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ABSTRAKT

Diplomova prace byla soucasti projektu ,,Regenerace a lubrikace fascii hyaluronanem*
spolec¢nosti Contipro a.s., jehoz hlavnim cilem je vyvoj injekéniho lé€ebného pripravku.
Pribyva pocCet pacientt trpici tzv. bolesti myofascialniho pivodu v dolni ¢asti zad. Pfi¢inou
bolesti je zvySena viskozita kyseliny hyaluronové, ktera je produkovana mezi vrstvami
fascii. Pokud je viskozita nizka, tak nedochazi k ovliviiovani vrstev fascii a soucinitel tfeni
je nizky. Ukolem piipravku je zlepsit klouzavy pohyb fascii a ulevit pacientovi od bolesti.
Hlavni slozkou 1écebného pripravku je kyselina hyaluronova. Soucasti projektu byla
reologicka a tribologicka analyza vzorkl kyseliny hyaluronové. Pro analyzu soucinitele
tteni byl vytvofen tribologicky model fascii v konfiguraci pin-on-plate. Na zakladé
pouzitych modelt fascii byla zji§téna zavislost mezi soucinitelem tfeni a viskozitou
u nativnich roztokt kyseliny hyaluronové. U modelt a realnych fascii se zjistilo, ze nativni
roztok (Bonharen) dosahoval lepsich tfecich vlastnosti nezli roztoky derivatl kyseliny
hyaluronové. Tyto analyzy pfispely nejen k vyvoji 1écebného pfipravku, ale i pro vznik
dalSich studii, které by se chtély zabyvat biotribologii fascii.

KLICOVA SLOVA

Biotribologie, fascie, kyselina hyaluronova, soucinitel tfeni, viskozita

ABSTRACT

The diploma thesis was part of the project "Regeneration and lubrication of fascia with
hyaluronan" of the company Contipro a.s., whose main goal is the development
of an injectable medicinal product. The number of patients suffering from so-called
myofascial lower back pain is increasing. The cause of the pain is increased hyaluronic
acid, which is produced between the layers of the fascia. If the viscosity is low, the fascia
layers are not affected and the coefficient of friction is low. The purpose of the product
is to improve the sliding movement of the fascia and relieve patients of pain. The main
component of the medicine is hyaluronic acid. The project included rheological
and tribological analysis of hyaluronic acid samples. A tribological model of fascia
in a pin-on-plate configuration was created for the analysis of the coefficient of friction.
Based on the fascia models used, the dependence between the coefficient of friction
and viscosity of native hyaluronic acid solutions was found. For models and real fascias,
the native solution (Bonharen) was found to have better friction properties than hyaluronic
acid derivatives. These analyzes have contributed not only to the development of the drug,
but also to the emergence of other studies that would like to address the biotribology
of fascia.
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1 UVOD

Bolest v dolni ¢asti zad se stava v soucasné dob€ zavaznym problémem. Nejedna se pouze
o zdravotni, alei ekonomicky problém. Je dokumentovan jako velmi cCasté zdravotni
omezeni [1]. Bolest dolnich zad je nekdy klasifikovana jako nespecificka, ke které nelze
prifadit uznavané specifické patologie. Pres vysokou pievahu piipadi nejsou priciny
bolesti dolni ¢asti zad dobfe pochopeny, a které vedou k nespecifické diagnoze, ptiblizné
v 85 az 90 % pripadi. Bolest zad je definovana jako bolest, ktera ma dobu trvani vice nez
12 tydni. U pacientll s chronickou bolesti zad je nejucinngjsi multidisciplinarni logicky
pristup k 1écbe, s Iékarskymi, psychologickymi, fyzickymi aintervencnimi pfistupy.
Pacienti s bolestmi v dolni ¢asti zad by méli byt také vySetfeni na socialni nebo psychické
potize. Etiologii této bolesti lze Casto rozliSit na zakladé anamnézy pacienta fyzickym
vySetfenim a v nékterych pfipadech i zobrazovacimi metodami. Nedavné studie poukazuji
na roli thorakolumbarni fascie jako moznou pfi¢inu tohoto druhu bolesti.
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Obr. 1-1 Vyvoj bolesti zad v Case [2]

Prave fascie je jednou ze slozek, ze kterych se sklada lidské t€lo. Fascie tvori systém, ktery
lze definovat takto: ,trojrozmérné kontinuum mékkych, volnych a hustych pojivovych
tkani obsahujici kolagen, které prostupuji t€lem*. Jsou velmi husté, pokryvaji a pronikaji
napf. svalem, kosti atd. Hraji dialezitou ulohu v podpofe a funkci lidského téla. Vrstvy
husté pojivové tkané jsou oddelené vrstvami volné pojivové tkané, které umoziuji
sousednim vrstvam klouzat mezi sebou. Ve wvrstvach fascii se vytvaii kyselina
hyaluronova. Kyselina hyaluronovéa plni ulohu maziva. Vlivem zmény viskoelastickych
vlastnosti kyseliny hyaluronové dochéazi k ovliviiovani klouzavého pohybu fascii
a zpusobeni mozné bolesti. Za zménou viskoelastickych vlastnosti stoji hlavné molekulova
hmotnost a koncentrace.
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Na zékladeé této skutecnosti se naskytd pfilezitost moznosti 1écby pouzitim lékatrského
ptipravku tvofeného na bazi kyseliny hyaluronové, ktery by zlepsil klouzavy pohyb vrstev
fascii a ulevil by od bolesti. Spole¢nost Contipro a.s. pfisla s inovativnim zptsobem 1écby,
ktera je zalozena na principu aplikace injekcniho pfipravku na bazi kyseliny hyaluronové,
jez by upravil reologii kyseliny hyaluronové v misté patologie (densifikaci nebo fibrozu)
a ulevil by od bolesti.

Soucasti projektu, jenz ma za ukol vyvinout tento pfipravek, je i analyza soucinitele tfeni
roztokli na bazi kyseliny hyaluronové, podle které se vybiral pro vyvoj léCebného
piipravku. Tato analyza se uskute¢nila na Ustavu konstruovani. Analyza soudinitele tfeni
je 1 zaroven cilem této diplomové prace. Soucasti této prace je rovnéz i analyza
reologickych vlastnosti roztokt kyseliny hyaluronové.

16



2 PREHLED SOUCASNEHO STAVU POZNANI

2.1 Resersni metody

Jako kritéria pro vybér byly zvoleny 2 druhy ¢lanku ,.review™ a ,article”. Byly omezeny
roky vydani od roku 2011 az do roku 2021. Zdroje se vyhledavaly hlavné v anglickém
jazyce. Rozhodovalo se i na zakladé abstraktu. Po precCteni téchto cCasti védeckych
publikaci a posouzeni vhodnosti, nasledovalo zbézné precCteni clankt. Toto predevsim
probihalo u publikacich, které pojednavaly o experimentalnim meéfeni soucinitele tient,
zpusobu vyvoje modelt tkani a reologickym meéfeni roztokti na bazi kyseliny hyaluronové.
Konktrétné se jednalo o kapitoly ¢lankd, kde byly hlavné popsany jednotlivé metody
a postupy a nasledné 1 vysledky jednotlivych experimentalnich méteni. Vedlejsimi kritérii
pro vybér ¢lanka byly i pocty citaci, h-indexy autorti studii, impaktni faktory Casopisu
a instituce, kde probihalo jejich zpracovani. V ramci informacnich zdroju se vyuzily hlavné
databaze Scopus a Science direct. Byly rovnéz pouzity i publikace na zakladé doporuceni
vedouciho diplomové prace. Pro reSersni strategii byly pouzity pouze 2 Booleovské
operatory - AND a OR. V 1. ¢asti byly pouzity 2 dotazy: fascia and pain and (hyaluronan
or hyaluronic acid), ktery byl jest€ omezen na ,review” clanky, a thoracolumbar fascia
and ultrasound and (move or movement) and pain. Ve 2. ¢asti, zabyvajici se reologii, byly
opét pouzity 2 pozadavky: fascia and (hyaluronan or hyaluronic acid) and viscosity
and concentration and molecular weight a rheology and (hyaluronan or hyaluronic acid)
and viscosity and concentration and molecular weight, ktery byl omezen zkoumanou
oblasti: ,biochemistry, genetic and molecular biology“. Posledni cast, pojednavajici
meékkymi tkanémi: kloubni chrupavky, astni dutina a kiize. Na zakladée téchto vybranych
tkani byla vloZzena do reSerSnich pozadavka: articular cartilage and (tribology
or biotribology) and friction and (test or measurement) and (hyaluronic acid
or hyaluronan), (oral or tongue) and (tribology or biotribology) and friction and (test
or measurement), skin and human and synthetic and (tribology or biotribology) and friction
and (test or measurement). Byly vyuzita i metoda pro zpracovani dat — scientometrie.
Urcovaly se hlavné hodnoty ,,impaktnich faktor* studii a , h-index™ hlavnich autorti praci.
Impactni factory se urCovaly na databazi Web of Science a h-indexy autorti na Scoposu.
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| Identification of studies via databases and registers

Identification

Records identified through
database searching
(n=168)

Scopus (n=128)
Science direct (n = 40)

Screening

Included

Obr. 2-1 PRISMA diagram
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Additional records identified
through other sources

n=§)

Records screened
(n=170)

h

Records excluded
(n=284)
Mot reason for pain = 2
Mot measurement viscosity = 30
Irrelevant studies of influences
on fascia=5
Irrelevant studies of ultrasound
measurement of fascia =4
Low count of cites tribology
models of oral = 26
Irrelevant studies of tribological
measurement of aicular
carfilage = 20
Irrelevant studies of tribological
measurement of skin = 17

Full-text articles assessed for
eligibility {n = 97)

h

h

Full-igxt articles excluded,
with reasons
(n=42)
Conference abstract = 15
Wrong intervention = 20
Articles with no cites =7

Studies included in qualitative
synthesis
(n=58)




2.2 Fascie

Tento druh tkan€ nema pevné danou definici, ktera by byla uznavana. Nejlépe tuto tkan
vystihuje tato definice: ,,Fascialni systém se sklada z trojrozmérného kontinua mékkych,
volnych a hustych vlaknitych pojivovych tkani, obsahujicich kolagen, které prostupuji
télem. Zahrnuje prvky jako je tukova tkan, adventitie a neurovaskularni pochvy,
aponeurdzy, hluboké a povrchové fascie, epineurium, kloubni tobolky, vazy, membrany,
mozkové burnky, myofascialni expanze, periostea, retinacula, septa, Slachy, visceralni
fascie a vSechny intramuskularni a intermuskularni pojivové tkané vcetné endo-, peri-,
epimysia. Systém pronika a obklopuje vSechny organy, svaly, kosti a nervova vlakna.
Poskytuje télu funkéni strukturu a poskytuje prostredi, které umoziuje integrovat vSechny
systémy téla [3]. Od kize po nejhlubsi rovinu se vyskytuje povrchova fascie. Tato fascie
rozdéluje podkozni tkan na dvé tukové vrstvy — povrchova a hluboka. Pak nasleduje
hluboka fascie, ktera obklopuje vSechny svaly. Maji odlisné charakteristiky, jenz jsou
zavislé dle konkrétniho mista na téle [4].
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Obr. 2-2 a-c) struktura podkoznich tkani koncetiny a d-f) struktura podkoznich tkani trupu téla [4]

19



Povrchova fascie (fascia superficialis) je membranova vrstva pojivové tkané€, kterd je
tvorena volné zabalenymi propletenymi kolagenovymi vlakny spojenymi s elastickymi
vlakny. Na krku nebo obliceji povrchové fascie vytvareji celek se svalovymi vlakny. Podili
se na celistvosti kiize a poskytuje podporu podkoznim vrstvam. Na kostnatych vycnélcich
a v nékterych vazovych zahybech je povrchova fascie piipojena k hluboké fascii [4].

Epimysialni fascie se sklada z tenké kolagenové vrstvy, t€sné spojené se zakladnimi svaly
nékolika vlaknitymi prepazkami, které vychazeji z vnitiniho aspektu fascii a pronikaji
do svalii. Aponeuroticka fascie se sklada z pouzdra, které je tenci v hornich koncetinach
a silngjsi v dolnich koncetinach. Je snadno oddé¢litelna od podkladovych svall a je s nimi
spojeno pouze n€kolik myofascialnich expanzi, které jsou patrné€jsi kolem kloubda.
Pod hlubokou fascii se svaly mohou volné posouvat kvuli epimysiu a kyseliné hyaluronové
(dale HA, zanglického ,Hyaluronic Acid“) nachazejici se mezi hlubokou fascii
a samotnym epimysiem. Aponeurotické fascie jsou tvofeny dvéma nebo tfemi vrstvami
paralelnich svazka kolagenovych vlaken [4].

DEEP FASCIAE OF
THE LIMBS
APONEUROTIC THORACOLUMBAR
FASCIAE FASCIA
DEEP FASCIAE RECTUS SHEATH
(muscular fasciae)

DEEP FASCIAE OF
THE TRUNEK
EPIMYSIAL FASCIAE
EPIM‘I’SIUM OF THE

LIMB MUSCLES

Obr. 2-3 Druhy hluboké fascie [5]

Vicevrstva struktura aponeurotické fascie a nedostatek elastickych vlaken propujcuji
hluboké fascii konkrétni mechanické vlastnosti. Tkan je hodné odolna vuci napéti v tahu,
i kdyz je protazena riznymi sméry. ,,Prostorova orientace kolagenovych vidken poskytuje
anizotropni viastnosti aponeurotické fascie.” Z toho vyplyva, ze fascie je tuzsi v podélném
smeéru vzhledem k ptfiénému [4]. Hurschler [6] uvadi ve své studii, Ze primérna tuhost je
na jednotku Sitky aponeurotické fascie 50,9 + 33 N/mm v podélném sméru a priblizné
46,4 £ 16 N/mm v pfi¢ném smeéru.
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Hluboka fascie vykazuje rizné znaky dle konkrétni oblasti. V koncCetinach se sklada
ze dvou nebo tfi vlaknitych podvrstev oddeélenymi HA. Ve trupu téla je tento typ fascie
tenci atvoti ji pouze jedna vlaknitd vrstva [4]. Vrstvy jsou od sebe oddéleny tenkou
vrstvou volné pojivové tkané (z anglického Loose Connective Tissue), jez umoziiuje
klouzani vrstev fascii [7]. Volna pojivova tkan je schopna produkovat HA [8]. Déle je
tvorena vodou a iontama [7]. HA je produkovana bud fibroblastama, nebo fasciacytyma
[8]. Fasciacyty jsou buiiky podobné fibroblastim.

Fascie nékdy zastavaji pozici, ktera neni dulezita vici ostatnim tkanim, se kterymi jsou
spojeny. Toto chybné posuzovani ma opac¢ny vyznam pro mnoho chirurgg, fyzioterapeutt,
protetikti, maséru a dalSich odborniki pracujicich v souvislosti se zdravim [9].

Kolagenova vlakna fascii vykazuji ve srovnani napf. se Slachou slozitéjsi mechanické

chovani. Orientace vlaken zajistuje fasciim pevnost v pfipadé tahovych sil aplikovanych

v ruznych smérech a anizotropii [7]. Tyto vlakna pfipominaji vzhled , pavoucich“ siti, viz
Obr. 2-4 [10].

Obr. 2-4 Viakna fascialni tkané [10]

Hluboké fascie vykazuji odli§né viskoelastické vlastnosti. Rovnéz dosahuji nizké ¢i vysokeé
tuhosti v zavislosti na rychlosti zatizeni [11]. Predpoklada se, Ze pevnost souvisi se
svalovou hmotou a maximalni kontrak¢ni silou. Toto poukazuje, ze hluboka fascie funguje
jako Slacha a prenasi silu zjedné fascie do druhé. Volna pojivova tkan ma zasadni roli
pfi zajiStovani autonomie dvou vrstev. Pokud ma HA nizkou viskozitu, l1ze protdhnout
sousednimi vrstvami a prenaset sily riznymi sméry, aniz by dochazelo k vzajemnému
ovlivilovani. Rovnéz volna pojivova tkan hraje zésadni roli ve schopnosti hluboké fascie
pfizptisobit se objemovym zménam sval béhem kontrakce [7]. Plati, ze fascie jsou
dulezité pii podpote pohybu. Coz znamena, ze umoziuji jednomu svalu nebo vlaknim

pohybovat se nezavisle vii¢i ostatnim tkanim [12].

21



Zéakladnim stavebnim materialem fascii jsou fibroblasty, nebo-li pojivové buiiky.
Fibroblasty produkuji kolagenové vlakna, extracelularni matrici (dale ECM, z anglického
,Extracelluar matrix*) a zakladni latky (glykosaminoglykany — HA a glykoproteiny).
Zaroven mezi dalsi ulohy patii: udrzovani a reabsorpce ECM, hojeni ran, zanéti atd.
Fibroblasty maji zasadni roli pfi hojeni ran, ovSem v urCitych pfipadech, které nebyly
doposud objasnény, se jejich chovani stava nekontrolované a vyvolava patologickou
fibrotickou reakci, ktera podporuje mnohoCetna onemocnéni a postihuje razné organy [13].
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Obr. 2-5 Slozeni podkoznich tkani [14]

2.3 Nespecificka bolest dolnich zad

Bolest dolnich zad je dusledkem slozitych interakci zahrnujici biologické, psychologické
a socialni faktory [15]. Ve studii, ktera byla provedena ve 195 zemich, bylo urceno
za hlavni pfi¢inou bolesti této Casti zad celosvétova ztrata produktivity méfenou v prabéhu
let [16]. Pokud pacient pocitoval bolest v dolni ¢asti zad, tak i zkuSeny odbornik se
odkazoval na nespecifickou bolest zad, i kdyz je tento termin ¢asto nespravné aplikovan
na jednotlivce, pfi¢emz pfic¢ina neni doposud zndma nebo je nejednoznacna [17]. Bolest 1ze
klasifikovat jako mechanickou, radikularni (neuropatickd) nebo primarné€ nociplasticka
s rozdily ovliviiujici rozhodnuti o 1écbé [18]. Nespecificka bolest dolnich zad je ovSem
Casto spojena s thorakolumbarni fascii [19].
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Obr. 2-6 Thorakolumbarni fascie [20]

Tato fascie pokryva celou oblast dolnich zad, pomahéa pii stabilizaci a prenasi zatéz

z hornich koncetin do dolnich koncetin. S tim je spojen termin bolest myofascialniho

puvodu. Myofascialni bolest mize vzniknout na zakladé nadmérného zatézovani, akutnich

zranéni, natrzenim nebo svalovou kieci [18]. Jako ochrana se jevi pravidelna a intenzivni

¢innost jakymi jsou denni cviceni se stfedni intenzitou.

