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SUHRN

Uvod: Biochemické zmeny sprevadzajlce intrakapsuldrne patologické procesy predstavuju potencidlny
zdroj informacii vyuzitelny na diagnostiku, diferencialnu diagnostiku ¢i monitorovanie ochoreni temporo-
mandibularneho klbu. Miniinvazivne zasahy do integrity temporomandibuldrneho klbu so spristupnenim
synovialnej tekutiny sa v stomatologickej praxi realizuju za U¢elom drendze, pripadne terapeutickych lavazi
a nie za Ucelom stanovenia akéhokolvek biochemického parametra. Okrem invazivity punkcie temporoman-
dibularneho kibu vyuzitelnost synovidlnej tekutiny z tejto lokality na diagnostiku komplikuje jej nizky objem.
Cielom prace je zhrnut aktualne poznatky o histoldgii, fyziologii a patofyzioldgii temporomandibularneho
klbu, vyhodnotit moznosti vySetrenia synovidlnej tekutiny a otestovat diagnosticky potencidl tejto tekutiny
pomocou vysoko citlivej fluorescencnej fingerprintovej analyzy.
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SUMMARY

Introduction: Biochemical changes accompanying intracapsular pathological processes represent
potential source of information exploitable in diagnostics, differential diagnostics or monitoring of
temporomandibular joint disorders. Miniinvasive intervensions in the temporomandibular joint integrity
with synovial fluid acces are performed in dental practice performed for drainage or therapeutic lavage
and not for determination of any biochemical parameter. In addition to the invasiveness of the tempo-
romandibular joint puncture, the synovial fluid utilization from this site for diagnostics is complicated
by low volume.

Aim of this work is to summarize current knowledge of histology, physiology and pathophysiology
of the temporomandibular joint, to evaluate the possibilities of synovial fluid (ST) examination and to
test the diagnostic potential of this fluid by means of highly sensitive fluorescence fingerprint analysis.
Keywords: temporomandibular joint - synovial fluid - osteoarthrosis - fluorescence
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Vnutorny priestor temporomandibularneho kibu
(TMK) vypliia synovidlna tekutina (ST), ultrafilt-
rat krvnej plazmy produkovany synovialocytmi.
Pre funkciu kibu zohrava viaceré tilohy: pdsobi ako
lubrikant, zabezpecuje fagocytézu cudzorodych
Castic a umoziiuje vyzivu kibovej chrupky [2, 8,
13]. Morfologické zmeny asociované s degeneraciou
chrupky pri osteoartréze si detegovatelné na RTG
az s odstupom dvoch az troch rokov. Laboratérne

vySetrenie punktatu TMK moze pritomnost dege-
nerativnych zmien v kibe odhalit uz kratko po ich
nastupe, avsak toto vySetrenie nie je sii¢astou den-
nodennej praxe [10, 21]. VySetrenie synovialnej teku-
tiny najcastejsie indikuje ortopéd alebo reumatolég
pri ochoreniach kolenného kibu [20].

HISTOLOGIA A FYZIOLOGIA TMK

Vystelku vnitornych casti vSetkych synovialnych
klbov, vratane TMK, tvoria kibova chrupka a syno-
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Obr.1 Kibova chrupka (upravené podla Miloro, 2004)

vidlna membrana. Synovidlna membrana je tenka,
hladka, bohato vaskularizovana a inervovana, bez
epitelu. Tvoria ju malo diferencované synovidlne
bunky mezenchymového poévodu s fagocytarnou
a sekretorickou funkciou. Vdaka nizkej diferenciacii
synovialocytov je synovialna membrana schopna
rychlo a Gplne regenerovat. Synovialocyty st mies-
tom syntézy kyseliny hyalurénovej a glykozamino-
glykanov, ale aj mnohych cytokinov [4, 13]. KIbova
chrupka je z prevaznej Casti tvorena medzibunkovou
hmotou (98 %) a chondrocytmi (2 %) uloZenymi v lak-
nach a usporiadanymi do troch vrstiev, pricom v ka-
zdej z nich majt chondrocyty charakteristicky tvar
a orientaciu (obr. 1). V hlbokej vrstve dochadza ku
kalcifikacii chondrocytov a je tu pritomnych niekol-
ko ciev [13, 16].

