zminuji také fakt, ze vyznamné
zmény v koncentracich KH vedou ke zménam osmotic-
kého tlaku. Osmoticky tlak v buikach lze charakterizovat
prostfednictvim vySetfeni osmolality. V nasi studii jsme
prokazali vyznamnou pozitivni korelaci koncentraci KH
a osmolality v synovialni tekuting (Spearmantv r = 0,29,
p=0,015, obr. 3). Tato korelace ukazuje moznost vyuziti
kyseliny hyaluronové jako ukazatele viskozity a viskoe-
lasticity k posouzeni klinického stavu pacientl s artro-
zou.

ZAVER

Koncentrace kyseliny hyaluronové u pacientil s go-
nartrozou podstupujicich artroskopicky vykon jsou vy-
znamné zvySené oproti skuping pacientii podstupujicich
operaci totalni endoprotézy kolene. Koncentrace kyseliny
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hyaluronové v synovialni tekutiné nekoreluji se zavaz-
nosti onemocnéni posuzovanou dle radiologickych kri-
térii (rtg klasifikace dle Kellgrena a Lawrence). Kon-
centrace hyaluronové kyseliny v synovialni tekutiné
koreluji se zvysenym osmotickym tlakem a mohou byt
tedy doplitkovym ukazatelem zavaznosti artrozy. Vzhle-
dem k tomu, ze studie byla provadéna na malém poctu
pacienttl, jedna se o studii pilotni a vysledky bude nutno
ovefit na souboru s vétSim poctem pacienttl.
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