« Vertebrogenic pain can arise from
compression fractures, microfractures,
and endplate degeneration

« Treatments targeting the vertebral body
nerve supply have shown effectiveness
in preliminary studies

« Presentation and affected levels are
similar to discogenic low back pain

Spinal cord \
Facet joint

- \ Vertebra

—

Muscles |

« Muscles, fascia, and ligaments could be
asource of low back pain

* Myofascial pain is often categorised as
non-specific

Obr. 2-7 Priciny bolesti zad [18]

« In contrast to facet joint pain and sacroiliac joint pain, discogenic
pain is more likely to be bilateral or symmetrical in nature

« Spinal stenosis can be caused by bulging or protruding discs,
hypertrophy of facet joints, epidural lipomatosis, or ligamentum
flavum buckling or hypertrophy

« Spinal stenosis can be subclassified as central, foraminal, or
affecting the lateral recesses

« More than 50% of people with spinal stenosis could be

asymptomatic

to a neuroforaminal
diameter of <3 mm

« Foraminal stenosis relates

» The most common causes of radicular pain are
herniated nucleus pulposus (mechanical and
chemical irritation) and spinal stenosis

(chronic nerve root compression or ischaemia)

» Pathoanatomic relationship between patients’
perceived cause of back pain and actual cause
is often unclear

« Zygapophyseal (facet) joints are susceptible to osteoarthritic
changes

« Disc degeneration (without pain) typically precedes and can
accelerate facet joint arthropathy

« The pain referral patterns for zygapophyseal joint and discogenic
pain are variable, depending on the level or levels affected and
the magnitude of the stimulus
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Ekonomické naklady spojené s bolesti dolnich zad se odhaduji naptiklad ve Velké Britanii
okolo £2,8 miliard, v Australii $4,8 miliard a ve Spojenych statech Americkych dosahuji
vydaje dokonce $100 miliard [21-23].

2.4 Myofascialni bolest dolnich zad

Myofascialni bolest je béznou klinickou poruchou, kterd se projevuje jako akutni bolest
v muskuloskeletalnim systému s autonomnim jevem, ktery zahrnuje bolest, snizeny rozsah
pohybu a slabost [24]. Myofascialni bolestivé syndromy (z anglického ,,Myofascial pain
syndromes‘) se klasifikuji jako primarni nebo sekundarni. Za primarni se oznacuje, pokud
nesouvisi s jinymi poruchami a sekundarni, jestli je spojena s komobidnimi zdravotnimi
stavy [25]. Myofascialni bolest postihuje az 85 % populace alesponl jednou za zivot,
pficemz prevalence se pohybuje od 21 % ortopedickych pacienti po 93 % pacientd
ve specializovanych centrech. V klinické praxi patii mezi dulezité a Casto prehlizené
komplikace ve zdravotnictvi [26]. Bolest je zplsobena tzv. myofascialnimi spoustécimi
body (dale TrP, zanglického ,Myofascial trigger points”), které se definuji jako
mimoradné citliva mista v diskrétnich napjatych pruzich ztvrdlého svalu. Existuje shoda,

ze nadmérné pouzivani svalti nebo pfimé poranéni mize vést k rozvoji TrP [27].

Z hlediska etiologie myofascialni bolesti dolnich zad zde hraje dilezitou roli jiz zminéna
thorakolumbarni fascie [28]. Studie prokazala zvysSenou tloustku u pacientt s bolesti zad
[1]. ZvySeni tloustky fascie je mozné pozorovat ultrazvukem, viz Obr. 2-8. Mezi
patologické zmény fascii patfi fibroza a densifikace. Fibrozu lze pfirovnat procesu jizveni
s ukladanim nadmérného mnozstvi pojivové tkan€ [7]. Densifikace poukazuje na zvySenou
koncentraci HA ve fascii [29]. Vlivem zvySeni koncentrace HA se zméni viskozita HA
[30]. Dochéazi ke zméné mechanickych vlastnosti hlubokych fascii anaruSeni funkce

podkladovych svalti nebo organt [7].

Obr. 2-8 a) Zdrava fascie; b) Densifikace fascie [7]
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2.5 Kyselina hyaluronova

Tento polysacharid, ktery je popsan v této studii [14], se obvykle nachazeji v pojivovych
tkanich obratlovei. HA je znam jako glykosaminoglykan. Glykosaminoglykany jsou
nerozvétvené jednofetézcové polymery disacharidovych jednotek obsahujici N-
acetylhexosamin a hex6zu. HA se sklada z opakujicich se disacharidovych jednotek N-
acetyl-D-glukosaminu a kyseliny D-glukuronové a vyskytuje se ve vétsi mite v ECM.
Hlavni cast fetézce HA muze obsahovat nékolik tisic molekul cukru. HA je polyaniont,
ktery se mize samostatné asociovat a vazat na sebe molekuly vody. I kdyz se HA sklada
z jednoho polysacharidového fetézce podobné jako jiné glykosaminoglykany, tak mezi
né vynika, jelikoz jeho molekulova hmotnost muze dosahnout miliond.
Vysokomolekularni HA se nachazi v neporusené a zdravé tkani, kde udrzuje normalni
homeostazu  potlaCenim  bunéné proliferace, migrace, angiogeneze, zanétu
a imunogenicity. Naproti tomu bylo ovéfeno, ze nizkomolekularni HA stimuluje
pohyblivost nadorovych bunék vazbou na receptory CD44.
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Obr. 2-9 Slozeni HA v ECM fascie [14]

Produkce HA je koordinovana tzv. ,hyaluronan synthases” a vyvazovana S§tépnymi
enzymy, které se oznacuji jako hyaluronidazy. V tkanich se HA muze vyskytovat jako
vazany na plazmatické membrany, agregovany s jinymi makromolekulami nebo jako volny

polysacharid.

Rozlisuji se dva typy roztoki HA — nativni a derivat. Nativni HA neobsahuje zadné upravy
chemického slozeni atd. Derivat HA jiz obsahuje rizné chemické modifikace (sitovani),
ruzné modulace atd. [31].
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2.6 Vliv kyseliny hyaluronoveé na fascie

HA plni funkci maziva, které umoziuje klouzani fascii. Pokud ma4 HA v pojivové tkani
nizkou viskozitu, 1ze protahovat sousednimi hustymi vlaknitymi vrstvami a mizou se
prenaset sily riznymi sméry, aniz by dochazelo k jejich vzajemnému ovliviiovani, viz Obr.
2-10 a). Jakmile dojde naptiklad k densifikaci fascii, pfenos sil nelze snadno urcit. Tkan
okolo bodu densifikace je vystavena intenzivnimu mechanickému namahéani, viz Obr. 2-10
b) [7].

Obr. 2-10 a) Vrstvy fascii s nezavislym prenosem sil; b) vrstvy fascii s bodem densifikace [7]

Pokud se zacne produkovat vice HA, napt. béhem cviceni, zvysi se viskozita a koncentrace
a vysledkem je, ze se HA chova jako nenewtonska tekutina [7]. I nehybnost mize zvysit
koncentraci HA mezi fascie a svaly [30]. Divodem je zaplétani fetézc HA a pfispivani
k hydrodynamickym vlastnostem roztoku. Viskozita se znatn€ zvySuje 1 s rostouci
vzdalenosti mezi dvéma povrchy. Témito zpusoby vznika densifikace fascie. To ovSem
zpusobi uvnitf volné pojivové tkané snizené klouzani mezi vrstvami kolagenovych vlaken
hluboké fascie [7]. Pokud se HA stane spiSe lepivym nez mazacim, viz Obr. 2-11, dochazi
ke zmeéneé rozlozeni sil ve fasciich [32].

;llgdley. com

o 2

Obr. 2-11 Densifikace (vlevo) a fibréza (vpravo) [33]
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Tohle je u pacienti vnimano jako fascialni ztuhlost [7]. Co mize zménit toto zvySeni
viskozity je uprava molekularni struktury, zvySeni teploty, zména pH nebo narast smykové
rychlosti. Pokud je smykova rychlost uvnitt vrstev tekutiny efektivni, dojde k odtoku HA
a zpusobi pokles viskozity. Tohle se predevS§im pouziva pfi manualni terapii. Zmény
koncentrace, molekulové hmotnosti, viz Obr. 2-12, i kovalentni modifikace mohou mit
dramatické ucCinky na viskozitu, nasledn€ i1 na klouzavy pohyb fascii [30]. Vlivem
jiz zminéného cviCeni jako jednou z moznych pfi¢in zvySeni viskozity, muze dojit
k nahromadéni kyseliny mlécné a ke zméné pH, které ma pfimy vztah k viskozite HA,

pokud se jedna o intenzivni cviceni [7].
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Obr. 2-12 Vliv koncentrace HA a smykové rychlosti na viskozitu pfi molekulové hmotnosti a) 100 kDa;
b) 1 MDa [34]

Viskozita roztoki HA muze ovlivnit zplisob mazani, pfi kterém HA zpusobuje snizeni
tfeni. Toto je napf. popsano pro vliv molekulové hmotnosti na soucinitel tfeni pro styk
kloubnich chrupavek. U tlustého filmu HA se predpoklada, ze velikost tfeni vzroste
spolecné s viskozitou a dosahne vysokych hodnot. Velikost tloustky kapalné vrstvy
obsahujici HA u hlubokych fascii se pohybuje v rozmezi desitek mikrometri. V piipadé
fascii, pokud dojde k pfipadu, zejsou koncentrace HA a/nebo molekulovd hmotnost
vysoké, muze odpor proti proudéni (tfeni) negativné ovlivnit mazani v dasledku vysoké
viskozity [30].

Dieta, cviceni a naduzivani (pretézovani urcité Casti téla, Barrios [35]) jsou schopny
modifikovat viskozitu HA ve volné pojivové tkani ve fascii a zpusobit densifikaci.
Operace, cukrovka a starnuti méni vrstvy fascii, coz posléze vede k fascialni fibroze.
Ve vétsin€ pripadu neni jasné, o jaky piipad (densifikace/fibroza) se jedna. Toto zpisobuje
nedostatek jistoty nejen v odborném nazvoslovi, ale rovné€z i ve zpusobu 1é¢by ve snaze
ulevit pacientovi od bolesti [7].

27



2.7 Moznosti IéCby myofascialni bolesti

Lécbu myofascialni bolesti mohou zahrnovat 1éky, injekce nebo manualni terapie.
Neexistuje presvedCivy dikaz, ktery by nepodporoval pouziti jedné terapie pied druhou,
ale cviceni je povazovano za dilezitou slozkou kazdého 1éCebného programu myofascialni
bolesti. Doporucuje se vyzkousSet vice nez jeden pfistup k lécbe. Mezi 1éky se tadi 1éky
proti bolesti, antidepresiva a sedativa. Dal§i moznosti jsou navstévy u fyzioterapeuta,
kde jsou doporuc¢ovany napfi.: protahovani, spravné drzeni téla, masaze, pusobeni zvysené
teploty nebo ultrazvuk. Posledni moznosti 1écby jsou injekce, které znecitlivuji Cinidla
nebo steroidy do spoustéciho bodu. U nékterych pfipadd, pii pouhém zasunuti jehly
do spoustéciho bodu, pomaha ulevit od svalového napéti. Tento zptsob 1écby zvané ,,suché
vpichovani“ zahrnuje zavadéni jehly na neékolik mist ve spoustécim bodu a okolo né¢j.
Do této zpusobu 1éCby je zahrnuta i akupunktura. Ohledné prevence proti myofascialni
bolesti se doporucuji lehka cviceni. Dale odpocinek (snizovat stres) a péce o télo (zdrava
strava a dostatek spanku) [36].

Kumai [37] popisuyje vliv injekéni aplikace HA s vysokou molekulovou hmotnosti
do plantarni fascie. NejCastéjsi pficinou bolesti paty je plantarni fasciopatie, ktera je
povazovana za typ entezopatie. Tato bolest je bézna u sportovct zabyvajici se béhanim.

Bolest je zpisobovana obezitou, prodlouzenim stanim a snizena dorziflexe kotniku.

Obr. 2-13 Aplikace injek&niho pfipravku [37]

U HA se predpoklada analgeticky ucinek a zmirni pfiznaky u pacientl s plantarni
fasciopatii. Utinnost HA se ligila a ve studii nebyl piileZitostné pozorovan zadny uéinek
nebo piipadné zhorSeni. Po 5 davek HA se potvrdilo vyznamné zlepSeni bolesti a prokazala
se ibezpeCnost pro dal§i pouziti. Tato moznost 1écby plantarni fasciopatie prodlouzila
dobu do operace nebo se operace zrusila.
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2.8 Inovativni zplsob lé€by bolesti dolnich zad

Cilem projektu spolecCnosti Contipro a.s., jejiz soucasti je 1 tato diplomova prace, je
vyvinuti 1écebného pfipravku na bazi HA, ktery se bude injekéné aplikovat
do thorakolumbarni fascie, za vyuZiti navigované ultrazvukové sondy. Ugelem piipravku je
obnoveni fyziologické regenerace a lubrikace (obnoveni klouzavého pohybu) vrstev
hluboké fascie v dolni Casti zad v piipadé puasobeni chronické bolesti. HA se jiz uspésné
injek¢né aplikuje pii 1é€bé napt.: osteoartroze kolene [38] nebo jak jiz bylo prokazano
ve studii Kumai [37], ve které HA tispé$né uvoliiovala od bolesti v plantarni fascii.

Spolecnost Contipro a.s. si vyclenila na zakladé svych internich méfeni nativni roztoky
a roztoky derivati HA. Tyto roztoky se nasledné vyuzily pro reologické a tribologické
experimenty.

Cast projektu se uskute¢nila pravé na Ustavu konstruovani (dale UK). Cilem na UK bylo
provést analyzy trecich vlastnosti vybranych roztokii na bazi HA urCené pro vyvoj.
Dle téchto analyz se posoudila vhodnost roztoku pro dalsi vyvoj léCebného pripravku.
V ramci projektu bylo dohodnuto aplikovat béhem experiment realné tkané fascii. Tyto
tkané byly ziskany preparaci fascii z kadaver kralika.

2.9 Tribologické modely mekkych tkani

Pro vybér vhodného roztoku na bazi HA bylo tfeba uskuteCnit tribologicka meéreni.
Tato méfeni méla za cil zjistit vyvoje souCiniteli tfeni jednotlivych roztoki HA. Tento
parametr je jednim z rozhodujicich pro vyvoj injekéniho ptipravku.

Jelikoz je problematika fascii v oblasti biotribologie pomérné nova, bylo tfeba se zabyvat
jinymi tribologickymi systémy v ¢loveku, které by pomohly k vytvoteni tribologického
modelu fascii. Podle tohoto modelu fascii se nasledné posoudily roztoky na bazi HA, které
byly dodany spolecnosti Contipro a.s. V této podkapitole jsou diskutovany vybrané studie
biotribologie tustni dutiny, kloubni chrupavky a kuze. VSechny tyto studie spadaji
do kategorie tzv. mé&kkych tkani. Ze vSech studii [39-46] byly posuzovany materialy
pouzité pro méfeni, hodnoty zatizeni, rychlosti, posuvi, doby trvani méfeni, zpusoby
vyhodnocovani meétfeni a dalsi podminky méfeni. Studie, zabyvajici se kloubnimi
chrupavkami, se pouzily rovnéz k posouzeni vyvoji reologickych vlastnosti a souciniteld
tfeni v zavislosti na molekulové hmotnosti a koncentraci HA. Prvni tfi studie [39-41] se
zabyvaji tribologii kloubnich chrupavek. Dalsi studie [42, 43] zkouma méfeni souciniteld
tfeni lidské kiize. Studie [44—46] se zaobiraji tribologii Gstni dutiny ¢lovéka.
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Kontaktni dvojice

Pocet opakovani méreni \/ Zpusob vyhodnocovani

ZatéZujici sila Tribologicky model fascii Druh pohybu

Doba trvani jednoho méfeni /\ Ostatni podminky méFeni

Obr. 2-14 Podminky pro vytvoreni tribologického modelu

[39] REBENDA, D., a kol. On the dependence of rheology of hyaluronic acid
solutions and frictional behavior of articular cartilage, Materials

Autofi této studie zkoumali u¢inky molekulové hmotnosti roztokd kyseliny hyaluronové
na reologické vlastnosti a jeho vliv na tfeni v modelu kloubni chrupavky. Byly testovany
4 HA roztoky s koncentracemi 20 mg/ml a molekulovymi hmotnostmi 77 kDa, 640 kDa,
1 060 kDa a2 010 kDa.

Tribologické meéfeni probihalo na komerénim tribometru Bruker UMT TriboLab
s konfiguraci pin-on-plate. Soucinitel tfeni byl zkouman jako funkce €asu pro materialovou
dvojici tvorenou sklenénou destickou (plate), ktera byla stacionarni, a prase¢i chrupavkou
konajici pohyb. Byla nastavena z4tézna sila 5 N, rychlost posuvu 10 mm/s a délka posuvu
20 mm. Kontakt dvojice byl zcela zaplaven roztokem HA. Pro napodobeni teploty lidského
téla se mazivo zahtivalo na 37 °C pomoci topnych patron v ocelové komore. Pred kazdym
experimentem byl vzorek chrupavky ponofen do maziva na dobu 320 s. Na konci této
predbézné faze byla chrupavka zatézovana a zkouSka tfeni byla okamzité zahéajena.
Po 300 s (75 cykla, skluzova vzdalenost 2 740 mm) byla zkouska prerusena a chrupavka
byla odtizena na dalSich 320 s. Tato nezatizena faze je dalezita pro rehydrataci chrupavky.
Nasledné byl test s vratnym pohybem opakovan okamzit€é po opetovném zatizeni
a pokracoval dalSich 300 s. Faze odtizeni se opakovala 2krat, takze byly provedeny 3 testy
za stejnych podminek. Z téchto udaji byl urCen soucinitel tfeni. Testy byly opakovany
4krat za stejnych podminek, se 4 riznymi vzorky chrupavky a novymi vzorky maziva.
Mezi testy s riznymi mazivy byly vzorky chrupavky ponofeny do PBS. Intaktni vzorky
chrupavky s podkladovou subchondralni kosti byly pfipraveny z prasecich hlavic femuru.
Po ptipravé byl vzorek skladovan v mrazaku pii teploté - 20 ° C v roztoku PBS po dobu
nejvyse 2 tydnd. Tento postup by mél zpomalit biologickou degradaci tkané chrupavky.
Pul hodiny pfed méfenim byla chrupavka vyjmuta z mraznicky, aby roztala pii pokojové
teploté.
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Vysledky a zavéry

Pocatecni tfeni bylo velmi nizké, jak je typické pro intaktni chrupavku, které byly mazany
PBS. Soucinitel tfeni se vSak postupné zvySoval se vzdalenosti. Kdyz byl vzorek
chrupavky znovu zatizen a test s vratnym pohybem obnoven, tfeni se vyznamné snizilo.
Toto obnoveni nizkého tfeni bylo zpusobeno dfive zminénou rehydrataci chrupavky,
ale pocateéni hodnoty soucinitele tfeni jsou o néco vyssi nez v prvnim dil¢im kroku
meéfeni. Po této pocateCni sadeé experimentd byly vSechny 4 vzorky chrupavky mazany se
vSemi 4 roztoky HA. Vysledky ukazaly vyznamné snizeni tfeni ve srovnani s referencnim
roztokem PBS. Nejvyznamnéjsi pokles lze pozorovat u 4. vzorku.
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Obr. 2-15 Vysledky méreni soucinitell tieni jednotlivych vzorki kloubnich chrupavek

Pokusy s kloubni chrupavkou ukazaly velky rozptyl vysledkd. Hlavnimi davody
pravdépodobné budou rozdily ve struktufe a tvaru mezi jednotlivymi vzorky chrupavky.
Jednou z moznosti muze byt pouziti hydrogeld na bazi polyvinylalkoholu (PVA). Tyto
materidly jsou mimo jiné dlouhodobé vyvijeny a testovany jako vhodny material
pro nadhradu poskozené osteoartritické chrupavky. Na Obr. 2-16 jsou vysledky pocatecnich
experimenti s PVA hydrogelem jako nahradou chrupavky. ZkuSebni zafizeni,
experimentalni podminky a testovana maziva byla stejna jako dfive.
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Obr. 2-16 Vysledek méreni soucinitele tfeni mezi sklem a PVA hydrogelem

Hodnoty soucinitell tfeni jsou sice niz§i nez pii vyuziti vzorkd chrupavek. Béhem
experimentl, ani v tomto piipad€, neni Uplné vidét pfima zavislost mezi molekulovou

hmotnosti HA a soudinitelem tfeni.

