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ABSTRAKT

Prace se zabyva zpusobem, jak pfitomnost kyseliny hyaluronové a fosfolipidi ovliviuje
tfeni a mazani synovialni chrupavky s diirazem na optimalizaci viskosuplementd. Toho je
docileno pomoci analyzy soucinitele tfeni pro rizna maziva na pin-on-plate tribometru.
Chrupavka je mazana modelovou synovialni kapalinou, konvekénim viskosuplementem a
optimalizovanym viskosuplementem s fosfolipidy. Pro pozorovani, jak viskosuplementy
ovlivituji soucinitel tfeni chrupavky v lidském téle, jsou smichany v pfislusném poméru
s modelovou synovialni kapalinou, ktera se v lidskych kloubech nachazi. Métenim bylo
zjisténo, ze chrupavka mazana konvencénim viskosuplementem ma relativné vysoky
soucinitel tfeni a oproti tomu optimalizovany viskosuplement s fosfolipidy ma tfeni nizs$i.
To samé plati, kdyz jsou viskosuplementy smichany s modelovou synovialni kapalinou,
coz muze vést k vyvoji nového, lepSiho viskosuplementu na bazi kyseliny hyaluronové a
fosfolipidi.

KLICOVA SLOVA

Biotribologie, kloubni chrupavka, viskosuplementace, hydrataéni mazani, synovialni
kapalina

ABSTRACT

The main goal of this diploma thesis is to determine the role of hyaluron acid and
phospholipids on friction and lubrication of articular cartilage in regard to optimization of
viscosupplements. This is carried out by measuring the coefficient of friction of the
articular cartilage with several lubricants. Cartilage is lubricated particularly by a
conventional viscosuplement, optimized viscosuplementation with phospholipids and
model synovial fluid. In order to observe the function of those viscosuplements in the
human body, both are mixed with the model synovial fluid, ubiquitous in human joints, in
given ratio. Experiments revealed high friction when it comes to convectional
viscosupplementation as opposed to low friction of the optimized viscosuplement with
phospholipids. The same situation occurs when cartilage is lubricated with those
viscosuplements mixed with model synovial fluid which might lead to development of a
new, better, viscosupplementation based on hyaluron acid and phospholipids.

KEYWORDS

Biotribology, articular cartilage, viscosupplementation, hydration lubrication, synovial
fluid
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1 UVOD

Totalni nahrada velkych kloubll je jednim z nejvétSich uspéchti mediciny posledniho
stoleti. Jak je uvedeno na obr. 1-1, v Ceské republice bylo v roce 2015 provedeno 126
totalnich ndhrad kolenniho kloubu a 180 totilnich nahrad kycelniho kloubu na sto tisic
obyvatel [1]. Ve svété lze obecné pozorovat stoupajici trend pocétu operaci totalnich
nahrad. To je zapfi¢inéno pfedev§im aktivnim Zivotnim stylem a tim, Ze roste primérna

délka zivota.

Hip replacement surgery, 2015

Knee replacement surgery, 2015

Switzerland 308 Switzerland 240
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obr. 1-1 Statistika poctu totalnich nahrad endoprotéz kolen a ky¢li [1].

Per 100 000 population

Vymeéna kloubu za umély je zatim jediné feSeni, kdyz uz pacient s osteoartrézou nemiize
chodit nebo ma velké bolesti. Neni to v§ak tplné idealni feSeni, protoze tento zakrok je pro
lidské télo mimofadné naro¢ny a zZivotnost nahrady je omezena na 10-20 let, nejen podle
Zivotniho stylu pacienta. Proto je snaha operaci co nejvice oddalit.

Chrupavka, ktera byva osteoartrézou postizena, je houbovita tkan a nachazi se v kloubech
na povrchu dvou stykajicich se kosti. Je mazana synoviélni kapalinou, vSudypiitomnou
v kloubech, a je zodpovédna, spole¢né s chrupavkou, za mimofadné nizky soucinitel tfeni
(setiny az tisiciny [4]) i pfi velkych zatiZzenich. Regeneracni schopnost této tkané je vSak
velmi nizka, nebot’ k ni nevedou zadné cévy, které by ji mohly vyzivovat, a jakékoli
poskozeni chrupavky je tedy trvalé. Neschopnost regenerace pak u pacienti vede
K osteoartroze, a tedy i k velkym bolestem a nutnosti nahrady kloubu. Oddaleni téchto
extrémnich pfipadi je zadouci a Ize toho docilit viskosuplementaci.
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Viskosuplementace je proces vstiikovani viskosuplementu p¥imo do synovialni membrany
(vacku, ve kterém se klouby nachazeji) a tim se zlepSuji tribologické a reologické procesy
uvnitt kloubti [12]. Je dokézéano, ze lidé trpici osteoartr6zou maji jiné slozeni a viskozitu
synovialni kapaliny nez ti zdravi [7]. Nutno vSak zddraznit, ze v mnohych pfipadech
funguje viskosuplementace pouze jako placebo efekt [14]. Mechanismus, jak
viskosuplementace napomaha, neni upln¢ znamy. Spravné pochopeni téchto mechanismt
vSak mize vést k vyvinuti kvalitnéjSich viskosuplementl. V této diplomové praci bude
zkouman predevsim vliv fosfolipidi a jejich synergické ucinky spole¢né s kyselinou
hyaluronovou na mazani téeni kloubni chrupavky.
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2 PREHLED SOUCASNEHO STAVU POZNANI

2.1 Slozeni kloubni chrupavky

Chrupavka je v lidském téle zastoupena v nékolika formach. Muze byt klasifikovana jako
hyalinni (kloubni chrupavka), fibroelastickd (meniskus), vazivova (meziobratlova
ploténka) a elasticka chrupavka (us$ni boltec) [2]. V piipadé synovialnich kloubu jsou
konce stykajicich se kosti pokryty tenkou vrstvou kloubni chrupavky. Jedna se o bilou,
lesklou a porovitou tkan. Napiiklad u lidského kolene je jeji tloustka primérné okolo 2
mm [2]. Cely kloub je uzavien V kloubnim pouzdfe, které je obklopeno synovialni
membranou (viz obr. 2-1), ktera vylucuje tekutinu znamou jako synovialni kapalina.
Relativné malé mnozstvi této kapaliny (u lidského kolene cca 4 ml [7]) je spolu

s chrupavkou zodpovédné za mimotadné nizké tieni [4,17].

b b
Bone Uy 5
¢ ™M

Synovial

membrane
Articular Articular
Cartilage capsule

Joint cavity
containing
synovial fluid

Bone

obr. 2-1  Synovialni kloub [10].

Kloubni chrupavka se sklada ze dvou fazi: pevné a kapalné. Pevna cast chrupavky je
tvofena hlavné extracelularni matrici. Kapalna faze chrupavky je tvofena synovialni
kapalinou.
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2.1.1 Pevna faze chrupavky

Pevna faze chrupavky tvoii 20-30 % celkové hmotnosti chrupavky. Extracelularni matrice
je sloZzena z proteoglykanti, kolagennich vlaken a chondrocytu [2,5,6]. Chondrocyty jsou
bunky nachazejici se ve zdravé chrupavce a jejich obsah v chrupavce je okolo 2 % [6].
Uloha téchto bunék je opravovat poskozenou extracelularni matrici [6]. Kolagen je
skleroprotein, ktery tvofi pfiblizn¢ 60-70 % suché hmotnosti chrupavky. Nejvyssi
zastoupeni zde ma kolagen typu 2, ktery je zastoupen 90-95 %. Kolagenni struktura se lisi
podle hloubky tkané [2,5,6], viz obr. 2-2.

Piiblizn¢ 3040 % suché hmotnosti chrupavky tvoti proteoglykany [5]. Mezi
proteoglykany patfi i nekolagenni glykoprotein lubricin [32]. Jedna se o makromolekuly,
které jsou schopny na sebe vazat vodu. Nejvice jsou obsazeny ve stiedni vrstvé chrupavky
a mén¢ v hornich vrstvach chrupavky, viz obr. 2-2. Tim padem se nejvice kapaliny nachazi
Mimo to jsou proteoglykany schopné na sebe vazat kyselinu hyaluronovou [2] (dale HA,
z anglického ,,Hyaluron Acid) a tim snizit opotiebeni kloubni chrupavky [3].

2.1.2 Kapalna faze chrupavky

Ve tkani se nachazi okolo 65-80 % kapalné faze, z celkové hmotnosti [5,6]. Nejvétsi
mnozstvi je v porech extracelularni matrice. Jen malé mnoZstvi je navazdno na
chondrocyty a okolo 30 % vody je pak navazano na kolagen [6]. VeSkera kapalna faze je
zastoupena v podobé synovialni kapaliny.

Synovialni kapalina je nazloutla latka, ktera pfipomina vaje¢ny bilek (synovia z latinského
»pripominajici bilek”) a vznikd v synovialni membrané kloubu [2]. Sklada se zejména
z vody, fosfolipida (dale PS, z anglického phospholipids), kyseliny hyaluronové, proteinti
albumin a y-globulin. Obsah proteinti je pfiblizné stejny jako u krevni plasmy. Kyselina
hyaluronova je zodpovédna za relativné vysokou viskozitu [10,11]. Vlivy jednotlivych
slozek na tribologické procesy v kloubech budou podrobné diskutovany v kapitole 2.5.
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2.1.3 Zony chrupavky

Jak je patrné z obr. 2-2, chrupavka je tvofena ¢tyimi zonami. Ty se 1i$i zejména smyslem
orientace kolagenovych vlaken, mnozstvim a tvarem chondrocyti a mnozstvim
proteoglykanti. Prvni zéna se nachazi na povrchu a ma 1-3 vrstvy spise plochych
chondrocytt [5]. Kolagenni vlakna jsou rovnobézna s povrchem, coz umoznuje pienaset
vys$s$i smykova zatizeni [5]. Proteoglykand je zde jen malé mnozstvi. Ve druhé vrstvé se
nachazi o poznani vice proteoglykani. Chondrocyty jsou zde kulaté. Kolagenni vlakna
jsou nahodné¢ uspotadéana, coz ma za nasledek lepsi odolnost viici tlakovému zatizeni. Treti
zona je nejvetsi ze vSech. Vyznacuje se nejvyssi koncentraci proteoglykanti a chondrocytu.
Ty jsou uspotradany nad sebou a jsou opét kulaté. Kolagenni vldkna jsou orientovana
kolmo ke kosti a pronikaji do tzv. tindermarku. To je vrstva zcela bez bun¢k. Odd¢€luje
pravou chrupavku od pozistatki détské chrupavky. Posledni, ¢tvrtd vrstva pred kosti se
vyznacuje predevsim tim, ze V ni dominuje kolagen typu X [5,6].

Chondrocytes  Collagen Proteogylcans

/\/\/ i ].. Zone | Superficial

/Q%D, iii :l- Zone Il Intermediate
HiH

Zone lll Deep

>
®
®
®
®
®

—__ Tidemark
} Zone IV Calcified

—" e

\Hydroxyapatite crystals/ Subchondral bone

obr. 2-2  Jednotlivé zény chrupavky [5].
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2.2 Onemocnéni kloubni chrupavky a jeji IéCba

Osteoartroza je jednim z nejéastéjSich ortopedickych onemocnéni [1]. Vyznacuje se krom
jiného nevratnym poskozenim kloubni chrupavky. Vzhledem ktomu, ze k chrupavce
nevedou zadna cévni zakonceni, schopnost jeji regenerace je velmi omezena [5].

Studie ukazuji, Zze vek je jeden z hlavnich faktorti pii poSkozeni chrupavky [2,8]. Obsah
vody se s vékem snizZuje, protoze se snizuje i mnozstvi proteoglykani, které na sebe vazou
kyselinu hyaluronovou a vodu. To vede ke snizeni permeability tkané a ke snizeni modulu
pruznosti chrupavky [2]. Chondrocyty se zvétsuji, ovSem jejich pocet je mensi [5]. Tyto
faktory maji vyznamny vliv na degeneraci chrupavky. Na obr. 2-4 je vidét, ze kriticky tlak,
ktery vede k poskozeni, klesa s poCtem zatézovacich cyklu a s vékem.
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obr. 2-3  Zatizeni, u kterého dochazi k nevratnému poskozeni chrupavky [2].

2.2.1 Slozeni synovialni kapaliny

Slozeni synovialni kapaliny je kazdého pacienta individualni, ale lze fict, ze jedinci
postizeni osteoartrozou maji vyssi viskozitu této kapaliny a rozdilné sloZeni oproti lidem,
kteti osteoartrozou netrpi [7]. Tento fakt ilustruje obr. 2-4, ktery udava procentni
zastoupeni jednotlivych latek v synovialni kapaling. V tab. 2-1 jsou pak uvedeny konkrétni
koncentrace synovialnich kapaliny zdravého kloubu a kloubu s osteoartrézou. Tyto
hodnoty byly prevzaty z literatury [7].
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Zdravy kloub Kloub s osteoartrozou
HA Fosfolipidy HA Fosfolipidy

9%

1% s 2%

y-globulin v-s‘losl;rlin
14%

obr. 2-4  Procentudlni zastoupeni jednotlivych slozek v synovialni kapaliné [7].

tab. 2-1  Slozeni synovialnich kapalin.

y . SK zdravého kloubu SK osteoartrického
Jednotlivé slozky

(mg/ml) kloubu (mg/ml)
albumin 20 24,9
y-globulin 3,6 6,1
kyselina hyaluronova 2,5 1,49
fosfolipidy 0,15 0,34

Proteiny albumin a y-globulin jsou proteiny krevni plasmy. Kyselina hyaluronova je
hydrofilni dlouhy polysacharidovy fetézec, ktery chrani chrupavku pied opotfebenim [33].
Vaze se na kolagenovou matrici a proteoglykany [32]. Fosfolipidt je v synovialni kapaliné
zastoupeno pomérné malo. OvSem na chrupavce jich mize byt pfichyceno podstatné vétsi
mnozstvi [32]. Fosfolipidy jsou tvofeny hydrofobni a hydrofilni ¢asti, viz obr. 2-5 (b).
V piipadé chrupavky se fosfolipidy pfichyti na kyselinu hyaluronovou a formuji lipidovou
vrstvu [25-27,32], viz obr. 2-5 (a). Fosfolipidy mohou byt seskupeny i do takzvaného
lipozomu, kde je lipidova dvojvrstva formovana do kulovité struktury, viz obr. 2-5 (b).

§§\ \
% Hydrophobic tails
%’”uu"ﬁ:@'

obr. 2-5 Fosfolipidy: (a) lipidova vrstva na chrupavce [32]; (b) lipozom [39].

Lubricin HA

21



2.2.2 Lécba osteoartrozy pomoci viskosuplementace

Kolenni a kycelni klouby jsou osteoartrozou postizeny nejcastéji [1]. Prakticky jediny
zpusob feSeni extrémni bolesti a nemoznosti pohybu pacienta je nahrada téchto kloubu
umélymi, coz je mimoradné velka zatéz pro lidské t€lo. Proto je snaha operaci co nejvice
oddalit, ¢ehoz lze do jisté miry docilit pomoci viskosuplementace, coz je proces, pii kterém
se do synovialni membrany zavadi tzv. viskosuplement. To je latka, vétSinou na bazi
kyseliny hyaluronové, ktera se aplikuje do kloubi injekci (viz obr. 2-6). Kyselina
hyaluronova ma unikatni viskoelastické vlastnosti. V nezatiZeném stavu je navazana na
povrch chrupavky (na kolagenovou matrici a proteoglykany) a je ,,zapletena do klubicka®.
V momentu, kdy je chrupavka zatizena a v pohybu, se tyto struktury za¢nou rozplétat [12].
Tento mechanismus by sice mohl zvySovat soulinitel tfeni v chrupavce, ale snizovat
opotiebeni [13]. Krom¢ mechanickych uc¢inkd ma viskosuplementace i biologické tcinky.
stimuluje tvorbu endogenni kyseliny hyaluronové, coz z dlouhodobého hlediska zlepsuje
reologii v kloubech, kde je viskosuplement aplikovan [12].

Utinky viskosuplementii jsou vsak u kazdého pacienta individudlni, ale udava se, Ze
nejlépe pisobi 8—12 tydnt po aplikaci [12]. Uéinek viak mize trvat az jeden rok. Casto
viskosuplementace funguje pouze jako placebo efekt [14].

obr. 2-6 Aplikace viskosuplementu [33].
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2.3 Mazani kloubni chrupavky

V klasické tribologii se rozlisuji ¢tyii zakladni reZimy mazani. Jednd se o mazani mezné,
smisené, elastohydrodynamické a hydrodynamické. V biotribologii kloubni chrupavky je
situace pon¢kud jind. Neni znadm piesny rezim mazani, ktery v kloubech nastava a vede
K unikatnim tribologickym vlastnostem (tadové mohou byt soucinitele tfeni i okolo tisicin
[4]). OvSem literatura udava né€kolik moznych teoretickych modeli mazani, které unikatni
tribologické vlastnosti kloubli vysvétluji. Obecné se jedna o dva rezimy mazani:
intersticialni a mezné. Za intersticialni neboli mezitkanové rezimy lze povazovat weeping a

boosted a jeden z nejvyznamnéjSich meznych rezimt se nazyva hydrataéni mazani.

2.3.1 Rezim mazani weeping

Teoreticky model mazni weepeing nastdva pifi kratkodobém zatézovani chrupavky.
Zatizeni je pfenaSeno hlavné kapalinou. Velké mnozstvi vody navazané v extracelularni
matici na chondrocyty se pohybuje v kolagenové matrici diky puasobeni tlakového
gradientu, ktery v kloubech nastava. Veliké tfeci sily mezi kapalinou a kolagenovou
matrici tomuto toku brani a zplsobuji nizkou permeabilitu tkané [15]. Tento reZim je
schematicky znazornén na obr. 2-7. Diky tomu je kapalina schopna po urcitou dobu
prenést vétSinu zatizeni v Kloubech [6]. Pravé proto se mnoho biotribologickych studii
zaméfuje na tzv. rehydrataci. To je proces, kdy pii dlouhotrvajicim zatizeni kapalina
z chrupavky odtece, chrupavka piestava byt hydrodynamicky mazana a dojde ke styku

tkani a K meznému mazani.

