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ABSTRAKT

Tato diplomova prace je soucasti projektu TACR TREND, jehoZ cilem je vyvoj nové
suroviny pro lécbu syndromu suchého oka. Vyvijenou surovinou je derivat kyseliny
hyaluronové, ktery je v této praci porovndvan s nativnimi kyselinami hyaluronovymi
a komer¢nimi oc¢nimi kapkami. Zkoumdna je reologie a tribologie vzorka s diirazem
na analyzu viskozity, mukoadhezivity a soucinitele tfeni. K analyze soucinitele tfeni je
pouzivan vytvoreny tribologicky model oka v konfiguraci pin-on-plate, ktery simuluje
posuvné rychlosti odpovidajici fyziologickému mrkani. Porovnani s nativnimi kyselinami
hyaluronovymi a produkty dostupnymi na trhu ukazuje, ze derivat dosahuje vyssi viskozity,
projevuje mukoadhezivni vlastnosti a zaroven dosahuje nizkého soucinitele tieni.
Tyto klicové parametry ukazuji, ze modifikace kyseliny hyaluronové je moznou cestou
ve vyvoji Iéku na 1é¢bu syndromu suchého oka.

KLICOVA SLOVA

Biotribologie, kyselina hyaluronova, oko, reologie, sou¢initel tfeni, viskozita

ABSTRACT

This master’s thesis is a part of the project TACR TREND, which aim is the development
of new ingredient for treatment of dry eye syndrome. Developed ingredient is derivative
of hyaluronic acid, which is in this thesis compared with native hyaluronic acids and
commercial eye drops. Aim of this thesis is to describe rheological and tribological
properties of measured samples in terms of viscosity, mucoadhesivity and coefficient
of friction. Coefficient of friction was measured on created tribological model of the eye in
pin-on-plate configuration which represents physiologically relevant sliding speeds
of blinking. Comparison with native hyaluronic acids and commercial products of eye drops
showed, that derivative reaches higher values of viscosity, has mucoahesive properties
and has low values of coefficient of friction. Those key parameters show that modification
of hyaluronic acid is promising way for drug development for dry eye syndrome.
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1 UVOD

Syndrom suchého oka patfi v soucasné dobé mezi nejcastéjsi o¢ni onemocnéni. Pocet
pacient se globalné zvysSuje, a to také s ohledem na rozvoj modernich technologii
(tzv. Monitor Eye Syndrom), rostouci oblibu uzivani kontaktnich ¢ocek ¢i civilizacni
choroby (napi. cukrovka). Nejvice postizenou skupinou jsou vSak kancelaiské profese, kde
syndromem suchého oka trpi 30-60 % zaméstnanct [1]. Toto multifaktorialni onemocnéni
se projevuje nedostate¢nou tvorbou Slz nebo poskozenim slzného filmu. Svédéni, paleni
a fezani vlivem suchosti o¢i zptisobuje diskomfort, ktery vyznamné snizuje kvalitu zivota
a vede az Kkpracovni neschopnosti. V pfipadé nelééeni muze  dojit
az ke strukturdlnim zménam rohovky a omezeni ¢i ztrat€ vidéni. Jedna se tedy o zavazny
socioekonomicky problém, ktery nelze piehlizet. Problematikou suchého oka se ve svété
zabyva tada Spickovych vyzkumnych tymii a farmaceutické firmy spole¢né s vyrobci
kontaktnich ¢ocek investuji velké finanéni ¢astky do tohoto vyzkumu [2]. Lécba spociva
v aplikaci umélych slz, které nahrazuji funkci ptirozeného slzného filmu.

Umeélé slzy hydratuji o¢ni povrch, zlepSuji mazani mezi okem a vickem a zvySuji stabilitu
slzného filmu. Pfihodnych viskoelastickych a fyzikalnéchemickych vlastnosti roztoki
oc¢nich kapek je dosazeno pomoci specifickych polymert. Mezi pouzivané polymery patii
methylceluléza a jeji derivaty, polyvinylalkohol, polyethylenglykol a také kyselina
hyaluronova [3].

Vyvoj umélych slz se opird o vyzkum v oblasti aplikované biotribologie, jehoz cilem
je pomoci experimentalnich méfeni soucinitele tfeni a viskozity stanovit idedlni sloZeni
umélého slzného filmu. Touto problematikou se zabyva i tato diplomova prace, ktera je
fesena v ramci projektu TACR TREND. Cilem diplomové prace je vyvinout experimentalni
model oka a pomoci n€ho analyzovat soucinitel tfeni nejen komeréné dostupnych o¢nich
kapek, ale i nové vyvijenych derivatt kyseliny hyaluronové. Soucasti prace je i analyza
reologickych vlastnosti zminénych roztokd.

Obr. 1-1 Oko postizené syndromem suchého oka.
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2 PREHLED SOUCASNEHO STAVU POZNANI

2.1 Oko

Oko je smyslovy organ reagujici na svétlo o vinové délce 400-760 nm. Vnimani svétla
je zajisténo ty¢inkami a Cipky, coz jsou fotoreceptory ulozené v sitnici oka. Oko umoznuje
vnimat také tvar, pohyb a prostorové rozlozeni predméti. Jelikoz je oko komplikovany
smyslovy organ zaméfi se nasledujici reSerse pouze na oblasti, které se tykaji této diplomové
prace.

Rohovka (Cornea)

Rohovka je opticky prusvitna tkan, kterd ptrevadi obraz do sitnice na zadni strané oka.
Z plochy celého oka zabird rohovka pfiblizné¢ 1/6. Rohovka pfijima ziviny a kyslik
z lakrimalnich tekutin, vodnych roztokl a také z krevnich cév, které probihaji na rozmezi
rohovky a sklera. Rohovka je pfiblizné 0,5 mm silna ve stfedni oblasti a 0,7 mm
po okrajich [4].

Celkové se rohovka sklada z 5 vrstev [4]. Prvni vrstvou je rohovkovy epitel tvofeny 5—6
Z hlediska vstfebavani Iéku. Druhou vrstvou je Bowmanova membrana nachazejici se mezi
epitelem a stromou. Tteti vrstvou je stroma zaujimajici az 90 % rohovky. Stroma je tvoiena
z 85 % vodou, zajist'uje pevnost rohovky a umoziiuje jeji transparentnost. Ctvrtou vrstvou
je Descemetova membrana. Posledni vrstvou je rohovkovy endotel, ktery zajiStuje jeji
hydrataci. Skladé se z jedné vrstvy hexagonalnich bunék 5 pm vysokych a 20 pm Sirokych.

__Epithelium
[ Bowman's Layer

5 Layers .
of the Cornea -~

—Stroma

|

| _Descemet’s Membrane
5> e = Endothelium

\
U

Obr. 2-1 Schématické zobrazeni 5 vrstev nachazejicich se v rohovce [5].
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Spojivka (Conjuctiva)

Spojivka je tenkd, cévnatd mukdzni membrana, ktera lezi na vnitini stran¢ ocnich vicek
a na povrchu rohovky zapojujici se do tvorby a udrzovani prekornedlniho slzného filmu.
Tato vysoce specializovand vrstva tekutin (slzny film) kryje povrch epitelu rohovky,
spojivky a stény spojivkového vacku. Slzy jsou potiebné pro vyzivu rohovky, odstraiiovani
cizich materialti (bakterie) a mazani o¢nich vicek pro jejich snadny pohyb po o¢ni kouli [4].

Noso-lakrimalni odvodny systém

Funkci tohoto systému je odvod slz z oka a také 1€kt ze slzného filmu. Noso-lakrimalni
odvodny systém je tvofen ze tii Casti: sekre¢niho, distribuéniho a exkre¢niho systému [4].
Sekre¢ni systém se sklada ze zakladnich sekretort, které se spoustéji mrkanim a zménami
teploty z divodu vypofavani slz a reflexnich sekretord, které reaguji na fyzické nebo
emociadlni stimulace. Distribu¢ni systém se skladd z ocnich vi¢ek a slzného menisku
na okraji vicka. Tento systém pracuje na principu roztirani slz po ocnim povrchu béhem
mrkani, coz zabranuje tvorb¢ suchych mist na oku. Exkreéni systém se sklada z lakrimalniho
puncta, slzného kanalku, slzného vacku a noso-lakrimalniho kanalku (Obr. 2-2). U lidi jsou
dvé puncta vstupem slznych canalicul a jsou umistény na slzné papile. Slzy jsou z vétSiny
vstiebany muko6zni membranou, ktera spojuje slzny kanalek a slzny vacek. Jen velmi malé
mnozstvi slz dosahne oblasti nosu. Normalni prutok slz je dle studie provedené Larkem
1,5 pl/min [4].

g

Obr. 2-2 Schéma lakrimalniho systému, kde a) slzna zlaza, b) horni lakrimalni punctum, c) horni slzny kanal,
d) slzny vacek, e) spodni lakrimalni punctum, f) doIni slzny kanal, g) nosolakrimaini kanal [6].
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2.2 Slzny film

Je produkovan slznou zZldzou a rozprostiran pravideln¢ po povrchu rohovky a spojivky
pohybem vicek. Hlavnimi funkcemi slzného filmu jsou zvlh¢ovani a ochrana oka
pfed mechanickym poskozenim a bakteridlni infikaci. Slzy totiz ptisobi jako fyzikalni bariéra
pro choroboplodné zarodky. Slzny film se sklada ze tii vrstev (Obr. 2-3).

Duhovka
Rohovka
Mucinova vrstva

Vodna vrstva

Lipidova vrstva

Rohovka

Meibomské 2lazy

Obr. 2-3 Schématické zobrazeni slzného filmu [7].

Vnitfni mucinova vrstva je produkovana poharkovymi buitkami spojivky. Ze vSech tii vrstev
je nejtenci a dosahuje tloustky kolem 0,2 um [8]. Je tvotfena pfedev§im bilkovinami a cukry
a umoznuje piilnuti k povrchu oka. Vrstva bilkovin a cukrt se nazyva glykokalyx. Soucasti
glykokalyxu je i mucin MUCS5AC [9], ktery se nasledn¢ nachazi rozpustény ve vodné vrstve.
Ma velmi dobré mazaci vlastnosti a vytvari gelové struktury. Je produkovan spojivkovymi
buiikami a hraje vyznamnou roli pfi udrzovani stability slzného filmu. Muciny se také

podileji na shear thinning efektu slzného filmu a chrani oéni povrch pied zvySenym tfenim.

Stfedni vrstva je tvofena vodou, elektrolyty, enzymy a mineraly a byva oznacovana jako
vrstva vodna. Dosahuje tloustky kolem 10 um a tvoii asi 90 % slzného filmu [8].
Tvofi se Vv slznych zlazach pod hornim okrajem ocnice. Jeji funkci je zvlhéovani povrchu
oka. Mucinova a vodna vrstva byvaji nékdy spole¢né oznacovany jako muko-vodna vrstva
[9] z divodu, Ze ve vodné vrstvé jsou obsazeny rozpusténé bilkoviny a cukry a nejedna
se o striktn€¢ odd¢€lené vrstvy.

Vnéjsi lipidova vrstva je produkovana Meibomskymi Zlazkami. Ze vSech tif vrstev
je nejten¢i a dosahuje tloustky kolem 0,1 pm. Hlavni funkci je stabilizace a zabranéni
odpafovani slzného filmu zvySenim jeho povrchového napéti [8]. To je umoznéno tukovym
charakterem obsazenych latek (volné mastné kyseliny, volné lipidy).
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Slzny film vyZaduje pro svoji stabilitu vysokou viskozitu za velmi malé (az nulové) smykové
rychlosti a béhem mrkani nizkou viskozitu, aby nedochézelo k poskozeni epitelu na povrchu
rohovky. Tifanny [10] zjistil, ze viskozita nativnich lidskych slz se pohybuje v rozmezi
65,5 mPa.s za nizkych smykovych rychlosti a 10,1 mPa.s. za vysokych smykovych rychlosti.
Smykova rychlost je definovéna jako rychlost dvou vici sobé se pohybujicich objektu.
V piipad¢ oka je to rohovka a vicko, pod€lené jejich vzdalenosti, a potom plati jednotka
smykové rychlosti s*. Smykové rychlost, které jsou lidské slzy vystavovany je piiblizné
0 s u otevieného oka a typicky 1000 s b&hem mrkani [9].

Poskozeni slzného filmu je nejcastéji zptisobeno nedostatkem tekutiny ve stfedni vodné
vrstvé nebo poruchou lipidové slozky. Dochazi k poruseni ochranné funkce a oko na danou

skute¢nost reaguje zvysenou tvorbou slz.

2.3 Kontaktni CoCky

Kontaktni cocky se v posledni dobé¢ staly velmi rozsifené. Jednim z diivodii muize byt
jednoduché aplikace kontaktnich ¢ocek a okamzitd korekce zrakové vady. Oproti jinym
druhiim korekce zraku (bryle, laserova operace) se nejedna o omezujici nebo invazivni
aplikaci. Ackoliv vyvoj v této oblasti dosahl velkych pokroki, stale se nejednd o idedlni stav

a dali vyvoj je nezbytny pro eliminaci neZadoucich u¢inkd.

Poprvé byla myslenka kontaktnich ¢ocek zminéna v 19. stoleti Muellerem a Fickem [6].
Prvni PMMA ¢ocky byly pfedstaveny v prvni poloving 20. stoleti. Nasledovalo roku 1974
patentovani siloxan-metakrylatového polymeru, ktery mél oproti PMMA vyssi propustnost
pro plyny. Prvni me¢kké kontaktni ¢ocky vynalezl Otto Wichterle roku 1961 [6]. Jednalo se
0 m&kké kontaktni ¢ocky vyrobené z materialu polyHEMA (polyhydroxyethylmetakrylat).
Nasledoval dalsi vyvoj kombinaci kopolymeri jako HEMA a NVP (vinylpyrolidin)
a vznik novych ¢o¢ek majicich specialni komeréni nazvy (Etafilcon, Delafilcon apod.) [6].

Mnoho standardizovanych Gocek se V soucasnosti charakterizuje podle obsahu vody. Cocky
S vys§im obsahem vody maji vétsi pory, takZe proteiny jimi sndze prostupuji.
U cocek s mensSim obsahem vody jsou pdéry mensi a dochazi ke kumulaci proteinti
na povrchu ¢ocky. Jelikoz struktura proteint je typicky 3D, maji proteiny tendenci ztracet
svou strukturu pii vystaveni hydrofobnimu povrchu. Pokud se proteiny nedokazi znovu
slozit do ptivodni struktury, tak tyto rozvolnéné (¢i denaturované) proteiny mohou spustit
imunitni reakci a vznik infekce. Snizeni mnozstvi proteinti na povrchu ¢ocky se tedy stava
klicovym faktorem pro vyrobce cocek. Jednou z moznych metod feSeni je €iSténi povrchu
cocek specialnim roztokem, ktery obsahuje Cistici ¢inidlo [11].
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2.3.1 Materialy kontaktnich oCek

Vzhledem ke svému rozmachu bylo potieba vyrobu kontaktnich Co¢ek standardizovat
a aktualné jsou materialy pro mékké kontaktni ¢ocky fizeny normou ISO 18369-1:2017 [12].

Hydrofilni materialy

Hydrofilni materialy kontaktnich ¢ocek jsou vyrabény pouzitim riznych monomert. Tyto
monomery maji dialezitou roli zhlediska obsahu vody, propustnosti kysliku,
biokompatibility, pevnosti a pruznosti a mechanické stability [6]. Vyroba ¢ocek probiha
polymerizaci, kdy jsou monomery svazany dohromady pomoci termalnich
nebo katalytickych procest. Kontrola teploty béhem vyroby je dulezita z divodu vnitiniho
napéti materialu. Pokud ma hydrofilni ¢ocka vnitini napéti, dojde pii kontaktu s vodou K jeji
deformaci.

Mnoho standardnich ¢o¢ek se charakterizuje podilem vody. Propustnost kysliku (Dk)
hydrofilnich materialti kontaktnich ¢ocek bez obsahu silikonu je funkci obsahu vody
specifického materialu. VéEtsina konvenénich hydrogeltt ma Dk 10-35 [6].

Silikonové elastomery

Jelikoz byla propustnost kysliku u hydrofilnich coc¢ek limitovana pokusily se spole¢nosti
Toyo, Bausch a Lomb a Dow Chemical pouzit silikonové elastomery [6]. Hlavni vyhodou
téchto elastomert byla vysokd propustnost kysliku, nicméné elastomery byly znacné
hydrofobni. Bylo tedy potieba povrch kontaktnich ¢oc¢ek hydrofilizovat, pficemz ale doslo
ke snizeni propustnosti kysliku a material ztratil svou hlavni vyhodu [6]. Vzhledem k tomu
byly Cocky komeréné dostupné jen omezenou dobu.

Silikon-hydrogely

Kombinaci silikonovych elastomert a hydrogelu ptedstavil poprvé Bowden roku 1999 [6].
Bowden daval vkladal do toho materidlu velké ambice, jelikoz véfil, Ze mize spliiovat
vSechny dtilezitd kritéria. Prvotni vyroba téchto Cocek probihala odlévanim, nicméné
nejednalo se o nejleps§i moznost vyroby. Zména nastala roku 2008, kdy firma Contamac
zacCala vyrabét tyto cocky pomoci obrabéni [6]. Vyhodou obrabéni byl fakt, Ze jiz nebylo
nutné povrch cocek dale upravovat. U odlévanych cocek byla nutna dalsi tprava
pro dosazeni optimalni hydratace.

Avsak stale je prostor pro vylepSovani vlastnosti téchto materialti. ZlepSenim povrchu ¢oc¢ek
se zabyvali Keir a Jones [13], ktefi navrhli n€kolik metod. Mezi tyto metody miZeme
zatadit:

20



= povlakovani plazmou s velkym refrak¢nim indexem

= oxidaci plazmou za vzniku hydrofilnich kfemicitant

= nanoskelné technologie

= vysokomolekularni zvlh¢ovaci pfipravky na bazi polyvinylpyrolidinu, které zevnitf
zvlhcuji povrch Cocky

= patentovand MeniSilk technologie, kterou kontaktni co¢ky ziskavaji hydrofilni
vlastnosti potfebné pro zajisténi komfortu

2.4 Syndrom suchého oka

Onemocnéni charakterizované ocnimi symptomy a zménou o¢niho povrchu, které jsou
vyvolany nestabilitou slzného filmu nebo jeho hyperosmolaritou [8]. Vznika tedy z divodu
snizeného zvlh¢ovani povrchu oka. Jako pti¢iny vzniku byvaji ozna¢ovany vlivy zivotniho
prostiedi (vyfukové plyny, ozon, suchy vzduch z vytadpéni, vitr), Spatnd zivotosprava
(koufeni) nebo dlouhodoba prace na pocitaci, tabletu ¢i mobilu [2]. Dlouhodobé pouzivani
multimedialnich zatizeni vede ke snizeni frekvence mrkani a ,,suchym‘ o¢im. Bylo zjisténo,
ze nékteré nemoci (cukrovka, chronicka revmatitida) a uzivani nékterych 1¢kti (hormondlni
antikoncepce, antihistaminika, antidepresiva) muze mit vliv na vznik a pribéh syndromu
suché¢ho oka. Syndrom suchého oka se projevuje palenim, fezanim, zhorSenim zraku
nebo pocitem ciziho téliska ¢i pisku v oku [2]. V roce 2007 byla ptedstavena klasifikace
syndromu suchého oka pracovni skupinou DEWS (Dry Eye WorkShop). Dle miry postizeni
se rozliSuji 4 stupné, od subjektivnich bez poskozeni o¢niho povrchu az po tézkéa poskozeni
o¢niho povrchu [8].

Syndrom suchého oka méni reologii slz [9]. Vlivem zanétu epitelovych bunék dochazi
k poskozeni produkce a efektivity mucini. Ovlivnéni koncentrace a molekulové hmotnosti
mucindt MUCS5AC a MUC16 vede ke snizeni efektivity mazani slzného filmu. Pfi nadbytku
mucinu narusta viskozita a dochdzi k rozmazanému vidéni. V opa¢ném piipadé je mazani
nedostatecné. Spole¢né se zdnétem tkani a zménou struktury mucinli se objevuje zvysené
tteni. PoSkozeny slzny film nedokaZe zadrZovat vodu, a to vlivem naruSeni mucint, které

ztraci schopnost vazat vodu [9].

2.4.1 CLADE

Problematikou mechanismu onemocnéni suchého oka s ohledem na uzivani kontaktnich
cocek (CLADE) se velmi podrobné zabyva studie Takashi Kojimy [14].
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CLADE je zde popisovan jako multifaktorialni onemocnéni projevujici Se mnoha piiznaky
napf. pocitem ciziho télesa, suchosti, tlakem v oku a rozmazanym vidénim. Diskomfort
na konci dne je také typickym piiznakem CLADE a pfiznaky jsou horsi vecer/v noci nez
béhem dne. Toto je zplisobeno porusenim povrchu oka vlivem déletrvajici suchosti nebo
praci s VDT (visual display terminal). Zaroven bylo zjisténo, Ze dochazi ke zhorSeni ostrosti
vidéni a vlivem brzkého rozpadu slzného filmu vznika naptiklad astigmatismus. Tyto zmény

kvality vidéni vedou Ke snizeni funkce zraku jako celku.

Meibomské Zlazy hraji klicovou roli v udrzovani zdravého slzného filmu pomoci tvorby
lipidové vrstvy slzného filmu. Lipidova vrstva stabilizuje slzny film a zabraiiuje odparovani
vodnych komponent a snizuje povrchové napéti slzného filmu. Zde se Kojima odkazuje
na studii Arity, ktery ukazal zvySeni produkce meimbomskych Z14z u uzivatel kontaktnich
cocek. Detailni mechanismus vSak neni dosud znam, ale existuji dvé moznosti. Jednou
je nepfimy mechanismus vysvétleny snizenim objemu vodné ¢asti v oblasti pred kontaktni
¢ockou. Druhou je pfimy mechanismus, ktery je vysvétlen pfimou mechanickou stimulaci

meibomskych 714z kontaktni coCkou.