[40] REBENDA, D., a kol. Rheological and frictional analysis of viscosupplements
towards improved lubrication of human joints. Tribolgy International

Cilem studia bylo popsat vliv viskosuplementace na tfeni kloubni chrupavky v zavislosti
na reologii viskosuplementi. Viskosuplementy (VS) byly vybrany na zakladé koncentrace,
molekulové hmotnosti a sitovani obsazeného v HA. VSechny VS se testovaly jako Cisté
roztoky a také jako smési v poméru 1:1 s modelem SF, aby se lépe prozkoumal uc¢inek VS
na reologii SF a také na tfeni v osteoartritickém kloubu.

Tab. 2-1 Vybrané produkty pro experimentalni méreni

Produkt HA koncentrace (mg/ml) HA molekulova hmotnost (kDa) Sitovani Objem produktu

Erectus® 12 1100 Ne 2
Hyalgan® 10 500 - 730 Ne 2
Monovisc® 22 1 000 -2 900 Ano 4
Optivisc single® 30 3000 Ano 3
Synvisc one® 8 6 000 Ano 6
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Pro méfeni tfecich vlastnosti VS na bazi HA byl pouzit tribometr Bruker UMT TriboLab
s konfiguraci pin-on-plate. Byly provedeny 2 série vratnych posuvnych testi s Cistymi
a smiSenymi VS. Soucinitel tfeni byl zkouman jako funkce vzdalenosti pojezdu.
Materialovou dvojici tvorilo sklenéna deska (plate) a pohyblivého pinu z PVA-FT
hydrogelt. Hydrogel byl nasazen na ocelovou kouli o praiméru 19 mm.
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Obr. 2-17 Tribologické méreni

Zatézovaci sila byla nastavena na 10 N, rychlost pojezdu 10 mm/s a délka posuvu 20 mm.
Dvojice byla béhem méfeni kompletné zaplavena mazivem a bylo zahfivano na 37 °C
pomoci topnych patron vlozené do komory z nerezové oceli. Kazdy test byl slozen ze 3
fazi. Kazda faze trvala 300 s avzorek hydrogelu urazil vzdéalenost 2 740 mm. Faze se
zatizenim byly oddéleny 2 nezatizenymi fazemi. Béhem nezatizenych fazi byl vzorek
hydrogelu stale ponoten do testovaného maziva na dalSich 300 s. Tyto nezatizené faze jsou
dulezité pro rehydrataci vzorku hydrogelu. Z téchto dat byly ureny hodnoty soucinitelt
tfeni. VSechna meéfeni tfeni byla provadéna 3krat za stejnych podminek s Cerstvymi vzorky
hydrogelu a maziva. Primérné hodnoty a standardni odchylky z té€chto 3 meéfeni byly

vypocitany.
Vysledky a zavéry

U vysledka soucinitell tfeni 1ze poznamenat, ze pro Cisty SF jsou velmi nizké, mezi 0,05
az 0,065. Na konci fazi hodnoty pohybuji mezi 0,105 az 0,107. VSechny komeréni VS
vykazovaly podstatn€é niz§i tfeni ve srovnani s ¢istym SF, ale existuji rozdily ve tvaru
trecich kiivek mezi jednotlivymi VS. Nesitované roztoky HA dle graft prokazaly zavislost
soulinitele tfeni na viskozit€. Pfi klesajici hodnoté viskozity klesal i1 soucinitel tfeni.
Ovsem v piipadé sitovanych roztoki HA tohle nelze jednozna¢né potvrdit, jelikoz jsou

chemicky upraveny, 1 tyto Upravy mohou mit vliv na soucinitel tieni.
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Obr. 2-18 Graf souciniteld tieni viskosuplementt a smési

[41] KWIECINSKU J., a kol. The effect of molecular weight on hyaluronan’s cartilage
boundary lubricating ability — alone and in combination with proteoglycan 4.

Osteoarthritis and cartilage

Cilem autort studie bylo posoudit zavislost molekulové hmotnosti samotné kyseliny
hyaluronové na hranicich chrupavky a s kombinaci proteoglykanem 4 (PRG4). Dale urcit,
zda pomoci testu posunu elektroforetické mobility (EMSA) HA a PRG4 interaguji

v roztoku.

Pro méfeni soucinitele tfeni se pouzily chrupavky ze skotu. Na mazani byla pouzita
synovialni kapalina, PRG4, fostatovy pufr (PBS) predstavujici referencni roztok a kyseliny
hyaluronové (HA) o molekulovych hmotnostech: 20 kDa, 132 kDa, 780 kDa, 1,5 MDa,
5 MDa o koncentracich 3,33 mg/ml a monodisperzni HA 150 kDa a 1 MDa. Pro stanoveni
mazani na hranici chrupavky byly provedeny 4 postupné testovaci sekvence. Méfeni
probihalo na tribometru Bose ELF 3200, na kterém byla nastavena konfigurace ,,pin-on-
disc“. Do pinu, tak 1 do disku byl vytvofen mazaci systém. Dvojice byla nejdiive
stlaCovana. Poté se vzorky otoCily 2krat ve stejném sméru, nasledné se zménil smeér a 2krat
se otoCily pii rychlostech 0,3 mm/s s prestavkami v pohybu s ¢asy 1,2, 12, 120, 1200 s
(oznacovany Tps).
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friction test

Obr. 2-19 Simulator pin-on-disc

K vyhodnocovani se urCila priméma hodnota v obou smérech otaCeni. Byly stanoveny
statické a kinetické soucinitele tfeni. Statické bylo métfeno pii spusténi méfeni a dynamické
pii ustaleném klouzani. Udaje jsou uvadény jako primér s 95 % intervalem spolehlivosti.
Utinky testovaciho maziva a opakovaci faktor (Tps) na kazdy ze 2 soudiniteld tfeni byly
hodnoceny analyzou rozptylu (ANOVA). Dale byly linearni regresi hodnoceny zavislosti
na logaritmu HA molekulovych hmotnosti.

Vysledky a zavéry

U vsech testovanych maziv vyrazné vzrostl staticky soucinitel tfeni se zvySujicim Tps.
Pti Tps = 1 200 s byly hodnoty v priméru o 68 + 13 % vyssi nez u Tps = 1,2 s. Naopak
kinetické tfeni se zvySilo jen mimn¢, primérné hodnoty pii Tps = 1,2 s byly v rozmezi
hodnot 15 + 10 % pii Tps = 1 200 s.
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Obr. 2-20 Vyvoj soucinitele tfeni na molekulové hmotnosti HA, a) staticky b) kinematicky

Soucinitele tfeni byly snizeny pfidanim PRG4. Hodnoty statického tfeni pro PRG4
pii Tps= 1200 s byly vyznamné vyssi ve srovnani s PRG4 + 132 kDa a PRG4 + 1,5 MDa,
které jsou si navzajem podobné. Toto samé 1ze potvrdit i u kinetického tfeni.
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[42] BOSTAN L., a kol. A comparison of friction behaviour for ex vivo human. Tribology

international

Cilem této studie bylo porovnat tfeci vlastnosti biologické a syntetické kize s lidskou kuzi
ex vivo. Experimentalni méfeni bylo provedeno na 3 ruznych materialech — kiize ex vivo,
dermis, epidermis, kize vytvorené tkanovym inzenyrstvim (TE) a syntetickou kuzi.
Vzorky odebranych kazi byly prechovavany ve standartnim fyziologickém roztoku —
fosfatovy pufr (PBS) s antimikrobidlnimi latkami pifi 4 °C, ne déle nez 12 hodin
pted zpracovanim. VSechny vzorky byly az do testovani udrzovany v hydratovaném stavu.
PBS byl pouzit pro skladovani lidské kuze, epidermisu a dermisu (4 °C). Synteticka ktze
byla ulozena do destilované vody (pokojova teplota) a kiuze TE byly skladovany
v Greenovu médiu (37 °C). Jednotlivé kiize byly pfilepené na brusny papir pfipevnénych
na plochu. Testy probéhly na tribometru CETR-UMT 2 (Bruker) s konfiguraci pin-on-
plate. Vrchol pinu tvofila nerezova ocelova kulicka. Pin konal pfimocary vratny pohyb.
Bylo nastaveno zatizeni 5, 10 a 30 mN. Rychlost béhem méteni byla 0,5 mm/s po dobu
6 cykli s posuvem 10 mm. Zatizeni byla pfed testovanim stabilizovana béhem 20 s.
U kazdého vzorku byla provedena alespoi 2 opakovani.

Load cell

Sliding direction

Ball indenter
Skin

Obr. 2-21 Simulator pin-on-plate

Vysledky a zavéry

Vlivem zvySujici se urovné hydratace materiali se obecné tieni zvySuje. V nékterych
ptipadech za urCitym bodem tfeni poté klesa. Je patrné, ze tfeni je nejnizsi pii nejvysSSim

aplikovaném zatizeni.
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Obr. 2-22 Graf zavislosti vihkosti na soucinitel tfeni

Kromé¢ samotného zat€zovani ma taky vliv aroven vlhkosti v rozhrani. Hodnoty soucinitelt
tfeni syntetické kize a dermisu stoupaji se stejnou rychlosti od ,,suché“ urovné hydratace.
Hodnoty tfeni zde klesaji pfi niz§i arovni hydratace. Toto je nejvice patrné pii nejvysSSim
aplikovaném zatizeni 30 mN. S rostouci hydrataci dochazi ke plastifikaci/zmékceni klize,
protoze absorbuje aplikovanou vodu, coz vede k vétsi kontaktni plose mezi pinem a kizi.
Nasledkem je vétsi tfeni. Zpocatku, jak se zvySuje hydratace, se pruznost dermisu
a syntetické kiize méni a tfeni poklesne dfive z divodu méné absorbované vody. Samotné
meéfeni souCinitele tfeni lidské kuze predstavuje nékolik problémt tykajicich se
konzistence a opakovatelnosti vysledkda.

[43] DERLER S. a GERHARDT L.C. Tribology of skin: Review and analysis of
experimental results for the friction coefficient of human skin. Tribology letters

Autofi této reSerSni publikace se zabyvali aktuadlnim prehledem a analyzou
experimentalnich vysledkt pro tfeni lidské kize in vivo. Zaroven zohlednovali faktory
ovliviiujici soucinitel tieni.

Velikost hodnoty soucCinitele treni se znacné€ ovliviiuje hydrataci kiize, materialovymi
kontaktnimi dvojicemi a jejimi vlastnostmi. Autofi se zaméfili na kontaktni tlaky
pro posuzovani soucinitele tfeni v ramci riznych experimentalnich pfistupt.

V piipadé suché kuze je soucinitel tfeni nizké, ale jestlize je zvySena vlhkost ¢i je kluze
mokra, tak dochazelo ke vzristu tfeni s klesajici zavislosti kontaktniho tlaku a zaroveri zde
vstupuji smykové vlastnosti kiize. Kapalny mazaci film muze vytvaret hydrodynamicky
rezim mazani, kde soucinitel tfeni muze dosahnout hodnot i pod 0,1. OvSem mazaci film je

ovlivnén topografii povrchu a nasledn€ vznikd mezni rezim mazani.
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Obr. 2-23 Interakce dilezitych faktord ovliviiujici treni lidské kiize

[44] VINKE J., a kol. An ex vivo salivary lubrication system to mimic xerostomic
conditions and to predict the lubricating properties of xerostomia relieving agents.
Scientific Reports

Cilem autort studie bylo experimentalni méfeni soucinitele tfeni ex vivo simulujici
podminky sucha vustech a usnadnit objektivni srovnani nahrazek slin. Pro méfeni
souCinitele tfeni byly pouzity odebrané sliny od darci. Odebiraly se nestimulované,
stimulované, rekonstituované celé sliny, zlazové a submandibularnich / sublingvalnich slin.
Sliny se odebiraly od 5 zdravych darci. Dale byly vyuZity maziva na usta od 2 znacek,
které jsou komercné dostupné. Jako referenc¢ni roztok je pouzita demineralizovana voda.

Na experimentalni métfeni byly pfipraveny 2 tieci pary. Jeden byl tvofen prasec¢im jazykem
a sklovinou. Aby bylo dosazeno hydratace jazyku podobné ve zvifeti, byly ponofeny
do adhezniho pufru po dobu 30 minut a oplachnuty demineralizovanou vodou po dobu
15 s. Jazyky byly pred samotnym experimentem opét omyty demineralizovanou vodou
podobu 15 sa suSeny 30krat. Nebylo provedeno zadné opatieni proti odstranéni
jakéhokoliv druhu slinnych proteini béhem manipulace s jazykem. Sklovina byla hovéziho
pavodu. Byly pouzity zuby, které se tvarovaly tak, aby se vesly do drzaku z nerezové oceli.
Nasledné se prilepily k drzaku. Zuby se po zaschnuti brousily do tvaru koule. Po kazdém
meéfteni se provedlo kone¢né lesténi a sonifikace kvuli odstranéni proteina a vytvoreni nové
vrstvy skloviny. Druhy tfeci par je tvoren kolikem (pin) a destickou (plate) z PDMS.
Meéfeni probihalo na tribometru UMT-3.
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Obr. 2-24 Kontaktni dvojice; a) praseci jazyk, b) sklovina, c), d) PDMS

Jazyky a desticky z PDMS byly béhem meéfeni stacionarni a sklovina nebo piny z PDMS
konaly pfimocary vratny pohyb. Ocelovy drzak byl vlozen do snimace sily tribometru.
Byla aplikovéana zatézujici sila o velikosti 0,25 N. Rychlost byla nastavena na 4 mm/s
a délka drahy byla 10 mm. Kazdy experiment byl proveden podle Obr. 2-25.
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Obr. 2-25 Pribéh experimentalniho méreni

Na statistické vyhodnoceni byla pouzita smérodatna odchylka primérnych hodnot.
K porovnani riznych skupin byla pouzita jednosmérna analyza odchylek, Bonferroniho
postferické testy pro srovnani skupin pomoci GraphPad Prism. Na hodnoceni korelace byl

vyuzit Pearsontv korelacni soucinitel.

Vysledky a zavéry

Probéhlo 148 experimentalnich méteni s dvojici tvorenou jazykem a sklovinou. Maximalni
hodnota soucinitele tfeni dosahuje 3,21 + 1,53 a median nabyva 1,87 + 0,75. U dvojice
z materialu PDMS dosahoval maximalni soucinitel tfeni 1,84 = 0,088 a median soucinitele
tfeni 1,71 + 0,056. Uskute¢nilo se u dvojice z PDMS 33 méreni.
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Obr. 2-26 Vysledky méfeni pro dvojici jazyk-sklovina a PDMS-PDMS

[45] TSUI S., a kol. An ex vivo salivary lubrication system to mimic xerostomic
conditions and to predict the lubricating properties of xerostomia relieving agents.
Scientific Reports

Autofi posuzovali tribologii jazyka a vylepSovali testovaci metodiku pro lepsi simulaci
zpracovani potravy usty. Hypotéza je, ze tfeni mezi jazykem a patrem je urCena

pritomnosti mazaciho filmu a jeho vlastnostmi nez unasivym smykovym tokem.

Pro experimentalni méfeni se vyuzila materialova dvojice tvofena PDMS a sklem, ktera
simulovala jazyk a patro. Méfeni se uskutecnilo na tribometru HFRR (Hight frequency
reciprocating rig) konajici posuvny vratny pohyb. Pfistroj vyuziva kuli¢ku a disk. Zaté€zna
sila byla nastavena na 2 N, délka pojezdu 1 mm, frekvence pohybu 10 Hz. Dodrzovala se

teplota 25 °C. Doba jednoho méteni byla 60 s.
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Obr. 2-27 Simulator ball-on-plate
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UskuteCnily se 2 série testd s hydrofobnim a hydrofilnim povrchem. Byl zkouman vliv
opakovaného pridavani Cerstvych potravin. Po 30 s méfeni se odtizilo a nanesl se jogurt.
Béhem standartni doby meéfeni se tento proces opakoval 3-4krat. Tento proces
napodoboval proces konzumace. Zkoumala se na konci testu zbyvajici kapalina v misté
tfeni optickym mikroskopem s nizkym vykonem a zobrazovaly se riizné slozky maziva.
Mazivo predstavovaly nizkotu¢né a vysokotucné jogurty.

Vysledky a zavéry

Byla dosazena velmi dobra opakovatelnost méfeni. Problém byl u jogurtu s 9,5 % tuku

naneseny na hydrofobni povrch. Prokazalo se, ze experiment je velmi citlivy
na povrchovou kontaminaci. Nizkotu¢né vykazovaly rychlé zvySovani soucinitele tfeni.
Pro hydrofobnich povrch 0,59 a pro hydrofilni povrch 0,52. U jogurtd s obsahem 4,2 %
tuku se liSily hodnoty pro oba povrchy. U hydrofobniho povrchu se zpocatku rychle
zvySoval, nasledné klesal a opét stoupal na 0,6. Hydrofilni povrch vykazoval podobné
chovani (stoupal a pak klesal) a vykazoval hodnoty od 0,13 do 0,25. Jogurty s obsahem
9,5 % tuku dosahuji nejnizsich hodnot tfeni. U hydrofilniho povrchu se naméfily hodnoty

0,21 a hydrofobniho pod 0,22.
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Obr. 2-28 Vysledky méreni soucinitell tieni pro hydrofobni povrch (levy) a hydrofilni povrch (vpravo)

[46] VAN STEE M., a kol. Oral Parameters Affecting Ex-vivo Tribology. Biotribology

Cilem tohoto odborného clanku bylo popsat mazaci chovani emulzi a roli instrumentalniho
nastaveni na méfeném mazacim chovani. Pro studium emulzi s riznymi obsahy tuku byly
zohledfiovany tyto parametry: unasiva rychlost [mm/s], typ pohybu (recipro¢ni lineéarni,
elipsovy, rotacni), tvrdost povrchu (sklo proti silikonovému kaucuku), kontaktni tlak
(normalové zatizeni od 0,1 do 2,5 N) a drsnost povrchu (texturovany PDMS).
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Obr. 2-29 Typy recipro¢nich pohybi: linearni a elipsovy

Pro mazani byly pouzity: izolaty syrovatkové bilkoviny, slunecnicovy olej, plnotu¢né
a nizkotu¢né mléko a ryzovy Skrob. NanasSelo se 200 uL vzorku maziva. Spodni ¢len
materialové dvojice byl tvoren ze silikonového kaucuku a horni ¢len z PDMS s kulatym
bodem pro kontakt. Méfeni probihalo za teploty 20 °C na tribometru Bruker TriboLab.
Normalova sila byla nastavena na 0,5 N aplikovana na horni ¢len dvojice. Spodni ¢len
konal linearni pohyb a osciloval na vzdalenost 24,85 mm se zvySujici se rychlosti oscilace
od 0,1 do 2 Hz. Dale se provadélo méteni s eliptickym oscilaénim pohybem horniho ¢lenu
na vzdalenost 6 mm s rychlosti od 1,2 mm/s do 9,4 mm/s, zatimco spodni ¢len osciloval.
Rychlost se udrzovala po dobu 10 cykld. Byla aplikovana pauza 2 s mezi zménami
rychlosti eliptického pohybu. Treci sila se uvadéla jako primér 1 oscilacniho cyklu.
Pred kazdym meéfenim byly oba povrchy vycistény ethanolem a vodou a vzdy se ménily
Cleny pied méfenim. Zkousky se opakovaly 2-krat nebo 3-krat. Uginek koncentrace byl

testovan na emulze a disperze ryzového skrobu.

