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ABSTRAKT

Tato diplomové prace se zabyva experimentalni analyzou mazéni totilni endoprotézy
kycle s vyuzitim fluorescenéni mikroskopie, pficemz se jednd o vlibec prvni praci
zam¢fenou na takzvané mékké kloubni pary. Experimenty byly provedeny na
simulatoru kycelniho kloubu, ktery byl upraven a odladén pro ucely fluorescencni
mikroskopie. Cilem bylo stanovit vliv jednotlivych sloZek synovidlni tekutiny na
proces mazani. Pro tyto ucely byly navrhnuty rozdilné modelové kapaliny, které
reprezentovaly sloZenim, obsahem proteinti a ostatnimi slozkami lidskou synovidlni
kapalinu. Experimenty byly roz¢lenény na experimenty sledujici vliv proteinu
albuminu, vy-globulinu a kyseliny hyaluronové pii procesu mazani. Dale byly
experimenty roz¢lenény podle zpisobu zatéZze do dvou kategorii na experimenty
probihajici pti dynamickém zatiZeni (reprezentujici chlizi) a kombinovaném zatiZeni
(reprezentujici stani a kratkodobou chiizi). Vystupem z provedenych experimenta
byly hodnoty fluorescencni intenzity popisujici mazani v zavislosti na Case, které
predstavovaly bezrozmérny parametr tloustky mazaciho filmu. Tyto hodnoty byly
zaznamenany do grafii a doplnény o fluorescen¢ni snimky z charakteristickych ¢asti
meéfeni. Takto naméfend data byla nasledné konfrontovana s doposud publikovanymi
clanky. Vysledky ukazaly, Ze z hlediska formovani filmu je z&sadni sloZkou
synovialni kapaliny protein albumin, zatimco protein y-globulin spole¢n¢ s kyselinou
hyaluronovou formuji tenkou stabilni vrstvu, na kterou nasledné adsorbuje pravé
albumin.

KLICOVA SLOVA

Totalni endoprotéza (TEP), mazéani, synovidlni kapalina, albumin, y-globulin,
kyselina hyaluronova

ABSTRACT

This diploma thesis deals with an experimental analysis of lubrication of total hip
joint replacement using fluorescence microscopy, focusing on so-called soft bearing
pairs. Experiments were realized using a hip joint simulator, which was modified and
refined for fluorescence microscopy. The aim of this diploma thesis was to determine
the effect of the individual components of the synovial fluid on the lubrication
mechanisms. For this purpose, different model fluids were designed to represent the
composition of proteins and other synovial fluid constituents to elucidate the effect
of albumin, y-globulin and hyaluronic acid on the resulting lubrication performance.
The experiments were separate into two categories different in type of load, dynamic
(representative walking) and combined (representing standing with short walk). The
experimental results were time-dependent fluorescence intensity values, representing
dimensionless film thickness parameters. The values were recorded on the graphs
and supplemented with fluorescence images taken during the characteristic sections
of the measurements. The measured data was subsequently confronted with
previously published articles. It was found that the dominant constituent responsible
form film thickness is albumin, while y-globulin and hyaluronic acid forms thin
stable layer enhancing adsorption ability of albumin which contributes to increase of
film thickness eventually.

KEY WORDS

Hip joint replacement, lubrication, synovial fluid, albumin, y-globulin, hyaluronic
acid
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UvoD

1 UVOD

Totalni endoprotéza (TEP) je umélou nédhradou postizeného kloubu (obr.1.1),
pfi¢emZ nejcastéjSim divodem k implantaci ndhrady kycelniho kloubu je artréza.
Mezi dalsi divody pak patii poSkozeni v disledku drazu, ¢i nddorového onemocnéni
proximalniho konce stehenni kosti. Artr6za je pfitom jednim z deseti nejcastéjSich
onemocnéni ve vyspélych zemich, kdy celosvétové odhady fikaji, Ze 10 % muzi
a 18 % Zen ve véku nad 60 let trpi timto onemocnénim. Témto Cislim odpovida
ipocet vykonanych operaci, pficemz vzemich OECD podstoupi ro¢né¢ TEP
kycelniho kloubu 161 pacientti ze 100 000 obyvatel. [1]

Obr. 1.1 Totalni endoprotéza kycelniho kloubu [2]

Toto ¢islo je vSak ve skuteCnosti jeSt€é o néco vyssi, nebot' nezahrnuje revizni
operace, kdy dochazi k selhdni kloubni ndhrady. Mezi nejCastéjs$i diivody tohoto
selhani patfi uvolnéni kloubniho implantatu v dusledku osteolyzy neboli tbytku
kostni tkdn&. Toto onemocnéni je mimo jiné prokazatelné zpiisobeno otérovymi
casticemi kloubnich implantatd, pficemZ jejich tvorbu ovliviiuje jak materidl ze
kterych jsou vyrobeny, tak mazivo, jenZ je v kontaktu mezi vzdjemné artikulujicimi
povrchy. [3] Z tohoto diivodu je tedy nutné analyzovat jednotlivé vlivy mazani TEP
v kyc€elnim kloubu, kde jako pfirozené mazivo slouZi synovidlni kapalina. Nejvétsi
vliv na samotnou tvorbu mazaciho filmu maji proteiny albumin a y-globulin pfipadné
kyselina hyaluronovd a fosfolipidy, které jsou v synovidlni kapaliné obsaZené.
Predmétem této diplomové prace je proto analyzovat vlivy jednotlivych slozek
synovidlni kapaliny na tvorbu mazaciho filmu pfi uvaZovani redlné konformni
geometrie mekkych tfecich pard. K této analyze je vyuzita fluorescencni
mikroskopie, jeZ umoZnuje pfi pouZziti vhodného barviva studium vlivl jednotlivych
sloZek na proces tvorby mazaciho filmu. Takto ziskané vysledky by mély vést
k dalsimu vyvoji kloubnich ndhrad pii snaze zvySit jejich Zivotnost z hlediska
opotiebeni.
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PREHLED SOUCASNEHO STAVU POZNANI

2 PREHLED SOUCASNEHO STAVU POZNANI

2.1 Definice mazani, zakladni pojmy

Utelem mazani je s vyuzitim vhodného maziva sniZit tfeni ¢i opotiebeni mezi dvéma
povrchy, které jsou v relativnim pohybu. Maziva mohou byt pevného, kapalného,
plynného, ¢i disperzniho skupenstvi (kapalného/pevného). Adekvatni mazani pfitom
umoznuje hladky chod interagujicich soucasti separaci, ¢i ochranou tfecich povrchii a
dale odvodem tepla a otérovych ¢astic z kontaktu. [23]

Mazéani rozdé€lujeme z hlediska jednotlivych reZiml na mazani, pfi kterém dochazi
k bezprostiednimu oddéleni tfecich povrchti koherentnim filmem (mazani
hydrostatické, hydrodynamické a elastohydrodynamické), na mazani, pti kterém
dochazi k bezprosttedni interakci tiecich povrchii (mezné mazani a mazani tuhymi
mazivy) a na mazani kombinujici vySe zminéné reZimy (smiSené mazani). Tyto
rezimy lze graficky znazornit jako zavislost soucinitele tfeni na parametru mazani A
(z&vislém na minimalni tloust’ce filmu a redukované drsnosti povrchtl), viz obr. 2.1.

[5]
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Obr. 2.1 Zavislost soucinitele tfeni na parametru mazani [5]

Pfi mezném mazani (odpovidd pomalé chizi [4]) se interagujici povrchy nachazeji
v bezprostiedni blizkosti, pfiCemz zatizeni neni pfenaSeno hydrodynamickym
pusobenim mazaciho filmu, nybrz ptsobenim velmi tenkého mezného filmu. U
smiseného mazani (odpovidd normalni chlizi materidlové kombinace kov/polymer
[4]) nedochazi k plnému odd¢leni tfecich povrchil. Proto v mistech, kde dochazi ke
kontaktu jednotlivych povrchi indikujeme mezné mazani, zatimco v ostatnich
oblastech mazani kapalinové. U elastohydrodynamického mazani, které je
kapalinovym mazanim dochazi k elastickym deformacim, jez jsou fadové stejné
velké jako tloustka mazaciho filmu. K tomuto mazani dochazi vétSinou pii normalni
chuzi v kloubni nahradé materidlové kombinace kov/kov ¢i keramika/keramika [4].
U hydrodynamického mazani, jeZ je rovnéz kapalinovym mazanim, dochazi k tvorbé
souvislé vrstvy maziva, kterd zcela zabranuje styku povrchu téles. K tomuto mazani

s s v

dochazi ¢asto u konformné¢ zakiivenych povrchu [5].

2.1
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PREHLED SOUCASNEHO STAVU POZNANI

2.2

2.2 Prehled materiali pouzivanych pro nahrady kycelniho kloubu

2.2.1 Kovové materialy

Slitiny CoCrMo

Jedna se o jednu z nejpouzivanégjSich kovovych kloubnich ndhrad. Vynika vysokou
houZevnatosti a pevnosti, dobrou biokompatibilitou a odolnosti proti korozi. Vyrobni
naklady této hlavice jsou relativné nizké, coz je v praxi jeji veliky benefit. Mezi
jednu z nejvétSsich nevyhod této ndhrady patfi niZ§i otéruvzdornost v porovnani
s konkurencnimi materidly. Navic otérové Castice mohou mit negativni dopad
na nékteré Zivotné duileZité orginy, ve kterych se ¢astecky kovl dlouhodobé usazuji
(pfevazné ledviny a jatra). PouZivaji se pfedevsim u téch pacientt, u kterych jiZ neni
pfedpokladan vysoky narok na aktivni pohyb [3].

Obr. 2.2 Kycelni kloubni nahrada ze slitiny CoCrMo [6]

2.2.2 Keramické materialy

BIOLOX®forte

Jednd se o materidl s vysokou tvrdosti, otéruvzdornosti a biokompatibilitou. Tyto
pozitivni vlastnosti z néj délaji vysoce vykonnou kloubni ndhradu pouZivanou jiz
od roku 1995. Je sloZen prevazné z oxidu hlinitého v kombinaci s malym mnoZstvim
oxidu hote¢natého. PouZiva se tam, kde je kladen diraz na nizké opottebeni. Jeho
nevyhodou je vSak niZ$i lomova houZevnatost v porovnani s kovovymi materialy [7].

Obr. 2.3 Kycelni kloubni ndhrada BIOLOX®forte [7]

strana

14



PREHLED SOUCASNEHO STAVU POZNANI

BIOLOX®delta

Jednd se o vysoce vykonnou kloubni nahradu, kterd vynika vysokou otéruvzdornosti
a biokompatibilitou, dobrou pevnosti a houZevnatosti. Tento kompozitni keramicky
materidl je sloZen pfevazné z oxidu hlinitého, ktery je zpevnén oxidem zirkonicitym.
Tento materidl také vynika nezavadnosti otérovych castic v téle pacienta. Naklady
na vyrobu jsou vSak vyrazné€ vyssi v porovnédni s kovovymi ndhradami [8].

Obr. 2.4 Kycelni kloubni ndhrada BIOLOX®delta [8]
2.2.3 Polymerni materialy

Vysoce zesitény polyetylen

Jednd se o materidl, ze kterého se témét vyhradné vyrabi kloubni jamky. Vyhodou
tohoto materidlu je nizka vyrobni cena a celkova vyrobni nendro¢nost. Material sam
o sob& nevykazuje vyraznou pevnost nebo tvrdost. Nicméné v kombinaci s kovovou,
¢i keramickou hlavici dosahuje uspokojivych hodnot opottebeni pii soucasném
relativné nizkém souciniteli tfeni. Nevyhodou nékterych polymernich materidli je
fakt, Ze jejich otérové ¢astice zplsobuji osteolyzu, neboli nemoc vedouci k uvolnéni
kloubni nihrady z kostni tkané [3].

Obr. 2.5 Kycelni kloubni ndhrada z vysoce zesiténého polyetylenu [9]
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PREHLED SOUCASNEHO STAVU POZNANI

2.3

2.3 Vyzkum v oblasti mazani TEP kycelniho kloubu

Z divodu omezené Zivotnosti kloubnich implantatl, kterd se pohybuje okolo
8-15 let, roste pocet reviznich operaci. Ty jsou pfi nejmensim velmi nepfijemné pro
komfortni Zivot pacienta. Déle pak finan¢ni naklady na provedeni této operace jsou
aZz trojndsobné, nez je tomu pii primarni operaci. VySe zminéné faktory vyviji
neustaly tlak na vyzkum v oblasti mazani kloubnich néhrad, které vyznamnym
podilem ovliviiuji vysledné opotiebeni nahrady, jez vede k jejimu selhani.

Jednou z prvnich publikaci v dané oblasti byla prace (Mavraki a Cann 2009) [10],
ktera se zabyvala analyzou koeficientu tfeni a tloustky mazaciho filmu
v nekonformnim kontaktu simulujicim podminky lidského kycelniho kloubu za
pritomnosti hovéziho séra a proteinovych roztokt jakoZto maziva. Tato maziva byla
vytvofena smichanim hovéziho séra a deionizované vody v rtiznych koncentracich a
dale tvorbou roztoka proteinli syntetizovanych ze synovidlni kapaliny hovéziho
skotu. Snahou bylo pfibliZit se sloZenim riznym lidskym synovidlnim kapalindm.
Zatimco modelové kapaliny sloZené z roztoku albuminu a vy-globulinu v PBS
(Phosphate Buffered Saline — fyziologicky roztok) reprezentovaly synovidlni
kapalinu zdravého jedince, tak kapaliny sloZené z roztoku albuminu a y-globulinu
v Tris (Trishydroxymethylaminomethan — pufr) reprezentovaly periprotetickou
kapalinu. Analyza koeficientu tfeni byla méfena na zafizeni Mini Traction Machine
v konfiguraci kuli¢ka na disk pfi rychlostech odvalovani od 5 do 50 mm/s a tloustka
mazaciho filmu byla méfena s vyuZzitim optického tribometru za cistého valeni,
konstantniho zatiZzeni 5 N a rychlosti od 5 do 20 mm/s. Pfi experimentech s hovézim
sérem tlouStka mazaciho filmu rostla se vristajici rychlosti odvalovani disku a
kuli¢ky. Pfi nasledném poklesu rychlosti bylo pozorovéano, Ze tloustka mazaciho
filmu je nezavisla na Case a vykazuje i nadale mirny nartist, viz obr. 2.6.
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Obr. 2.6 Zavislost tloustky mazaciho filmu na rychlosti, hovézi sérum [10]

Po ukonceni experimentu byla zjiSténa mensi tlouStka mazaciho filmu, kterd je
pfipisovand adsorpci proteinové vrstvy. Pfi experimentech, které porovnéavaly
zdravou a periprotetickou synovialni kapalinu (obr. 2.7) bylo zjiSt€no, Ze se
synovialni kapalinou zdravého jedince dochazi k tvorbé vétsi tloustky mazaciho
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PREHLED SOUCASNEHO STAVU POZNANI

filmu, nezZ je tomu v ptipadé periprotetické. Pti pouZiti zdravé synovidlni kapaliny
vSak dochazi k vétsimu rozptylu naméfenych dat.
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Obr. 2.7 Zavislost tloustky mazaciho filmu na rychlosti, proteinové roztoky [10]

Mezi dilezité zavéry studie patii zjiSténi, Ze jak soucinitel tfeni, tak tloustka
mazaciho filmu jsou ¢asové¢ zavislé.

