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Abstrakt

Tato bakalafska prace se zabyva problematikou optimalizace postupu pfipravy artificialni
synovialni kapaliny. Hlavnim pfedmétem studia jsou mechanické vlastnosti realnych i1 uméle
pfipravenych vzorka synovialni kapaliny. Pro charakterizaci byla pouzita DLS mikroreologie,
termogravimetrickd analyza (TGA) a infracervena spektroskopie (FTIR). Teoreticka ¢ast této
prace je reSersi metod pfipravy artificialni synovie a souhrnem definic reologickych pojmi.
Experimentalni Cast se zaméfuje na piipravu a charakterizaci artificidlni synovie. V ramci
bakalarské prace byla provedena optimalizace této pripravy v nékolika dil¢ich krocich
(zpisob dispergace komponent, volba molekulové hmotnosti kyseliny hyaluronové, povaha
aiontovd sila pouzitého disperzniho prostifedi). Pripraveny funkéni vzorek synovialni
kapaliny byl nasledné¢ porovnan z hlediska materidlovych charakteristik a mechanickych
vlastnosti s redlnym vzorkem koriské synovialni kapaliny. Modifikaci postupu, ktery vychazi
z patentu US 8716204, bylo mozno vytvortit artificialni synovialni kapalinu, kterd spliiuje
viskoelasticky charakter realné matrice a je stabilni v Case.

Abstract

This bachelor thesis deals with the optimization of preparation of artificial synovial liquids.
The main subjects of study are the mechanical properties of real and artificial synovial fluid
samples. DLS microrheology, thermogravimetric analysis (TGA) and infrared spectroscopy
(FTIR) were used for characterization. The theoretical part of this thesis is represented by
a literature research of a methods of preparation of artificial synovia and summary of
definitions of rheological terms. The experimental part focuses on the preparation and
characterization of the artificial synovial liquids originating from the published patent US
8716204. In the framework of the bachelor thesis, this preparation was optimized in several
partial steps (method of dispersion of components, choice of molecular weight of hyaluronic
acid, nature and ionic strength of used dispersion medium). The prepared optimized sample of
synovial fluid was in following experimental characterization steps compared in terms of
material characteristics and mechanical properties with the real horse synovial fluid sample.
By modifying the process based on the aforementioned patent, an artificial synovial fluid
could be formed. That meets the viscoelastic nature of the real matrix and that is stable over
time.
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1 UVOD

Zivo&ichové ke svému Zivotu potiebuji pohyb. Potiebuji ho k tomu, aby prezili Gtok dravce,
k tomu, aby si dosli pro potravu, aby dochazelo k pohybu stiev a fadnému prokrveni. K tomu,
aby se zivoc¢ichové mohli pohybovat, pottebuji pohyblivé spojeni kostry. Stejné jako musi byt
promazany panty dvefi a razné spoje, aby o sebe nedfely, stejné tak muselo v prabéhu
evoluce dojit ke vzniku fyziologického mazadla. Toto mazadlo se jmenuje synovialni
kapalina a nachazi se v kloubnich pouzdrech zivocicha.

Kloubni vyplné jsou velmi diskutovanou problematikou. Velmi ¢asto je kloubni nahrada
jedinym feSenim onemocnéni kloubu, kdy dojde ke zméné slozeni synovialni kapaliny uvnitf
kloubu, ten je nasledné pretézovan a dochazi k odéru kloubni hlavice a jamky, coz pusobi
bolesti. Narodni registr kloubnich nahrad (NRKN) uvadi ptehledy poctu vyménénych kloubt
v pribshu let 2003-2012. Zatimco v roce 2003 doslo v Ceské republice k vyméng 5640
kloubtl, v roce 2012 odpovidalo mnozstvi kloubnich nahrad €islu 13130 [1]. Je evidentni, zZe
tento strmy nartst ovliviluje i vyspélost dostupné techniky. Vyvstava zde vSak otazka, je tfeba
pockat, nez se kloub znici natolik, aby byl pacient vhodnym adeptem na endoprotézu? Kazda
operace je velkym zisahem do organismu, a to s sebou, i vdnesSni vyspélé a technicky
precizni dobé, nese mnoho rizik. Vyména poSkozeného kloubu za umély nemusi byt
organismem pfijata, nebo muze dojit k infekci. Nasledné je potfeba reoperovat kloub nebo
provést revizni zakrok, coz je dalsi napor na organismus. Daleko Setrnéjsi by bylo poSkozeni
kloubu podchytit v pocatku a injekéni aplikaci zdravé stabilni synovie podpofit proces
uzdravovani relativn€ neinvazivni cestou.

Tato prace pouziva jako srovnavaci matrice synovie koni. VSeobecné znamy fakt, ze prasata
jsou anatomicky clovéku blize, neni mozno pouzit ve smyslu studia synovie. Prasata vétSinu
zivota prolezi, pfili§ se nepohybuji, jejich klouby jsou extrémné pretézované. Koné jsou
pohybové daleko dynamictéjsi, maji velké klouby a onemocnéni pohybového aparatu jsou
velmi obdobna lidskym. Pokud by bylo mozno pfipravit artificidlni synovii, ktera by
odpovidala realnému vzoru, tudiz by ji mél organismus pfijmout, a méla by 1 léCivy efekt, pak
by bylo teoreticky mozné predchazet velkym operacnim vykoniim nebo aspori zkratit dobu
rekonvalescence.



2 TEORETICKA CAST

2.1 Synovialni tekutiny

Synovialni tekutiny jsou prihledné kapaliny vypliujici kloubni prostor. Jejich zakladni
a nenahraditelnou funkci je snizovani vnitiniho tfeni hlavic kosti v pohyblivych kloubnich
spojich, coz vyrazné napomaha jejich men§imu opotiebovani a zabramuje bolesti. Synovialni
tekutina slouzi i1 jako zdroj zivin a latek potfebnych k syntéze novych bun€k chrupavky
(chondrocyttl), protoze chrupavka nema zadné krevni zasobeni, kterym byva jinde
v organismu dopravovana drtiva vétSina zdroju energie. Zaroven je jeji pfitomnost nezbytna
pro zpracovani odpadnich latek (odumfelych bun€k). Synovialni tekutiny je mozno najit
napfiklad v Celistnim, ky¢elnim a kolennim kloubu nebo v meziobratlovych ploténkach [2].

2.1.1 Chemické slozeni synovialnich tekutin

Synovialni tekutina vznika jako krevni filtrat, ktery je protlacen skrz sténu kapilar obtékajici
kloub. Zakladem synovialnich tekutin jsou néasledujici latky: kyselina hyaluronova
(hyaluronan), voda, prolaktin, lubricin a leukocyty (zastupuji funkci imunitni kontroly).
Synovialni tekutina zdravych kloubti nesmi obsahovat erytrocyty, jejichz pfitomnost muze
indikovat vazna poranéni nebo onemocnéni [3].

Kyselina hyaluronova

Kyselina hyaluronova (HA) jakozto linearni polymer (viz. Obrazek 1) [4] urcuje primarni
strukturu synovialni kapaliny. Ve fyziologickém prostiedi ji neni mozno nalézt, protoze je
vysoce nestabilni a rychle pfechdzi na hyaluronanovy anion. Z hlediska chemické struktury je
to polymer slozeny z disacharidovych jednotek N-acetyl-D-glukosaminu a D-glukuronové
kyseliny [3]. Vyhodou aplikace artificialntho HA je to, ze se tato latka bézné nachazi
v organismu, tudiz neni télu cizi a neni problém s jejim pfijetim. To ov§em znamena, ze si
lidsky organismus dokazal vytvofit potfebnou drahu pro odbouravani HA a pfi jejim vyuziti
pro piipravu artificialnich nahrad je tento nezadouci faktor tieba brat v potaz.
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Obrazek 1:Struktura kyseliny hyaluronové [4]

Je tfeba rozliSovat jednotlivé typy HA dle jejich molekulové hmotnosti, protoze ta jim
propujcuje i odlisné vlastnosti. Extracelularni HA se v pfitomnosti nezadouciho bujeni
rozklada na nizkomolekularni formu, ktera je schopna zpusobit rozpad bunék diky sledu
reakci podporujicich pfirozenou imunitu organismu a funguje tudiz jako signalni molekula
[5]. Vysokomolekularni forma zajisStuje stabilitu a elasticitu celé matrice. Na molekularni
urovni vytvaii organizované struktury, které mechanicky zpevni celek a tvorii tak jakousi
vnitini kostru, ktera dokaze zvysit odolnost vici vnéj§im pusobicim silam [6]. HA se
v organismu kromé kloubl vyskytuje 1 v oku a v mékkych tkanich, kde svou pfitomnosti
vyrazné zpomaluje proces starnuti ktize [7].