Kojima naznacuje, Ze vlastnosti kontaktnich ¢ocek mohou ovliviiovat CLADE.
Jako rizikové faktory dale udava obsah vody, vlastnosti povrchu, modul pruznosti E a design

hran kontaktnich ¢ocek.

Vliv tfeni mezi kontaktni ¢o¢kou a spojivkou mize zplsobit zanét na povrchu oka. Tyto
zmény mohou vést k podrazdéni bunék ucastnicich se na zanétlivé reakci, které nasledné
zpusobi sekreci cytokini zanétu a matrixu metaloproteazy (MMPs). Cytokiny zanétu
spole¢n¢ s MMPs mohou zpusobit poskozeni epitelu povrchu oka a naslednou nestabilitu
slzného filmu.

2.4.2 LécCba syndromu suchého oka pomoci umélych siz

Umeélé slzy nahrazuji vodnou sloZku slzného filmu. Jejich zdkladem jsou derivaty ptirodnich
polymerti (celuléza) a syntetickych polymerti (polyvinylové a polyvinylalkoholové).
Pouzivaji se predev§im pro lécbu leh¢ich pribehti onemocnéni (prvni a druhy stupeii)
a prizpusobuji se kazdému pacientovi zvlast. Pro prvni stupenn onemocnéni se mohou uzivat
slzy s konzerva¢nimi latkami (benzalkonium chlorid, thiomersal), ale jen po omezenou dobu
(4 tydny) z divodu mozné toxicity pro tkan€ rohovky a spojivky. V ptipad¢ druhého stupné
uz se preferuji slzy bez konzervacénich latek, z divodu castéjsi aplikace. Voli se umélé slzy
s vyssi viskozitou obsahujici soli kyseliny hyaluronové [8].
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Obr. 2-4 Ukazka spravné aplikace o¢nich kapek [4].

Aktualné je nejrozsifenéjsi 1écbou pouziti ocnich kapek na bazi polyvinyl alkoholu,
polyvidonu, hydroxypropyl guaru, celuldzy a kyseliny hyaluronové [15]. Tyto polymery
zlepsuji stabilitu slzného filmu, snizuji napéti na povrchu oka a zlepSuji kvalitu o¢niho
povrchu. Pfipravky umélych slz se také cCasto zaméfuji na napodobeni osmolarity
ptirozenych slz (ktera je pfiblizn€ 304 mOsm/l nebo 304 mOsm/kg), jelikoZ hyperosmolarita
(zkoncetrovani tekutiny) slz je jednim z faktord zpasobujicich zanét a zhorSuje stabilitu
slzného filmu. Nékteré pripravky umélych slz maji specidlni slozeni, aby byly hypotonické
(napt. Hybak, Thealoz Duo a Thealoz Duo gel). Tim brani rozvoji hyperosmolarity slzného
filmu u pacientti se suchym okem. Dalsi slozkou umélych slz jsou elektrolyty, zejména
NaCl, ptidavané pro zvysSeni tonicity. Krom¢ elektrolytd 1ze pro dosazeni tonicity pouzit
také organické osmolyty jako je glycerin, polyoly nebo aminokyseliny. U organickych
osmolytl bylo prokazano, ze maji protizanétlivé ti¢inky na rizné typy bun¢k [16].

Jednou z nejbézngjsich forem aplikace umélych slz jsou o¢ni kapky, které se aplikuji
na spodni vi¢ko (obr. 2-4). Kapky jsou pak snadno vstfebany pomoci reflexu mrkani.
Prekornealni oblast poté dosahne normalniho objemu okolo 7 pl. Uginna latka vstupuje
do rohovky prostiednictvim pasivni difuze [4].

V soucasnosti existuje velké mnozstvi forem 1kt pouzivanych pro 1é¢bu oka, nicméné stale
okolo 70 % je ve formé o¢nich kapek [4]. O¢ni kapky si uchovavaji svou oblibenost z diivodu
ceny, komfortu, u¢innosti a stability. Umél¢ slzy se ale mohou také pouZivat ve formé gela
a masti (derivaty retinolu, karbomeru a kyseliny hyaluronové) [8].
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2.5 Kyselina hyaluronova

Kyselina hyaluronova (KH) je pfirozen¢ se objevujici glykosaminoglykanovy polymer
tvofeny opakujicimi se disacharidy D-glukoronikové kyseliny a N-acetyl-D-glukosaminy
spojenymi pomoci glukoronidovych B (1->3) vazeb [15]. V lidském téle vazicim 70 kg je
ptiblizné 15 g KH nachézejici se v synovialni kapaling, sklivci oka, srde¢nich chlopnich, ale
také v kizi a skeletalnich tkanich [15]. Kyselina hyaluronova vykazuje viskoelastické
vlastnosti, které umoziuji mazat o¢ni povrch a zaroven snizovat tieni béhem cyklu mrkani.
Ma také schopnost vazat vodu a jeji dobré mazaci vlastnosti se vyuzivaji pro 1é¢bu syndromu

w1

kyseliny hyaluronové oproti dal$im polymertim.

2.5.1 Mukoadhezivita kyseliny hyaluronové

Mukoadheze je definovana jako piilnavost dvou povrchil, kdy jednim z nich je mukdzni
membrana [17]. Mukoadhezivita umoziuje uvoliovani aktivni 1éCivé latky blizko mista
jejiho ptisobeni (tedy rohovka). Mukoadheze se projevuje ve dvou krocich. Prvnim krokem
je prunik a provdzani mukoadhezivniho polymeru jeho funkénimi skupinami jako jsou
naptiklad hydroxylova (-OH), karboxylova (-COOH), amidova (-NH2) nebo sulfatova
(-SO4H) s mucinovymi fetézci. Druhym krokem je vytvofeni vodikovych vazeb mezi

mukoadhezivnim polymerem a mucinovymi fetézci.

Ve chvili, kdy dojde k zaclenéni mukoadhezivnich polymert do gelové nebo mukézni
vrstvy, dochazi ke zvySeni odolnosti gelu proti deformaci a posileni této vrstvy. Flexibilita
polymerovych fetézcl je dilezita pro prvni fazi, kde dochazi ke spojeni a zapleteni
se s mucinovymi fetézci, aby bylo mozné nasledné vytvoreni vodikovych vazeb mezi témito
fetézci [17, 18]. Mukoadhezivni polymery tedy slouzi jako ,,nosice aktivni 1é¢ivé latky,
ale mohou také slouZit pro ochranu a kryti poskozenich tkani ¢i jako maziva v zavislosti

na svych charakteristikach [9].

Na o¢nim povrchu se mukoadheze vztahuje na interakci mezi muciny a muko-vodnou
vrstvou slzného filmu, stejné jako na membranoveé vazané muciny glykokalyxu apikalnich
epitelovych bunék. Kyselina hyaluronova je vysoce flexibilni polyanion schopny se dobte
splétat, vazat se s molekulami mucinu na o¢nim povrchu. Graca a jeji kolegové shrnuli
in vitro metody pro vyhodnoceni mukoadhezivnich vlastnosti u oftalmologickych ptipravka
na bazi kyseliny hyaluronové [19]. Navrhnuli rozliSovat rozdil mezi viskozitou roztokt
obsahujiciho jak mucin, kyselinu hyaluronovou a jejich smési. Tento pfistup je vyuzivan
V této praci.
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2.6 Analyza veédeckych publikaci

V této kapitole jsou rozebrany védecké Clanky. V uvodu je detailn€ popsana tribologie oka
dalezitd pro pochopeni celého problému. Nasleduji reologické, klinické, numerické
a experimentalni studie zabyvajici se pfevazné ocnimi kapkami na bazi kyseliny

hyaluronové a métenim soucinitele tfeni u kontaktnich ¢ocek ¢i ptfimo rohovky.

2.6.1 Tribologie oka

Tribologicky systém je definovan jako dva vzajemné se pohybujici ¢leny, jejichZ kontaktni
plochy jsou mazany z ditvodu sniZeni tfeni. Pro oko plati, Ze béhem procesu mrkéni jsou
vzajemné pusobicimi Eleny stérace o¢niho vicka (horni a dolni) a rohovka. Mazani je
zajisténo piitomnosti slzného filmu. Pti pouziti kontaktnich ¢ocek se pocet tribologickych
¢lenti navysuje o pfedni a zadni stranu kontaktni ¢ocky. U mékkych kontaktnich ¢ocek se
navic k t€émto vS§em ¢lentim piipojuje jeste Cast spojivky [20].

Autori studie [20] tvrdi, Ze pfii tribologili mrkani nemize byt brana v potaz klasicka
Stribeckova ktivka. Divodem je pfitomnost glykokalyxu a mucind tvoficich kartackové
struktury. Hydrofilni kartacky snizuji soucinitel tfeni i v mezném rezimu, a to az na Groven
rezimu hydrodynamického. Kromé kartdckt je tribologicky model oka ovlivnén jesté
kontaktnim tlakem, rychlosti mrkéani, drsnosti a strukturou povrchu. DalSimi dilezitymi
parametry jsou materialové charakteristiky jako modul pruznosti E (tkdn¢€ a kontaktni ocky)
a slozeni slzného filmu, ktery ma vliv na viskozitu a tloustku slzného filmu.

U pacientil se syndromem suchého oka se ptfedpoklada, Ze mucinova vrstva a glykokalyxoveé
kartacky jsou ponic¢eny, méné zhustény, mén¢ hydratovany, v tenci vrstvé nebo Uplné chybi.
To vede ke zvySeni soucinitele tfeni béhem malych rychlosti mrkani. Navic zvySenou

viskozitou dojde ke zvySeni hydrodynamického tlaku za vy$s$i rychlosti,
jak ukazuje Obr. 2-5.
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Obr. 2-5 Stribeckova kfivka zobrazujici vyvoj souginitele tfeni u zdravych jedincl (zelena kfivka) a u pacientt
trpicich syndromem suchého oka (€ervena krivka) [20].
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Autofi této studie definovali 7 hlavnich parametrti ovliviiujicich tribologii oka, které budou
probrany dale.

1) Viskozita slzného filmu

U tekutin majicich newtonské charakteristiky se pfedpoklada se zvySenim rychlosti
pfitomnost homogenniho mazaciho filmu, ktery méa dostate¢nou tloustku, aby oddé¢loval
kontaktni dvojici. Pokud toto nastane, tak se soucinitel tfeni stava zavisly na viskozité

maziva. Zvyseni rychlosti vede ke zvySeni soucinitele tfeni z diivodu viskozity.

Slzny film ma vSak ne-newtonské charakteristiky a je oznaCovan jako shear thinning
kapalina. V zavislosti na tomto je viskozita slzného filmu nejvyssi pii malych rychlostech,
coz se projevuje béhem oteviené faze oka. Pii pohybu o¢niho vicka béhem mrkani se snizuje

viskozita, aby se zabranilo poskozeni o¢niho povrchu.

Pacienti se syndromem suchého oka maji jiné slozeni a jinou viskozitu slzného filmu. Autofi
hlasi viskozitu az 3x vétsi nez u zdravych subjektli. Navic se u téchto pacientli objevuje
vétsi teplotni nestabilita. Z téchto divodi mize slzny film pii nizsich teplotach na povrchu
oka vykazovat vysSi viskozitu. Ve vysledku se mize viskdézni kapalinové mazani

pravdépodobné zvySovat az do hodnot vyssich, nez je komfortni pro o€ni povrch.
2) Tlak a modul pruznosti E o¢niho vicka

Zvyseni tlaku je spojeno se zvySovanim tfeni mezi kontaktni dvojici. Tlak mazaciho filmu
v této aplikaci pfiliS neovliviluje viskozitu maziva, ale méni tvar povrchu specialné
u materialti s nizkym E. Tato deformace kontaktnich materiald vede k vytlaceni materialu.
Pti malém modulu E kontaktni dvojice a s vétSim polomérem stérace vicka se objevuje vyssi
mezné mazani a zpozdény nastup plné kapalinového reZzimu. Autoti predpokladaji, Ze pokud
tlak vicka tolik neovliviiuje tieni béhem mrkani, tak modul pruznosti E zcela jisté ano.

3) Geometrie stérace o¢niho vicka

Rychly nastup pfemény na plné kapalinovy rezim mizZe byt dilezity s ohledem na vyhnuti
se opotiebeni béhem mrkéni. Toto miZe zalezet na geometrii stérace o¢niho vicka. Spravna
pozice a profil kontaktni dvojice jsou nezbytné pii zméné¢ z mezného stavu mazéani

do hydrodynamického stavu mazani a jsou intenzivné feSeny soucasnym vyzkumem.

Autofi se dale odkazuji na hydrodynamicky model Jonese, podle kterého se horni vicko
nepatrné odchlipuje od rohovky beéhem procesu mrkani, coz nasledné bylo potvrzeno i dalsi
studii [21]. Odchlipovani kontaktni cocky od povrchu bylo pozorovano minimalné
vrozmezi 1 um. VySe uvedené souvisi s geometrii stérace vicka, kdy je radius méné
zakiiveny na zacatku mrkéni.

26



4) Rychlost mrkani

Rychlost mrkani je dtlezitd pro oddé€leni stérace ocniho vicka od kontaktni dvojice
a pro produkci hydrodynamického mazaciho filmu. ZvySeni rychlosti vede ke zmeéné
mezného rezimu na plné kapalinovy a je mozné, Ze rychlost se li§i u symptomatickych
a asymptomatickych pacientd. Dal§i vyzkum se zaméfuje na vztah mezi rychlosti mrkani
a trenim. Autofi soucasné uvadéji, ze neni zndma rychlost mrkani u pacientti se syndromem

suchého oka.
5) Drsnost povrchu a jeho texturovani

Obecn¢ plati, ze minimalni tlouStka mazaciho filmu pottebna pro pln¢ kapalinové mazani
zavisi na drsnosti povrchu a to tak, ze mazaci film musi byt vyssi, nez jsou drsnosti povrchti
kontaktni dvojice. Sou¢asné hodnoty drsnosti povrchu rohovky, spojivky a stérac¢e ocniho
vicka nejsou znadmy, nicméné autoii oznacuji jejich drsnost vys$i nez 0,7 pm
za nepravdépodobnou. Navic pfitomnost membranovych mucint (glykokalyx) snizuje
drsnost povrchu rohovky a stérate vicka, coz vede k nizkému brush-to-brush tfeni
1 za malych rychlosti.

Mikrostruktury jsou ve strojirenstvi pouzivany pro zlepSeni mazani mezi kontaktni dvojici
oddélenou mazivem. V lidském tcle jsou rohovka a spojivka pokryty specidlnimi
strukturami  nazyvanymi microvilli a microplicae, které vytvafeji podobny
mikro-texturovany povrch. Povrch obou organt je také navic pokryty glykokalyxem.

Zména slzného filmu spole¢né se zménou microvilli a microplicae u pacientli se syndromem
suchého oka vede ke zméné ptirozenych mikrotextur a glykokalyxu. Zménou tohoto dochazi
ke zméné tribologického systému spontanniho mrkéni. Zhrouceni kartacki muize vést
ke zvySeni tfeni za malych rychlosti, coZ mize branit pfeméné na hydrodynamicky rezim

mazani.
6) Tloust’ka maziva

Tloustka slzného filmu se li§i u pacientii se syndromem suchého oka a zdravych jedincii.
Normalni tloust’ka filmu je 3 um, zatimco u pacientl se syndromem suchého oka je to okolo
2 um. Tloustka filmu také znacné roste béhem zaviraci faze mrkani z divodu malého otvoru
mezi vicky. Tloustka hydrodynamického slzného filmu je v rozmezi 0,1-2 pm, v zévislosti
na drsnosti povrchu. SmiSeny rezim mazani se miiZze objevit v piipad€ velmi tenkého slzného

filmu v kombinaci se zvySenou drsnosti povrchu a rozpadlymi kartacky.

Po mrknuti se centralni slzny film zna¢né¢ ztenci, zatimco se zvysi jeho tloustka v slzném
rezervoaru slzného vacku. Navic u pacientl se syndromem suchého oka je narusena stabilita
slzného filmu. Pacienti sice mohou mrknout pted rozpadem slzného filmu, ale tento slzny
film je pied dal$im cyklem mrkani velmi tenky, a tedy nedostate¢ny pro oddéleni kontaktni
dvojice.
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7) Kontaktni ¢o¢ky

Soucinitel tfeni u prvni generace mekkych silikon-hydrogelovych cocek byl znacné vyssi
nez u rohovky. Pozd¢ji byly vyvinuty nové materidly majici mensi soucinitel tfeni, ktery,
jak se ukazalo, koreluje s komfortem. Tyto ¢ocky majici nizky soucinitel tfeni obsahuji
vysoky obsah vody (napt. Delafilcon A) nebo obsahuji zvlhéujici prvky jako
polyvinylpyrolidin (PVP) nebo polyvinylalkohol (PVA).

Autofi uvadéji, ze soulinitel tfeni (in vitro) béhem mazani je potencialné ovlivnén posuvnou

rychlosti, normalovou silou a viskozitou roztoku.

Pro zajisténi méfeni brush-to-brush tfeni materialu Cofek musi byt posuvna rychlost
pii experimentu velmi nizka (0,1 mm/s), jelikoz uz pii rychlosti 0,3 mm/s se povrchové
vlastnosti kontaktni dvojice (CoCka-stéraC) stavaji méné dulezité z hlediska tfeni
a opotiebeni. Dokonce ¢ocky s malym soucinitelem tieni vykazuji hydrofilni povrchovy
kartacek, ktery napodobuje brush-to-brush tieni u zdravych jedinci (bez kontaktnich cocek).
Nicmén¢ u Cocek s vyssim soucinitelem tieni bude jejich povrch ovliviiovat soucinitel tieni
na pocatku cyklu mrkani. Soucinitel tfeni bude jest¢ vySsi u nositeld kontaktnich cocek
trpicich syndromem suchého oka. V takovém ptipadé budou muciny na stéraci vicka zaporné
nabity a nebude spravné vytvoren kartd€ek na obou povrSich kontaktni dvojice

(CocCka-stérac). To vede ke zvySeni tieni za malych rychlosti.
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Obr. 2-6 Graf ukazujici vliv soucinitele tfeni u uzivatelt kontaktnich ocek (s malym i vy$$im soucinitelem
tfeni) a s normalnimi i zborcenymi kartacky [20].
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Vliv souéinitele tieni u uZivateli kontaktnich ¢oéek je popsan na Obr. 2-6. Cervena kiivka
(A) ukazuje nejvyssi soucinitel tieni za malych rychlosti u pacientl se syndromem suchého
oka, ktefi nosi Gocky majici vy$si soudinitel tieni, Zluta ¢arkovana kiivka (B) popisuje
zvySeny soucinitel tfeni za malych rychlosti u zdravého slzného filmu a kontaktnich ¢ocek
majicich vys$sim soucinitelem tfeni, Oranzova ¢arkovana ktivka (C) znac¢i zvyseny soucinitel
tteni za malych rychlosti u pacientli se syndromem suchého oka pouzivajicich Cocky
s malym soucCinitelem tfeni. Zde vznikaji velké smykové sily za zvySené rychlosti z divodu
vysoké viskozity slzného filmu. Zelena ktivka (D) znaci nejnizsi soucinitel tieni za malych
rychlosti ve zdravém slzném filmu a u osob pouzivajicich cocky s malym soucinitelem tfeni
Malé smykové sily za vysoké rychlosti jsou z diivodu malé viskozity a nenewtonskych
vlastnosti slzného filmu.

Tloustka slzného filmu nachazejiciho se ptred ¢ofkou je 3 um u jedinct bez syndromu
suchého oka. Tato tloustka slzného filmu je stejna také u 0sob, které nenosi kontaktni ¢ocky.
Z toho divodu muze byt uvazovan stejny mechanismus vyhodnoceni pro obé vyse
jmenované skupiny.

U pacientid se syndromem suchého oka je predpokladano, Ze dochdzi ke zvySeni tfeni
a opotiebeni z divodu chybéjicich ptirozenych kartacki a dalsiho ztenovani slzného filmu
zpusobeného ptitomnosti kontaktni ¢o¢ky. Pro zamezeni tohoto negativniho jevu je potieba
vyrobit ¢oc¢ky s obsahem husté rozmisténych polymerovych kartackti schopnych odolavat
vysokému kontaktnimu tlaku. Tohoto mlze byt dosazeno pouzitim ve vodé-rozpustnych
povrchovych kartacka definovanych jako zvlh¢ujici prvky. Pouziti takového hydrofilniho
materidlu mize vysvétlovat, pro¢ studie oznacuji miru hydratace jako korelujici parametr
s komfortem.

2.6.2 Reologie a mukoadhezivita slz

Graca [19] testovala nativni kyseliny hyaluronové o vysoké molekularni hmotnosti
(1,8-2,2 MDa) v koncentracich 0,15 a 0,3%. Vyzkumnici popisuji vlastnosti
vysokomolekulové kyseliny hyaluronové jako podobné mucinim, hlavné z hlediska
viskoelasticity a biofyzikdlnich vlastnosti. To ma blahodarné uc¢inky na vznik a dlouhé
udrzeni hydratace a casu plsobeni, dosazenim vyhovujictho mazani o¢niho povrchu.
Nicméné cilem prace bylo studium mukoadhezivity ptipravki o¢nich kapek obsahujicich
kyselinu hyaluronovou a validovat in vitro metody pro budouci zkoumani mukoadhezivity.