Chondrocyty st zodpovedné za regulaciu syntézy
intercelularnej matrix, ktora tvori voda, kolagé-
nové vlakna a nefibrézny vypliiovy material. Voda
predstavuje 70 % tkaniva chrupky a je viazana na
kolagénové vlakna, ktoré su tvoréne z 90 % kolagé-
nom typu II. Podiela sa na pruznosti chrupky [5].
Vyplniovy materidl tvoria rézne plazmatické protei-
ny, proteoglykany syntetizované v Golgiho aparate
chondrocytov, dalej glukéza, mocovina a soli [13].

Chrupka je primarne vyzivovana zo synovialnej
tekutiny [13, 16] - ¢irej, nazltlej, viskdznej, nezraza-
jlcej sa tekutiny, o ktorej sa zmienil uz Hippokrates
[2]. Synovidlna tekutina je povazovana za filtrat
plazmy a v zdravom TMK je jej objem priblizne dva
mililitre. Za viskozitu zodpoveda kyselina hyaluré-
nova naviazana na proteiny. Proteém synovialnej
tekutiny a krvnej plazmy sa odliSuja. Synovialna
tekutina obsahuje proteinov menej, ale s vysSim
percentudlnym podielom albuminu a niz§im podie-
lom a2-globulinu. Fibrinogén a ostatné proteiny
koagulacnej kaskady sa v synovialnej tekutine ne-
nachadzaja. Koncentracia lipidov je na rozdiel od
plazmy velmi nizka. Katiény Na*, K*a Ca* st v niz-
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§ich koncentraciach a naopak aniény Cla HCO, vo
vy$Sej koncentracii ako v plazme. Fyziologické pH
synovialnej tekutiny sa pohybuje v rozsahu 7,31-7,64.
Na jeho udrziavani sa podiela vyznamnym spdso-
bom pufrovaci systém kalciumhyaluronat [5, 9, 13].
Synovialna tekutina je na bunky chudobna (0,01 az
0,2 x 10°/1), prevazuju leukocyty (dominantne mo-
nocyty, lymfocyty, makrofagy a < 25 % polymorfo-
nuklearov) [6]. Vo velmi nizkych koncentricidch
sa aj v zdravom TMK méZu detegovat prozapalové
cytokiny (IL-1 - interleukin 1, IL-6 - interleukin 6
a TNF-a - tumor nekrotizujuci faktor ), protizapa-
lové cytokiny (napr. antagonista receptora IL-1), ale
aj regulatory apoptézy RANKL (receptor aktivator
NF kappa-B ligand) a ich inhibitory zabezpecujuce
homeostazu v zdravom kibe [19].

PATOGENEZA POSKODENIA CHRUPKY

Podstatou rozvoja osteoartrézy je poskodenie
kibovej chrupky [5]. Proces destrukcie chrupky je
podmieneny nerovnovahou medzi degradacnymi
enzymami a ich inhibitormi. Sptistacom degenera-
cie je pokles mnozstva a agregacie proteoglykanov
s naslednym ubytkom matrix chrupky. Reaktivna
stimulacia syntézy medzibunkovej hmoty chondro-
cytmi je obrannym mechanizmom, vdaka ktorému
je chrupka schopna plnit svoju funkciu este uréita
dobu. S postupujiicou osteoartrézou chondrocy-
ty vyCerpaju svoju repara¢nii schopnost, syntéza
proteinov extracelularneho matrixu chrupky klesa
a vysledkom je redukcia chrupky [9] a obnaZenie
subchondralnej kosti. Mikrotraumy vznikajice pri
zatazovani kibu sa hoja novotvorbou kosti, dochiddza
k hypertrofii synovidlnej membrany, neovaskulari-
zacii rezidui chrupky a vzniku osteofytov [5]. Kedze
osteoartréza je chronické progredujice ochorenie,
v€asnejsia diagnostika a moznost sledovat priebeh
ochorenia Specifickej$imi a citlivej$imi metodikami
by pre pacientov bola benefitom [10].