Autofi navazali nasledujici publikaci (Mavraki a Cann 2011) [11] a rozsitili
ji o experimenty s nizkym (30 MPa) a vysokym kontaktnim tlakem (200 MPa).
Experimenty byly realizovany s mazivem sloZenym zrizné¢ koncentrovaného
hovéziho séra (100%, 50%, 25%) a deionizované vody. Nizkého kontaktniho tlaku
bylo dosazZeno v konfiguraci ¢ocka na disk a vysokého kontaktniho tlaku pii pouZziti
konfigurace kulicka na disk. V konfiguraci kulicka na disk byly experimenty
realizovany za &istého valeni. Uplného prokluzu bylo vyuZivano v konfiguraci ¢ocka
na disk. Experimenty probihaly v rozsahu rychlosti od 5 do 40 mm/s a pfi teplotach
25 a 37 °C, pticemz stalé zatiZeni mezi dvojicemi kulicka-disk a ¢ocka-disk bylo
5 N. Pii Cistém valeni a vysokém kontaktnim tlaku rostla tloustka mazaciho filmu
s rostouci rychlosti od 5 do 20 nm. (obr. 2.8) Po ukoncéeni experimentu se tloustka
filmu pohybovala v rozmezi 9-19 nm. Tento pokles je pfi¢itan adsorpci proteind na
povrchy téles. Vysledky pii nizkém kontaktnim tlaku ukazaly, Ze bylo dosaZeno
mnohem tlust§siho mazaciho filmu (60-80 nm) pii stejném rozsahu otacek. (obr. 2.9)
Pti Cistém valeni byla tloustka mazaciho filmu vyrazné vyssi neZ v ptipad¢ Cistého
prokluzu, a to témét o 70 %. Dale bylo zjiSténo, Ze niz8i kontaktni tlak obecné vede
k vys$§im tloustkdm mazaciho filmu, a to zejména pii nizsich rychlostech. Mezi dalsi
poznatky patfil fakt, Ze tloustka mazaciho filmu obecné roste s rostouci rychlosti
artikulujicich povrchd, pfic¢emz po nasledném poklesu rychlosti nedochézi k poklesu
tlousStky mazaciho filmu. Mezi ptekvapivé zavéry studie patfilo zjiSténi, Ze rozdilna
teplota a koncentrace hovéziho séra nezpisobovala vyrazné odliSnosti ve vysledcich.
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Obr. 2.8 Zavislost tloustky mazaciho filmu na rychlosti, 50 %
BSC roztok, 200MPa, SRR=0 % [11]
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Obr. 2.9 Zavislost tloustky mazaciho filmu na rychlosti,
50 % a 100 % roztok BSC, 30MPa, SRR=200 % [11]

Fan, Myant a kol. (2011) [12] se zabyvali studiem mazaciho filmu modelovych
kapalin sloZenych z roztoku PBS a proteinti albuminu a y-globulinu. Mezi dalsi
zkoumané modelové kapaliny patfilo hovézi sérum o tfech riznych koncentracich
(100%, 50%, 25%). Hlavnim cilem pfitom bylo prozkoumat ulohu proteint
v procesu mazani. Tloustka mazaciho filmu byla zkoumédna pomoci optické
interferometrie v konfiguraci kuli¢ka na disk, pficemz experimenty byly provadény
v rozsahu otidcek 2-60 mm/s, pfi kontaktnim tlaku 100 MPa (zatiZzeni 5 N) a Cistém
pozitivnim prokluzu. Stacionarni (nehybnou) komponentu tvofila komeréni kovova
kulicka o priméru 38 mm (CoCrMo), kterd byla v kontaktu s rotujicim
pochromovanym sklenénym diskem. Experimentdln¢ ziskané hodnoty tloustky
mazaciho filmu byly nasledn€ porovnavéany s vypoctenymi tloustkami podle Hooka.
Vysledky naméfené s hovézim sérem ukazaly velmi komplexni a Casové zavislé
chovéini tloustky mazactho filmu, kdy se jiZ po nckolika minutich s rostouci
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rychlosti vytvotil 10-20 nm tlusty mazaci film ovlivnény adsorpci proteinli na
povrchu artikulujicich téles. Pfi sniZovani pomérné rychlosti artikulujicich povrchii
tloustka mazaciho filmu hovéziho séra nabyvala hodnot 20-40 nm. Vyvoj tloustky
mazaciho filmu pro jednotlivé koncentrace hovéziho séra v zavislosti na rostouci a
klesajici rychlosti je zobrazen na obr. 2.10. Pii porovnani vysledkii mazani hovézim
sérem a umeélymi proteinovymi roztoky bylo zjiSténo, Ze tloustka mazaciho filmu
umélych proteinovych roztokil je témét dvojndsobnd v porovnani s hovézim sérem.
Pti porovnani teoretické hodnoty centrdlni tlouStky mazaciho filmu s hodnotami
naméfenymi, je patrné, Ze se vSemi mazivy byly namétfeny vétSi hodnoty mazaciho
filmu, neZ bylo vypocteno. Tento fakt je pfisuzovan praveé piridanym proteintim, které
jak bylo zjisténo hraji velmi dileZitou roli pfi tvorbé mazactho filmu a pfimo se
podili na vysledné hodnot¢ tloustky mazaciho filmu.
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Obr. 2.10 Teoreticka a experimentalné zjisténa tloustka mazactiho filmu jako zavislost na rostouci a
klesajici rychlosti odvalovani a) 25% roztok hovéziho séra a destilované vody b) 50% roztok hovéziho
séra a destilované vody [12]

(Myant a kol. 2012) [14] méfili tlouStku mazaciho filmu jako funkci cCasu
arychlosti, k ¢emuZ jim slouZila, stejné jako v ptipadé pfedchozich studii, aparatura
sloZzena ze sklenéného disku potazeného tenkou vrstvou chromu v kontaktu
s kulickou o priméru 38 mm vyrobenou ze slitiny CoCrMo. Autofi také zkoumali
vliv zatiZzeni na vyslednou tlouStku mazaciho filmu, pficemz zatizeni se pohybovalo
v rozsahu 5 az 20 N. Tloustka mazaciho filmu byla vyhodnocovana pomoci optické
interferometrie. Modelové kapaliny tvofily roztoky o rtizné koncentraci jednoho
z proteinu y-globulinu ¢i albuminu rozpusténého v PBS a dale byl vyuzit 25% roztok
hovéziho séra a deionizované vody jako referencni mazivo. Nejprve byly provedeny
statické zkousSky s nulovou rychlosti a cyklicky aplikovanym zatizenim 5 N, kdy byl
testovan vliv kapaliny na adsorpci proteinti, viz obr. 2.11. Experimenty bylo zjisténo,
Ze pii pouziti roztoku s y-globulinem se tvoii mnohem tlust$i mazaci film (okolo 30
nm na konci experimentu) neZ pii uziti roztoku s albuminem (okolo 1-3 nm na konci
experimentu). Tloustka mazactho filmu referenc¢niho maziva (25% roztoku hovéziho
séra) se pohybovala okolo 10 nm na konci experimentu.
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Obr. 2.11 Centralni tloustka mazaciho filmu v zavislosti na poctu cykla,

statické zatizeni [14]
Meéfeni tloustky mazaciho filmu v zdvislosti na Case pfi rychlosti 10 mm/s mélo pro
vSechna maziva rostouci tendenci. Opét platilo, Ze roztok globulinu vykazoval
nejvyssi tloustku mazaciho filmu okolo 200 nm. Naopak nejniZsi tloustka mazaciho
filmu roztoku albuminu nabyvala pouze 45 nm. (obr. 2.12)
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Obr. 2.12 Centralni tloustka mazaciho filmu v zavislosti na Case
pfi rychlosti 10 mm/s [14]

Pti plynulé zméné zatiZeni z 5 na 20 N bylo u vSech typii maziv pozorovano sniZeni
tloustky mazaciho filmu. Pfi méfeni tlouStky mazaciho filmu jako funkci rychlosti
(od 0 do 50 mm/s) vykazuji vysledky velky rozptyl, a komplikuji tak vyvozeni
jasného zavéru. Z méteni vSak vyplyva, Ze jednotlivé roztoky proteini vyrazné
ovliviiuji tvorbu mazaciho filmu.

Myant a Cann (2013) [13] se zabyvali studiem zdkladnich aspektli mazani umélych
kloubnich nédhrad synovidlni kapalinou. Tloustku mazaciho filmu zkoumali
na komerénim optickém tribometru od firmy PSC Instruments v konfiguraci kulicka
na disk. Kuli¢ka o priiméru 38 mm byla vyrobena se slitiny CoCrMo. V kontaktu s ni
byl sklenény disk pokoveny 10nm tlustou vrstvou chromu. Tloustku mazaciho filmu
zkoumali jako funkci rychlosti odvalovani a také jako funkci cyklického zatéZovani
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silou 5 N pfi konstantni rychlosti 0 mm/s (staticky test) a 10 mm/s. Mazivo tvofil
25% roztok hovéziho séra a destilované vody. Pifi experimentech s cyklickym
zatiZenim a rychlosti 0 mm/s tlouStka mazaciho filmu téméf okamzit€¢ dosahovala
hodnot 5 nm a nadéle pak méla po zbytek experimentu nepatrné rostouci tendenci.
Velice obdobnych vysledki bylo dosaZeno i pfi opakovani experimentl. Pii
cyklickém zatéZovani a rychlosti 10 mm/s tloustka mazaciho filmu po celou dobu
experimentu plynule nartstala a ke konci dosahovala hodnoty okolo 35 nm, viz obr.
2.13.
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Obr. 2.13 Tloustka mazactho filmu pfi cyklickém zatéZovani pro rychlost

0a 10 mm/s [13]
Pii experimentech, kde byla zkouméana tloustka mazaciho filmu jako funkce
rychlosti vrozsahu 0-60 mm/s je zaznamenan jeji pokles s rostouci rychlosti
odvalovani. To znamend, Ze nejvyssi hodnota mazaciho filmu byla naméfena pfi
nejnizsi rychlosti, viz obr. 2.14. Nicméné z takto naméfenych dat vyplyva, Ze
naméiené tloustky mazaciho filmu jsou nékolikandsobné vétsi, nez byly odvozeny
z klasického EHL mechanismu. Lze tak ucinit zavér, Ze proteiny, které vyrazné
ovliviiuji vyslednou tloustku mazaciho filmu neodpovidaji ptedpovidanému EHL
mechanismu, ale nové popsanému rezimu PAL (protein aggregation lubrication),

ktery je vyrazné ovlivnén prave agregaci proteintl.
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Obr. 2.14 Tloustka mazaciho filmu jako funkce rychlosti [13]
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Studii zaméfenou na tvorbu mazaciho filmu pro kovové a keramické materialy
provedl Vrbka a kol. (2013) [15]. Stejné jako tomu bylo v pfedchozich pracich, byl
pro experimenty pouZzit nekonformni styk téles kulicky a disku. Tloustka mazaciho
filmu byla méfena jako funkce Casu za pouziti optické interferometrie. Byly pouZzity
tfi rozdilné prokluzy (-150 %, 0 %, 150 %) z dGvodu objasnéni vlivu prokluzu na
tvorbu mazaciho filmu a ¢tyfi rozdilné rychlosti artikulace tfecich povrcha (5,7; 10;
20; 40 mm/s). Zatizeni mezi koulickou a diskem bylo 5 N, coZ v prepoctu na
kontaktni tlak pfedstavovalo 180 MPa pro materidlovou kombinaci kov/sklo a
190 MPa pro materidlovou kombinaci keramika/sklo. Délka experimentu byla
300 sekund, pficemz po dobu 180 sekund bylo ddvkovano do kontaktu mazivo.
Timto mazivem byl 25% roztok hovéziho séra a deionizované vody. Pfi Cistém
valeni byla pro obé materidlové kombinace zjiSt€na Casova zavislost tloustky
mazactho filmu na rychlosti odvalovani téles. Tloustka mazactho filmu byla vzdy
vys§i u materidlové kombinace kov/sklo a to pii jakékoliv rychlosti odvalovani. Tato
tloustka se pohybovala okolo 100 nm pfi rychlosti 20 mm/s, kdeZto u materidlové
kombinace keramika/sklo nabyvala hodnot 15-20 nm pfi stejné rychlosti. (obr. 2.15
a,b)
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Obr. 2.15 Centralni tloustka mazaciho filmu jako funkce ¢asu pro rychlost 5,7; 10 a 20 mm/s za
¢istého valeni; a) pro kovovou kuli¢ku; b) pro keramickou kuli¢ku [15]

Déle bylo zjisténo, Ze pfi pozitivnim prokluzu (neboli tehdy, kdyz se disk otaci
rychleji neZ kuli¢ka) nartsta tlouStka mazaciho filmu velmi strmé od samého
zacatku experimentu. Po dosazeni maximéalni hodnoty, ktera se pohybovala v fadech
stovek nanometria v zavislosti na materialu zac¢ina tlou$tka mazaciho filmu klesat,
pricemz na konci experimentu se pohybovala jiz jen v fddech nanometra. Pro kovové
materidly navic byla pozorovatelnd zavislost tloustky mazaciho filmu na relativni
rychlosti otiCeni soucésti. Na obr. 2.16 lze pozorovat interferogramy z téchto
experimentl. Naprosto odliSna je tvorba mazaciho filmu v piipadé, kdy se kulicka
otaci rychleji nez disk, tedy pii negativnim prokluzu soucasti. Za téchto podminek je
tloustka mazaciho filmu o tad tenci, pfi¢emz pro par kov/sklo dosahovala hodnot 20-
25 nm a pro par keramika/sklo pouhych 5nm. Mezi hlavni pfinos prace patii
potvrzeni vlivu kinematickych podminek, zejména pozitivniho/negativniho prokluzu
na tvorbu mazaciho filmu. V tomto ¢lanku byly dale popsany ostatni faktory
ovliviiujici tvorbu mazaciho filmu, jako je oxidace hovéziho séra, prechodné
zatizeni, ¢i konformita stykovych téles.
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Obr. 2.16 Vybrané interferogramy pro kovové kuli¢ky a pozitivni prokluz
a) Pro rychlost 5,7 mm/s; b) pro rychlost 22,9 mm/s [15]

Myant a Cann (2014) [16] se zabyvali analyzou tloustky mazaciho filmu a velikosti
vysoce viskozni vstupni oblasti tvofené nahromadénymi proteiny. Experimenty
probihaly v konfiguraci kuli¢ka na disk pfi trvalém zatiZeni 2 N. Disk byl vyroben ze
skla pokrytého povlakem chromu ¢i oxidu kfemicitého a kulicka o priméru 38 mm
byla vyrobena ze slitiny CoCrMo. Tloustka mazaciho filmu byla sniména pomoci
optické interferometrie. Experimenty byly realizovany pii Cistém valeni,
konstantnich a sinusové proménnych otickach se zménou smyslu oticeni. Tyto
parametry byly voleny sohledem na redlné podminky v lidském kloubu. Jako
modelové kapalina byl vyuZivan 25% roztok hovéziho séra. Jak je patrné z obr. 2.17
pfi zrychleni z nulové rychlosti na rychlost 20 mm/s, tloustka mazaciho filmu
v ivodnich dvou sekundidch nejprve klesd z hodnot 20 nm na téméf nulovou
hodnotu, aby se pak nasledné ustalila na hodnoté okolo 125 nm.