Not loaded site of
a cartilage:
absorption of the
synovial fluid

'\\ g Synovial fluid

Joint cartilage

M LA B L SRR

s e The loaded site

of a cartilage:
liberation of the
synovial fluid

obr. 2-7 Rezim mazani weeping [15].
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2.3.2 Rezim mazani boosted

Rezim mazani boosted je také intersticialni, ale jde o model odlisny od rezimu weeping.
Extracelularni matrice propousti dovnitf pouze vodu a latky snizkou molekularni
hmotnosti. Chrupavka tedy funguje jako filtr a na jejim povrchu jsou zachyceny vétsi
molekuly, zejména kyselina hyaluronova, ktera funguje jako mazivo. Rezim boosted je
schematicky zobrazen na obr. 2-8. Naopak jako u rezimu weeping je voda vhanéna do
chrupavky, nikoli z ni. Vznik tlakového gradientu stale plati jen s rozdilem, Ze vznika
vnikanim kapaliny do matrice a nikoli z ni [15]. Tfeni kapaliny 0 kolagenovou matrici je
tedy zachovano, ovSem proud vody jde opaénym smérem. Vliv rehydratace je taky

zachovan.

Forces
operating at
movement

Joint cartilage

Synovial lubrication
(concentrated
hyalrunate)

Squeezing of
synovia low-
molecular
components into
the pores of the
surrounding
cartilage

Joint cartilage

obr. 2-8 Rezim mazani boosted [15].

2.3.3 Mezné mazani — hydratacni rezim mazani

Pfi dlouhodobém zatéZovani, kdy je voda vytekla z extracelularni matrice, nastava mazani
mezné. TO je, Vv piipadé chrupavky, rezim, u kterého se stykaji povrchy extracelularnich
matric, coZ je nepfiznivé kvili opotiebeni tkané. Klouby jsou vétSinou zatéZovany
dynamicky (krom¢ naptiklad diepi s ¢inkou), tudiz je dostatek ¢asu na to, aby se voda
vratila zpét do matrice, v piipadé weeping a Vv ptipadé boosted z matrice ven [15]. Nicméné
mezné mazani kloubti se pfedpoklada u pacientii s osteoartrézou. Zejména kvili tomu Ze je
chrupavka v hor$im stavu nez u zdravych pacienti [32].

Jeden z nejvyznamnéjsich teoretickych meznych rezimu, které nastavaji v chrupavce, je
hydrata¢ni mazani. K tomu dochdzi, kdyZ jsou v kontaktu hydrofilni casti fosfolipida.
Fosfolipidy jsou navdzany na kyselinu hyaluronovou a ta je navézana na kolagenovou
matrici a na lubricin, viz obr 2-9. Pfi vzajemném pohybu dochazi k vyméné molekul vody
mezi fosfolipidy pomoci difuze, coz je doprovazeno nizkym tfenim [25].
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Kyselina
hyaluronova

Difuze Molekuly Kolagenova
molekul vody vody H20 matrice Proteoglykan 4 (Lubricin) Chondrocyty

obr. 2-9 Schematické znazornéni hydrata¢niho rezimu mazani. nakresleno na zakladé schématu
z reference [32] — strana 251.

2.4 Metody méfeni tfeni chrupavky

Pro zjistovani soucinitele tfeni je nezbytny vhodny experimentalni aparat, ktery tuto
hodnotu zaznamenava. Na tyto mechanismy jsou kladeny rizné pozadavky. Nejdulezité;si
znich mohou byt rozsah rychlosti, zaté¢zovani, normalovych sil, rozlisitelnost a jiné.
Literatura udava dva piistupy pii méfeni tieni chrupavky. Jedna se o systémy Se stacionarni
kontaktni oblasti (stacionary contact area, dale SCA, viz obr. 2-10) a migrac¢ni kontaktni
oblasti (migrating contact area, dale MCA) [16,19].

2.4.1 Stacionarni kontaktni oblast
Jak nazev napovidd, jedna se o konfiguraci se stacionarni kontaktni oblasti. To mize byt
konstruk¢éné zajisténo dvéma zptisoby:

= pin chrupavky se pohybuje a protikus (velmi ¢asto sklenéna desti¢ka) je stacionarni
(napft. tribometr pouzity v této praci, viz kapitola 4-2)
* protikus se pohybuje a chrupavka je stacionarni (tribometr uvedeny ve studii [28])
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obr. 2-10 Konfigurace SCA [16].

Tteni v konfiguraci SCA s Casem stoupa, coz je dano tim, Ze z extracelularni matrice
odtéka voda pii dlouhodobém zatizeni. Po jisté dobé tedy dochazi spiSe k meznému
mazani. Tato konfigurace se tedy hodi pro studie, kde je sledovan spiSe mezny rezim

mazani.

2.4.2 MigracCni kontaktni oblast

Na rozdil od SCA u MCA dochézi ke kontaktu neustale v jiné oblasti. Konstrukce zafizeni
je schematicky znazornéna na obr. 2-11. Vzhledem k tomu, Ze chrupavka neni rovinna, ale
spiSe sféricka a jsou na ni nerovnosti, vVznikaji na ni dalsi sily. Ty jsou ovSem malé a

vvvvv

J cartilage
datum \ F
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z stage 370 contactarea _|
o Nl B!
R =< I dz = \
2!l N . N\
/ kt§ & glass
> = o
/ % normal force
probe > i
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a__, '_’fv@i‘_“
‘ cartilage %‘ e }

obr. 2-11 Konfigurace MCA [16].

To, Ze se oblast kontaktu neustdle méni, ma vyznamny vliv na soulinitel tfreni. U MCA
konfigurace dochazi téméf stale K intersticialnimu rezimu mazani (weeping nebo boosted
z kapitoly 2.3.1 a 2.3.2), nebot" zde nedochazi, na rozdil od SCA, k uplnému odtoku

intersticidlni tekutiny.
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Na rozdil od SCA ma u MCA soucinitel tfeni S Casem tendenci byt konstantni [16,19].
To znédzoriiuje obr. 2-12. Autofi Clanku [18] porovnavaji soucinitel tfeni naméteny
v konfiguraci MCA a SCA za stejnych podminek ve fyziologickém roztoku. Rozdily
soulinitele tfeni byly az Sedesatkrat rozdilné.
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£
7]
Q
L=
=
L
£ 01
=
=k
i T mea
D.O_ T T T T 1
0 500 1000 1500 2000
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obr. 2-12 Porovnani zavislosti soucinitele tfeni konfiguraci SCA a MCA [16].

2.5 Vliv slozeni synovialni kapaliny na mazani a tfeni
chrupavky

V této kapitole budou diskutovany nejvyznamnéjsi studie biotribologie kloubni chrupavky,
na které navazuje tato prace. Prvni tii studie [20-22] se zabyvaji hlavné roli proteinli pfi
mazani a tfeni kloubni chrupavky. Studie [23,24] se zabyvaji hlavné roli kyseliny
hyaluronové pii mazani kloubni chrupavky. Studie [25-27] se zabyvaji makromolekularni
podstatou nizkych soucinitelt tieni a biofyzikalni podstatou mezného mazani v chrupavce.

[20] MURAKAMI, T., a kol. Micro — and nanoscopic biotribological behaviours in
natural synovial joints and artificial joints. Proceedings of the Institution of
Mechanical Engineers, Part J: Journal of Engineering Tribology.

Autofi ¢lankl se zabyvali tfenim a mazanim polyvinylalkoholového hydrogelu vuci sklu.

Dvojice byla mazana proteiny albumin a y-globulin v riznych pomérech. Autofi pouzili

hydrogel, protoze ma podobné mechanické vlastnosti jako chrupavka a disponuje stejnymi

rezimy mazani jako chrupavka diky tomu, Ze je tvofen podobnou matrici jako ta
kolagenova u chrupavky. Mé&feni probihalo pfi nizsich rychlostech a zatizenich, kdy se
predpokladal intersticialni az mezny rezim mazani, a pii vyssich zatizenich a rychlostech,

kdy se predpokladal mezny rezim mazani.
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Pro méfeni vzniklo celkem 5 maziv: roztok A obsahoval 0,7 % (hmotnostnich procent)
albuminu roztoku. Roztok B obsahoval 0,7 % vy-globulinu. Roztok C 0,7 % albuminu a
1,4 % vy-globulinu. Roztok d 1,4 % albuminu a 0,7 % y-globulinu. Roztok D obsahoval
1,4 % obou proteint.

Pfi méfeni tloustky a stability mazaciho filmu byl hydrogel zatizen silou 4,9 N a rychlost
recipro¢niho pohybu tribometru byla 40 mm/s, délka drahy 30 mm. Pii méfeni soucinitele
tieni byly pouzity stejné roztoky S tim rozdilem, ze proteiny nebyly smichany se solnym
roztokem, ale pulprocentnim roztokem kyseliny hyaluronové. Dale byla na skle aplikovana
lipidova vrstva. Zatézovaci sila byla 0,736 N, rychlost 0,2 mm/s a délka drahy 4 mm.
Vzorky hydrogeltt mé¢ly radius 7 mm a tloustku 2 mm. Oba experimenty byly provedeny
na méficim zafizeni konfigurace SCA.

Vysledky a zavéry

Experimenty s mikroskopem atomarnich sil zjistily, Ze albumin samotny generuje Spatny a
nestabilni mezny film, kdezto film, ktery vznika pfi mazani y-globulinem, je stabilné;jsi. Na
obr. 2-13 (a) je hydrogel mazany roztokem s obsahem 0,7 % wt albuminu a 1,4 % wt
y-globulinu. Zde je pozorovan nestabilni tenky mezny film, kdezto obr. 2-13 (b), kde je
hydrogel mazan 1,4 % wt albuminem a 1,4 % wt y-globulinem, disponuje stabilngj$im

meznym filmem.

50nm 30nm

Onm

obr. 2-13 Povrch mazany 0,7 wt% albuminem al,4 wt% y-globulinem (vlevo); 1,4 wt% albuminem a 1,4 wt%
y-globulinem (vpravo) [20].

Na obr. 2-14 jsou znazornény hodnoty souciniteld tfeni. Hydrogel, mazany samotnym
albuminem, ktery neformuje dobry mazaci film, je vétsi nez soucinitel tfeni samotného
y-globulinu. A dale lze pozorovat, Ze v ptipad€, kdy se tyto dva proteiny smichaly, vzdy

doslo ke snizeni soucdinitele tieni.
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obr. 2-14 Vliv slozeni mazaci kapaliny na soucinitel tfeni hydrogelu [20].

[21] REBENDA, D., a kol. Effect of hyaluronic acid on friction of articular cartilage.
In: ENGINEERING MECHANICS.

Zavéry a vysledky autord ze studie [20] potvrzuji autofi této studie. Ti se zabyvaji vlivem
jednotlivych slozek synovialni kapaliny a jejich kombinaci na soucinitel tfeni. Na rozdil od
studie [20], zde se zkouma vliv i kyseliny hyaluronové a méfeni jsou provedena S
chrupavkou. Koncentrace jednotlivych latek je takova, jako je u osteoartrické synovialni
kapaliny zreference [7]. Konkrétni koncentrace vSech maziv jsou uvedeny nize Vv
obr. 2-15. Koncentrace kyseliny hyaluronové byla zvolena tak, aby simulovala pfitomnost
viskosuplementu v synovialnim kloubu.

Test fluid Albumin v-globulin Hyaluronic acid  Volume
(mg/ml) (mg/ml) (mng/ml) (ml)

Albumin 249 - - 6
Albumin + HA 249 - 10 6
v-globulin - 6.1 - 6
y-globulin + HA - 6.1 10 6
Albumin + vy-globulin 249 6.1 - 6
Albumin + y-globulin + HA 249 6.1 10 6

obr. 2-15 Méfené roztoky [21].

Podminky experimentu byly nasledujici: normélové zatizeni bylo 5 N, rychlost zaté¢zovani
byla 10 mm/s a délka pohybu 20 mm, teplota celého procesu byla 37 °C. M¢feni byla
provedena na konfiguraci SCA (viz obr. 2.16)
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obr. 2-16 Meéfici aparatura [21].

Vysledky a zavéry

Vysledky méteni koresponduji trendové s ¢lankem [20], ale absolutni hodnoty soucinitelii
tteni se 1isi. To mize byt zptisobeno tim, ze v experimentu [20] byl pouzit hydrogel misto
chrupavky a byly pouzity jiné zatézovaci podminky a v referenci 20 byla na skle
aplikovana lipidova vrstva.

Jak lze pozorovat na obr. 2-17, nejvétsim soucinitelem tfeni disponuje albumin samotny.
Nasleduje y-globulin a kombinace y-globulinu a albuminu. Autofi to vysvétluji tim, ze
albumin je hydrofilni a vytvafi vrstvy s niz§i smykovou odolnosti, a proto méné vydrzi.
Naproti tomu y-globulin je hydrofobni a ve vodném prostiedi se snadno adsorbuje na tieci
povrchy. Proto je taky soucinitel tfeni kontaktu mazany y-globulinem nizsi.

Soucinitele tfeni y-globulinu a kombinace y-globulinu a albuminu jsou velmi podobné
prvni dvé minuty. Po nich se soudinitel tfeni kombinace y-globulinu a albuminu zvysi
globulin formuje tenky mazaci film, ktery funguje jako mezny mazaci film. OvSem
v okamziku, kdy se albumin adsorbuje na tento film, souéinitel tfeni za¢ne stoupat.
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obr. 2-17 Mérfeni soucinitele tfeni [21].
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Obr. 2-18 znazorfiuje méfeni proteind v kyseliné hyaluronové. Zajimavé je, Ze nejvysSim
soucinitelem tfeni disponuje kombinace y-globulinu a kyseliny hyaluronové. Tteni je
dokonce o néco vyssi nez u y-globulinu samotného (viz obr. 2-18). Autofi se domnivaji, ze
to je zpuisobeno tim, ze y-globulin brani kyseliné hyaluronové adsorbovat se na povrch
chrupavky. Smichani albuminu a Kyseliny hyaluronové vede k mensimu souciniteli tfeni
stejn€ jako u smichani vSech tii latek.

Tyto hodnoty ovSem nemuseji byt Gplné odpovidajici, nebot’ ve studii nebyla zafazena
zadna opakovatelnost a vysledky jsou vzdy z pouze jednoho méteni.
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obr. 2-18 Mérfeni soucinitele tfeni [21].

[22] MURAKAMI, T., a kol. Influence of synovia constituents on tribological behaviors
of articular cartilage. Friction.

Autofi studie se zabyvali tfenim a mazanim chrupavky proti sklu. Pouzili celkem 13
maziv, ktera jsou zobrazena na obr. 2-19 nize. Jednalo se 0 vSechny slozky synovialni
kapaliny. Konkrétné¢ kyselinu hyaluronovou, proteiny albumin a y-globulin a DPPC
(Dipalmitoylphosphatidylcholine) fosfolipidy. Pouzivali konfiguraci pin-on-plate, kde pin
byla chrupavka a jako plat* bylo pouzito sklo. VSech 13 maziv bylo zkoumano nejdiive na
netknuté chrupavce a pak na poSkozené chrupavce, coz mélo simulovat osteoartricky
model tkang. PoSkozeni se docililo setfenim povrchové gelové vrstvy chrupavky. Rychlost
recipro¢niho pohybu tribometru byla 20 mm/s a normalové zatizeni bylo 9,8 N.
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HA:sodium

hyaluronate DPPC  Albumin y-globulin
1 0 0 0 0
2 0 0 0.7 0
. 0 0 0 0.7
4 0.5 0 0 0
5 0.5 0 0.7 0
6 05 0 0 0.7
7 0 0.01 0 0
8 0 0.01 0.7 0
9 0 0.01 0 0.7
10 0.5 0.01 0 0
11 0.5 0.01 0.7 0
12 0.5 0.01 0 0.7
13 0.5 0.01 1.4 0.7

obr. 2-19 Pouzita maziva ve studii [22].

Vysledky a zavéry

Vysledky soudinitell tfeni jsou zobrazeny nize na obr. 2-20. Obr. 2-20 (a) reprezentuje
zdravou chrupavku a obr. 2-20 (b) poskozenou chrupavku. Z grafi lze pozorovat
logaritmické prabéhy souciniteld tfeni s Casem v Case, coz poukazuje na roli rehydratace.
Pfi jednom méfeni vzorek urazil 36 metrt pii dané rychlosti a poté byl 5 minut odtiZen,
aby se do chrupavky vratilo mazivo. Tento proces rehydratace byl opakovan tfikrat, takze
Vv ramci jednoho meétfeni vznikly CEtyfi kiivky zavislosti soulinitele tfeni na cCase, viz

obr. 2-20.
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obr. 2-20 Soucinitele tfeni v zavislosti na pouzitych mazivech: (a) model zdravé chrupavky; (b) model
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Pro piehlednéjsi zobrazeni vysledki pouzili autofi sloupcové grafy, viz obr. 2-21. Tmavy
sloupec zobrazuje neposkozenou chrupavku a svétly sloupec reprezentuje poskozenou
chrupavku. Obr. 2-21 (a) reprezentuje prvotni hodnotu soulinitele tieni a obr. 2-21 (b)
reprezentuje konecnou hodnotu soucinitele tfeni po rehydrataci tkané.
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obr. 2-21 Soucinitele tfeni v zavislosti na pouzitych mazivech: (a) pocatec¢ni soucinitel tfeni; (b) konecny
soucinitel tfeni [22].

(A4

Jak je vidét, v obou pfipadech mé nejvyssi soucinitel tieni fyziologicky roztok. Dale
nasleduje kyselina hyaluronova a fosfolipidy. Nejniz§im soucinitelem tfeni disponuje
chrupavka mazand kombinaci vSech slozek v poméru, ktery se podobé realnému slozeni

synovialni kapaliny.

[23] FORSEY, R., a kol. The effect of hyaluronic acid and phospholipid based
lubricants on friction within a human cartilage damage model. Biomaterials.