Vysledky mukoadhezivnich testi ukazuji na interakce mezi Kyselinou hyaluronovou
a mucinu, a to siln&j$i u vzorku s vyssi koncentraci rozpusténého polymeru (0,3 %). ZvySena
viskozita po pfidani mucinu a neménnd struktura fetézce v prib&hu casu jsou ukazatelé
stability spojeni kyseliny hyaluronové a mucinu, ktera zajistuje delsi ptisobeni léku na
povrchu rohovky a tim u¢inné;jsi 1écbu.
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Salzillo [22] ve své praci testovala reologické a hydrodynamické vlastnosti komerénich
ocnich kapek a vzorka s kyselinou hyaluronovou. Pro viskozitni testovani byly vybrany
vzorky HA1100, HA800, HAS500 a HA250 o rtznych koncentracich. Jak je ukazano
na Obr. 2-7, nezavisle na délce fetézce, viskozita exponencialné rostla s koncentraci. Tento
jev byl jesté vice patrny S rostouci molekulovou hmotnosti vzorku. Toto je v souladu
s vysoce Viskdznimi vlastnostmi kyseliny hyaluronové, které jsou hlavné z divodu slozitych
fyzikalnich vazeb mezi polymernimi fetézci, jenz se projevuji pritomnosti dlouhych fetézct
a/nebo vyssich koncentraci.
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Obr. 2-7 Viskozita v bodé 0 pro jednotlivé vzorky HA v zavislosti na jejich MW a koncentraci [22].

Salzillo namétila viskozitni kiivky vybranych piipravkt a nejlepsiho vzorku na trhu (Blugel)
(Obr. 2-8) pro lepsi porovnani viskozity zavislé na smykové rychlosti. Slozeni HA1100
a Blugelu bylo natolik podobné, Ze bylo vyzkumniky oznaceno az za ekvivalentni. Z toho
divodu bylo o¢ekavana podobna viskozitni charakteristika. Pii zvazovani dalSich sloZeni je
viditelné, ze ackoliv maji stejné hodnoty v bodé 0, chovaji se odlisné¢ za vysokych
smykovych rychlosti. Nicméné ¢im se snizuje molekulovd hmotnost vzorku, tim dochézi
k mensim zmé&nam ve viskozité v prubéhu ptisobeni smykovych rychlosti. Patrné to mize
byt u HAS00, ktera si udrZzuje konstantni viskozitu pod riznymi podminkami. Proto
dochazelo k pripadim, kdy za vysokych smykovych rychlosti, byla molekulova hmotnost
inverzni viskozité roztok.
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Obr. 2-8 Viskozitni kfivky pro vybrané roztoky HA a kapky Blugel [22].

Za malych smykovych rychlosti dosahovala nejvyssiho mukoadhezivniho indexu HA1100,
poté nasledovala HA800, HAS500 a HA250. Pro vsechny ptipravky platilo,
7e mukoadhezivita se sniZovala se vzristajici smykovou rychlosti (Obr. 2-9). Cim vyssi
byla molekulova hmotnost, tim byl tento jev znateln&jsi. Vysledkem méfeni je fakt,
7e HA1100 je nejvice mukoadhezivnim roztokem az do hodnoty smykové rychlosti 60 s,
potom se stavaji mukoadhezivni indexy podobné.
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Obr. 2-9 Mukoadhezivni index jako funkce smykové rychlosti u méfenych vzorkl KH [22].
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2.6.3 Klinické studie

Aragona [16] pfi svych studiich testoval 18 komer¢né dostupnych kapek. Primérna
molekulova hmotnost a polydispersni index (PDI) jejich polymert byly méfeny rozptylem
svétla na chromatografu s vicendsobnym rozpadem svétla a detektory refrakéniho rozpadu.

Vzorky ocnich kapek byly fedény v poméru 1:3 (v/v) standardnim fosfatovym pufrem
filtrovanym 0,45 pum silnou proteinovou membranou a oddélenych na velikostné rozliSenych
sloupcich (300 mm dlouhé, 7,8 mm vnitini primér). Referenci pro molekulové hmotnosti
a PDI byl albumin z hovéziho séra. Sest testovanych produktl (Artelac Rebalance, Blink
intensive Tears, Optive Fusion, Systane Hydration, a Thealoz Duo Gel) obsahovaly navic
dalsi polymery a byly analyzovany pfed a po méteni hyaluroniddzou za podminek pro 1 mg
kyseliny hyaluronové, 37 °C, 2 hodiny, 60 otacek/min v kombinaci orbitalni/linearni vibrace
ve vodni lazni pro ziskani jejich molekulové hmotnosti. Hylo-Parin nevyzadoval proces
hyaluronidazy, protoze heparinovy kopolymer nijak vyrazné neovliviioval molekulovou
hmotnost. Obr. 2-10 ukazuje molekulové hmotnosti podle analyzy hmotnostniho zlomku
u pripravkll obsahujicich vysoké (> 1000 kDa), stfedni (500-1000 kDa) a nizké
(<500 kDa) molekulové hmotnosti kyseliny hyaluronové. Spole¢né s analyzou molekularni

hmotnosti byla méfena také osmolarita a reologické vlastnosti kapek.
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Obr. 2-10 Vysledky analyzy MH u o¢nich kapek na bazi kyseliny hyaluronové [16].
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Dalsi klinické studie shrnul ve své praci Huynh [15]. Prvni jmenovana studie [23]
se zaméfila na porovnani 0,1 % roztoku KH versus 0,5 % karboxymethylcelulozy (CMC)
u pacienti se suchym okem. Cekové se vyzkumu zucastnilo 80 pacientd. Pacienti
si aplikovali 1 kapku tfikrat denné. Vysledky ukazaly, ze vyssi komfort ohlasila kontrolni
skupina pouzivajici kapky s KH. Pacienti byli kontrolovani po 35 a 84 dnech métenim zakalu
na povrchu oka. U obou 1é¢eb doslo ke snizeni zakalu na o¢nim povrchu. Po 35 dnech bylo
snizeni 0 47,7 % u KH a 0 41,2 % u CMC. Po 84 dnech vyslo najevo, ze KH je efektivngjsi
pfi sniZovani o¢ni skvrnitosti (65,4 % redukce vs 56,4 %). Autofi se pti hodnoceni této studie
odkazuji na fakt, ze KH se pfirozené nachazi v slzach a ma skvélé zvlh¢ovaci schopnosti
a mukoadhezivni vlastnosti. O¢ekavané nepiiznivé ucinky KH jsou tedy malé. Studie
prokazala, ze KH byla dobfe hodnocena pacienty a preferovana oproti CMC. Vyhodnoceni
kvality oc¢niho povrchu navic ukazalo pozitivni biologicky efekt na rohovku
a spojivku, jelikoz zde bylo méné skvrn na konci experimentu.

Druha studie [24] testovala 0,1 % roztok vysokomolekulové KH. Celkové bylo
do experimentu zapojeno 70 pacientii vybranych dle kritérii vySe. Pacienti byli rozdé€leni
na dvé skupiny, z nichz jedna pouzivala 0,1 % KH a druha 0,9% solny roztok. Kapky byly
uzivany 3—4x denné po 1-2 kapkach. Terapie trvala 28 dni. Efektivnost kapek byla nasledné
zjiStovana Schirmerovym testem, Rose Bengal testem a dotaznikem preferenci u pacientt.
Studie sesbirala subjektivni i objektivni data, nicméné obé skupiny hovoftily ve prospéch
KH. Schirmertv test ukazal velké rozdily mezi KH a solnym roztokem, kde KH prokazovala
vys$i Cetnost slz oproti kapkdm solného roztoku. Rose Bengal test prokazal, ze KH ma
vyrazngj§i benefit na povrchu oka. Z hlediska hodnoceni pacientti byly KH vice preferovany.
Ulevu od paleni hlasilo 42 % uzivatelit KH oproti 25 % solného roztoku. Pfi fezani v oku
pocitovalo tlevu 49 % uzivatelit KH oproti 31 % uZzivajicich solny roztok.

Vznikla hypotéza, Ze ic¢innost KH je zplisobena jeji pfitomnosti v slzach a jeji koncentrace
se zvySuje pii poskozeni o¢niho povrchu a béhem léCeni rohovky. KH mize pomahat
pii zlepSovani stability slzného filmu. Vysledky Schirmerova testu ukazuji, ze schopnost KH

vazat vodu vede ke zvyseni zvlh¢ovani a snizovani vyparu slz.

33



Posledni jmenovana studie [25] testovala rozdilné kapky s KH pro 1é¢bu syndromu suchého
oka. Koncentrace kapek byly 0,1, 0,18 a 0,3 % KH a testovany byly na mysich. Studie
pouzivala podkozni injekce scopolamine hydrobromidu (rostlinny alkaloid) 4x denn¢
a vytvarela suché prosttedi pomoci ofuku vzduchem pro navozeni suchého oka. V této studii
bylo 5 testovanych skupin, 1x bez jakychkoliv kapek, 1x se solnym roztokem a poté 0,1%,
0,18% a 0,3% kapky s obsahem KH. Vsem subjektim byly podavany 2 pl o¢nich kapek
4x denné. Primarni ucinost byla ziskdna ¢asem rozpadu slz, rohovkovymi fluorescein
skvrnami, kornealni hladkosti a histologickou analyzou rtiznych bodt. Po 28 dnech bylo
ukéazano, zZe rozpad slz byl zlepSen u roztoki 0,18 % KH a 0,3 % KH. Vysledky analyzy
pomoci rohovkového fluoresceinu ukazaly na tyto samé roztoky. KH o koncentraci 0,3 %
KH byla nejlépe se chovajicim roztokem. Histologickd analyza ukazala, ze vSechny
tii koncentrace KH zvys$uji pocty poharkovych bunék. Studie poukézala na fakt, ze 0,3 %
KH miize byt nejvice efektivni koncentraci pro 1é€bu syndromu suchého oka. Vysledky také
ukdazaly na jasné zlepSeni stavu pfi pouziti 0,3% KH oproti jakymkoliv jinym koncentracim.
Autofti vyslovili hypotézu, Ze sniZzend zanétlivost povrchu oka miiZze byt spojena se zvySenou
hustotou poharkovych bunck. Nicméné také poukazuji na fakt, Ze experimenty byly

provedeny pouze na mysich, a proto jsou potieba dalsi testy.

2.6.4 Numerické studie

Dunn [21] pfedstavila numerickou studii obsahujici mazaci model kontaktni Cocky,
rohovky a stérace o¢niho vicka, ktery respektuje zakony proudéni popsané Reynoldsovym
vztahem.

Tento model predstavuje 3 télesa ve vzdjemném pohybu za ptitomnosti vody. Povrchy jsou
oznaceny jako y = 0 rohovka (v relativnim pohledu jako placata), y = hy je konformni
zaktiveni plochy, y = hz je pfedni pohled na zakfiveni plochy a y = hs je stéra¢ o¢niho vicka
(Obr. 2-11). Z toho vyplyva, Ze slzny film na rohovce je hy a piedni zaktiveni (vicko) ma
tloustku slzného filmu hzs = hs-hy. Elasticky valec stérac¢e o¢niho vicka ma Ezs = 1,25 MPa
a radius R3=0,5 mm. Samotny stérac¢ se pohybuje rychlosti va=10 mm/s ze souradnice x = 0.
Na pocatku simulace je ¢as t = 0.
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Obr. 2-11 Popis pouzitych veli¢in v numerickém modelu [21].

Tyto pocatecni podminky byly vloZzeny do 1-D Reynoldsovy rovnice, kterd pfifazuje tlak
tekutiny ke stlaéené tloust’ce slzného filmu pomoci vypoctu Poisselova proudéni. Pohyb
¢ocky byl vypocitan integraci rozloZzeného napéti o na plose S, kde smérové vektory
normalové a tieci sily byly oznafeny en a er. Po ustaleni pohybu ¢o¢ky pouzili autoti 1-D
Reynoldsovu rovnici na zakladnu rohovky, kde rohovka byla brana jako nehybny povrch
majici nulovou rychlost (v = 0). Iterace byly vyvolany malymi pfirtistky ¢asu At. PocCet iteraci
rostl az po dosazeni normalové sily Fn =30 mN. Dalsi simulace byly provedeny za poc¢atecni
rychlosti stérace va= 25, 50 a 100 mml/s.

20 = 10 mm/s
a — e 25 mm/s
15 - / \\ —— 50 mm/s
l/-\\‘ 100 mm/s

pressure p, (kPa)

‘S T T T
-100 -50 0 50 100
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Obr. 2-12 Profily tlaku podél o&niho vicka pro vSechny 4 pocatecni rychlosti v3= 10, 25, 50 a 100 mm/s [21].
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Simulace modelu predpovédéla, Ze s rostouci pocatecni rychlosti se snizi maximalni tlak
mezi stéraCem vicka a kontaktni CoCkou a tloustka filmu se naopak zvysi. Navic,
jak se rezim posouva dale ze smiSeného mazaciho rezimu do pIné hydrodynamického
rezimu, kapalina vice odolava zatizeni a zvysuje se jeji tloustka z ditvodu viskozniho sttihu.
Béhem simulace byl u nejvyssi posuvné rychlosti pii 100 mm/s maximalni tlak 12,3 kPa,
o¢niho vicka pohyboval smérem doli dosahoval maximalni rychlosti 120 mm/s
a smeérem nahoru se pohyboval rychlosti 70 mm/s. Z toho vyplynulo, ze pti pohybu smérem
doli byla pfi pIln€ hydrodynamickém rezimu nejvyssi tloustka mazaciho filmu a to 900 nm.
Jak se vicko pohybovalo zpét smérem nahoru, tak se tloustka ménila na 600 nm.

Tento model tedy ukazuje na soucasnou existenci dvou tribologickych systémt b&hem
mrkani oka s kontaktni ¢oCkou. Na ptedni strané se za vysokych rychlosti objevuje
hydrodynamicky nebo elastohydrodynamicky rezim a pod kontaktni ¢ockou (k rohovce)
vznikd mezny stav mazani.

2.6.5 Experimentalni studie

Roba [26] jako prvni upozornila na nutnost zahrnout do méfeni souéinitele tieni
1 fyziologické vlastnosti oka. Domnivala se, Ze bez simulace biologicky odpovidajiciho
prostiedi nebudou vysledky relevantni. Pro experiment pouzila komeréné dostupné
kontaktni C¢ocCky a vytvofila méfici protokol. Tato prace se stala referen¢ni pro mnoho
nasledujicich vyzkumd.

Experiment probihal na mikrotribometru Basalt®. Drzak ¢ocky je zobrazen na Obr. 2-13.
Kontaktni ¢ocka byla umisténa v teflonové soucasti na plastovém drzaku (cyklo olefin
polymer), jehoz zakfiveni odpovidalo vnitinimu poloméru kontaktni ¢ocky. Proti posunuti
byla cocka jisténa silikonovym drzdkem z polyvinylsiloxanu a plastovym krouZzkem
z PMMA (polymethylmethakrylat). Silikonovy drzak a PMMA jsou spojeny s teflonovou
¢asti dvéma Srouby. Protikus tvoftila sklenéna ty€inka a disk.

Glassrod | | Smm—p

Teflon®chamber

Glass disk

PMMA ring Contactlens

Obr. 2-13 Schématické zobrazeni drzaku €ocky v€etné schéma méreni [26].
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Pouzité kontaktni cocky ACUVUE® a NIGHT & DAY® se lisily obsahem vody a to 58 %
a 24 % v tomto potadi. Rozdilny byl i modul pruznosti E a to 0,3 MPa u ACUVUE®
a 1,5 MPa u NIGHT & DAY®. Tésné pred meienim byly kontaktni ¢ocky vyndany
Z roztoku a upevnény do drzaku. Mazivem bylo TLF obsahujici fosfatovy pufr a lysozomy
0 koncentraci 5 mg/mL.

Pii méfeni tfeni byly pouzity tfi sety po 7 normalovych silach v rozsahu 0,25-5 mN.
Opotiebeni ¢ocek bylo simulovano 2x50 cykly se zatizenim 2 mN. Posuvna rychlost byla
0,1 mm/s, ale byla naméfena data i pti 1 a 10 mm/s. Kontaktni tlak byl vypocitdn pomoci
Hertzovy teorie a pro pouzité normalové sily byl v rozpéti 2,6-6,5 kPa.

Experiment se zaméfil na tfi hlavni oblasti. Zkouman byl vliv poc¢tu zatéznych cykla, vliv
posuvné rychlosti a volba povlakovani u protikusu. Jak je patrné z Obr. 2-14a, vyssi pocet
zatéznych cykl (simulujici starnuti ¢ocky) nevedl ke zvyseni soucinitele tieni. Se zvysujici
se posuvnou rychlosti rostl soucinitel tieni u obou typt kontaktnich ¢ocek. Pro tfeti piipad
dosahl nejmensiho soucinitele tieni sklenény disk pokryty PLL-g-PEG, zatimco vysSich
hodnot tifeni bylo dosazeno u diski s hydrofilnim povlakem a povlakem lysozomi
(Obr. 2-14b).
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Obr. 2-14 Vliv poctu zatéznych cykli na soucinitel tfeni (a), vliv povrchové upravy sklenéného protikusu na
soucinitel tfeni (b) [26].

Z vysledkii experimentu vyplynulo, Ze nejlep$i kombinace byla ziskdna pii posuvné
rychlosti 0,1 mm/s, disku pokrytém vrstvou mucinu a mazivem ve formé TLF s obsahem
séra a lysozomt. Zaroven bylo obhajeno, ze méfeni bez fyziologicky relevantnich vlastnosti
vede k nepiesnym vyslediim a stanovené podminky experimentu se staly referencni pro dalsi
vyzkumy.
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Sterner [27] méfil soucinitel tfeni mezi mékkou kontaktni ¢ockou a sklenénym diskem
pokrytym vrstvou mucini (Obr. 2-15). Cilem bylo simulovat proces opotiebeni
u kontaktnich ¢ocek a naméfit soucinitel tieni pred a po procesu starnuti. Méteni probihalo
na mikrotribometru a parametry experimentu bylo zvoleny s odkazem na Robu. Jako mazivo
byly pouzity varianty TMS (tear mimicking solution) a TLF (tear-like fluid). TMS bylo
pripraveno roziedénim 5 ml séra na 100 ml pomoci pufru a pfiddnim 500 mg lysozomu.
Slozeni TLF bylo pfipraveno podle Mirejovského. Drzak ¢ocky byl vyroben z cyklo
olefinového polymeru.

\ Attached

to Cantilever

. Mucin-Coated
Glass Disk

Obr. 2-15 Schéma mérfeni soucinitele tfeni, které pouzil Sterner a kol.[27].

Byly pouzity 2 typy ¢o¢ek RU a DD po 5 druzich od kazdého typu. Z Obr. 2-16 a Obr. 2-17
je patrné, ze TLF ve vétSing ptipadit dosahovala nizSich hodnot soucinitele tfeni nez TMS.
Hodnoty soucinitele tfeni se pohybovaly v rozmezi 0,01-0,18.
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Obr. 2-16 Graf znazorrujici vliv TLF a TMS na soucinitel tfeni u zkoumanych ¢ocek pfi po¢tu opakovani <10
a zatézovacich cyklech 0, 50 a 100 [27].
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Obr. 2-17 Graf znazorfiujici vliv TLF a TMS na soucinitel tfeni u zkoumanych ¢ocek pfi po¢tu opakovani >10
a zatézovacich cyklech 0, 50 a 100 [27].

Vysledky vyzkumu ukézaly, Ze soucasné materidly kontaktnich cofek vykazuji vyssi
souCinitel tfeni po procesu starnuti. Bylo zjisténo, ze pridanim zvlhcujiciho prostredku je
mozné snizit treni béhem delsiho noSeni kontaktnich cocek. Zaroven bylo prokézano,
ze slozeni maziva ovliviiuje hodnoty soulinitele tfeni u rtiznych materiali mékkych

kontaktnich ¢odek.

Druhy vyzkum vedeny Sternerem [28] se zaméfil na nelinearitu mezi téeci a normalovou
silou u mékkych poddajnych materiali. Pouzil novou metodiku pro pfesnéjsi vyhodnoceni
zaloZenou na vypoctu primérné posuvné prace Wawg. Primérné prace vychazi z kontaktni
plochy, smykového napéti a posuvné vzdalenosti. Funk¢énost nové metodiky demonstroval
méfenim na 3 typech komeréné dostupnych cocek a krali¢ich rohovkach. Parametry
experimentu a méfici zafizeni opét vychazely z vyzkumu Roby [26]. Jedinou tipravou byla
modifikace umoznujici pozorovani kontaktu pomoci mikroskopu (Obr. 2-18). Mazivem

bylo tentokrat pouze TLF.
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Obr. 2-18 Schématické zobrazeni méfici aparatury jakou pouzil Sterner [28].
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Pii experimentu byly pouzity 3 sety po 7 normalovych silach s rozsahem 0,25-4 mN.
Normalové¢ sily byly voleny tak, aby odpovidaly kontaktnim tlakiim vznikajicim béhem
mrkani mezi o¢nim vickem a rohovkou. Posuvna rychlost Cinila 0,1 mm/s a byla volena
z divodu zachovadni mezného mazani a minimalizovani efektu viskdézniho stiihu.

Vzorkovaci frekvence byla stanovena na 100 bodi/s.

Pro kontaktni plochu byly pouzity 2 modely, a to Hertztiv a EFM. V EFM se oproti Hertzovi
objevuje navic parametr t, tedy tloustka filmu. Zaroven pii EFM vychdzi zavislost plochy

sy it 1/2 . . L 2/3
na zatézné sile jen FN/ oproti Herzovi, kde je zavislost FN/ .
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Obr. 2-19 Porovnani mezi modelem EFM (plna ¢ara) a Hertzem (€arkovana €ara) pfi predikci jak velka bude
kontaktni plocha b&éhem experimentu [28].

Autofi se ve studii zaméfili na evaluaci tii problému. Z hlediska zavislosti velikosti Kontaktni
plochy na normalové sily byla u vsSech typt kontaktnich cofek dobrda shoda mezi
predikovanym modelem EFM a experimentalnimi daty (Obr. 2-19). Oproti tomu Hertzv
model znaéné prekracoval realnou kontaktni plochu.