150 ~ T T | 0.3
/

125 4

Tloustka mazaciho filmu (nm)

T T 0
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Velikost vysoce vyskdzni vstupni oblasti

Obr. 2.17 Tloustka mazaciho filmu (bile) a velikost vstupni oblasti (Cern¢)
v zévislosti na ¢ase béhem rozbéhu z rychlosti 0 na 20 mm/s [16]
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Pti experimentech, které se zabyvaly vlivem rychlosti na vyslednou tloustku
mazaciho filmu, je z obr. 2.18 patrné, Ze pti konstantni rychlosti a sinusové rychlosti
bez zmény sméru rotace, tloustka mazaciho filmu oscilovala okolo hodnoty 125 nm
po celou dobu experimentu. Pii experimentech, které byly realizovany za podminek
sinusové meénici se rychlosti se zménou smyslu rotace se tloustka mazaciho filmu
pohybovala okolo hodnoty 25 nm.
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Obr. 2.18 Tloustka mazaciho filmu v zavislosti na poc¢tu cykld, sinusovy
pribéh rychlosti (Cerné), konstantni (bile), sinusovy se zménou rotace (Sed¢) [16]

Vlivem konformity a smacivosti tfecich part na tvorbu mazaciho filmu se zabyval
Vrbka a kol. (2014) [17]. Jak redlné klouby, tak i kloubni ndhrady ptedstavuji
konformni styk téles, pfiCemz pouZitd aparatura v piedeslych publikacich (kulicka
v kontaktu s diskem) pifedstavovala nekonformni kontakt. Proto z divodu
reprezentace realn¢jsiho styku téles byla ptivodni konfigurace doplnéna konfiguraci
kulicka/ ¢ocka. Pfi styku dvou nekonformnich téles vznikaji v kontaktu pomérné
vysoké kontaktni tlaky, které vSak v pfipad¢ pouziti paru kulicka / ¢oCka vyrazné
klesaji, proto pfi pouZiti zatizeni 5 N kontaktni tlak dosahoval hodnoty pouhych
37 MPa (v ptipadé kulicka/disk 180 MPa). Jako mazivo slouZil 25% roztok hovéziho
séra. Vysledky méfeni potvrdily vliv konformity téles na tvorbu mazaciho filmu.
Déle bylo zjisténo, Ze sklenéné CocCky pokryté vrstvou chromu pro zvyraznéni
interferometrie vykazujici hydrofobni chovani, ptispivaji k lepsi adsorpci proteinil na
kontaktnich povrSich. Tim v konecném dusledku dochazi k naméteni vétSich tlousték
mazaciho filmu. Sklenéné CocCky pokryté vrstvou oxidu kiemicitého vykazujici
hydrofilni chovani a neumoZnuji téméei zadnou adsorpci proteinti na kontaktnich
povrsich. Proto namétfené tloustky mazaciho filmu s témito cockami nedosahovaly
vysokych hodnot. Pfi negativnim prokluzu (SRR -150 %) v konfiguraci kuli¢ka na
disk se tloustka mazaciho filmu pohybovala v fadech nanometri. Nicméné pfi
¢istém negativnim prokluzu (sklenénd CoCka byla stacionarni) se situace zménou
konformity téles odliSovala a hned po zahijeni experimentu tloustka mazactho filmu
dosdhla hodnoty 95 nm. Po kratké dobé tloustka mazaciho filmu opét klesla, a to
v zavislosti na rychlosti prokluzu, zhruba na 40 nm pfi 40 mm/s a na 20-25 nm pfi
10 mm/s (obr. 2.19).
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Obr. 2.19 Tloustka mazaciho filmu v zavislosti na ¢ase v konfiguraci kulicka na ¢ocku, pii Cistém
negativnim prokluzu a rychlosti 40 a 10 mm/s; a) vyvoj centrdlni tloustky mazaciho filmu v Case; b)
interferogram pro rychlost 40mm/s; ¢) interferogram pro rychlost 10 mm/s [17]

Hlavnim pifinosem této prace je poukazani na daleZitost konformity tfecich povrcht
pfi tvorbé mazaciho filmu a také na sméacivost a druh povlakli nanesenych na
povrchu sklenéné Cocky.

Navrhem experimentalni metody, kterd by umozZiiovala pozorovani tvorby mazaciho
filmu v kyCelnim kloubu s ohledem na skute¢nou geometrii tfecich ploch vcetné
radidlni vile se zabyvala studie Vrbka a kol. (2015) [18]. Experimenty byly
provadény na kyvadlovém zafizeni osazeném aparaturou, jeZ snimala kontakt
pomoci kolorimetrické interferometrie. Kontaktni dvojici tvofily sklenénd jamka
o priaméru 28,080 mm spolu s kovovou hlavici o priméru 27,988 mm za piitomnosti
25% roztoku hovéziho séra coby maziva. Princip experimentu spocival v prvotnim
vychyleni kyvadla o 16 stupniii z rovnovazné polohy a jeho nasledném rovnomérné
zpomaleném kmitani vroving flexe/extenze. Jak soustava kmitala, tak kontakt
snimala vysokorychlostni kamera a pomoci interferometrie byla vyhodnocovana
tloustka mazaciho filmu. Schématicky popis aparatury je zobrazen na obr. 2.20.
Zatizeni mezi sklenénou jamkou a kovovou hlavici dosahovalo hodnoty 532 N, coz
v piepoctu odpovidd kontaktnimu tlaku 28,7 MPa.

Kovova hlavice
Sklenena jamka

‘::::dm Mazivo
Senzor | P‘ryftt]rrlnze
Inaklonu _ i Vyhfivana kapse
T\ L e Mazaci film
e
2 : g
"—-i-—ll".l i i | Chromaticky interferogram
R. '-_I T

Semi-
reflektivni
wretya Cr

Anti-reflektivni vrstva

\I Zavaii KAI%RA " \

Obr. 2.20 Schématicky popis experimentdlni aparatury [18]
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Jak je patrné z obr. 2.21, nejvyssi tloustka mazaciho filmu byla namétena na pocatku
experimentu, kdy nabyvala hodnoty 230 nm. Po kratké dob¢ vSak poklesla a ustélila
se okolo 100 nm. Po zbytek experimentu jiZ pozvolna klesala, pficemZz na konci
experimentu dosahovala hodnoty 80 nm. Nejvétsim piinosem této studie je diky noveé
pouZzité aparatufe ptimy ndhled do kontaktu konformni kontaktni dvojice, pfi¢emz
vysledky ukazaly, Ze vliv konformity je naprosto zasadni. Pii porovnani vysledki se
studii Vrbka a kol. (2014) byla zajisténa urcita podobnost vysledkil z hlediska trendu
formovéani filmu, avSak plna konformita tiecich povrchii méla za nasledek zvyseni
tloustky mazaciho filmu.

Primérna rychlost (mm/s)
6 4,9 3,8 2,7 1,6 0,5
240 |

200

160

120

00
o

S
o

Centrélni tloustka filmu (nm)

Cas (s)

Obr. 2.21 Zavislost tloustky mazactho filmu na ¢ase a rychlosti [18]

Na tento vyzkum navézala dalsi studie Necase a kol. (2015) [19], ktefi predstavili
novy experimentalni piistup, kdy tlouStka mazaciho filmu v kycelnich nihradach
byla posuzovana z hlediska ptispévki jednotlivych proteinti. K témto experimentim
byla vyuZita kombinace kolorimetrické interferometrie a fluorescenéni mikroskopie.
Kontakt kovové hlavice a sklenéného disku byl zkoumén za rtznych provoznich
podminek. Jako mazivo slouZil fyziologicky roztok obsahujici proteiny albumin a
y-globulin v poméru 2:1 v raznych koncentracich. V pfipad¢ pouziti fluorescen¢ni
mikroskopie jakoZto pozorovaci metody, bylo zapotiebi provést kazdy experiment
dvakrat, pficemz pokazdé sjinym obarvenym proteinem. Experimenty byly
realizovany pfi rychlostech 5,7 mm/s a 22 mm/s a to jak pfi ¢astecném pozitivnim
anegativnim prokluzu, tak pfi ¢istém valeni. Zatizeni mezi kovovou kulickou
a sklenénym diskem bylo 5N, neboli 294 MPa v prepoCtu na kontaktni tlak.
Z obr. 2.22 plyne, Ze pfi Cistém valeni byl trend tloustky mazaciho filmu v zavislosti
na Case méfeny pomoci optické interferometrie rostouci, pficemz hlavni pfinos pfi
tvorbé mazaciho filmu byl pfic¢itin zejména albuminu, nebot’ jeho fluorescencni
intenzita dosahuje vysoké shody s optickou interferometrii. Roztok albuminu navic
na konci experimentu dosahoval mnohondsobné vétsi tloustky filmu (intenzity) nez
tomu bylo v ptipadé€ experimentu s y-globulinem.
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Obr. 2.22 Zavislost Tloustky filmu a fluorescen¢ni intenzity na case, ¢isté valeni
rychlost 22 mm/s [19]

Pii experimentech s negativnim prokluzem (obr. 2.23) byl pomoci optické
interferometrie pozorovan taktéz rostouci vyvoj tloustky filmu v zavislosti na case,
avSak tento nartst tlouStky mazactho filmu byl v pfipad¢ negativniho prokluzu
pficitan spiSe y-globulinu, ktery kopiroval trend interferometrie. V piipad€ albuminu
se pri negativnim prokluzu tvofil jen velice tenky mazaci film, ktery se podilel na
tvorbé filmu vyraznou mérou méné.
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Obr. 2.23 Zavislost tloustky filmu a fluorescencni intenzity na Case, negativni prokluz
rychlost 22 mm/s [19]
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Obr. 2.24 Vyvoj tloustky mazactho filmu jako funkce casu, vliv prokluzu [19]

Experimenty sledujici vliv prokluzu (obr. 2.24) prokéazaly, Zze pii negativnim
prokluzu (kdy se kuli¢ka otaci rychleji nez disk) a niZSich rychlostech se tvoftil velmi
tenky mazaci film bez vyznamnych vlivii jednotlivych proteinti.

Zvyseni rychlosti vedlo k nartstu tloustky mazaciho filmu piedev§im v dusledku
pfitomnosti proteinu y-globulinu. Naopak v pfipadé, kdy byl disk rychlejSi nez
kulicka (pozitivni prokluz) byla tvorba filmu velmi komplikovana a asové zavisla,
avSak albumin se na tvorbé mazaciho filmu podilel mnohem vice neZ y-globulin.
Hlavnim pfinosem této studie bylo popsini podilu jednotlivych sloZek synovialni
kapaliny na tvorbu mazaciho filmu, ¢ehoz bylo dosazeno kombinaci optické
interferometrie a fluorescen¢ni mikroskopie.

Necas a kol. (2017) [20] se zabyvali zkouméanim proteinového mazaciho filmu
v ndhradach kycelniho kloubu pii uvazZovani redlné konformity tfecich povrchi.
Hlavni daraz byl pfitom kladen na vliv nominalniho priiméru kloubni nahrady, jeji
prumé&rové vile a materidlli na tvorbu mazaciho filmu. Pro tyto ucely byl pouZit
kyvadlovy simuldtor vybaveny elektromagnetickymi motory, ktery udrzuje stdlou
periodu kyvu kyvadla. Materidlové kombinace tvotily sklenéna jamka a hlavice ze
slitiny CoCrMo ¢i keramiky BIOLOX®forte nebo BIOLOX®delta s nominalnim
prumérem 28 a 36 mm. (liSi se i primérovou vili) Na pocitku experimentli byla
provedena statickd zkouska, kterd byla zameéfena na adsorpci proteinii na tfecich
plochich. Bylo zjiSténo, Ze vyvoj adsorbované vrstvy je mnohem stabilné;si
v ptipad¢ kovovych hlavic, coZ naznacuje, Ze zde pusobi vétsi adsorbéni sily, nez je
tomu u keramiky. Néslednou dynamickou zkouSkou na kyvadle byl zkoumén vliv
pramérové vile na tloustku mazaciho filmu. Ukazalo se, Ze tloustka mazaciho filmu
byla mnohem vétsi s mensi prumérovou vili. ZvétSeni priméru implantatu z 28 na
36 mm nezpusobuje podstatny rozdil ve vyvoji tloustky mazaciho filmu. Z vysledka
tedy plyne, Ze primérova vile vyraznou mirou ovliviiuje tloustku mazaciho filmu
jak je patrné na obr.2.25.
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Obr. 2.25 Vyvoj tloustky mazaciho filmu jako funkce ¢asu s kontaktnimi dvojicemi o priméru 28 a
36 mm a) mald pramérova vile b) velka primérova vile [20]

Pfi dynamickych testech zkoumajicich vliv pouZitého materidlu na tlousStku
mazaciho filmu bylo zjiSténo, Ze pii pouZiti kovovych hlavic byl mazaci film
tlustéj$i, neZ tomu bylo u keramickych. Tomuto vysledku vSak také s vysokou
pravdépodobnosti ptispéla témét dvojnasobna priimérova viille kovovych hlavic, nez
kterou mély keramické. Experimentalné namétené tloustky mazaciho filmu nabyvaly
vyS$$ich hodnot, nez bylo ptfedpoklddano na zaklad¢ teoretickych predikci. Tloustka
mazaciho filmu je siln€ zavisld na sloZeni synovidlni kapaliny, pfiCemz
zahrnout jednotlivé proteiny (jeZ obsahuje) do predikce vyvoje mazaciho filmu
je velmi slozité. DalSim vlivem na vyslednou tloustku mazactho filmu byla jak
adsorpce, tak agregace proteini na artikulujicich povrSich. Vyse zminéné faktory
ukazuji, Ze teoretické predikce tloustky mazactho filmu nemusi byt iplné vhodnym
nastrojem pii navrhu implantétu.

Necas a kol. (2018) [24] se zabyvali vlivem sloZeni synovialni kapaliny na tvorbu
mazaciho filmu v kycCelnich kloubnich nahradach. Experimenty byly provedeny na
simuldtoru kycelniho kloubu s vyuZitim optické interferometrie. Maziva tvofily
nasledujici modelové kapaliny: 25% roztok hovéziho séra, roztok albuminu, roztok
v-globulinu, roztok kyseliny hyaluronové o dvou odliSnych koncentracich a dvé
komplexni kapaliny liSici se koncentraci jednotlivych komponent. Pro experimenty
byly vyuZity jak kovové, tak keramické kloubni hlavice v kontaktu se sklenénou
jamkou pokrytou vrstvou chromu. Byly provedeny jak statické, tak dynamické
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experimenty simulujici chizi, pficemZ aplikované zatiZeni v piipad¢ dynamickych
experimentl Cinilo 532 N a v pfipad¢ statickych 532, 857, 1157, 1457 a 1757 N. Pii
statickém zatiZeni bylo zji§téno, Ze tloustka adsorbovanych proteint je nezavisla na
pouzitém materidlu kloubni hlavice, pficemz v piipad¢ testli sledujicich vliv
aplikovaného zatizeni, bylo zjiSténo, Ze srostoucim zatiZzenim tloustka
adsorbovanych proteinti klesd. V pfipadé¢ dynamického =zatizeni simulujici
flexi/extenzi byla naméfena tlouStka mazaciho filmu siln€ zavisla na pouZitém
mazivu. V pfipad¢ obou koncentraci roztoku kyseliny hyaluronové se tvoftil velice
nestabilni mazaci film, ktery byl nezavisly na zvySeni jeji koncentrace. V piipad¢
pouziti roztoku y-globulinu jako maziva se tvofil siln€j$i mazaci film neZ s roztokem
albuminu, obr. 2.26. Déle vSak bylo zjiSténo, Ze koncentrace kyseliny hyaluronové a
fosfolipidli v komplexni kapalin€¢ vyraznym zpisobem ovliviiuji tvorbu mazaciho
filmu.

a) 900 T
| ® y-globulin

250 L| ™ Albumin
S kys. hyaluronova (0.5 wt%) A
e I | % kys. hyaluronova (2 wt%)
£ 600 odpojeni pohonu
= L
E 450
L —
2
3= 300
B
=)
i)
— 150

t=14s t=61s t=123s t=185s

t=11s t=119s
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Obr. 2.26 Zavislost tloustky mazaciho filmu na ¢ase pro rtizné modelové
kapaliny [24]

strana

30



ANALYZA PROBLEMU A CIL PRACE

3 ANALYZA PROBLEMU A CiL PRACE

3.1 Analyza poznatkii ziskanych z reSerse

Ptredchozi reserSe obsahuje stru¢ny piehled studii zabyvajici se analyzou mazani
v ndhradich kycelniho kloubu. Prvni experimenty se nezaméfovaly na konformitu
trecich povrchi a hlavni snahou autorti bylo objasnit jakym zplisobem proteiny
obsazeny v modelové kapalin¢ ovliviiuji tvorbu a vyslednou tloustku mazaciho
filmu. Tyto studie [10-16] proto vyuzivaly pii realizaci experimentu opticky
tribometr s konfiguraci kontaktni dvojice kulicka na disk. Nejcast&ji pouzivanym
mazivem v téchto ¢lancich bylo hovézi sérum a jeho roztoky (pfevazné 25% roztok,
ktery je nejvice podobny lidské synovidlni kapaling). [12] Vysledkem zkouméani bylo
zjisténi, Ze proteiny hraji velice dualezitou roli v celém procesu utvaieni mazaciho
filmu. Hlavnim divodem k odlisné tvorbé mazaciho filmu synovidlni kapaliny od
predikci je fakt, Ze tato kapalina vykazuje nenewtonské chovani. [12] Tyto studie
[10-15] se také zamétovaly na vliv pouZitého zatiZzeni a kinematickych podminek,
kterymi byly rozdilnd rychlost a velikost prokluzu. Tyto faktory rovnéz vedou
k ovlivnéni vysledného mazani a snahou autori bylo zménou téchto faktord co
nejvetsi priblizeni k podminkam v redlné kloubni nahradé¢.