Autofi se =zabyvaji mazanim chrupavky kyselinou hyaluronovou, fosfolipidem
dipalmitoyl phosphatidylcholine (dale DPPC) a jejich kombinaci. Testy probihaly na SCA
konfiguraci.
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Bylo zkoumano celkem sedm maziv. Vzorek A byl Rigersuv roztok, vzorky B a C byly
kyselina hyaluronova o koncentraci 5mg/ml, respektive 10 mg/ml. Vzorky D a E byly
DPPC fosfolipidy o koncentraci 100 mg/ml, respektive 200 mg/ml. Vzorek F pak kyselina
hyaluronova s DPPC o koncentracich 5 mg/ml a 100 mg/ml. Posledni vzorek G byl
kyselina hyaluronova a DPPC o koncentraci 10 mg/ml a 200 mg/ml. Piny chrupavky byly
odebrany z osteoartrické lidské kolenni chrupavky. Piny maji primér 5 mm. Zatézovaci
sila byla 25 N a zatézovaci rychlost 4 mm/s. Pro kazdé mazivo se provedlo 6 méfeni a bylo
porovnavano, jak se procentualné snizil soucinitel tfeni oproti Rigersovu roztoku.
Vysledky jsou zobrazeny na obrazku 2-22.

Vysledky a zavéry

Vysledky meéfeni ukazuji, Zze koncentrace Kyseliny hyaluronové 5 mg/ml ma vyssi
souCinitel tfeni nez 10 mg/l, coz implikuje, Zze vyssi koncentrace hyaluronové kyseliny
nemusi nutné¢ znamenat niz$i soucinitel tfeni. Naopak vyssi koncentrace fosfolipidi

zpisobuje nizsi soucinitel tfeni.

120
O Ri
100 | Ringers
B HA 5mg/ml
80 | E HA 10mg/m|
60 3 DPPC 100mg/ml
40 _ & DPPC 200mg/ml
@ HA/DPPC (5mg.ml-
20 1/100mg.mi-1)
| & HA/DPPC (10mg.ml-
i 1/200mg.ml-1)

obr. 2-22 Procentualni rozdil v soucinitelech tfeni experimentu [23].

Roztok F (kyselina hyaluronova s DPPC o koncentracich 5 mg/ml a 100 mg/ml) disponuje
nejmensim soudinitelem tfeni a roztok G (kyselina hyaluronova a DPPC o koncentraci
10 mg/ml a 200 mg/ml) druhym nejniz§im. Studie ukazuje synergicky efekt kyseliny
hyaluronové a fosfolipidd na tfeni a mazani kloubni chrupavky.

[24] BONNEVIE, E., a kol. Elastoviscous transitions of articular cartilage reveal a
mechanism of synergy between lubricin and hyaluronic acid. PLoS ONE.

Autori studie se (krom jiného) zabyvali vlivem pfitomnosti lubricinu na tfeni a mazani
kloubni chrupavky. Lubricin je glykoprotein, ktery se v chrupavce nachazi. Byla
provedena analyza soucinitele tfeni chrupavky zavislosti na Sommerfeldové Cisle, které 1ze
vypocitat podle nasledujici rovnice:

S= 1)
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kde S je Sommerfeldovo ¢islo (bezrozmérné), V je rychlost pohybu chrupavky v mm/s, n
je dynamicka viskozita maziva v Pa - s, a je kontaktni oblast a F, je normalové zatizeni v
N.

Experimenty byly provadény na tribometru v konfiguraci pin-on-plate. Zatizeni byla
zvolena 4,2 N, 5,2 N a 6,2 N a veskeré experimenty byly provedeny pfi rychlosti 0,1 mm/s.
Me¢énilo se tedy pouze mazivo (a tudiz viskozita) a zatizeni. Stribekova kiivka, coz je

zavislost soucinitele tfeni na Sommerfeldove Cisle, je zobrazena na obrazku 2-23 nize.

Vysledky a zavéry

Jsou vykresleny celkem tii kiivky. U Cervené kiivky byl z chrupavky odejmut lubricin,
modra kfivka reprezentuje nemodifikovanou chrupavku a v ptipadé zelené byl do maziva

pfidan lubricin navic.

0.35- o lubnicin
removed
g 0.30 1 L I ® 1xPBS ®  ynaltered
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o " t
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obr. 2-23 Treci sila (a) ze senzoru (b), od které je odeCtena nulova sila pro normalové zatizeni 0,4 N. [24].

Z obr. 2-24 je patrné, Ze s rostoucim Sommerfeldovym ¢islem (v piipadé této studie hlavné
s rostouci viskozitou) dochézi ke sniZovani soucinitele tteni. Déle 1ze z grafu pozorovat, Ze
nejnizsi soucinitel tfeni maji experimenty, ve kterych byl zahrnut lubricin, a nejvyssi tieni
ty, kde lubricin nebyl. Autofi se domnivaji, ze se kyselina hyaluronovéa pfichytava na
lubricin, ktery je v chrupavce, a zvysuje tim svou viskozitu v okoli chrupavky, coz vede
K niz$imu tieni.

To, Ze se kyselina hyaluronovd pfichytdva na lubricin, autofi dokazali i pomoci
experimentll s fluorescenéni mikroskopii. Nejprve obarvenou kyselinu hyaluronovou
nanesli na netknutou chrupavku (viz obr. 2-24 a) a poté na chrupavku, z niz byl lubricin
odebran (viz obr. 2-24 b).
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obr. 2-24 Treci sila (a) ze senzoru, (b) od které je odectena nulova sila pro normalové zatizeni 0,4 N. [24].
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Zaveér této studie je, ze kyselina hyaluronova pulsobi synergicky na soucinitel tfeni
Vv chrupavce, obzvlast’ kdyz je pfitomny lubricin, na ktery se HA vaze. Tento zavér ma pak
presah do studii [25-27], kde je diskutovan hydrataéni rezim mazani. Aby tento rezim
fungoval, musi byt kyselina hyaluronova ,ukotvena™ na chrupavce. V ptipadé studii
[25,26] byla chrupavka ukotvena pomoci avidin-biotinového mistku na slidu. Z této studie
vyplyva, Ze v piipadé fyziologické chrupavky se HA vaze pravé na lubricin.

[25] SEROR, J., a kol. Supramolecular synergy in the boundary lubrication of synovial
joints. Nature Communications.

Autofi Clanku se zabyvaji synergickym efektem kombinace fosfolipidi a kyseliny
hyaluronové Vv kontextu tieni a mazani kloubni chrupavky. Zabyvaji se meznym filmem,
ktery kyselina hyaluronova s fosfolipidy formuje na nanomolekularni tirovni. Sva méteni
provadéli na zafizeni pro méfeni mezimolekularnich sil, tzv. surface force balance (viz obr.
2-25). Tato metoda je schopna zaznamenat tieci sily pfi normalovém zatizeni v fadu
nékolika uN. V piipadé této metody se jako povrchy, které se proti sobé tfou, pouzivaji
dva vyhlazené platy slidy.
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obr. 2-25 Metoda surface force balance [25].

Byly zkoumany tii razné konfigurace. V prvni byly méfeny dva platky slidy, které byly
mazany DPPC fosfolipidy ve formé lipozomt. V druhé konfiguraci byly dva platky slidy
mazany DPPC a kyselinou hyaluronovou. Ve tieti konfiguraci bylo opét mazivo DPPC a
kyselina hyaluronova s tim rozdilem, ze byla na slidu pomoci avidin-biotinového mistku
ptichycena kyselina hyaluronova. To zamezilo volnému pohybu HA v roztoku. Na HA se
pak fosfolipidy uskupily, jak je zndzornéno na obr. 2-26.

DPPC
HA -\

4

Biotin <
Avidin

obr. 2-26 Prichyceni kyseliny hyaluronové na povrch slidy pomoci avidin-biotinového mustku [25].

Vysledky a zavéry

Povrchy byly sledovany mikroskopem atomarnich sil. Vzorky mazané DPPC a DPPC +
HA jsou zobrazeny na obr. 2-27 (a). Je ziejmé, Ze lipozomy DPPC se zadnym zplisobem
nepteformovaly ani v jednom ptipadé. U tretiho vzorku, kde byl pouzit avidin-biotinovy
komplex, se lipozomova struktura fosfolipidii narusila a pieformovala se na lipidovou
vrstvu na slidé, viz obr. 2-27 (b). Na obrazku 2-27 (b) je v pravém hornim rohu pro
srovnani velikosti ptivodni nerozbity lipozom. Diky pieformovani lipozomu na lipidovou
dvojvrstvu nastal rezim mazani, U n€hoz byly v kontaktu hydrofilni hlavy fosfolipidu, které
si mezi sebou pii vzajemném pohybu vymeénuji molekuly vody pomoci difuze. Tento rezim

mazani nazvali autofi ,,hydrata¢ni rezim mazani a jiz byl popsan v kapitole 2.3.3.
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obr. 2-27 (@) Slida mazana HA + DPPC, (b) slida mazana HA + DPPC, kde HA byla vetknuta na slidu
pomoci avidin-biotinového komplexu [25].

Byly naméteny soucinitele tfeni pro vSechny tii konfigurace. Vysledky méfeni s DPPC se
témef shodovaly s métenimi DPPC + HA, nebot’ ani v jednom piipadé nedoslo k rozbiti
lipozomu a naslednému hydrataénimu mazani. Soucinitele tfeni se pohybovaly v obou
piipadech fadové Vv desetinach. Pro méfeni s vetknutou HA pomoci avidin-biotinového
komplexu byly soudinitele tfeni o poznani niz§i. Pohybovaly se fadové v tisicinach.
Pouzily zatizeni fddové v jednotkdch mikro newtonii tak, aby vyvodili kontaktni tlak
15 MPa. Autofi pfisuzuji takto nizky soucinitel tfeni vySe zminénému hydrata¢nimu
rezimu mazani.

Hlavnim zavérem této studie je, ze aby hydrataéni reZim mazani fungoval, musi byt
kyselina hyaluronovéa ukotvena na povrch. V piipadé¢ ze HA neni ukotvena, fosfolipidy
zUstavaji ve formé lipozomd, protoze je to pro n¢ energeticky vyhodnéjsi, a polymerni
fetézce HA plavou kolem nich. V tomto piipadé si hydrofilni hlavy fosfolipidli (ve formé
lipozomu) nejsou schopny pomoci difuze vyménovat molekuly vody.

Autofi uvadéji, ze v ptipade lidskych kloubd se HA neptichytava na chrupavku pomoci
avidin-biotinového mustku jako v ptipadé¢ slidy, ale zachycuje se do kolagenovych vlaken
a na proteoglykany 4 (lubricin). Z toho dle autord plyne, Ze v chrupavce také nastava
hydrata¢ni mazani, které je zodpovédné za nizké tfeni v kloubech.

[26] DAY, A., a kol. Ultra-low friction between boundary layers of hyaluronanhosphati-
dycholine complexes. Acta Biomaterialia.

Autofi navazuji na referenci [25]. Také zkoumaji interakce kyseliny hyaluronové

s fosfolipidy a soucinitel tfeni pomoci ,surface force balance®. Jediny rozdil je, Ze

nezkoumaji DPPC, ale tfi jiné druhy fosfolipidd, také ve formé lipozomt. Konkrétné se

jedna o hydrogenated soy fosfatidylcholin (HSPC), dimyristoyl-sn-glycero-3-

fosfatidylcholin (DMPC) a 1-palmitoyl-2-oleoyl-sn-glycero-3- fosfatidylcholin (POPC).
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Vysledky a zavéry

Lipozomy téchto fosfolipidii, stejné jako u DPPC, se vazou na kyselinu hyaluronovou,
kterd je navazana na slidé pomoci avidin-biotinového mustku. Na obr. 2-28 (a) je vidét
HSPC inkubovany na ¢istou slidu. Na obr. 2-28 (b), (c), (d) jsou fosfolipidy HSPC, DMPC
a POPC inkubované na slidu, na které je pomoci avidin-biotinového miistku vetknuta
kyselina hyaluronova.

obr. 2-28 R0zné druhy lipozomu na slidé [26].

Vysledkem méfeni bylo, Zze fosfolipidy s krat$i hydrofobni c¢asti (POPC a DMPC),
vetknuté na slidu maji dobré mazaci vlastnosti (souéinitel tfeni az tisiciny), ale jen do
kontaktnich tlakti 2 MPa. KdeZto HSPC s delSim a robustnéjSim, delSim hydrofobnim
zakoncenim maji pfiblizn€ stejné nizky soucinitel tfeni, ale 1 pfi kontaktnich tlacich az
15 MPa.

[27] LIN, W., a kol. Lipid-hyaluronan synergy strongly reduces intrasynovial tissue
boundary friction. Acta Biomaterialia.

Autori této studie pochazeji ze stejného védeckého pracovisté jako v piipadé reference
[25, 26] a navazuji na svlij vyzkum tfeni a mazani povrchu kyselinou hyaluronovou a
fosfolipidy. Zamérem této studie bylo posouzeni hydrataéniho rezimu mazani |
v makrométitku a v podminkach které nastavaji v kloubech, namisto méfeni se slidou.
Pouzili tedy kufeci parat zabaleny v kuteci $lase, viz obr. 2-29 (b). Zafizeni, na kterém
bylo tfeni méteno, je zobrazeno na obr. 2-29 (a).
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Tato dvojice (parat — $lacha) byla pouzita, nebot’ ve §lase a pafatu se také nachazi
kolagenova matrice a lubricin, na které se vaze kyselina hyaluronova spolu s fosfolipidy
stejné jako v ptipadé chrupavky chrupavku. To bude vyvozovat hydrata¢ni reZim mazani,
coz by mé¢lo generovat niz§i soucinitele tfeni, nez kdyby byla dvojice mazana napf.
samotnou HA.

Fixed
Sensor arm

o Fixed
Sensor arm

(A) | (8)

obr. 2-29 (a) Schéma méficiho zafizeni; (b) pfiprava vzorki na méreni [27].

Vzorky byly mazany péti mazivy: 1. fyziologickym roztokem (PBS), 2. kyselinou
hyaluronovou (HA), 3. hydrogenated soy fosfatidylcholi — small unilamelar vehicule
(lipozomy tipu HSPC-SUV), 4. kombinaci HSPC-SUV + HA, 5. HSPC-SUV + HA
s dopaminem (tedy HSPC-SUV + HA-DN).

Vysledky a zavéry

Na grafech 2-30 jsou zobrazeny vysledky méteni tfeci sily v zavislosti na Ccase.
Graf 2-30 (a) vlevo ukazuje méfeni s normalovym zatizenim 0,4 N a graf 2-30 (b) vpravo
0,8 N, coz vyvozuje kontaktni tlaky 0,15, respektive 0,3. Rychlost pohybu byla zvolena
V obou ptipadech 2 mm/s. V ptipadé¢ PBS, HA a HSPC-SUV lze pozorovat logaritmicky
prib&h, zcehoZz se d& predpokladat intersticidlni reZzim mazédni, kdezto v piipadé
HSPC-SUV+ HA a HSPC-SUV + HA-DN ma spiSe konstantni prabéh, coz implikuje spiSe

mezné mazani.
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obr. 2-30 Treci sila v zavislosti na ¢ase: (a) normalové zatizeni 0,4 N; (b) normalové zatizeni 0,8 N [27].

Soucinitele tfeni jsou zobrazeny na obr. 2-31. Graf ,,A“ zndzorfiuje souclinitel tfeni a
maximalni tfeci silu ode¢tenou piimo ze senzoru. V grafu ,,B* se vyskytuje hodnota Fo, coz
je tieci sila Vv nezatizeném stavu. V dané konfiguraci (pafat ve §lase) je totiz jakési
ptedepjeti, které vyvozuje tuto silu i v nezatizeném stavu. V piipadé obrazku 2-31 jsou
hodnoty naméfené pro normalové zatizeni 0,4 N. Pro normalové zatizeni 0,8 N vychazeji
soulinitele tfeni velmi podobné.
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obr. 2-31 Treci sila (a) ze senzoru (b), od které je ode¢tena nulova sila pro normalové zatizeni 0,4 N [27].

Tyto vysledky souciniteld tfeni dali autofi do souvislosti s pozorovanim mazané §lachy
pomoci fluorescencéni mikroskopie. Obarvili fosfolipidy fluorescenénim barvivem a
pozorovali, kolik fosfolipidt se ukotvilo na povrch $lachy. Obr. 2-31 (a) ukazuje mnozstvi
adsorbovanych fosfolipidt, kdyz byla slacha mazana pouze fosfolipidy, obr. 2-32 (b)
znazornuje situaci, kdy byla Slacha mazana kyselinou hyaluronovou a fosfolipidy, a obr. 2-
32 (¢) slachu mazanou kyselinou hyaluronovou s dopaminem a fosfolipidy.
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obr. 2-32 Obrazky z fluorescenéni mikroskopie [27].

Studie tedy jasn¢ prokazuje, ze v pripad¢ ptidani HA dojde k vétsi absorpei fosfolipidl na

povrch, coz vede k tomu, Ze dominantnéjsi je hydratacni rezim mazani, ktery se vyznacuje
nizkym tfenim. Vysledky této studie tedy potvrzuji zavéry studii [25, 26].
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3 ANALYZA PROBLEMU A CILE PRACE

3.1 Analyza problému

Z reSerSe vyplyva nastupujici trend 1é¢by osteoartrézy pomoci viskosuplementace. To je
1écebny postup, pii kterém se do kloubu aplikuje viskosuplement. Hlavni slozka téchto
viskosuplementi je kyselina hyaluronova, ktera ma zlepSovat reologické, a tedy i
tribologické podminky v kloubech. Mezi védci a 1ékafi neni vSak shoda ohledné toho, do
jaké miry je viskosuplementace funkéni 1é¢ba a do jaké miry funguje jako placebo efekt
[14]. Pro optimalizaci slozeni viskosuplementace je tedy nutné se zabyvat experimentalnim
popisem soucinitele tfeni v Kloubech p#i zohlednéni koncentrace jednotlivych slozek

synovialni kapaliny.