Druhym bodem vyzkumu bylo méfeni smykového napéti. Testovani bylo provadéno
pro vSechny 3 typy ¢ocek s poctem cykla 0, 50 a 100. Z vysledkt vyplynulo, ze kontaktni
¢ocky C mély zna¢ny narust smykového napéti po 50 a 100 cyklech. Toto zjisténi dle autort
odpovidd realité, jelikoz tento typ coCky meél vySSi soucinitel tieni za stejnych
experimentalnich podminek. Zaroven autoii poukazuji na ptipad, ze vysledky byly o tad
vys$i, nez jsou hodnoty smykového napéti pro rohovku (Obr. 2-20a).

Poslednim bodem vyzkumu bylo méfeni primérné prace. Primérna prace byla métena po 0,
50 a 100 zatézovacich cyklech. Vysledky (Obr. 2-20b) primérné prace se s poctem cykla

vyrazné liSily jen u kontaktni Cocky typu C. Zde byl patrny nérust prace s rostoucim poctem
cykli. Hodnotam naméfenym na rohovce odpovidala pouze ¢ocka B.
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Obr. 2-20 Grafy zobrazujici vysledky experimentl pfi zatéZovacich cyklech 0, 50 a 100 s porovnanim hodnoty
namérené na krali¢i rohovce; (a) velikost smykového napéti; b) velikost primérné prace [28].

Vysledkem vyzkumu bylo ziskani metody pro zjistovani soucinitele tieni, kde bude zahrnuta
nelinearita mezi tfecimi a normalovymi silami u mékkych poddajnych materialii. Touto
veli¢inou se stala primérnd prace. Autofi zaroveil prezentovali funkénost metody méfenim
3 druhii kontaktnich ¢ocek a krali¢i rohovky.

Su [11] vyvinul roztok pro kontaktni cocky bez konzervaénich latek, ktery navic obsahoval
latky zlepSujici mazani. Dalsi funkci roztoku méla byt schopnost odstranit vysoky obsah
lysozomu. Pro experiment byly pouzity dva druhy kontaktnich ¢ocek. Prvni byly ¢ocky
ACUVUE® s vyssim obsahem vody (Etafilcon-A) a druhé byly beziontové ¢ocky s niz§im
obsahem vody (Polymacon). Vysledky méfeni ukazaly, Ze vyvinuty roztok mize snizovat

obsah lysozomu a zaroven zlepSovat mazaci vlastnosti.

Chemickou analyzou proteinii dle Bio-Rad DC byly pfipraveny koncentrace lysozomu
do citlivosti 5 pg/ml. Celkové bylo pfipraveno osm ruznych roztokd s lysozomy
o koncentracich 0,05-3,2 mg/ml.
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Obr. 2-21 Schématické zobrazeni méficiho fetézce (a), polyethylenového drzaku ¢ocky (b) [11].
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Pti studii bylo pouzito zatizeni UMT-2. Vrchni ¢ast zatizeni obsahovala drzak vzorku a byla
spojena se senzorem meéticim normalovou a tangecinalni silu. Kontaktni coc¢ka byla ulozena
v drzaku vyrobeném z polyethylenu (Obr. 2-21) a proti pohybu byla zajisténa dotaZzenim
zavitem. Spodni ¢ast zafizeni se skladala z vnéjSiho a vnitiniho nerezového krouzku, PTFE
(polytetrafluorethylen) krouzku, kiemenného skla a PTFE krytky. Pomoci Sesti Sroubti byla
spodni ¢ast pfipojena na stil spojeny S motorem.

Experiment probihal usazenim ocisténé kontaktni co¢ky do PE drzdku. Horni ¢ast zatizeni
se poté zacala ptiblizovat ke kifemennému sklu az na vzdalenost 0,2 mm. Po 5 minutach bylo
nalito 10 ml PBS nebo zkoumaného roztoku do spodni ¢asti zatizeni. Horni ¢ast se nasledné
piiblizovala sklu, dokud nebylo dosazeno pozadované normalové sily 60 mN. Kifemenné
sklo poté rotovalo rychlosti 1 otd¢ky za minutu po dobu 15 minut. Po ukonceni méfeni
se horni ¢ast vratila do pivodni pozice. Podélenim tfeci a normalové sily byl ziskan
soucinitel tfeni. Z poslednich 600 s byly hodnoty soucinitele tfeni zprimérovany
a porovnany. Cely proces se opakoval Ctyfikrat.

Efekt snizeni koncentrace lysozoml pomoci vyvinutého roztoku byl pozitivni u obou druhti
kontaktnich ¢oc¢ek. Pouzivaly se dva druhy koncentraci 1,9 mg/ml a 50 mg/ml do nichz byly
coCky ponofeny na 24 h. Nasledné byly Cocky ocistény vyvijenym roztokem. U vyssi
hodnoty koncentrace doslo ke zna¢nému sniZeni obsahu lysozomi. Ackoliv byly ¢ocky
vyrobeny z riznych materialtt hodnoty byly pro oba typy velmi podobné.

Z vysledkti méteni souclinitele tfeni vyplynulo, Ze koncentrace lysozomii u cocek typu
Etafilcon-A nijak razantn¢ neovliviiuje jejich soucinitel tfeni. Naopak u cocek typu
Polymacon byl nartist soucinitele tfeni znatelny, jak je vidét na Obr. 2-22.
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Obr. 2-22 Naméfené soucinitele tfeni u CoCek Etafilcon-A a Polymacon s ohledem na pouzita maziva [11].
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Nartst soucinitele tieni u Cocek Etafilcon-A byl nepatrny a autofi se domnivaji, ze byl
zpusoben z divodu nekonformni zmeény lysozoml. Nicméné upozoriuji na moznost,
ze u druhého typu cocek mohlo dojit konformni pieménou lysozomii naopak ke zvySeni
soucinitele tfeni. Pfidanim vyvijeného roztoku mohlo dojit k odstranéni lysozomi
Z povrchu, ale diky konformni fazi lysozomu nedoslo ke zméné soucinitele tieni. Dle autort
neni tfeni ale jediny faktor, ktery ovliviiuje konformni pfeménu lysozomi. Odkazuji
se na jiné studie, kde bylo prokazéano, ze lysozomy se adsorbuji na kontaktni ¢occe, pokud
jsou vystaveny piitomnosti laktoferrinu nebo lipidi. Autoii tedy poukazuji na fakt,
ze v piipadé méfeni v prostfedi odpovidajicim redlnym slzam miize byt vysledek jejich
roztoku jiny nez v této studii.

Su [29] se vtéto druhé studii zabyval =zavislosti mezi usazovanim lysozomu
a soulinitelem tfeni na tfech riznych typech kontaktnich c¢ocek. Vysledky studie ukézaly,
ze kazdy material kontaktnich ¢ocek ma odlisné tieci charakteristiky v roztoku lysozomil
s nebo bez pouziti Cisticiho roztoku. Navic, soucasna analyza ukdzala, ze efekt lysozomu
na soulinitel tfeni u hydrogelovych kontaktnich cofek pfili§ neodpovidal vysledkiim
usazovani lysozomu. Pfi experimentu byly pouzity tfi druhy hydrogelovych kontaktnich
¢ocek. Jednalo se o materialy Ocufilcon-D, Hefilcon-A a Nefilcon-A. Pouzity roztok
odpovidal slozenim studii od stejnych autorii uvedené vySe [11] a stejné tak i pouzité
koncentrace 1,9 mg/ml a 50 mg/ml.

Testy probihaly na zafizeni UMT-2 a schéma méfeni bylo zachovano jako ve studii [11].
Objem maziva 10 ml zistal zachovan a pouzity byly roztoky PBS, lysozomi, kombinace
lysozomu a cisticiho roztoku nebo samotny ¢istici roztok. Podminky experimentu byly 60
mN z4tézna sila, posuvna rychlost 1,05 mm/s, rychlost rotace 1 ota¢ka za minutu, polomér
otaceni 10 mm a cas rotace 900 s. Pod€lenim tfeci a normélové sily byl ziskan soucinitel
tteni. Z poslednich 600 s byly hodnoty soulinitele tfeni zprimérovany
a porovnany (Obr. 2-23). Cely proces méfeni se opakoval ¢tyfikrat.
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Obr. 2-23 Graf ukazujici hodnoty soucinitele tfeni pro rizné druhy kontaktnich oéek s pouzitim rGznych
koncentraci roztoku [29].
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V této studii, kterou vedla Dunn [30] byly provadény experimenty na laboratornich mysich
typu C57/B6, které se bézn¢ pouzivaji jako modelové organismy. Méfil se soucinitel tieni
na povrchu rohovky mysi a nasledné se sledovalo poskozeni rohovky. Imunitni bunky
rohovky byly proto obarveny zelenym fluorescinem (eGFP) pro lepsi pozorovani.

24

Experiment probihal na recipro¢nim mikrotribometru. Méfici sondou byla neheparizovana
trubicka zatavend do podoby 8 mm dlouhé c¢asti s kouli na konci o poloméru 0,96 mm
(Obr. 2-24). Pohyb byl zajistén piezoelektricky s frekvenci 0,5 Hz a rychlosti posuvu 250
um/s. Aplikovana normalova sila ¢inila 3-5 mN a kontaktni tlak byl 12 kPa. Deformace
zpusobena normalovou silou a tfenim byla méfena kapacitnim senzorem. Sily se nasledné
vypocitaly ze znamé tuhosti flexur a kalibra¢nich rovnic senzort. Z divodu velmi malé

frekvence reciprocniho pohybu nebyly brany v potaz dynamické vlivy.

Vysledkem studie je soucinitel tfeni u=0,068 + 0,023 ziskany po 72 cyklech recipro¢niho
pohybu. Zatizeni normalovou silo probéhlo po ptiblizeni sondy a poté nastal lateralni pohyb.
Mg¢feni tfeci a normalové sily probéhlo se standartni uchylkou (Obr. 2-25).

retina

Obr. 2-24 Méfici schéma znazornujici méfici sondu a mysSi rohovku [30].
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Obr. 2-25 Graf znazorujici naméfené hodnoty soucinitele tfeni po 72 cyklech recipro¢niho pohybu [30].

44



Autofi provedli negativni kontrolu trhlin pomoci ostrého skla, kterym plisobili velmi malou
silou (1,5 mN) na malou plochu (0,012 mm?) jak je patrné na Obr. 2-26. Tlak zptsobujici
poskozeni rohovky byl velky cca 120kPa, coz je oproti tlaku na lidskou rohovku 30x vice
(1-5 kPa normalni tlak). M¢&feni se zatizenim 4,5mN nijak neposkodilo rohovku.

Stereoskopické snimky navic neukdzaly zddnou znamku mechanického poskozeni.

D Mnegative control scratch - obvious damage DN post-friction experiment

damaged cells from
exposure

Obr. 2-26 Stereometrické snimky ukazujici a) rohovku poSkozenou negativnim testem, b) mechanicky
nepoSkozenou rohovku po konci experimentu, poskozené buriky vznikly vliivem nedostate¢né
lubrikace (suchost oka) [30].

Mabuchi [31] se zaméfil na méfeni soucinitele tfeni za vysSich posuvnych rychlosti.
Vyvinul a pouzil k tomu specidlni kyvadlovy simulator Herein, ktery umoznil vyvinout
rychlost az 90 mm/s. Jako mazivo byly pouZity tfi typy o€nich kapek, konkrétné solny
roztok, 0,1 % kyselina hyaluronova a 0,3 % kyseliny hyaluronova. Primérna molekulova
hmotnost udavana autory pro kyselinu hyaluronovou je 1 MDa. K testovani pouzil kontaktni
c¢ocky ACUVUE z materidlu Narafilcon A. Drzak vzorkli mél vnitini primér 9 mm a vnéjsi
primér 14,2 mm. Kontaktni tlak experimentu byl 1,1 kPa. Pfed samotnym experimentem
byla kontaktni co¢ka omyta v solném roztoku pro zbaveni necistot. Poté byla kontaktni
cocka zafixovana do drzaku (Obr. 2-27) tvofené¢ho akrylatovou polokouli a protikusem
z PET. Vicko zde bylo simulovéano tenkou vrstvou silikonu. Méfeni probihalo nataZzenim
ramena kyvadla do pocatecni polohy m/6 a nasledného uvolnéni s volnym dokyvem
do nulové rychlosti.
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Obr. 2-27 Obrazek znazornujici fez drzakem kontaktni ¢ocky [31].

Analyza soucinitele tfeni (Obr. 2-28) ukazala, ze hodnota soucinitele tfeni rostla
s koncentraci kyseliny hyaluronové. Nejmensi soucinitel tfteni 0,036 byl naméfen v solném
roztoku. Roztoky kyseliny hyaluronové o koncentraci 0,1 a 0,3 % dosahly hodnoty
soulinitele tfeni 0,039 a 0,050. Nejvyssi soulinitel tfeni mél suchy kontakt a to 0,055.
Spole¢né se soucinitelem tfeni byla méfena také viskozita. Pro solny roztok, 0,1 % a 0,3 %
kyselinu hyaluronovou byla viskozita 0,92 mPa.s, 3,13 mPa.s a 27,66 mPa.s v uvedeném
potadi. Propojeni reologie a tribologie ukazalo, Ze vyssi viskozita kyseliny hyaluronové méla

tendenci zvySovat soucinitel tfeni.

Autoft1 vyzdvihuji, Ze méfeni pomoci kyvadlového simulatoru umoznilo dosahnout pomérné
vysokych hodnot posuvné rychlosti a zdroven sinusovy cyklus utlumu dobfe simuloval reZim
mrkani. Zaroven ale upozoriiuji na fakt, ze pro dosazeni fyziologickych rychlosti mrkani je
tato rychlost stdle nedostate¢na a v tomto pfipad€ limitovana pouZzitym zatizenim. Oproti
ostatnim ¢lanklim zabyvajicich se timto tématem se ale stile jednd o znacné navySeni

V hodnoté posuvné rychlosti.
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Obr. 2-28 Graf znazorfiujici vysledné hodnoty soucinitele tfeni pro jednotliva maziva [31].
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Tym pod vedenim Sternera [32] se ve své praci zamé&fil na porovnani kyseliny hyaluronové
a polyvinylpyrrolidinu (PVP) z hlediska soucinitele tfeni. Pro imitaci fyziologickych
podminek pouzil dva modely na bazi glykoproteini. Rozpoustédly bylo PBS a TLF
(tear-like-fluid). Kontaktni dvojice byla tvofena PDMS pinem a platem S nanesenou vrstvou
lysozomt jak promotord adheze. Celkové byly testovany 4 molekulové hmotnosti PVP
(10, 55, 360 a 1300 kDa) a 3 molekulové hmotnosti kyseliny hyaluronové (30, 150
a 1000 kDa).
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Obr. 2-29 Hodnoty soucinitele tfeni pro PVP a KH v prostfedi TLF a PBS [32].

Na zaklad¢ vysledku se PVP i kyseliny hyaluronové ukazaly jako dobra maziva v mezném
rezimu mazani. Soucinitel tfeni se ménil v zavislosti na molekulové hmotnosti. SniZzoval
se s molekulovou hmotnosti a silngj§im mazacim filmem, ktery odpovidal vyssi molekulové
hmotnosti. Glykoproteiny pouzité ve studii vykazovaly pozitivni interakce pouze
za specifickych podminek na hydrofobnich povrsich.

Pti porovnani polymerit PVP a kyseliny hyaluronové mél niz8i soucinitel tfeni PVP
(Obr. 2-29). Dosazena hodnota soucinitele tfeni u modelu s glykoproteiny byl 0,03-0,04.
U obou testovanych polymerti autofi naméfili soucinitel tfeni v piipadé adsorbovanych
vzorkli <0,01 a v ptipadé vysokomolekulové PVP bylo dokonce v konfiguraci s pinem
namacenym do BSM dosaZeno soucinitele tfeni 0,005.
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3 ANALYZA PROBLEMU A CiL PRACE

3.1 Analyza problému

Syndrom suchého oka patii mezi nejcastéjsi oni onemocnéni soucasné doby. S nim je
spojené poskozeni ¢i nedostate¢na tvorba slzného filmu. Slzny film je pfirodni mazivo nutné
pro spravnou funkci mrkani a také vyzivuje a chrani o¢ni povrch. V ptipade¢, ze je slzny film
poskozen ¢i chybi néktera jeho slozka dochazi ke zdravotnim potizim, které pii neléCeni

vedou az k nevratnym zménam v OKu a poskozeni vidéni.

Resenim je aplikace umélych slz, které nahrazuji piirodni slzny film. Umélé slzy také
hydratuji o¢ni povrch, zlepSuji mazani mezi vickem a okem a zvysuji stabilitu samotného
slzného filmu. Jejich vyhodou je jednoducha aplikace a variabilita slozeni. Mohou
nahrazovat jednu chybé&jici slozku slzného filmu, ¢i jeho vSechny tii slozky. Potiebnych
fyzikalnéchemickych a viskoelastickych vlastnosti roztoki umélych ocnich kapek je
dosazeno pomoci specifickych polymerii. Mezi aplikované polymery patii methylceluldza
a jeji derivaty, polyvinylalkohol, polyethylenglykol a také kyselina hyaluronova [3], ktera je
predmétem této prace. Kyselina hyaluronova je pfirozena lidskému télu, jelikoz je obsazena
napf. vV oénim sklivei, kloubni chrupavce, synovialni kapaliné a kuzi. Pravé diky svym
vyjimecnym biokompatibilnim a [é¢ivym vlastnostem je idedlnim surovinou pro umg¢lé slzy.
Chemickymi Gpravami nativni kyseliny hyaluronové je mozné vytvaret jeji derivaty, které
maji slibny potencidl v amplifikaci jejich reologickych vlastnosti a Ié€ebnych t€¢inki. Timto
se zabyva spole¢nost Contipro, kterd vyviji své vlastni derivaty kyseliny hyaluronové. Vyvoj
umélych slz zavisi také na vyzkumu v oblasti aplikované biotribologie, jehoz cilem je
pomoci experimentalnich méfeni soucinitele tfeni a viskozity stanovit idealni slozeni
umélého slzného filmu. Touto problematikou se zabyva 1 tato diplomova préce, ktera je
fesena v ramci projektu TACR TREND a ve spolupraci s biotechnologickou spole¢nosti
Contipro a.s.

Méfeni soulinitele tfeni je mozné provadét v riznych konfiguracich a pouzit rizné druhy
tribometrd. Nemén¢ dilezité je také volba spravné tribologické soustavy. V posledni dobg,
také roste oblibenost kontaktnich cocek a je dllezité tento ¢len zahrnout do tribologickych
méifeni. Komfort uzivatelii kontaktnich ¢ocek je ovlivnén praveé velikosti soucinitele tieni.
Vsechny tyto podminky vychazi z védeckych ¢lankt, numerickych a tribologickych modela
[21]. Z numerickych modeli také vyplyva, ze pii pouziti kontaktni coc¢ky se v oblasti pied
a za coCkou nachdzi rozdilné rezimy mazani. Pro vyhodnoceni soucinitele tfeni bude potieba
vytvorit tribologicky model oka, ktery bude simulovat podminky mrkéni. Z toho dvodu je
tieba stanovit v jaké oblasti budou experimenty probihat, stanovit jejich podminky a vybrat
metodiku, ktera bude nejlepsi pro vyhodnoceni roztokti o¢nich kapek, nativnich kyselin
hyaluronovych a vyvijenych derivati.
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3.2 Analyza a zhodnoceni reSerSe

Z reserSe je patrné, ze syndrom suchého oka je multifaktoridlni onemocnéni moderni doby,
které je poteba neprodlen¢ tesit, jelikoz pocet pacientd se bude stale zvySovat. I pres velké
finan¢ni investice do vyzkumu stale neexistuje 1€k na uplné vyléceni. Dostupné jsou ale 1éky

ve form¢ umélych slz, které pomahaji projevy zmirnovat [2, 8, 14].

Kritickym faktorem je slzny film nachazejici se na povrchu oka. V ptipadé poskozeni tohoto
velmi tenkého filmu dochazi k mnoha komplikacim, které mohou vést az ke zhorSeni
Ci ztraté vidéni. Autofi studie [20] definovali 7 zakladnich parametrd, které mohou
ovliviiovat kvalitu a kvantitu slzného filmu. Jednim z téchto parametrii jsou kontaktni cocky,
které maji zna¢ny dopad na syndrom suchého oka. Kontaktni cocky jsou pomérné novou
metodou korekce zraku, ktera si rychle ziskala oblibu. Nicméné se s ni poji znacné problémy,
souvisejici s materidly kontaktnich cofek a rozdélenim uz tak tenkého slzného filmu
kontaktni ¢oc¢kou na dvé ¢asti, na coz upozornila cela fada studii [14, 26, 27].

Studie zabyvajici se reologii slz a kyseliny hyaluronové sledovaly vyvoj viskozity vzorka
v zavislosti na smykové rychlosti a jejich mukoadhezivni index [19, 22]. Nativni slzy jsou
definovany jako ne-newtonské kapaliny. Studie Tiffanyho [10] zméftila viskozitu nativnich
slz v rozmezi 65-10 mPa.s a tyto hodnoty lze brat jako referen¢ni. Mukoadheze je dilezita
z diivodu vyskytu glykokalyxu na povrchu oka. Muciny glykokalyxu se chemickymi
vazbami spojuji s mukoadhezivnimi polymery a umoziuji tak pfenos lécivé latky difuzi
do rohovky [9]. Miru této interakce udava mukoadhezivni index. Ne vSechny polymery ale
projevuji pozitivni interakce s muciny. Studie zkoumajici mukoadhezivitu ukéazaly,
7ze v piipadé mukoadhezivniho polymeru roste mukoadhezivni index s koncentraci
a s molekulovou hmotnosti daného polymeru [9, 22].