BIOCHEMICKE ZMENY

Biochemické zmeny suvisia predovSetkym s pri-
tomnostou zapalu, vzniknutym oxida¢nym stresom
pocas zapalu a repara¢nymi mechanizmami. Za
rovnovahu medzi procesmi riadenymi anabolic-
kymi a katabolickymi cytokinmi méze vzajomna
suhra synovialocytov, chondrocytov a leukocytov
[13]. V synovidlnej tekutine artrotického kibu je
zniZena koncentracia aj molekulova hmotnost kyse-
liny hyalurénovej. Pri¢inou je okrem fragmentacie
aj naruSend syntéza kyseliny hyalurénovej syno-
vialocytmi [7]. Na tvorbu molekil extracelularnej
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matrix kIbu st potrebné anabolické cytokiny ako
IGF-I (insulin-like growth factor - I) a TGF- (trans-
forming growth factor - beta) podporujtce repara¢né
mechanizmy pri osteoartréze a redukujtice mnozstvo
receptorov IL-1 na chondrocytoch [9, 13]. Katabolické
cytokiny IL-1, IL-6, TNF-a s spojené so syntézou
proteaz (aspartatova, cysteinova, serinova a matrix
metaloproteinazy - MMP) aktivnych pri nizkom
aneutralnom pH. ZvySené hladiny cytokinova MMP
boli pozorované u pacientov s osteoartrézou, ale aj
u pacientov s dislokaciou disku bez repozicie [10,
13]. Cytokin IL-1 a stromelyzin (MMP 3) moézZu byt
detegované uz pri skorych Stadiach destrukcie kosti
bez pozitivneho RTG nalezu [11]. Reguldcia syntézy
cytokinov je ovplyvnena aj pohlavnym dimorfiz-
mom. V TMK Zien boli ndjdené funkcné estrogénové
receptory a je popisany antinociceptivny efekt estro-
génu a testosterénu pocas zapalového procesu [1, 22].

AKktivaciu cytokinov, neuropeptidov, degradac-
nych enzymov a metabolitov kyseliny arachidéno-
vej, ktord vyustuje do degenerativneho ochorenia
kibu, zvy3uju aj volné radikaly. V patogenéze os-
teoartrézy sa vyznamne uplatiiuje oxid dusnaty
(NO), a to viacerymi mechanizmami. V nizkych
koncentraciach zvySuje permeabilitu ciev, zvySuje
uvolfiovanie TNF, IL-1 a MMP, inhibuje repara¢né
pochody chrupky a vyvolava apoptézu. Vo vyssich
koncentraciach reaguje s kyslikovymi radikalmi za
vzniku cytotoxickych latok, napriklad peroxynitritu
reagujuceho s tyrozinom za vzniku nitrotyrozinu,
ktorého pritomnost bola pri osteoartréze dokazana
v synovialnej tekutine. Za fyziologickych okolnosti
chrupka produkuje NO len po pésobeni cytokinov,
zatial Co pri osteoartréze prebieha syntéza NO aj
spontanne [5, 13].

SUCASNE MOZNOSTI VYSETRENIA
SYNOVIALNEJ TEKUTINY

Synovidlna tekutina nepatri medzi rutinne vy-
Setrované biologické tekutiny. V ortopédii a reu-
matoldgii sa najcastejSie vySetruje synovialna te-
kutina z kolenného kibu [5, 20]. Makroskopicky sa
vyhodnocuje farba, zakal a viskozita. Za normalnych
okolnosti je synovidlna tekutina bezfarebna, ¢ira
a vysoko viskézna. Viskozita synovidlnej tekutiny je
normalna, ak kvapku synovialnej tekutiny je mozné
natiahnut na vlakno dlhSie ako tri centimetre. Pri
osteoartrdze je viskozita zniZzenda. Dal§im orientac-
nym testom na posudenie polymerizacie kyseliny
hyalurénovej je mucinovy zrazaci test, pri ktorom sa
k jednému milimetra synovialnej tekutiny pridaja
4ml 2 % kyseliny octovej. Za fyziologickych okolnosti
vznika tuha formovand zrazenina vo vycirenom roz-

toku, avSak pri zapalovych zmenach vznika diftzne
zakalenie. DalSie laboratérne vySetrenia synoviilnej
tekutiny st biochemické (pH, glukéza, laktat, ky-
selina mocova, celkové proteiny), cytologické (po-
Cet leukocytov + diferencial), mikroskopické (dokaz
krystalov) a imunologické (vySetrenie protilatok,
autoprotilatok a reumatoidného faktora). V pripade
vyrazne zakaleného vypotku sa synovidlna tekutina
odosiela na mikrobiologické vySetrenie [17, 20].