Z ¢lanku [13] je patrné, Ze kyselina hyaluronova (a tedy i veskeré konvencni
viskosuplementy) soucinitel tfeni v kloubech spise zvySuje. Studie [32] dokonce
prohlasuje, ze viskosuplementy na bazi kyseliny hyaluronové nemaji zddny vyznam, nebot’
nizké tfeni a opotiebeni v kloubech je zptsobeno interakci fosfolipidi a kyseliny
hyaluronové. Autofi vznesli hypotézu, Ze optimalni viskosuplement by mél obsahovat jak
kyselinu hyaluronovou, tak fosfolipidy. Zatim neexistuje viskosuplement pravé na bazi
kombinace kyseliny hyaluronové a fosfolipidil a je jen malo studii, které by potvrdily nebo
vyvratily funk¢énost a pfinos takového viskosuplementu.

3.2 Analyza a zhodnoceni reSerSe

Kritickd reSerSe se zabyvala aktudlnimi trendy v biotribologii kloubni chrupavky.
Pojednava se zde o sloZeni synovialni kapaliny, metodach méfeni soucinitelti tfeni,
rezimech mazani chrupavky, vlivu rehydratace chrupavky, vlivech jednotlivych slozek
synovialni kapaliny na soucinitel tfeni a metodach neinvazivni 1é¢by osteoartrozy.

Mezi ty patii zejména viskosuplementace. Hlavni slozkou viskosuplementti je kyselina
hyaluronova, ktera je z velké ¢asti zodpovédna za reologické vlastnosti v kloubech [9,10].
Z reserSe viskosuplementace plyne, ze zadné védecké pracovisté se doposud nezabyvalo
vyvojem viskosuplementace na bazi fosfolipidi [32]. A to i piesto, ze je mnoho studii,
které dokazuji, ze fosfolipidy a kyselina hyaluronova spolu tvofi synergickou dvojici a ze
pfidanim fosfolipidi ke kyseliné¢ hyaluronové se snizi tfeni [23,25-27]. Takovyto
viskosuplement by tedy mohl byt pfinosny.

43



Metody méfeni soudinitele tfeni v chrupavce se rozdéluji na dvé: stacionarni kontaktni
oblast (SCA) a migra¢ni kontaktni oblast (MCA). U méfeni pomoci SCA lze pozorovat
logaritmicky priib¢h soucinitele tfeni a vyrazné vétsi soucinitele tieni nez u MCA. MCA
naopak disponuje nizkymi hodnotami soucinitele tfeni a konstantni hodnotou. Autofi
studie [19] tvrdi, ze MCA zkouma spise intersticialni rezim mazani, kdezto SCA zkouma
spiSe mezné rezimy, nebot s Casem intersticialni kapalina odte¢e a dochéazi k meznému
mazani. Rozdily pribéht soucinitele tfeni v Case pro SCA a MCA poukazuji na roli
rehydratace chrupavky. Rehydratace je jev, kdy po dlouhodobém zatizeni chrupavky a
nasledném odtizeni a znovu zatizeni dochazi ke snizeni soucinitele tfeni. To je, jak
napovida nazev, zpusobeno opétovnym nateCenim kapaliny do chrupavky, ktera prenasi
zatizeni, coz generuje nizké tieni. V ptipadé MCA k rehydrataci dochazi neustéle, nebot’ se
poiad méni kontaktni oblast.

Studie [20,21] se zabyvaji formovanim mazaciho filmu, vzniklého z proteini albumin a
y-globulin. Ve ¢lanku [20] autofi pouzivaji misto chrupavky hydrogel, ktery prohlasuji za
model chrupavky, protoze ma podobné mechanické vlastnosti jako chrupavka. Jejich
vysledky implikuji, Ze protein y-globulin je zodpovédny za tvorbu mazaciho filmu na
chrupavce a protein albumin s nim pisobi synergicky na soucinitel tieni. Ve studii [21] se
zkouma vliv jak proteind, tak kyseliny hyaluronové. Zavéry z této studie jsou, ze kyselina
hyaluronova s kombinaci s albuminem snizuje soucinitel tfeni a s y-globulinem tfeni
zvysuje. Studie [22] se zabyva soucinitelem tfeni chrupavky, kterd byla mazana nékolika

soucinitel tieni generuje model synovialni kapaliny.

Studie [23-27] se zabyvaji tim, jak kyselina hyaluronova ovliviiuje soucinitel tfeni
chrupavky. Studie [23] ukazuje, Ze kyselina hyaluronova a fosfolipidy puisobi synergicky
na mazani chrupavky. Studie [25,26] se zabyvaji interakci kyseliny hyaluronové s
fosfolipidy ve formé lipozomu. Jejich méfeni jsou specificka, protoze viibec nezohlediuji
vliv rehydratace a pocitaji s ¢ist¢ meznym mazanim chrupavky. Proto taky pouzivaji slidu
misto chrupavky, na které predpokladaji stejné podminky mezného mazani jako na
chrupavce. Ptichazeji s novou teorii, Ze by v chrupavce mohl nastavat rezim mazani, ktery
nazyvaji hydratacni. Tento reZim se vyznacuje tim, Ze jsou v kontaktu dvé hydrofilni hlavy
fosfolipida, které kdyz se vici sobé pohybuji, tak si vyménuji molekuly vody pomoci
difuze, coz doprovodi nizké tieni. Tento rezim v jejich experimentech vznika na rozhrani
slida — slida, ale pouze na mikrotrovni a za pouziti avidin-biotinového komplexu, pomoci
kterého je kyselina hyaluronova ukotvena na slidu. Ukotveni HA na slidu je podle nich
klicové. Studie [24] vysvétluje, jak k tomuto ukotveni HA dochazi v na chrupavce. Studie
[27] hypotézu hydrata¢niho rezimu potvrzuji. Nicméné jejich méfeni byla provadéna na
rozhrani §lacha — kufeci pafat. Autofi prohlasili tuto dvojici za model chrupavky, nebot’ se
sklada z podobnych latek (kolagen, lubricin atd.). Chybi tedy studie, které¢ by tento
hydratacni rezim mazani potvrdily i na makrotrovni Vv ptipad¢ chrupavky pii zohlednéni

sloZeni synovialni kapaliny.
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3.3 Cile prace

Hlavnim cilem je experimentalni popis vyvoje souéinitele tfeni mezi kloubnimi povrchy s

vyuzitim méfici aparatury a modelovych tkani. Prace bude zaméfena piedevSsim na

ovéieni, jakym zplisobem ovlivituje pritomnost fosfolipidi a kyseliny hyaluronové tieni a

mazani chrupavky. Zejména se bude zkoumat koncentrace kyseliny hyaluronové a

fosfolipidii vii¢i ostatnim slozkam synovialni kapaliny pro lepsi pochopeni tribologickych

procest, které v kloubech nastavaji.

DilCi cile:

= Popsat roli smacivosti povrchil pfi mazani HA+PS,

» navrhnout metodiku odbéra vzorkt chrupavky,

= experimentalné popsat vyvoj soucinitele tfeni pfi zohlednéni koncentrace jednotlivych
slozek synovialni kapaliny, zejména fosfolipidl a kyseliny hyaluronoveé,

» experimentalné popsat vyvoj souCinitele tfeni chrupavky pii zohlednéni smacivosti
mazanych povrcht,

» Kkonfrontovat ziskané poznatky s dosud publikovanymi studiemi zabyvajicimi se

mazanim a tfenim synovialnich kloubt.

Védecka otazka:

,Jaky vliv ma kyselina hyaluronova v kombinaci s fosfolipidy na mazani a tfeni kloubni
chrupavky?“

Zodpovézenim této védecké otazky bude mozno v budoucnu vyvinout novy, lepsi,
viskosuplement. Ten by mohl obsahovat jak fosfolipidy, tak kyselinu hyaluronovou.

Pracovni hypotéza:

,Kyselina hyaluronova spolu s fosfolipidy bude generovat mimofadné nizky soucinitel
treni diky hydratacnimu rezimu mazani.*

Z reserse plyne, ze na nanomolekularni Grovni tato kombinace generuje mimofadné nizky
soucinitel tfeni pfi mazani modelovych tkani na rozhrani slida — slida (az 0,001) [25,26].
Mechanismus, ktery zajistuje takové nizké tfeni, se nazyva hydrata¢ni reZim mazani. Je
nutno nizké tfeni ovéfit 1 v pfipadé mazani kloubni chrupavky a pro podminky, které
nastavaji v lidském téle (kontaktni tlaky, teploty, rychlosti atd.). To hlavné proto, aby se
posoudil piinos viskosuplementu na bazi HA a PS v podminkach lidskych kloubt.
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4 MATERIAL A METODY

4.1 Postup reseni

Postup feSeni této diplomové prace je zobrazen na obr. 4.1 niZze. Byly provedeny celkem tii
sady experimentt. Prvni sada experimentti méla za ukol zjistit, jakou roli hrajé smacivost
povrcha pii mazani fosfolipidii s HA s ohledem na hydratacni rezim mazani. Hydrata¢ni

mazani, jak napovida nazev, je zavyslé na mnozstvi vody. U smacvyvh dvojic, kde je vice

[RA4

Druha sada experimentli navazuje na tu prvni. Zkoumal se zde vliv smacivosti desticky na
tteni kloubni chrupavky (jakozto pinu v konfiguraci pin-on-plate), ktera byla mazana
riznymi slozkami synovialni kapaliny. Smacivost povrchli by méla hrat vyznamnou roli
opét diky hydrata¢nimu mazani, kde by tfeni mélo byt nissi, kdyz je chrupavka v kontaktu
se smacivym povrchem pii mazani HA+PS. Dale reSerSe ukazuje, Ze smacivost povrchi
ma vyznamny vliv i na tvorbu proteinového mezného filmu [42]. Experimenty byly
provadény na dvou rozhranich: chrupavka — smacivy povrch a chrupavka — nesmacivy
povrch, aby bylo mozno pozorovat, jakou roli hraje smacivost v pfipadé mazani a tieni
kloubni chrupavky.

V tfeti sadé experimenti se na prislusném povrchu porovnavaly soucitnitele tfeni
konvenéniho viskosuplementu smichané¢ho se synovialni modelovou kapalinou (dale MK)
a viskosuplementu na bazi HA + PS smichaného s MK. Smichani viskosuplementu s MK
simuluje situaci, kdy je viskosuplement vpraven do lidského kloubu. Na zakladé téchto
méfeni se posuzoval piinos tohoto optimalizovaného viskosuplementu na bazi HA + PS.
Na zavér byly jednotlivé experimenty vyhodnoceny a statisticky zpracovany a
interpetovany.
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Prvni sada experiment( - ovéreni hydratacniho mazani

*Mé&feni sméaéivosti povrchd,
svliv smacivosti povrchd na soudinitele tfeni, pfi mazani PS+HA,
evybé&r smaciveho povrchu pro druhou sadu experimentd.

» Druha sada experiment( - treni a mazani chrupavky

hj ,-.-I *Ndvrh metodiky odbéru vzorkd chrupavky,

- eyliv smadivosti povrchl na soutinitel tfeni kloubni chrupavky pfi
mazani riznymi slofkami synovidlni kapaliny.

» Treti sada experiment( - porovnavani viskosuplement

ol . *Porovnani konvekéniho viskosuplementu s viskosuplementem na
“ " bézi HA + PS.

-

== __ Vyhodnoceni vysledkd

0.10 i

*7pracovani naméfeného signalu v software Matlab (filtrace,
grafické zpracovani, interpretace vysledk atd.)

obr. 4-1 Plan postupu diplomové prace.

4.2 Meéreni soucCinitele treni

Veskeré experimenty byly provedeny na univerzalnim tribometru Bruker UMT TriboLab
s recipro¢nim modulem v konfiguraci ,,pin-on-plate®, viz obr. 4-2 (a). Obr. 4-2 (b)
schematicky zobrazuje recipro¢ni modul, ktery je uren pro experimentalni c¢innost
biotribologické skupiny na Ustavu konstruovani. Jedna se o nerezovou vanu, do které jsou

vkladany topné patrony s regulaci teploty, které slouzi pro vyvozeni teploty lidského téla

v kontaktu. Do této vany je vlozena gumova podlozka a na ni se vklada desticka, ktera je

ptitlacena ¢tyfmi Srouby pies ptirubu. Horni ¢ast s pinem je pohybliva a je v ni vlozeno

upinani chrupavky, viz obr. 4-3. Tato objimka je pies pruzinu spojena s dvouosym

tenzometrickym snimacem. Tribometr je schopny udrzovat konstantni hodnotu zatiZeni,

coz je zadouci, nebot’ modul pruznosti chrupavky s ¢asem klesa [5] a bez zpétné regulace

by dochazelo k poklesu normalové sily.
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Pin

Mazivo

Upnuti desky
Topna patrona

MUY Anuunun

podlozka
Vana

obr. 4-2 (a) Univerzalni tribometr [29]; (b) schéma mérfeni.

Upinani chrupavky

Priruba
Vana

Topné patrony

obr. 4-3 Recipro¢ni modul.
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4.3 Méreni smacivosti povrchu

Smacivost je veliCina, kterd udava, mimo jiné, jak moc material ptitahuje nebo odpuzuje
vodu. Jak je zminéno uz nékolikrat vySe, smacivost ma velky vyznam pil mazani
chrupavky [41], zejména kdyZ je mazana fosfolipidy [26,25] a proteiny [42]. Jednou z
nejcasteji pouzivanych metod pro méfeni miry smacivosti povrchu je méteni kontaktniho
uhlu kapky vody na daném povrchu [30]. V piipadé, Ze je kontaktni thel vétsi nez 90°,
jedna se o hydrofobni (nesmacivy) povrch a v pfipad¢, ze je mensi nez 90°, jedna se o
hydrofilni (smécivy) povrch, viz obr. 4-4. Na povrchy bylo pomoci elektronické pipety
naneseno normalizované mnozstvi vody. Méfeni byla provadéna za stalé teploty 22 °C.

0
(Y‘ / 6\

|| |||

6,=290° 6y<90° 6y=0°
Non-wetting droplet Wetting droplet Complete wetting
Hydrophobic surface Hydrophilic surface

obr. 4-4 Méfeni smacivosti povrchu [30].

4.4 Plan experimentd

Byly provedeny tii sady méfeni na tribometru v konfiguraci pin-on-plate. Prvni sada byla
provedena s modelovymi tkanémi (PMMA, PEEK, slida, sklo) a byl zkouman vliv
smacivosti obou povrchi na soucinitel tieni. Druha sada experimentd pak byla provedena
s chrupavkou a zkoumalo se slozeni jednotlivych slozek synovialni kapaliny v zavislosti na
smacivosti proti kKusu, vic¢i kterému se chrupavka tfela. Tteti sada experimentl se zabyva
srovnanim funkénosti konvencniho viskosuplementu a viskosuplementu na bazi HA + PS,
kde se tyto viskosuplementy smichaly s MK.
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4.4.1 Prvni sada experimentu — ovéfeni hydratacniho rezimu mazani

Hlavnim ukolem téchto méfeni bylo zjistit, jak se liSi soulinitele tieni v zavislosti na
smacivosti povrchl. Jak jiz bylo zminéno v kapitole 2.3.3, pfi hydratacnim rezimu mazani
dochazi k vzajemné vyméné molekul vody mezi jednotlivymi hlavami fosfolipidy pomoci
difuze coz vede k nizkému tieni. Voda je tedy zasadni pii tomto rezimu mazani a lze tedy
usuzovat, ze smacivejsi povrchy, které pritahuji vodu, budou mit nizsi soucinitel tfeni pii
mazani HA + PS a mén¢€ smacivé povrchy budou mit vyssi soucinitel tfeni. V piipadé, ze
se soucinitele tfeni opravdu snizi, bude to dikaz toho, ze hydratatni mazani funguje 1
v makrométitku a tim se zcasti odpovi na védeckou otdzku této prace definovanou
v kapitole 3.3.

Prvni sada méfeni byla provedena na modelovych tkanich. Tyto povrchy byly mazany
nejprve fyziologickym roztokem (negativni kontrola), dale samotnou kyselinou
hyaluronovou s molekulovou hmotnosti 2200 kDa a s koncentraci 5,74 mg/ml a na zavér
kyselinou hyaluronovou s fosfolipidy (konkrétné fosfatidylcholin) s koncentraci 6,24
mg/ml. Zatizeni bylo voleno tak, aby vznikaly kontaktni tlaky, které nastavaji i v lidském
téle (10-20 MPa [32]) a zaroven normalové zatizeni nesmélo piesahnout 1 N (kvuli
rozliSitelnosti snimacée pouzitého tribometru). Pro kontaktni dvojice S nejvétsimi moduly
pruznosti: PEEK — sklo byl vyvozen kontaktni tlak 22 MPa pro nejmensi zatizeni 1 N, viz
tab. 4-2. Proto pro poddajnéjsi kontakty byla dopocitana normalova sila takova, aby
vyvozovala kontaktni tlak v rozmezi 10-20 MPa. V piipadé¢ dvojice PEEK — slida je
kontaktni tlak pouze 10 MPa, nebot’ vyssi zatizeni slidy pasobi jeji droleni. Rozdilné tlaky
by vSak nemély negativné ovliviiovat méfeni, nebot’ hydratacni mazani generuje nizké
tieni i nad 20 MPa [26].

tab. 4-1 Mechanické a fyzikalni vlastnosti materialu.

Modul pruznosti Poissonovo ¢islo Kontaktni uhel vody

Material

[MPa] [-] na povrchu [°]
slida 400 0,2 61
PEEK 4 200 0,38 77,6 [34]
sklo 60 000 0,2-0,25 87
PMMA 3000 0,35 69
UHMWPE 700 0,3 71
chrupavka 0,5-0,9 [2] 0,4-0,5 [2,5] -
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tab. 4-2 Kontaktni dvojice.

?IFI)Tlt\le_:)ilée:fe\;é dvojice Polomér pinu (mm) (Zl\?)tiie“i Kontaktni tlak (MPa)
PEEK - slida 16 10N 10
PEEK — PMMA 16 2N 18
PEEK — sklo 16 IN 22
UHMWPE - sklo 16 15N 20

Podminky experimentt byly nasledujici:

* Rychlost recipro¢niho pohybu: 10 mm/s — Pomala chize, konfrontace s
literaturou.