Nasledny vyzkum vedl k zahrnuti ¢astecné konformity tfecich povrcht [17], a tedy
i faktickému pftiblizeni experimentl realné kloubni ndhrad¢€. Tato tprava znamenala
zaménu sklenéného disku za ¢ocku. Dusledkem této zmény vyraznou mérou poklesl
Hertzliv kontaktni tlak, coZ mé¢lo pozitivni dopad na zptesnéni vysledkii méfeni.
Mezi dalsi pfinosy vyzkumu [17] patfila analyza vlivu rdznych povlaki sklenénych
¢ocek na mnozstvi adsorbovanych proteinli na jejim povrchu a tim v kone¢ném
disledku vyrazné ovlivnéni vysledné tloustky mazaciho filmu.

redlny ndhled na mazani, resp. tvorbu mazaciho filmu v kycCelnich kloubnich
ndhradach. K témto ucelim byl aplikovan simuldtor kycelniho kloubu osazen
aparaturou vyuZivajici optickou interferometrii. Mimo jiné se tyto studie zabyvaly
vlivem pouzittho materidlu kloubni hlavice (CoCrMo, BIOLOX®forte,
BIOLOX®delta) a také vlivem nominalniho priméru kontaktni dvojice na vyslednou
tvorbu mazaciho filmu. Hlavni nevyhoda studii [18, 20] spoc¢ivala v nemoZnosti
objasnéni vlivu jednotlivych sloZek synovidlni kapaliny na tvorbu mazaciho filmu,
nebot” opticka interferometrie vyhodnocuje tloustku mazaciho filmu kvantitativng,
avSak bliz§i pohled na mazani zhlediska pfispévkll jednotlivych proteinti
neumoznuje. MoZnosti analyzovat mazani pomoci piispévki jednotlivych proteint se
zabyvala prace [19], kterd k tomuto ucelu vyuzivala fluorescencni mikroskopii.
V této studii byl prezentovan postup tvorby modelovych kapalin s ohledem na
naslednou analyzu mazéni z hlediska jednotlivych sloZzek modelové kapaliny. Hlavni
nevyhodou vSak bylo, Ze experimenty probihaly v konfiguraci kulicka na disk a tudiz
nekopirovaly realnou konformitu kloubni nahrady. V dosavadni odborné literatuie
proto doposud chybi experimentdlni pfistup popisujici pfinos jednotlivych slozek
synovialni kapaliny na procesy mazéani pii zachovani plné (redlné) konformity
kontaktni dvojice. Zaroven vSechny dosavadni publikace pracovaly s kombinacemi
kov/keramika na sklo, coz lépe odpovidd tvrdym parim kov-kov, keramika-
keramika, pficemz v soucasnosti jsou v ortopedii dominantni spiSe takzvané mekké
pary neboli kovové ¢i keramické hlavice artikulujici s polymerni jamkou. Tato
diplomova préace se tedy bude zabyvat moznosti analyzovat vliv jednotlivych slozek

3_
3.1
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3.2

3.3

synovidlni modelové kapaliny na mazani s vyuZitim plné konformity tfecich povrchti
pii uvaZzovani mekkych trecich part.

3.2 Analyza problému

Tribologické procesy v kloubnich nédhradach zasadné ovliviiuji spravnou funkcnost a
v kone¢ném dusledku i Zivotnost implantitu. Doposud se pfitom nepodafilo objasnit,
jaka je role jednotlivych proteinli obsazenych v synovidlni kapaliné na procesy
mazani pfi uvaZzovani realné geometrie povrchiit mékkych trecich pari. Tato znalost
muze vyrazn¢ piispét k dalSimu vyvoji ndhrad pfi snaze zabranit jejich selhavani a
nasledné nutnosti reviznich operaci.

3.3 Cil prace

Hlavnim cilem prace je objasnit proces utvafeni mazaciho filmu v néhradach
kycelniho kloubu pfi uvazovani redlné geometrie tfecich povrchil se zaméfenim na
roli jednotlivych proteinti obsaZenych v synovidlni kapaling.

Dil¢i cile diplomové prace:

e odladit metodiku hodnoceni formovani mazaciho filmu s vyuzitim
fluorescen¢ni mikroskopie pii uvazovani redlné konformity povrchi

e vytvofit rizné modelové kapaliny umozilujici stanovit vliv
jednotlivych obsazenych slozek na mazaci procesy

e experimentdlné¢ popsat vyvoj mazaciho filmu v kontaktu kycelni
nahrady

* posoudit vliv konformity kontaktu na procesy mazani
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4 MATERIAL A METODY 4
4.1 Postup reSeni a jeho schéma 4.1
ReSeni diplomové prace bylo realizovdno podle sestaveného vyzkumného planu.
Schéma tohoto planu je zndzornéno na obr. 4.1
Podminky experimentl m Zarizeni a metody
Modelova synovidlni kapalina N "
poufziti rozdilného slozeni m AmUIator kycelniho k'°“%
® albumin
@ y-globulin cm—/ Miiktoskop
® fosfolipidy -3
® kyselina hyaluronova = CMOS kamera
ﬁ)l‘]sob zatéZovani \ ' N
. Dw‘f"“c'@ experimenty Rozbor vlivu jednotlivych "= n
2 Hamsey e slozek modelové kapaliny e
§ na mazani
5
Kombinované experimenty voe :
54 swdin | Tumeniky | Trald Popis mazaciho filmu Flﬁ‘oresc?n’cn' m'_kmSko.p'e
Eu zétéiea zatizenf
EI relaxace hn/\ n I ,‘V’\v _
s ‘ ‘UUUVV Cas Posouzeni vlivu
E / konformity na mazani
Obr. 4.1 Schéma postupu feSeni
4.2
4.2 Experimentalni aparatura
Pro analyzu mazani TEP kycle slouZil simulator kycelniho kloubu, ktery byl upraven
a osazen modulem umozujici zkoumat mazani pomoci fluorescen¢ni mikroskopie.
Simulator kycelniho kloubu byl vyvinut na Ustavu Konstruovani v ramci
studentského projektu, nicméné naslednd tprava a odladéni fluorescence na tomto
zafizeni jiz byla predmétem tohoto vyzkumu. Kompletni schéma zafizeni lze vidét na
obr. 4.2.
Kloubni hlavice Synovialni kapalina
Kyvny ram N S —+Kloubni jamka
~ __ Snimaé thlové o | / L Pryskyfice
rychlosti s : =, Nerezova miska
/ ==\ Vyhfivaci patrony
5 Objektiv
Emisni a .
L, e Mechanismus
excitacni o
: ostfeni obrazu
filtry
Clony\ CMOS kamera
| Linearni motory -
Regulovatelné zavazi
Staticky (pevny) réam
Vodici valecky a lizina
Obr. 4.2 Schéma experimentalni aparatury umoZziujici analyzu mazani TEP kycle
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Simulétor kycelniho kloubu je zafizeni, které umoznuje zkoumani procesu mazani
kycelnich kloubnich nadhrad pfi zachovéani redlné konformity kontaktni dvojice.
Hlavnim prvkem je staticky ocelovy ram tvofeny uzavienymi obdélnikovymi profily.
Staticky rdim umoZnuje pohyb kyvného ramu, pficemz vzdjemny styk obou soucasti
je realizovan pomoci kloubni jamky v kontaktu s kloubni hlavici. Z divodu regulace
kyvu do jedné osy je pohyb nadile usmériiovdn pomoci Ctyf vodicich valeckl
v kontaktu s liZinou. Kloubni jamka je zalita pomoci pryskyfice do nerezové misky,
kterd je nasazena na staticky rdm. Zatimco rovnomérny kyvavy pohyb kyvného rdmu
zajistuji linedrni motory, tak zdznam z celého experimentu je pofizovan pomoci
aparatury sloZené z fluorescencniho mikroskopu, svételného zdroje (rtutové
vybojky), clony, excitaéniho a emisniho filtru, mechanismu ostfeni, objektivu
a vysokorychlostni CMOS kamery Andor. Udaj o vychyleni kyvadla poskytuje
snimac thlové rychlosti. Namétené hodnoty uhlové rychlosti jsou nasledné ukladany
pomoci softwaru DEWESsoft. Vystupem z kaZzdého experimentu je zdiznam z CMOS
kamery, ktery je pro lepSi zpracovatelnost prevadén na jednotlivé snimky. V dalsi
fazi vyhodnoceni experimentu jsou filtroviny ze vSech snimkl pofizenych béhem
experimentu snimky z krajnich a rovnovaznych poloh kyvu, pficemz filtrovani téchto
nezbytnych snimku z celého zdznamu obstardva skript v softwaru Matlab, do kterého
se nahravd zidznam z vysokorychlostni kamery a snimace uhlové rychlosti. Po
filtrovani nezbytnych snimkii se provadi kvantitativni analyza svételné intenzity
a jeji hodnoty v Case se zapisuji do grafi. Fotografii méticiho zafizeni lze vidét na
obr. 4.3

Obr. 4.3 Experimentélni zafizeni vyuZivajici
fluorescen¢ni mikroskopie
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4.3 Fluorescen¢ni mikroskopie

Pro analyzu mazani TEP kycelniho kloubu je vyuZito metody fluorescenéni
mikroskopie. Fluorescence je jev, pii némz molekuly nékterych latek absorbuji
svételné zareni (excitace) a nasledné jej ve velmi kratkém case (1-10 ns) opét vyzari
(emise) v podob¢ svétla o vyssi vinové délce. Rozdil mezi vinovymi délkami
absorbovaného a vyzéireného svétla je spojen s poklesem energie. U latek, které jsou
schopny fluorescence samy o sob¢, mluvime o autofluorescenci (primarni
fluorescenci). Latky, u nichZ fluorescence dosiahneme pomoci fluorescen¢nich
barviv, indikujeme jako nepfimou (sekundarni) fluorescenci. Hlavni vyhodou
fluorescen¢ni mikroskopie je vysoka citlivost a moznost pouzivat malé koncentrace
detekénich Cinidel, coZ ma za nasledek malé ovlivnéni zkoumaného vzorku. [21]
Dulezitou soucasti fluorescencnitho mikroskopu je zdroj svétla. V piipadé
vyuzivaného experimentilniho zatfizeni se jedna o rtutovou vybojku. Princip vzniku
svétla ve vybojce spociva v ionizaci par rtuti pii pruichodu vysokého napéti mezi
anodou a katodou vybojky. Schéma fluorescen¢niho mikroskopu lze vidét na obr. 4.4
Vzniklé bilé svétlo prochazi kolektorem, tepelnym filtrem, zavérou, polni a aperturni
clonou do sady fluorescencnich filtrti, odkud dale pokracuje pies objektiv na
zkoumany objekt. Zde dochazi k samotné fluorescenci a prichodu svétla zpét pres
objektiv do sady fluorescenc¢nich filtrii. Oddé€leni emisniho svétla od excitacniho
probihd vsadé fluorescenénich filtri, odkud emisni zafeni pokracuje
k vysokorychlostni kamefe.

. |7k y objek
Polopropustné § — My ahickd

zrcadlo S
Ll_...-— Objektiv
Emisni filtr ==

/ Zrcadlo Fluorescenéni filtr

Excitadni filtr

Clony ~=/=
Slotpro | | ' 1

filtry ~

Zavérka

Tepelny | S—"\ CMOS Kamera

; ®  DKolektor
filtr ﬁ/\;/

Vybojkad

Obr. 4.4 Schéma fluorescencniho mikroskopu

4.4 Testované vzorky

Pro analyzu mazéani TEP kycelniho kloubu byly pouzity kloubni hlavice od firmy
Zimmer. Hlavice byly vyrobeny ze slitiny CoCr, pificemZ jejich nominalni pramér
byl 28 mm, obr. 4.5. Uchyceni kloubni hlavice ke kyvnému ramu probihalo pomoci

4.3

4.4
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4.5

kuZelového trnu, jeZ sestaval ze dvou hlavnich ploch, kuzelové a vilcové. Kuzelova
plocha trnu se vsazuje do kloubni hlavice a valcova plocha do kyvného ramu.

Obr. 4.5 Kloubni hlavice ze slitiny CoCr a polymerni kloubni jamka (PMMA)

Kloubni jamky byly vyrobeny z opticky ¢irého polymerniho materidlu (PMMA-
polymetylmetakrylatu), z divodu moZnosti prichodu emisniho a excitaéniho
svételného zatfeni skrz jamku, obr. 4.5. Vnitini primér jamek byl 28,08 mm, pfi¢emz
maximalni dhel ndklonu mezi staticky uchycenou kloubni jamkou a kloubni hlavici
byl vrozsahu * 16°. Kontaktni oblast méla pii zatizeni 500 N primér 17,2 mm,
pficemZ vyhodnocovana oblast mé¢la rozmér 1,4x1,4 mm a nachazela se ve stfedu
kontaktu. PouZitelnost kloubni jamky a hlavice byla neustile kontrolovina tak, Ze
vzdy pred zapocetim nového experimentu byla zkouména topografie jednotlivych
povrchli.  Paklize bylo zjiSténo vyraznych rozdild hodnot drsnosti od hodnot
nepouzitych komponent, doslo k jejich vyméné. Drsnost kloubnich hlavic a jamek
byla zpravidla zkouména na 4 rozdilnych mistech, zdivodu dosazeni
reprezentativnéjSich vysledkii méfeni topografie danych téles. Samotné méteni
topografie téles probihalo na optickém profilometru Bruker ContourGT-X8.

4.5 Pouzita maziva

JelikoZ synovidlni kapalina v lidském téle neni latka schopna autofluorescence, bylo
zapotiebi upraveni zkoumanych maziv. Tato dprava spocivala v navazani
fluorescencnich barviv (fluorofortt) vZdy k jedné z komponent maziva (proteinim a
kyseling¢ hyaluronové), pficemz takto upraveny proteinovy roztok bylo jiZ mozZné
pozorovat za pouZziti fluorescencni mikroskopie. Protein albumin a kyselina
hyaluronova byly oznaceny za pomoci rhodamin-B-isothiocyanatu, pfi¢emZ protein
v-globulin byl oznacen za pomoci fluorescein-5-isothiocyanatu. Ptiprava a celkové
obarveni proteinii prob&hlo ve Fakultni nemocnici Olomouc, se kterou Ustav
konstruovani dlouhodobé spolupracuje. Tvorba modelovych kapalin, jeZ obsahuje
obarvené a neobarvené proteiny spolu s ostatnimi latkami byla provadéna na Ustavu
konstruovani. Tyto modelové kapaliny vznikaly pfesnym navaZzenim kazdé
zkomponent a nésledném rozpusSténi v roztoku PBS s obarvenou slozkou.
Koncentracemi jednotlivych komponent odpovidaji pouzivané modelové kapaliny
nové komplexni kapalin€ interné¢ oznacené K2/K3, jeZ odpovidd svym sloZenim
synovialni kapalin€ zdravého jedince. Po namichani modelovych kapalin se vzorky
po zabaleni do hlinikové foélie uloZily do mraznicky. Pfed samotnym experimentem
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bylo zapotfebi vzorky vystavit laboratorni teplot¢ po dobu 30 minut, pficemz
nesm¢ly byt umistény na slunecnim zéareni, kterym by doslo k vysviceni maziva.
PouZitelnost maziva byla po vytdhnuti z mraznicky okolo 120 minut. Celkovy

prehled pouZzitych modelovych kapalin je uveden v tabulce 4-1.