Vysledky a zavéry

Se zvySujici se koncentraci oleje byla zjiSténa sestupujici tendence hodnoty soucinitele
tteni mezi silikonovym kaucukem a PDMS pii recipronim pohybu. Pfi nizSich
koncentraci (0,5 a 1 %) bylo dosazeno mezniho mazani. SmiSeného mazani bylo dosazeno
pro koncentrace (5 a 8 %). Soucinitel tfeni klesal se zvySujicim obsahem tuku.
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Obr. 2-30 Vysledky hodnot méreni soucinitele tfeni pro linearni recipro€ni pohyb

U eliptického pohybu se zavislost zna¢n€¢ zménila ve srovnani s linearnim reciprocnim
pohybem. Tteni se i zde rovnéz snizovalo s rostouci koncentraci, ale je mnohem mensi.
Vznikly hypotézy ohledné rozdild hodnot soucinitell tfeni v zavislosti druhu pohybu.
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Obr. 2-31 Vysledky hodnot méfeni soucinitele tfeni pro elipticky recipro¢ni pohyb

Prvni spocivala, ze za rizné vysledky jsou odpovédné kroky zrychleni a zpomaleni, které
jsou soucasti linearniho pohybu a nikoli pohybu po poloelipse. Pro ovéreni byl vyuzit
rotacni pohyb se stejnou materidlovou dvojici a stejnym mazivem. Tteci kiivky odpovidaji
kiivkam recipro¢niho linearniho pohybu.
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Dal§i hypotéza se zakladala na tom, ze v poloelipse je silikon deformovan ve dvou
smérech, zatimco u linedrniho pohybu pouze v jednom sméru. K ovéfeni hypotézy byl
silikonovy povrch nahrazen sklem. Jak linearni pohyb, tak poelipticky pohyb byly
provedeny se stejnym mazivem. U dvojice sklo a PDMS se vSechny koncentrace oleju
poskytuji smiSené mazani. Se zvySujici se koncentraci oleje se i zde snizuje tfeni. Rozdilna
zavislost na koncentraci mezi vzdjemnym linearnim pohybem a pohybem poloelipsy neni
pozorovana u skla. Toto muize potvrzovat hypotézu o deformaci silikonu zpusobujici
odlisné mazaci chovani. Podle pouzitého material se méni rezim mazani. Nepfepoklada se
odlisny typ rezimu mazani, ktery by vedl k riznym zavislostem na koncentraci. Sklo ma
hydrofilni vlastnosti, zatimco PDMS ma hydrofobni. Tteci sila zavisi na hydrofobicité
povrchii. Nebyla vSak pozorovana zadna zména rezimu mazani. To znamena, Ze rozdilné
mazaci chovani mezi sklem a PDSM neni zptsobeno rozdily hydrofobicity mezi povrchy.
Tyto méteni ukazuji, Ze podstatné nejsou nejen vlastnosti materialové dvojice, ale 1 druh
pohybu. Vliv deformace materialové dvojice ma vliv na tieci silu. S rostoucim zatizenim
se povrchova kontaktni plocha zvétsuje. U linearniho zvétseni kontaktni plochy zatizenim
by mél soucinitel tfeni zustat konstantni. OvSem u kontaktu silikonového kaucuku a PDMS
soucinitel tfeni neni konstantni s rostouci zat€zi v rozmezi od 0,1 do 2,5 N. Treni se

snizovalo s rostoucim zatézovanim. Toto je charakteristické pro PDMS.

2.10 Tlak mezi vrstvami fascii

Jednim z dulezitych parametra pro vytvoreni tribologického modelu je bud’ zatézujici silu,
nebo velikost kontaktniho tlaku. Pravé studie [47], ktera se zabyva matematickou analyzou
proudéni HA okolo fascii béhem manualni terapie. Tato studie vychazi z teorie z mazani
stlaceného filmu pro proudéni mezi 2 deskami. Teorie popisuje aktivitu mazaci kapaliny
uzavieného mezi 2 povrchy v piipadé, kdy je 1 ztéchto povrchi vystaven tlaku
a tangencialni rychlosti.

Pii aplikaci matematického modelu se predpokladaly rtzné rychlosti dynamiky.
Na zékladé konzultaci s terapeuty, ktefi se specializuji na Rolfingovu techniku, byla
stanovena rychlost pfi konstantnim skluzu 0,1 m/s. Typické rucni masazni piistroje pracuji
se spodni frekvenci 15 Hz a vyssi frekvenci 60 Hz se sinusovym pohybem. V dusledku
toho byly tyto hodnoty pouzity jako frekvencni vstupy pii zvazovani kolmych vibraci.
Pro tangencialni oscilaci byl pouzit sinusovy pohyb o frekvenci 2 a 4 Hz, ktery vychazel
z praktického odhadu z frekvence typické pro manualni terapii fascialni manipulace.

Teorie mazani stlaCovaciho filmu je zobrazena jako valec ve statickém stavu (A)
a vpohybu (B) na rovném povrchu pokryty tenkou vrstvou mazaciho filmu (modra).
Pohyb vytvari ,klin“ neboli svah a vytvaii tlak v tekutém filmu, kdyz tekutina prochazi
klinem. Tento efekt Ize pouzit na to, jak kyselina hyaluronova pasobi ve fascii.
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Obr. 2-32 Teorie mazani stlacitelnym filmem, a) staticky stav; b) v pohybu

Pfi zvazeni Obr. 2-32 byla aplikovana Navier-Stokesovy rovnice v prostoru. Byly pouzity
celkem 3 okrajové podminky — konstantni posuv, kolmé vibrace a tangencialni oscilace.

Vysledky a zavéry
Veskeré vysledky byly vyobrazeny na plochu 25 x 25 mm, kdy byla uvazovana tloustka

filmu od 80 um do 100 um pro piipad konstantniho posuvu. Pfi konstantnim posuvu byl
zjistén nejvetsi tlak 0,17 MPa.
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Obr. 2-33 Rozlozeni tlaku b&hem konstantniho pohybu pfi rychlosti 0,1 m/s

V ramci pripadu tangencialni oscilace se tlak urCoval pii frekvencich 2 Hz a 4 Hz.
Pti frekvenci 2 Hz je maximalni tlak 0,54 MPa a pti 4 Hz je maximalni tlak 1,05 MPa.

45



e-3 L 1 I i
254

5.40
5.10
4.80
4.50
4.20
3.90
3.60
3.30
3.00
2.70
2.40
2.10
1.80
1.50
1.20
0.90
0.60
0.30
0.00
-0.30

20.4

15.4

10. 4

r Scale =ES

Obr. 2-34 Rozlozeni tlaku pfi frekvenci 2 Hz

e-3
25.

1.05
1.00
0.95
0.90
0.85
0.80
0.75
0.70
0.65
0.60
0.55
0.50
0.45
0.40
0.35
0.30
0.25
0.20
0.15
0.10
0.05
0.00
-0.05

20.

Scale = E6

< 4
w
—_
o
—
Lh
n
o
™~
Lh

Obr. 2-35 Rozlozeni tlaku tangencialni oscilaci 4 Hz

Ovsem tato studie zvazovala pouze pfipady pro manudlni terapii (masaze), pii které se
vytvari vyssi tlaky na fascie, nezli ve skuteCnosti jsou mezi vrstvami. Z toho Ize vyvodit
zaver, ze se bude tlak mezi fasciemi pohybovat maximalné do 0,17 MPa.
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2.11 Pohyb vrstev thorakolumbarni fascie

Dal§im parametrem pro vytvoreni tribologického modelu je druh pohybu a rozsah pohybu.
Rozsahem pohybu fascialnich vrstev dolnich zad se zabyvala v ramci projektu i Fakulta
biomedicinského inzenyrstvi Ceského vysokého udeni technického v Praze (dale CVUT).
Zkoumali ultrazvukem rozsahy pohybt fascii u dobrovolnikd. Zjistili, ze se rozsah
pohyboval od cca 2 do 31 mm. OvSem rozsahy pohybt vrstev fascii na pravé a na levé
stran€ dolnich zad u vSech dobrovolnikt nebyly stejné. V jednom piipadé€ se rozdil rozsaht
pohybt pravé a levé strany byl 27 mm.

Popisem smért a rozsahy pohybu fascii v dolni ¢asti zad se zabyva publikace od Langevin
[48]. V ramci studie byl vyuzit ultrazvuk. Bylo testovano 121 dobrovolnikt, z nichz 50
netrpéla bolesti dolnich zad a 71 trpéla bolesti dolnich zad. Obé tyto skupiny se
porovnavaly v zavislosti na véku, pohlavi a BMI indexu.
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Obr. 2-36 Poloha ultrazvukové sondy

Vysledky a zavéry

Na zaklad¢ ultrazvukového méfeni byl zji§tén lateralni pohyb fascie b€hem pasivni flexe
téla. Vyskytly se zde malé pohyby v axialnim sméru. K porovnani skupin s bolesti a bez
bolesti u muzi a zen byl pouzit test chi square. Pro porovnani skupin na kontinualnich
vysledcich s pohlavim jako dal§im faktorem v modelu byly pouzity obousmérné analyzy
rozptylu a kovariance. Nebyly zjistény zadné vyznamné rozdily mezi skupinami s bolesti
a bez bolesti zad. Rovnéz nebyly zjistény zadné vyznamné rozdily mezi skupinami ohledné
véku, BMI a trovné aktivity u muzii ani u Zen. Rozsah pohybu fascii byl u muzi
bez bolesti 16,90 £+ 1,89 mm, s bolesti 9,74 + 0,86 mm, u Zen bez bolesti 16,89 + 1,55 mm
a s bolesti 16,28 + 1,92 mm.
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Obr. 2-37 Pohyby jednotlivych vrstev podkoZznich tkani

2.12 Popis viskoelastickych chovani kyseliny hyaluronové
mezi vrstvami fascii

HA je znama jako polopruzny polymer, jehoz objem je pfevazné tvofen fetézcem [30].
Kwvili rychlym pohybim fetézce 1ze popsat tvar molekuly jako kouli s nejvétsi hustotou
fetézovych segmentll blizko stfedu. S rostoucim objemem roste i molekulova hmotnost
kyseliny. Pokud je polymer ¢im dal vétsi, tim klesa jeho prumeérna hustota. S tim souvisi
i jeho viskozita, ktera je umérna ke zlomku objemu roztoku, ktery je vyplnén polymernimi

fetézci, viz rovnice (1).

Mp=at—® 1 _j_25mV=25p=cy (1)

o o

Z této rovnice lze urcit, ze podil obsazeného objemu ¢ roztoku se rovna 0,4-c [n].
Pokud nastane situace, kde je ¢ [n] roven 2,5, tak je objemovy zlomek roztoku 1 a je
nasyceny. Tento bod se projevuje plnénim roztoku fetézci, jsou nuceny se navzajem se
dotykat a zacne prudce narUstat viskozita roztoku. Idealni roztok by meél byt mnohem
ziedén€js$i nez kriticka koncentrace pro prekryti civky. Pro odhadnuti koncentrace,
pii kterém muze roztok HA prekrocit prekryti civky, lze brat v avahu rizné velikosti
polymert pfi riznych molekulovych hmotnostech.
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Obr. 2-38 Vliv viskozity na koncentraci

Vlivem zvyseni teploty fetézce ziskavaji pruznost. Zmensuje se objem molekul a nasledné
i viskozita. Viskozita roztoki HA neni ve fyziologickém rozmezi pfili§ citliva na zménu
pH. Pii velmi vysokém pH, nad cca 11, se objem fetézce zmenSuje, coz snizi viskozitu.
Pti velmi nizkém pH, asi 2,5, se téméf vytvari gel. Pfi hodnotach pH mezi 6,5 az 8,0 se
viskozita témef nemeni.

Pokud roztok, obsahujici flexibilni polymery, proudi, molekuly se zdeformuji a pohybuji
se ve sméru toku. Pfi stabilni smykové rychlosti je viskozita nejvyssi, kdyz je rychlost
nizka, molekuly se mohou rychle pohybovat, preorientovat a uvolnit do neruSeného tvaru.
Jestlize se smykova rychlost zvySuje, molekuly se nemohou dostateCné rychle uvolnit
a viskozita klesa. Toto lze pozorovat u zfedénych, tak i u Casteéné ziedénych roztokda.
Ve zfedénych roztocich zéavisi doba relaxace na molekuldrnim objemu a viskozité
rozpoustédla. Cim viskézngjsi je rozpoustddlo, tim del§i je Gas potiebny k relaxaci.
V castecné ziedénych nebo nasycenych roztocich se doba relaxace zvySuje mnohem vice,
protoze molekuly musi najit prostor, aby se mohly pohybovat mezi sebou.
Pravdépodobnost, ze molekula nalezne tento prostor, souvisi s molekulovym objemem.
Cim vy$§i je molekulova hmotnost a/nebo &m vyssi je koncentrace, tim del§i je doba
relaxace a dramatiCtéjsi ztrata viskozity se zvySujici se smykovou rychlosti.

Dalsim dusledkem dlouhé relaxa¢ni doby vysokomolekulovych HA v Castecné ziedénych
roztocich je pfechod od viskézniho chovani k elastickému chovani v zavislosti na zvySeni
rychlosti deformace. Jak je roztok cyklicky deformovan, pak pomalé rychlosti umoziuji
molekulam drzet krok se zménami a tokem. OvSem rychla cyklicka deformace neumoziiuje
molekulam uvolnit se a zacnou se chovat elasticky. Zacnou se protahovat a trhat, nez by
tekly. Toto chovani se nazyva viskoelastické a sehrava dulezitou ulohu pfi ochrané kloubt
pti rychlém pohybu. U tkani, jakymi jsou fascie, mize branit toku, pokud jsou koncentrace
a molekulova hmotnost dostatecné velké, nez aby pii normalnich rychlostech pohybu
dominovalo elastické chovani.
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Viskozita roztoki HA muze ovlivnit zpisob mazani, pfi kterém HA snizuje tfeni jako
mazivo na rozhrani tkéani. Prikladem je mezni rezim v kontaktu chrupavka-chrupavka,
kde je ucCinnost maziva zavisla na molekulové hmotnostt HA, s vys$§i molekulovou
hmotnosti vedouci k niz§imu tfeni. Predpoklada se vliv viskézni mezni vrstvy HA
na povrchu chrupavky. Naopak, pfi mazani kapalnym filmem, kde silny film HA odd¢luje
povrchy chrupavky, se da predpokladat, ze tfeni vzroste s viskozitou. U fascii je tloustka
kapalné vrstvy obsahujici HA zjevné fadové v desitek mikrometrd, coZ je ve srovnani
s prumérem molekul, a dokonce s drsnosti povrchi, velké. V takovém piipade€, pokud jsou
koncentrace HA a/nebo molekulova hmotnost vysoké, muze odpor proti proudéni

v dasledku vysoké viskozity negativné ovlivnit mazani.

2.13 Reologicke vlastnosti kyseliny hyaluronove

Dalsi vyznamna podkapitola popisuje reologické vlastnosti HA, ktera je rovnéz dilezita
z hlediska posouzeni mazacich vlastnosti roztoki na bazi HA. Jedna se predevs§im
o viskozitu, jenz je zavisla, v tom to pfipad¢€, na rychlosti a teploté. V této podkapitole jsou
popsany studie zabyvajici se reologii HA. Prvni dvé studie [39, 40] byly jiz v uvedeny
v podkapitole 2.9. V ramci téchto studii byly provedeny kromé méfeni soucinitelt tfeni
i reologicka méfeni. Dalsi studie [34] zkoumala vliv molekulové hmotnosti a koncentrace

HA na viskozitu v systému ustni dutiny clovéka.

[39] REBENDA, D., a kol. On the dependence of rheology of hyaluronic acid solutions
and frictional behavior of articular cartilage, Materials

Autori  zkoumali uCinek molekularni hmotnosti roztokd kyseliny hyaluronové
na reologické vlastnosti a jeho vliv na tfeni v modelu kloubni chrupavky. Reologické
vlastnosti HA byly stanoveny reometrem TA Instruments Discovery HR-3. Méfeni bylo
provadéno s pouzitim kuzele z nerezové oceli a desky (kuzel o priméru 60 mm, s uhlem
kuzele 1 °). Béhem méfeni byla nastavena teplota 37 °C. Byly aplikovany smykové
rychlosti v rozmezi od 0,01 do 5000 s!. Byla hodnocena zavislost viskozity na smykové
rychlosti. Viskoelastické vlastnosti testovanych roztoki s vysSi viskozitou byly
analyzovany provedenim oscilatniho smykového testu s malou amplitudou (SAOS)
pomoci reometru TA Instruments AR-G2 na konfiguraci deska-deska. Test SAOS méfi
pruzny a viskoézni modul, kdyz je testovany material vystaven sinusovému pretvoreni.
Méfeni kmitoCtu byla provadéna pii 5 % namahani ve frekvenCnim rozsahu
od 0,05 do 5 Hz. Frekvencni rozmitani bylo provedeno pii amplitudé deformace, ktera byla
stanovena jako linearni viskoelasticka oblast. Teplota byla nastavena na 37 °C. Dynamické
moduly byly stanoveny jako funkce uhlové frekvence. VSechny experimenty byly
opakovany 3krat s novym vzorkem HA. Z téchto udaji byly spocitany primérné hodnoty
a smérodatné odchylky.
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Byly testovany 4 HA roztoky s koncentracemi 20 mg/ml a molekulovymi hmotnostmi
77 kDa, 640 kDa, 1 060 kDa a 2 010 kDa.