» ZatiZeni: dle dilé¢i dvojice — Kontaktni tlak experimenti odpovidd redlnym
kontaktnim tlakiim v kloubech.

* Doba jednoho méfeni: 300 s — Konfrontace s literaturou.
* Teplota: 37 °C — Teplota lidského téla.

* Opakovatelnost: 5

4.4.2 Druha sada experimentl — tfeni a mazani kloubni chrupavky

V druhé sadé experimentd byla provedena méteni s chrupavkou jako pinem. Jako desticka
(plate) bylo pouzito sklo (reprezentant nesmacivého povrchu) a slida (reprezentant
smacivého povrchu). Hlavnim cilem druhé sady experimenti bylo zjistit roli smacivosti pii
mazani a tfeni chrupavky a nalézt optimalni model chrupavky. V biotribologii chrupavky
se sice velmi Casto pouziva sklo [16, 19-23], ovSem jeho modul pruznosti (70 GPa),
drsnost povrchu (opticky vyhlazené) ani smacivost povrchu neodpovidéa chrupavce. Sklo je
ovSem velmi dalezité pro pozorovani kontaktu, napt. pomoci fluorescencni mikroskopie.

Slida ma oproti sklu vyrazn€ niz§i modul pruznosti (400 MPa), pouziva se jako model
chrupavky [25,26] a je smacivejsi nez sklo. Ukazuje se, ze smacivost povrchl hraje
vyznamnou roli pii formovani proteinového mezného filmu na povrsich [42]. Proto by
slida méla formovat daleko realngjsi proteinovy mezny film jako v pfipadé kontaktu
chrupavka — chrupavka, nebot’ chrupavka je také velmi hydrofilni [41]. Smacivost povrchu
hraje vyznamnou roli i pii mazani kyselinou hyaluronovou a fosfolipidy, kdy nastava
hydratacni mazani. V pifipad¢ chrupavky jsou v kontaktu hlavy fosfolipida, které si
vyménuji molekuly vody pomoci difuze, coz vede k nizkému tfeni, viz obr. 4-5.
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V piipadé kontaktu chrupavka-slida je situace podobna, ovSsem molekuly vody se
nezachytavaji na hlavu fosfolipidu, jak je tomu u chrupavky, ale pfimo na smacivou slidu.
Hydrata¢ni mazani by mélo byt v ptipadé¢ slidy zachovan. Sklo, oproti tomu neni tak moc
smacivé a molekuly vody se na ném nedrzi jak na smacivé slid¢, viz obr. 4-5. Tim padem
by sklo v kontaktu s chrupavkou mélo mén¢ vody a tim generovat vyssi soucinitele tfeni.

Zminéné rozdily implikuji, Ze je slida lep$i model chrupavky nez sklo. V této sad¢

experimenti se tedy budou pozorovat rozdily soucinitelli tfeni mezi rozhranim
chrupavka — sklo, a chrupavka — slida

Chrupavka

q Ty Kyselina
Oy e
r_ YTIELEA o Lw',l'l..‘ 1T

Difuze Molekuly Kolagenova
molekul vody vody H20 matrice Proteoglykan 4 (Lubricin) Chondrocyty

Slida

Slida
EE: !: Eixx AT ;«:

- e WL
N (A
/2
[ £
Zi ”/. > A4

P

obr. 4-5 Modelovani chrupavky. Schéma nakresleno na zakladé predlohy z reference [32] — strana 251.

Tyto povrchy byly mazany nékolika mazivy, ktera jsou uvedena Vv tabulce 4-4. Prvni
mazivo bylo PBS jakoZto negativni kontrola. Druhé mazivo byla kyselina hyaluronova
s molekularni hmotnosti 2200 kDa, ktera reprezentovala konvenéni viskosuplementaci.
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Tretim mazivem byla stejna kyselina hyaluronova spole¢né s fosfolipidy (fosfatidylcholin).
Tato kombinace ptfedstavuje novy, optimalizovany viskosuplement, ktery vyviji a dodava
laboratof biomechaniky ¢lovéka z Fakulty strojni CVUT v Praze. Fosfolipidy byly
uskupené do lipozomi a byla do nich zapouzdiena kyselina hyaluronova, viz obr. 4-6.
Kdyby fosfolipidy byly pouze smichdny s HA, mohlo by dochazet k shlukovani
fosfolipidii, coz by pak mohlo vést k problémim pii tvofeni mezné vrstvy na povrchu
chrupavky. Tim, ze je HA zapouzdiena v lipozomu, je tedy docileno vyssi stability tohoto
viskosuplementu a ke shluku fosfolipidi nedojde. Navic se lipozomy pouZivaji bézné v
,,Drug Delivery System*, kdy je 1ék vpravovan pravé do lipozomu [40].

a) o
Phospholipid bilayer
Aqueous S Hydrophobic tails Hydrophilic head group
phase

Hyluronic acid
obr. 4-6 (a) Fosfolipidy uskupené do lipozomu se zapouzdrenou HA [39]; (b) fosfolipid samotny [39].

Ctvrté mazivo byla modelova kapalina, coz je model osteoartrické synovialni kapaliny.
Slozeni modelové kapaliny je znazornéno Vv tab. 4-3. Slozeni této kapaliny bylo pievzato
z reference [7]. VSechny slozky maziv byly rozpustény ve fyziologickém roztoku (PBS).

tab. 4-3 Slozeni modelové kapaliny.

Slozeni Koncentrace (mg/ml)
albumin 24,9

y-globulin 6,1

kyselina hyaluronova 1,49

fosfolipidy 0,34

tab. 4-4  Jednotliva maziva pro druhou sadu experimentd.

Mazivo Albumin y-globulin HA PS Celkova Zakladova
¢. mg/ml mg/ml mg/ml mg/ml koncentrace mg/ml kapalina
1 - - - - - PBS (1 ml)
2 - - 5,74 - 5,74 PBS (1 ml)
3 - - 5,74 0,5 6,24 PBS (1 ml)
4 24,9 6,1 1,49 0,34 32,83 PBS (1 ml)
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Podminky experimentd byly pfi druhé sad¢ nasledujici:
* Rychlost recipro¢niho pohybu: 10 mm/s — Pomala chize, konfrontace s
literaturou.
» ZatiZzeni: 5 N — Kontaktni tlak (dle Hertze) 0,4 MPa pro oba povrchy.
* Doba jednoho méreni: 300 s — Dostatecny Cas pro tvorbu mazaciho filmu.
* 3x Rehydratace — Pro posouzeni vlivu rehydratace pii tvorbé mazaciho filmu.
* Teplota: 37 °C — Teplota lidského téla.

* Opakovatelnost: 7 — Dostatecné¢ velka opakovatelnost pro statistické zpracovani
vysledkd.

4.4.3 Treti sada experimentl — porovnavani viskosuplementu

V tieti sadé experimentd byla v konfiguraci pin-on-plate pouzita jako plate slida, nebot’ je
diky svym mechanickym (modul pruznosti) a povrchovym (smacivost, drsnost povrchu)

vlastnostem lepsi model chrupavky. Jako pin byla pouzita chrupavka.

Byla pouzita dvé maziva, ktera simulovala situaci, kdy je do osteoartrického kloubu
vpraven viskosuplement. Doslo tedy ke smichani MK a viskosuplementu. Nejprve
smichani klasického, konvencniho viskosuplementu na bazi kyseliny hyaluronové s MK a

poté byl do modelové kapaliny vpraven viskosuplement na bézi fosfolipidi.

V obou piipadech se jednalo o smés modelové kapaliny a viskosuplementu v poméru 1 : 1.
Pomér 1 : 1 je zvolen, protoze je v synovialnim vacku okolo 4 ml synovialni kapaliny [7] a
obvykla davka viskosuplementu je rovnéz okolo 4 ml [12]. VSechny slozky v
obou mazivech byly rozpustény ve fyziologickém roztoku (PBS). Pfislusna koncentrace
téchto maziv je znazornéna v tab. 4-5. Podminky experiment byly stejné jako v druhé

sad¢ experimentu.

tab. 4-5 Jednotliva maziva pro tfeti sadu experimentd.

Mazivo Albumin y-globulin HA PS Celkova Zakladova
C. mg/ml mg/ml mg/ml mg/ml  koncentrace mg/ml kapalina
1 12,45 3,05 3,62 0,42 19,46 PBS (1 ml)
2 12,45 3,05 3,62 0,17 19,54 PBS (1 ml)
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4.5 Metodika odbéru vzorkl chrupavky

V této diplomové praci byly experimenty provadény na pinech chrupavky z proximalni
¢asti veprové kycle. Aby se vzorky sobé co nejvice podobaly a zamezilo se problémim
s opakovatelnosti, postupovalo se pii odbéru vzorku podle n¢kolika zasad:

= Kosti, které jsou star$i nez jeden den, nebyly pouzity jako pin.

» Na Kkosti byla zvolena jedna oblast, kde byl pin odebran.

» Zjedné kosti byl odebran praveé jeden pin.

* Pin, ktery byl nadmérné tlusty nebo tenky (vizualni kontrola), byl vytazen.
» Nacervenalé chrupavky nebyly pouzity.

Postup procesu odbéru vzorku je znazornén na obrazku 4-7. Nejprve byly potizeny Cerstvé
mrazené kosti (ne déle jak 24 hodin po porazce), které byly neprodlené po nakupu
zpracovavany. Byly upnuty do svéraku a na zvoleném misté se odebral vrchlik kosti tak,
aby V}"§ka kulové V}’/seée byla cca 7-10 mm, aby bylo mozno pin upnout VObjimce
vyrazeciho zafizeni a Kladiva. Piny byly uchovavany ve fyziologickém roztoku, kvili
zachovani slanosti a PH, a byly zmrazeny na —22 °C. Pul hodiny pfed métenim byly piny
vytazeny z lednice a roztaly pti pokojové teploté.

Zvol mt
odbéru plnu-‘,%

obr. 4-7 Proces odbéru vzork.
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4.5.1 Uchovani vzorku

Ukazuje se, ze vyznamny vliv na soucinitel tfeni a mechanické vlastnosti chrupavky ma i
zpusob uchovavani vzorka [29,31]. Soucinitele téeni se vyznamné 1isi, pokud se nechava
chrupavka v lednici, kde je teplota okolo 4 °C, nebo v mrazaku, kde je —20 °C. Ve studii
[29] byly zkoumany soucinitele tieni pinti chrupavek, které byly ,,Cerstvé®, 2 dny v lednici,
6 dni v lednici, 2 dny v mrazéku a 6 dni v mrazaku. Tyto piny byly mazany fyziologickym
roztokem, zatézovany silou 5 N a pohybovaly se rychlosti 10 mm/s. Z obr. 4-8 je patrné, Ze
uchovavani vzorkii v lednici ma nejvétsi odchylky od soucinitele tfeni nového pinu.
Vzorky uchovavané v mrazaku naproti tomu vykazuji chybu mensi. Vzorek uchovan
vV mrazu 2 dny ma témé&f totozny soucinitel tieni. Vzorek uchovany v mrazu 6 dni ma sice
vy$$i pocatecni hodnotu soucinitele tfeni, ovSem po néjaké dobé je soucinitel tieni stejny

jako u nového vzorku.

0.6

—— Mrazni¢ka 6 dni

Sucinitel trenia [-]

== Nova chrupka
0.5F Chladnicka 2 dni

= Chladni¢ka 6 dni
0.4f — Mraznicka 2 dni

0.0 f f t t
0 50 100 150 200

obr. 4-8 Vliv uchovavani vzork( na soucinitel tfeni [29].

Reference [31] se zabyvala vlivem uchovavani vzorkd na mechanické vlastnosti a zjistila,
7e zmrazeni a nasledné roztati vzorkd nema vliv na mechanické vlastnosti chrupavky. Na
zékladé téchto poznatkt se rozhodlo uchovavat vzorky v mrazaku, kde je teplota —22 °C.

4.6 Opakovatelnost méreni a statistické metody

V biotribologii kloubni chrupavky je obecné obtizné dosahnout dobré opakovatelnosti,
obzvlaste kdyZ se pocita s intersticidlnim rezimem mazdni. U intersticidlniho rezimu
mazani (napf. pfi mazani PBS nebo kyselinou hyaluronovou) hraje velkou roli tloustka
chrupavky, mnozstvi kolagenovych vlaken, stav proteoglykanti a chondrocytti, mechanické
vlastnosti atd. U tlustéj$i chrupavky ma intersticialni kapalina vétSi prostor pro sviyj
prichod, a tedy zatizeni je pfendSeno vétSim objemem kapaliny. U rezimu, ve kterych
vznikd mazaci film (mazani proteiny, fosfolipidy), zase hraje roli spiSe kondice chrupavky,
zejména pocet proteoglykanti (na které se vaze kyselina hyaluronova a na ni fosfolipidy)
nebo rozvinénost kolagenové matrice, na které se adsorbuji proteiny.
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Vsechny vyse uvedené faktory maji vyznamny vliv na soulinitel tfeni a mohou se
vyznamné liSit pro jednotlivé piny. Nicméné pii meétfeni s vysokou opakovatelnosti a
pomoci statistickych metod bude mozno ziskat smérodatné vysledky i1 pro variabilni
soubor vysledkl. Opakovatelnost pro prvni sadu experiment bude zvolena 5, jelikoz zde
neni zdaleka tolik variabilnich proménnych jako v pfipad¢ chrupavky. V druhé a tteti sadé
experimentl, tedy v pfipadé meéteni s chrupavkou, bude opakovatelnost zvolena 7. Tato
opakovatelnost je zvolena, nebot' nékteré védecké Casopisy takovouto opakovatelnost
vyzaduji. S takto relativné vysokou opakovatelnosti Ize data interpelovat se smérodatnou
odchylkou nebo se standardni chybou priméru.

4.6.1 Smérodatna odchylka

Vysledky variabilniho statistického souboru lze interpretovat pomoci aritmetického
praméru a smerodatné odchylky. Smérodatna odchylka je hodnota, ktera reprezentuje miru
variability statistického souboru. Pfi pfedpokladu normalového rozlozeni lezi cca 68 %
hodnot v intervalu: aritmeticky primér + smérodatna odchylka. V anglické literatufe se

smérodatna odchylka oznacuje SD (z anglického standard deviation) [35].

Smérodatnou odchylku lze vypoéitat z rovnice [35]:

1
N-1

SD = MGy - D)2 2)

kde s je smérodatna odchylka, N je pocet Clent statistického souboru, X je aritmeticky

prameér, x; jsou dil¢i hodnoty statistického souboru [35].

Ptiklad interpretace vysledkli se smérodatnou odchylkou je znazornéna na obr. 4-9.
Vsechny tii statistické soubory (Cerveny, zeleny a Sedy) lze interpretovat pomoci
aritmetického priméru a smérodatné odchylky. Aritmeticky primér vSech statistickych
souborit x1, x2, a x3 je 10,3 a smérodatnd odchylka pro vSechny tfi soubory je 5,3.
Jednotlivé body znazoriuji jednotlivé hodnoty x; statistického souboru.

2564 o
20+
A

5 e
< 15- m = Statisticky soubor x1
2 [ Statisticky soubor x2
g 10 ! Bl Statisticky soubor x3

5_

0_

obr. 4-9 Smérodatna odchylka.
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4.6.2 Stfedni chyba praméru

Dalsi mozny statisticky nastroj pro interpretaci variabilniho souboru vysledkt je pomoci
sttedni chyby priméru. Toto je statisticky ndastroj, ktery se ve védecké literature velmi
Casto pouziva. Vysledky pomoci stfedni chyby priméru se interpretuji podobné, jak tomu
bylo u smérodatné odchylky: aritmeticky priimer + stiedni chyba priumeéru. Stiedni chyba
priméru se Casto oznacuje ,,SEM*“ (Z anglického ,,Standard error of the mean®). Tato
hodnota se vypocita z rovnice (3) [35]:

_ s
SEM = — (3)

kde SD je smérodatna odchylka a N je pocet prvku statistického souboru.
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5 VYSLEDKY

5.1 Prvni sada méfeni — ovéreni hydrataCniho mazani

Hlavnim ukolem této kapitoly je ovéfit, jestli hydrata¢ni rezim mazani funguje 1 v
makroméfitku. Vétsina studii [25,26,32], které se hydrataénim mazani zabyvaji pouzivaji
pro méfeni tieni tohoto rezimu mimorfadné nizka normalova zatiZzeni (jednotky mikro
Newtont). Tato kapitola se bude snazit dokédzat tento rezim mazani pfi redlnéjSich zatizeni.

V ptipadé, Ze by teoreticky model hydrataéniho mazéani fungoval i v makrométitku, mély
by byt soucinitele tfeni u smacivéjsich povrchi nizsi pfi mazani HA + PS. To hlavné diky
tomu, ze hydrataéni mazani funguje diky vyméné molekul vody pomoci difuze mezi
fosfolipidy. V piipadé, Ze je v kontaktu vice vody (diky smacivosti povrchu), bude vice

cvwr

Ukolem této kapitoly je tedy dat do souvislosti smac¢ivost povrchy se soudinitelem t¥eni.
Nejprve byly zméteny smacivosti povrchu, které byly pro tuto studii k dispozici, a poté se
vici sobé¢ tely rizné kombinace téchto povrchi.

5.1.1 Mérfeni smacivosti povrchu

Vysledky méfeni smacivosti vybranych povrchi jsou popsany v této kapitole. Obr. 5-1
ilustruje, jak vypadaly desticky s kapkou vody, u kterych byla smacivost métena. Obr. 5-2
ukazuje vysledek méteni smacivosti slidy, obr. 5-3 PMMA, obr. 5-4 UHMWPE, obr. 5-5
Sklo. Smacivost PEEKu byla pievzata z reference [34], nebot’ byl k dispozici pouze pin
PEEKu, na kterém by se smacivost méfila obtizné.

obr.5-1 Meéfeni smacivosti povrchu.
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obr. 5-2 Mé&feni smacivosti povrchu: slida.