Komeréni o¢ni kapky funguji jako umély slzny film, jelikoZ nahrazuji redlné slzy. Hlavni
ucinnou latkou jsou polymery. Klinické studie ukazaly, Ze komer¢ni o¢ni kapky obsahujici
kyselinu hyaluronovou jsou t¢inné pii potlacovani projevit syndromu suchého oka [15].
Kyselina hyaluronova posiluje proces hojeni epitelu rohovky, zlepsuje mazani ocniho
povrchu vaze vodu a chrani poharkové bunky, které sekretuji muciny [15]. O¢ni kapky se
lisi typem polymeru, jeho koncentraci (0,1-0,5 %) a molekulovou hmotnosti (ptiblizné
100-2000 kDa). Vsechny tyto parametry ovliviuji viskozitu roztokt, ale také jejich

klinickou U¢innost.

Dal8im dulezitym faktorem, ktery vyplynul zreSerSe, je proces mrkani. Béhem mrkéni
se odehrava cela fada mechanismd, a to ve velmi kratkém ¢ase. Rychlost mrkani je udavana
v rozmezi 0—-300 mm/s [20, 21]. U pacientt se syndromem suchého oka neni rychlost mrkani
znama [20]. Na numerické modely mrkani se zaméfila studie [21], ktera vice priblizila
mechanismus a prub&h samotného mrkani.
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| vramci tribologie jsou dulezité biomembranové kartacky z glykokalyxu. P#i jejich
poskozeni dochdzi ke zpozdénému nastupu hydrodynamického rezimu mazani. V ramci

tribologickych modelii jsou nahrazovany muciny nebo lysozomy.

Pro méfeni souCinitele tfeni byla zasadni studie Roby [26], kterda se stala referencni
pro mnoho dalsich studii [27, 28]. Zapojeni fyziologickych podminek pfiblizilo
experimenty vice realnym podminkam v oku. Parametry experimentt ze studii ukazuji velmi
mala zatizeni (jednotky az desitky mN), velkych rozsah posuvnych rychlosti (0,1-90 mm/s)
a velmi malé kontaktni tlaky (2-8 kPa). Studie zaméfené na méteni soucinitele téeni kyseliny
hyaluronové [32] probihaly zpravidla na mikrotribometrech, které umoziuji dosahnout
fyziologického kontaktniho tlak, ale jsou limitovany v maximalni posuvné rychlosti. Z
reSerSe vyplynulo, Ze se zadna studie nezabyvala vlivem vysSich posuvnych rychlosti, které
odpovidaji fyziologickému mrkani. Jedinou studii, ktera se blizila byla studie Mabuchiho
[31], ktera ale dosahla pouze rychlosti 90 mm/s. Vysledny soucinitel tfeni je dle védeckych
publikaci v fadu tisicin az setin [11, 29].

Dalsim dtlezitym aspektem je také mazivo. V biotribologickych méfenich oka se pouzivaji
specialné piipravované roztoky napodobujici realné slzy (TLF a TMS) [27, 28], roztoky
obsahujici rizné koncentrace proteint, lipidi a dalSich latek piitomnych v slzném filmu [29]
nebo komer¢né dostupné ¢i vlastni roztoky oénich kapek [11]. Testovany byly také roztoky
kyseliny hyaluronové, které se 1isi koncentraci a molekulovou hmotnosti polymeru [31, 32].

3.3 Cil prace

Hlavnim cilem je experimentalni popis vyvoje viskozity a soucinitele tfeni umélého slzného
filmu. Prace bude zamé&fena predevsim na kvantifikaci Gi¢inku nativni kyseliny hyaluronové,
jejiho derivatu a komer¢nich o¢nich kapek na soucinitel tieni a viskozitu. Konkrétné bude
sledovéan vliv molekulové hmotnosti, u které je pfedpoklad, ze bude mit zasadni vliv jak
na reologii, tak tribologii métenych vzorkd.

Dil¢i cile diplomové prace:

= provést kritickou reSersi aktualnich védeckych publikaci,

= pavrhnout tribologicky model simulujici kontakt oka a vicka vcetné Upravy
simulatoru a ndvrhu podminek experimentl pro analyzy soucinitele tfeni,

* navrhnout metodiku vyhodnoceni jak pro soucinitel tieni, tak pro viskozitu,

= experimentalné popsat vyvoj viskozity a soucinitele tfeni komeréné dostupnych
oc¢nich kapek,

= posoudit u¢innost nativnich kyselin hyaluronovych, derivatu a komer¢nich o¢nich
kapek na zakladé experimentalnich vysledk,

* konfrontovat ziskané poznatky s dosud publikovanymi studiemi zabyvajicimi
se vyvojem a tribologii umélych slz.
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3.4

Védecka otazka a hypotéza

3.4.1 Veédecke otazky

1)

2)

Jaky bude vliv molekulové hmotnosti vyvijeného derivatu kyseliny hyaluronové
na jeho viskozitni charakteristiku? Bude derivat viskozitné odpovidat nativnim
kyselindm hyaluronovym podobné molekulové hmotnosti nebo bude jeho viskozitni
charakteristika odpovidat vzorklim s vys$si molekulovou hmotnosti?

Jak bude molekulova hmotnost nativnich kyselin hyaluronovych a vyvijeného
derivatu ovliviiovat soucinitel tieni?

3.4.2 Hypoteézy

1)

2)

Na zéklad¢ reologickych studii [19] vyplyva, ze viskozita nativnich Kkyselin
hyaluronovych roste srostouci molekulovou hmotnosti. Derivat kyseliny
hyaluronové jiz neni ¢ista Kyselina hyaluronova, ale je chemicky modifikovany.
Vzhledem k pfimésim pouzitym pii vyrobe derivatu (napf. kyseliné laurové) bude
jeho viskozitni charakteristika pravdépodobné posunuta smérem k chovani vzorka
s vy$§i molekulovou hmotnosti. Pfedpokladem je, Ze viskozitni chovani derivatu

bude odpovidat vzorku s molekulovou hmotnosti 1,6 MDa, a pfipadné¢ ho i1 pfekona.

Jak bylo zminéno v pfedeslé hypotéze, viskozita nativnich kyselin hyaluronovych
roste sjejich molekulovou hmotnosti. Rostouci viskozita muze ovliviiovat
tribologickd méteni, kdy vlivem zvysujici se viskozity mize dochazet k narustu
vnitinich smykovych sil roztoku, ¢imZ dojde ke zvySeni soucinitele tfeni.
Predpokladem tedy je, Ze soucinitel tfeni poroste s rostouci molekulovou hmotnosti
vzorkl Kyseliny hyaluronové.
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MATERIAL A METODY

Schéma experimentd

Méreni viskozity a mukoadhezivity
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Obr. 4-1 Schéma experimentt diplomové prace.

4.1 Pouzita experimentalni zafizeni

4.1.1 Kinexus Pro+

Mg¢fteni viskozity probihalo na rota¢nim reometru Kinexus Pro+ od firmy Netzsch
(Obr. 4-2). Reometr se sklada ze dvou hlavnich ¢asti - pohyblivé Casti (rotoru) a statické
¢asti mezi kterymi je umistén méfeny vzorek [33]. K reometru dodava firma specialni

software rSpace, ktery poskytuje vSe potiebné pro vyhodnoceni a praci s daty.
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Obr. 4-2 Reometr Kinexus Pro+ [33].

4.1.2 Bruker UMT TriboLab

Bruker UMT (Universal Mechanical Tester) (Obr. 4-3) je jeden z nejrozsifenéjsich
tribometrtt na trhu od roku 2000. UMT TriboLab je dalsi generaci tohoto tribometru
nabizejici veétsi vSestrannost a modularitu. Bruker UMT TriboLab umoziuje pracovat
za rychlosti od 0 po 5000 otacek/min a také za vysokych kroutivych momenti [34]. Existuje
moznost instalace teplotnich a vlhkostnich komor. Pro nase experimenty je dulezity
recipro¢ni pohon, ktery umoziuje testovani v konfiguraci pin-on-plate za rychlosti az 60 Hz
S posuvem Vv rozmezi 0,1-25 mm.

Obr. 4-3 Bruker UMT TriboLab [34].

53



4.2 Reologie

Prvni Cast diplomové prace se zabyva reologii roztokl kyseliny hyaluronové a komercnich
o¢nich kapek. Reologické vlastnosti jsou kli¢ovymi parametry charakterizujicim roztoky
z hlediska fyzikalniho. Cilem této ¢asti diplomové prace bylo charakterizovat roztoky
z hlediska jejich viskozitnich charakteristik, porovnat je mezi sebou a urcit ucinnost
derivatu. Zaroven na zakladé vysledk této faze probéhla selekce vzork pro tribologickou

¢ast diplomové préace.

4.2.1 Parametry reologickych experimentu

Mg¢feni viskozity probihalo na reometru Kinexus Pro+ uvedeném v kapitole 4-1. Nasledna
mukoadhezivita byla vypocitdna na zakladé namétené viskozitni charakteristiky vzorkd.
Pfi méfeni viskozity byl do horni ¢asti zatizeni vlozen kuzelovy nastavec CP/60 L0881 SS
a do spodni c¢asti byl na spodni geometrii (disk) vlozen méfeny vzorek. Nasledné byl
kuzelovy nastavec spustén smérem k disku (Obr. 4-4). Otacenim kuzelu (cone) proti disku
urcitou silou byla ziskana viskozitni charakteristika méteného vzorku. Celkové bylo méteno
68 bodi viskozity v rozsahu smykové rychlosti 0-5000 s

CONE

LUBRICANT

PLATE

Obr. 4-4 Konfigurace cone-on-plate.

Konkrétni podminky reologickych experimentti jsou uvedeny v Tab. 4-1 nize. Uvedené
hodnoty platily pro vSechny testované roztoky.
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Tab. 4-1 Parametry reologickych experiment(.

Podminky experimenti

Méfeny objem 1ml
Smykova rychlost 0-5000 s*
Teplota 37a25°C
Pocet opakovani 3

4.2.2 Prvni faze — Méreni viskozitnich charakteristik vzork(

Jednd se o uvodni fazi, jejimz cilem bylo experimentalni naméfeni viskozitnich
charakteristik jednotlivych vzorkli. Méfeni probihala podle metodiky uvedené vyse
v kapitole 4-2 a respektovala parametry uvedené v Tab. 4-1 vysSe. Celkov¢ byla tato faze
v Tab. 4-5. Zjistovany byly viskozitni charakteristiky jak komercnich ocnich kapek,
tak nativnich kyselin hyaluronovych, ale také vyvijeného derivatu. Vzorky se od sebe navic

lisily pouzitym pufrem a mucinem a méfeni probihala za dvou teplot.

Vysledkem této faze jsou namétené viskozitni charakteristiky vzorki, které byly nasledné
analyzovany a porovnavany. Jako jedna z metod pro porovnani se pouzival nasledujici vztah
(1). Ten vychazi ze vztahu uvedeném ve studii [9] a jedna se o pomér mezi dynamickou
viskozitou za malych smykovych rychlosti (oteviené oko) a dynamickou viskozitou
za vysokych smykovych rychlosti. Tato metoda se pouZivala u komercnich o€nich kapek.

Q=" (1)
kde:

ni [Pa.s] dynamicka viskozita za smykové rychlosti 1 s

11000 [Pa.s] dynamicka viskozita za smykové rychlosti 1000 s

Q [-] koeficient viskoelasticity

Dalsi metodou hodnoceni viskozitnich charakteristik bylo porovnani viskozity s hodnotami
realnych slz, které stanovil ve své studii Tiffany [10]. Referen¢nimi byly hodnoty 65 mPa.s.
a 10 mPa.s odpovidajici redlnym slzam. Tato metoda se pouZzivala jak pro komeréni ocni
kapky, tak pro kyseliny hyaluronové a derivat.

Na zakladé vysledki z této faze bylo dale mozné stanovit mukoadhezivni index a diskutovat

rozdily mezi jednotlivymi latkami.
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4.2.3 Druha faze — VypocCet mukoadhezivniho indexu

Druhou fazi bylo numerické vyhodnoceni mukoadhezivniho indexu. Po naméteni viskozitni
charakteristiky byly ziskany hodnoty dynamickych viskozit jednotlivych vzorkii. Néasledné
bylo potieba zjistit mukoadhezivitu testovanych vzorkut. Ta byla ziskana vypocétem ze vztahu
(2), ktery vychazi ze studie Gracy [19].

Alo) = MGl 109 @
kde:

Nmuc+KH [Pa.s] dynamicka viskozita vzorku mucinu, pufru a KH

Nmuc [Pa.s] dynamicka viskozita vzorku mucinu a pufru

NKH [Pa.s] dynamicka viskozita vzorku KH a pufru

A [%0] mukoadhezivni index

Vzorky s mucinem zde imituji chovani vzorku po aplikaci na o¢ni povrch a jsou
porovnavany s hodnotou viskozity bez mucinu. Vysledkem je &islo v procentech, které
udava zvyseni viskozity po kapnuti piipravku do oka a jeho promiseni (interakci) s mucinem
v oku. Mukoadhezivni index je metodika pouzivana védeckou obci pro vyhodnoceni

ucinnosti o¢nich kapek a jejich mozné srovnani [9, 19, 22].

4.2.4 Treti faze — Vliv sterilizace

Poslednim krokem reologické faze bylo naméfeni dynamické viskozity vzorkl po jejich
sterilizaci. Cilem sterilizace je pomoci fyzikalnich nebo chemickych procesii odstranit nebo
usmrtit zarodky mikroorganismil. Bez tohoto procesu neni mozné certifikovat 1é€ivou latku
pro lidské pouziti. Jednd se tedy o validni informace potiebné pro celkové posouzeni
ucinnosti vyvijeného léku. Tato metoda se tykala pouze vzorkli nativnich kyselin
hyaluronovych a derivatu. Komeréni o¢ni kapky jsou jiz certifikovana lé¢iva, kterd prosla

timto procesem.

Pro posouzeni viskozity byly vybrany dvé metody sterilizace. Prvni metodou byla sterilizace
filtraci (dale oznacCena jako filtrace) a druhou byla sterilizace teplem (dale sterilizace).
Filtrace probihala manualnim protlaCovanim latky pies filtr Opthalsart NML (Obr. 4-5)
S porezitou 0,2 um od firmy Sartorius. Jedna se o filtry s acetdtovou membrdnou piimo
urcené pro filtraci o¢nich kapek. Sterilizace teplem probihala v autoklavu za teploty 120 °C
a tlaku 1,5 atmosféry po dobu 60 minut. Nasledné se méfily opét hodnoty dynamické
viskozity (za stejnych podminek jako v ptfedchozich dvou pfipadech), pfi¢emz vysledna data
byla porovnavana se stavem viskozity pied procesem sterilizace.
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Obr. 4-5 Stiikackovy filtr Sartorius Ophtalsart NML [35].

4.3 Tribologie

Druhou casti diplomové prace jsou tribologické experimenty. Meéfeni probihala
na vytvofeném tribologickém modelu v konfiguraci pin-on-plate a méla za cil analyzovat
vzorky z hlediska jejich soucinitele tfeni.

4.3.1 Tribologicky model oka

Tribologicky model oka je tvofen silikonovou kulickou (simulujici o¢ni kouli), kontaktni
c¢ockou a silikonovym platem (simulujicim vic¢ko). Silikonové kulicka je ulozena
do nerezového drzaku. Na silikonovou kulicku je nasledné umisténa kontaktni ¢ocka
(Obr. 4-6). Silikonovy plat tvofici protikus byl uloZen ve vané.

Kontaktni cocka

PDMS kulicka

Obr. 4-6 Rez pinem zobrazujici uloZeni silikonové kulicky a kontaktni ocky v drzaku.
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Model o¢ni bulvy (Pin)

Oc¢ni bulva je simulovana silikonovou kulickou o praméru 17,2 mm. Tento rozmér odpovida
vnitinimu poloméru kontaktni ¢o¢ky. Kulicka z vulkanizovaného silikonu Elastosil® LR
3003 byla vyrobena firmou SILROC v tvrdostech 10, 20, 30, 40 a 50 Sh. Modul pruznosti E
zvoleného materialu se pohybuje v rozmezi 300-1120 kPa v zavislosti na jeho tvrdosti.
Material na bazi silikonu byl zvolen s ohledem na nejvétsi podobnost s rohovkovou tkani,
ktera ma dle studii [36] primérny modul pruznosti E 207 kPa. Velikost kulicky byla volena
sohledem na kontaktni CoCku, aby nebylo nutné kontaktni ¢oCku nijak upravovat

a nedochazelo k jeji deformaci.

Model o¢niho vi¢ka (Plate)

Oc¢ni vicko je modelovano jako silikonovy plat o rozmérech 70x35x4 mm, ktery byl vkladan
do vany upevnéné na reciprocnim modulu. Platy byly vyrobeny ze stejného materialu jako
kulicky a tvorily protikus k modelu o¢ni bulvy a na ni umisténé kontaktni ¢ocky. Celkové
byly dodany dva typy plati o tvrdostech 30 a 50 Sh.

Kontaktni coCky

Kontaktni cocky se obecné déli podle doby, kdy je mozné jejich pouzivéni, tedy jednodenni,
¢trnéctidenni a mési¢ni/kontinudlni. Hlavnim parametrem ztoho vyplyvajicim je obsah
vody, ktery se zvySuje s ocekdvanou dobou uZivani. Dal§im parametrem je materidl,
ze kterého jsou Cocky vyrobeny. Poslednim jmenovanym parametrem je optickd mohutnost,
ktera neni pro nas ptipad zcela ovlivitujicim faktorem. Vybrany byly totiz kontaktni ¢ocky
sD +-0,5, kdy je jejich tloustka viceméné konstantni. VesSkeré parametry pouzitych
kontaktnich ¢ocek jsou uvedeny v Tab. 4-2.

Tab. 4-2 Parametry pouzitych kontaktnich ¢ocek.

Typ kontaktnich €¢oéek  Obsah vody [%] Material Typ
1-DAY Acuvue Moist 58 Etafilcon A 1denni
Biofinity 48 Comfilcon A meésicni
PureVision 2 HD 36 Balafilcon A kontinualni
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Analyza kontaktni oblasti

U tribologického modelu oka byla provedena analyza kontaktnich téles v programu ANSY'S
Workbench. Prvnim cilem byla klasicka tloha se znimou normalovou silou a cilem bylo
zjisténi kontaktniho tlaku pii zatézovani 1 N. Ztéto ulohy vyplynul kontaktni tlak
160 kPa. Druhym cilem bylo zjisténi velikosti normalové sily, kterd by za soucasné
konfigurace modelu oka odpovidala kontaktnim tlakiim nachazejicim se mezi o¢nim vickem
a kontaktni ¢oc¢kou. V tomto piipad¢ se jednalo o inverzni Glohu, kdy byl znam pozadovany
kontaktni tlak (2—7 kPa) a byla zji§tovana jemu odpovidajici normalova sila.

Elastosil® LR 3003 pouzity jako material kuli¢ky a platu je v této analyze modelovan jako
hyper—elasticky material, vulkanizovany silikon (Rubber Silicone VMQ). Tento material
svymi materialovymi vlastnostmi odpovida pouzitému Elastosilu o tvrdosti 30-40 Sh.
Kontaktni ¢ocka je modelovana jako linearni elasticky material definovany E a u.

Vzhledem k pouzitym materialim bylo potieba provést nelinearni analyzu. Vstupem byl
¢tvrtinovy 2D model tvofeny vyseci kulicky, kontaktni ¢ocky a platu. Na svislou hranu téles
byla aplikovana axisymetrie. Kontaktni oblasti byly vytvofeny mezi kulickou a vnitini
stranou kontaktni ¢oCky a platem a vnéjsi stranou kontaktni ¢ocky. V obou konfiguracich
byl nastaven kontakt se tfenim o hodnoté soucinitele tfeni 0,02, respektive 0,05. Okrajové
podminky tvofila normalovéa sila plsobici na horni vodorovnou hranu vysece kulicky
a ,.fixed support* na spodni stran¢ vicka (Obr. 4-7). Kone¢no-prvkova sit’ byla vytvofena
z 59 705 element a 180 362 uzlt. V oblasti dotyku byla aplikovana velmi jemna sit’ pomoci
funkce ,,face sizing* s polomérem oblasti 2 mm a velikosti elementu 0,01 mm.

o —

Obr. 4-7 Ukazka meshe (vlevo) a kontaktni oblasti (vpravo) z provedené nelinearni analyzy.
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Kontaktni tlak byl zjistovan pomoci nastroje ,,contact tool“ a analyza probihala, dokud
nedoslo ke konvergenci. Vzhledem k hyper-elastickému materialu bylo tteba pouzit funkci
velkych deformaci. Normalova sila byla zadavana rucné a probihaly iterace, dokud nebylo
dosazeno pozadovaného kontaktniho tlaku (2—7 kPa). Jako hodnotici kritérium byl vybran
kontaktni tlak 4,5 kPa a v Tab. 4-3 jsou hodnoty normalové sily odpovidajici této
konfiguraci. Hodnoty pro stied intervalu (z hlediska kontaktniho tlaku) zajistuji, ze i pii
odchylkach snimace bude dosazeno pozadovaného kontaktniho tlaku 2—7 kPa. Jedna se tedy

o doporucenou hodnotu normélové sily pro méteni soucinitele tfeni za soucasné konfigurace.

Tab. 4-3 Hodnoty normalovych sil pro interval tlakti 2—7 kPa pro jednotlivé kontaktni ocky.