Prolaktin

Prolaktin je tvofen jednoduchym fetézcem aminokyseliny cysteinu, jehoz jednotlivé jednotky
jsou propojeny tremi disulfidickymi mustky. Bylo dokazano, ze pfiblizné 50 % téchto
seskupeni je z hlediska sekundarni struktury uspotadano do a-helixové konformace [8]. Diky
pfitomnosti prolaktinu dochazi k syntéze proteoglykani a v kombinaci s pfitomnymi
kortikoidy dochazi ke stimulaci chondrocyti a nasledné pak vzniku kolagenu II. typu
[3]. Zasadné&jsi vyznam pro kloubni vyplil maji protizanétlivé vlastnosti prolaktinu. Vysoka
hladina tohoto hormonu nepoukazuje jen na reprodukéni problematiku, ale i na zanétlivé
procesy ve spojitosti s autoimunitnimi onemocnénimi [9].

Lubricin

Lubricin slouzi spolu s dal§imi krevnimi proteiny jako je albumin a globulin k zefektiviovani
viskoznich vlastnosti synovialni tekutiny. Tento glykoprotein je esencialni soucasti chrupavek
a slouzi kromé ochrany jejich povrchu i jako stimulator ristu novych bunék. Studie provadéna
na mySich ukazala, Ze nedostatek lubricinu prvni generace mysi zpusobil v druhé generaci
hypermobilitu kloubt s naslednym porusenim kloubnich pouzder [10].

2.1.2 Zakladni pozadované vlastnosti

Mechanismus zatizeni kloubu pfi zakladnim pohybu jako je doskok probiha nasledovné. Pti
vyskoku je kloub nezatizen, synovialni tekutina je volné rozptylena. Kloubni chrupavku si je
mozno predstavit jako porézni material, ktery v okamziku zvySeného tlaku v dasledku
doskoku vytlaci ze synovialni tekutiny vodni slozku, takze dojde k zahusténi tohoto materialu
a ten je odolné&jsi, chrupavka je zpevnéna a dale se jiz nedeformuje. Po odlehCeni dochazi opét
k navazani vodné slozky a nafedéni synovialni tekutiny. Tento mechanicky proces je
nezbytny pro proudéni zivin a odstrafiovani odpadnich latek z kloubu pry¢. Zakladnim
pozadavkem je tedy schopnost rychle ménit viskozitu v zavislosti na zménach tlaku. Dale
nesmi dochazet k degradaci synovialni kapaliny v ¢ase a musi byt teplotné stabilni [11].

2.1.3 Artificialni synovialni kapaliny

Hlavnim slozkou uméle ptipravené synovialni kapaliny je kyselina hyaluronova. Ta je vSak
ptirozené organismem odbouravéana, tudiz je potfeba, aby byla kombinovana s dalSimi
latkami, které by jeji degradaci zpomalovaly, a tak by udrzovaly kloub v lepsi kondici.

Poly(s*kaprolakton)—poly(ethylen glykol)—poly(ckaprolakton)

Prvni moznosti je poly(e-kaprolakton)—poly(ethylen glykol)—poly(e-kaprolakton) (PCEC).
V praci [12, 13] byl studovan PCEC pomoci gelové permeacni chromatografie, rentgenové
difrak¢ni analyzy a reologického testovani, které bylo primarné zaméfeno na zmény struktury
v zavislosti na teploté. Bylo zjisténo, ze PCEC v kombinaci s HA dosahuje lepsich vysledkt
z hlediska Casové degradace nez samotny PCEC, a proto je vhodny jako uméla nahrada
synovialnich tekutin.



Sulfonované algindty

Alginaty jsou latky hojné se vyskytujici v pfirodé. Lze je ziskat z tasy Laminaria
hyperborea. Pro vyuziti jako aditivum do synovialnich kapalin byly zkoumany alginaty
s riznym stupném sulfonace. Vyuzitim kvalitativni polymerazové fetézové reakce (qPCR)
bylo ur€eno mnozstvi sekvence DNA ve smyslu mnozstvi zivé tkané po aplikace alginatu ve
vzorku. Z méfeni vyplyva, ze kromé¢ ptijatelnych aseptickych vlastnosti navic alginat funguje
jako protizanétlivé médium. Daleko vhodnéjsi se jevila varianta vice sulfonovanych alginatu,
protoze vykazovaly vyss§i G€innosti pfi snizovani oxidativniho stresu a zanétlivych markerd,
ovlivigjicich aktivitu makrofag odpovidajici standardni synovialni tekutin€ a bylo jich tfeba
v niz§ich koncentracich nez méné sulfonovanych alginatt [14, 15].

Mannitol v kombinaci s kyselinou hyaluronovou (HA)

Mannitol je cukerny alkohol, ktery je pouzivan pii 1écbé onemocnéni ¢i zhorSeni funkce
ledvin, naptiklad oligourie. Tento vyraz definuje snizeni primémé tvorby a produkce moci.
Vyznamnou vlastnosti mannitolu je kontrola osmolarity, tudiz se pouziva i jako néhradni
sladidlo pro diabetiky [16]. Z hlediska zatazeni mezi aditiva, tedy latky, které se pridavaji do
potravin pro zlepSeni jejich vlastnosti ve smyslu zmény barvy, snizeni energetické hodnoty ci
konzervace, ziskal mannitol oznaceni E421 [17]. Obrazek 2 ukazuje, ze pfidavek mannitolu
vyrazné zlepSuje stabilitu HA, coz prodluzuje jeji ochranny ucinek uvniti kloubu proti jeho
poskozeni [18].
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Obrazek 2 :Grafickd zavislost poklesu viskozity vlivem oxidativniho stresu na case pro cistou
HA (®) a HA v kombinaci s mannitolem ('V)[18]

2.2 Reologie

Predmeét reologického studia je zaméfen na mechanické vlastnosti sledovaného materialu.
Reologie primarné sleduje deformaci a tok materiali. Pojem reologie vychazi ze slozeni dvou
slov rheos neboli tok, proudéni a logos neboli véda [18].

2.2.1 Historie reologie

Reologie byla poprvé definovana profesorem Binghamem jako studium miry deformace
atoku latek a tato definice byla piijata Americkou reologickou spolecnosti, ktera byla
zalozena vroce 1929. Historie reologie vSak saha daleko hloubé&ji do minulosti. Jiz
v roce 1678 Robert Hook definoval teorii elasticity a tim hned po Newtonovi predstavil
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komplexnéjsi pohled na vlastnosti tekutin [20, 21]. Dle Newtonova zékona lze posuzovat
latky ve spojeni s tokem (spiSe kapalny charakter), zatimco Hookv zakon vnima tekutiny
spiSe jako hutné materialy podléhajici vnéjsi sile jako latky o vét§im mnozstvi Castic na
jednotku objem (vyty€eni mezni hranice mezi kapalinami a pevnymi latkami). Realna
soustava vykazuje vlastnosti, které je mozno zaradit do obou piedchazejicich skupin, a proto
se takovéto soustavy nazyvaji viskoelastické [21].

2.2.2 Zakladni veli¢iny

Reologické méteni se blize zaméfuje na viskozitu a elasticitu latek. Viskozitu neboli vazkost,
je mozno rozdélit na kinematickou a dynamickou. VSechny kapaliny 1ze definovat pomoci
jejich vnitiniho tfeni neboli dynamické viskozity, tedy miry tfeni Castic a jejich odporu vici
toku. Kinematicka viskozita v [m*'s'] je definovana pro tok kapaliny vyvolany gravitadni
silou a je popsana nasledujici rovnici (1) jako podil dynamické viskozity # [Pa‘s] a hustoty
kapaliny p [kg-m] [22].

p=1 (M

p

Tento typ viskozity je definovan pomoci Casové zavislosti prutoku kapaliny mezi dvéma
ryskami. Oproti tomu dynamicka viskozita # je definovana Newtonovym zakonem, ktery fika,
ze dynamicka viskozita 7 je konstantou imeérnosti mezi pusobicim napétim 7 a gradientem
rychlosti mezi dvéma sousednimi vrstvami proudici kapaliny (zlomek) podle nasledujici
rovnice (2)[22]:

dv o)
e=n- 3 @)

2.2.3 Déleni na Newtonovské a Nenewtonovské kapaliny

Pro Newtonovské kapaliny plati, ze velikost jejich te¢ného napéti je pfimo umérna rychlosti
jejich deformace a jejich viskozita je zavisla pouze na teploté. S rostouci teplotou viskozita
newtonovskych kapalin klesa, coz definuje Arrheniova rovnice (3), kde AG vyjadiuje volnou
enthalpii (miru aktivaéni energie) a neznamad A stanovuje referencni viskozitu pfi urcité
teploté [22].

AG

Nenewtonovké kapaliny méni svou viskozitu v zavislosti na teCném napéti nebo zméné
rychlosti ve sméru kolmém na smér rychlosti. Mezi takové kapaliny fadime témer vSechny
realné kapaliny a zejména pak disperze [22].