" i -
i i i

obr. 5-3 Mé&feni smacivosti povrchu: PMMA.

obr. 5-4 Méfeni smacivosti povrchu: UHMWPE.

obr. 5-5 Meéfeni smacivosti povrchu: sklo.

Smacivosti povrchu jsou zobrazeny v tab. 5-1 na dalsi strance.
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tab. 5-1 Soucinitele tfeni v zavislosti na smacivosti.

Povrch Slida PMMA  UHMPWE Sklo PEEK

smacivost [°] 61 69 71 87 77,6 [34]

5.1.2 Meéreni soucinitell treni

Celkem byly zvoleny 4 rozhrani. Vysledky jsou interpretovany pomoci sloupcovych grafu.
Dil¢i body v grafu jsou jednotliva méfeni, sloupec znazoriiuje aritmeticky pramér vysledki
a je zde zobrazena i smérodatna odchylka méfeni.

PEEK - slida

Soucet uhli smacivosti je 139°. Jedna se tedy o nejsmacivejsi kombinaci. Nejvyssim
soucinitelem tfeni disponuje mazivo PBS: 0,197. Nasleduje kyselina hyaluronova, ktera

cvwr

v kombinaci s fosfolipidy: 0,085. Procentualni pokles soulinitele tfeni fosfolipidi + HA
oproti PBS je 57 % a oproti samotné HA 45 %.

PEEK - Slida

= 0,207 % ---------------------------------------- e e
) : = ;

E 0,15': """"""""""""" T R """""""""""""
= 0 10.

o y o R S e [ Al P
'S -

o -

D 0,05 I I |

PBS HA Fosfolipidy + HA

obr. 5-6 Soucinitel tfeni dvojice PEEK — slida.

PEEK — PMMA

Soucet wthli sméacivosti je 147°. Nejvyssi soucinitel tfeni mad opét dvojice mazand
PBS: 0,123. Druha v poradi je Kyselina hyaluronova: 0,104 a nejnizsi soucinitel tfeni ma
opét kombinace fosfolipidi a HA: 0,061. Procentualni pokles souéinitele tfeni
fosfolipidi + HA oproti PBS je 50,1 % a oproti samotné HA 41,6 %.
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PEEK - PMMA
0,15+

reni [-]

£

0,01+

Souéinitel t

0,057

PBS HA Fosfolipidy +HA

obr. 5-7 Soucinitel tfeni dvojice PEEK — PMMA.

UHMWPE — SKLO

Soucet thli smacivosti je 158°. Nejvyssi soucinitel tieni ma dvojice mazana PBS: 0,117.
Druha v pofadi je Kyselina hyaluronova: 0,105, a nejniz§i soudinitel tfeni ma opét
kombinace fosfolipidi a HA: 0,067. Procentualni pokles souéinitele tieni fosfolipid + HA
oproti PBS je 42,6 % a oproti samotné HA 35,9 %.

UHMWPE - Sklo
0,157 :

feni [-]

e

0,107

Souéinitel t

o
o
L

PBS HA Fosfolipidy +HA
obr. 5-8 Soucinitel tfeni dvojice UHMWPE — sklo.

PEEK - sklo

Tato dvojice ma reprezentovat nejméné smacivé povrchy. Soucet kontaktnich uhli
smacivosti je 165°. Nejvyssi soucinitel tfeni ma opét dvojice mazana PBS: 0,115. Druha
v potadi je Kyselina hyaluronova: 0,102. Soucinitel tfeni pro kombinaci fosfolipidi a
Kyseliny hyaluronové je opét nejnizsi: 0,070. Procentualni pokles soucinitele tieni
fosfolipida + HA oproti PBS je 38,8 % a oproti samotné HA 31,2 %.
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0,15

reni [-]

Soudinitel t

0,10

0,051

PEEK - Sklo

I
PBS

HA

obr. 5-9 Soucinitel tfeni dvojice UHMWPE — sklo.

|
Fosfolipidy + HA

Veskeré hodnoty souciniteld tfeni véetné smérodatné odchylky jsou zobrazeny v tab.

5-2. VSechny dvojice maji nejvyssi soulinitel tfeni pii mazani PBS a o néco niz§im

L4

fosfolipidy spole¢né s kyselinou hyaluronovou. Nizsi soudinitel tfeni HA oproti PBS muze

byt zplusoben zejména reologii (viskozitou) kyseliny hyaluronové. Niz§i souéinitel tfeni

kombinace fosfolipidii a HA neni zptisoben reologii, ale hydratacnim mazanim.

V piipadé mazani slidy jsou soucinitele tfeni PBS a HA vys$si neZ u ostatnich dvojic. To je

zpusobeno tim, ze slida je kiehky materidl a pfi zatizeni dochézelo k jejimu droleni. Pfi

mazanim fosfolipidy + HA vSak ke droleni nedochazelo, coZz mohlo byt zpisobeno

ochrannym meznym filmem.

tab. 5-2 Soucinitele tfeni v zavislosti na smacivosti.

SMACIVOST SOUC. TRENI

SOUC. TRENI

SOUC. TRENI

[°] PBS [-] HA [-] HA + PS []

PEEK - slida 139 0,197 £0,011 0,153+0,011 0,085 % 0,005
PEEK - PMMA | 147 0,123+0,014  0,104+0,007 0,061 0,005
UHMWPE —sklo | 158 0,117 0,005 0,105+0,005 0,067 % 0,005
PEEK - sklo 165 0,115+£0,004 0,102+0,005 0,070 & 0,004
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Pro pozorovani role smacivosti pii mazani a tfeni by se mohlo zdat vhodné vzit hodnotu
soucinitele tieni pii mazani fosfolipidy + HA. Nicméné ne u kazdé dvojice bylo pouzito
stejné zatizeni a kontaktni tlaky. Navic droleni slidy zplisobovalo vyssi soucinitel tfeni.
Proto se bude brat v potaz procentualni rozdil zmény soucinitele tfeni, kdyz byly dvojice
mazany fosfolipidy + HA oproti PBS a HA.

Jak lze pozorovat zobr. 5-10, sniz§im souctem kontaktnich 0hli (se smacivéjSim
rozhranim) nastava veétsi pokles souciniteli tfeni. Z toho lze usuzovat, ze smacivosti
povrchi pii mazani fosfolipidy + HA hraji vyznamnou roli a lze piedpokladat, ze zde hraje

hlavni roli hydratacni rezim mazani.

= o 60—

2‘% -o- Oproti PBS

LT % Oproti HA

; +

E,’ % 50

ca

N e 40-

N —

=&

£y

a & 30 T T | 1
130 140 150 160 170

Soucet kontaktnich uhlua [°]

obr. 5-10 Procentualni pokles soucinitelt tfeni.

5.2 Druha sada experimentl — tfeni a mazani chrupavky

Ukolem této kapitoly je zjistit, jakou roli hraji dil&i slozky synovialni kapaliny p¥i mazani a
tfeni kloubni chrupavky v kontextu optimalizace viskosuplementace. Proto zde byla
pouzita maziva PBS jakozto negativni kontrola vysledki, HA jakoZzto reprezentant
konvenéniho viskosuplementu, fosfolipidy + HA jakozto reprezentant optimalizovaného
viskosuplementu. Posledni mazivo byla modelova kapalina, coz je reprezentant latky, ktera
je ptitomna v kloubech pacientti s osteoartrozou. Vysledky téchto experimentl se nasledné
budou srovnavat s hodnotami tfeti sady experimenti, kde se bude zkoumat soucinitel tieni
viskosuplementi v realnych podminkach (pfi smichani s modelovou kapalinou).

Dalsi tukol této kapitoly bylo zjistit, jestli je (Casto pouzivané) sklo vhodné pro
biotribologické experimenty nebo jestli by sklo neSlo nahradit lepSim materidlem
(modelem), ktery se vice podoba chrupavce (naptiklad svou smacivosti).
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Piedchozi kapitola ukéazala, Ze smacivost povrchti hraje vyznamnou roli, pokud jsou
povrchy mazéany fosfolipidy + HA. V této kapitole se bude zkoumat role smacivosti
desticky pfi tfeni a mazani kloubni chrupavky pro maziva zminéna vysSe. Na zaklad¢
vysledku z kapitoly 5-1 byly vybrany dvé desticky. Jedna reprezentuje smacivy povrch a
druha povrch nesmacivy. Reprezentantem smacivého povrchu je slida. Zejména proto, Ze
v kapitole 5-1 se ukazalo, ze slida je z vybranych povrchii nejsmacivéjsi a nejvice snizila
soucinitel tfeni pii mazani fosfolipidy + HA oproti HA samotné a oproti PBS. Dale byla
slida pouzita, aby bylo mozno porovnavat vysledky méfeni se studiemi [25,26], kde slidu
pouzili. Jako druhy povrch bylo zvoleno sklo. Slouzilo jako reprezentant mén¢ smacivého
povrchu a bylo zvoleno také kvuli konfrontaci s literaturou, nebot’ fada studii, které se
zabyvaji tfenim chrupavky [16,19-23], pouziva také sklo.

Vysledky v této kapitole budou reprezentovany pomoci grafu zavislosti soucinitele tieni na
Case S vyznacenym rozptylem, viz obr. 5-11 (b). Tento bude zobrazovat stiedni chybu
priméru, ktera byla vysvétlena v kapitole 4-6. Tento graf bude slouzit hlavné pro
pozorovani, jak se soucinitel tfeni vyviji s ¢asem pro rizna maziva a povrchy.

Dalsi smérodatna hodnota, ktera byla prezentovana v této a piisti kapitole, byla kone¢na
hodnota soucinitele tieni, viz obr. 5-11 (c). Tento krabicovy graf vyznacuje smérodatnou
odchylku, aritmeticky prumér a druhy a tfeti kvartil statistického souboru. Tyto hodnoty
budou slouzit pro porovnavani hodnot soucinitele tieni.

Konecné hodnoty o)

a) soucinitele treni
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obr. 5-11 Interpretace vysledkl: (a) soucinitel tfeni v zavislosti na ¢ase; (b) statisticky zpracované souginitele
tfeni v zavislosti na ¢ase; (c) kone€né hodnoty soucinitele tfeni.
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5.2.1 Chrupavka — sklo

Prvni méfeni byla provedena na rozhrani chrupavka — sklo. Vysledky jsou zobrazeny na
obr. 5-12. Opakovatelnost méfeni byla zvolena 7, coz znamena, Ze je na grafu pomérné
velké mnozstvi dat, viz obr. 5-12 (a). Statisticky zpracovana data jsou zobrazena na
obr. 5-12 (b).

Hodnoty pfed prvni rehydrataci

V piipadé hodnot pied prvni rehydrataci ma nejvy$$i soucinitel tfeni mazivo PBS.
V prvnich 200 sekundach méfeni se hodnoty soucinitele tieni PBS a modelové kapaliny
shoduji, ale poslednich 100 sekund je soucinitel tieni PBS o néco vyssi. Hodnoty
soucinitele tfeni u Kkyseliny hyaluronové jsou celou dobu nizsi nez u PBS a u modelové
kapaliny. Kombinace fosfolipidt a kyseliny hyaluronové disponuje nejniz§im soucinitelem
tieni. Zde doslo v prvnich sekundach k poklesu soucinitele tfeni a pak se hodnota ustalila
na témet konstantni hodnoté.

Hodnoty po prvni rehydrataci

Situace po prvni rehydrataci je podobna. Nejvyssim soucinitelem tfeni disponuje PBS,
nasleduje modelova kapalina, kyselina hyaluronova a nejniz§im tfenim opét disponuje
kombinace kyseliny hyaluronové a fosfolipidi. Poc¢ate¢ni hodnoty vSech souciniteld tient
jsou 0 poznani vy$$i nez pocate¢ni hodnoty pied prvni rehydrataci. Kone¢né hodnoty
v piipad¢ kyseliny hyaluronové a PBS jsou vyss$i nez koneéné hodnoty pted prvni
rehydrataci. V piipadé modelové kapaliny je hodnota soulinitele tfeni téméf totozna
S hodnotou pied prvni rehydrataci. Kombinace fosfolipidi a HA ma nadile mirné

Cvwr

Hodnoty po druhé rehydrataci

Hodnoty a tvary soucinitelli tfeni jsou podobné jako po prvni rehydrataci. Pocate¢ni
hodnoty soucinitelli tfeni jsou téméf stejné jako Vv situaci po prvni rehydrataci. Kone¢na
hodnota soucinitele tfeni u PBS a kyseliny hyaluronové se opét zvysila oproti kone¢nym
hodnotdm po prvni rehydrataci. Hodnota soucinitele tfeni modelové kapaliny je pifiblizné
stejna jako po prvni rehydrataci. Soucinitel tfeni kombinace fosfolipidi a kyseliny

cvwvr
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obr. 5-12 Soucinitele tfeni v zavislosti na ¢ase: (a) jednotliva méfeni; (b) statisticky zpracovana data.

Hodnota soucinitele tfeni chrupavky mazané PBS a HA s piibyvajici rehydrataci stoupa,
kdeZzto v ptipad€ modelové kapaliny zlistava spi§ konstantni. Tento fakt Ize pfisoudit tomu,
ze v ptipadé HA a PBS dominuje spiSe intersticialni reZim mazani, kdezto u modelové
kapaliny se tvofi mezny film, ktery je zodpovédny za stabilngjsi hodnotu soucinitele tieni.
Nicméné u modelové kapaliny lze stale pozorovat logaritmicky prabeh soucinitele tieni.
Mize zde tedy vznikat jakdsi kombinace mezného mazéani (proteinovy mezny film

popsany ve studii [20]) a intersticialniho mazani.
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Na obr. 5-13 je zobrazen krabicovy graf kone¢nych souliniteld téeni véetné smérodatné
odchylky méteni, druhého a tietiho kvartilu statistického souboru vysledkt. Lze vidét, ze
nejvyssSim soucinitelem tfeni disponuje PBS a nejniz§im kombinace HA a fosfolipidi. O
néco vyssim soucinitelem tfeni, nez HA disponuje modelovéa kapalina. Je patrné, ze u
maziv, u kterych se predpoklada intersticidlni rezim mazani, je vyssi rozptyl vysledka
(PBS, HA, MK). V prisad¢ fosfolipidii je soucinitel tfeni nizky a ma maly rozptyl

vysledkt. To napovida tomu, Ze zde dominuje mezny rezim mazéni, ktery je velmi stabilni.
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obr. 5-13 Konecné soucinitele tfeni v konfiguraci chrupavka — sklo.
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5.2.2 Chrupavka — slida

Hodnoty pfed prvni rehydrataci

Obr. 5-14. znazornuje vysledky na rozhrani chrupavka — slida. V ptipadé souéinitele tieni
pted prvni rehydrataci ma nejvyssi tfeni kyselina hyaluronova, nasleduje PBS, modelova
kapalina a nejnizsi tfeni ma kombinace fosfolipidi a kyseliny hyaluronové. U prvnich tii
maziv dochazi zezacatku k pomérné nizkému tfeni, které velmi rychle roste. Po nékolika
okamzicich vSak dojde k ustaleni. To se tyka vSech maziv, krom¢ kombinace fosfolipida a
kyseliny hyaluronové. Tam dojde nejprve k mirnému poklesu soucinitele tfeni a pak
K ustaleni. Z toho lze usuzovat fakt, Ze trva nékolik okamziki, nez se mezny film

Z fosfolipidl na slidé ¢i chrupavce vytvoii.

Hodnoty po prvni rehydrataci

Soucinitele tfeni po prvni rehydrataci jsou velmi podobné tém pted prvni rehydrataci. Na
rozdil od skla je zde soucinitel tieni vysoky jiz v prvnich okamzicich méteni. V ptipadé
kyseliny hyaluronové a PBS dochazi k mirnému nartstu soulinitele tfeni, ktery se
postupné ustali. Kone¢nd hodnota soucinitele tfeni u PBS a kyseliny hyaluronové je
pfiblizné¢ stejna jako koneéna hodnota pied prvni rehydrataci. U modelové kapaliny
nedochazi zpoc¢atku K téméf Zadnému narastu soucinitele tieni. Naopak celou dobu dochazi
spiSe k mirnému poklesu. V ptipadé kyseliny hyaluronové a fosfolipidi dochazi také celou
dobu k mirnému nardstu soucinitele tfeni. Po druhé rehydrataci nastava totozna situace
jako po prvni rehydrataci.

Hodnoty po druhé rehydrataci

Po druh¢ rehydrataci nastava totozna situace jako po prvni rehydrataci. Soucinitel tfeni u
kyseliny hyaluronové a PBS opét zezafatku mirné roste a poté se ustali. V piipadé
modelové kapaliny soucinitel tfeni za¢ind na niZz§i hodnoté nez kone¢na hodnota po prvni
rehydrataci a celou dobu klesd. V piipadé fosfolipidli 1ze opét pozorovat mirny nartst

soucinitele tfeni po celou dobu.
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obr. 5-14 Soucinitele tfeni v zavislosti na ¢ase: (a) jednotliva méfeni; (b) statisticky zpracovana data.
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obr. 5-15 Konecné soucinitele tfeni v konfiguraci chrupavka — sklo.

Krabicovy graf na obr. 5-15 znazorfiuje kone¢né hodnoty souciniteli treni. Kyselina
hyaluronova disponuje vys$§im soucinitelem tfeni nez v ptipadé PBS. To je opac¢na situace
nez u skla. Modelova kapalina ma pomérné nizky soucinitel tfeni, ale stdle ma pomérné
vysoky rozptyl vysledkti. Kombinace fosfolipidl a kyseliny hyaluronové mé opét nejnizsi

L4

slidy jsou vyssi nez v pfipad¢ skla.

5.2.3 Srovnani soucinitelt tfeni pro rizné povrchy

V nasledujici kapitole bude diskutovano, jaky ma vliv material desticky na tfeni chrupavky

pfi mazani riznymi mazivy.
Mazani povrchi PBS

Na obr. 5-16 Ize pozorovat zavislost soucinitele tfeni chrupavky, ktera se tiela proti slid¢ a
sklu a byla mazana PBS. Je patrné, Ze u skla je soucinitel tfeni o poznani vyssi a prubéh
soucinitele tfeni je logaritmicky, coz napovida tomu, ze zde dominuje intersticialni rezim
mazani. Dale v ptfipad¢ skla lze pozorovat vyssi rozptyl vysledkii nez u slidy. Prabéh
soucinitele tfeni slidy ma tendenci byt spiSe konstantni. To znamena, Ze sklo maZze 1épe

prvnich nékolik vtefin, neZ odtece intersticialni mazivo.