Tab. 4.1 Prehled a sloZeni modelovych kapalin

Cislo Koncentrace obarvenych

N B W =

=

10

11

12
13

proteint

albumin 24,9 mg/ml
y-globulin 6 mg/ml
albumin 24,9 mg/ml
y-globulin 6 mg/ml
albumin 24,9 mg/ml

v-globulin 6 mg/ml

albumin 24,9 mg/ml

v-globulin 6 mg/ml

kys. hyaluronova 1,49 mg/ml

kys. hyaluronova 1,49 mg/ml
kys. hyaluronova 1,49 mg/ml

kys. hyaluronova 1,49 mg/ml
kys. hyaluronova 1,49 mg/ml
v-globulin 6 mg/ml, albumin
24,9 mg/ml

Koncentrace ostatnich latek

v-globulin 6 mg/ml

albumin 24,9 mg/ml
v-globulin 6 mg/ml, kyselina
hyaluronova 1,49 mg/ml
albumin 24,9 mg/ml, kyselina
hyaluronova 1,49 mg/ml
v-globulin 6 mg/ml, kyselina
hyaluronova 1,49 mg/ml,
fosfolipidy 0,34 mg/ml
albumin 24,9 mg/ml, kyselina
hyaluronova 1,49 mg/ml,
fosfolipidy 0,34 mg/ml
v-globulin 6 mg/ml, albumin
24,9 mg/ml, fosfolipidy 0,34
mg/ml

v-globulin 6 mg/ml, fosfolipidy

0,34mg/ml

fosfolipidy 0,34mg/ml, albumin

24,9 mg/ml
fosfolipidy 0,34mg/ml
fosfolipidy 0,34mg/ml

Pouzity
roztok
PBS 4ml
PBS 4ml
PBS 4ml
PBS 4ml
PBS 4ml
PBS 4ml

PBS 4ml

PBS 4ml

PBS 4ml

PBS 4ml
PBS 4ml

PBS 4ml
PBS 4ml

4.6 Podminky experimentii

Experimenty byly rozd€leny do dvou ¢asti podle druhu zat€Zovani — dynamické a
kombinované. Pro kazdy druh experimentu byl stanoven postup méieni a byly

zvoleny podminky, za kterych experimenty probihaly.

4.6.1 Postup méreni a podminky experimentu — dynamické zatéZovani
Pfi provadéni dynamickych experimentl byl dodrZzovan nasledujici postup

SR D=

Meéfieni topografie kloubni hlavice a jamky

Montaz fluorescencniho mikroskopu véetné objektivu a fluorescencniho filtru

Vytahnuti modelové kapaliny z mraznicky
Zapnuti simuldtoru kycelniho kloubu a resetovani pohonné jednotky
Instalace kamery a rtutové vybojky, spusténi obou zatizeni

4.6
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6. Zaostfeni obrazu a nalezeni kontaktu
7. Ocisténi jamky a hlavice
a. Ocisténi v 1% roztoku SDS (sodiumdodecylsulfat)
b. Opléachnuti v tekouci vodé
c. Ocisténi izopropylalkoholem
8. Kalibrace snimace tihlové rychlosti, spusténi softwaru DEWEsoft
9. Usazeni jamky a hlavice, zaliti kontaktu mazivem
10. Zahajeni samotného experimentu
a. ZatiZeni jamky a hlavice na hodnotu 500 N
b. Zahijeni ukladani dat ze snimace thlové rychlosti, zahdjeni ukladani dat
z kamery po dobu 200 sekund
c. Rozkyvani kyvadla pomoci linearnich motort, kontrola hodnoty spravné
vychylky kyvadla + 16°
d. Po uplynuti 180 sekund vypnuti motort a samovolné dokmitani kyvadla
11. Vyhodnoceni experimentu

Po vytazeni modelové kapaliny z mraznicky bylo zapotfebi skladovani tohoto
maziva po celou dobu experimentu na stinném misté. Slunecni zafeni by mélo za
nasledek vysviceni fluorescencniho barviva doprovizené vyraznym poklesem
namétfenych hodnot svételné intenzity. Po aplikaci modelové kapaliny do kloubni
jamky bylo zapotiebi zasunuti polni a aperturni clony z divodu zamezeni vysviceni
barviva. Tyto filtry se vysunovaly pouze pfi samotném experimentu. K samotnému
zatéZovani a odtéZovani dochazelo pomoci otaceni trapézového Sroubu, na kterém je
uchycen kyvny rdm se zavazim, pfi¢emz celkové zatiZzeni mezi kloubni jamkou a
hlavici ¢inilo 500 N. Tato hodnota zatiZeni nejlépe odpovida redlné hodnoté zatiZeni
v lidském kloubu pfi uvaZovani pomalé chlize bez razl. Pred provedenim kazdého
dynamického experimentu byla méfena topografie povrchu artikulujicich soucasti.
Pomoci této metody bylo posuzovano opottebeni jednotlivych souc€asti a nasledna
vhodnost k dalSimu pouziti. Pfi experimentech zaméfenych na detekci obarveného
albuminu byla pouzita snimkovaci frekvence 72 snimku za sekundu a pfi
experimentech zaméfenych na detekci obarveného y-globulinu byla snimkovaci
frekvence sniZena na 25 snimku za sekundu. Toto sniZeni bylo provedeno z divodu
dosaZeni vysSich intenzit zachyceného zéareni. RozliSeni zdznamové plochy cinilo
1920x1080 pixelu. ZmenSeni rozliSeni zdznamové plochy z plného rozliSeni bylo
provedeno s ohledem na velikost kontaktni plochy a také s ohledem na velikost
paméti RAM v samotné kamete. Pro vyhodnocovani snimku byla nasledné oblast
jeste zmensSena na 1080x1080 pixelt z diivodu lepsi reprezentace kontaktni oblasti.

4.6.2 Postup méreni a podminky experimentu — kombinované zatéZovani
Pti provadéni experimentli s kombinovanou zatéZi byl dodrZzovan nasledujici postup

1. Megéfeni topografie kloubni hlavice a jamky
2. Montaz fluorescencniho mikroskopu vcetn¢ objektivu a fluorescencniho filtru
3. Vytadhnuti modelové kapaliny z mraznicky
4. Instalace kamery a rtutové vybojky, spusténi obou zatizeni
5. Zaostteni obrazu a nalezeni kontaktu
6. Ocisténi jamky a hlavice (stejny postup jako dynamické zatéZovani)
7. Usazeni jamky a hlavice, zaliti kontaktu mazivem
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8. Zahajeni samotného experimentu
a. Opakovani 10 cyklt zatizeni (po dobu 10 sekund) a relaxace (po dobu 20
sekund), pofizovani snimku oblasti pti kazdém zatiZeni
b. Vychyleni kyvadla o 16°, samovolné dokmitini a nahrdvani dat na
vysokorychlostni kameru
c. Trvalé zatiZzeni po dobu 10 minut a pofizovani snimkt kazdych 30 sekund
9. Vyhodnoceni experimentu

Postup méfeni pro kombinované zatéZovani je odvozen od postupu pro dynamické
zatézovani. Hlavnim rozdilem je, Ze béhem celého experimentu neni vyuZivan
linearni motor pro pohyb kyvného rdmu. V prvni f4zi experimentu nedochazi
k artikulaci kloubni jamky a hlavice vibec (tedy statickd c¢ast) a v dalsi fazi
experimentu je kyvadlo vychyleno zrovnovazné polohy manualné. Cilem
kombinovanych experimentii je simulace stavu, kdy pacient s kycelni kloubni
nahradou kombinuje statické zatiZeni (stani na nohou) s pohybem a odpocinkem.

4.6.3 Plan experimenti

Experimenty byly zaméfeny na rozbor vlivu sloZeni modelové kapaliny.
Opakovatelnost byla provadéna u jednoduchych proteinovych roztokli a slouZila
prevazné k odladéni celé metody. Jak dynamické, tak kombinované experimenty
byly provedeny se vSemi uvedenymi mazivy. Vystupem z kazdého experimentu byla
zavislost fluorescencni intenzity na Case. Azushima [25] popsal princip linearni
zavislosti mezi fluorescencni intenzitou a tloustkou mazaciho filmu, pficemz pomoci
fluorescencni mikroskopie sice neni mozné urcit v piipadé této diplomové prace
vzhledem k ur€itym limitacim souvisejicimi s pouZitymi materidly (napt. efekt
samozhaSeni fluorescence v diisledku pfitomnosti chromu) pfesnou hodnotu tloustky
mazaciho filmu, ale lze ji kvalitativné popsat mazaci film ve smyslu trendt. Lze tedy
fict, Ze napiiklad pokles fluorescen¢ni intenzity z hodnoty 1000 na 500 znamena
sniZeni hodnoty tloustky mazaciho filmu na polovinu. Tento princip bude vyuZivan
pfi popisu mazaciho filmu v této diplomové praci.
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5.1 Dynamické zatéZovani

Pomoci dynamickych experimentll byl zkouman vliv jednotlivych sloZzek modelové
kapaliny na proces mazani v kloubni nahrad¢ s redlnou konformitou tfecich povrchii
simulujici chlizi pacienta. Princip téchto experimentd spocival ve vychylovani
kyvného ramu simuléatoru kycelniho kloubu z rovnovazné polohy o + 16° za pomoci
linedrnich motord. Experimenty probihaly po dobu 200 sekund, pficemZz odpojeni
pohonu nastavalo po uplynuti 180 sekund néasledované samovolnym dokmitanim do
rovnovazné polohy. Z divodu omezenych mozZnosti fluorescencniho oznacovani
jednotlivych slozek modelové kapaliny byla vZdy oznacena jen jedna latka, pficemz
v pribéhu experimentu byla zkoumana jeji fluorescenéni intenzita. Méteni proto bylo
roz€lenéno na experimenty s obarvenym albuminem, s obarvenym fy-globulinem
a s obarvenou kyselinou hyaluronovou. K pfesnému popisu déjti probihajicich béhem
experimentu statilo analyzovat mazaci film v krajnich (vychyleni * 16°)
a vrovnovaznych polohach (vychyleni 0°). Mezi témito misty dochdzi pouze ke
zmeéné hodnot svételné intenzity od jedné polohy k druhé. Z divodi pouziti
rozdilnych fluorescencnich barviv a jejich koncentraci slouzicich k fluorescenénimu
oznaceni proteini ¢i kyseliny hyaluronové, byly namétfeny rozdilné pocatecni
hodnoty svételné intenzity kazdé z latek. Aby bylo moZné jednotlivé experimenty
porovnavat, byla zavedena normovand intenzita vSech experimentii v krajni poloze
(amplitud€) na pocatec¢ni hodnotu 1000. Z diivodu omezeného mnoZstvi modelovych
kapalin byl kazdy experiment proveden pouze jednou. Aby byla minimalizovéana
chyba interpretovanych vysledkli byla nejprve méfici aparatura odladéna sadou
verifikaCnich experimentii. Pro odladéni pfitom nejprve slouzil minerdlni olej
a konecné ovéfeni probihalo s jednoduchymi modelovymi kapalinami, konkrétné
s roztokem obarveného y-globulinu a roztokem obarveného albuminu. Vysledek
odladéni zafizeni pfi dynamickych experimentech je moZno vidét na obr. 5.1.
Primérné odchylka mezi jednotlivymi experimenty cCinila 2,5 %.

Opakovatelnost
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Obr. 5.1 Zavislosti intenzity na ¢ase, opakovatelnost

5.1.1 Dynamické zatéZovani-experimenty s obarvenym albuminem

Experimenty byly provedeny s kovovou hlavici (CoCr) a PMMA jamkou, pfi¢emzZ
jako mazivo slouZzily roztoky obarveného albuminu v PBS (na grafu oranzZova barva)
obarveného albuminu a y-globulinu v PBS (na grafu Zlutid barva) obarveného

strana

40



VYSLEDKY

albuminu, y-globulinu a kyseliny hyaluronové v PBS (na grafu hnéd4 barva)
a obarveného albuminu, y-globulinu, kyseliny hyaluronové a fosfolipidi v PBS (na
grafu modrd barva). Vysledky téchto méfeni jsou zaznamenany v grafech 5.2 a 5.4.

Vybrané fluorescen¢ni snimky z té€chto experimentti potizené v ¢asech 10, 70, 130,
190 sekund jsou na obr 5.3 a 5.5.

Krajni polohy (amplitudy)
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@ obarveny alb 24,9mg/ml+glb 6mg/ml
m obarveny alb 24,9mg/ml+glbémg/ml+HA1,49mg/ml
¢ obarveny alb 24,9mg/ml+glb6mg/ml+HA1,49mg/ml+FLO,34mg/ml

Obr. 5.2 Zavislosti intenzity v krajnich polohach na ¢ase-experimenty s obarvenym albuminem

obarveny albumin 24,9 mg/ml

obarveny albumin 24,9 mg/ml + globulin 6mg/ml

fﬂ - -

obarveny albumin 24,9 mg/ml + globulin 6mg/ml + kyselina hyaluronova 1,49 mg/ml

Obr. 5.3 Fluorescenc¢ni snimky z experimentl-experimenty s obarvenym albuminem, krajni polohy

V krajnich polohdch byly naméfeny nejvyssi hodnoty svételné intenzity pti pouziti
modelové kapaliny slozené zobarveného albuminu, y-globulinu, Kkyseliny
hyaluronové a fosfolipidli (na grafu vyznaCené modrou barvou). Témét ihned po
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zahgjeni experimentu s touto kapalinou vzrostla svételna intenzita na hodnotu 2300.
Poté zprvu strméji, nasledné pozvolnéji klesala intenzita az do odpojeni pohonu ve
180 sekund¢€, kdy dosahovala hodnoty 800. S touto modelovou kapalinou se tvotily
také nejvetsi proteinové shluky, které jak je patrné z obr. 5.2 adsorbovaly na povrchu
PMMA jamky. Naopak nejnizsich hodnot svételné intenzity bylo naméfeno s mazivy
sloZenymi z obarveného albuminu (na grafu oranzova barva) a obarveného albuminu,
v-globulinu a kyseliny hyaluronové (na grafu vyznacené hnédou barvou). S témito
mazivy svételna intenzita dosahovala maximalni hodnoty témét ihned po zahijeni
experimentu, pficemz v piipadé¢ obarveného albuminu dosahovala hodnoty 1050
a v piipadé obarveného albuminu, globulinu a kys. hyaluronové hodnoty 1250. Po
zbytek experimentu byl jejich vyvoj v Case velice podobny, pozvolna klesajici.
Z fluorescen¢nich snimkti na obr. 5.2 je patrné, Ze v ptipad¢ popisovanych maziv
vznikaly nasobné¢ mensi shluky proteinl, neZ tomu bylo v piipadé¢ obarveného
albuminu s y-globulinem, ¢i komplexni kapaliny. V rovnovaznych polohiach byly
nejvyss$i hodnoty svételné intenzity naméfeny stejné jako v krajnich polohach pfi
pouziti modelové kapaliny slozené z obarveného albuminu, y-globulinu, kyseliny
hyaluronové a fosfolipidi (na grafu vyzna¢ené modrou barvou). Maximélni hodnoty
svételné intenzity 4000 s timto mazivem bylo dosazeno po uplynuti 20 sekund,
pfiemZ toto maximum bylo zaznamenavidno po dobu 40 sekund. Zhruba v 80.
sekund¢ experimentu dochédzi k poklesu intenzit az na kone¢nou hodnotu 1700.
Z fluorescencnich snimki na obr 5.4 je patrné, Ze se v ptipadé tohoto maziva tvorila
pii dosaZeni maximalnich hodnot svételné intenzity silnd rovhomérna proteinova
vrstva, kterd se vSak v pribéhu ¢asu ménila na jednotlivé mensi shluky proteinti. Ty
ovSem vykazovaly nizsi svételnou intenzitu. Maziva sloZena z obarveného albuminu
a y-globulinu (na grafu Zlut4 barva) a obarveného albuminu, y-globulinu a kyseliny
hyaluronové (hnéda barva) méla v rovnovaznych polohach prvni tietinu experimentu
velice komplexni vyvoj intenzit, pficemz ob¢ zhruba od 50. sekundy experimentu
klesaly a posledni tfetinu experimentu byly ustalené. Na fluorescen¢nich snimcich na
obr. 5.5 je v pfipad¢ tohoto maziva také vidét nejmensi mnoZstvi proteinovych
shlukii. Tyto shluky vSak zejména ve druhé poloviné experimentu adsorbovaly na

0 20 40 60 80 100 120 140 160 180 200
A obarveny albumin 24,9 mg/ml Eas (s)

@ obarveny alb 24,9 mg/ml+glb 6mg/ml

B obarveny alb 24 9mg/ml+glb6mg/ml+HA1,49mg/ml

# obarveny alb 24,9mg/ml+glb6mg/ml+Hal,49mg/ml+FLO,34mg/ml

Obr. 5.4 Zavislost intenzity v rovnovaznych polohach na Case-experimenty s obarvenym albuminem
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obarveny albumin 24,9 mg/ml

obarveny albumin 24,9 mg/ml + globulin 6mg/ml

-

lobulin 6mg/ml + kyselina hyaluronova 1,49 mg/mil+ FL 0,34 mg
= == P s Tanz

/mI

Obr. 5.5 Fluorescenc¢ni snimky z experiment-experimenty s obarvenym albuminem rovno. polohy

5.1.2 Dynamické zatéZovani-experimenty s obarvenym y-globulinem

Pro experimenty sobarvenym vy-globulinem byly pouzity &tyfi odliSnd maziva
s nasledujicim sloZenim, roztok obarveného y-globulinu v PBS (na grafu zeleni
barva), roztok obarveného y-globulinu a albuminu v PBS (na grafu modra barva),
roztok obarveného y-globulinu, albuminu a kyseliny hyaluronové v PBS (na grafu
cervena barva) a roztok obarveného y-globulinu, albuminu, kyseliny hyaluronové a
fosfolipidi v PBS (na grafu zlutd barva). Vysledky téchto experimentll jsou
zaznamenany v grafech 5.6 a 5.8. Vybrané fluorescencni snimky pofizené v Casech
10, 70, 130 a 190 sekund jsou na obrazcich 5.7 a 5.9.