Nenewtonovskeé kapaliny, jejichz viskozita je zavisla na Case, je mozno rozdélit na:
e tixotropni: ¢asem fidnou, viskozita klesa napft. jogurt
e reopetické: Casem naopak houstnou, jejich viskozita roste napt. sadra

Binghamské kapaliny predstavuji mnozinu latek, jejichz viskozita je Casoveé nezavisla a zavisi
na teplot¢.
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Obrazek 3 graficky znazorfiuje kapaliny, k jejichz deformaci dochéazi az po prekonani
prahového napéti a jsou déleny na:

e pseudoplastické: viskozita klesa nepfimo imeérmneé smykovému napéti napt. Sampon
e dilantantni: viskozita roste pfimo umérné tecnému napéti napt. mokry pisek
e plastické: deformace nastane az po prekroceni urcité meze napt. tvaroh [23]

Existujyi dvé varianty vyhodnoceni reologického meéteni. Prvni moznosti je tokova kiivka,
kterd zobrazuje zavislost smykové napéti na smykové rychlosti. Druhou moznosti je

viskozitni kfivka predstavujici zavislost dynamické viskozity na smykové rychlosti
[22, 24, 25].

= = = = Newtonské
=e==ees==* DPlastické //

= ====== Pseudoplastické -~
————— Dilatantni ,/

smykove napéti
.
A
\

) /'_‘/_’.,
B il

9
PO ot

smykova rychlost

Obrazek 3: Tokové krivky rozdilnych ldtek [24]

2.2.4 Princip reologie

Vlivem konani prace na kapalinu pasobi smykové napéti vyvolané napiiklad vnéjsi silou.
Toto napéti je pfemeénéno na teplo a oznacovano jako vnitini tfeni. Viskozita s definovanymi
pojmy souvisi tak, ze vyjadfuje miru neochoty jednotlivych Castic kapaliny k pohybu.
Reologie pak vSechny tyto veli¢iny spojuje a udava vztah mezi vnéjSimi parametry
ovlivilyjicimi zkoumanou latku a projevem téchto parametrii na chovani latky o specifickém
slozeni [23]. Je tfeba rozliSovat reologii od reometrie. Reologie jako védni disciplina zahrnuje
definice a vzorce potifebné pro popis zkoumanych materiali. Reometrie se zaméfuje na
vyjadieni dat, tedy =zahrnuje samotné méfeni, zpracovani dat a jejich nasledné
vyhodnoceni [23].

Mikroreologie

Mikroreologie je casti reologie zamétujici se na studium kapalin v nejmensim mozném
mefitku jejich struktury. Sledované rozméry se pohybuji v rozmezi nanocastic. Na tak malé
urovni prekvapivé nékteré materidly vykazuji zcela odlisSné vlastnosti od makroskopického
chovani v rozmérech zaznamenatelnych pouhym okem. Vyhodou mikroreologie je mala
spotfeba vzorku, tudiz na analyzu neni potfeba odebirat velké objemy. Z hlediska toho, zda je
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na analyzovany vzorek aplikovano vnégjsi pole, je mozno mikroreologii dale délit na pasivni
a aktivni.

V aktivni mikroreologii je tok Castic ovlivnén pomoci magnetického ¢i elektrického pole.
Mikroreologie je vyhodna pro studium velmi Spatné€ extrahovatelnych biomolekul, které je
mozno ziskat jen v malych objemech. Pro stanoveni zakalenych vzorki je praktictéjsi vyuziti
makroreologie [24].

Mikroreologie dokaze poskytnout dostatecné detailni informace o vlastnostech materialg,
které je nasledné mozno pouzivat v lidském téle. V poslednich letech dochazi k velkym
pokrokiim v oblasti protetiky. NejCastéji pouzivané endoprotézy nahrazuji kolenni a kycelni
klouby, u kterych je vyzadovano, aby tvofily stabilni zakladnu pohybové soustavy. Pro totalni
endoprotézy (TEP) jsou nejCastéji vyuzivany materidly na bazi kov-polymer, které jsou
odolné, stalé a biokompatibilni s fyziologickym prostiedim. Uzké spojeni mezi endoprotézou
a synovialni kapalinou tvoti jejich vzdjemné chemické interakce. Pokud bude kloubni nahrada
z materialu, jenz bude v pfitomnosti synovialni tekutiny degradovat, zptsobi to v lepSim
ptipadé bolesti, v nejhorsim pripadé toxicky Sok a smrt [21, 26].

Do metod aktivni mikroreologie je mozné zatadit 1 metodu elektroforetického rozptylu svétla
(ELS - electophoretic laser scattering), ve které se aplikuje na vzorek v kapilare elektrické
pole. U nabitych castic dochazi k pohybu smérem k opacné nabité elektrodé. Vzorkem opét
prochézi laser. Dochazi k posunuti frekvence svételného zareni vlivem pohybujicich se ¢astic,
tuto elektroforetickou mobilitu je mozno jinak oznacit jako zeta potencial [27].

Pasivni mikroreologie méfi pohyb cCasti pomoci videosnimaci, nebo prerusovanim
laserového paprsku pii styku téchto ¢astic s proudem fotonu. Kazda Castice je ovliviiovana
pridavkem dalsi latky, kterd se zakomponuje do jejich struktury a pfedmétem sledovani je
pouze Brownuv pohyb jednotlivych cCastic, z néhoz jsou vyvozovany vlastnosti struktury
latky [24].

Dynamicky rozptyl svétla (DLS) nebo fotonova korelacni spektroskopie (PCS) je jednou
z méficich metod mikroreologie. Pii pouziti klasického DLS nedochazi k destrukci vzorku,
protoze vlivem Brownova pohybu dochazi k pohybu jednotlivych ¢astic vzorku, coz zpusobi
zmeény intenzity rozptyleného svétla pochazejiciho z laserového zdroje. Vystupem méfené je
distribucni diagram definujici pocet a velikost Castic ve vzorku [28]. Z mikroreologického
pohledu je tfeba se zaméfit na vlastnosti prostredi, proto je do matrice v kyveté piidan
tzv ,tracer”, na néhoz je pak nastaveno meéfeni. Pfedmétem zaymu je potom vliv prostiedi na
definovany tracer. NejCastéjSimi materidly pro tracery jsou silikon nebo polystyren
v nanometrovych rozmérech [29].

Diftuzni vinova spektroskopie (DWS) dokéaze predcit méfici rozsah DLS a posunuje méfeni az
do oblasti nanorozmérti. Princip méfeni je velmi podobny DLS, rozdil je v tom, ze paprsek

dopada na opaleskujici vzorek, coz zptuisobi nasobné vétsi rozptyl svétla nez u DLS [30].

Dalsi metodou vyuzitelnou pro mikroreologickda méfeni je fluorescencni korelacni
spektroskopie (FCS), ktera je zaloZzena na detekci pohybu fluorescenné znaCenych Castic
traceru, po jejich ozareni excitanim laserem. Neopomenutelnou vyhodou FCS oproti

13



ostatnim pasivnim metodam je moznost fokusace na urCitou ¢ast celé matrice, kterou je
mozno sledovat [31].

Makroreologie

Makroreologie popisuje chovani méfenych kapalin v redlném méfitku. Jeji vyhodou je
komplexni pohled na chovani kapaliny jako viskdzniho kontinua. Nevyhodou je velka
spotieba vzorku. [22].

2.2.5 Reologické modely

Pro popis chovani sledovanych materialti jsou pouzivany reologické modely, které pokryvaji
celou skalu od idedlné viskdznich (Newtonovské kapaliny) az po idealné elastické (Hookovy
pevné latky). Je tedy mozno hovotit o sledovani viskoelastickych vlastnosti.

Newtontiv model vychazi z rovnice (2). Definuje jednoduché idealné viskozni kapaliny pfi
ustaleném toku a konkrétné je reprezentovan hydraulickym valcem s kapalinou
o viskozité 5 [32].

Hookiv model popisuje idealné elastické latky a prakticky ho tvoii pruzina o modulu
pruznosti ve smyku nebo modulu torze G. Matematicky je vyuzivan Hookav zakon pro smyk,
kde je te¢né napéti T [Pa] pfimo tmérné soucinu modulu torze G [n-m™>] a deformace ve
smyslu zkoseni y [33].