Normalova sila Normalova sila

Kontaktni ¢ocka Normalova sila (2 kPa) (7 kPa) (4.5 kPa)
Balafilcon A 0,0615 mN 0,660 mN 0,275 mN
Comfilcon A 0,0680 mN 0,820 mN 0,340 mN
Etafilcon A 0,1560 mN 1,730 mN 0,750 mN

Konstrukce drzaku

V ramci diplomové prace bylo potieba zkonstruovat drzaky vzorka (Obr. 4-8). Pro model
oka poslouzil nerezovy drzak z oceli 1.4301. Rozdilem mezi obéma typy byl zptisob fixace
vzorku. V prvnim ptipadé se jednalo o Sroubovy mechanismus utahovani vzorku, kdy je
zajiSténo dostatecné predpéti 1 v pomérné Sirokém toleran¢nim intervalu silikonové kulicky.
Drzak se sklada ze spodniho a horniho dilu. Ve spodnim dilu je vyrobena mala polokoule
pro vystredéni kulicky a zamezeni jejimu protaceni pii utahovani. Ve vyfezu v horni ¢asti
drzéku byl vytvofen radius, aby bylo zamezeno stfihani kontaktni cocky béhem dotahovani
vzorku. Druha varianta drzaku se také sklada ze dvou dili. Spojeni dila dohromady je
zajiSténo Srouby M2 a piizplsobeni toleranci kulicky je vyfeSeno draZkou v hornim dilu.

Oproti prvni varianté se tento drzak zaroven li§i konickym vybranim spodniho dilu.
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Obr. 4-8 Dvé varianty drzaky modelu oka.

Pro model o¢niho vicka byla zkonstruovéna nerezova vana o rozmérech 100x65x35,5 mm
(Obr. 4-9). Sestava se sklada z vnéjsi vany, do které se vklada vana vnitini. Vnitini vana
slouzi pro ulozeni silikonového platu, tedy modelu o¢niho vicka. Vné&jsi vana slouzi
pro upevnéni na platformu tribometru a pro vytapéni vzorku. Vyhiivani je feSeno dvéma
topnymi patronami od firmy Hotset a teplota je sniména termoclankem od stejné firmy.
Patrony o vykonu 145 W jsou umistény podélné pod vnitini vanou pro zajiSténi
rovnomérného ohfevu. Po stranach vnéjsi vany jsou dv€ paky se Srouby M4 s pruZinami,
kde je pfitlakem pruzin zajistovana rovinnost vzorku. Konstrukéni feseni vany umoziuje
jednoduchou montaz a snadné €isténi béhem méteni.

VNITRNf VANA

VNEJSI VANA

Obr. 4-9 3D model sestavy vany.
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4.3.2 Popis tribologickych experiment(

Mg¢feni soucinitele tfeni probihalo na tribometru Bruker UMT TriboLab (popsaném
v kapitole 4.1) v konfiguraci pin-on-plate (Obr. 4-10) s pouzitim recipro¢niho modulu
tribometru. Do horni ¢asti zafizeni byl upevnén drzak modelu oka (pin). Do spodni ¢asti byla
na reciprocni modul upevnéna vana se silikonovym platem (plate). Pin je nasledné
pritlacovan pozadovanou norméalovou silou proti platu, ktery je ulozen ve vané. Spodni
pohybliva cast s vanou nésledné vykona linedrni vratny pohyb o urcité frekvenci

a vysledna tieci sila je ziskana pomoci tenzometrickych snimac.

Obr. 4-10 Konfigurace pin-on-plate.

UNITRNI UPINACI MECHANISMUS
VANA
\ = PDMS plat [eane)
X )‘/ 7 (PLATE) [N ‘ N
| L]
ll. v
S § e ,/ el ; PODLOZKA
A 724
L ]
N N
=
OTVOR PRO TOPNOU PATRONU TERMOGCLANEK VNEISI VANA

Obr. 4-11 Schématické zobrazeni fezu vany se vzorkem.

Parametry experimentl byly ziskany na zéklad€ validacnich experimentil tribologického
modelu oka. Za téchto podminek (Tab. 4-4) probihalo méfeni soucinitele tfeni
u komer¢nich o¢nich kapek a nativnich kyselin hyaluronovych vcéetné derivatu. Celkove
se kazdé meéteni skladalo ze tii Casti. Prvnich 60 s byl zabéh, ktery se do vyhodnoceni
nepocital a nasledovaly dva cykly po 300 s vlastniho méfeni soucinitele tfeni, které bylo
vyhodnocovéno. Vysledny soucinitel tfeni byl ziskan primérovanim hodnot. Statistické
zhodnoceni vysledki je feSeno pomoci smérodatné odchylky.
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Tab. 4-4 Parametry tribologickych experiment( probéhlé ve druhé a treti fazi.

Podminky experimentu

Zatézna sila 1N
Tvrdost PDMS platu 30 Sh
Tvrdost PDMS kulicky 10 Sh
Posuvna rychlost 6 Hz
Kontaktni ocka 14denni
Teplota 37 °C
Pocet opakovani 5x2

4.3.3 Prvni faze — Valida¢ni experimenty

Tyto experimenty mély za ukol validovat navrzeny tribologicky model oka. Jako referen¢ni
kapalina se pouzivala karboxymethylcelul6za (CMC), ktera viskozitné odpovida kyseliné
hyaluronové, ale je mnohem levngjsi. Smyslem této faze bylo stanoveni optimalni
konfigurace jak méficiho zafizeni, tak pouzitych materiali. Cilem téchto experimentd bylo
stanovit co nejlepsi podminky méteni, které budou co nejvice odpovidat védeckym ¢lankiim
a zéroven budou vykazovat stabilni vysledky. V ramci této faze se testovaly jednotlivé typy
kontaktnich ¢ocek, tvrdosti silikonovych kuli¢ek, sady normalovych zatizeni, vliv rychlosti
ateploty. Vysledkem prvni faze byl tedy uceleny soubor podminek, které 1ze pouzit v dalSich

fazich projektu pro méfeni soucinitele tfeni.

4.3.4 Druha faze — Testovani komer¢nich o¢nich kapek

V druhé fazi nésledovalo testovani komer¢nich kapek. Na zéklad¢ poznatkl z validac¢nich
experimentt doslo k tipravé parametrti experimentu tak, aby mohly byt testovany komercni
roztoky. Experimenty byly provedeny pro jednotlivé roztoky a konfigurace. Vzorky v této
fazi nebylo nutné nijak pfipravovat, jelikoZ se jednalo o findlni produkty.
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4.3.5 Treti faze — Testovani nativnich KH a derivatu

V posledni fazi byla testovana nativni kyselina hyaluronova a vyvijeny derivat. Testované
roztoky jsou uvedeny v Tab. 4-6 Maziva pouzita pro méfeni souéinitele tieni a podminky
experimentu odpovidaly tém pro komercni o¢ni kapky, aby mohly byt vysledky nésledné
porovnany. Cilem této faze bylo pozorovani a analyza chovéni soucinitele tfeni u vyvijeného
derivatu v porovnani s nativnimi kyselinami hyaluronovymi. Sledovan byl zaroven vliv

koncentrace rozpusténého polymeru a také vliv pouzitého pufru.

4.4 Maziva

Pro reologickou i tribologickou ¢ast byla separatné pripravovana maziva. Postup byl v obou
ptipadech témét shodny, nicméné pro reologickd méteni néasledovalo jesté fedéni pufrem
na potifebnou koncentraci ¢i pfiddni mucinu. Tato kapitola pfiblizuje pfipravu vzorka
pro oba typy méfeni se zaméfenim na pouzity polymer. V piiloze (Pfiloha 1) se nachézeji
protokoly, které obsahuji detailni popis pfipravy vzorkt pro reologickou ¢ast.

4.4.1 Kyselina hyaluronova a derivat

PFiprava vzork(

V ramci méfeni viskozity bylo pracovano s nativni kyselinou hyaluronovou s molekulovou
hmotnosti v rozmezi 440 kDa—1,6 MDa a derivatem kyseliny hyaluronové (Tab. 4-5).
Nativni kyseliny hyaluronové i derivat byly dodany v podobé praski, takze pred kazdym
meéfenim bylo potieba vzorky ptipravit. Aby bylo dosaZeno potiebné koncentrace bylo tieba
navazit presn¢ dané mnoZstvi polymeru a rozpustit jej v pozadovaném mnozstvi
rozpoustédla (pufru). Pro koncentraci 0,1 % bylo navaZzovano mnozstvi 1 mg/ml, v ptipadé
0,2 % 2 mg/ml a v ptipadé 0,3% roztoku se jednalo o 3mg/ml. Nej¢astéji bylo ptipravovano
mnozstvi 10 ml pro reologické a 20 ml pro tribologicke testy. Po rozpusténi vzorkt v pufru
byly vzorky michany na magnetické michacce po dobu 29 hodin za t¢elem dokonalého
rozpusténi polymeru v pufru.

V piipadé, ze se jednalo o vzorky s mucinem byl separatné ptfipraven mucin. Mucin byl
pouzivan ve formé& suSeného gastrin mucinu typu II a III od firmy Sigma Aldrich.
Po rozmichani byl mucin pipetovan do pfipravenych roztokii kyseliny hyaluronové
a derivatu. Nasledné byly vzorky inkubovany po dobu 60 minut na 37 °C na temperované
ttepacce s LIA. Toto vSak platilo pouze pro reologickd méfeni. V tribologické casti
se s mucinem nepracovalo.
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Vzorky

Celkové bylo meéfeno 6 ruznych druhli polymeri, pficemz 4 byly nativni kyseliny
hyaluronové, jeden vzorek byl vyvijeny derivat a jeden vzorek byla karboxymethylceluloza.

Tab. 4-5 Maziva pouzita pro méfeni viskozity a mukoadhezivity.

Nazev Molekulova hmotnost Koncentrace
HA-C12 Ekvivalent 500 kDa 0,3 %
HA-440 440 kDa 0,3%
HA-589 589 kDa 0,3%
HA-1 1 MDa 0,3%
HA-1,6 1,6 MDa 0,3%
CMC - 0,5 %

Na zékladé vysledkli méfeni viskozity byly vybrany tfi nativni kyseliny hyaluronové
a derivat, které nasledné podstoupily tribologické testovani. Hlavni zménou jsou odlisné
koncentrace derivatu uvedené v Tab. 4-6. Karboxymethylceluloza byla pfipravena
Vv koncentraci, kdy viskozitn¢ odpovidéa testovanym produktiim a mohla byt tedy vyuZzita

jako testovaci mazivo pro valida¢ni experimenty.

Tab. 4-6 Maziva pouzita pro méfeni soucinitele tfeni.

Nazev Koncentrace
HA-1,6 0,3%
0,3-HA-C12 0,3%
0,2-HA-C12 0,2%
0,1-HA-C12 0,1%
HA-440 0,3%
HA-589 0,3%
CMC 0,5%

Pufry

Specialni podkapitolu tvofi pufry neboli rozpoustédla. Ackoliv se nejedna o samostatné
vzorky jedna se o jejich podstatnou ¢ast, jelikoZ jsou v nich rozpoustény polymery. Celkové
byly pouzity tfi typy pufra (Tab. 4-7), ve kterych byly rozpoustény meétené polymery.
Pro reologicka métfeni byly vyuzivany HEPES-pufr a THEA-pufr. Pro nasledna tribologicka
meéfeni byly vzorky kyseliny hyaluronové a derivatu rozpoustény vzdy v pufru
fyziologickém a THEA-pufru.
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Tab. 4-7 Pufry, jejich oznageni a slozZeni.

Pufr Oznaceni Slozeni
Fyziologicky F-pufr 0,9% roztok NaCl v demi vodé
HEPES H-pufr 20mM HEPES v demi vodé
3% Trehalosa, 0,2% NacCl,
THEA T-pufr 0,121% Tromethamol v demi vodé

— Uprava pH na 7,2 pomoci HCI

4.4.2 Komercni oCni kapky

Pro méfeni viskozity i soulinitele tfeni bylo vybrano 5 druhti o¢nich kapek. Jedna
se 0 komeréné dostupné ocni kapky, které se 1isi svym slozenim (Tab. 4-8), pievazné
Z hlediska pouzitého polymeru. Neckteré kapky obsahuji vice nez jeden polymer,
tedy obsahuji dalsi kopolymery. Kopolymery jsou ptidavany z diivodu zlepSeni regenerace
¢i hojeni tkani, ale také z divodu snizeni ceny vysledného produktu. Dal§imi slozkami jsou
rozpoustédla (pufry) a osmolyty, které dopliuji portfolio chemickych vlastnosti potiebnych
pro spravné fungovani produktu. O¢ni kapky nebyly rozpoustény v zaddném z pufri, ale byly
testovany jako finalni produkty.

Tab. 4-8 Pouzité o¢ni kapky a jejich slozeni.

Produkt Polymer Osmolyt Pufr
. . Tetraboritan sodny
ReNu MultiPlus Povidon (PVP) - Chlorid sodny
Polyethylenglykol 400 0,4% Kyselina borita
Systane Ultra Glykol 0,3% Sorbitol Aminomethyl
Hydroxypropy! guar propanol

Laim-Care

Refresh

Thealoz Duo

Kyselina hyaluronova 0,3 %

Karboxymethylceluléza sodna 0,5%

Carbopol 974P 0,25 g
Hyaluronat sodny 0,15 g

Trehaléza 3 g
Sorbitol

Kyselina borita
Chlorid sodny

Hydroxid sodny
voda
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5 VYSLEDKY

5.1 Reologie

Cilem reologie bylo naméfeni viskozitni charakteristiky nativnich KH, derivatu
a komercnich o¢nich kapek. V prvni fazi byly méfeny dynamické viskozity jednotlivych
vzorkl a ve druhé fazi byl nasledné pocitan mukoadhezivni index vzorkl. Experimentalni

¢ast uzavielo naméieni viskozity vzorkll po provedeni sterilizace.

Data byla métena za teploty 25 °C a 37 °C. Nicméné vysledky ukézaly, Ze rozdily mezi
teplotami byly nepatrné, a proto byla zvolena jako finalni teplota testovani 37 °C. Vzorky
po reakci s mucinem imituji chovani roztoku po aplikaci na o¢ni povrch a budou tedy

porovnavany s hodnotami viskozity pro redlné slzy.

5.1.1 Komercni oCni kapky

Viskozitni charakteristika

Viskozitni charakteristika komercnich ocnich kapek byla méfena ve dvou krocich,
pied a po interakci s mucinem. Z vysledki (Obr. 5-1) vyplyva, ze nejvyssi viskozitu mély
kapky Systane, jejich hlavni aktivni slozkou jsou tfi polymery. Druhou nejvyssi viskozitu
mély kapky Laim Care s obsahem KH. Nasledovaly kapky Thealoz, Refresh a nejniZsi
viskozitu mély kapky ReNu. Zaroven se ukazalo, Ze testované komercni kapky nevykazuji
shear thinning efekt a jejich viskozita se vlivem smykové rychlosti méni pouze minimalné.
Jediné kapky, které prokazaly mirny shear thinning efekt byly kapky Systane.
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Obr. 5-1 Prabéh viskozity komerénich o€nich kapek v rozmezi 1 s-1 a 1000 s-1.

Na grafu (Obr. 5-2) lze vidét zménu viskozitni charakteristiky vzorku po jejich interakci
smucinem III. Kapky Thealoz vykazuji znacny ndrGst viskozity v oblasti malych
smykovych rychlosti, coz je ve shod¢ se shear thinning chovanim realnych slz. Podobné
chovéani vykazaly také kapky ReNu, nicméné s mensimi hodnotami viskozity v bodech 1 s

a 1000 s™.
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Obr. 5-2 Viskozitni charakteristika komer&nich o€nich kapek po jejich interakci s mucinem lll.
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Tab. 5-1 Tabulka hodnot viskozity a koeficientu Q u komer&nich o¢nich kapek po reakci s mucinem Il1.

Vzorek n: (mPa.s) N1ooo (MPa.s) Q1/1000
Thealoz 47,2 4,1 11,5
Laim Care 8 51 1,6

ReNu 12,5 2,1 6,0
Refresh 6,6 3,5 1,9
Systane 17,2 7,6 2,3

Mukoadhezivni index

Mukoadhezivni index byl pro jednotlivé komeréni o¢ni kapky pocitan na zakladé vzorce
(4.1). Souhrnné vysledky jsou uvedeny v Tab. 5-2 a to pro 4 smykové rychlosti. Z vysledka
je patrné, Ze nejlepsi mukoadhezivitu ukézaly kapky Thealoz Duo, kde se mukoadhezivni
vlastnosti vzorku projevily ve 3 ze 4 smykovych rychlostech. Zavislost mukoadhezivity
na smykové rychlosti se u kapek neprojevila. Druhé nejlepsi byly kapky Systane. Interakce
s mucinem se neprojevily u kapek Laim Care a Refresh. V ptipadé¢ kapek Laim Care
obsahujicich KH je to ptekvapivé zjisténi, které bude analyzovano v diskuzi.

Tab. 5-2 Mukoadhezivni index komercnich o€nich kapek pro smykové rychlosti 1; 10; 100 a 1000 s-1.

Vzorek A1 (%) A1o (%) A1o0 (%) A1o00 (%)

Thealoz
Duo

143 278 50 -
ReNu - 5 - -
Refresh - - - -
Laim Care - - - -

Systane 10,2 - 17,2 5,6
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5.1.2 Nativni kyselina hyaluronova a derivat

Viskozitni charakteristika

Nativni KH a derivat (HA-C12) byly rozpoustény ve dvou pufrech a nasledné byla méfena
jejich viskozitni charakteristika pfed interakci s mucinem. Z grafu (Obr. 5-3) lze vidét,
ze v piipadé T-pufru s obsahem trehaldzy se vzorky nativni KH srovnaly vzestupné podle
své molekulové hmotnosti. Drobnou vyjimkou jsou molekulové hmotnosti 589 kDa
a 1 MDa. Derivat dosahl nejvyssi hodnoty viskozity jak za malych, tak za vysokych
smykovych rychlosti. Naopak v pfipad¢ vzorkd rozpusténych v H-pufru (Obr. 5-4) byly
vysledky nezavislé na molekulové hmotnosti vzorkl. Vzorek CMC je uveden pro potvrzeni,

ze jeho viskozitni charakteristika odpovida testovanym KH a je validni pro tribologii.
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Obr. 5-3 Viskozitni charakteristika vzorkd KH v T-pufru.
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Obr. 5-4 Viskozitni charakteristika vzork( KH v H-pufru.
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VIiv mucinu a pufru

Celkové byly nativni KH a derivat testovany se dvéma typy mucinti a dvéma typy pufra
za jednotné koncentrace 0,3 %. Vysledky ukazaly, Ze nejkonzistentnéjSich vysledkii dosahly
KH a derivat v konfiguraci s mucinem Il a T-pufrem (Obr. 5-5). V ptipadé mucinu II
a T-pufru (Obr. 5-6) doslo k interakci derivatu s mucinem, a to vedlo v oblasti malych
smykovych rychlosti k velmi vysoké viskozité derivatu (4000 mPa.s). Navic se zde
neprojevoval v takové mife shear thinning efekt, jaky by byl ofekavan u nativnich slz.
Interakce mucinu 11l s H-pufrem vedla k nerelevantnim vysledkim (Obr. 5-7), kde byla
interakci zcela ovlivnéna vnitini viskozita vzorku. Graf (Obr. 5-8) naopak ukazuje dobrou
interakci mucinu 1l s H-pufrem, ale vysledna viskozita derivatu je v fadu tisici mPa.s.
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Obr. 5-5 Viskozitni charakteristika vzorktl KH po interakci s M3 v T-pufru.
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Obr. 5-6 Viskozitni charakteristika vzorki KH po interakci s M2 v T-pufru.
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Obr. 5-7 Viskozitni charakteristika vzorkil KH po interakci s M3 v H-pufru.
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Obr. 5-8 Viskozitni charakteristika vzorkti KH po interakci s M2 v H-pufru.

Vliv koncentrace

Vzhledem Kk velmi vysokym hodnotam viskozity derivatu za malych smykovych rychlosti
byla provedena dal$i analyza. Doslo ke sniZzeni koncentrace rozpusSténého polymeru
v roztoku na 0,2 % a 0,1 %. Grafy (Obr. 5-9, Obr. 5-10) ukazuji, ze snizeni koncentrace
vede ke snizeni viskozity. V piipad¢ derivatu o koncentraci 0,1 % se jiz jednd o viskozitni
charakteristiku blizkou redlnym slzam.
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Obr. 5-9 Viskozitni charakteristika derivatu s rozdilnou koncentraci derivatu.
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Obr. 5-10 Viskozitni charakteristika derivatu s rozdilnou koncentraci derivatu po aplikaci mucinu.

Mukoadhezivni index

Stejné jako v pripadeé komercnich o¢nich kapek byl mukoadhezivni index pocitan dle vztahu
(4). ZTab. 5-3 lze vidét, ze vSechny roztoky kyseliny hyaluronové vcetné derivatu
prokazaly mukoadhezivni vlastnosti. Velikost hodnoty mukoadheze se ukdzala zavisla na
smykové rychlosti, kde nejvysSich hodnot dosahoval index pro malé smykové rychlosti.
V ptipad€ vysSich smykovych rychlosti jizZ byla hodnota mukoadhezivniho indexu niZsi.
Vyjimkou jsou vzorky 589 kDa a 1,6 MDa, kde byla mukoadhezivita nejvyssi za smykové
rychlosti

1s™,
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Tab. 5-3 Mukoadhezivni index pro smykové rychlosti 0,1; 1; 10; 100 a 1000 s™.