Rheology \

Rotating cone Rotating platé
Fluid Sample ' Peltier plate
: 3 Fluid Sample

\ TA Instruments Discovery HR-3 TA Instruments AR-G2 j

Peltier plate

Obr. 2-39 Rheologické méreni

Vysledky a zavér

Experimenty ukazaly silnou zavislost mezi viskozitou a molekulovou hmotnosti HA.
Nejvyssi viskozita byla naméfena pro HA s molekulovou hmotnosti 2010 kDa a nejnizsi
pro 77 kDa HA v celém rozsahu smykové rychlosti, viz Obr. 2-40 a).
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Obr. 2-40 a) Vyvoj viskozit v zavislosti na smykové rychlosti; b) vyvoj modulu pruznosti ve smyku a viskozity
v zavislosti na frekvenci

HA vykazovala nenewtonovské chovani pfi smyku (pokles viskozity se zvySujici se
smykovou rychlosti). Molekuly HA jsou zapletené a nejodolnéjsi vici proudéni
pii nizkych smykovych rychlostech. Dals§i casti reologického méfeni byla analyza
viskoelastickych vlastnosti roztokih HA. Graf obsahuje zavislost modulu a ztraty
na frekvenci kmitavého pohybu pro 3 roztoky HA, viz Obr. 2-40 b). Viskoelastické
vlastnosti u 77 kDa nebyly méfitelné v konfiguraci deska-deska.
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[40] REBENDA, D., a kol. Rheological and frictional analysis of viscosupplements
towards improved lubrication of human joints. TRIBOLOGY INTERNATIONAL

Cilem autort této studie bylo popsat vliv viskosuplementace na tfeni kloubni chrupavky
v zavislosti na reologii viskosuplementd. Pro urCeni vlivu reologickych vlastnosti
viskosuplementu (VS) a synovialni tekutiny (SF) na tfeni byly pouzity komer¢ni rotacni
reometry meéfena viskozita zavisla na smykové rychlosti a dynamicky modul zavisly
na frekvenci. Méteni viskozity byla provadéna na reometru TA Instruments Discovery HR-
3. Byla pouzita kuzelova deska o priméru 60 mm s uhlem kuzele 1 °. V testech ustaleného
sttihu byly natestované vzorky aplikovany smykové rychlosti v rozsahu od 0,01
do 5000 s !, zatimco byly zahfivany na teplotu 37 °C pomoci vestavéné Peltierovy desky.
Data viskozity zavislé na smykové rychlosti byla pfizptisobena modelu Carreau-Yasuda.
Kromé toho byly provedeny oscilacni testy s malou amplitudou (SAOS) k analyze
viskoelastickych vlastnosti vzorkd pouzit reometr TA Instruments AR-G2. Byla pouzita
konfigurace 20 mm deska-deska a maziva byly béhem testd zahfivany na 37 °C. SAOS
analyzuje dynamicky modul, kdyz je vzorek vystaven sinusovému napéti.

Ve vSech méfenich bylo na VS pouzito pocatecni kmitani s oscilacnim namahanim
konstantni frekvence 1 Hz a amplitudou mezi 0,001 a 1,5 rad pro stanoveni oblasti linearni
odezvy testovanych vzorkl. Na zakladé téchto vysledka byly provedeny nasledné kmitocty
pii 5 % kmitavého smyku ve frekvencnim rozsahu 0,05 az 5 Hz. VSechny reologické
experimenty byly provadény 3x s Cerstvym vzorkem maziva. Z téchto dat byly vypocitany
prumérné hodnoty.

Ka) Rheology \

Rotating con:\‘r‘) Rotating plate
Fluid Sample\" Peltier plate . ——
' . Fluid Sample
L / ¢ ,/
I ] | d
1

\ TA Instruments Discovery HR-3 TA Instruments AR-G2 /

Obr. 2-41 Rheologickd méreni

VS byly vybrany na zakladé koncentrace, molekulové hmotnosti a sitovani obsazeného
v HA. VSechny VS se testovaly jako Cisté roztoky a také jako smési v pomeéru 1:1
s modelem SF, aby se lépe prozkoumal u¢inek VS na reologii SF a také na tfeni

v osteoartritickém kloubu.
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Tab. 2-2 VVybrané vzorky produktli viskosuplementd

Produkt HA koncentrace (mg/ml) HA molekulova hmotnost (kDa) Sitovani Objem produktu

Erectus® 12 1100 Ne 2
Hyalgan® 10 500 - 730 Ne 2
Monovisc® 22 1 000 -2 900 Ano 4
Optivisc single® 30 3000 Ano 3
Synvisc one® 8 6 000 Ano 6
Vysledky a zavéry

Probéhla analyza viskoelastickych vlastnosti VS. Pfed frekvenénim rozkmitanim bylo
na vSechny roztoky aplikovano pocatecni rozkmitani kmitoctu s konstantni frekvenci 1 Hz
ase zvySujici se amplitudou k identifikaci oblasti linearni viskoelastické odezvy VS.
Hyalgan byl vylouCen z viskoelastické analyzy kvili své nizké viskozité. Témér vSechny
VS nevykazovaly zadnou zavislost mezi modulem (G") nebo ztratou (G'") a deformaci
v Siroké oblasti od 0,7 do 45 %.

Na Obr. 2-42 jsou data viskozit zavislé na smykové rychlosti pro 5 testovanych VS. Byly
testovany jako ¢iré roztoky (Obr. 2-42a) a také jako smési v poméru 1: 1 s modelovym
osteoartritickym SF (Obr. 2-42b).
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Obr. 2-42 Vliv viskozity na smykové rychlosti
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[34] KIM, J., a kol. Effects of molecular weight of hyaluronic acid on its viscosity and
enzymatic activities of lysozyme and peroxidase. ARCHIVES OF ORAL BIOLOGY

Autori tohoto €lanku zkoumali u€inky molekulové hmotnosti kyseliny hyaluronové na jeji
viskozitu a enzymatické aktivity lysozymu a peroxidazy vroztoku a na povrch
hydroxyapatitu.

Postup experimentu se skladal ze 2 casti. Prvni Cast zahrnuje meéfeni viskozity 4 HA
o riznych molekulovych hmotnostech a zkoumani jejich Gcinkd na enzymatické aktivity
lysozymu a peroxidazy. Druha cast byla provedena na zaklad€ vysledkt prvni Casti. Byly
porovnavany 3 podminky pro koncentraci HA.

Molekulové hmotnosti HA byly: 10 kDa, 100 kDa, 1 MDa a 2 MDa, které¢ byly
solubilizovany simulovanym slinnym pufrem. Pro prvni ¢ast méfeni viskozity byly pouzity
tyto koncentrace HA: 0,1, 0,2, 0,5, 1,0, 2,0, 5,0 mg/ml. K experimentim s enzymatickymi
aktivitami byly vyuzity HA s koncentraci 0,5 mg/ml. Ve druhé ¢asti byly porovnany HA
100 kDa pti 5,0 mg/ml, 1 MDa pii 0,5 mg/ml, 2 MDa pii 0,2 mg/ml z hlediska jejich
ucinkt na enzymatické aktivity lysozymu a peroxidaza. Jako zdroje lysozymu a peroxidaza
byly pouzity lysozym z vaje¢nych bilkt a hovézi laktoperoxidaza.

Odebiraly se sliny od 4 zdravych dospélych (2 muzi a 2 zeny; vek, 28,5 + 2,7 let) darca
pro 1. ¢ast a od dalSich 4 zdravych dospélych darct (dva muzi a dvé zeny; vék, 29.4 £ 2.6
let) pro 2. Cast. Nestimulované celé sliny (UWS) byly odebrany plivanim. Sliny byly
umistény do chlazené centrifugacni zkumavky a centrifugovany pii 3 500-g po dobu
15 minut pii 4 °C. Vycistény supernatant byl okamzit€ pouzit pro testy. V kazdém
experimentu byl pouzit slouceny vzorek slin obsahujici stejné mnozstvi UWS
od 4 ucastnik.

Viskozita byla méfena pomoci modelu LVT Wells-Brookfield kuzelovy a deskovy
digitalni viskozimetr. Rychlost se pohybovala od 11,3 do 450 s! pii 6 rychlostech: 11,3,
22,5, 45, 90, 225 a 450 s™!. Méfeni probihalo pii teploté 37 °C a pokazdé bylo vyuzito
0,5 ml objemu tekutiny. Viskozita kazdého vzorku byla méfena 10krat.

Aktivita lyzozymu byla meéfena hydrolyzou fluoresceinem znaceného Micrococcus
lysodeikticus. Priprava roztoku substratu a inkubacni postupy byly provedeny podle
pokynt vyrobce.

Pro analyzu statistickych rozdild mezi experimentalnimi skupinami s kyselinou

hyaluronovou a kontrolnimi skupinami bez kyseliny hyaluronové byl pouzit Wilcoxontv
znaménkovy test. Hodnoty P mensi nez 0,05 byly povazovany za statisticky vyznamné.

Vysledky a zavéry

Hodnoty viskozity pro HA sledovaly vzorec nenewtonovské tekutiny pii vSech 4 raznych
molekulovych hmotnostech. HA svyssi molekulovou hmotnosti a pfi  vysSich
koncentracich vykazovaly vy§§i hodnoty viskozity.
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HA s molekulovou hmotnosti 10 kDa vykazovala nizs§i hodnoty viskozity nez lidské sliny
pii viech koncentracich. U 100 kDa HA pii koncentraci 5,0 mg/ml vykazovalo podobné
hodnoty viskozity jako hodnoty stimulovanych slin (SWS) pii nizsich rychlostech a hodnot
UWS pfi rychlosti 90 s™!. P#i koncentraci 2,0 mg/ml prokazal 100 kDa hodnoty viskozity
podobné hodnotam SW S pii 225 s' a UWS pfi 450 s™.
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Obr. 2-43 Vliv koncentrace HA a smykové rychlosti na

b) 100 kDa; c) 1 MDa; d) 2 MDa

Shear rate (s)

viskozitu pfi molekulové hmotnosti a) 10 kDa;
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2.14 Lékarsky silikon (PDMS)

Tento material je napfiklad popsan v této studii [49]. Polydimethylsiloxan (PDMS) je
polymer patfici do skupiny silikonovych elastomert. Jedna se o hyperelasticky material,
jenzma Siroké uplatnéni v oblasti biomediciny — od kontaktnich ¢ocek az po dalsi
zdravotnické prostfedky. Je tvotfen kiemikovymi, kyslikovymi vazbami a methylovymi
skupinami. Pokud jsou tyto skupiny substituovany jinymi skupinami, napt. fenylem
¢i vinylem, coz umoziuje pfipojeni organickych na anorganické skupiny, ¢imz dostava
PDMS jedinec¢né vlastnosti a lze je ménit pro rizné aplikace. PDMS je tepelné stabilni,
opticky transparentni, funguje jako tepelna a elektrickd izolace a je chemicky stabilni.
Ovsem ma hydrofobni povrch kvuli CH3 skupinam. Tento problém miize byt vyfeSen
pouzitim kyslikové plazmy a vytvofenim hydrofilniho povrchu. Mezi dalsi vyhody patii
propustnost a elasticita.
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Obr. 2-44 Prehled rtznych povrchovych Gprav PDMS [50]
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2.15 Shrnuti hlavnich zjisténi

Bolest v dolni casti zad je ¢im dal rozsifenéj§i v dnesni dobé. Predev§im je bolest
zapri¢inéna urCitymi zpusoby Zzivota, napf. nadmémym pretéZzovanim, dietou, sedavym
zpusobem zivota atd. Pak nezbyva nic jiného nezli navstivit fyzioterapeuta, ktery muze
doporucit urCité zpusoby ulevy od bolesti, napt. protahovani, spravné drzeni téla atd.,
popiipadé podstoupit akupunkturu. Bolest je Casto klasifikovana jako nespecificka, ktera se
da klasifikovat do riznych kategorii. Tento problém je Casto spojovan s thorakolumbarni
fascii, ktera je pravé v dolni casti zad. S tim se ¢im dal tim vice se pouziva termin bolest

myofascialniho ptivodu.

Misto myofascialni bolesti 1ze prokazat ultrazvukem, pokud se zvysi tloustka fascie.
Do myofascialni bolesti je mozné pfifadit fibrézu a densifikaci a konkrétné densifikace se
zpusobuje zvysenou viskozitou HA ve fascii. Jestlize ma HA nizkou hodnotu viskozity,
tak plni ulohu maziva a muzou se vrstvy fascii prenaset sily riznymi sméry. V pfipad€,
ze se produkuje vice HA, tak se zvySi viskozita a nasledné se chova jako nenewtonska
tekutina. Zaplétaji se fetézce HA a prispiva k hydrodynamickym vlastnostem roztoku.
Zaplétani fetézci muze zpusobit uvnitf volné pojivové tkané snizené klouzani
mezi vrstvami kolagenovych vlaken hluboké fascie. Pokud je smykova rychlost uvnitf
vrstev tekutiny efektivni, dojde k odtoku HA a zpasobi pokles viskozity. Zmény
koncentrace, molekulové hmotnosti 1 kovalentni modifikace mohou mit dramatické ucinky
na viskozitu, nasledné i na klouzavy pohyb fascii.

Spolecnost Contipro a.s. pfisla s metodou 1écby, jenz by praveé upravil viskozitu v misté
patologie bolesti. Podstatou 1écby je aplikace injekéniho pfipravku na bazi roztoku HA,
ktery by se pouzil s vyuzitim ultrazvukové sondy. Podobny zplsob léCeni se jiz popsal
ve studii [37], kde se roztok HA vstiiknul do plantarni fascie. Ale nejen zde se aplikovaly
roztoky HA, ale i napft.: pfi pfipadu osteoartroze kolene [38].

Pro méfeni soucinitell tfeni byly zasadni studie, které se zabyvaji kloubnimi chrupavkami
[39—41], kazi [42, 43] a Gstni dutinou [44—46]. Tyto studie se rozdélily do nékolika
kategorii — druh vykonavaného pohybu (konfigurace tribometri), materialy kontaktnich
dvojic, podminky experimentalnich méfeni (zatézujici sila, rychlost, posuv, teplota, doba
trvani jednoho méfeni a pocet opakovani), podle kterych se vytvarel tribologicky model
fascii. Rovnéz se 1 studovaly vysledky nékterych studii, které mohou ovlivnit

experimentalni meteni.
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Pouzita konfigurace tribometri zavisi na chovani, konktrétné pohybu, zkoumaného
systému. Pfevaznou vétSinu tvofi konfigurace pin-on-plate. Nejvice je pin-on-plate
vyuzivano pro meéfeni soucinitele tfeni mezi kloubnimi chrupavkami. Dal$i nejpouzivané)si
konfiguraci dle vybranych publikaci je pin-on-disc. Posledni konfiguraci je pin-on-ball,
jenz byla aplikovana ve studiu zabyvajici se posouzenim tribologii jazyka a vylepSenim
metodiky pro lepsi simulaci zpracovani potravy.

Byly aplikovany riizné materialové kontaktni dvojice pro meéfeni soucinitele tfeni.
V prevazné vétSiné experimentalnich méfenich byly pouzity technické materidly
v kontaktu s mékkou tkani. Kdyz byly zkoumany soucinitele tfeni kloubni chrupavky
ve studiich, tak bylo ¢asto pouzivano sklo vici chrupavce. Nasledovaly hydrogely, které
nahrazovaly odebrané tkané ze zvirat. Nakonec kontaktni dvojici tvorily odebrané
chrupavky ze skotu. Pro zkoumani soucinitele tfeni kize byly pouzity nahrady za kazi
¢i probihalo pfimo na dobrovolnicich, napt. na predlokti. Byly vyuzity ktize od darct, kize
vyvinuté tkafiovym inzenyrstvim a syntetické kize. Pak se pouzila ocel, lestény mramor,
polymery a sklo. V piipadé€ studii zabyvajici se ustni dutinou byly aplikovany 1ékarské
silikony PDMS,; silikonovany kaucuk, sklo a odebrané tkané — jazyk a zub.

Duvodem aplikace technickych materialti, napf.: hydrogely, ocel, sklo atd., je dosazeni
lepsi opakovatelnosti métfeni. Pokud se aplikovaly realné tkané, tak nebyla zarucena béhem
experimenti opakovatelnost, napf. viz [39]. Pfi zméné chrupavek dochazelo ke zménam

zavislosti soucinitelu tfeni vucéi molekulové hmotnosti roztoku HA.

V ramci zkoumani tribologickych modeltt mekkych tkani hraji rovnéz dualezitou roli
i nastavené podminky, napf. na tribometrech, v pribéhu méfeni souciniteld tieni, viz Tab.
2-3.

Tab. 2-3 Podminky experimentalnich méreni

Kloubni chrupavka Ustni dutina Kize
Zatézujici sila (N) 5-10 0,5-2 5-30 mN
Rychlost (mm-s) 0,3-10 1,2-9.4 0,5-4
Posuv (mm) 20 1-25 10 <
Teplota (°C) 37 20-25 37
Doba trvani (s) 300-1 200 cykly 6 cykll
Opakovani 3-4 2-4 2
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Dulezitym parametrem pro meéfeni soucinitele tfeni je zatézujici sila nebo kontaktni tlak.
Touto problematikou se zabyvala studie [47], kde byly popsany 3 piipady zatéZovani
fascialnich tkani. OvSem v této studii se uvazuji pouze zatézovani, které se vyvinou béhem
manualni terapii a lze pfedpokladat, ze kontaktni tlak bude nizsi nez 0,17 MPa, nezli ktery
se urcil.

Dal§im ddleZitym parametrem je pohyb vrstev fascii vi&i sob&. Podle méteni z CVUT se
rozsah pohybu vrstev fascii v dolni zad pohybuje od 2 do 31 mm. Dle ultrazvukového
meéteni byl zjistén lateralni pohyb fascie béhem pasivni flexe téla, coz znamena pifimocary
pohyb [48]. Byl zaznamenan pohyb i v axialnim sméru. U muzi a Zen se rozsah pohyboval
okolo 16 az 17 mm v pfipad¢, ze netrpéli bolestmi dolnich zad.

Jestlize se uvazuje pohyb, jenz neni pifimocary vratny, ale je napft. elipsovy, tak je tieba
pocitat se zménou tiecich sil v kontaktu, jak je popsan v této studii [46]. Tato zména je
zpusobena vlivem deformace materialové dvojice. Druh recipro¢niho pohybu béhem

experimentalnich méfeni rovnéz hraje dalezity vyznam.

V ramci méfeni reologickych vlastnosti studovaly predevsim viskozitni charakteristiky.
Predevsim se jednalo o zavislosti viskozit na molekulové hmotnosti a koncentraci roztoku
HA. VSechny studie [34, 39, 40] prokazaly, ze pii klesajicich hodnotaich molekulové
hmotnosti a koncentraci klesa viskozita HA.