T=G-y “4)
Hooktv zakon je mozno definovat z pohledu tahu a tlaku v odlisné formé, kde o predstavuje
mechanické napéti, E prestavuje modul pruznosti v tahu neboli Yongiv modul. Tato slozka
definuje pomér napéti a vyvolané deformace télesa. Posledni ¢len & (mechanické napéti

v tahu) neboli pomérna deformace, je urCen jako podil prodlouzeni télesa ku puvodni
délce [34].

oc=F-¢ 5)

Predeslé dva modely tvoii extrémy v chovani jednotlivych materiald a vychazi z teorie.
Realné systémy se nachazeji mezi t€émito dvéma mezemi, proto je tieba dodefinovat dalsi
modely, které tvori prechod od idealn€ viskoznich k idealné elastickym latkam. Maxwelltv
model predstavuje soustavu pruziny a pistu v sérii, kde pruzina prezentuje Hookovskou
(elastickou) Cast a pist s kapalinou Newtonovskou (viskozni) ¢ast modelu. Pouziva se pro
popis viskoelastickych kapalin. Dal§i moznosti je pouziti Kelvinova (Voightova) modelu,
predstavujici chovani pevnych viskoelastickych téles. Ten obsahuje paralelné zapojeny
hydraulickym valcem s kapalinou o znamé viskozité a pruzinou o definované pruznosti
(elasticka slozka). Posledni model oznacovany jako Tuckettiv zahrnuje komplikovangjsi
soustavu skladajici se zpruziny (primarné elastickd slozka), Kelvinova modelu
a hydraulického pistu (primarné viskozni slozka). Veskeré vyse popsané modely znazoriuje
Obrazek 4 [35].
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Ll—‘(c) (d)

Obrazek 4: Reologické modely: a) Hookiiv, b) Newtoniiv, c) Maxwelliv, d) Kelviniiv [35]

2.2.6 Reologické testovani

Testovani vzorkli je mozno rozdélit z reologického hlediska na tfi skupiny. Prvni skupina
zahrnuje dynamicko-mechanickou analyzu (DMA), ktera na deformovany material vklada
smykové napéti. Tato analyza definuje zakladni strukturu materialu na molekularni trovni.

Dalsi moznosti testovani je dynamicko-mechanicka termalni analyza (DMTA). Méfenim
v torzi dochazi ke stanoveni fyzikalné chemickych vlastnosti materiali jako funkce teploty.

Extenzionalni méfeni predstavuje posledni metodu reologického testovani, ktera se odliSuje
od predchozich v tom, ze dochazi k deformaci vzorku [25].

2.2.7 Komplexni viskozita a ztratovy uhel

Komplexni viskozita predstavuje prabéh oscilacni funkce pii zménach smykového napéti a je
slozena zrealné a imaginarni Casti. Readlnou cast komplexni viskozity tvoii dynamicka
viskozita 1’ definovana v kapitole 2.2.2.

R ©6)

=N o=l
Mimofazovy (ztratovy) modul predstavuje imaginarni slozku komplexni viskozity. Tato
veliCina je definovana jako pomér elastického (storage, soufazového) modulu a uhlové
rychlosti. Elasticky modul je mozno nazyvat Youngiv modul a slouzi k definici miry
elastické pevnosti materialu [36].

Ztratovy uhel (&) predstavuje pomér viskozitniho a elastického smykového modulu, jak je
znazornéno vzorcem (7). To znamena, ze popisuje rozdil v pruznostech materialu, kdyz je na
n¢] nahlizeno jako na elastickou a viskézni latku.

G’ 7
tg (6) = Ve @
Cilem zavedeni téchto veli¢in je celkovy pohled na chovani sledovaného materialu, coz vede
teoretické modely k realnd méfitelnym vysledkim. Cim vy$§i hodnoty ztratovy uhel nabude,
tim viskoznéjsi charakter latka vykazuje. Pokud je naopak hodnota ztratového uhlu mensi nez

jedna, je mozno hovoiit o elastickych latkach [37].

15



3 SOUCASNY STAV RESENE PROBLEMATIKY

Onemocnéni kloubt jsou jednim z nejcastéjSich zdravotnich komplikaci lidské populace.
V listopadu 2012 byl zvefejnén ¢lanek o osteoartritidé koni, kde byly pozorovany podobné
vysledky, jako u lidskych pacientt trpicich podobnymi diagnézami. Proto je pro studium
synovialnich kapalin vyuzivana koiniska synovie, kterd se lidské velmi blizi s ohledem na to,
ze kazdy vzorek synovie je v ramci populace jedinec¢ny [38].

Zhang a kol. [39] zkoumali vliv bilkovin v synovii na jeji reologické vlastnosti. Na reologii
ma majoritni vliv mnozstvi kyseliny hyaluronové a fosfolipidi. Pfitomnost proteini je
dilezita ve velmi malych pohybech kloubt (klidova forma), ¢imz neni myslen béh ¢i chize.
U starSich nebo nemocnych pacientli je mozno sledovat rozdily ve slozeni synovie oproti
zdravym a mladSim jedincim. Pfi nemoci ¢i traumatu kloubt obecné dochazi ke snizovani
koncentrace kyseliny hyaluronové a tim 1 ke snizeni viskozity celé synovie. Oproti tomu u
nemocnych pacienti roste koncentrace proteind v synovialni kapaliné. Pro pfipravu
artificialni synovie byl pouzit hyaluronan sodny (Sigma-Aldrich 53747), albumin hovéziho
sera (BSA) (Sigma-Aldrich A3059), avy-globulin (Sigma-Aldrich G5009). Kyselina
hyaluronova méla molekulovou hmotnost odpovidajici 1,6 MDa a byla ziskdna pomoci
bakterie Streptococcus equi. Artificialni synovie obsahovala 3,4 mg/ml kyseliny hyaluronové,
10 mg/ml BSA a 0,5 mg/ml y-globulin. Tato smé&s byla rozmichana ve fosfatovém pufru
(pH 7,4). Tato prace se zaméfovala na interakci slozek a charakterizaci synovie bez zatizeni.
Vysledky prace na artificialni kapaliné byly srovnatelné s méfenim realnych vzorka. Ale je
tfeba brat v ivahu, ze realné vzorky poskytuji relativné Siroky interval hodnot v zavislosti na
stari, namaze nebo onemocnéni.

Publikace Galla a kol. se zamétuje na dynamické vlastnosti synovie. Pro vyzkum byl pouzit
mechanicky simulétor kycelniho kloubu. Zde byla v kontaktu hlavice stehenni kosti a panevni
jamka, ktera byla vytvorena prevazné optického skla, které zde slouzilo k sledovani zmén
tloustky mazaciho filmu pii pohybu kloubu. Rozméry simuldtoru odpovidaly realné
pouzivanym kloubnim nahradam. Parametry tloustky mazaciho filmu jsou v praxi dilezité
napiiklad pro castecné kloubni nahrady, kdy se zachovava kréek a dochazi pouze
k opracovani povrchu stehenni kosti. Tabulka 1 uvadi slozeni artificialnich synovii, které byly
pouzity pro meéfeni na simulatoru. Bylo potvrzeno, Ze tato slozeni odpovidaji realnym
vzorkim, a to pfi aktivnim pohybu. V tabule jsou uvedeny dvé mirn€ odlisna sloZeni synovie,
vychazejici ze dvou skupin pacienti. Prvni synovialni kapalina (SK 1) odpovida pacientim
s nezanétlivym ubyvanim kostni hmoty. Druhd skupina (SK2) predstavuje pacienty
s terminalnim stadiem osteoporézy pred operaci.
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Tabulka 1: SloZeni artificidlni synovie dle Clanku z roku 2018

Albumin y-globulin kyseliny Fosfolipidy
Vzorek [mg/ml] (mg/ml] hyaluronova [mg/mI]
[mg/ml]
SK1 28 1 1,1 0,17
SK2 28 9,4 1,9 0,31

Tyto dvé kapaliny byly srovnavany i1 s 25% roztokem bovinniho sérového albuminu, ktery
byva takové pouzivan jako kloubni vypli u endoprotéz v zavislosti na pouzitém materialu
endoprotézy [40]. Bylo zjisténo, ze samotny albumin nedokaze pokryt vlastnosti komplexni
matrice, a proto je ve vétsiné piipada pro aplikaci méné vhodny nez vySe popsané smeési [41].