Vzorek A1 (%) A1o (%) A1oo (%) A1o00 (%)
HA-C12 91125 1577,6 349,7 59,0
HA-440 2454 158,7 1447 118,4
HA-589 140,5 164,0 158,3 104,3
HA-1 538,9 4441 370,6 192,0
HA-1,6 549,1 962,3 618,3 194,9

Vliv sterilizace

V posledni fazi reologickych experimentli byly méteny viskozitni charakteristiky vzorki

po filtraci a sterilizaci teplem. Ackoliv se jedna o odlisné procesy z hlediska metodiky,

tak vysledky dopadly v obou piipadech velmi podobné. Z hlediska hodnoceni derivatu
mizeme fict z grafi (Obr. 5-11, Obr. 5-12) je patrné, ze derivat mél viskozitu ze vSech
meéfenych vzorkd nejhorsi. Filtrace ukazala na schopnost vzorkd zachovat si viskozitu
za malych smykovych rychlosti. Sterilizace teplem vykazuje vétsi pokles viskozity
nez v ptipadé sterilizace filtraci. Rozdil je patrny na grafu (Obr. 5-12), kde od hodnoty

smykové rychlosti 10 s* je viskozita viech vzorkil v podstaté shodna. Jedind KH o nejvyssi

molekulové hmotnosti (1,6 MDa) vykazuje vysokou viskozitu za malych smykovych

rychlosti.
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Obr. 5-11 Vliv filtrace na viskozitni charakteristiku vzorku.
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Obr. 5-12 Vliv sterilizace v autoklavu na viskozitni charakteristiku vzorku.
5.2 Tribologie

5.2.1 Uvodni experimenty pro ové&feni tribologického modelu oka

Prvnim tkolem byla validace vytvofeného tribologického modelu oka. Pied méfenim
nativnich KH, derivatu a komer¢nich o¢nich kapek bylo potieba stanovit podminky téchto
experimentll. Testovan byl vliv normalové sily, vliv posuvné rychlosti, vliv tvrdosti
materiald, ale také vliv pouzité kontaktni CoCky a teplotni zavislost. Pro tuto fazi byl pouZit
0,5% roztok CMC, ktery viskozitn€ odpovidda KH a dobie simuluje chovani budoucich
vzorkl. Na zakladé téchto méfeni vznikly podminky experimenti (Tab. 4-4), které byly
pouzity pro dalsi méfeni.

Z vyse uvedenych parametrii byla nejvice ovlivitujici normalova sila a tvrdost kontaktnich
materiald. Normalova sila byla testovana v rozmezi 1-5 N v zavislosti na tvrdosti protikust.
Byla pozorovédna zdvislost normalové sily na tvrdosti materiald. Jednotlivym tvrdostem
kulicek odpovidala vzdy maximalni hodnota normalové sily, po jejimz prekroceni doslo
ke zna¢nému narlstu tfeni. VIiv tvrdosti materialti ukazuje graf (Obr. 5-13). Zde je vidét,
ze kuli¢ky o tvrdosti 10 a 30 Sh maji velmi podobny vysledny soucinitel tfeni, ktery se lisil
az na tfetim desetinném misté. Zaroven je patrné, ze tvrdost 10 Sh mé nejmensi smérodatnou
odchylku ze vSech métenych vzorkil. Z toho divodu byla vybréna tato tvrdost pro nasledné
experimenty.
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Obr. 5-13 Vliv tvrdosti materialu kulicky na soucinitel tfeni za Fn=1 N.

Vliv posuvné rychlosti byl nepatrny v rozmezi 5-8 Hz. Nejstabilnéjsi bylo chovani
pii posuvné rychlosti 6 Hz, a proto byla tato hodnota zvolena pro dalsi experimenty.
Po prepoctu vychazi primérna hodnota rychlosti na 156 mm/s.

Porovnani vysledkt soucinitele tfeni s a bez kontaktni ¢ocky ukéazalo na nizsi soucinitel tfeni
pti pouziti kontaktni Cocky. Zaroven se od sebe liSily jednotlivé druhy kontaktnich ¢ocek,
a to pfevazné z hlediska Zivotnosti. Nejlepsi pomér Zivotnosti a soucinitele tfeni vykazaly
coc¢ky Bioinfinity® a proto byly pouZity pro nasledujici experimenty.

Testovany vliv teploty ukazal, Ze tento parametr vyznamné neovlivituje vysledny soucinitel

treni. Testovany byly teploty 25 a 37 °C a na zdklad¢ vySe uvedeného byla pro dalsi
experimenty zvolena teplota 37 °C simulujici teplotu lidského téla.

5.2.2 Komerc¢ni oCni kapky

Soucinitel tfeni byl méten pro 5 typt komer¢nich o¢nich kapek. Podminky experimentu
respektovaly hodnoty uvedené v kapitole 4. Vysledky méfeni soucinitele tfeni u komercnich
ocnich kapek (Obr. 5-14, Obr. 5-15) ukazaly na zasadni vliv pouzitého polymeru.
Nejvyssiho soucinitele tfeni dosahly kapky Thealoz Duo obsahujici jako aktivni latku

cvwr

cvwr

karboxymethylcelul6zu mély druhy nejvyssi soucinitel tfeni. Stfedni hodnoty soucinitele
tteni dosahly kapky ReNu tvofené polymerem PVP.
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Obr. 5-14 Pribéh souginitele tfeni komerénich oénich kapek v zavislosti na ¢ase, n=10.
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Obr. 5-15 Pramérna hodnota soucinitele tfeni komerénich oénich kapek za velkych smykovych rychlosti.
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5.2.3 Nativni kyselina hyaluronova a derivat

Vliv molekulové hmotnosti

Pro hodnoceni vlivu molekulové hmotnosti byly porovnavany vzorky za jednotné
koncentrace 0,3 %. Vyvoj soucinitele tfeni v ¢ase (Obr. 5-16) byl téméf neménny kromé
nejvyssi molekulové hmotnosti 1,6 MDa, u které byl sledovan pokles soucinitele tfeni v Case.
To lze vidét na smérodatnych odchylkach v nasledujicich grafech. U T-pufru byl trend
stejny. Z grafu (Obr. 5-17) je patrné, Ze nejmensiho soucinitele tieni dosahla KH o nejmensi
molekulové hmotnosti. Nasledn¢ se soucinitel tfeni zvySoval vzdy s rostouci molekulovou
hmotnosti. Zajimavé je srovnani derivatu HA-C12, ktery ma molekulovou hmotnost
ptiblizn€ 500 kDa. Pfi pohledu na graf je vidét, Ze hodnota jeho soucinitele tfeni se nachdzela
presné mezi nativnimi KH o MH 440 kDa a 589 kDa. U fyziologického pufru se projevily
stejné charakteristiky, coz lze vidét na Obr. 5-18 i Obr. 5-16.

0,12
* HA-C12-F * HA-440-F e HA-589-F e HA-1.6-F
Z 01 .'lP
~E $~w. . 0 .a...
’e o ° ."WM o
= L I WY
— [ ]
3 008 . & Vo
=
0
S
S 006 |
0,04
0 50 100 _150 200 250 300
Cas (s)
Obr. 5-16 Vyvoj soucinitele tfeni v zavislosti na ¢ase pro vzorky v F-pufru.
0,14
0.12 OHA-440-T EHA-C12-0.3-T EHA-589-T HEHA-1.6-T
Z 0,10
5
e 0,08
3
' 0,06
Q9
3 0,04
n
0,02
0,00

Obr. 5-17 Sloupcovy graf zobrazujici primérné hodnoty soucinitele tfeni KH a derivatu v T-pufru.
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Obr. 5-18 Sloupcovy graf zobrazujici primérné hodnoty soucinitele tfeni KH a derivatu v F-pufru.

Vliv koncentrace

Vliv koncentrace na soucinitel tfeni byl zkouman u derivatu HA-C12. Podnétem k tomu byly
znaéné rozdily ve viskozité (Obr. 5-5) derivatu pti zméné jeho koncentrace. Vyvoj
soucinitele tfeni v Case byl téméf neménny pro vsechny koncentrace (Obr. 5-19). Tento
trend platil i pro T-pufr. Z grafu (Obr. 5-20) Ize vidét, Ze s rostouci koncentraci rostl také
souinitel tfeni. Nicméné rozdil mezi soucinitelem tfeni mezi 0,1 % a 0,3 % je pouze 7,8 %.
V ptipadé fyziologického pufru (Obr. 5-21) byly hodnoty nizsi, nicméné trend soucinitele
treni byl zachovan. Rozdil mezi hodnotami soucinitele tfeni byl u fyziologického pufru mezi
koncentraci 0,1 % a 0,3 %, celkové 11,1 %.
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Obr. 5-19 Vyvoj soucinitele tfeni v zavislosti na ¢ase pro rizné koncentrace derivatu v F-pufru.
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Obr. 5-20 Graf zobrazujici zménu soucinitele tfeni derivatu v zavislosti na koncentraci polymeru (T-pufr).
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Obr. 5-21 Graf zobrazujici zménu soucinitele tfeni derivatu v zavislosti na koncentraci polymeru (F-pufr).

Vliv pufru

Vzhledem ktomu, Zze byly pouzity dva rozdilné pufry, byl analyzovan jejich dopad
na soucinitel tfeni. V ptipad¢ vzorki rozpusténych v T-pufru, ktery obsahuje trehalozu byla
vyslednd hodnota soucinitele tfeni vzdy vys$i nez v pfipadé vzorkli rozpusténych
ve fyziologickém pufru. Rozdily mezi jednotlivymi hodnotami se liSily v zavislosti
na molekulové hmotnosti vzorkd nebo koncentraci. Na grafu (Obr. 5-22) jsou vybrané
vzorky, které demonstruji rozdily mezi hodnotami soucinitele tfeni u vzorki s odliSnym
pufrem. Z grafu lze odvodit, Ze rozdily se zvySovaly s molekulovou hmotnosti vzorku,
kde u nejmensi MH 440 KDa byl rozdil pouhych 4,3 % u nejvyssi molekulové hmotnosti
byl rozdil jiz 11 %.
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Obr. 5-22 Graf zobrazujici zménu soucinitele tfeni mérenych vzorkud v zavislosti na pufru.

0,046

E HA-440-F O HA-440-T BHA-C12-F OHA-C12-T B HA-1.6-F BHA-1.6-T

0,048

0,050

0,055

0,100

81



6 DISKUZE

Diplomova prace se skladala ze dvou Casti, casti reologické a ¢asti tribologické. Reologicka
Cast se zabyvala viskozitnimi charakteristikami a mukoadhezivitou méfenych vzorku a jejim
cilem bylo zhodnoceni métenych vzorki, hlavné vyvijeného derivatu. Tribologicka cast
se zaméfila na analyzu soucinitele tieni u komercnich o¢nich kapek, nativnich KH a derivatu,

a to ve smyslu jejich vzajemného porovnani.

Je potfeba upozornit, ze presné slozeni derivatu je utajeno, jelikoz se jednd o vyvijenou
surovinu a firma Contipro ma za cil si danou surovinu patentovat. Z toho divodu je
zhodnoceni derivatu provedeno na zakladé ziskanych experimentalnich dat a porovnanim
S ostatnimi vzorky. Odtajnénymi informacemi jsou priimérna molekulova hmotnost derivatu

ato 500 kDa a piimés kyseliny laurové (C12).

6.1 Reologie

Me¢éieni viskozitnich charakteristik probihalo na reometru Kinexus Pro+ v laboratofich
spole¢nosti Contipro a.s. Pouzity reometr vykazoval stabilni hodnoty viskozity od smykové
rychlosti 1 s a proto jsou od této hodnoty data vyhodnocovéana. Reologickd méfeni méla
za cil porovnat hodnoty viskozity pied a po aplikaci mucinu. K tomu slouZil in-vitro model,
ktery simuloval chovani vzorkd po aplikaci na o¢nich povrch. Oproti muciniim nachéazejicim
se Vv realném oku (MUC5AC, MUCL16) byl pro in-vitro model pouzit suseny gastrin mucin
typu Il a lll. Jedna se vSak o relevantni imitaci pouzivanou ve védeckych publikacich, jelikoz
dostupnost o¢nich mucinli je zna¢né ztizena. Mukoadhezivni vlastnosti polymert jsou
klicové pro téinnou 1é¢bu syndromu suchého oka, protoze ovliviiuji dobu piisobeni ucinné

latky na povrchu oka.

Tento model piedstaveny Hassanem a Gallem [37], pouZzivala také Graca [19]. Madsen [38]
upozorituje na fakt, ze tento model neni vhodné pouzivat jako jedinou metodu
pro vyhodnoceni mukoadhezivity vzorki. Z toho divodu byl piedstaven jesté koeficient Q
na zaklad¢ vztahu (1), ale vzhledem k tomu, Ze se jedna o ¢islo tvofené pomérem viskozit je
tato metoda brana pouze jako doplitkova. Presnéjsi metodou je porovnani hodnot viskozity
za malé a velké smykové rychlosti s hodnotami ze studie [10] (65 mPa.s a 10 mPa.s).

wevr

porovnani namétené viskozity s hodnotami [10] a nasledné koeficient Q. Takto bylo také
ptistupovano k vysledktim v této diplomové praci.
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6.1.1 Komercni ocni kapky

Reologie o¢nich kapek se zaméfila na popis vybranych produkt nachazejicich se aktualné
na trhu. Velkym problémem soucasnych komer¢nich roztoki je totiz nedostateéna hodnota
viskozity [9], kdy béhem mrkani (namahani smykovou rychlosti) nedochazi k jeji dostate¢né
zméné. Nékteré komercni produkty tak nedostatecné simuluji nativni slzy, které maji jako
ne-newtonské kapaliny rozdil mezi viskozitou otevieného oka (nulovd smykova rychlost)

a viskozitou béhem mrkani (vysoké smykové rychlosti).

Grafy (Obr. 5-1 a Obr. 5-2) ukazuji rozdily mezi viskozitou pied a po aplikaci mucinu.
Je patrné, ze interakce s mucinem méni viskozitni charakteristiku smérem nahoru. To souvisi
s mukoadhezivnimi vlastnostmi polymera. Jak 1ze vidét z hodnot mukoadhezivniho indexu
(Tab. 5-2), n¢které polymery neprokazaly pozitivni vliv interakce s mucinem. Prekvapivé
jsou vysledky u kapek Laim Care obsahujicich KH. Na zaklad¢ vlastnosti KH a studii
zkoumajicich o¢ni kapky s obsahem KH [9, 16, 19] byla o¢ekavana pozitivni reakce KH
s mucinem, ktera se ovSem nepotvrdila. To je pravdépodobné zpisobeno piidruzenymi
latkami o¢nich kapek nebo sterilizaénim procesem, jelikoZ mukoadhezivni vlastnosti nativni
KH byly v této praci potvrzeny. Naopak dobré mukoadhezivity dosahly kapky Thealoz Duo,
a to pravdépodobné diky obsahu polysacharidu trehalozy [39], ale také soli KH. Vysoka
viskozita u kapek Systane odpovidad poznatkiim ze studie [9], kde autofi popisuji vliv
kombinace vice polymert jako pfi¢inu zvyseni viskozity. Zaroven se u téchto kapek
projevily pozitivni interakce s mucinem. Kapky Refresh obsahujici CMC neprojevily
pozitivni interakce s mucinem a z hlediska viskozity pattily k nejhorsim pied i po interakci
s mucinem. To koreluje s klinickymi studiemi [18], kde byla CMC pacienty povazovana
za méné ucinnou nez KH. Obecné je patrné, Ze kapky tvofené vétSim poctem polymert
dosahly vyssi viskozity za malych smykovych rychlosti, coZ ukazuje na moznost smétovani

dalsiho vyvoje o¢nich kapek.

Dalsi z metod hodnotici ucinnost komercnich o¢nich kapek je na zakladé koeficientu Q
(Tab. 5-1). Hodnoté pro Q=6,5 stanovené ve studii [9] se nejvice bliZily kapky ReNu majici
Q=6,0, a poté kapky Thealoz s Q=11,5. Zbylé kapky mély Q<3. Pfesnéjsi metodou je
porovnani hodnot viskozit z provedenych méfeni (tab. 5-X) s hodnotami udavanymi
ve studii [10] (65 mPa.s. a 10 mPa.s). Zde je patrné, ze jediné komeréni kapky blizici
se nativnim slzam jsou kapky Thealoz (47,2 mPa.s a 4,1 mPa.s). Detailné&jsi analyze kapek
Laim Care brani absence informaci o molekulové hmotnosti polymeru, kterou vyrobce
neudava. Na tuto skuteCnost narazi i autofi studie [9], ktefi poukazuji, ze absence informaci
od vyrobcil nejen o molekulové hmotnosti, ale ¢asto 1 o koncentraci pouzitych polymert,

znacn¢ ztézuje naslednou analyzu vysledkt.
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Na zaklad¢ vysledkit mukoadhezivnich vlastnosti spolecné s hodnotami soucinitele Q
a porovnani viskozit za malé a velké smykové rychlosti 1ze oznacit za nejlepsi kapky
(z testovanych) kapky Thealoz Duo. Jako druhé nejlepsi 1ze stanovit kapky Systane, které
prokazaly mukoadhezivni vlastnosti.

6.1.2 Nativni kyseliny hyaluronové a derivat

Vliv molekulové hmotnosti

Z grafu (Obr. 5-3) Ize vidét viskozitni charakteristiku nativnich KH a derivatu rozpusténych
v T-pufru. Hodnoty viskozity pro 440, 589, 1 a 1,6 byly za malé smykové rychlosti 1,7;
3,77; 2,9 a 7,1 mPa.s Z. Kromé malého rozdilu mezi 589 kDa a 1MDa se jednotlivé nativni
kyseliny hyaluronové sefadily vzestupné podle své molekulové hmotnosti coz je v souladu
s vysledky studii [9, 22]. U derivatu je patrny shear thinning efekt, stejny jako je u nativnich
slz. V ptipadé H-pufru (Obr. 5-4) vsak pravdépodobné doslo k neZzadoucim interakcim mezi
slozkami pufru a polymernimi fetézci kyseliny hyaluronové. Tim nastala zména viskozity
jednotlivych vzorkt a vysledky neodpovidaly piedpokladim ze studii [9, 22]. V tomto
konkrétnim ptipad¢é se H-pufr ukdzal jako nevhodné rozpoustédlo pro KH a toto se jesté
prohloubilo po interakci s mucinem.

Viskozitni charakteristika nativnich kyselin hyaluronovych 1 derivatu po interakci
s mucinem je detailné ukazana na grafech (Obr. 5-5 az Obr. 5-8). Muciny Il a Il se od sebe
odliSuji svou chemickou cCistotou, ktera se nasledné projevuje v mife interakce nejen
s molekulami polymert, ale také s pufry. Chemicky ¢ist§i mucin 111 mél dobré interakce
S T-pufrem obsahujicim trehal6zu. Doslo zde opét k vzestupnému zarovnani KH podle jejich
molekulové hmotnosti. V piipadé reakce stejného mucinu s H-pufrem ale vznikaly
nezadouci interakce, které vedly k vysledkim odporujicim studiim. V ptipadé¢ mucinu II
doslo v pfipadé obou pufri k zachovani vzestupného chovani zavislosti viskozity
na molekulové hmotnosti. Rozdil byl v hodnot¢ viskozity derivatu, kde za smykové rychlosti
1 s byla viskozita 4952 mPa.s (H-pufr) a 653 mPa.s (T-pufr). To souvisi s vétsi interakci
mucinu Il, H-pufru a derivatu az do hodnot pfili§ vysokych pro realné pouziti v oku.
Pfi pohledu na vSechny 4 grafy lze vidét pozitivni interakce mucinu II a H-pufru a mucinu
Il a T-pufru. Na zéklad¢ tohoto 1ze usoudit, ze chemicka Cistota, typ rozpoustédla, ale také
vybér polymeru jsou zasadni parametry ovliviiujici viskozitni charakteristiku vzorki
pfi vyvoji o¢nich kapek.

Vysledky mukoadheze ukazaly, ze nejvyssiho mukoadhezivniho indexu bylo dosazeno
u derivatu, a to s velkym rozdilem oproti nativnim KH. U nativnich KH byla patrna sila
mukoadheze, ktera rostla s rostouci molekulovou hmotnosti. Tento poznatek je v souladu
se studii Salzillo [22]. U derivatu se jedna 0 velmi dobry vysledek znacici vhodnost
modifikace KH z hlediska navySovani mukoadhezivity.
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Vliv koncentrace

Vliv koncentrace byl zkouman pouze u derivatu na zakladé jeho viskozitnich charakteristik.
Vzhledem Kk vysoké viskozité pii koncentraci 0,3 % byla provedena jesté analyza
s koncentraci 0,1 % a 0,2 % a to v obou pufrech. Nartst viskozity s rostouci koncentraci
Vv oblasti malych smykovych rychlosti viditelny na grafu (Obr. 5-9) je v souladu se studii
provedenou Salzillo [22].

Po interakci s mucinem dosahl derivat pti koncentraci 0,3 % hodnot viskozity v oblasti
malych smykovych rychlosti téméf 4000 mPa.s. To je hodnota t¢éméi 100x prevySujici
viskozitu realnych slz uvadénou Tiffanym [10]. U nejnizsi koncentrace derivatu 0,1 % je
patrné piibliZzeni hodnotam viskozity nativnich slz, které uvadi ve své studii Tiffany [10].
V ptipad¢ koncentraci 0,2 % a 0,3 % jsou hodnoty viskozity pfili§ vysoké, coz by vedlo
K ucpani slznych zlaz. Je zajimavé, Ze derivat o koncentraci 0,3 % m¢l podobné viskozitni
charakteristiky jako derivat o koncentraci 0,1 % po interakci s mucinem. Je ov§em otazkou,
zda si preparat v koncentraci 0,1 % zachova dostatecné 1é¢ivé ucinky, respektive, jak zména
koncentrace ovlivni biologické vlastnosti derivatu. Na tuto otdzku nelze bez dal$iho

vyzkumu odpovédét.

Vliv sterilizace

Sérii reologickych méteni uzavielo naméteni viskozity vzorkil po probéhlé sterilizaci teplem
a sterilizaci filtraci. Jednalo se o doplitkova méfeni, ktera jsou ale z hlediska vyvoje 1éku
potiebna pro certifikaci k lidskému pouziti. V obou ptipadech sterilizace doslo k poklesu

viskozity derivatu, a to az pod trovei vSech ostatnich roztokti nativni kyseliny hyaluronové.