2.16 Mezery v poznani

Ziskané poznatky z biochemie [30] a mediciny [7, 29, 32] popisuji teoreticky chovani HA
mezi vrstvami fascii. Ve studii [30] autofi podrobné teoreticky vyobrazili vlivy molekulové
hmotnosti, koncentraci a smykové rychlosti pravé na viskozitu. S viskozitou souvisi i doba
relaxace. Pokud viskozita nabyva vysokych hodnot, tak je doba relaxace, po kterou si
roztok udrzuje viskozitu, delsi a ztrata viskozity nastava az po dosazeni zvySujicich se
hodnot smykové rychlosti. Vlivem zvySeni molekulové hmotnosti a koncentraci dochéazi
k viskoelastickému chovani. Nésledkem toho se zhorSuje mazani mezi vrstvami fascii
a zvySuje se tieni. Toto zvySeni viskozity vlivem molekulové hmotnosti a koncentraci je
i popsano v publikacich [7, 29, 32], kde se naptiklad odkazuji i na zvySeni tloustky fascii,
které se prokazalo ultrazvukem. Ovsem doposud nebyla vydana publikace z oblasti
biotribologie, ktera by popisovala zavislost soucinitele tieni na molekulové hmotnosti
a koncentraci v kontaktu fascii. Dal§i mezerou v poznani je absence biotribologické studie
fascii, podle kterého by se testovaly jednotlivé roztoky bazi HA.
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Bylo tieba studovat jiné tribologické modely mekkych tkani. Studovala se a posuzovala se
vhodnost metodik tribologickych modelt, napt.: vhodnost kontaktnich materialt, dale
hodnoty zatizeni, rychlosti, velikosti drah posuvt, pocet opakovani, zptisob vyhodnocovani
a dalSi podminky experimentalnich méfeni. Kromé toho se analyzovaly studie [47, 48],
které pojednavaly o pohybech vrstvach thorakolumbarni fascie vici a tlacich ve vrstvach
fascii. OvSem 1 v téchto pfipadech je tifeba studovat vliv soucinitele tfeni na nékteré
parametry experimentalnich méfeni. Jedna se predev§im o zavislost zatézujici sily beéhem

experimentalnich méteni, pokud se aplikuji materialy, napt. PDMS.
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3 CILE PRACE

3.1 Vyzkumne otazky

,Jaky bude vyvoj soulinitele tfeni v zavislosti na molekulové hmotnosti a koncentraci

roztokll na bazi kyseliny hyaluronové v kontaktu fascii?*

3.2 Cile vyzkumu

Hlavnim cilem této prace je experimentalni popis vyvoje soucinitele tfeni roztoka na bazi
kyseliny hyaluronové v kontaktu modelu a realné fascie. Prace bude zamérena hlavné
na kvantifikaci G€inkG nativnich vzorkii kyseliny hyaluronové a jejiho derivatu
na soucinitel tfeni a viskozitu. Pfedev§im bude sledovan vliv molekulové hmotnosti

a koncentrace. Tyto dva parametry maji zasadni vliv na tribologii a reologii.
Dil¢i cile diplomové prace:

¢ navrhnout tribologicky model fascii pro vyhodnocovani soucinitele tfeni pro rizné
materiadlové dvojice simulujici kontakt fascii a pro kontakt vypreparovanych
krali¢ich fascii

e konstrukéni tpravy simuldtoru pro uchyceni fascii

e posoudit ucinnost vyvijenych derivati na bazi kyseliny hyaluronové na viskozitu
a procesy tfeni

e konfrontovat ziskané poznatky s dosud publikovanymi studiemi zabyvajicimi se
tribologii fascii ¢i podobnymi poddajnymi kontakty

Z hlediska druhu vyzkumu se jedna z ¢asti o zékladni a aplikovany vyzkum. Predpoklada

se, ze pomer mezi zakladnim a aplikovanym vyzkumem je 1:1.

3.3 Hypotéza

Pii klesajici molekulové hmotnosti a koncentraci budou roztoky na bazi kyseliny
hyaluronové vykazovat klesajici vyvoje soucinitela tfeni v kontaktu fascii.

Ve studii [30] autofi popsali, ze v pfipadé zvySeni hodnot molekulové hmotnosti
a koncentrace vede k viskoelastickému chovani. Nasledné dochazi k branéni toku HA,
negativné se ovliviiuje mazani vrstev fascii a vzrasta soucinitel tfeni mezi vrstvami fascii.

Toto je 1 dokladano na zaklad¢ studii z oblasti mediciny [7, 29, 32].
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4 MATERIALA METODY

4.1

Metodika

Schéma experimentt

Méreni viskozity
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Méreni soucinitele tieni

Reometr Konfigurace cone-on-plate Konfigurace pin-on-plate
10000 0,06
-8-317 kDa; 10 mg/mi ~&-510 kDa; 20 mg/mi
0316 kDa; 20 mg/mi i 101 kDa; 20 mg/mi 0,047
0-610KDx; 10mg/ml <8101 kDa; 10 my/mi 0,05 VR ’
1000 7 - [ PUfor7ssh |
- g 00 [_roms3osh |
g = 0,030
£ M E 0,03 0,026 0,025 I
F e eoos8888ess
£
M 3 0‘02
o
L wvi
10
796000060000 0,01
1 0
1 10 100 1000 101kDa 317 kDa 610 kDa

20 mg/ml 10 mg/ml
Soucinitel treni

20 mg/ml

Obr. 4-1 Schéma experimentti — méfeni viskozity a soucinitele tieni

V této praci se aplikovaly empirické védecké metody (experimentalni méfeni soucinitelt
treni a viskozitnich charakteristik), které jsou kvantitativni (experimentalni). Vyzkum byl

veden jako deduktivni.

411

Tato Cast diplomové prace se zabyvala méfenim viskozitnich charakteristik nativnich
roztokti HA a jejich derivati. Tyto charakteristiky jsou klicovymi parametry, které popisuji
reologické chovani roztoktt HA. Uelem t&chto experimentd bylo charakterizovat roztoky
z hlediska viskozit, nasledné je porovnat dle molekulové hmotnosti a koncentrace a urcit
jejich ucinnosti. Aplikovaly se sterilni roztoky na bazi HA, které se nasledné vybraly

Méreni viskozitnich charakteristik HA

a posléze i aplikovaly v tribologickych experimentech.
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4.1.2 Experimentalni méreni soucinitele treni

Postup celého feSeni experimentalniho meéfeni soucinitele tfeni v diplomové praci je
popsan na Obr. 4-2. Byly provedeny celkem tfi sady experimenti. V 1. sadé se studovaly
vyvoje souciniteld tfeni mezi modely fascii a posuzoval se vliv molekulovych hmotnosti
a koncentraci nativnich vzorki HA na procesy tieni. Modely fascii predstavuji technické
materialy, napf. 1€ékarsky silikon (PDMS) ¢i hydrogel. Aplikovaly se rovnéz technické
materialy jako modely svald, které maji vysokou tuhost oproti tuhostem lidskym
podkoznim tkanim. Zaroven se zde oveéfila funkEnost konstrukce vany a pinu. Probéhly
i parametrické analyzy za ucCelem posouzeni vlivu délky drahy pohybu a vlivu zatézujici
sily na soucinitel tfeni. Podle této sady se posléze vybral nativni roztok HA pro dalsi sady
— pro porovnani derivati HA a finalni méfeni soucinitele tfeni v kontaktu realnych fascii.

2. sada experimentd navazala na prvni sadu. Tato sada méla rovnéz za ukol zkoumat vyvoj
soucinitelll tfeni mezi modely fascii. OvSem se zménily pouzité technické materialy, které
maji tuhost blize k lidskym tkanim. Pouzily se k mazani roztoky derivati HA. Derivaty
maji velmi podobné molekulové hmotnosti, ale odliSné koncentrace a chemické slozeni
roztokll. Pro samotné meéteni se vyuzil pin s vétsSim polomérem, ktery vice zaujima vétsi
plochu vici vané nezli pin v 1. sadé. Zaroveii umoziuje plynulej§i pohyb b&hem
experimentl nez prvni pin. Rovnéz i zde probéhla parametricka analyza — vliv velikosti
poloméra pind.

Ve 3. sadé se jiz aplikuji realné vzorky fascii. Pouzily se roztoky HA z predchozich sad
a posoudily se rozdily mezi modely fascii a skuteCnymi tkdnémi. Zaroven se posoudila
opakovatelnost méfeni pii zméné para tkani. Rovnéz se uskutecnily i dlouhodobé méfeni.
Na zékladé této sady se budou analyzovat roztoky na bazi HA, které se vyuziji pfi vyvoji
1éCebného pripravku.

U kazdé sady experimentt probéhla vyhodnocovani, statisticka zpracovani a interpretace.

1. Sada experimenti ‘ 2. Sada experimenti ‘ 3. Sada experimentii

/- Meéfeni souéiniteln tfeni \ /- Meéfeni souéinitelil tfeni \ /' Aplikace kralicich fascii pro\

nativnich vzorkti HA vzorkil derivati HA méfeni soucinitel tfeni
= Vliv délky drahy pohybu = Vliv velikosti poloméru = Vybrané vzorky HA
a zatézujici sily pinu a tloustky materialu z predchozich sad
= Technické materidly s vyssi = Technické materialy s mensi - Techn%c.ké materialy s mensi
tuhosti tuhosti tuhosti
\- Zpracovani naméfenych dat / - Zpracovani naméfenych dat = Zpracovani naméfenych dat
ﬁiﬂ—'ié%f =
Pin s polomérem R30 Pfechod na pin s polomérem R50 Pin s polomérem R50

Obr. 4-2 Plan experimentll diplomové prace
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4.2 Experimentalni zafizeni a pfistrojove vybaveni

4.2.1 Discovery HR 30

Meteni viskozit roztoki HA probihalo na rotacnim reometru Discovery HR 30
od spole¢nosti TA Instruments, viz Obr. 4-3. Reometr je tvoien ze 2 Casti — rotacni
kuzelova deska a Peltierova deska. Mezi tyto Casti se umistoval vzorek roztoku.
Pro samotné vyhodnocovani naméfenych dat se vyuzival program Trios, jenz spole¢nost
TA Instruments dopliiuje k pfistroji.

Obr. 4-3 Reometr Discovery HR 30 [51]

4.2.2 Bruker UMT TriboLab

Bruker UMT (Universal Mechanical Tester) je od uvedeni prvniho modelu od roku 2000
nejuniverzalngj§im a nejrozsifenéj§im tribometrem [52]. Tribometr umoziuje dosahovat
otacek od 0 do 5000 otaCek/min a vysokych hodnot krouticich momentu.
Pro experimentalni méfeni je dulezity recipro¢ni pohon, jenz umoziuje testovani
v konfiguraci pin-on-plate v rychlostech od 0,1 do 60 Hz pfi posuvech od 0,1 do 25 mm.

Obr. 4-4 Tribometru Bruker UMT TriboLab [53]
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4.3 Material a metody

4.3.1 Reologie — roztoky HA

Vzorky byly vybrany na zakladé vlastnich experimentii spolec¢nosti Contipro a.s.,
kde naptiklad zjistovali silu potfebnou na vytlaceni vzorku z injekce skrz jehlu do mista
patologie fascii v zavislosti na viskozity vzorkit HA, vybiraly se i na zakladé chemickych
vlastnosti (hydrofility a hydrofobicity), ¢i dle rozpinavosti roztokii mezi jednotlivymi

vrstvami tkani.

Tab. 4-1 Nativni roztoky HA — reologie

Oznaceni Molekulovda hmotnost Koncentrace
- 610 kDa 20 mg/ml; 10 mg/ml
- 316 kDa 20 mg/ml
- 101 kDa 20 mg/ml; 10 mg/ml
Bonharen 317 kDa 10 mg/ml

Tab. 4-2 Roztoky derivati HA - reologie

Oznaceni Molekulova hmotnost Koncentrace

Derivat R 550 kDa 20 mg/ml; 10 mg/ml; 5 mg/mi
Derivat Q 820 kDa 20 mg/ml; 10 mg/ml; 5 mg/mi
Derivat P 275 kDa 20 mg/ml; 10 mg/ml; 5 mg/mi
Derivat H 318 kDa 3 mg/ml; 1,5 mg/ml; 0,75 mg/ml

4.3.2 Tribologie — roztoky HA

Samotny kontakt byl mazan vybranymi vzorky nativni HA nebo jejimi derivaty, viz Tab.
4-3 a Tab. 4-4. Vzorky roztokii HA pro experimentalni méfeni soucinitelt tfeni si vybrala

prednostné spolecnost Contipro a.s.
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Tab. 4-3 Nativni roztoky HA - tribologie

Oznaceni Molekulova hmotnost Koncentrace
- 610 kDa 20 mg/ml
- 316 kDa 20 mg/ml
- 101 kDa 20 mg/ml
Bonharen 317 kDa 10 mg/ml

Tab. 4-4 Roztoky derivatl HA - tribologie

Oznaceni Molekulova hmotnost Koncentrace
Derivat R 550 kDa 10 mg/ml
Derivat Q 820 kDa 10 mg/ml
Derivat P 275 kDa 10 mg/ml
Derivat H 318 kDa 1,5 mg/ml

4.3.3 Podminky experimentalnich méreni viskozitnich charakteristik

Meéfeni viskozitnich charakteristik probihalo za téchto podminek, viz Tab. 4-5. VSechny
parametry byly stanoveny podle doporuceni od zaméstnanci ve spole¢nosti Contipro a.s.,
kde probéhly experimenty. Na desku reometru se nakapalo 0,6 ml vzorku roztoku HA,
ktery se zahtal na teplotu 37 °C. Smykova rychlost byla nastavena v rozmezi
od 0 do 1 000 s™. Pro kazdy jeden roztok se uskute¢nily celkem 3 opakovani.

Tab. 4-5 Podminky experimentalnich méfeni viskozit

Podminky experimentu

Mé&reny objem 0,6 mi
Smykova rychlost 0-1 000 s
Teplota 37 °C
Pocet opakovani 3
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4.3.4 Podminky experimentalnich méreni soucinitele treni

Experimentalni meéfeni soucinitelli tfeni probihalo za urCitych podminek, viz Tab. 4-6.
Parametry zatézujici (normalové) sily a délky drahy pohybu se urCily na zaklade
parametrickych méfeni, viz podkapitola 5.2.1. Podminky byly stejné u vsech tfi sad. Byl
uvazovan kontaktni tlak mensi nezli 0,1 MPa, jelikoz dle studie [47] byl zji§tén maximalni
kontaktni tlak pfi konstantni rychlosti 0,17 MPa. Byl uvazovan pouze pfimocary vrtany
pohyb. Frekvence vratného pohybu (1 Hz) a doba jednoho méfeni (300 s) byly zvoleny
na zakladé konzultaci. Teplota byla nastavena na 37 °C, coz je teplota lidského téla.
Opakovatelnost byla zvolena 4-5 na zakladé studii, viz podkapitola 2.9. Z divodu
mnozstvi dorucenych vzorkii HA nebylo mozné vyplnit celou plochu vany vzorkem HA.
Do vany se aplikovalo od 1,5 do 2,5 ml vzorku HA, aby pokryla celou délku posuvu pinu.

Tab. 4-6 Podminky experimentalnich méfeni soucinitele tfeni

Podminky experimentt

Zatézujici sila 2N

Kontaktni tlak <0,1 MPa

Délka drahy pohybu +16 mm

Frekvence vratného pohybu 1 Hz

Doba jednoho méreni 300 s
Teplota 37 °C
Opakovatelnost 4-5

4.4 Reologie

4.4.1 Postup méreni viskozitnich charakteristik

Meéfeni viskozitnich charakteristik probihalo na reometru Discovery HR 30, viz
podkapitola 4.2.1. Pro samotné méfeni byl do horni ¢asti reometru vlozena kuzelova deska
o priméru 40 mm s thlem kuzele 1° a na desku v dolni ¢asti se umistoval méfeny roztok
o urcitém mnozstvi. Poté byla kuzelova deska spusténa smérem ke statické desce, viz Obr.
4-5. Kuzelova deska vyvijela urcitou silu, kterou kontroloval reometr. Nasledné otacenim
této desky byla urCovana viskozitni charakteristika méfeného vzorku. Celkové bylo
naméfeno 51 bodd viskozity v rozsahu smykové rychlosti od 0 do 1 000 s™..
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Mazivo

Peltierova deska N

Obr. 4-5 Konfigurace cone-on-plate

4.5 Tribologie

4.5.1 Tribologicky model fascie

Tribologicky model fascii predstavuji silikonové nebo PU platy (simulujici svaly) a PU
platy nebo vypreparované tkané fascii (simulujici fascii). Platy, které predstavuji svaly,
jsou ulozeny bud’ ve vané€, anebo na zaobleném vrcholu pinu, kde se pfilepuji. Na tyto
platy se nasledné ukladaly platy, jenz simuluji fascie, nebo realné fascie do drzakt na pinu

a vane.

Model fascii

Fascie predstavuji bud’ technické materialy, nebo realné fascie. Mezi technické materialy
patii PU platy o tvrdosti 75 Sh dodané firmou Technogel a hydrogely. Byly vybrany tzv.
,mlécné“ PVA-FT hydrogely. Realné fascie byly vypreparovany z kadaver kralikd.

Vsechny modely a realné fascii maji rozméry pro experimentalni meéreni 40x20 mm.

Model svall

Svaly jsou modelovany silikonovymi ¢i polyuretanovymi platy o rozmérech 80x35x3 mm,
které se vkladaly do vany. Silikonové byly zhotoveny z lékatského silikonu PDMS, které
byly vyrobeny firmou SILROC, o tvrdosti 30 Sh. Platy pouzité pro pin maji rozméry cca
10x20x1 mm. Byly pouzity 1 platy BTG S 145AX 30Sh ¢ 40 um PU foil s oznacenim
,Phantom®, které¢ byly dodany firmou Technogel, a které¢ byly doporuceny spolecnosti
Contipro a.s. Pouzité Phantomy maji tvrdost 30 Sh pfi tloustce 8 mm.
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V Contipro a.s. prob€hla méfeni tuhosti materialti vzhledem k tuhostem podkoznim tkanim
Cloveka, kde hraly dulezitou ulohu ,resistence™ kiize a mnozstvi tukové vrstvy. Dosli
k zavéru, ze Phantomy s tvrdosti 30 Sh s kombinaci s platem o tvrdosti 75 Sh maji tuhost
nejblize k podkoznim tkanim. Jelikoz maji PDMS 30 Sh vyssi tuhost, tak byly vybrany
jakozto referencni material.

Tab. 4-7 Pouzité 1ékarské silikony a PU

Material Tloustka

PDMS 30 Sh 1a3,5mm

PU foil 15 Sh 5mm

PU foil 75 Sh 0,75 mm

Phantom 30 Sh 8 mm

Konstrukce vany a pinu

Pro diplomovou praci bylo tfeba navrhnout a vyrobit vanu a pin s drzéky, které umozni
predepnuti modelt ¢i vzorkt fascii. Vana je tvofena vnéjsi, vnitini vanou a drzaky.
Do vné&jsi vany se vklada vnitini vana. Vnitini vana slouzi pro vlozeni platu predstavujici
sval, napt. PDMS. Vngjsi vana se pouzila pro upevnéni na platformu tribometru a zaroven
pro vytapéni celé sestavy pripravku. Vytapéni je feSeno topnymi patronami, které udrzuji
teplotu 37 °C, coz je teplota lidského téla. Otvory pro patrony jsou umistény ve vnéjsi vane
rovnobézné vuci sobé pod vnitini vanou pro zajiSténi rovnomérného ohfevu. Na vnéjsi
vané jsou umistény zavrtné Srouby, na kterych jsou vlozeny drzaky na uchyceni modelt
¢i redlnych fascii. Jeden drzak je staticky (pevny) a druhy je pohyblivy. Oba drzaky se
dotahuji kiidlovymi maticemi. U pohyblivého drzéku se navic jeho poloha zajistuje dvojici
Sroubt s valcovou hlavou. Nejdfive se fascie uchytne statickym drzakem, nasledné se
fascie predepne pohyblivym drzakem a tento drzak se posléze zajisti. Tato konstrukce vany

umoziuje jednoduchou vyménu fascii €i testovanych maziv.
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Pevny drzak

Vnitfni vana

Obr. 4-6 3D model sestavy vany a pinu

Model fascie / redlna fascie

\ inu
Pohyblivy drzak 1 ! Pevny driak
II"I | Vnitfni vana
PDMS — plate (desticka) |
\. I ".II
| 7

™

.
N

~

g E—

/%__
K.