Rozdily ve velikosti a tvaru soucinitele tfeni lze vysvétlit tim, Ze slida je velmi pordzni a je
schopna do sebe ,,nasat™ jist¢ mnozstvi vody. Tim zde do jisté miry nastava intersticialni

mazani 1 ze strany slidy.
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obr. 5-16 Prdbéh soucinitelld tfeni pro mazani PBS.

Mazani povrchu kyselinou hyaluronovou

Na obr. 5-17 jsou zobrazeny vysledky pii mazani chrupavky kyselinou hyaluronovou.
V piipad¢ skla zde opét nastava logaritmicky pribéh soulinitell tfeni a Vv pripade slidy
spiSe konstantni az klesajici hodnota soucinitele tfeni. U skla Ize pozorovat logaritmicky
pribéh soulinitele tfeni a s pfibyvajici rehydrataci nartst soucinitele tfeni, kdezto u slidy

S ptibyvajici rehydrataci soucinitel tfeni spiSe klesa.

Lze tedy usuzovat, Ze u skla opét dominuje intersticidlni mazani, kdezto u slidy mtze byt
dominantnéj$i mezny rezim mazani. To mlze byt zplisobeno bud’ vyssi smacivosti slidy,
nebo tim Ze slida je porézni. Dlouhé fetézce kyseliny hyaluronové se tedy snadnéji zachyti
do pordzni slidy nez do skla a dojde k meznému rezimu mazani, ktery popisuje reference
[12]. Tedy Ze jsou v kontaktu fetézce kyseliny hyaluronové a jeji ,.klubkova‘® struktura je
,rozplétana®. V ptipadé skla k tomuto fenoménu nedochazi, nebot’ je o dost hladsi, na sklo
se nezachytavaji fetézce HA, a proto zde spise miize dominovat intersticialni mazani.
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obr. 5-17 Pribéh soucinitelll tfeni pro mazani kyselinou hyaluronovou.

Mazani povrchi modelovou kapalinou

Na obr. 5-18 jsou zobrazeny dva povrchy mazané modelovou kapalinou. Opét u skla
dochazi k logaritmickému pribchu soulinitele tfeni, v piipadé slidy ke konstantnimu.
V piipad¢ slidy dochazi k poklesu soudinitele tfeni s asem a k o poznani niz§im hodnotam
soucinitele tfeni. Lze si téz vSimnout, Ze i po kazdé rehydrataci dojde k poklesu
pocateniho soucinitele tieni oproti kone¢né hodnoté pted rehydrataci. Toto chovani Ize
vysvétlit tim, Ze se na slidé formuje relativné stabilni mezny film. Diky tomu, Ze se po
kazdé rehydrataci soucinitel tfeni snizi, 1ze usuzovat, ze se mezny film formuje, kdyz je
chrupavka a slida v klidu. Logaritmicky pribéh soucinitele tfeni u skla implikuje opét

intersticidlni mazani i v pfipad€ mazani modelovou kapalinou.
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obr. 5-18 Prabéh soucinitell tfeni pro mazani modelovou kapalinou.
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Mazani povrchu fosfolipidy s kyselinou hyaluronovou

Na obr. 5-19 jsou zobrazeny dva povrchy mazané dvojici fosfolipidi a kyseliny
hyaluronové. Soucinitele tfeni jsou podstatné nizsi nez v piipadé zbylych tii maziv (pro
oba povrchy 0,02—0,04). Pro oba povrchy lze pozorovat rostouci trend soucinitele tfeni bez
rozdilu povrchu. Nejednd se vSak o logaritmicky nariist, ale spiSe o linearni narust.

Vysledky se od sebe moc nelisi.
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obr. 5-19 Pribéh souginitelll tfeni pro mazani fosfolipidy s kyselinou hyaluronovou.

5.3 Treti sada experimentl — srovnani viskosuplementu

V treti sadé méteni se zkoumal piinos viskosuplementace na bazi kyseliny hyaluronové
v kombinaci s fosfolipidy. Aby bylo mozno porovnat piinos viskosuplementace, museji se
experimenty provadét v podminkach, které jsou v lidském téle. Viskosuplement se tedy
musi smichat s modelovou synovialni kapalinou, tak aby pomér viskosuplementu ku
synovialni kapaliné odpovidal situaci, kdy se do lidského kloubu tento ptipravek vpravi.
Byly tedy provedeny dva experimenty. V jednom byla kyselina hyaluronova (zastupce
konven¢niho viskosuplementu) smichdna v poméru 1 : 1 s modelovou kapalinou. Druhé
mazivo byla kombinace fosfolipidi a kyseliny hyaluronové (reprezentant nového
viskosuplementu) v poméru 1 : 1 opét s modelovou kapalinou. Jako desti¢ka pro méteni
byla zvolena slida, nebot’ je lepsi model chrupavky. Zejména diky jeji drsnosti, porozité a
smacivosti (podrobnéji diskutovano v kapitole 6.2.2)
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Na grafu 5-20 jsou zobrazeny zavislosti soucinitelti tfeni na ¢ase pro zminéné dvé situace.
Déle je zde zobrazena i modelova kapalina a smés fosfolipidi a kyseliny hyaluronové.
Tyto hodnoty jsou zobrazeny pro pozorovani, jak se souCinitel tfeni méni pfi smichani
téchto slozek.

V piipad¢ vSech tfi maziv, ktera obsahuji modelovou kapalinu, dochazi k poklesu
soucinitele tfeni s casem. V piipadé modelové kapaliny samotné a modelové kapaliny
s kyselinou dojde nejprve k mirnému nariistu soucinitele tfeni, kterd se po cca prvnich
dvou minutach ustali. Dale lze u obou maziv pozorovat pokles soucinitele tieni
s piibyvajici rehydrataci. Tento fakt lze pfisuzovat vySe zminénému fenoménu tvorby
mezného proteinového filmu modelové kapaliny. Nicméné piidanim kyseliny hyaluronové
do roztoku modelové kapaliny muze dojit k naruseni mechanismu tvorby proteinového
filmu, a proto se soucinitel tfeni po ptidani HA zvysil oproti samotné modelové kapaling.
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obr. 5-20 Srovnani viskosuplementu: (a) jednotliva méfeni; (b) statisticky zpracovana data.
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Obdobna situace nastava u modelové kapaliny s fosfolipidy a HA. Soucinitel tieni ma
tendenci prvnich nékolik sekund stoupat, ale po cca minuté zacina klesat. Je zde zachovan
pokles soucinitele tieni po kazdé rehydrataci. Na rozdil od ptfedchozich dvou maziv
dochazi k poklesu soucinitele tfeni nejen po dil¢i rehydrataci, ale vyznamné i v prubéhu
mazéani. To miZe byt zptisobeno tim, Ze zezacatku neni formovan zddny mezny film, nebot’
proteinovy mezny film vznikd az po n&jaké dobé. Postupem cCasu vsak dojde
k vyznamnému poklesu soucinitele tieni az na hodnoty okolo 0,03, coz jsou stejné hodnoty
soucinitele tfeni jako pro fosfolipidy a kyselinu hyaluronovou, viz obr. 5-21. Z toho Ize
usuzovat, Zze kombinace modelové kapaliny s fosfolipidy a HA tvofi mezny film az po jisté
dobé. Ztéchto vysledkti lze usuzovat, ze i pii smichani nového viskosuplementu
(fosfolipidy + HA) s modelovou kapalinou dojde k nizkym hodnotam soucinitele tfeni.

Tyto vysledky jednozna¢né poukazuji na funk¢énost a mozny potencial tohoto ptipravku
jakozto budouciho viskosuplementu.
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obr. 5-21 Krabicovy graf — srovnani viskosuplementu.
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6 DISKUSE

Diplomova prace se zabyvala tfenim a mazanim kloubni chrupavky v kontextu vyvoje
nové viskosuplementace na bazi kombinace kyseliny hyaluronové a fosfolipidt. Pracovni
hypotéza byla takova, ze kombinace fosfolipidi a kyseliny hyaluronové bude generovat
mimofadné nizky soucinitel tfeni diky hydratatnimu rezimu mazani a cela diplomova
prace se snazila odpovédét na védeckou otazku: ,Jaky vliv ma kyselina hyaluronova
v kombinaci s fosfolipidy na mazani a tfeni kloubni chrupavky?*

6.1 Vliv smacivosti povrchi na mazani modelovych tkani

Ukolem této kapitoly bylo zjistit, jestli mechanismus hydrataéniho rezimu mazani funguje i
v makrométitku. Hydratacni rezim mazani byl totiz doposud méfen pouze v mikroméfitku

na zafizeni ,,surface force balance* pfi normdlovych zatiZzenich fddové v jednotkach puN
[25,26].

Hydratacni rezim mazani (a tedy i1 nizké tfeni) by mélo byt dominantngjsi v ptipadé€, ze
jsou povrchy smacivé. To zejména kvuli tomu, Ze smacivé povrchy na sebe daleko 1épe
vazou molekuly vody. A jak bylo zminéno nékolikrat vyse, hydrataéni mazani znamena
vymény molekul vody mezi fosfolipidy pomoci difuze, coz je doprovazeno nizkym tienim.
Jestlize hydrata¢ni mazani funguje i v makrométitku, mély by byt soucinitele tfeni ve pfi
mazani HA+PS niz$i ve smacivém rozhrani.

Experimenty byly provedeny na ¢tyfech rizné smacivych rozhranich. Vysledkem této sady
méteni bylo, Ze procentudlni pokles soucinitele tfeni pfi mazéani fosfolipidy + HA oproti
HA samotné a oproti PBS byl vyssi v ptipadé¢ smacivejsSich dvojic. Jinymi slovy, ¢im
smacivejsi bylo rozhrani, tim vice se snizilo tfeni pii mazani HA + PS. Z toho tedy lze fict,

Ze tato kapitola potvrdila Ze hydratacni reZim mazani doopravdy funguje 1 v makroméfitku.

6.2 Vliv smacivosti na tfeni a mazani kloubni chrupavky

V druhé sad¢ experimentti byly vybrany dva povrchy na zakladé prvni sady experimentt:
slida a sklo, a zkoumal se vliv smacivosti povrchi na tfeni a mazani kloubni chrupavky pro
ruzné slozky synovialni kapaliny. Hlavnim tkolem této kapitoly bylo nalézt lepsi model
chrupavky misto hojné€ pouzivaného skla.
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6.2.1 Tfeni a mazani chrupavky vuci sklu

Pii méfeni soucinitele tfeni v konfiguraci chrupavka — sklo dochéazelo k logaritmickému
prubéhu tfeni u maziv PBS, HA a modelové kapaliny. Globaln¢ nejvyssi tfeni bylo
pozorovano v piipadé mazani PBS. Vzhledem k logaritmickému prib&hu soucinitele tfeni
se predpokladd intersticialni rezim mazani. Nejvyssi soucinitel tfeni v ptipadé¢ PBS tedy
muize byt zplsoben (relativné) nizkou viskozitou. Tim, Ze je kapalina malo viskozni,
vyvozuje maly odpor vuci prutoku v kolagenové matrici. Tim dojde k rychlejSimu odtoku
intersticialni kapaliny, ktera pfenasi zatizeni, a dojde K rychlejsimu nartstu souéinitele
tteni, nez je tomu napiiklad u kyseliny hyaluronové. Dalsi véc, kterd byla u PBS
pozorovana, je, ze po prvni i po druhé rehydrataci soucinitel tfeni vzrostl. Jak pocatecni
hodnota, tak konec¢nd. To mize byt zpiisobeno tim, Ze je postupem Casu vice poskozena,
kolagenova vlakna jsou rozvinéna, a to vede ke zvyseni soucinitele tfeni. Druha moznost,
pro¢ k tomuto nartstu soucinitele tfeni dochazi, je, Ze nebyla zvolena dostatecné dlouha
doba pro rehydrataci chrupavky, a tedy se do ni nestailo vratit prislusné mnozstvi
intersticidlni kapaliny. Namétena hodnota soucinitele tfeni pro PBS pted prvni rehydrataci
byla 0,146 + 0,037, po prvni rehydrataci 0,172 £ 0,032 a po druhé rehydrataci 0,2 = 0,035.
Hodnoty souéinitelt tfeni se shoduji s literaturou [37], kde se soucinitele tieni pohybovaly
mezi 0,16-0,18. V ptipad¢ této studie nedochazelo K naristu soucinitele tfeni mezi dil¢imi
rehydratacemi. Autofi vSak provadéli rehydrataci podobu péti minut, kdezto v této praci
byla rehydratace zvolena pouze jednu minutu. Tudiz nartst soucinitele tfeni mezi dil¢imi
rehydratacemi v této praci je nejspiSe zpisoben nedostatetnou dobou rehydratace. Ve
studii [19] bylo rovnéz pouZito PBS jako mazivo chrupavky, kterd se trela proti sklu.
Autofi provadéli méteni podobu jedné hodiny, kde byl soucinitel tfeni 0,214. Nicméné
Vv krat§im Casovém horizontu se soucinitele tfeni shodovaly, a to i pfesto, ze pouzili
rychlost 1 mm/s (oproti 10 mm/s v této studii) a zatizeni 10 N (oproti 5 N v této studii). Ve
studii [18] se opét tiela chrupavka vici sklu, ale bylo pouzito zatizeni 5 N a rychlost 60
mm/s. Soucinitele tieni se opet ramcove shodovaly s vysledky této prace.

Naméfena hodnota soudinitele tfeni pro mazani HA pied prvni rehydrataci byla
0,098 + 0,032, po prvni rehydrataci 0,11 + 0,029 a po druhé rehydrataci 0,127 + 0,027. Je
zde mozno pozorovat podobné trendy ristu souciniteld tfeni po kazdé rehydrataci jako
v piipadé¢ PBS. Nicméné hodnoty soulinitele tfeni jsou o poznani niz8§i. To mlZe byt
zpusobeno vyssi viskozitou kyseliny hyaluronové. S vyssi viskozitou klade kapalina vyssi
odpor pfi protékani matrici. Tim padem je intersticialni mazani o poznani efektivnéjsi.
Hodnoty soucinitele tieni pro mazani HA v této praci se shoduji s vysledky z prace [22].
V této studii autofi (mimo jiné) tieli chrupavku vuci sklu a mazali ji HA s molekulovou
hmotnosti 920 kDa o koncentraci 5 mg/ml. Pouzili zatizeni 9,8 N a rychlost 20 mm/s. |
pfes tyto rozdilné podminky experimenti si jsou soucinitele tfeni velmi podobné. Konecné
souCinitele tfeni po tfech minutich byly okolo hodnoty 0,11, coz ramcové odpovida
vysledkim této studie.
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Dal$im mazivem v této sadé méfeni byla modelova kapalina. Naméfena hodnota
soucinitele tieni pred prvni rehydrataci byla 0,133 £+ 0,028, po prvni rehydrataci 0,139 +
0,028 a po druhé rehydrataci 0,147 + 0,04. Modelova kapalina ma nizsi soucinitel tfeni
oproti PBS, ale vyssi oproti mazani HA. Z tohoto poznatku lze usuzovat, ze HA je
v ptipad¢ skla lepsi mazivo nez modelova kapalina. Jako v piedchozich méfenich lze
pozorovat zvySeni soucinitele tfeni po kazdé rehydrataci. Nicmén¢ tento narist soucinitele
treni neni tak vysoky jako v ptfipadé HA nebo PBS. Z toho Ize usuzovat, ze zde panuje
jakasi kombinace intersticidlniho rezimu mazani (kvili logaritmickému prabéhu
soucCinitele tfeni) a mezného mazani (diky mens$im narastim). Krom toho i literatura
piipousti tvorbu mezného filmu z proteinti [20,22]. Tyto vysledky jsou pomérn¢ unikatni,
nebot v zadné studii o biotribologii kloubni chrupavky doposud nebylo pouzito
odpovidajici slozeni modelové kapaliny, kterd respektuje realné slozeni synovialni
kapaliny v lidském téle. Nicméné existuji studie, které pouzivaji mazivo, jez piipomina
modelovou kapalinu ze studie [7], kterd byla pouzita v této praci. Ve studii [22] byl jako
mazivo pouzit roztok, kde bylo 14 mg/ml albuminu, 7 mg/ml y-globulinu, 5 mg/ml
kyseliny hyaluronové a 0,1 mg/ml fosfolipidi. To je sloZeni, které se pomérné 1i$8i od
modelové kapaliny pouzité v této studii. Obzvlast’ se lisi koncentrace kyseliny hyaluronové
a fosfolipidii. Vysledky jejich souciniteld tfeni byly okolo 0,03, coz neodpovidd hodnotdm
Vv této studii. Divodem muze byt, ze méfeni provadéli pti pokojové teploté, nikoli pfi
37 °C. Méli i jiné slozeni modelové kapaliny, pouzili zatizeni 9,8 N a rychlost 20 mm/s.

Poslednim mazivem v této sadé experimentii byla kombinace fosfolipidi s kyselinou
hyaluronovou. Namétena hodnota soucinitele tieni pted prvni rehydrataci byla 0,023 +
0,06, po prvni rehydrataci 0,028 = 0,005 a po druhé rehydrataci 0,033 + 0,005. Na rozdil
od predchozich maziv zde nedochazi k logaritmickému narustu soucinitele tieni, ale spise
K linearnimu. To, Ze zde nenastava logaritmicky prib&h soucinitele tfeni, napovida tomu,
Ze zde nenastava intersticidlni mazani, ale spiSe mezné. Hodnoty soucinitele tfeni se fadové
shoduji se studii [27], kde autofi naméfili soucinitel tieni okolo 0,025, kdyz byla Slacha
mazana kombinaci fosfolipidi a kyseliny hyaluronové. A to i pfesto, ze autofi pouzili
podstatné niZsi zatiZzeni (0,4 N) a niz$i rychlosti.