V priebehu poslednych dvoch desatroci doslo
k velkému pokroku v chapani etiopatogenézy chro-
nickej bolesti, zapalovych a degenerativnych zmien
temporomandibularneho kibu. Osteoartréza za¢ina
v kibovej chrupke a pozitivny rddiologicky nalez ma
latenciu dva az tri roky [10, 13]. Analyza synovialnej
tekutiny uz v ¢ase nastupu klinickych tazkosti (aky-
mi st bolesti TMK, krepitus a hypomobilita TMK)
by mohla byt prinosom pre skors$i zac¢iatok spravnej
liecby. Najnovsie vedecké prace informuja o vy-
zname stanovenia koncentracie cytokinov, najma
IL-1B, IL-6, IL-8, IL-11, TNF-& a MMP3, pri hodnoteni
intenzity denegerativnych zmien v ¢ase negativneho
RTG nalezu [21].

FLUORESCENCNA ANALYZA

V priebehu poslednych dvadsiatich rokov doslo
k zintenzivneniu pouzivania fluorescencie v oblasti
biologickych vied. Z biochémie a biofyziky sa jej po-
uzitie roz§irilo aj do dal$ich oblasti a dnes sa vyuziva
v prietokovej cytometrii, biotechnolégiach, medicin-
skej diagnostike, genetickej analyze a dalsich [12].

Luminiscencia je pojem oznacujtci emisiu svetla
z akejkolvek latky v excitovanom stave. Je rozdelena
na dva typy (fluorescencia a fosforescencia) v zavis-
losti od charakteru excitovaného stavu. Po absorpcii
svetla urcitej vinovej dizky elektrény prechadzaju do
vzbudeného stavu. Vzbudeny singletovy elektrén sa
sparuje s druhym volnym elektrénom, ¢im sa vracia
do zakladného tvaru a dochadza k emisii foténov [14].

Fluoroféry st latky, u ktorych je mozné pozorovat
fluorescenciu. Exogénne fluoroféry si dodané do
organizmu s cielom dosiahnut fluorescenciu. Ak
st pritomné v organizme, hovorime o endogénnych
fluoroféroch, ¢im umoznuju autofluorescenciu [18].
Medzi najdolezitejSie endogénne fluoroféry radime
molekuly, ktoré si mohutne distribuované v bun-
kach a tkanivach, ako su proteiny, ktoré obsahuju
aromatické aminokyseliny, NADPH, lipopigmenty
a flaviny. Autofluorescencia moéze narastat vdaka
strukturalnym proteinom (najma kolagén a elastin
-najdolezitejsie fluoroféry extracelularnej matrix).
Hlavnou vyhodou autofluorescencie je moznost sle-
dovania nativnych vzoriek v redlnom ¢ase bez biopsie



Obr. 2 Porovnanie fluorescenénych fingerprintov pacientov 1a 2
Os x - excitacna vinova dizka v nm; os y - Stokesov posun v nm

a potrebnych priprav k histologickému vySetreniu
[15].

MATERIAL A METODIKA NA PILOTNE
FLUORESCENCNE VYSETRENIE SYNOVIALNEJ
TEKUTINY TEMPOROMANDIBULARNEHO KLBU

Synovidlna tekutina bola odobrana dvom pacien-
tom na I. stomatologickej klinike LF UPJS a UNLP
v Kosiciach. Pacientovi vo veku 57 rokov bola dia-
gnostikovana arthrosis articulationis temporoman-
dibularis bilateralis, u pacienta vo veku 18 rokov bola
pozorovana dislocatio disci anterioris bilateralis.
U oboch pacientov bola indikovana artrocentéza
s podanim kyseliny hyalurénovej. Odber vzorky sy-
novialnej tekutiny v objeme 20 pl bol uskutocneny
po predchadzajucej aplikacii dvoch mililitrov fyzio-
logického roztoku.