A

Wi
/////////‘/////fy// i// /

L

A /;f i / :
Topna patrona / PDMS + Model fascie / realna fascie \ Vnéjsi vana

Obr. 4-7 Rez konstrukce vany a pinu
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Obr. 4-8 a) Pevny drzak; b) Pohyblivy drzak

Musel se rovnéz navrhnout a vyrobit pin pro uchyceni modelu ¢i realné fascie. Konstrukce
je tvorena samotnym pinem a dvéma drzaky. Pin je tvofen valcovym vrcholem, ktery
v béhem experimenti je v kontaktu s vanou. Pin je zhotoven se dvéma velikostmi
poloméra valcovych ploch — R30 a R50. Navic je zhotovena konstrukéni fada varianty
s R50, ktera umoziuje vyuzit tloustky materialu 1 mm, 3,5 mm, 5 mm a 8§ mm.
Na valcovou kontaktni plochu se piilepuje model svalu. Posléze se fascie upevni v jednom
drzaku a nasledné se ru¢né predepne pres valcovou plochu a upevni se druhym drzdkem.
Takto pfipraveny pin se vlozi a zajisti v horni ¢asti tribometru.

Drzak a) b)
pinu | |

\
[\ L] | |
\

(o
| | R

Drzék pinu

|
PDMS, PU Gel

PDMS

/

/Zxﬁ |

Obr. 4-9 a) Pin s polomérem R30; b) Pin s polomérem R50

4.5.2 Postup méfeni soudinitelll tfeni

Samotné méteni probihalo na tribometru Bruker UMT TriboLab v konfiguraci pin-on-plate
s aplikaci reciprocniho modulu tribometru, viz Obr. 4-10. Do horni ¢asti tribometru se
vlozil a zajistil pin s modelem svalu a modelem ¢i realnou fascii. Na upeviiovaci platformu

tribometru se umistila konstrukce vany s modelem svalu spolecné s fascii.
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Pin potom udrzuje normalovou silu F, vaci platu. Pin je béhem méfeni stacionarni
a pfimocary vratny pohyb vykonava vana s destiCkou o nastavené rychlosti v. Snimac
tribometru zaznamenava normalovou a tfeci silu F;, ze kterych se dopocitava hodnota
soucinitele tfeni v zavislosti na Case.

]

_ Mazivo

\ \ \ \ “ N\ .
g L
Vana - plate | € - : = >
s 7 / / / /- ,' /
y

Obr. 4-10 Tribologické méreni pin-on-plate

4.5.3 Aplikované materialové kontaktni dvojice

Modely predstavujici svaly a fascie jsou tvofeny PDMS, PU Gely, PVA-FT hydrogely
a realné fascie, viz Obr. 4-11, kde jsou uvedeny jednotlivé materidlové dvojice. S Cernym
obrysem predstavuji svaly a s Cervenym obrysem modely fascii. V Tab. 4-7 jsou uvedeny
jednotlivé tloustky materiala. PU foil 75 Sh, PVA-FT hydrogely a PDMS 30 Sh o tl. 1 mm
byly aplikovany jako modely fascii. Postupné se napfi¢ sady prechdzelo na mékci
materialy, které se se svoji tuhosti pfiblizuji vice k lidskym tkanim. PVA-FT hydrogel byl
vybran pro méfeni kvuli velmi skvélym tfecim vlastnostem, které se drive vyuzily
pfi studiu kloubnich chrupavek. PU Gely PU foil 15 Sh, PU foil 75 Sh a Phantom 30 Sh
byly doporuceny spole¢nosti Contipro a.s.

1. Sada experimenti

PDMS 30 Sh PDMS 30 Sh PU foil 75 Sh
PDMS 30 Sh PU foil 75 Sh Hydrogel PU foil 75 Sh
PDMS 30 Sh PU foil 75 Sh Hydrogel PU foil 75 Sh

PDMS 30 Sh PDMS 30 Sh PU foil 15 Sh

2. Sada experiment 3. Sada experiment
PDMS 30 Sh Phantom 30 Sh PDMS 30 Sh Phantom 30 Sh
PU foil 75 Sh PU foil 75 Sh Kralii fascie Krali¢i fascie
PU foil 75 Sh PU foil 75 Sh Kralici fascie Kralici fascie
PDMS 30 Sh Phantom 30 Sh PDMS 30 Sh Phantom 30 Sh

Obr. 4-11 Materialové kontaktni dvojice jednotlivych sad
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4.5.4 Statistické zpracovani naméreného signalu

Smérodatna odchylka

Smérodatna odchylka je jednou ze zékladnich metod statistické analyzy. Standartni
odchylka se bézné oznacuje jako SD (z anglického standard deviation) nebo ,,c* [54]. Je
to hodnota, ktera vyjadiuje, jak velka je odchylka od primérné hodnoty. Vypovida o tom,
jak jsou hodnoty vzorku dat rozlozeny.

Smérodatnou odchylku Ize urcit takto [54],:

N

1 Y

o= ﬁZ(xi —X)
=1

kde o je smérodatna odchylka, N je pocet Clenu statistického souboru, X je primérna

hodnota a x; jsou jednotlivé hodnoty statistického souboru.

Priklad interpretace vysledki se smeérodatnou odchylkou je znazornéna na Obr. 4-12,
kde je princip vysvétlen. Zde jsou vysledné hodnoty smérodatnych odchylek znazornény
v procentech.

Standard Deviation

Obr. 4-12 Smérodatna odchylka [54]

4.6 Testovaneé predikce

Znéni hypotézy: , Pii klesajici molekulové hmotnosti a koncentraci budou roztoky na bazi
kyseliny hyaluronové vykazovat klesajici vyvoje souciniteld tfeni v kontaktu fascii.,
zastava nezmeéneéno. Zavislymi proménnymi na soucinitel tfeni jsou molekulové hmotnosti
a koncentrace roztokt HA.
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5 VYSLEDKY

5.1 Reologie — viskozitni charakteristiky

Cilem reologie bylo urCeni viskozitnich charakteristik nativnich roztoki HA a jejich
derivatd. Samotné méfeni prob&hlo v ramci staze ve spolecnosti Contipro a.s. Uskutecnily
se experimentalni méfeni s vyuzitim sterilnich roztokii HA. U obou sad se urovaly

zavislosti viskozity vici smykové rychlosti.

5.1.1 Roztoky nativnich vzork( HA a jejich derivatu

Viskozitni charakteristiky nativnich roztokd HA

Nativni roztoky HA byly méfeny ve 2 koncentracnich fadach — 20 a 10 mg/ml. Viskozita
klesala jak s klesajici hodnotou molekulové hmotnosti, tak i s koncentraci, viz Obr. 5-1.
Nejnizsi viskozity dosahoval roztok s molekulovou hmotnosti 101 kDa s koncentraci
10 mg/ml. Naopak nejvyssi viskozity nabyval roztok s molekulovou hmotnosti 610 kDa

s koncentraci 20 mg/ml.

10000
—0—317 kDa; 10 mg/ml —/A—610 kDa; 20 mg/ml
—0O—316 kDa; 20 mg/ml —A—101 kDa; 20 mg/ml
—0—610 kDa; 10 mg/ml —@—101 kDa; 10 mg/ml
AAAAAAAAAAAAAA
AAA A AA
g A A
o A
3 oooooooooooooooo......... A
£ 100 >00
= O-0-0-0-0-0-0-0-0-0000000
) 300000000000000003333888880
- - o000
=
10 -
1 T T

1 10 100 1000
Smykova rychlost (1/s)

Obr. 5-1 Viskozitni charakteristika sterilnich vzork( nativnich roztokd HA — koncentrace 20 a 10 mg/ml

74



Roztoky derivatt HA

V posledni fazi reologickych experimentalnich méfeni se méfily viskozitni charakteristiky
sterilnich vzorkt derivati HA. Byly vytvofeny 3 viskozitni fady derivatd Q, P a R po 20,
10 a 5 mg/ml a u derivatu H po 3, 1,5 a 0,75 mg/ml. Derivaty se porovnavaly viici
nativnimu roztoku (317 kDa; 10 mg/ml), ktery byl pro tento ucel zvolen. V grafech, viz
Obr. 5-2, Obr. 5-3 a Obr. 5-4, je patrné, ze s klesajici koncentraci a molekulovou
hmotnosti se snizuji hodnoty viskozit. Ov§em na viskozitu ma vliv i samotné chemické
slozeni derivatd, které nebylo pro diplomovou praci podlozeno. NejvysSich viskozit
dosahoval derivat Q, a naopak nejnizsich viskozit dosahoval derivat H.

10000
1000
0
©
o
E
2
N
o
=
2
>
—A— Derivat R (20 mg/ml) —A—Derivat P (20 mg/ml)
—A— Derivat H (3 mg/ml)
1 T T
1 10 100 1000

Smykova rychlost (1/s)

Obr. 5-2 Viskozitni charakteristika sterilnich vzork roztokd derivatd HA — koncentrace 20 a 3 mg/ml
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5.2 Tribologie — 1. sada experimentalnich méfeni

5.2.1 Parametrické analyzy tribologického modelu

Hlavnim tkolem této podkapitoly bylo ovéfit vyvoj souciniteltl tfeni nativnich vzorka HA
v zavislosti na molekulové hmotnosti a koncentraci. Prvotnim ukolem byly parametrické
analyzy, které meély za cil stanovit vhodnost nastavenych parametri na tribometru.
Testoval se vliv zatézujici sily pro materialové kontaktni dvojice s vétsi tuhosti,
tak i pro dvojice s mens$i tuhosti. Dale se studoval vliv délky drahy pohybu na soucinitel
tfeni. Pro obé€ tato studia byl pouzit nativni roztok (Bonharen - 317 kDa; 10 mg/ml)
a kontaktni dvojice tvofenou PDMS 30 Sh a PU foil 75 Sh - PDMS 30 Sh a PU foil 75 Sh;
PU foil 15 Sh a PU foil 75 Sh - PU foil 75 Sh a PU foil 75 Sh. Na zaklad¢ t€chto méfeni
byly zvoleny podminky pro 1. sadu experimentt, ale 1 pro dal$i sady experimentu.

Soucinitel tfeni z uvedenych parametrii byl nejvice ovlivilovan zatézujici silou a tuhostmi
kontaktnich dvojic. Zatézujici sila se testovala v rozmezi 1-4 N pro ob& kontaktni dvojice.
Vliv sily ukazuje graf, viz Obr. 5-5. Je vidét, ze v pripadé kontaktni dvojice s vétsi tuhosti
dosahoval soucinitel tfeni nizSich hodnot pii zvySujici sile. Pokud se jedna o kontaktni
dvojici s mensi tuhosti, tak soucinitel tfeni vykazoval vyssi hodnoty, jestlize se zatézujici
sila zvétSovala. Dle téchto méreni byla zvolena sila 2 N z divodu vyssi stability béhem

experimentu.

Dalsim dulezitym parametrem je velikost drahy béhem experimentd. Tento parametr bylo
rovnéz tfeba ustanovit, jelikoz se fascie pohybuji vicéi sob€ v Sirokém rozsahu. Méfeni
probihalo od nejvétsiho posuvu (16 mm) po nejmensi (4 mm). Toto méfeni ukéazalo
konstantni vyvoj soucinitelt tfeni u posuvii od 8 do 16 mm. Pii men§im posuvu nez 8 mm
soucinitel tfeni stoupal. Na zakladé tohoto méfeni se vybral asek posuvi od 8 do 16 mm
pro dal§i experimenty.
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Obr. 5-5 Vliv zatéZujici sily na soucinitel tfeni — materidlova kontaktni dvojice s vétsi tuhosti (vilevo) a menSi
tuhosti (vpravo)
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Obr. 5-6 Vliv délky drahy pohybu na soucinitel tfeni
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5.2.2 Vzorky nativnich roztokd HA

Soucinitel tfeni se méfil pro 5 vzorkd nativnich roztoki HA. Experimentalni méfeni
probihaly za podminek, viz podkapitola 4.3.4. V prubéhu této sady se ménily materialové
kontaktni dvojice. VSechny vysledky, kromé parametrickych meéfeni, této sady jsou
pro piehlednost vyobrazeny v piiloze. Méfeni ukazalo vyvoje souéiniteld tfeni nativnich
roztoki HA v zavislosti na molekulové hmotnosti a koncentraci. U vSech kontaktnich
dvojic soucinitel tfeni stoupal se vzrustajici molekulovou hmotnosti a koncentraci.
V ptipadé prvniho kontaktniho paru nejnizS§iho souclinitele tfeni dosahoval roztok
s mol. hmot. 317 kDa a koncentraci 10 mg/ml. Naopak nejvyssi soucinitel tfeni nastaval
u roztoku s mol. hmot. 610 kDa a koncentraci 20 mg/ml.
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Obr. 5-7 Priimérné hodnoty soucinitell tfeni PDMS 30 Sh — PDMS 30 Sh

V ptipadé druhého kontaktniho paru nejniz§iho soucinitele tfeni dosahoval opét roztok
s mol. hmot. 317 kDa a koncentraci 10 mg/ml. Nejvys§iho soucinitele tfeni nabyval roztok
mol. hmot. 610 kDa a koncentraci 20 mg/ml.
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Obr. 5-8 Primérné hodnoty souciniteltl treni PDMS 30 Sh a PU foil 75 Sh - PDMS 30 Sh a PU foil 75 Sh

U tfetiho kontaktniho paru nejnizs§iho soucinitele tfeni dosahoval roztok s mol. hmot.
101 kDa a koncentraci 20 mg/ml. Naopak nejvyssi soucinitel tfeni nastaval opét u roztoku
s mol. hmot. 610 kDa a koncentraci 20 mg/ml.
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Obr. 5-9 Primérné hodnoty soucinitelt treni PDMS 30 Sh a hydrogel — PDMS 30 Sh a hydrogel
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5.3 Tribologie — 2. sada experimentalnich méreni

5.3.1 Parametrické analyzy

Hlavnim cilem této podkapitoly bylo ovéfit vyvoj souciniteld tfeni vzorka derivata HA.
V ramci této sady probehla i zde parametricka analyza. Testoval se vliv zmény velikosti
poloméru pinu. Konkrétné¢ se jednalo o prfechod zpoloméru R30 na polomér R50.
Divodem pro prechod na vétsi polomér pinu bylo dosazeni béhem experimentt
plynulejsiho pohybu mezi vanou a pinem pii aplikaci material(i s malou tuhosti, protoze se
pfi pouziti pinu s mensim polomérem vytvarely ,,viny“ z divodu malé tuhosti. Pro tuto
studii byly pouzity vzorky nativni HA z predchozi sady, které se pouzily pro porovnani
vysledkii mezi obéma poloméry. Byla pouzita kontaktni dvojice tvofenou PDMS 30 Sh
aPU foil 75 Sh - PDMS 30 Sh a PU foil 75 Sh. Podminky experimentl zustaly
nezménéné, viz podkapitola 4.3 .4.

Zmena velikosti poloméru pinu z R30 na R50 neméla na soucinitel tfeni zadny vliv, viz
Obr. 5-10. VSechny roztoky nativnich HA vykazovaly velmi podobné vysledky
pramérnych hodnot soucinitelt tfeni.
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Obr. 5-10 Primémé hodnoty soucinitell tfeni PDMS 30 Sh a PU foil 75 Sh - PDMS 30 Sh a PU foil 75 Sh
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5.3.2 Vzorky derivatl HA

Soucinitel tfeni se méfil pro 4 roztoky derivatd a 1 nativni roztok HA. Nativni roztok
predstavoval referencni roztok vac¢i derivatim. Experimentalni méfeni probihaly
za podminek, podkapitola viz 4.3.4. Béhem tohoto experimentalniho méfeni neménila
kontaktni dvojice Phantom 30 Sh a PU foil 75 Sh - Phantom 30 Sh a PU foil 75 Sh. Méteni
prokazalo vyss§i hodnoty soucinitelti tfeni vSech 4 derivati vici nativnimu roztoku HA.
Derivat Q dosahoval nejnizsich hodnot soucinitelt tfeni z derivati HA a derivat P naopak
nabyval nejvy$Sich hodnot tfeni. Dle této sady byl vybran derivdit Q o koncentraci
10 mg/ml pro finalni sadu experimentu.
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Obr. 5-11 Primérné hodnoty soudinitell tfeni Phantom 30 Sh a PU foil 75 Sh - Phantom 30 Sh
a PU foil 75 Sh

5.4 Tribologie — 3. sada experimentalnich méreni

V posledni tfeti sadé se aplikovaly pro meéfeni realné fascie vypreparované z kraliku.
Pouzil se nativni roztok (Bonharen - 317 kDa; 10 mg/ml) a derivait Q o koncentraci
10 mg/ml. Tyto roztoky se vybraly dle predchozich dvou sad. Probéhly jak klasické
experimenty jako v pfedchozich sadach, tak i dlouhodobé experimenty. Uskutecnilo se
i méfeni, pii kterém se zménily pary fascii za uCelem zjiSténi opakovatelnosti meteni.
Pouzily se kontaktni dvojice s PDMS 30 Sh nebo Phantom 30 Sh.
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Experimenty poukéazaly na to, ze nativni roztok vykazoval niz§i soucinitel tfeni nezli
derivat Q v pripadé aplikace PDMS 30 Sh, Obr. 5-12. Pfi pouziti Phantom 30 Sh se

uskuteCnily méfeni pouze pro nativni roztok.
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Obr. 5-12 Primérné hodnoty souciniteld tfeni v kontaktu realnych fascii

Dlouhodobé experimenty prokazaly konstantnéjsi prubéh soucinitele tfeni nativniho
roztoku oproti derivatu Q. Vyvoj soucinitele tfeni derivatu Q zacal stoupat vice po cca
700 s. Rovnéz derivat mél vétsi rozptyl hodnot souciniteld tfeni v Case nez nativni roztok.
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Obr. 5-13 Prabéhy dlouhodobych méreni soucinitelll tfeni v kontaktu realnych fascii

Testy, pii kterych doslo ke zméné part fascii, ukazaly, ze se soucinitel tfeni témér
nezménil. Rovnéz se prokazala velmi nizka hodnota smérodatné odchylky beéhem

opakovani experimentu.

0,045
0,04 -
0,035 -f
— 0,03 -
S
2 0,025 -
=)
£ 0,02 -
k=
S 0,015 - PDMS 30 Sh
8 Krali¢i fascie
0,01 - . y |
1. par fascii Kralici fascie
0,005 A , .
2. par fascii PDMS 30 Sh
0 1 1 1 ] ]
0 50 100 150 200 250 300

Cas (s)

Obr. 5-14 Opakovatelnost experimentt pii zméné pard fascii
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6 DISKUZE

Diplomova prace se zabyvala méfenim reologickych a tribologickych vlastnosti roztoku
HA a jejich derivati za Gcelem vybéru roztoku pro vyvoj injekéniho piipravku pro 1écbu
bolesti dolni Casti zad. Prokazala se klesajici zavislost soucinitele tfeni na molekulové
hmotnosti a koncentraci nativnich roztoki HA v kontaktu modelu fascii, viz Obr. 5-7, Obr.
5-8 a Obr. 5-9. Zarover byl vybran nativni roztok HA pro porovnani pramérnych hodnot
souciniteltl tfeni vzorkl derivatd HA. U derivatd HA, viz Obr. 5-11, se neprokazala pfima
zavislost mezi soucinitelem tfeni, molekulovou hmotnosti a koncentraci. Na tribologickém
modelu fascii, ktery vyuzil vypreparované krali¢i fascie, bylo porovnano chovani nativniho
roztok vaci derivatu HA. Nejlepsi tfeci vlastnosti prokazal nativni roztok HA, viz Obr.
5-12. Testovana hypotéza: ,Pfi klesajici molekulové hmotnosti a koncentraci budou
roztoky na bazi kyseliny hyaluronové vykazovat klesajici vyvoje soucinitell tfeni
v kontaktu fascii.“ byla potvrzena pouze pro nativni roztoky HA a zaroveri byla nalezena
odpovéd na vyzkumnou otazku: ,Jaky bude vyvoj soulinitele tfeni v zavislosti
na molekulové hmotnosti a koncentraci roztoki na bazi kyseliny hyaluronové v kontaktu
fascii?“ OvSem zavislost mezi soucinitelem tfeni, molekulovou hmotnosti a koncentraci

byla zjisténa pouze u modelu fascii.