Tato bakalarska prace se zamétfuje na patent US 8716204 z roku 2014. ZvySujici se pocet
kloubnich ndhrad nuti trh k jejich cetn€j§imu testovani. To vSak neni mozno provadeét
s realnymi vzorky, protoze jejich objem je velmi maly a jejich strukturni slozeni se
v zavislosti na mnoha faktorech lisi. Proto bylo tfeba pfipravit artificidlni nahradu, ktera
z hlediska slozek odpovida realu tak, aby byla stabilni a relativn€ levna. V patentu je uvedeno,
ze prvni pokusy o pripravu artificialnich synovii byly ve formé ¢ist€¢ vodnych roztokd, zde
vSak nebylo mozné nalézt odpovidajici viskoelastické vlastnosti. Stejn¢ tak selhaly pokusy
s bovinnim sérovym albuminem. Bylo tfeba pfipravit komplexni matrici bohatou jak na
mineraly, tak na slozky proptjcyjici artificialni synovii stabilitu a nenewtonovsky
charakter [42].
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4 CILE PRACE

sumarizace metod pfipravy artificidlnich synovidlnich kapalin a metodik
charakterizace jejich mechanickych vlastnosti

definice vhodnych postupt pfipravy funkénich vzorka artificialnich synovii

optimalizace metod charakterizace mechanickych vlastnosti pfipravenych vzorki se
zamétfenim zejména na tzv. mikroskopické piistupy

porovnani ziskanych charakteristik s realnym vzorkem
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5 EXPERIMENTALNI CAST
5.1 Pouzité chemikalie a pFistroje

5.1.1 Pouzité chemikalie
e y-globulin (Sigma Aldrich)
e Albumin (Sigma Aldrich)
e dipalmitolyl fosfatidylcholin (Sigma Aldrich)
e kyselina hyaluronova (1500-1700 kDa)
e chlorid sodny (Penta Chrudim)
e chlorid draselny (Penta Chrudim)
e hydrogenfosforecnan sodny (Penta Chrudim)
e dihydrogenfosfore¢nan draselny (Penta Chrudim)
e ultra Cista (Milli-Q) voda

5.1.2 Pouzité pristroje
e ultrazvukova Cisticka (Bandelin)
e pH metr (Greisinger)
e vyrobnik na ultracistou deionizovanou vodu (Elga)
e Zetasizer Nano ZS (Malvern Instruments)
e magneticka michacka (Thermo Scientific)
e termogravimetricky analyzator-TGA Q5000 (TA Instruments)
e FTIR spektrometr-Nicolet iS50 (Thermo Fisher Scientific)
e membranovy extrudér LiposoFast-Basic & Stabilizer (Avestin)

5.2 Detailni podminky méreni pro pouzité metody

Primarnim tkolem byla charakterizace realnych vzorkt, aby nasledné mohly byt artificialni
vzorky pfipravovany pomoci takto nadefinované predlohy. Pro redlny model synovialni
kapaliny byly pouzity vzorky koriské synovie, které¢ byly ziskany z kliniky chorob koni pod
Veterinarni a farmaceutickou univerzitou Brno (VFU). Vzorky byly odebrany z hlezna do
sterilnich injek¢nich stiikacek. Vzorky koriské synovie byly do 24 hodin prométeny, aby
nedoslo k jejich pfirozené biologické degradaci. Reologickd meéteni probihala pii teploté
25 °C, ktera mela simulovat laboratorni podminky a pii 37 °C, coz mélo predstavovat
fyziologickou teplotu. Pro charakterizaci byly pouzity metody statické a dynamické
termogravimetrické analyzy (TGA), FTIR spektroskopie a DLS mikroreologie.

5.3 Pouzité metody charakterizace synovidlnich kapalin

5.3.1 DLS mikroreologie

Jak jiz bylo zminéno v kapitole 2.2, tak dynamicky rozptyl svétla vyuziva rozptyl paprsku
prochazejiciho zkoumanym prostfedim. Mikroreologicky méfici modul za pomoci traceru
(polystyrenové  nanocastice PS 100 nm)  dokazal  wurcit  viskoelastické  moduly
G*, G*“akomplexni viskozitu #", coz byly hlavni sledovaci parametry pro porovnani
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jednotlivych studovanych vzorkd. Meéfeni bylo provadéno 3krat pii dvou teplotach
(25 °C, 37 °C). Kazdé méteni obsahuje 15 métfenych hodnot v 10sekundovych intervalech.

532 TGA

Byly provedeny dvé varianty termogravimetrické analyzy (TGA), které popisuji ubytek
hmoty jako funkci ¢asu (dynamickd) nebo teploty (statickd). Pfi dynamické dochazelo
k postupnému navySovani teploty a byl sledovan ubytek hmoty v zavislosti na sile vazeb ve
vzorcich. Presné nastaveni zobrazuje Tabulka 2. Statickd neboli izotermalni TGA slouzi
k sledovani zmén ve vzorku pii jedné konstantni teploté. Zde byl pro vyhodnoceni pouzit
diferencialni tvar, ktery dokaze lépe rozlisit ubytky hmoty, které nastaly tésné po sobé [43].

Tabulka 2 : Nastaveni rychlosti ohievu pro dynamické TGA

vzorek nastaveni
artificialni — N Ramp 10.00 °C/min to 200.00 °C
artificialni — vzduch Ramp 10.00 °C/min to 200.00 °C
1. ktin realna — vzduch Ramp 5.00 °C/min to 200.00 °C

Pro izotermalni variantu meéfeni bylo aplikovano piiblizné¢ 50 mg synovidlni kapaliny.
Nejprve doslo ke skokovému ohrati vzorku na 70 °C, tato teplota byla nasledné konstantni
po dobu 30 minut a béhem celé této doby byl sledovan ubytek hmotnosti vzorku v zavislosti
na Case. Po uplynuti 30 minut byla teplota skokové zvysSena na 200 °C. Nasledujicich
10 minut po tomto zvySeni byl ubytek hmotnosti métfen proto, aby mohl byt stanoven obsah
popela ve vzorku.

5.33 FTIR

Fourierova transformacni infracervena spektroskopie je zaloZzena na zméné vibracné rotacnich
stavii molekul po pfijeti energie ze svételného zdroje o vinové délce odpovidajici infracervené
oblasti. Takto je mozno rychle stanovit slozeni vzorku. Tato metoda je nedestruktivni a jejim
vystupem jsou spektra definujici zavislost transmitance nebo absorbance na prevracené
hodnoté vinové délky neboli vlnoctu. Tato metoda je vhodna pro matrice s typickou
prostorovou strukturou, ktera jim propujcuje urCité vlastnosti [44, 45].

FTIR méfeni probihalo za laboratorni teploty na jednorazovém ATR krystalu
(material = diamant). Pro Casové rozliSené méfeni byla na ATR krystal aplikovana kapka
analyzované synovie (cca 10 pl). Pomoci softwaru Omnic Series byla zaznamenavana FTIR
spektra v Case (kazdych 10 sekund 1 méfeni, tvofici pramér =z 8 dil¢ich skenad
s rozlienim 1 cm™!) do doby tiplného vyschnuti naneseného vzorku (nejméné 120 minut).

5.3.4 Membranova extruze

Membranovy extrudér je vyuzivan v nanotechnologické oblasti pii pfipraveé lipozomu
o definované velikosti. Aparatura je sestavena ze dvou injekcnich stiikacek, mezi kterymi je
nastavec s membranou o definované velikosti poru. Jedna stiikacka se naplni suspenzi
lipozomi a jejich protlacenim pres membranu do druhé stfikacky dochazi k separaci Castic dle
velikosti. Tim je mozno ziskat monodisperzni matrici.
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V tomto piipad¢€ aparatura slouzila k odlisSnému ucelu. Bylo tfeba zvolit membranu s vétsimi
otvory, nez byla predpokladana velikost castic, protoze separace byla v tomto ptipadée
nezadouci. Jedinym ucelem bylo simulovat tlakové namahani (jako pfi pohybu) na artificialni
synovii v rozmérech srovnatelnych s kloubnim pouzdrem.

5.4 Priprava artificidlni synovialni kapaliny

Pro pfipravu artificialni synovialni kapaliny byl pouzit patent US 8716204, kde bylo tfeba
optimalizovat nékteré mezikroky pfipravy artificialni synovie. V patentu je uvedeno, ze ma
byt smés po pridavku fosfolipidi michana do rozpusténi. Nikde vSak neni uvedeno, Ze pfi
praci s fosfolipidy je tfeba dbat na mez fazového prechodu. Teplotni temperace ma zasadni
vliv na enkapsulacni ucinnost fosfolipidi. Teplota 50 °C se nachazi nad teplotou fazového
prechodu. Tato teplotni hranice definuje zmény v mikroskopické struktuie fosfolipida. Pri
teplotach nad 41,46 °C dochézi k strukturni preméné dipalmytoil fosfatidylcholinu (DPPC)
z pevné faze na strukturu tekutych krystalti [46]. Zde dochazi ke vzniku vezikularnich Gtvara.
Vezikuly vypadaji jako micely, jen na jejich povrchu neni fosfolipidova dvojvrstva, ale
jednoducha vrstva fosfolipidi. Tyto Gtvary jsou stabilni, tudiz zarucuji dobrou opakovatelnost
pii méfeni artificialnich vzorkd. Tyto teoretické znalosti byly prakticky aplikovany a doslo
k vyraznému posunu. Méfeni bylo opakovatelné a matrice se stala stabilngjsi.

5.4.1 Priprava pufraéniho roztoku (50 ml)

e 2 mM KH>PO4

e 10 mM NaHPO4-2H>0
e 137mM NaCl

e 27mM KCI

Vyse zminéné chemikalie byly pfesné navazeny na analytickych vahach a na magnetické
michacce byly michany do rozpusténi v ultracisté deionizované vodé.