Odber ST bol realizovany tesne pred samotnym
vykonom. Spracovanie a fluorescen¢na analyza vzo-
riek prebehla na Ustave lekarskej a klinickej bioché-
mie LF UPJS v KoSiciach. Vzorky ST boli nariedené
deionizovanou vodou v pomere 20 pl vzorka ku 480 pl
deionizované vody. Nasledne bola uskutocnena flu-
orescencna analyza synovialnej tekutiny s pouzitim
spektrofotometra Perkin Elmer LS 55 (Waltham,
Masschusetts, USA). Merané boli synchrénne fluo-
rescencné matrice pri nasledovnych nastaveniach
pristroja: rozsah vinovych dlZok 200-600 nm, po-
sun emisného monochromatora oproti excitacnému
AMN=30nm, pocet skenov 10, krokovanie 20 nm, rychlo-
st skenovania 1200 nm/min, §trbiny ex/em: 10/10 nm.

VYSLEDKY

Znameranych tdajov je zrejmé, Ze u pacienta ¢.1
je vo fluorescen¢nom fingerprinte pritomné fluo-
rescencné centrum ex/em 273/363 nm s intenzitou
280 a.u. typické pre proteiny s obsahom tryptofa-
nu. Na rozdiel od pacienta 1 je u pacienta 2 nizsia
intenzita fluorescencie (131 a.u.) v oblasti proteinov
s obsahom tryptofanu. Zaroven je na synchrénnej
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matrici viditeIné vyrazné atypické fluorescencné
centrum s maximom pri vlnovych diZkach ex/em
312/362 nm (obr. 2, 3).

DISKUSIA

Jednou z moznosti vySetrenia synovialnej tekuti-
ny je vysoko citliva fluorescenc¢na analyza. Predoslé
prace skimajtce fluorescenciu synovidlnej tekutiny
ziskanej z laktového kibu psov popisuji vyssiu in-
tenzitu fluorescencie typickej pre proteiny u skupi-
ny psov so zapalovo-degenerativnymi ochoreniami
v porovnani so skupinou zdravych psov [3]. Vnasom
experimente mal pacient 1 bilaterdlne artrézu TMK
a zaroven jeho fluorescencia v oblasti 273/363 nm bola
asi dvojnasobne vys§ia ako u pacienta 2 oSetrovaného
pre obojstrannt dislokaciu disku bez degenerativno-
-zapalovych zmien. NasSe vysledky z pilotnej Stadie
st teda v stlade s porovnavanou Studiou. Pocet
vzoriek bol vzhladom na naro¢nost odberu a jeho
invazivitu nizky, a preto ich nemozno Statisticky
vyhodnocovat, avsak korelacia s vysledkami autorov
Bilska a kol. [3], u ktorych bol experiment vykonany
na vacSom subore vzoriek (zdravy/s osteoartrézou
N = 29/9), nasvedCuje, Ze vySetrenie nativnej fluo-
rescencie synoviadlnej tekutiny metédou snimania
fluorescenc¢ného fingerprintu ma urcity diagnosticky
potencial, ktory by mohol byt v budicnosti blizsie
popisany.

ZAVER

VySetrenie synovialnej tekutiny temporomandi-
bularneho kibu nie je beZnou sii¢astou diagnostiky
ochoreni TMK, ale potencial vySetrenia tohto re-
lativne malo prebadaného biologického materidlu
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Obr. 3 Porovnanie synchrénnych spektier u oboch pacientov pri
Stokesovom posune 90 nm; obrazok demonstruje vyrazne roz-
dielnu fluorescenciu v oblasti proteinov (excitacia 270-280 nm)
a atypicky pik pri 312 nm

Os x - excitacna vinova dlZka; os y - intenzita fluorescencie;
modra - pacient 1; ¢ervena pacient 2
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pre véasnu diagnostiku intrakapsularnych ochoreni
TMK je velky napriek naro¢nosti odberu a nizkemu
objem odobranej vzorky. Za zvySenu popularitu fluo-
rescen¢nych metodik v oblasti biologickych vied
je zodpovedna ich vysoka citlivost a jednoduchost
prevedenia. Fluorescenc¢nd analyza vykazuje dia-
gnosticky potencidl aj pri malom objeme vzorKky.
Pilotny experiment ukazal, Ze fluorescencia syno-
vidlnej tekutiny v oblasti spektra vinovych diZok
typického pre proteiny je signifikantne vyssia u pa-
cientov s degenerativno-zapalovymi zmenami oproti
kontrole a v pripade, Ze by sa odberova procedira
optimalizovala, mohla by sa v budiicnosti vykonat
na vacsom pocte pacientov.
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