6.1 Nativni roztoky HA

Vliv molekulové hmotnosti a koncentrace na soucinitel tfeni je patrny na grafech Obr. 5-7,
Obr. 5-8 a Obr. 5-9. Pouzily se 2 koncentrace nativnich roztokit HA — 10 a 20 mg/ml. Byla
zaznamenana klesajici zavislost soucinitele tfeni spolecné s molekulovou hmotnosti
a koncentraci. Podobny trend je i u viskozitnich charakteristik, viz Obr. 5-1, ktery je
potvrzeny v téchto studiich [34, 39], kde viskozity klesaly spolecné s molekulovou
hmotnosti a koncentraci. Rebenda [40], ktery méfil soucCinitele tfeni viskosuplementt
v kontaktu hydrogelu a sklem, zjistil u roztokit HA, jenz nejsou sitované, klesajici trend
souCinitele tfeni v zavislosti na klesajici viskozité. Ve srovnani napif. se studii [41],
kde byly aplikovany kloubni chrupavky, ovSem doslo k opacnému vyvoji soucinitele tfent,
nezli v kontaktu modelu fascii. Soucinitel tfeni klesal se stoupajici molekulovou hmotnosti
HA pii1 stejné koncentraci. Ve studii [55] byla zaznamenana klesajici z&vislost soucinitele
tteni spolecné s molekulovou hmotnosti v kontaktu pin-on-plate, pifi aplikaci PDMS,
kde byla koncentrace nativnich roztokd HA stejna.
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Pti porovnani primérnych hodnot soucinitela tfeni roztokli HA bylo tfeba rovnéz sledovat
smérodatné odchylky. Tato hodnota zaroveri ukazuje ,miru“ opakovatelnosti méfeni.
Nejnizsich hodnot smérodatné odchylky dosahoval roztok s oznaCenim Bonharen
(317kDa; 10 mg/ml) a u dvou kontaktnich materiald ze tfi dosahoval nejnizsich
pramérnych hodnot soucinitele tfeni. U kontaktu PDMS 30 Sh — PDMS 30 Sh dosahoval
0,049 + 0,000 a v piipadée PDMS 30 Sh a PU foil 75 Sh — PDMS 30 Sh a PU foil 75 Sh
dokonce nabyval hodnoty 0,025 + 0,001. U dvou kontaktnich dvojic, viz Obr. 5-7 a Obr.
5-8, nativni roztok (101 kDa; 20 mg/ml) nabyva podobnych hodnot soucinitelt tfeni, které
jsou vaci hodnotam Bonharenu téméf zanedbatelné. Zaroven se v 1. sad€ ovéfila funkCnost

drzakt modelu fascii, ktera je zaruCena.

Kdyz se vyuzily hydrogely, viz Obr. 5-9, tak se nejnizsi soucinitel tfeni (0,032 + 0,000)
zjistil u roztoku 101 kDa pii koncentraci 20 mg/ml a Bonharen dosahoval
az 0,037 + 0,000. Na zakladé dobré opakovatelnosti méteni a stabilité byl vybran Bonharen
z 1. sady experimentt pro dalsi sady experimentd.

Tato experimentalni méfeni s nativnimi roztoky HA prokézaly teorie z oblasti biochemie
[30] a mediciny [7, 29, 32], které tvrdily, ze pokud bude viskozita vysoka, tak se bude
zvySovat tfeni mezi vrstvami fascii a bude dochézet k vzadjemnému ovlivilovani téchto

vrstev v misté pusobeni bolesti.

6.2 Roztoky derivati HA

Béhem aplikace roztoku derivatd se vyuzily kontaktni dvojice, které maji tuhost blizko
k tuhostem lidskym podkoznim tkanim. Pouzil se nativni roztok HA vybrany z 1. sady
experimentu jako referencni roztok. Aplikovala se pouze 1 koncentracni fada — 10 mg/ml.
Nebyla zaznamenana urcita zavislost mezi trendem soucinitele tfeni a viskozitou derivati,
viz Obr. 5-3 a Obr. 5-11. Pouze u derivati R, P a Q byl zjistén stoupajici trend soucinitele
tfeni vaci viskozité. Zde hraje dulezitou roli béhem procesu tieni i jejich samotné chemickeé
upravy, modifikace atd. Ve studii [40], ve které se aplikovaly jiz zminéné viskosuplementy
HA v kontaktu hydrogel vuci sklu, se vyuzily sitované viskosuplementy, kde neni uplné
vidét piima zavislost mezi soucinitelem treni. Takze se Ui€innost derivati musela posuzovat

vudi referenénimu roztoku.
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Nejniz§i prumémé hodnoty soucinitele tfeni z derivati dosahoval derivat Q, konkrétné
0,126 + 0,001, ktery dosahoval nejvyssi viskozity z celé koncentra¢ni fady 10 mg/ml, viz
Obr. 5-11. Nejvyssi pramérné hodnoty soucinitele tfeni nabyval derivat P, konkrétné
0,188 £ 0,024. Ovsem byla ziskana nizsi hodnota soucinitele tfeni u referen¢niho roztoku
(Bonharen) nezli ma derivat Q (0,107 + 0,005). Za toto zvySeni primérné hodnoty
souCinitele tfeni Bonharenu muze pravdépodobné tuhost kontaktni dvojice, ktera
zapficinila vétsi kontaktni plochu v misté¢ kontaktu pinu s vanou. Pro finalni sadu

experimentu s realnymi fasciemi se vybral Bonharen a derivat Q o koncentraci 10 mg/ml.

6.3 Fascialni tkané

V posledni sadé experimenti se aplikovaly vypreparované krali¢i fascie. Vyuzil se
jak PDMS 30 Sh, tak i Phantom 30 Sh. Phantom 30 Sh se pouzil pouze pro Bonharen,
protoze bylo velmi obtizné piedepinat tento material spolecné s realnou tkani tak, aby byla
fascie rovna a nevlnila se. UskuteCnily se jak klasické experimenty v pfedchozich sadach,
tak i experimenty za ucelem zjisténi opakovatelnosti pii vymeéné part fascii a experimenty,

jejichz Casové prubéhy byly delsi, viz Obr. 5-13 a Obr. 5-14.

Z hlediska klasickych experimenti s vyuzitim modelt svali PDMS 30 Sh i zde nativni
roztok vykazoval niz§i primérnou hodnotu soucinitele tfeni (0,036 £ 0,002) nez derivat Q
(0,039 £ 0,000), viz Obr. 5-12. Pfi pouziti Phantomu 30 Sh byla zjisténa pramérna hodnota
souCinitele tfeni nativniho roztoku 0,063 + 0,001, coz je v porovnani s modelem fascii,
ktery se vyuzil ve 2. sadé experimentt, rapidni rozdil. Ve srovnani s modelem fascii
z 1. sady, kde se vyuzil model svalu PDMS 30 Sh, se nejvice piiblizil podobnych hodnot
soucinitele tfeni hydrogel, kde Bonharen dosahuje hodnoty soucinitele tieni 0,037 = 0,000.
Dle porovnani obou primérnych hodnot soucinitelt tfeni hydrogelt a kralicich fascii je
mozné dojit k zaveru, ze hydrogely maji podobné tribologické vlastnosti jako realné fascie.

Bylo rovnéz dulezité uskuteCnit experimenty za uCelem opakovatelnosti méfeni pii zméné
para fascii, viz Obr. 5-14. Divodem byly studie [39], kde se ménily vyvoje soucinitela
tfeni u 4 para chrupavek a ve vSech ptipadech byl jejich vyvoj jiny, a studie [44], ve které
se vyuzily realné zubni skloviny a jazyky a mély znacné odchylky od primérnych hodnot.
Pouzily se pouze 2 pary fascii kvili vysoké cené piipravy fascii na tribologické
experimenty. Kazdy par se méfil jiny den. U obou paru lze fici, Zze rozdil mezi vyvoji
a prumérnymi hodnotami soucinitelt tfeni (0,037 + 0,001 a 0,039 + 0,002) je zanedbatelny.
Na zakladé vysledkll je mozné dojit k zavéru, ze pfi zméné fascii na simulatoru nedojde
k velké zméné vyslednych hodnot.
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Nakonec se provedla dlouhodoba méfeni za Gcelem zjiSténi vyvoji obou roztok(i HA.
Na grafu Obr. 5-13 je mozné vidét postupny nartst soucinitele tfeni u derivatu Q po cca
700 s od zacatku méteni. Oproti derivatu Q se Bonharen choval vice konstanteé. Lze dojit
k zavéru, Ze se derivat v kontaktu vysusoval. Toto zjisténi je opacné oproti kazi [42, 43],
kde soucinitel tfeni byl nizky, pokud vlhkost byla nizka.

6.4 Zhodnoceni roztokt HA

Reologické a tribologické experimenty patfily mezi podstatné ¢asti z hlediska projektu
pro vyvoj lécCebného pripravku. Jelikoz je slozeni derivati utajeno, bylo tfeba na zaklade
ziskanych dat porovnat nejen viskozitni charakteristiky, ale 1 soucinitele tfeni.
Na védeckou otazku byla shrnuta odpoveéd’ v predchozi podkapitole.

Védecka otazka pracovala s hypotézou, ze vyvoj soucinitele tfeni bude klesat spole¢né
s molekulovou hmotnosti a koncentraci v kontaktu fascii. Reologickd méfeni viskozitnich
charakteristik nativnich roztokd HA tuto zavislost naznacuji, ale bylo tfeba hypotézu ovérit
tribologickymi experimenty. Béhem 1. sady experimenti se hypotéza potvrdila, ale jen
pro nativni roztoky HA a modely fascii. Toto se ukéazalo pfedev§im u kontaktu, kde se
vyuzily hydrogely. Zaroven hydrogely prokazaly podobnou hodnotu primérného
soucinitele treni jako realné fascie. Z tohoto divodu je mozné pro dalsi biotribologické
studie doporucit hydrogely, které by predstavovaly modely fascii. OvSem kromé
pramérnych hodnot soucinitelti tfeni bylo rovnéz tieba sledovat i smérodatné odchylky.
Z tohoto divodu bylo nakonec rozhodnuto pouzit Bonharen pro dalsi sady experimentt.
Zakladnim omezenim je pouzity PDMS 30 Sh, predstavujici model svall, ktery ma
vysokou tuhost oproti podkoznim tkanim.

10000 —0—317 kDa; 10 mg/ml  —A—610 kDa; 20 mg/ml 0,06
PDMS 30 Sh 0.051
—0—316 kDa; 20 mg/ml  —A—101 kDa; 20 mg/ml — 0,045 X
—0—610 kDa; 10 mg/ml  —@—101 kDa; 10 mg/ml 0,05 ydrogel , _[ I
1000 —_— Hydrogel
3 — o004 PDMS 30 Sh 0.037 l
o =0 ,
% 2 0,032
Kl -
§ 100 w 0,03
g x
% £
5 g
g 0,02
10
0,01
1 4 . ; 0
1 10 100 1000 101kDa 317 kDa
Smykova rychlost (1/s) 20 mg/ml 10 mg/ml

Obr. 6-1 Porovnani reologie a tribologie nativnich roztokd HA
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Vzhledem k tomu, Ze jsou znamy pouze molekulové hmotnosti a koncentrace derivatl,
ale ne slozeni, tak se soucinitele tfeni posuzovaly s viskozitnimi charakteristikami. Nebyla
zaznamenana urCita zavislost mezi trendem soucinitele tfeni a viskozitou derivati a je
mozné dojit k zavéru, ze hypotéza plati pouze pro nativni roztoky HA. I kdyz derivat Q
a nativni roztok vykazovaly nejvyss§i viskozity pfi koncentraci 10 mg/ml, tak naopak
vykazovaly nejnizsi primémé hodnoty soucinitelil tfeni. Nedostatkem pouzitych materialti
byla nutnost pfedepinat model svalu, jelikoz je jeho tuhost v fadech jednotek N/mm. Toto
predepinani mize mit zasadni vliv na vyvoj soucinitele tfeni.

1000 —0— 317 kDa; 10 mg/ml 8 Derivat Q (10 mg/ml) 0,25
—— Derivat R (10 mg/ml) —{}— Derivat P (10 mg/ml) Phantom 30 Sh
{0 Derivat H (1,5 mg/ml) PU foil 75 Sh 0,188
0,2
; 0,164
—_ PU foil 75 Sh 0,163
- :' Phantom 30 Sh T
o c
[ g 0,15 I
E = 0,126
8 ] 0,107
g £ '
= o 01
2 3
= =]
]
0,05
317 kDa Derivdt Q Derivat R Derivat P
Smykova rychlost (1/s) 10 mg/ml 10 mg/ml 10 mg/ml 10 mg/ml

Obr. 6-2 Porovnani reologie a tribologie roztokt derivatd HA

Nakonec se ucinnost roztokii HA testovala v kontaktu realnych fascii. Na zakladé posledni
experimentalni sady je mozné dojit k zavéru, ze pro dalsi vyvoj 1éCebného piipravku bude
pravdépodobné rozhodnuto pro Bonharen. Nejen kvuli nizkym hodnotam souciniteld tfeni
mezi modely fascii, ale i mezi realnymi fasciemi. Zaroven i kvuli lepS§imu vyvoji tfeni
v kontaktu. Dle méfeni, pfi kterych se zménily pary fascii, je mozné dojit k nazoru,
ze opakovatelnost je zaruCena. OvSem tohle je tieba potvrdit pii vy$$im poCtu para fascii.
Podle této sady experimentd se i potvrdilo, ze navrzené drzaky pro uchyceni modelt
a realnych fascii spliyji svoji funkci. Zakladnim nedostatkem pfti aplikaci realnych tkanich
bylo obtizné predepinani spolecn€ s modelem svalu, ktery ma tuhost v fadech jednotek
N/mm. Dale to byl nizky pocet parG fascii, které byly poskytnuty pro tribologické
experimenty.
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7 ZAVER

Diplomova prace byla feSena vramci projektu ,Regenerace a lubrikace fascii
hyaluronanem® spoleCnosti Contipro a.s. V praci byly analyzovany reologické
a tribologické vlastnosti nativnich roztoka kyseliny hyaluronové a jejich derivatia. Hlavnim
pfinosem prace z hlediska pohledu spolecnosti Contipro a.s je tribologickd analyza
vybranych roztoka kyseliny hyaluronové, ktera pomohla s vyvojem lécebného piipravku
pro 1écbu bolesti v dolni Casti zad. DalS§im pfinosem je vytvoreni tribologického modelu
fascii, ktery umoznil uskuteCnit experimentalni méfeni soucCinitelt tfeni v kontaktu
jak modelt fascii, tak i realnych fascii. Vystupy prace budou sepsany ve formé védeckého
¢lanku.

Cast prace, zabyvajici se reologii, zkoumala viskozitni charakteristiky vzorkd nativni
kyseliny hyaluronové a jeji derivaty. Vytvoriilo se nékolik koncentracnich fad roztoku.
Vysledky viskozit vzorkd naznacuji u nativnich vzorkd kyseliny hyaluronové klesajici
trend viskozity, pokud klesaji hodnoty molekulové hmotnosti a koncentrace. OvSem
jestlize se jedna o vzorky derivatt, tak zde hraji i dalezitou ulohu i samotné chemické
slozeni roztokl. I zde se objevila klesajici zavislost viskozitnich charakteristik pfti klesajici
molekulové hmotnosti a koncentraci.

Tribologicka Cast prace zhodnotila vybrané vzorky nativni kyseliny hyaluronové a jeji
derivaty. Analyza soucinitele tfeni se uskutecnila na vytvoreném tribologickém modelu
fascii v konfiguraci pin-on-plate, ktery nejlépe popisuje vzajemné posuvy fascii viuci sobg.
Vysledky poukazaly na klesajici zavislost soucinitele pii klesajici molekulové hmotnosti
a koncentraci predevs$im u nativnich roztokii kyseliny hyaluronové. Toto nelze fici
u roztokt derivati kyseliny hyaluronové. U tfecich procest hraje velmi podstatnou roli
j1z zminéné chemické slozeni. Béhem tribologickych analyz se jejich slozeni projevilo vice
nezli ureologickych meéfeni. Dle posledni sady tribologickych experimentd, kde se
aplikovaly realné fascialni tkan€, se nakonec ukézal jako nejlepSi pro vyvoj lé¢ebniho
ptipravku nativni roztok Bonharen. Na zakladé porovnani vyslednych primérnych
soucinitelti tfeni modeld fascii a kraliich fascii lze tvrdit, ze hydrogel nabyva velmi
podobnych hodnot s porovnanim s krali¢imi fasciemi.

Tento roztok se prokazal jako nejvhodnéjsi pro dalsi vyvoj injekcniho piipravku. Vysledky
potvrdily nizkou viskozitu, ale 1 dobré tribologické vlastnosti mezi modely fascii
a realnymi fasciemi. B€éhem méfeni dosahoval velmi nizkych rozptylt primérnych hodnot
soucinitell tfeni a zaroven si dokazal zachovat lepsi stabilitu pii dlouhodobych meéfeni
nezli derivat vybrany pro finalni sadu.
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Dalsi prace se bude dale soustiedit na vyuziti vétsiho mnozstvi part krali¢ich fascii, aby se
mohla zohlednit opakovatelnost. Diplomova prace se zaméfila na analyzy viskozitnich
charakteristik a souciniteld tfeni. OvSem nepojednava o tloustce a rezimech mazacich
filmu. Dalsi vyzkumy by se mohly zaméfit na urCeni tloustky mazaciho filmu kyseliny
hyaluronové a definovani rezimi mazani za vyuziti naptiklad optickych metod jako je
fluorescencni mikroskopie. Podle toho bude mozné dale zptesfiovat hodnoceni roztoku
na bazi kyseliny hyaluronové v kontaktu fascii.
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9 SEZNAM POUZITYCH ZKRATEK, SYMBOLU A
VELICIN

ECM extracelluar matrix
HA hyaluronic acid
PBS fosfatovy pufr
PDMS polydimethylsiloxan
PRG proteoglykan

PU polyuretan

PVA polyvinylalkohol
TrP myofascial trigger points
VS viskosuplement

Fn normalova sila

F; treci sila

v rychlost
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12 SEZNAM PRILOH

Vykresy:
Vana -V -11/00
Vnégjsi vana—V - 11/10
Vnitini vana -V - 11/20
Drzéak fascie pevny — V - 11/30
Drzak fascie posuvny — V - 11/40
Pin fascie — V - 12/00
Pin 30 -V - 12/10
Prilozka pin — V - 12/20
Pin 50-1-V -13/10
Prilozka 2 -V - 13/20
Pin 50 -2 -V - 14/10
Pin 50 -3 -V - 15/10
Pin 50-4 -V -16/10
Prilozka 5 — V - 16/20
Grafy:

1. sada experimenti
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