Krajni polohy (amplitudy)

Intenzita

P ] ] = e
0 — gON )] (] (]
0 20 40 60 80 100 120 140 160 180 200

A obarveny glb 6mg/ml €as (s)

W obarveny glb 6mg/mi+alb 24,9mg/ml

® obarveny glb 6mg/ml+alb24,9mg/ml+HA1,49mg/ml

@ obarveny_glb 6mg/ml+alb24,9mg/mi+HA1,49mg/mkFL0,34mg/ml

Obr. 5.6 Zavislost intenzity v krajnich polohidch na ¢ase-experimenty s obarvenym y-globulinem

strana

43



VYSLEDKY

obarveny globulin 6mg/ml

obarveny globulin 6mg/ml + albumin 24,9 mg/ml

obarveny globulin 6mg/ml + albumin 24,9 mg/ml + kyselina hyaluronova 1,49 mg/ml

obarveny globulin 6mg/ml + albumin 24 9 mg/ml + kyselina hyaluronova 1,49 mg/ml+ FL 0,34 mg/ml

Obr. 5.7 Fluorescenc¢ni snimky z experimenti-experimenty s obarvenym y-globulinem, krajni polohy

V krajnich polohach byly naméfeny nejvy$s$i hodnoty fluorescenéni intenzity pii
pouziti roztoku obarveného y-globulinu a albuminu (na grafu modra barva). Vyvoj
fluorescen¢ni intenzity v Case byl pifi pouZiti tohoto maziva v rozsahu celého
experimentu mirn¢ rostouci, pficemz maximum bylo dosazeno po odpojeni pohonu,
kdy intenzita dosahla aZ na hodnotu 1320. Na fluorescen¢nich snimcich (obr. 5.7) 1ze
pozorovat postupny nartist shlukli proteini, které s postupem Casu méni charakter
z jasnych stfedn¢ velkych shlukli na proteinovou mlhovinu vétsiho poctu mensich
shlukii, dosahujici vysSich intenzit. Pomérné¢ zajimavym vysledkem je priabch
fluorescen¢nich intenzit maziv o sloZeni obarveny 7y-globulin, albumin
a kyselina hyaluronova (na grafu Cervena barva) a obarveny 7y-globulin, albumin,
kyselina hyaluronova a fosfolipidy (na grafu Zluta barva). Ob¢é maziva krom téméft
shodného vyvoje intenzity v Case vykazuji pomérné stabilni tloustku mazaciho
filmu. Z provedenych experimentu tedy plyne, Ze fosfolipidy v piipadé y-globulinu
nehraji pfi tvorbé mazaciho filmu téméf Zadnou roli. Nejnizs$i intenzity byly
v krajnich polohach naméfeny s roztoky obarveného y-globulinu (na grafu zelend
barva), kdy se minimdalni hodnota blizila 800. V rovnovaznych polohach byly
nejvyss$i hodnoty svételné intenzity naméfeny stejné jako v krajnich polohach pfi
pouziti modelové kapaliny sloZené z obarveného y-globulinu a albuminu (na grafu
modrd barva). Fluorescencni intenzita v pribéhu celého experimentu s timto
mazivem vykazovala rostouci tendenci, pficemz svého maxima (1400) dosahla
zhruba v polovingé méfeni. Z fluorescencnich snimki na obr. 5.9 je patrny pozvolny
rust proteinovych shlukt, které s postupem ¢asu méni svlij charakter z mensiho poctu
rozmérnéj$ich shlukli proteinii na veliky pocet malych shlukli s vy$$i hodnotou
svételné intenzity. Stejné¢ jako tomu bylo v krajnich polohach experimenty
s obarvenym vy-globulinem, albuminem a kyselinou hyaluronovou (na grafu ¢ervena
barva) a obarvenym y-globulinem, albuminem, kyselinou hyaluronovou a fosfolipidy
(na grafu zlutd barva) vykazovaly v pribéhu celého méfeni téméf shodny vyvoj
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intenzit. Ten byl nejen velice stabilni, ale s vazbou na y-globulin nezavisly na
pritomnost fosfolipidl. S témito mazivy se navic po celou dobu experimentu tvotily
pouze velice malé shluky proteinil, jejichZ hustota byla v porovnani s ostatnimi
mazivy nizka.

Rovnovainé polohy

1600
| ]

1400
_ 1200 \
— ey ™ =
S R
~ ST e o E =
;1000 L A R A e T e A e G e e e S,
S
=
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600

o - ] ]
480 O O (=) O
0 L= ] 20 40 60 [isca BO 100 120 [ ] 140 160 180 (e 200

A obarveny glb 6mg/ml Cas (s)

W obarveny glb 6mg/mi+alb 24,9mg/ml

® obarveny_glb6mg/mialb24,9mg/mi+HA1,49mg/ml

@ obarveny_glb6émg/mi+alb24mg/mi+-HA1,49mg/mi+FL 0,34mg/ml

Obr. 5.8 Zivislost intenzity vrovnovaznych polohdch na case-experimenty s obarvenym v-

globulinem

obarveny globulin 6mg/ml

obarveny globulin émg/ml + albumin 24,9 mg/ml

obarveny globulin 6mg/ml + albumin 24,9 mg/ml+ kyselina hyaluronova 1,49 mg/ml

obarveny globulin 6mg/ml + albumin 24,9 mg/ml + kyselina hyaluronova 1,49 mg/ml + FL 0,34 mg/ml

Obr. 5.9 Fluorescencni snimky z experimenti-experimenty s obarvenym y-globulinem, rovnovazné

polohy

5.1.3 Dynamické zatéZovani-experimenty s obarvenou kyselinou hyaluronovou

Tyto experimenty byly realizovany s cilem objasnit vliv ostatnich sloZzek synovialni
kapaliny na chovani kyseliny hyaluronové. Pro tyto ucely byla pouZita Ctyfi maziva
s nasledujicim sloZenim: roztok obarvené kyseliny hyaluronové a fosfolipidii v PBS
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(na grafu modrd barva) roztok obarvené kyseliny hyaluronové, y-globulinu a
fosfolipidli v PBS (na grafu oranzova barva) roztok obarvené kyseliny hyaluronové,
albuminu a fosfolipid v PBS (na grafu Sed4d barva) a roztok obarvené kyseliny
hyaluronové, albuminu, y-globulinu a fosfolipidi v PBS (na grafu Zluti barva).
Vysledky jsou zaznamenany v grafech na obr. 5.10 a 5.12. Vybrané fluorescen¢ni
snimky poftizené v ¢asech 10, 70, 130 a 190 sekund jsou na obrizcich 5.11 a 5.13.

Krajni polohy (amplitudy)
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Intenzita (-)

400

200

| &) ]
0 20 40 60 20 100 120 140 160 180 200
A obarvena kys.hyaluronoval,49mg/mi+FL0,34mg/ml  Cas (s)
® obarvena kys.hyaluronoval,49mg/ml+glb6émg/ml+FLO,34mg/ml
@ obarvena kys.hyaluronoval,49mg/ml+alb24,9mg/ml+FLO,34mg/ml
@ obarvena kys.hyaluronoval,49mg/ml+alb24,9mg/ml+glb6mg/ml+FLO, 34mg/ml

Obr. 5.10 Zavislost intenzity v krajnich polohdch na case-experimenty s obarvenou kyselinou
hyaluronovou

obarvena kys.hyaluronova 1,49mg/ml+ FL 0,34mg/ml

obarvena kys.hyaluronova 1,49mg/ml + glb 6mg/ml + FL 0,34mg/ml

obarvend kys.hyaluronova 1,49mg/ml + alb 24,9mg/ml + FL 0,34mg/ml

obarvena kvs hyaluronové 1,49mg/ml + alb 24,9mg/ml + glb 6mg/ml+ FL 0,34mg/ml

Obr. 5.11 Fluorescenéni snimky z experimenti-experimenty s obarvenou kyselinou hyaluronovou,
krajni polohy
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V krajnich polohach byl prvni polovinu experimentu pozorovéan pro v§echna maziva
obsahujici obarvenou kyselinu hyaluronovou klesajici vyvoj intenzit. Nejrychlejsi
pokles byl pfitom zaznamenan v piipad€ obarvené kyseliny hyaluronové, y-globulinu
a fosfolipidl (na grafu oranZovd barva). Po strmém poklesu trvajicim 20 sekund
nasledovalo ustdleni na hodnotach okolo 200. Naproti tomu nejméné strmy pokles
intenzity byl pozorovan pfi pouZiti maziv sloZzenych z roztoku obarvené kyseliny
hyaluronové a fosfolipidu (na grafu modra barva) a kyseliny hyaluronové, albuminu,
v-globulinu a fosfolipidl (na grafu Zluta barva). Z fluorescencnich snimki na obr.
5.11 vyplyva, Ze kyselina hyaluronova se podili na tvorb¢ shluki proteind, nebot’ 1ze
tyto shluky analyzovat 1 bez nutnosti oznaceni jednotlivych proteint.
V rovnovéaznych polohach byly naméfeny se vSemi mazivy obsahujicimi obarvenou
kyselinu hyaluronovou nizZ$i hodnoty intenzity neZ v krajnich polohich. Tim se
vyrazné odliSuje chovani kyseliny hyaluronové od obou obarvenych proteint
(albuminu a y-globulinu). NejstilejSi a zarovenl nejvysSi hodnoty intenzity byly
naméfeny v rovnovdznych polohiach pfi mazini roztokem obarvené kyseliny
hyaluronové, albuminu, y-globulinu a fosfolipidii (na obrazku Zlutd barva), kdy
intenzita po celou dobu experimentu oscilovala okolo hodnoty 400. Naopak nejnizsi
hodnoty (okolo 100) byly zaznamenédny s obarvenou kyselinou hyaluronovou, 7-
globulinem a fosfolipidy (na grafu Seda barva). V piipad¢ kyseliny hyaluronové a
fosfolipidli (na grafu modie) se tvofily vzdjemné agregace, které ulpivaly na hlavici.
Nevyhodou takto vzniklych shlukti vS§ak byla niZs§i adsorp¢ni sila, ktera se projevila
sniZzenou pfilnavosti v porovnini s proteinovymi shluky. Tato nizkad pfilnavost je
patrnd z grafu 5.12, kdy ve 140. sekund€¢ ndhle klesa intenzita. Spolu s tim
koresponduji i fluorescen¢ni snimky, na kterych je patrny zanik vzniklého shluku a
s tim spojeny pokles intenzity.

Rovnovainé polohy
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0 20 40 60 80 100 _ 120 140 160 180 200
A obarvend kys.hyaluronoval,49mg/ml+FL0,34mg/ml  Cas (s)

® obarvena kys.hyaluronoval,49mg/ml+glb6mg/ml+FL0,34mg/ml

W obarvena kys.hyaluronoval,49mg/ml+alb24,9mg/ml+FLO,34mg/ml

© obarvend kys.hyaluronoval,49mg/ml+alb24,9mg/ml+glbémg/ml+FLO,34mg/ml

Obr. 5.12 Zavislost intenzity v rovnovaznych polohdch na Case-experimenty s obarvenou kyselinou
hyaluronovou
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5.2

obarvena kys.hyaluronova 1,49mg/ml + FL 0,34mg/ml

obarvena kys.hyaluronova 1,49mg/ml + glb 6mg/ml + FL 0,34mg/ml

‘---

obarvené kys.hyaluronova 1,49mg/ml + alb 24,9mg/ml+ FL 0,34mg/ml

obarvena kys.hyaluronova 1,49mg/ml + alb 24,9mg/ml + glb 6mg/ml + FL 0,34mg/ml

Obr. 5.13 Fluorescen¢ni snimky z experimenti-experimenty s obarvenou kyselinou hyaluronovou,
rovnovazné polohy

5.2 Kombinované zatéZovani

Pomoci kombinovanych experimenti byl zkouméan vliv jednotlivych sloZek
modelové kapaliny na proces mazani, pficemz specificky zplsob zatéZovani
odpovidal kombinaci statického zatizeni (reprezentujici stani) a dynamického
zatiZeni (reprezentujici kratkou chtzi). V prvni fazi cyklu, ktera trvala 270 sekund,
se stfidalo zatiZeni 500 N po dobu deseti sekund a odtiZeni po dobu dvaceti sekund.
Po této casti navazovala minutovd relaxace, nasledovand rozkyvanim kyvadla
z krajni polohy do uplného zastaveni. To nastavalo pfiblizné¢ po 25 sekundach od
vychyleni kyvadla. Po dynamické Céasti experimentu nasledovalo deseti-minutové
zatizeni, pfiCemz hodnoty intenzity v ¢ase byly zaznamenavany kazdych 30 sekund.
Vychyleni kyvadla pfi dynamické casti experimentu Cinilo 16°. Pro experimenty
byly pouzity modelové kapaliny, jejichz ptfesné slozeni je popsano v kapitole 4.4.
Meéieni bylo rozclenéno stejné jako pii dynamickém zat€Zovani na experimenty
s obarvenym albuminem, s obarvenym y-globulinem a s obarvenou kyselinou
hyaluronovou. Z divodid pouziti rozdilnych fluorescenénich barviv a jejich
koncentraci slouZicich k fluorescenénimu oznafeni proteinti, ¢i kyseliny
hyaluronové, byly stejné jako v pfipadé piedchozich experimentti naméteny rozdilné
pocatecni hodnoty svételné intenzity kazdé z latek. Aby bylo moZné jednotlivé
experimenty porovnavat, byla opét zavedena normovana intenzita v§ech experimentt
na pocatecni hodnotu 1000. Z divodu finan¢ni naroCnosti experimentd bylo
pfipraveno omezené mnozstvi modelovych kapalin. Proto nebylo mozné kazdy
experiment opakovat. Aparatura byla tedy nastavena a odzkouSena s jednoduchymi
roztoky obarveného albuminu a obarveného y-globulinu, kdy byla posouzen
opakovatelnost. Pii kombinovanych experimentech byla naméfena pramérna
odchylka mezi jednotlivymi experimenty 6,8 %. Grafické znizornéni tohoto
experimentu je na obr. 5.14.

strana

48



VYSLEDKY

Opakovatelnost

Dynamické zatéz Dynamicka zatéz
Rovnovainé polohy Krajni polohy
13800 1800 1800
1600 1600 3 1600
1400 1400 1400 ® 00%0e00%0g¢
® l‘ﬁﬁﬁxxéxxxs&.&&&&&&&&&
- 1200 ® ’zA 1200 1200
o 9222424
‘S 1000 é 1000 1000
& Trvalé zatizeni
£ 800 300 800
500 ol 600 600
Staticka cast
400 400 400
200 = @1.méfeni 200 200
A 2. méfeni
0 0 0
0 100 200 300 330 340 350 330 340 350 400 500 600 700 800 900 1000
Cas (s)

Obr. 5.14 Zavislosti intenzity na Case pti kombinovanych experimentech, opakovatelnost

5.2.1 Kombinované zatéZovani-experimenty s obarvenym albuminem

Tyto experimenty sledovaly chovéani albuminu v nasledujicich mazivech: obarveny
albumin a PBS (na grafu oranZova barva), obarveny albumin, y-globulin a PBS (na
grafu zluti barva), obarveny albumin, y-globulin, kyselina hyaluronova a PBS (na
grafu hnédad barva) a obarveny albumin, vy-globulin, kyselina hyaluronova,
fosfolipidy a PBS (na grafu modrd barva). Vysledky téchto experimentll jsou
zaznamendny v grafu na obrazku 5.15 a vybrané fluorescen¢ni snimky z experimentli
potizené v ¢asech 50, 250, 550, 850 sekund jsou na obr. 5.16.