V pribéhu filtrace byl znacny rozdil mezi molekulovymi hmotnostmi KH. S rostouci
molekulovou hmotnosti rostl i odpor pfi protlacovani roztoku, jelikoZ pravdépodobné
dochézelo k ucpani pérta ve filtru. To souvisi s rostouci velikosti molekul KH. Nejvétsi
odpor proti protlaceni kladl piekvapiveé derivat, ktery ma pomérné malou molekulovou
hmotnost, ale nejedna se o Cistou KH. Zde se pravdépodobné projevoval vliv ptimési jako
je kyselina laurova. Vlivem filtrace pravdépodobné dochazi k naslednému poklesu viskozity
z divodu nepropustnosti filtru pro nékteré piimesi, ze kterych je derivat slozen.

Po sterilizaci teplem byl patrny pokles viskozity jiZ pouhym pohledem. Dfive vice viskdzni
roztoky jako KH (1,6 MDa) a derivat byly nyni méné viskdzni, coZ potvrdila i nasledna
analyza dat. Divodem je vliv teploty a tlaku v autoklavu, kdy dochazi k hydrolyze KH,
coz je v korelaci se studiemi [40, 41].
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6.2 Tribologie

Pro tribologickou ¢ast byl vytvoien tribologicky model oka a zkonstruovany drzaky vzorkt
(pin/plate). Univerzalni tribometr umoznil testovani za vysokych posuvnych rychlosti, které
odpovidaji fyziologickym hodnotdm mrkani. Tim bylo umoznéno analyzovat chovani maziv
za téchto rychlosti, ¢ehoz by na mikrotribometru nebylo mozné dosahnout. Hlavnim
pfinosem této Casti prace je pohled na chovani vzorkll za vysokych posuvnych rychlosti,
ktera nebyla dosud provedena.

V kapitole 4 je uvedeno, Ze byly testovany v cyklech 60 s (zabéh) a poté 300 s a 300 s méfeni
soucinitele tfeni. Smyslem bylo simulovat mozné starnuti kontaktni ¢ocky jako v piipadé
studie Sternera [27], ale nedo$lo k zadnym velkym rozdilim mezi hodnotami soucinitele
tieni V prvnim a druhém cyklu. Odchylky nebyly pravidelné a jejich velikost byla do 5 %,
coz lze povazovat za zanedbatelné. Z toho divodu byly nasledné¢ hodnoty po prvnim
a druhém cyklu primérovany do vysledné hodnoty soucinitele tfeni.

6.2.1 Tribologicky model oka

Jednim z cilli diplomové prace bylo vytvoteni tribologického modelu oka. Ten je tvofen
kulickou a platem z Iékaiského silikonu a kontaktni ¢oCkou. Na zaklad¢ validacnich
experimentt (kap. 5-1) byla stanovena konfigurace tvrdosti materialti 10 Sh kuli¢ka a 30 Sh
plat. Silikon kuli¢ky simulujici o¢ni bulvu mél E 300 kPa coz se blizi udavanému modulu
pruznosti rohovky 207 kPa [36]. Model na bazi silikont pouzil i Sterner [32], ale bez
kontaktni ¢ocky. Pfi porovnani se studiemi Roby [26], Sternera [28] a Su [11, 29],
ktefi pouzivali sklenéné, PMMA nebo PE drzdky je tento model bliz§i redlnému oku.
Zlepseni modelu ptinesl Mabuchi [31], ktery vyuzival kyvadlovy simulator, takze zachoval
sférickou kontaktni oblast vérné simulujici kontaktni oblast rohovka-¢ocka-vicko. Nicméné
drzak pod kontaktni ¢ockou byl z akrylatu. | oproti tomuto modelu je vytvoteny tribologicky
model posunutim vpted, pfedev§im z hlediska materidlového.

Volba linearné vratného pohybu umoziuje 1épe simulovat prubéh rychlosti v oku,
kdy dochéazi k periodickému zrychlovani a zpomalovani coz imituje realné mrkani.
Primérna hodnota dosazené rychlosti byla 156 mm/s. To je v souladu s rychlosti realného
mrkani, ktera je vé€deckymi publikacemi udavana v rozmezi 100-300 mm/s [20, 21],
jelikoz ptesna hodnota je individualni kazdému ¢lovéku. Oproti studii Mabuchiho [31],
ktery dosahl nejvyssi rychlosti 90 mm/s se jednéd o zna¢né vylepSeni modelu. Ostatni studie
[26, 30, 32] merily soucinitel tfeni za malych posuvnych rychlosti 0,1-10 mm/s,

coz odpovida rezimu otevieného oka nebo fazi zacatku mrkani.
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Pro stanoveni kontaktniho tlaku byla vytvofena nelinearni analyza (kap. 4.3.1),
jelikoz vzhledem k charakteristice materiali nemohla byt vyuzita klasicka Hertzova teorie.
Kontaktni tlak pouzity pii tribologickém testovani byl vyssi, neZ je v realném oku (160 kPa
oproti udavanym 2—7 kPa). VVzhledem k tomu, Ze se jednalo o komparativni studii a cilem
prace bylo porovnani vzorkh mezi sebou, tak vys$i kontaktni tlak nema
na vysledky podstatny vliv. VSechny vzorky byly meéfeny za totoznych podminek.
Navic byla vytvofena MKP analyza pro rozmezi fyziologického kontaktniho tlaku 2—7 kPa,
aby byla zndma potiebna normalova sila v piipadé dalSich praci (Tab. 4-3).

6.2.2 Komercni oCni kapky

U komer¢nich oc¢nich kapek byly rozdily mezi hodnotami soulinitele tfeni zplisobeny
prevazné aktivni latkou (polymerem). Soucinitel tfeni ovliviiovaly také pouzité pufry,
osmolyty a konzervaéni latky, nicméné da se predpokladat, Zze jejich vliv na vyslednou
hodnotu soucinitele tfeni byl mensi nez v ptipadé polymerd. Nelze se zde zcela odkazat
na literaturu, jelikoz analyza stejného typu kapek neprobéhla.

Pfi vyhodnoceni soucinitele tfeni komer¢nich ocnich kapek je Ize rozdé€lit podle poctu
aktivnich polymert. Kapky obsahujici nejvyssi pocet aktivnich latek (Systane) dosahly
nejniz§iho soulinitele tieni a to 0,054 + 0,0004. Mezi kapky obsahujici dva polymery
se fadily kapky Thealoz, které naopak dosahly nejvyssiho soucinitele tieni (0,077 = 0,001).
Tyto kapky obsahuji jako aktivni polymery Carbopol a stl kyseliny hyaluronové. Obsahuji
ale take jako jediné trehaldzu, ktera pravdépodobné stoji za zvySenym tfenim. Pro potvrzeni
nebyly zjistény studie zabyvajici se tribologii trehaldzy. Nasledovaly tii kapky obsahujici
pouze jednu aktivni latku. Jednalo se o kapky Laim Care, ReNu a Refresh. Kapky Laim Care
treni z kapek obsahujicich jeden polymer. To znaci velmi dobré tribologické vlastnosti KH.
Vyrobce neuvadi molekulovou hmotnost, coz znemoziuje podrobngjsi analyzu. Kapky
ReNu obsahujici povidon mély soucinitel tfeni 0,061 + 0,0005. Posledni testované byly
kapky Refresh obsahujici karboxymethylcelulézu. Ty dosahly druhého nejvysSiho
soucinitele tfeni (0,069 + 0,0008). V porovnani s KH vys$la CMC o poznani hute.
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6.2.3 Nativni kyselina hyaluronova a derivat

Vliv molekulové hmotnosti

Vliv molekulové hmotnosti na soucinitel tfeni je patrny na grafech (Obr. 5-17 a Obr. 5-18)
a byl zjistovan za jednotné koncentrace 0,3 %. U obou pufrti doslo ke stejnym trendiim,
kde se jednotlivé vzorky nativni KH srovnaly vzestupné podle své molekulové hmotnosti.
To souvisi s viskozitou vzorkt a odpovida rezimu hydrodynamického mazani, kterého bylo
pfi téchto rychlostech dosazeno. V tomto rezimu tieni roste s viskozitou kapalin. Ve studii
provedené Sternerem [32], byl naopak pozorovan klesajici trend s rostouci molekulovou
hmotnosti nativni KH. EXxperimenty v této studii ale probihaly za malych posuvnych
rychlosti 0,1 mm/s, tedy se jedna o jiny reZim mazani. Mabuchi [31], ktery testoval KH
o molekulové hmotnosti 1 MDa dosahl pii rychlosti 90 mm/s soulinitele tfeni 0,05.
V experimentech této DP nebyla tato molekulovd hmotnost zahrnuta pro tribologicka
meéfeni. Ptfi porovnani s hodnotami KH o molekulové hmotnosti 589 kDa a 1,6 MDa,
které dosahly soucinitele tfeni 0,052 + 0,0004 (respektive 0,089 + 0,006) pro fyziologicky
pufra 0,056 + 0,0007 (respektive 0,10 + 0,004) pro T-pufr se jedna o validni vysledek. Vyssi
soucinitel tfeni bude pravdépodobné souviset S konfiguraci, odliSnym materidlem kontaktni

¢ocky nebo vyssi posuvnou rychlosti.

U derivatu se vysledny soulinitel tfeni pohyboval mezi hodnotami nativnich KH
o molekulové hmotnosti 440 kDa a 589 kDa pro oba pufry. Tento trend neodpovida
naméfené viskozité vzorka. Ukazuje spiSe na vliv struktury modifikovaného polymeru
(napt. délka fetézce, prostorové usporadani), kde se pravdépodobné vlivem nedostatecné
relaxace polymerd snizuje vysledny soucinitel tfeni. Toto tvrzeni nelze bohuzel nijak
podlozit vzhledem k neznamému chemickému sloZeni derivatu.

Vliv koncentrace

Vliv koncentrace na soucinitel tfeni byl sledovan u derivatu (Obr. 5-20, Obr. 5-21).
S rostouci koncentraci rostl i vysledny soucinitel tfeni, a to platilo pro oba pufry. Tento trend
je v souladu se studii Mabuchiho [31], ktery testoval nativni KH za koncentrace 0,1 %
a 0,3 %. Rozdil mezi koncentracemi V ramci soucinitele tfeni byl ve studii Mabuchiho
28 %. V ramci derivatu byl rozdil 7,8 % pro T-pufr a 11,1 % pro F-pufr. Primérné hodnoty
soucinitele tfeni u T-pufru (pro vzestupné koncentrace) byly 0,051 + 0,0006; 0,054 + 0,0003
a 0,055 + 0,0004. V piipad¢ F-pufru se jednalo o 0,045 + 0,0003; 0,047 + 0,0003
a 0,050 = 0,001. Vysledky jsou tedy v korelaci i v ramci smérodatnych odchylek. Také zde
platila zavislost, ze rostouci viskozita vzorku vedla k vyssimu souciniteli tfeni.
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Vliv pufru

Zména soulinitele tfeni V zavislosti na pufru je pozorovatelna na grafu (Obr. 5-22).
Chemické slozeni pufri ovliviiovalo interakce s polymery a v piipadé T-pufru vedlo
Kk vy$8imu souéiniteli tfeni nez v ptipadé vzorku s fyziologickym pufrem. To pravdépodobné
souvisi s obsahem trehaldzy, ktera reaguje s polymery a navySuje viskozitu vysledného
vzorku.

6.3 Zhodnoceni komercCnich oCnich kapek a derivatu

Jak vyplynulo z reserSe, efektivni komeréni kapky (respektive umély slzny film) by mély
mit mukoadhezivni vlastnosti, vykazovat shear thinnig efekt a dosahovat hodnot viskozity

cvwr

aby nedochazelo ke zvySenému mechanickému poskozeni epiteld.

6.3.1 Zhodnoceni komer¢nich ocnich kapek

Z provedenych experimentd vyplynul zna¢ny vliv obsazené aktivni latky (polymeru)
na reologii i tribologii vzorkl. Nejvyssi viskozitu v prubéhu smykové rychlosti dosahly
kapky Systane a Laim Care, které zaroven dosahly dvou nejniZsich souciniteli tfeni. U kapek
Systane se ukazala synergie vétsiho poctu polymeri, které zvysuji viskozitu a zaroven byl
zachovan nizky soucinitel tfeni. Také se Caste¢né projevily mukoadhezivni vlastnosti.
Kombinace téchto faktord rozhodla o tom, Ze se jedna o nejlepsi vzorek z testovanych kapek.
Kapky Thealoz prokazaly velmi dobré interakce s muciny a soucinitel tfeni mély nejvyssi
z testovanych vzorka. Kapky Laim Care s obsahem KH vykazaly dobré hodnoty viskozity
i nizky soucinitel tfeni, ale nepotvrdily se u nich mukoadhezivni vlastnosti. Kapky ReNu
a Refresh patfily k nejhorSim.

Tab. 6-1 Zhodnoceni reologickych a tribologickych viastnosti komercnich o¢nich kapek.

Viskozita Viskozita

Vzorek Polymer Mukoadhezivita s mucinem  bez mucinu Sovuc[nltel
tieni (-)
(mPa.s) (mPa.s)
Thealoz Carbopol
Duo Sl KH Ano 47,2-4,1 2,5-2,7 0,077 +- 0,001
ReNu PVP - 12,5-2,1 1,9-1,2 0,061 +-0,0005
Refresh CMC - 6,6-6,8 2,1-2,35 0,069 +-0,0008
Laim Care KH - 8-5,1 5,7-5,6 0,058 +-0,0003
Polyethylenglykol,
Systane Glykol, Ano 17,2-7,6 9,1-5,3 0,054 +-0,0004

Hydroxypropyl guar
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Obr. 6-1 Porovnani reologie a tribologie komer¢nich o¢nich kapek.

6.3.2 Zhodnoceni derivatu

Jak jiz bylo zminéno v tvodu kapitoly ptresné slozeni derivatu je utajeno a z toho diivodu je
zhodnoceni derivatu provedeno na zadklad¢ ziskanych experimentalnich dat a porovnanim
s ostatnimi vzorky. Odpovédi na védecké otazky stanovené v kapitole 3 vychazi z vysledki
shrnutych v predchozich dvou podkapitolach diskuze.

Prvni védecka otazka pracovala s hypotézou, ze modifikovana KH (derivat) dosahne vyssi
viskozity v porovnani s nativnimi KH. To se potvrdilo, jelikoz viskozitni charakteristika
derivatu byla vzdy vyssi nez u vSech ostatnich nativnich kyselin hyaluronovych s vyjimkou
zaveéreCnych steriliza¢nich procesti. Koncentrace derivatu se ukéazala jako vyznamny

parametr, kterd pfi interakci s mucinem zna¢né ovliviiuje viskozitu pfevazné za malych

, ,
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Obr. 6-2 Porovnani reologie a tribologie derivatu.
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Vzhledem k tomu, Ze ma derivat molekulovou hmotnost pfiblizn¢ 500 kDa jedna se 0 velmi
dobry vysledek znacici mozné smétrovani ve vyvoji ocnich kapek. Dosazena vyssi viskozita
u men$i molekulové hmotnosti ukazuje, ze pro derivaty (respektive modifikované KH)
neplati klasicky trend rostouci viskozity s molekulovou hmotnosti udavany ve védeckych
¢lancich. Mensi molekulovd hmotnost je i finanéni vyhodou, jelikoz vysledny produkt
se nasledné¢ mize uvadeét na trh s vyhodnéjsi cenou. Ekonomické hledisko je tedy jednim
z faktord, jelikoz kapky na syndrom suchého oka jsou pln¢ hrazeny koncovym uzivatelem
a vysledna cena zde muze byt rozhodujicim parametrem. Proti této konfiguraci derivatu
se ukazaly reologické vysledky sterilizace, které ukdzaly na znacny pokles viskozity

souvisejici s hydrolyzou KH.

Z hlediska tribologie se u derivatu projevil velmi maly soucinitel tfeni pii porovnani
s viskozitou (Obr. 6-2). Hodnota soucinitele tfeni se umistila mezi nativnimi KH
0 molekulové hmotnosti 440 kDa a 589 kDa. V tomto bod¢ odpovida vysledek experimentt
stanovené hypotéze, kterda vychazela zrostoucitho soulinitele tfeni v zavislosti
na molekulové hmotnosti. Ackoliv se pivodné piedpokladalo, ze soucinitel tieni bude
vzhledem k piedpokladané viskozité nejvyssi nebylo tomu tak. Zavislost soucinitele tieni
derivatu na jeho molekulové hmotnosti je s ohledem na modifikované KH pozitivni. Je
pravdépodobné, Zze u derivatu vlivem zménéné struktury polymerd nedochazi k jejich
dostatecné relaxaci (oproti nativnim KH), ¢imz je vysledny soucinitel tfeni niz$i. Jedna
se o hypotézu, kterda nemize byt detailnéji prozkoumana z diivodu utajeného slozeni
derivatu. Vliv kyseliny laurové na tribologii nebyl ve védeckych €lancich zjistén.

Pfi porovnani derivatu s hodnotami soucinitele tfeni komercnich o¢nich kapek lze vidét,
ze vysledna hodnota soucinitele tfeni derivatu byla za koncentrace 0, 3 % 0,055 £ 0,0004
v T-pufru. To je jen o tisicinu vyssi hodnota nez v pfipad¢ kapek Systane, které mély
soucinitel tfeni ze vSech kapek nejmensi. V piipad€ pufru fyziologického byla hodnota
soucinitele tfeni derivatu mensi o pét tisicin. Pfi sniZzeni koncentrace byl vysledny soucinitel
tteni derivatu jeste nizsi.

Uplnym zavérem lze tedy fict, ze modifikace KH prokazala dobré viskozitni vlastnosti
v kombinaci s mukoadhezivitou a nizkym soucinitelem tfeni. Z toho Ize usoudit, ze cesta
vyvoje komerc¢nich oc€nich kapek modifikaci KH je nadénym feSenim. V porovnani
s komer¢nimi o¢nimi kapkami byl derivat jako surovina ve vSech ohledech lepsi, nicméné
se nejedné o vysledny produkt. Vliv sterilizace ukazuje, Ze tento proces muze ovliviiovat
viskozitu derivatu a je potieba dalsi vyzkum v této oblasti.
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7 ZAVER

Tato diplomova prace byla vypracovana v ramci feSeni projektu TACR Trend a jednalo
se 0 prvni a ¢astetné druhou etapu tohoto projektu. V diplomové praci byla zkoumana
reologie a tribologie vybranych roztoki komercnich o¢nich kapek a kyseliny hyaluronové,
a to jak v nativni podobé, tak v podob¢ vyvijeného derivatu. Hlavnim pfinosem diplomové
prace je komplexni pohled, ktery umoznuje charakterizovat vyvijeny derivat v porovnani
s dostupnymi produkty na trhu a také snativni formou Kkyseliny hyaluronové
ze které derivat vychazi. Vystupem prace je ¢lanek ve védeckém casopisu International
Journal of Biological Macromolecules.

Reologicka c¢ast prace se zaméftila na zjisténi viskozitnich charakteristik vzorkd
pted a po aplikaci mucinu. In vitro model obsahujici mucin umoznil predikovat hodnoty
viskozity vzorkli po aplikaci na o¢ni povrch, kde v realném piipad¢ dojde k interakci
S o¢nimi muciny na rohovce. Vysledky ukéazaly znacné rozdily ve viskozité, kde aplikace
mucinu nejen, ze méni hodnoty viskozity, ale také Casto chovani jednotlivych polymernich
fetézcu. Interakce mucinu s polymery je ovlivnéna jejich mukoadhezivnimi vlastnostmi,
které jsou v této praci predstaveny pomoci mukoadhezivniho indexu. Nékteré polymery
v komerénich o¢nich kapkach neprokazaly afinitu k mucinu, coz negativné ovlivnilo jejich
mukoadhezivitu a viskozitu.

Tribologicka ¢ast prace hodnotila vyvijeny derivat, nativni kyseliny hyaluronové a komeréni
oéni kapky z hlediska primérného soucinitele tfeni. Analyza soudinitele tieni probéhla
na vytvofeném tribologickém modelu oka v konfiguraci pin-on-plate, ktery simuluje
posuvné rychlosti odpovidajici fyziologickému mrkani. Vysledky méteni ukazaly,
ze hodnota soucinitele tieni je ovlivnéna typem polymeru, molekulovou hmotnosti, ale také
koncentraci roztokt a zvolenym pufrem. Méteni potvrdila, ze kyselina hyaluronova mtze
dosahovat velmi malého soucinitele tfeni v porovnani s ostatnimi testovanymi polymery,
coz ji fadi jako vhodnou surovinu pro 1ék na 1é¢bu syndromu suchého oka.

Vyvijeny derivat prokazal, Ze modifikace kyseliny hyaluronové je vhodnou cestou pro vyvoj
lIéku na lécbu syndromu suchého oka. Vysledky reologickych i tribologickych méteni
potvrdily, Ze derivat dosahuje shear thinning vlastnosti a zaroven si zachovava maly
soucinitel tfeni v porovnani s ostatnimi méfenymi vzorky. Zaroven se potvrdily i pozitivni
mukoadhezivni vlastnosti derivatu, které navic pfekonaly mukoadhezivitu nativnich kyselin
hyaluronovych.

Tato prace se zaméfila na hodnoceni reologie a soucinitele tfeni, ale neposkytuje informace
0 tloust’ce a formovani umelého slzného filmu. Navazujici vyzkum by se mély zamétit
na evaluaci tloustky umeélého slzného filmu pomoci optickych metod jako je fluorescencni
mikroskopie. Tim bude mozné a dale zptesnit hodnoceni derivatu i z tohoto hlediska.
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MH
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PDI
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polyHEMA
PTFE
PVA
PVP
TLF
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VDT

Fn

contact lens associated dry eye
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Dry Eye WorkShop
hydroxymethylakrylat
kyselina hyaluronova
molekulova hmotnost
matrix metaloprotedzy
vinylpyrolidin

fosfatovy pufr

polydispersni index
polydimethylsiloxan
polyethylén
polymethylmethakrylat
polyhydroxyethylmetakrylat
polytetrafluorethylen
polyvinylalkohol
polyvinylpyrolidin=povidon
tear-like fluid

tear mimicking solution

visual display terminal

mukoadhezivni index
modul pruznosti

normalova sila
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