6.2.2 Treni a mazani chrupavky vuci slidé

Kontakt slida — chrupavka byl opét mazan vyse zminénymi Ctyfmi mazivy. Lze globalné
pozorovat niz§i soucinitele tfeni nez v ptipad¢ skla. Déle je zde moZno pozorovat spise

konstantni prib&hy soucinitelil tfeni neZ logaritmické.
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Nameétena hodnota soucinitele tieni pro PBS pied prvni rehydrataci byla 0,104 + 0,016, po
prvni rehydrataci 0,103 = 0,015 a po druhé rehydrataci 0,104 + 0,017. Lze pozorovat
pomérné stabilni hodnotu soucinitele tfeni oproti mazani skla. Vzhledem k tomu, Ze slida
je hruba (Ra 9,4, Rz 108,8, viz obr. 6-1), mize v ni dochazet k uritému intersticialnimu
mazani nejen ze strany chrupavky, ale i ze strany slidy, nebot’ lokalni prohlubné mohou
predstavovat malé rezervoary s mazivem, které napomahaji mazani v piipadé PBS. Tim lze

vysvétlit nejen nizsi soucinitel tieni, ale 1 konstantni prib¢h tieni (oproti logaritmickému).

b)

<90 um

obr. 6-1 Struktura povrchu slidy: (a) pohled shora; (b) izometricky pohled; (c) pohled zboku.

To samé plati i pro mazani HA, kde jsou soucinitele tfeni pted prvni rehydrataci 0,121 +
0,016, po prvni rehydrataci 0,12 + 0,013 a po druhé rehydrataci 0,117 = 0,015. Hodnoty
soucinitele tfeni jsou opét spiSe konstantni. Oproti PBS je soucinitel tfeni pfi mazani HA o
néco vetsi, coz mize byt zptisobeno mechanismem zminénym v referenci [12]: ve slid¢€ se
zachytavaji klubka fetézcti kyseliny hyaluronové, ktera se reciproénim pohybem
,fozmotavaji“, coz vede k vy$§imu tfeni [13]. Hodnoty soucinitele tieni pii mazani slidy
kyselinou hyaluronovou jsou o poznani niz$i nez v referenci [25]. Tam byl soucinitel tfeni
dvou plati slidy, které byly mazany HA, namétfen 0,3. Tato hodnota nicméné méfila
nanomolekularni interakce fetézci kyseliny hyaluronové a vibec zde nebyly zohlednény
reologické podminky, které nastavaji v chrupavce.

Soucinitel tfeni pro mazani chrupavky a slidy modelovou kapalinou byl pted prvni
rehydrataci 0,062 = 0,017, po prvni rehydrataci 0,056 + 0,016 a po druhé rehydrataci
0,049 + 0,014. Soucinitel tfeni je opét podstatné niz8i nez u skla. Dale ma soucinitel tfeni
tendenci s ¢asem klesat, coz mtze byt zpiisobeno tim, ze trva n¢jakou dobu, nez se utvori
stabilni mezny film na povrsich, podobné jako to je ve studii [36] Vv pfipadé¢ modelu
umélého kycelniho kloubu nebo v ptipadé studie [20] pfi tvorbé mezného filmu na
chrupavce.
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V piipadé kombinace fosfolipidii a kyseliny hyaluronové, soucinitele tfeni pred prvni
rehydrataci byly 0,023 £ 0,05, po prvni rehydrataci 0,026 + 0,003 a po druhé rehydrataci
0,03 £ 0,002. Namétené soucinitele jsou o néco nizsi nez v piipadé skla pro stejné mazivo.
A to i pfes to ze slida je o poznani drsnéjsi nez opticky vyhlazené sklo, a tfeni by mélo byt
vy$s$i, nebot’ kdyZ je poddajny material v kontaktu s tvrd$im a hrubim materialem, obvykle
dochazi k vysSimu tfeni.

Vysledky této kapitoly odpovidaji na védeckou otazku: ,Jaky vliv ma kyselina
hyaluronova v kombinaci s fosfolipidy na mazani a tfeni kloubni chrupavky?* Na zakladé
méieni je zjevné, Ze kombinace kyseliny hyaluronové a fosfolipidl hraje klicovou roli pfi
mazani a tfeni kloubni chrupavky vzhledem k tomu, Ze z porovnavanych maziv méla vzdy
nejnizsi soucinitel tieni. Tim se i1 potvrdila pracovni hypotéza: ,Kyselina hyaluronova
spolu s fosfolipidy budou generovat mimotadné nizky soucinitel tfeni diky hydrata¢nimu
rezimu mazani.“ Tento hydratacni rezim mazani je zobrazen na obr. 6-2. Na kolagenovou
matrici a proteoglykany je navazana kyselina hyaluronova, na kterou se navazou
fosfolipidy. Fosfolipidy se navazou na HA bud’ jako jednovrstva (hydrofobni cast
fosfolipidu se navaze na hydrofobni ¢ast kyseliny hyaluronové), nebo jako dvojvrstva
(hydrofilni ¢ast fosfolipidu se navaze na negativné nabité polymerni fetézce kyseliny
hyaluronové), nebo kombinace obojiho [32]. Vzdy jsou Vv kontaktu hlavy fosfolipidd, které
diky své molekularni podstat¢ generuji tzv. ,hydratation shell“ (v cestiné se nékdy
pieklada jako solvata¢ni obal). Tento obal je vrstva molekul vody, které jsou navazany na
pozitivné nabité molekuly (v tomto pfipad¢ pozitivné nabita hlava fosfolipidu). V ptipadé
vzéjemného pohybu hlav fosfolipidu (tedy celého kloubu) dochazi k difuzi molekul vody,
coz doprovazi mimotadné nizké treni.

Kyselina
hyaluronova

Difuze Solvataéni Kolagenova
molekul vody obélka matrice Proteoglycan 4 (Lubricin) Chondrocyty

obr. 6-2 Hydrata¢ni mazani chrupavky — nakresleno na zakladé schématu z reference [32] — strana 251.
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Obr. 6-3 znazornuje hydratacni rezim mazani v pfipadé experimenti na rozhrani
chrupavka — slida a chrupavka — sklo. Z tohoto obrazku je patrné, pro¢ je slida dobry
model chrupavky. Je smacivéjsi, tim padem se na ni vazou molekuly vody podobné jako na
chrupavku. Ovsem na chrupavce se molekuly vody navazuji na hlavu fosfolipidu, kdezto
Vv pfipadé slidy se voda vaze piimo na jeji povrch. Nicméné¢ to nebrani hydratacnimu
mazani. Sklo je oproti slidé méné smacivé, a tedy molekuly vody jsou mén¢ ptitahovany
k povrchu. To vede km tomu, ze je v kontaktu méné¢ vody a méné prostoru pro jeji difuzi
(ktera generuje nizké tieni).

Rozhrani chrupavka — slida generovala stejné nizké soucinitele tfeni jako rozhrani
chrupavka — sklo v ptipadé¢ mazani kyselinou hyaluronovou s fosfolipidy. A to i pies to, Ze
je daleko hrubsi nez opticky vyhlazené sklo. Kdyz se totiz tie poddajny povrch oproti
tvrd$imu hrubému (chrupavka — slida v pfipadé této studie) generuje to vyssi tieni, nez
kdyz je poddajny material v kontaktu s hladkym [43]. Na zakladé tohoto 1ze usuzovat, ze
za takto nizké tfeni v kontaktu je zodpovédné pravé hydratacni mazani, nebot’ smacivejsi
slida ve své blizkosti drzi vice vody nez sklo, a proto ma stejné nizké téeni jako sklo i pies
to ze ma podstatné vySsi drsnost povrchu. Z toho Ize usuzovat, ze se potvrdila pracovni

hypotéza, ktera tikd, Ze za nizké tfeni v kloubech je zodpovédny hydratacni reZim mazani.

Slida

Slida
-_1'1\'7.::::' T I AT T
oot ssbetel o,

W aa® G B @5
R *H\r

Sklo
~ __Sklo

[< o /] ()]
- S
@ o B @B NOEH

obr. 6-3 Hydrata¢ni mazani modell — nakresleno na zakladé schématu z reference [32] — strana 251.
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6.3 Srovnani viskosuplementu

Pracovni hypotéza, Ze kyselina hyaluronova spolu s fosfolipidy, bude generovat nizké tfeni
v chrupavce diky hydrata¢nimu mazani, se potvrdila a na zakladé tohoto potvrzeni byl
testovan viskosuplement pravé na bézi kyseliny hyaluronové a fosfolipidi. Tato
kombinace méla o pozndni niz$i soucinitel tfeni, nez je tomu v piipadé modelové kapaliny
nebo samotné kyseliny hyaluronové (jakozto ptedstavitele konvencni viskosuplementace).
Aby bylo mozno porovnat piinos takovéhoto viskosuplementu, byla pouzita dvé maziva:
modelova kapalina + kyselina hyaluronova (reprezentant konvekéniho viskosuplementu
vpraveného do kloubu) a modelova kapalina + HA + fosfolipidy (reprezentant nového
viskosuplementu vpraveného do kloubu). M¢feni ukazala, ze pfidanim kyseliny
hyaluronové do modelové kapaliny se soucinitel tfeni spiSe zvysi oproti modelové kapaling
samotné, kdezto pii piidani HA + fosfolipidy do modelové kapaliny se soucinitel tfeni
snizi oproti modelové kapaliné samotné. To tedy vede Kkzavéru, ze takovyto
viskosuplement by byl pfinosny. Tim, Zze se kombinace HA a fosfolipidi pifida do

modelové kapaliny a sniZi se tfeni, se opét potvrzuje pracovni hypotéza.

Pro implementaci takovéhoto viskosuplementu je Zadouci védét, jaky rezim mazani
dominuje v ptipadé tohoto maziva. U modelové kapaliny se pfedpoklada proteinovy mezny
film dle referenci [20,22,37]. Kdezto v pfipad€ kyseliny hyaluronové se ptredpoklada
intersticidlni rezim mazani. V piipadé kombinace HA a fosfolipidi se pfedpokladd mezny
film z fosfolipidti, ktery generuje hydrataéni mazani, jak vysvétluje reference [25].
V ptipadé¢ smichani modelové kapaliny a kyseliny hyaluronové dojde ke zvySeni
soucinitele tfeni oproti modelové kapaliné. To milZe napovidat tomu, Ze modelova
kapalina negeneruje tak stabilni proteinovy mezny film, ale za¢ne zde byt vyznamnéjsi
intersticialni mazani, a to generuje vyssi tieni. To ovSem samo o sob& nemusi znamenat, ze
je viskosuplement méné ucinny, nebot’ jak udava reference [13], vyssi soucinitel tfeni

nemusi nutn¢ znamenat vyssi opotiebeni chrupavky.

V piipadé smichani modelové kapaliny s kyselinou hyaluronovou a fosfolipidy dochazi
k vyznamnému snizeni soucinitele tieni oproti modelové kapaling. To napovida tomu, Ze
zde dominuje spise hydratacni rezim mazani. To mize vést k tomu, Ze zde proteinovy film
s fosfolipidovym tvofi jakousi synergickou dvojici. Mohla nastat situace, Ze se na slidé
formoval mezny proteinovy film s horni vrstvou hydrofilniho albuminu, podobn¢ jak je
popsano v referenci [20]. Tato hydrofilni vrstva je pak v pfimém kontaktu s chrupavkou,
na které je fosfolipidova vrstva dle reference [32]. Tyto dvé hydrofilni makromolekuly
(protein albumin a fosfolipid) jsou v pfimém kontaktu a mohou si vyménovat molekuly
vody pomoci difuze, coz vede k nizkému tieni. Nebo je mozné, Ze proteinovy film zde
hraje pouze minoritni roli a nastava zde pouze hydrata¢ni mazani.
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Na zaklad¢ vysledkt této prace lze usuzovat, Ze viskosuplementace na bazi HA zvysSuje
soucinitel tfeni a generuje spise intersticialni rezim mazani. Nicmén¢ to neznamena, ze by
byl tento viskosuplement nepouzitelny. Jevi se v8ak vhodny spiSe pro mladé sportovce
s lokéalnim poskozenim chrupavky. Tito jedinci maji jesté zdravou a tlustou chrupavku, ve
které je prostor pro intersticidlni mazani. To vede ke snizeni bolesti a opotfebeni [12].
Nutno zminit, ze V této zavérecné praci byla pouzita kyselina hyaluronova s molekulovou
hmotnosti 2200 kDa (coz je podobna molekulova hmotnost viskosuplementu GENVISC
GOLD). Vyznamny vliv na funk¢nost téchto viskosuplementii ma i molekulova hmotnost
[38], ktera nebyla v této studii brana v potaz.

Kombinace HA a fosfolipidi vyznamné snizuje soucinitel tfeni i pii smichani se synovialni
tekutinou. Z toho lze usuzovat, ze tento viskosuplement by byl vhodny pro pacienty
S osteoartrozou V pokrocilém stadiu, ktefi maji vyznamny ubytek chrupavky. V takto
poskozené chrupavce by samotna kyselina hyaluronovd neméla velky vyznam, nebot’ by
kapalina neméla kam proudit, a tedy by nenastavalo tak vyznamné intersticialni mazani.
Nicméné pro tyto pacienty by byl vhodny pravé tento viskosuplement, nebot” generuje
velmi stabilni mezny film, ktery nejen sniZzuje tfeni, ale i chrupavku chrani pted
poskozenim. Takovyto viskosuplement je schopny generovat nizké soucinitele tfeni 1 pro
kontaktni tlaky az 20 MPa [26], coz je dle autort studie [32] tlak v lidskych kloubech pii
chiizi.
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7 ZAVER

Tato prace se zabyvala experimentalni studii vyvoje soucinitele tieni chrupavky na
tribometru v konfiguraci pin-on-plate. Prace se d¢lila na tfi etapy. V prvni etapé se
zkoumal vliv smacivosti povrchii pii mazani povrchii kyselinou hyaluronovou a
fosfolipidy. V druhé etapé se zkoumal souéinitel tfeni chrupavky vici smacivéjsi slidé a
méné smacivému sklu pii mazéani PBS, kyselinou hyaluronovou, kombinaci kyseliny
hyaluronové a fosfolipidii a modelovou synovialni kapalinou. Ve tfeti etapé se porovnavaly
soucinitele tfeni konvencni viskosuplementace a optimalizované viskosuplementace na
bazi kyseliny hyaluronové a fosfolipidi.

Z provedenych experimentl vyplyva:

e Smacivost povrchil ma vyznamny vliv na soucinitel téeni pii mazani fosfolipidu a
kyseliny hyaluronové. Vyss$i smacivost povrchil vyvozuje nizsi tieni, kvuli
hydrata¢nimu mazani.

e V kontaktu chrupavka — sklo pfi pouziti maziv PBS, kyselina hyaluronova a
modelova kapalina nastava logaritmicky prubéh soucinitele tfeni, z ¢ehoz plyne, ze
zde dominuje intersticialni rezim mazani. V pfipadé¢ mazani kombinaci fosfolipida
a kyseliny hyaluronové je soucinitel tfeni nejnizS$i a nastava jen mirny linearni
nariist soucinitele tieni, z ¢ehoz plyne, ze zde prevlada hydratacni rezim mazani.

e Vkontaktu chrupavka — slida pii pouziti maziv PBS, kyselina hyaluronova,
kyselina hyaluronova + fosfolipidy a modelova kapalina nastava spise konstantni
prubéh soucinitele treni, z ¢ehoz plyne, Ze zde dominuje mezné mazani. V ptipadé
mazani kombinaci fosfolipidi a kyseliny hyaluronové je soucinitel tfeni nejnizsi
diky hydratacnimu mazani.

e Pii smichani HA se synovialni kapalinou (situace pii aplikaci konvenc¢ni
viskosuplementace) doslo ke zvySeni soucinitele tieni oproti synovialni kapaling.

e Pii smichani HA a fosfolipidi se synovialni kapalinou (situace pii aplikaci nového
viskosuplementu) doslo ke snizeni sou¢initele tfeni oproti synovialni kapaling.

Vyse zminéné poznatky poukazuji na to, Zze viskosuplementace na bazi fosfolipidi a
kyseliny hyaluronové je daleko efektivnéjsi nez konvencni viskosuplementace na bazi
kyseliny hyaluronové. Jedna se pouze o prvni praci svého druhu na téma optimalizace
viskosuplementii pomoci fosfolipidt. V pfistich navazujicich studiich by mélo vyznam
zabyvat se vlivem druhu fosfolipidu nebo molekularni hmotnost kyseliny hyaluronové. Do
lipozomu by tedy mohla byt vpravovana kyselina hyaluronové s riiznou molekulovou
hmotnosti. Tyto vysledky by vbudoucnu mohly byt srovnavany i svétsi skalou
viskosuplementtl s rozdilnou molekulovou hmotnosti a viskozitou. V neposledni fad¢ by
stalo za zvazeni pouzit avidin-biotinovy komplex, kdy se kyselina hyaluronova navaze na
povrch desticky, coz by vedlo k jesté realn€jsimu modelu kontaktu chrupavka-chrupavka.
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9 SEZNAM POUZITYCH ZKRATEK, SYMBOLU A
VELICIN

a plocha kontaktu

DMPC dimyristoyl-sn-glycero-3 fosfatidylcholin
DN dopamin

DPPC dipalmitoyl phosphatidylcholine

Fn normalové zatizeni

HA kyselina hyaluronova

HSPC hydrogenated soy fosfatidylcholin

MCA migra¢ni kontaktni oblast

N pocet prvku statistického souboru

PBS fosfatovy pufr

PEEK polyether ether ketone

PMMA polymethylmethakrylat

POPC 1-palmitoyl-2-oleoyl-sn-glycero-3- fosfatidylcholin
PS fosfolipidy

S Sommerfeldovo ¢islo

SCA stacionarni kontaktni oblost

SD smérodatna odchylka

SEM standardni chyba

SUV mal4 jednopolérni vezikula

UHMWPE ultra high molecular weight polyethylene
\Y rychlost

n dynamicka viskozita
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