5.4.2 Pridavek fosfolipidu, pH kontrola

Po uplné solvataci byly do smési pfidany fosfolipidy, konkrétné 0,1 mg/ml dipalmitolyl
fosfatidylcholin, kadinka byla kryta pomoci parafilmu a umisténa do ultrazvukové vodni
lazn€é temperované na 50 °C. Po vizualni kontrole, kdy doSlo k rovhomérnému rozptyleni
fosfolipidi v roztoku a jeho zakaleni, bylo tfeba zkontrolovat hodnotu pH tohoto roztoku,
ktera by se méla pohybovat okolo 7,4.

5.4.3 Pridavek kyseliny hyaluronové a bilkovin

Dalsi krok ptedstavoval ptidavek 2 mg/ml kyseliny hyaluronové. Pro méfeni byla pouzivana
kyseliny hyaluronova o molekulové hmotnosti 1300-1500 kDa. Vzorek bylo tifeba fadné
rozmichat za pouzité magnetické michacky po dobu pfiblizné€ 4 hodin. Nakonec bylo pfidano
12 mg/ml albuminu a 7 mg/ml y-globulin. Po propojeni celé matrice bylo opét tfeba
zkontrolovat pH, aby bylo dosazeno vysledné hodnota 7,1.

Takto pfipraveny vzorek artificialni synovialni kapaliny byl promeéfen pomoci pfistroje
Zetasizer Nano ZS pomoci mikroreologického meéticiho modulu, ktery sleduje vliv méfeného
vzorku na pohyb traceru (polystyrenové nanocastice o nominalni velikosti 100 nm).
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6 VYSLEDKY A DISKUZE

Cilem bakalatské prace bylo optimalizovat postup pripravy artificidlniho vzorku synovialni
kapaliny zalozeného na kyseliné hyaluronové. Tento postup piipravy vychazi z patentu
[42]. V ramci BP bylo nutné se zaméfit jednak na optimalizaci dispergace jednotlivych
komponent synovialni kapaliny, studium vlivu molekulového hmotnosti kyseliny hyaluronové
a vliv iontové sily pouzitého disperzniho prostfedi. Funkcni vzorek pfipraveny dle takto
optimalizovaného postupu byl svymi vlastnostmi nasledn€ srovnavan s redlnym vzorkem
synovialni kapaliny, ktery byl pro ucely BP ziskan v ramci spoluprace s Veterinarni
a Farmaceutickou Univerzitou (VFU) Brno. Hlavni néaplni experimentalni ¢asti BP bylo
nasledné provézt materidlové a mechanické charakterizace z fyzikaln€ chemického pohledu.
Pro porovnani byly pouzity metody termogravimetrické analyzy, Fourierovy transformacni
infracervené spektroskopie a DLS mikroreologie. Mechanické charakteristiky pfipravenych
vzorka artificialni synovialni kapaliny byly rovnéz studovany z hlediska jejich termické
a Casové stability. Pro definovani dynamickych vlastnosti v redlném prostredi byl u umelé
matrice pouzit membranovy extrudér.

Jiz pfi méfeni realnych vzorka bylo jasné, Ze rozptyl realnych hodnot je Siroky. Prestoze byly
vzorky sbirany v horizontu pil roku, nebylo mozné nashromazdit vét§i mnozstvi dat. Realné
vzorky byly ziskany pouze v pripadé Grazu hlezna konu, kteti byli dovezeni na VFU Brno.
Pro lepsi mapovani by bylo vhodné sbirat vzorky z vice zdroji po delsi ¢as. Zde byl ovsem
problém se zpracovanim vzorku. Realné vzorky byly stabilni maximalné po dobu 24 hodin.

6.1 Optimalizace pripravy artificidlni synovidlni kapaliny

6.1.1 Vliv molekulové hmotnosti kyseliny hyaluronové

V ramci optimalizace pfipravy funkéniho vzorku synovialni kapaliny bylo nutno ovéfit vliv
nékolika parametri. Prvni znich byl vliv molekulové hmotnosti pouzité kyseliny
hyaluronové. V zivych organismech se pro ucely zvySovani viskozity kapalin v kloubnich
vyplnich uplatiiuje zejména vysokomolekularni HA, a proto 1 v ramci této Casti prace byly
porovnavany synovialni kapaliny pfipravené ze dvou vzorklh vysokomolekularni
HA ( Obrazek 5 a 6)
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Obrazek 5: Srovndani komplexnich viskozit pri 25 °C u redlnych vzorku a artificialniho vzorku
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Obrazek 6: Srovndani komplexnich viskozit pri 37 °C u redlnych vzorku a artificialniho vzorku

s pouzitim kyseliny hyaluronové (HA)

Pro porovnani byly pouzity dvé rozdilné HA, prvni o molekulové hmotnosti 1,3-1,5 MDa,
druha o molekulové hmotnosti 1,91 MDa. Obrazek 5 a 6 zobrazuje vliv obou kyselin na
stanovené viskozity méfené pii laboratorni teploté a pii 37 °C. Prestoze prubéhy funkci
vypadaji podobné, lepsich vysledkt dosahovala synovialni kapalina s HA s 1,3-1,5 MDa a to
z nékolika davodu. Jednak pfi pouziti vyssi molekulové hmotnosti HA bylo pozorovano horsi

propojeni matrice nez u niz§i molekulové hmotnosti. Vyssi molekulovda hmotnost HA je

rovné€z nachylnéjsi na sté€peni pfi namahani, tim padem i méné stabilni.
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6.1.2 Vliv iontové sily

Pro porovnani vlivu iontové sily byl v patentu pavodni roztok s piesné definovanym
pomérem mineralnich latek zaménén za 0,9 hm.% roztok chloridu sodného, ktery se
v laboratornich podminkach pouzivé jako zdmeéna za fyziologicky (fosfatovy) pufracni roztok.
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Obrdzek 7:Porovnani viivu iontové sily (25 °C)
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Obrazek 8:Porovndni viivu iontové sily (37 °C)
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Obrazek 9: Porovnani komplexni viskozity redlnych vzorkii a vzorku s 0,9 % NaCl (25 °C)
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Obrazek 10: Porovndni komplexni viskozity realnych vzorkit a vzorku s 0,9 % NaCl (37 °C)

Obrazek 7 a 8 ukazuji, ze 0,9 hm.% roztok chloridu sodného neni schopen pokryt specifické
slozeni soli tvoricich zaklad synovialni kapaliny. Viskoelastické moduly jsou na prvni pohled
odlisné, viskoelasticka oblast pro NaCl odpovida niz§im frekvencim nez u realného vzorku.

Kromé vyrazné niz§ich naméfenych viskoelastickych modul bylo ur€eno, Ze ani hodnoty

komplexni viskozity neodpovidaji realnym vzorkiim, coz ukazuje Obrazek 9 a 10. Z vysledkt

byla (pro lepsi piehlednost) vyfazena data pro druhy realny vzorek, protoze se témef ve vSech

bodech shodoval s prvnim redlnym vzorkem.
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6.2 Materialova charakterizace

Na zakladn€ optimalizacnich kroka pfipravy bylo definovano vhodné slozeni artificialni
synovialni kapaliny. Takto pfipraveny funkéni vzorek byl néasledné porovnavéan z hlediska
zakladnich fyzikalné-chemickych materialovych charakteristik se vzorkem realné synovialni
kapaliny ziskané z VFU. Pro tyto ucely byla pouzita termogravimetrickd analyza,
infraCervena spektroskopie s Fourierovou transformaci a DLS mikroreologie.

6.21 TGA

Prvni vyuzitou metodou porovnavajici funkéni vzorek artificialni synovialni kapaliny
s realnym byla termogravimetrickd analyza. Tato metoda byla vyuzita ve dvou meéficich
modech, a to v izotermalnim a dynamickém.
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Obrazek 11:Termogravimetrickd analyza (neizotermalni-dynamickd)
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Obrazek 12:Derivacni termogravimetricka analyza (izotermalni-statickd)

Tabulka 3: Vysledky TGA

vzorek vlhkost [hm. % ]
artificialni — N: 96.56
artificialni — vzduch: 96.41
1. realny — vzduch: 97.70