V prvni fazi experimentu (statickd Cast) byly naméfeny velmi podobné vyvoje
intenzit v Case (pozvolna rostouci) pro vSechny pouZzitd maziva. Nejvyssich hodnot
vSak bylo dosaZeno s mazivem sloZenym z obarveného albuminu, y-globulinu,
kyseliny hyaluronové a fosfolipidl (na grafu modra barva). Rozdil mezi pocatecni a
koncovou intenzitou u tohoto maziva byl 500, pficemZ nejmensi nartist hodnot
intenzity (150) byl pozorovan pfi mazani obarvenym albuminem (na grafu oranzova
barva). V dynamické ¢asti experimentu simulujici kratkou chlizi byl zaznamenam
pro vSechna pouzitd maziva v krajnich i rovnovaZnych polohich vyznamny naruast
intenzity. Zatimco v rovnovaznych polohdch maji vyvoje intenzit v Case spiSe
exponencidlni tvar, tak v krajnich polohdch je pozorovan téméf linedrni narast
intenzit. Obecné lze fict, Ze pfi kratkém dynamickém zatiZeni narGsti intenzita
nejvice pfi pouziti maziv: obarveny albumin a y-globulin (na grafu zluti barva)
a obarveny albumin, y-globulin, kyselina hyaluronové a fosfolipidy (na grafu modra
barva). Za zminku také stoji vyrazné odliSny vyvoj intenzit v pravé a levé krajni
poloze u maziva sloZeného zobarveného albuminu, y-globulinu a kyseliny
hyaluronové (na grafu hnéda barva) zpiisobeny vyraznou adsorpci proteinti na jedné
z polovin kloubni hlavice. V posledni casti experimentu (trvalém zatiZeni) je
pozorovan u vSech zminénych maziv pozvolny pokles hodnot svételné intenzity,
kterd vyrazné narostla v pribéhu dynamické casti. Nejvyssi hodnoty fluorescencni
intenzity (3500) byly pozorovany s roztokem obarveného albuminu, y-globulinu,
kyseliny hyaluronové a fosfolipidll (na grafu modré barva), naopak nejmensi zhruba

strana

49



VYSLEDKY

tretinové hodnoty fluorescencni intenzity byly naméfeny s roztokem obarveného
albuminu (na grafu oranzova barva).

Vliv albuminu - kombinovana zatéz
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& obarveny_alb24,9mg/mi+gib6mg/ml+Hal,49mg/mI+FLO,34mg/ml

Obr. 5.15 Zavislost intenzity na Case pti kombinované zatéZi-experimenty s obarvenym albuminem

Z fluorescen¢nich snimk na obrazku 5.16 lze obecné vyvodit zavér, Ze pfii
experimentech dochazi ke kumulaci proteinovych shlukli prevazné pii dynamické
casti experimentu. Tyto shluky jsou pfitomny i pfi trvalém zatiZeni, dochazi vSak
k jejich postupnému zaniku. Z fluorescencnich snimka je déle patrné, Ze nejvice
vznikaly shluky proteinli s mazivem sloZenym z obarveného albuminu, y-globulinu,
kyseliny hyaluronové a fosfolipidt.

obarveny albumin 24,9mg/ml

s

obarveny albumin 24,9mg/ml + globulin
. -

Obr. 5.16 Fluorescen¢ni snimky z experimentii-experimenty s obarvenym albuminem, kombinovana
ZAtez
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5.2.2 Kombinované zatiZeni-experimenty s obarvenym y-globulinem

Tyto experimenty sledovaly chovani proteinu y-globulinu v nasledujicich mazivech:
roztok obarveného y-globulinu v PBS (na grafu zelena barva) roztok obarveného y-
globulinu a albuminu v PBS (na grafu modra barva) roztok obarveného y-globulinu,
albuminu a kyseliny hyaluronové v PBS (na grafu Cervena barva) a roztok
obarveného y-globulinu, albuminu, kyseliny hyaluronové a fosfolipidi v PBS (na
grafu Zlutd barva). Vysledky z téchto experimentii jsou zaznamendny v grafu na
obrazku 5.17 a vybrané fluorescencni snimky pofizené v casech 50, 250, 550 a 850
sekund je moZné vidét na obr. 5.18.

Vliv globulinu - kombinovana zatéz
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® obarveny glb 6mg/ml+alb 24,9 mg/ml+HA 1,49 mg/ml
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Obr. 5.17 Zavislost intenzity na Case pii kombinované zatéZi-experimenty s obarvenym y-globulinem
V prvni fazi experimentu (staticka ¢ast) dochéazelo se vSemi druhy maziv k mirnému
naristu hodnot svételné intenzity, pfi¢emz nejvyssich hodnot (1100) bylo naméteno
pfi pouziti maziv sloZenych z obarveného y-globulinu a albuminu (na gratu modra
barva) a obarveného y-globulinu, albuminu a kyseliny hyaluronové (na grafu cervena
barva). Naopak nejnizsi hodnoty (1050, resp.1020) byly naméfeny pii pouZziti maziv
sloZzenych z obarveného v-globulinu (na grafu zelend barva) a obarveného
y-globulinu, albuminu, kyseliny hyaluronové a fosfolipidi (na grafu Zluta barva).
V dynamické casti experimentu nedochazi k zddnému nartGstu hodnot intenzit
v rovnovaznych ani krajnich polohach pfi pouZiti maziv sloZenych z obarveného
v-globulinu, albuminu a kyseliny hyaluronové (na grafu ¢ervend barva) a obarveného
y-globulinu, albuminu, kyseliny hyaluronové a fosfolipidi (na grafu Zluta barva).
Z toho plyne, Ze tato maziva nezpisobuji ve vztahu ke y-globulinu Zadnou zménu
fluorescencnich intenzit (kvantitativné zménu tloustky mazaciho filmu) pfi pohybu
pacienta. Nejvyssi hodnoty svételné intenzity (1300) v dynamické Casti experimentu
byly naméfeny pii pouZziti maziva sloZzeného z obarveného y-globulinu (na grafu
zelena barva), pfiCemz s timto mazivem byl zaznamenan linearni nartist intenzit jak
v krajnich, tak rovnovaznych polohach. V posledni ¢éasti experimentu (trvalé
zatizeni) dochéazelo k poklesu fluorescencnich intenzit se vSemi pouzitymi mazivy.
Nejvyssich hodnot (1250) vSak dosahoval roztok obarveného y-globulinu (na grafu
zelend barva), naopak trvale nejnizSich intenzit roztok obarveného y-globulinu,
albuminu a kyseliny hyaluronové (na grafu Cervena barva) a roztok obarveného

v-globulinu, albuminu, kyseliny hyaluronové a fosfolipidti (na grafu zluta barva).
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obarveny globulin 6mg/ml

obarveny globulin 6Bmg/ml + albumin 24,9 mg/ml

obarveny globulin 6mg/ml + albumin 24,9 mg/ml + kyselina hyaluronova 1,49 gm/ml

obarveny globulin 6mg/ml + albumin 24,9 mg/ml + kyselina hyaluronova 1,49 gm/ml + FL 0,34 mg/ml

Obr. 5.18 Fluorescencni snimky z experimenti-experimenty s obarvenym vy-globulinem,
kombinovana zatéz

Z fluorescen¢nich snimk® na obr. 5.18 je patrné, ze v piipad¢é prvnich dvou maziv
(obarveny y-globulin a obarveny y-globulin s albuminem) tvofi silnéjSi proteinové
vrstvy s vétSimi hodnotami svételnych intenzit. Naopak s ostatnimi mazivy se tvoii
mnoZstvi drobnych shlukil proteini dosahujici mensich hodnot svételné intenzity.

5.2.3 Kombinované zatiZeni-experimenty s obarvenou kyselinou hyaluronovou
Tyto experimenty sledovaly chovéni kyseliny hyaluronové v nasledujicich mazivech:
roztok obarvené kyseliny hyaluronové a fosfolipidii v PBS (na grafu modré barva),
roztok obarvené kyseliny hyaluronové, y-globulinu a fosfolipidiit v PBS (na grafu
oranZova barva), roztok obarvené kyseliny hyaluronové, albuminu a fosfolipidi v
PBS (na grafu Seda barva) a roztok obarvené kyseliny hyaluronové, albuminu,
v-globulinu a fosfolipidic v PBS (na grafu Zzlutd barva). Vysledky z téchto
experimentli jsou graficky zndzornény na obrazku 5.19, pficemZ vybrané
fluorescen¢ni snimky poiizené béhem experimentu v ¢asech 50, 250, 550 a 850
sekund, je mozné vidét na obr. 5.20. Béhem prvni statické faze experimentu
dochazelo se vSemi pouzitymi mazivy k naristu svételné intenzity. Nicméné nejvyssi
nartst (z hodnoty 1000 na 1230) byl pozorovan pii pouZiti modelové kapaliny
sloZzené zroztoku obarvené kyseliny hyaluronové, albuminu, vy-globulinu a
fosfolipidi (na grafu 7Zlutd barva). Pfi dynamickém zatiZzeni dochézelo
v rovnovaznych i krajnich polohich se vSemi mazivy k poklesu hodnot svételné
intenzity. V krajnich polohach byl pfitom tento pokles jeSt€ vyraznéjSi nez
v polohdch rovnovaznych. Nejniz§i hodnoty pfitom byly naméfeny v obou
charakteristickych polohach s roztoky obarvené kyseliny hyaluronové, y-globulinu a
fosfolipidli (na grafu oranzova barva) a obarvené kyseliny hyaluronové, albuminu a
fosfolipidii (na grafu Sedd barva).
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Pii trvalém zatiZeni neboli posledni ¢asti experimentu dochizelo u vSech maziv
k mirnému poklesu intenzity. Nejvyssi hodnoty intenzity (460) na konci experimentu
byly pfitom nameéfeny sroztokem obarvené kyseliny hyaluronové, albuminu, y-

Vv,

globulinu a fosfolipidi, naopak tuplné¢ nejnizsi (240) byly nameétfeny s roztokem

obarvené kyseliny hyaluronové, albuminu a fosfolipida.

Vliv kys. hyaluronové - kombinovana zatéz
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Obr. 5.19 Zavislost intenzity na Case pifi kombinované zatéZi-experimenty s obarvenou kyselinou

hyaluronovou

obarvena kys. hyaluronova 1,49 mg/ml +FL 0,34mg/ml

obarvena kys. hyaluronova 1,49mg/ml + glb 6mg/ml + FL 0,34mg/ml

obarvena kys. hyaluronova 1,49mg/ml + alb 24,9 mg/ml + FLO,34mg/ml

obarvena kys. hyaluronova 1,49mg/ml + alb 24,9 mg/ml + glb 6mg/ml + FL 0,34mg/ml

Obr. 5.20 Fluorescen¢ni snimky z experimenti-experimenty s obarvenou kyselinou hyaluronovou,

kombinovana zatéz
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6 DISKUZE

6.1 Dynamické zatéZovani

6.1.1 Vliv sloZek synovialni kapaliny na chovani albuminu

Z provedenych experimentl (obr. 5.2, 5.4 str. 40, 41) je ztejmé, Ze jednotlivé slozky
modelové kapaliny znacnou mirou ovliviiuji chovéani albuminu. V pifipadé€ pouZiti
roztoku Cistého albuminu dochazi k tvorbé pouze relativné tenkého filmu. Pfidanim
proteinu y-globulinu k albuminu dochézi ke zvySeni intenzity témé&f na dvojnasobek.
Tento narist je s nejvétsi pravdépodobnosti zplisoben provdzanym mechanismem
tvorby shlukii obou proteinti. Pfimichani kyseliny hyaluronové k roztoku albuminu
a y-globulinu vede spiSe k urcitému sniZeni svételné intenzity, avSak po ptfidani
fosfolipidii k roztoku albuminu, y-globulinu a kyselin¢ hyaluronové v koncentracich
odpovidajicich komplexni kapaliné K2/K3 dochazi k nezanedbatelnému néartstu
hodnot intenzity. Z ¢ehoz plyne, Ze fosfolipidy se v komplexni kapaliné vazi na
shluky albuminu, ¢imz je zvétSuji a zvySuje se tak tloustka mazaciho filmu.
Vysledky popsané ve studii [19] prezentuji teorii podle, které pti adsorpci proteinti
dochazi nejprve k tvorbé vrstvy proteinu y-globulinu na povrchu téles, kdy na této
vrstvé dochézi k adsorpci proteinu albuminu. V nepfitomnosti proteinu y-globulinu je
adsorpce albuminu na povrchu téles slozitd a dochazi pouze k tvorbé tenké vrstvy
adsorbovanych proteinti. Tato teorie by vysvétlovala providzané chovani proteinti
albuminu a y-globulinu a nizké intenzity naméfené s roztokem albuminu pozorované
v této praci. Relativné tenkd a stabilni vrstva proteinu albuminu se tvofila i v ptipad¢
prace [24], ktera vyuzivala konformni styk kontaktni dvojice.

6.1.2 Vliv slozek synovialni kapaliny na chovani y-globulinu

Vliv sloZek synovialni kapaliny na chovani y-globulinu zndzornéném na obr. 5.6, 5.8
str. 42, 44 ukazuje, Ze modelova kapalina slozena z roztoku y-globulinu dosahovala
v prubéhu celého experimentu nejnizs§i hodnoty svételné intenzity (nejnizsi tloustky
filmu). Pfidani proteinu albuminu k roztoku y-globulinu vSak vedlo k vyraznému
zvétSeni svételné intenzity, a to obzvlasté v poslednich dvou tietindch experimentu.
Tento narGst potvrzuje provazany mechanismus tvorby shlukli obou proteinti, kdy
jeden bez druhého netvorfi tak tak velké proteinové shluky. Kyselina hyaluronova ve
vztahu ke y-globulinu spiSe sniZzuje ulpivani proteini na artikulujicich télesech, avSak
vyraznym zpusobem stabilizuje tvorbu shluki v ¢ase, ¢imZ ji d€la casové nezédvislou.
Po pfidani fosfolipidli nebyla pozorovdna Zadnid zména ve vysledcich, ¢imz ve
vztahu ke y-globulinu neplni Zadnou funkci. Pii porovnéani vysledki se studii [22],
ktera zkoumala nekonformni styk kuli¢ky s diskem za podminek c¢istého valeni je,
dosaZeno urcité shody, kdy pfi experimentech s roztokem ¢y-globulinu a albuminu
byla pozorovana pfiblizné¢ dvojnisobna hodnota tloustky filmu, nez v piipade
roztoku y-globulinu V publikaci [24] byl pozorovan rostouci trend mazaciho filmu
s roztokem y-globulinu v PBS, pificemzZ v této diplomové praci byl naméfen spiSe
klesajici trend intenzity v Case. Tento rozdil je s nejvétsi pravdépodobnosti zpisoben
horsi adsorpci proteinu y-globulinu na jamce z PMMA neZ na jamce ze skla.