Z vysledkd TGA je ziejmé, Ze u realného i artificialniho vzorku doslo ke stejnému vahovému
ubytku odparené vody. Proto nebylo mozno rozeznat odliS§nosti mezi témito vzorky. Tyto
vysledky v Obrazku 11 byly uréeny z klasického uspotfadani TGA experimentu, kdy byla
aplikovana konstantni teplotni rampa 10 °C (resp. 5 °C) /min. Pro lepsi rozliSeni zptusobu
vazani vody ve vzorku bylo nasledné vyuzito rovnéz izotermalniho usporadani TGA
experimentu, kde bylo mozné pozorovat mnozstvi vazané a volné vody ve vzorcich.
Obrazek 12 potvrzuje, ze u realné matrice dochéazelo k odparu vody, ktera nebyla nijak vazana
na matrici synovialni kapaliny, coz je zfejmé z pribéhu termogravimetrického zaznamu, ktery
je prakticky rovnobézny s osou x. Tento trend je typicky pro odpar z volné hladiny. Oproti
tomu kiivka pro artificialni vzorek ukazuje, ze ptiblizne€ 82% hmotnosti pfedstavovalo volnou
vodu, ale ve zbytku je mozno pozorovat mirné odliSny trend. Proto je mozné predpokladat, ze
zbylych 18% hmoty obsahuje vodu odli§né navazanou (napt. vodikové mustky). Celkovy
hmotnostni obsah vody v obou (artificialni, readlny) vzorcich byl témet shodny, coz zobrazuje
Tabulka 3: Vysledky TGA.
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6.2.2 FTIR

Dalsi metodou vyuzitou pro srovnani artificialni a realné synovialni kapaliny byla FTIR
spektrometrie. Pro porovnani vzorkil bylo méfeni nastaveno tim zplisobem, ze byl vzdy na
ATR krystal FTIR spektrometru aplikovan kapalny vzorek synovialni kapaliny a nasledné
byla zaznamenavana FTIR spektra v Case az do Uplného vysuSeni vzorku. Timto zpisobem
meéfeni bylo mozné jednak porovnat zakladni strukturni charakteristiky realné a artificialni
synovialni kapaliny a dale rovnéz bylo mozné sledovat odliSnosti ve zpisobu vazby vody
v matrici. Pokud by byla tato voda vazana rGznymi interakcemi, tak by se to projevilo
v ¢asovém zaznamu FTIR, tedy v rychlosti suSeni jednotlivych vzorku.
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Obrazek 13:Casova zména FTIR spekter v pritbéhu suseni redlného vzorku
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Obrazek 14: Casova zména FTIR spekter v pritbéhu suseni artificidlniho vzorku
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Obrazek 15: 2D casové rozliSeny ATR zaznam suSenti redlného vzorku synovie

10 20 30 40 S0 60 70 80 90 100 11012

-
i
g
3

3000 2000 1000
Wavenumbers {cm-1)

Obrdzek 16: 2D casové rozlisSeny ATR zaznam suseni artificialniho vzorku synovie

Spektra na Obrazku 13 a 14 si v polohach pik odpovidaji, tudiz je mozno fict, Ze se oba dva
vzorky strukturné shoduji. Prvni pik v oblasti 3280 cm! predstavuje -OH skupiny (jak volné,
tak vazané), které se vyskytuji v HA a aminokyselinach. Stejné tak je tento pik
charakteristicky pro -NH skupinu, ktera tvofi zékladni strukturu aminokyselin. DalSi oblast
2930 cm! piedstavuje alkylovou C-H skupinu (sp* hybridizace), ktera tvori zaklad organické
hmoty. Hodnota 2100 cm™ definuje pasmovy piechod heteroatomli ze zikladniho do
excitovaného stavu. Ve sledovanych matricich heterocykly zastupuji aminokyseliny v
proteinech jako fenylalanin, tyrosin nebo tryptofan. Pik v oblasti 1630 cm™ charakterizuje jak
pfitomnost amidové skupiny v postrannim fetézci HA, tak pfitomnost skupiny -CO.
Karbonylova skupina je poslednim pikem ze trojice (-OH, -CH, -CO), kterou je mozZno
zaznamenat, pokud vzorek obsahuje karboxylovou kyselinu. Zde je to kyselina glukuronova
v HA. Polypeptidové fetézce jsou zakladem aminokyselin, z nichz jsou sestaveny proteiny
ajejich vinodet odpovidd 1520 cm™. Fosfatova skupina s vinodtem 1030 cm™ se vyskytuje
jednak v pouzitém fosfolipidu (DPPC), a také ve fosfatovém pufru. Posledni pik s hodnotou
500 cm™ predstavuje disulfidické mistky S-S, které determinuji stabilitu tercialni struktury
proteint. 2D Casoveé rozliSené ATR zaznamy suSeni vzorkd na Obrazku 15 a 16 se shoduji
s namé&fenymi spektry a neni zasadni rozdil mezi artificialnim a redlnym vzorkem.
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6.2.3 DLS mikroreologie

Stézejni pro budouci mozné aplikace artificialni synovialni kapaliny je, aby dosahovala
stejnych mechanickych vlastnosti jako realné vzorky. Pro tyto ucely byla vyuzita reologie,
konkrétné¢ mikroreologie. Ta poskytuje obdobné charakteristiky jako klasicka reologie, ale
z hlediska odbéru vzorku je vyhodngjsi, protoze pro analyzu postaci malé mnozstvi vzorku
(0,1-1 ml).
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Obrazek 17 a 18:Srovnanti zavislosti komplexnich viskozit na frekvenci u redlnych vzorkii
pri 25 °C (vlevo) a 37 °C (vpravo)
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Obrazek 19 a 20: Viskoelastické moduly priimérného realného vzorku pri 25 °C (vlevo)
a 37 °C (vpravo)

Obrazek 17 az 20 zobrazuji mikroreologickou charakteristiku realnych vzorku, ktera byla
nezbytna pro nasledujici srovnani s uméle pfipravenym vzorkem. v kapitole 6.4. Pti 37 °C je
mozno pozorovat niz§i viskozitu nez pii 25 °C.
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6.3 Stabilita artificialnich vzorku

Pro aplikaci vzorkd je krom mechanickych vlastnosti dulezita i stabilita. Pfi pfipravé
artificialni synovie byly pozorovany tii degradacni vlivy a to Cas, teplota a namahani. Tyto
vlivy maji hlavni podil na Zivotnosti realnych vzorku, proto bylo tfeba definovat vlastnosti
artificialnich vzorkl i z tohoto pohledu.

6.3.1 Stabilita ¢asova
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Obrazek 21 a 22: Casova stabilita artificidlniho vzorku pri 25 °C (vlevo) a pri 37 °C (vpravo)

Obrazek 21 a 22 zobrazuji mikroreologické méfeni Casové stability artificialnich vzorki pri
teploté 25 a 37 °C. Bylo dokazano, ze pii tomto zpusobu piipravy je artificialni synovie

stabilni.

6.3.2 Stabilita teplotni
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Obrdzek 23 a 24: Teplotni stabilita vzorkii pri 25 °C (vlevo) a 37 °C (vpravo)

Z Obrazka 23 a 24 je zfejmé, ze prubeh funkce komplexni viskozity u artificialnich vzorka se
velmi blizi realnym vzorkiim. Pfi vSech méfenich, ktera se snazila simulovat realné podminky
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bylo dbano na dodrzeni maximalni teploty 37 °C, aby tak bylo mozno napodobit fyziologické
prostfedi a aby nedochazelo k ovlivnéni vysledkii méfeni primarné zameétfenych na jiné

parametry.

6.3.3 Stabilita artificialni synovie pri namahani
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komplexi viskozita [Pa-s]

X namahani 5x
0.100 3
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Obrazek 25: Srovndni komplexnich viskozit pri mechanickém namcdhani (25 °C)
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Obrazek 26: Srovndni komplexnich viskozit pri mechanickém namahani (37 °C)

Pro mechanické namahani byl pouzit membranovy extrudér s 100 nm filtry. Tato aparatura
meéla simulovat podminky v kloubech, kde pii namaze ptsobi relativné velka sila na malou

plochu. Casové rozpéti mezi dokonfenim namahani a zacatkem reologické charakterizace

nebylo delsi nez 2 minuty. Vysledky v Obrazcich 25 a 26 jednoznacné ukazuji, ze tento

zpusob mechanického namahani nemé¢l na matrici v tomto Casovém horizontu vliv. To
odpovida i predpokladu rychlého obnoveni struktur po pusobeni sily. Je pravdépodobné, ze
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matrice reagovala tak, rychle, ze jeji zménu a opétovné formovani ptuvodni struktury nebylo
mozno touto aparaturou zaznamenat.

6.4 Porovnani vlastnosti artificialniho a realného vzorku synovialni kapaliny

z mikroreologického hlediska
Po optimalizaci pftipravy artificialnich vzork( byly za (dle moznosti) stejnych podminek
porovnany vlastnosti realné a artificialni matrice. Vyhodnoceni probihalo pomoci pfistroje
Zetasizer Nano ZS, za pouziti mikroreologického méticiho modulu.

1.000 3 X artificialni
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0.100 3

0.010 5

komplexi viskozita [Pa-s]

0.001

frekvence [Hz]

Obrazek 27: Srovndni komplexnich viskozit pro artificidlni a redlny vzorek (25 °C)
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Obrazek 28: Srovndni komplexnich viskozit pro artificidlni a redlny vzorek (37 °C)

Z Obrazka 17 a 18 je patrné, ze pocatecni hodnota komplexni viskozity u realného vzorku se
v zavislosti na teploté 1isi. Pro obé teploty (25 °C a 37 °C) se komplexni viskozita pfi velmi
nizkych frekvencich pohybuje pod hodnotou 1 Pa‘s. Vysledky odpovidaji predpokladu, ze se
zvysujici se teplotou klesa hodnota viskozity dle Arrheniovy rovnice (3).

Z Obrazka 27 a 28 je ziejmé, Ze za pomoci vySe popsané¢ho postupu je mozno piipravit
artificialni synovii, ktera odpovida realnému vzorku. Pti 37 °C program nebyl schopen pouzit
nametené hodnoty viskozity pii nizsich frekvencich, proto ma kiivka realného vzorku pocatek
pfiblizné pti frekvenci 100 Hz.
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Obrazek 29: Srovndni viskoelastickych modulit pro artificialni a realny vzorek (25 °C)
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Obrazek 30: Srovndni viskoelastickych modulit pro artificidalni a realny vzorek (37 °C)

Viskoelastické moduly realnych vzorkii na Obrazcich 19 a 20 se pfi ruznych teplotach
vyrazné nelisi, coz vypovida o stabilit¢ a odolnosti synovialni kapaliny. Tato vlastnost je
velmi dulezita pro funkéni vyuziti synovialni kapaliny v organismu, protoze pokud by
dochazelo k vyraznym zménam viskoelastickych moduli, mohlo by dochéazet k vyraznym
strukturnim zménam. To by mélo za nasledek nestabilitu celé matrice, kterd ma byt pfi
namahani odolna, aby ochranila kloub pred poranénim.

Obrazek 29 a 30 potvrzuji, ze 1 prubéhy funkci popisuyjicich jednotlivé moduly si byly velmi
blizké jak u artificialniho, tak u redlného vzorku.
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7 ZAVER

Tato bakalafska prace se zaméfuje na optimalizaci pfipravy funkéniho vzorku artificialni
synovialni kapaliny, jeho charakterizaci a na nasledné studium mechanickych vlastnosti. Tyto
pristupy ke studiu synovialnich kapalin byly zvoleny zejména kvili tomu, ze v ramci
bakalarské prace bylo nejprve nutné optimalizovat piipravu samotného funkéniho vzorku, aby
dosahoval vlastnosti realnych synovialnich kapalin. Pfipadné dalsi vlivy (sterilni pfiprava
vzorkl za vyuziti Cistych prostor bez bakterialni kontaminace) budou predmétem navazujicich
praci.

Prvnim cilem této prace bylo vypracovat reSer§i pro sumarizaci metod pfipravy artificialni
synovialni kapaliny. V reSersi byly zminény jak zékladni stavebni jednotky synovialni
kapaliny, tak jeji zptisoby modifikace, které mély priznivy efekt na jeji reologické vlastnosti.
Nasledné byly definovany zakladni terminy a principy reologie.

Po prozkoumani teorie a moznosti modifikace bylo tfeba vytvofit model, dle které¢ho by byly
upravovany vlastnosti artificidlniho vzorku. Pro charakterizaci byla pouzita konska synovie,
kterd se nejvice blizi lidské synovii. Artificialni vzorky byly pfipravovany dle patentu
US 871620, kde vSak bylo tifeba optimalizovat vybrané kroky piipravy funkéniho vzorku.
Napriklad pii pfidavku pouzitého fosfolipidu (DPPC) bylo doporueno pouzit ultrazvuk,
chybélo vSak doplnéni o konkrétni teplotu nad 42 °C, diky které se proces velmi urychlil, jak
bylo blize vysvétleno v kapitole 5.4. Pfi pripravé artificidlni synovie bylo tfeba definovat,
jakou molekularni hmotnosti kyseliny hyaluronové (HA) pouzit. Pro sledovani vlivu
molekulové hmotnosti byla pouzit DLS mikroreologie. Experimentalné bylo zjisténo, ze lepsi
vysledky poskytuje HA o molekulové hmotnosti 1,3—1,5 MDa. Lidsky organismus obsahuje
HA o rizné molekulové hmotnosti v zavislosti na jeji funkci a umisténi. HA o vyssi
molekulové hmotnosti byla hife kompatibilni s matrici. To konkrétné znamenalo, Ze se cely
proces pripravy, nez doslo kjejimu uplnému rozmichani, (v porovnani s HA s nizsi
molekulové hmotnosti) prodlouzit fadove o nekolik hodin. Nasledné byl sledovan vliv iontové
sily, opét spouzitim DLS mikroreologie. Pufr definovany v patentu byl nahrazen
0,9% roztokem NaCl. Vliv iontové sily byl blize popsan v kapitole 6.1.2 kde bylo potvrzeno,
ze slozeni pufru je zésadni pro nasledny mechanicky charakter celé matrice a 0,9% roztok
NaCl neni pro tuto aplikaci vhodny.

Pro charakterizace synovialnich kapalin byla pouzita termogravimetricka analyza (TGA) ve
dvou meficich variantach. Dynamicky mod méfeni neodhalil zasadni odliSnosti ve strukturach
realného a artificialniho vzorku, proto byl pouzit staticky izotermalni zptisob méfeni.
Vysledky toho méfeni ukazuji drobné odliSnosti ve zptisobu vazby molekul vody ve vzorcich.
Dal§i metodou pro charakterizaci byla infradervena spektroskopie (FTIR). Metoda jednak
poslouzila pro jednoduché strukturni porovnani artificialni synovialni kapaliny se vzorky
realnymi a dale také k posouzeni vlivu suseni na méfené FTIR spektra. Tyto vysledky byly
interpretovany jak ve formeé spekter, tak 2D ¢asové rozliSeny ATR zaznamu suseni. Je mozno
fict, ze spektra artificialniho vzorku odpovidala hodnotam spekter realného vzorku. Dle
polohy pikd bylo mozno ur€it strukturni sloZzeni obou matric. Z vysledki méfeni bylo
zjisténo, ze absorpcni spektra realného i artificialniho vzorku si odpovidaji, tudiz je strukturni
slozeni obou matric stejné. Obecné je mozno fict, ze byly pozorovany piky pro -OH skupiny,
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zakladni C-H vazby, pasové piechody heterocykli v aminokyselinach, -COOH skupiny
aminokyselin i kyseliny glukuronové, ktera je strukturnim zakladem HA. Stejné tak byly
ztetelné piky pro fosfatovou skupinu ve fosfolipidu (DPPC) a fosfatovém pufru. Posledni pik
odpovidal disulfidickym mustkim, které jsou nezbytné pro stabilitu tercialni struktury
proteintl.

Pro aplikovatelnost vzorku je zasadni jejich stabilita. V této praci byla stabilita sledovana
pomoci DLS mikroreologie a posuzovana z tii hledisek dale popsanych. Casova stabilita
uméle pripravenych vzorku je pro aplikaci neopomenutelnym parametrem. Pomoci upravy
teploty ultrazvuku pfi pouziti fosfolipidu (DPPC) bylo docileno vyssi stability ve vyhledu
2 tydnt. Jeste delsi stabilitu by mohla vzorkim propujcit sterilni pfiprava v laminarnim
(Cistém) boxu. Dalsim sledovanym vlivem byla teplota, protoze synovie obsahuje, kromé
jiného 1 bilkoviny, které pii vyssi teploté mohou podléhat denaturaci. Pro sledovani teplotniho
vlivu byly vybrany dvé teploty a to laboratorni (25 °C) a fyziologicka teplota (37 °C). Jak
mikroreologické charakteristiky potvrdily, pfi vySsi teploté (37 °C) doslo ke snizeni
komplexni viskozity. Pokud by byla tato teplota zvysena pfilis, doslo by ke ztraté viskoznich
vlastnosti a mohlo by dojit k poranéni kloubu. Synovialni kapalina je v prubéhu zivota
organismu namahana, proto je tfeba docilit jeji stability z mechanické stranky. Membranovy
extrudér byl pouzit jako experimentalni aparatura pro mechanické namahani. Hlavnim
divodem vyuziti extrudéru byla jeho konstrukéni podobnost s chrupavkou a kloubnim
pouzdrem v realu. Filtr extrudéru s (dostate¢né velkymi) 100 nm poéry, zaruCoval namahani
matrice bez nebezpeci separace jejich slozek. Méteni potvrdilo mechanickou odolnost matrice
tak, ze po namahani nedoslo ke zméné viskoelastickych modult.

Shrnutim vSech vysledkl je mozno fici, ze artificialni synovie spliiovala fyzikalné-chemické
vlastnosti odpovidajici realné proméfenych vzorki. Pro moznosti realné aplikace artificialni
nadhrady do kloubu je tfeba vzorek dale prozkoumat. V budoucim vyhledu bude vzorek
ptipravovan v Cistych prostorach za sterilnich podminek a nasledné bude zkoumana jeho
stabilita a opakovatelnost méfeni.
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