6.1.3 Vliv sloZek synovialni kapaliny na chovani kyseliny hyaluronové
Z experimentd na obr. 5.10 a 5.12 na str. 45 a 46 vyplyva, Ze kyselina hyaluronova
dosahuje nejvyssich hodnot svételné intenzity pravé v pfitomnosti obou proteinti
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v-globulinu a albuminu spolu s fosfolipidy. Kyselina hyaluronovd v kombinaci
s témito slozkami synovidlni kapaliny navic vykazuje v rovnovaznych polohach
velice stabilni a ustaleny vyvoj intenzity. Pfi absenci libovolného proteinu hodnoty
svételné intenzity kyseliny hyaluronové prudce klesaji. Z téchto vysledki tedy plyne,
Ze kyselina hyaluronova pfispiva svou pritomnosti v mazivu pievdzn€ v komplexnich
kapalinach. Studie, které by se piimo zabyvaly touto problematikou nebyly doposud
publikovany, avSak ve clanku [20, 24] byly prezentovany vysledky méfeni
s roztokem Cisté kyseliny hyaluronové, kde byl zkouman vliv jeji koncentrace na
vyslednou tloustku mazaciho filmu v konformnim styku kontaktni dvojice.
Z vysledki vyplynulo, Ze se vSemi koncentracemi kyseliny hyaluronové dochazi
k postupnému poklesu hodnot tloustky mazactho filmu az téméf na nulovou
hodnotu. Tato vlastnost je prezentovana postupnym vytlaCenim kyseliny hyaluronové
z kontaktu a tim poklesu hodnot tloustky filmu. Podobny jev byl pozorovan i v této
praci sroztoky kyseliny hyaluronové a fosfolipidi ¢i roztoky kyseliny
hyaluronové, fosfolipidi s jednim z proteini.

6.1.4 Porovnani komplexnich kapalin dle obarvené slozky

Pfi porovnani komplexnich kapalin o stejném slozeni odpovidajici modelové
kapalin¢ K2/K3 liSici se obarvenou slozkou (obr. 6.1) byly naméfeny nejvyssi
intenzity s obarvenym albuminem v komplexni kapalin€¢ a naopak nejnizs$i hodnoty
intenzity s obarvenou kyselinou hyaluronovou v komplexni kapaliné. AvSak
piinosnéjsi je srovnani s experimentem, ktery byl realizovan pravé se vSemi
obarvenymi slozkami najednou. Pfi srovnédni je patrnd podobnost experimentu se
vSemi obarvenymi sloZkami a experimentu realizovaného s obarvenym albuminem
v komplexni kapaliné. Z téchto vysledki je patrné, Ze pfi dynamickém experimentu
s komplexni kapalinou K2/K3 dochézi k tvorbé stabilni, ale relativné tenké vrstvy
y-globulinu a kyseliny hyaluronové, na které nasledné ulpiva vyrazné vétsi vrstva
albuminu, kterd vyraznym zpusobem zvétSuje tloustku mazactho filmu, avSak dle
vysledkii popsanych v kapitole 5.1 funguje mechanismus tvorby mazaciho filmu jako
celek, kdy absence jedné z komponent vede vétsi €1 mensi mérou ke sniZeni vysledné
tloustky mazaciho filmu.

Porovnani komplexnich kapalin dle obarvené slozky

Intenzita (-)

0 20 40 60 80 100 120 140 160 180 200

® obarvena kys. hyaluronova, albumin, gloubulin, fosfolipidy

E obarveny albumin, globulin,kyselina hyaluronova, fosfolipidy

A obarveny globulin, albumin, kyselina hyaluronova, fosfolipidy

@ obarveny albumin, obarveny globulin, obarvena kys. hyaluronova, fosfolipidy

Obr. 6.1 Zavislost intenzity na ¢ase v rovnovaznych polohach, porovnani komplexnich kapalin
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6.2

Prekvapivym vysledkem experimentu vSak byl fakt, Ze v ptipad€ vSech obarvenych
sloZek soucasné byla naméfena nizsi intenzita nez pii pouziti maziva sloZeného jen
zroztoku obarveného albuminu. Tento jev vSak muZe byt vysvétlen takzvanou
reabsorpci emise popisovanou ve studii Hidrova a Harta [26], neboli zatimco jedna
obarveni slozka emituje zafeni, tak druhd obarvena sloZka si toto zafeni odebird na
svoji vlastni excitaci. Kdyby tento jev nenastaval, byla by intenzita vSech obarvenych
slozek najednou vyssi. Presny rozbor mechanismii vzniku mazaciho filmu
v komplexnich kapalinach pfi zachovani redlné konformity tfecich povrchi nebyl
doposud popsan, nicméné vysledky potvrzuji teorii publikovanou v praci [19].
V préci [20] byly publikovany vysledky experimentl s komplexni kapalinou K2/K3
avSak o jiné koncentraci proteint. Ta s nejvétsi pravdépodobnosti spolu s rozdilnym
materidlem kontaktni dvojice zapficinila rozdil ve vysledcich, pficemz v praci [20]
byl pozorovin strmé&j$i narast tloustky mazaciho filmu neZz v pfipadé modelové
kapaliny se vSemi obarvenymi komponentami na obr 6.1.

6.1.5 Vliv konformity kontaktu na proces tvorby mazaciho filmu

Pfi porovnani vlivu konformity tfecich téles na proces tvorby mazaciho filmu
s publikovanymi studiemi Myant a kol. [14] a Mavraki a Cann [10] byly
analyzovany urcité rozdily. Ve studii [14] dochazelo v konfiguraci kulicka na disk
pii Cistém valeni k tvorbé ptiblizné Ctyfikrat siln€jsStho mazaciho filmu y-globulinu
nez v piipadé roztoku albuminu, zato pfi redlné konformité ttecich povrchii se sice
tvofil siln¢j$i mazaci film pii pouZiti y-globulinového roztoku, avSak pouze
o polovinu vétsi nez v ptipadé albuminového roztoku. Tento jev muze byt z veliké
miry zpusoben faktem, Ze v piipad¢ studie [14] dochédzelo pouze k Cistému valeni
a tedy adsorbované proteiny y-globulinu 1épe ulpivaly na povrchu artikulujicich téles.
Vyraznym rozdilem, ktery hraje dileZitou roli je i podstatné niZ§i kontaktni tlak
v piipad¢ konformniho kontaktu. V piipadé studii [12-14], kde byl vyuzivan styk
kontaktni dvojice kuli¢ka na disk a tedy zde byl aplikovan i vysSsi kontaktni tlak,
se formoval ten¢i film. Ve cClanku [24] byl pfitom popsan vliv zatizeni a bylo
dokazéano, Ze pfi nizSim zatiZeni je pfitomen tlust$si mazaci film, tedy tento jev je na
tvorbu mazaciho filmu pozitivni a ukazuje, Ze redlnd konformita tfecich téles je
podstatna. Také v pfipadé studie [10] dochdzi pii experimentech s roztoky
y-globulinu a albuminu k ur¢itym odchylkam, napfiklad vyraznému rozptylu dat,
ktery nebyl v konfiguraci redlné konformity tfecich povrchli pozorovan. Tento
rozptyl muze byt zpisoben kinematickymi podminkami experimentu, kdy tém¢f
Cisty pozitivni prokluz zapfic¢inuje nerovhomérné hromadéni shlukl proteinli pred
kulickou. Dale v praci [19] byly prezentovany vyrazné odliSné vysledky pii
negativnim prokluzu a cistém valeni. Toto zdsadnim zplsobem odliSené chovani
proteinovych roztokl pfi riznych kinematickych podminkach mé na vliv konformity
téles jeden z nejzdsadnéjSich dopadi, ¢imZ jej de€la pii analyze mazani velice
dalezitym.

6.2 Kombinované zatizeni

6.2.1 Vliv slozek synovialni kapaliny na obarvené komponenty

V prvni fazi kombinované zatéze (statické Casti) dochazelo se vSemi mazivy
k vétSimu ¢i menSimu nédrGstu hodnot intenzity, pficemz rozdily mezi jednotlivymi
experimenty byly marginélni. Z toho plyne, Ze jak proteinové roztoky, tak roztoky
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kyseliny hyaluronové s fosfolipidy tvoii pii podminkich statické zatéZze velice
podobné tlustou vrstvu filmu odd€lujici jednotlivé povrchy. V ¢lanku [14] byl
pozorovan rostouci trend se vSemi pouZzitymi mazivy, avSak s vyraznym rozdilem
v tloust'’ce filmu modelové kapaliny K1 a K2/K3. Tento rozdil mize byt zapfiinén
rozdilnou konformitou kontaktnich part. V praci [13] byl pozorovan mirné rostouci
trend tloustky mazaciho filmu pfi pouziti modelové kapaliny o sloZeni 25 % roztoku
hovéziho séra, ptfiCemZ se znacné podobal vysledkiim naméfenym v této praci.
Pti dalsi fazi kombinované zatéze (dynamické casti) byly pozorovany velmi podobné
vysledky, které byly popsany v kapitole 6.1. Vyjimku tvofil experiment s roztokem
y-globulinu, ktery dosahoval nepatrné vyssi intenzity nez v piipadé dlouhodobé
dynamické zatéze. Tento fakt muZe byt zptsoben tim, Ze shluky proteinu y-globulinu
se formuji v piipadé kratkého cCasového intervalu jednoduseji neZ u albuminu,
Ciostatnich slozek synovidlni kapaliny. V posledni ¢asti kombinovanych
experimentl (trvalé zatézi) dochazelo k pozorovani vyrazné zavislosti naméfenych
intenzit na pouZzitém mazivu, pfi¢emZ vSechna maziva vykazovala mirn¢ klesajici
trend. Déle lze z vysledkl vyvodit, Ze jak protein albumin, tak kyselina hyaluronova
dosahovaly nejvysSich hodnot intenzity pifi rozpusSténi v komplexnich kapalinach,
z ¢ehoz je naprvni pohled viditelnd provazanost téchto komponent pii tvorbé
mazaciho filmu pfi tomto zpusobu zaté¢Ze. Trvalym zatiZenim odpovidajicim stini
pacienta na mist¢ se doposud nikdo nezabyval, a pfitom, jak se ukazuje, je vyvoj
mazaciho filmu vyraznym zpisobem odliSny jak od cyklického zatéZovani, tak od
dynamického zatizeni. Vyznamnou roli pii ném hraje i sloZeni modelové kapaliny.

6.2.2 Porovnani komplexnich kapalin dle obarvené slozky

Experimenty s komplexnimi kapalinami o stejném sloZeni odpovidajicim modelové
kapalin¢ K2/K3 liici se obarvenou slozkou (obr. 6.2) bylo pfi kombinovaném
zatizeni porovnanim jednotlivych experimentli zjiSténo, Ze nejvyraznéji (a to
pfedev§im v dynamické Casti a pfi trvalém zatiZeni) se podili na tvorbé mazaciho
filmu protein albumin. Ten vSak v piipadé¢ osamoceného vyskytu tvofil pomérné
tenky mazaci film, proto je pro tvorbu tlust§itho filmu vZdy nutnd i pfitomnost
ostatnich slozek synovialni kapaliny. Protein y-globulin a kyselina hyaluronova se na
tvorbé mazaciho filmu v komplexni kapaliné podileji, avSak z pohledu jednotlivych
piispévklt o pozndni méné¢ nez protein albumin. Pfi porovnani vysledkl
s dynamickym zatéZovanim, je patrnd shoda mechanisml tvorby mazaciho filmu,
z ¢ehoz plyne, zZe rozdilny zplsob zatéZe sice kvantitativné ovlivni vysledky
experimentu, nicmén¢ mechanismy tvorby mazaciho filmu zGstavaji i pfi rozdilném
zpusobu zatiZeni neménné.
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Porovnani komplexnich kapalin dle obarvené slozky
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Obr. 6.2 Zavislost intenzity na ¢ase pii kombinované zatézi, porovnani komplexnich kapalin
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ZAVER

7 ZAVER

Tato diplomovéa priace se zabyvala analyzou mazani totdlni endoprotézy kycle
s vyuzitim fluorescen¢ni mikroskopie pii zachovéani redlné konformity kontaktni
dvojice. Za pomoci simuldtoru kyc¢elniho kloubu, jeZ byl upraveny pro potieby
fluorescen¢ni mikroskopie, byl posuzovan vliv ostatnich sloZek synovialni kapaliny
na chovani albuminu, y-globulinu a kyseliny hyaluronové a dale bylo sledovano
chovani téchto slozek v komplexnich kapalindch. Pro tyto dcely byly navrhnuty
modelové kapaliny, viz kapitola 4.5, pomoci kterych bylo moZné toto chovani
objasnit. Déle byly definovany dva zpilisoby zatizeni mezi jamkou a hlavici
(dynamické a kombinované), jejichz tkolem bylo reprezentovat SirSi spektrum
mozné zatéZe vznikajici v redlné kloubni ndhradé. Vibec poprvé byly zkoumany
takzvané mékké pary (materidlova kombinace CoCr/PMMA). Vysledky experimentii
prokazaly, Ze interakce jednotlivych slozek synovidlni kapaliny jsou naprosto
zésadni z hlediska tvorby mazaciho filmu, coZ byly doposud pouze teoretické
predpoklady, které vSak nebyly podloZeny experimenty. NejdileZitéj$i poznatky lze
shrnout do nékolika bodii:

e Samotné roztoky albuminu, ¢i y-globulinu v PBS tvofi jen velice tenky
mazaci film, avSak kombinaci obou proteint dochazi k vzijemnému
ovlivnéni a podstatnému zvyseni tloustky mazaciho filmu.

* Kyselina hyaluronova a fosfolipidy se na tvorbé mazaciho filmu taktéz podili,
avSak vyraznéji ve vztahu k albuminu neZ ke y-globulinu, kdy dokonce
fosfolipidy témét viibec neovliviuji chovani y-globulinu.

* Pii statické zatézi dochdzi témétf se vSemi mazivy k pozvolnému rlstu
intenzity.

* Pfi kratkodobé rovnomérné tlumené dynamické zatézi byly pozorovany stejné
mechanismy tvorby mazaciho filmu jako pfi dlouhodobé dynamické zatézi,
vyjimku tvofil roztok y-globulinu v PBS.

* Bylo potvrzené provazané chovani jednotlivych slozek synovialni kapaliny
pfi tvorbé mazactho filmu, pficemZz kyselina hyaluronova s y-globulinem
tvofi v komplexni kapaliné spiSe stabilni, avSak pomérné tenkou vrstvu
adsorbovanou na povrsich téles, na niz nasledn¢ ulpiva albumin a vyrazné
zvySuje tuto adsorbovanou vrstvu. Tento mechanismus byl patrny nezévisle
na zpusobu zatéze, tedy pro kombinované i dynamické experimenty.

Na zikladé¢ provedeného experimentdlniho vyzkumu Ize fict, Ze fluorescen¢ni
mikroskopie je vhodnou metodou pro analyzu mazini konformné zakfivenych
kloubnich ndhrad. Mezi nedostatky, které vSak tuto metodu znepiesiiuji patii
vysviceni oznacCené slozky v mazivu. To mélo za nésledek zhruba 15% sniZeni
svitivosti na konci experimentu v piipad¢ nejcitlivéjsi slozky na vysviceni obarvené
kyseliny hyaluronové. Pro zptfesnéni vysledki je tedy nutné v budoucnu bud’ zménit
konstrukci tak, aby se do kontaktu dostdvalo cerstvé mazivo anebo zameénit
fluorescen¢ni barviva za barviva méné nachylna k vysviceni.
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TEP - Totalni endoprotéza

OECD - Organizace pro hospodatskou spolupraci a rozvoj
PBS - Phosphate Buffered Saline — fyziologicky roztok
Tris - Trishydroxymethylaminomethan — pufr

EHL - Elastohydrodynamické mazani

PAL - Mazani vrstvou agregovanych proteinti

SRR - Slide to roll ratio - pomér mezi prokluzem a valenim
CMOS - Complementary Metal-Oxide-Semiconductor
PMMA - Polymetylmetakrylat

RAM - Random access memory - pocitatova pamet’
SDS - Sodiumdodecilsulfat
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