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Os$wiadczenia

1.

Badania przedstawione w niniejszej rozprawie doktorskiej zostaly przeprowadzone
w ramach doktoratu wdrozeniowego ,,Badanie interakcji lipidéw z powierzchnig
1 matrycg silikonowo-hydrozelowych soczewek kontaktowych”, realizowanego na
podstawie umowy trjstronnej nt DWD/5/0424/2021 zawartej pomigdzy Toma-
szem Sulinskim, firmag Alcon Polska oraz Uniwersytetem Warszawskim.
W zwigzku z realizacja przedmiotowej umowy, badania te zostaly wsparte finanso-
waniem infrastruktury badawczej ze srodkéw Ministerstwa Nauki 1 Szkolnictwa

Wyzszego.

W catym okresie prowadzenia badan oraz ksztatcenia w Szkole Doktorskiej Nauk
Scistych i Przyrodniczych Uniwersytetu Warszawskiego Tomasz Sulinski pozosta-
wat etatowym pracownikiem firmy Alcon Polska i otrzymywat od niej regularne
wynagrodzenie. Firma Alcon jest producentem soczewek kontaktowych, z ktoérych
niektore zostaty wykorzystane w badaniach opisanych w niniejszej rozprawie dok-

torskiej.

Badania opisane w rozdziale II niniejszej rozprawy doktorskiej, w ktorych wyko-
rzystywano fluorescencyjne mikroskopy konfokalne, zostaty przeprowadzone w In-
stytucie Biologii Do$wiadczalnej im. M. Nenckiego PAN i byly dofinansowane
przez Ministerstwo Edukacji i Nauki na podstawie umowy nr 2022/WK/05 (Polish
Euro-Biolmaging Node “Advanced Light Microscopy Node Poland”).
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Streszczenie

Celem rozprawy byto poglebienie wiedzy o wzajemnych interakcjach pomigdzy li-
pidami filmu tzowego a materiatami silikonowo-hydrozelowymi (Si-Hy), z ktérych wy-
twarza si¢ mickkie soczewki kontaktowe, oraz opracowanie narzgdzi umozliwiajacych $le-
dzenie tych zjawisk od pierwszych chwil kontaktu az po ich konsekwencje funkcjonalne.
Praca integruje trzy watki: rozwdj metod wizualizacji adhezji 1 transportu lipidow (konfo-
kalna mikroskopia fluorescencyjna, w tym uktad z wirujacym dyskiem Yokogawy), oceng
wplywu aplikacji soczewki na grubos¢ warstwy lipidowej filmu tzowego (LLT) in vivo,
oraz ocen¢ wptywu osadow lipidowych na réwnowagowa zawarto$¢ wody (EWC) w ma-
teriale soczewki w warunkach zblizonych do fizjologicznych. Badania prowadzono w ra-
mach doktoratu wdrozeniowego, z my$la o bezposrednim wykorzystaniu wynikdéw i narze-
dzi w praktyce badawczo-rozwojowej (R&D) producenta soczewek kontaktowych.

W cze$ci metodycznej najpierw skalibrowano obrazowanie konfokalne w trybie od-
biciowym do szybkiej, nieinwazyjnej charakterystyki i pozycjonowania powierzchni so-
czewki, a nastgpnie zastosowano znakowany fluorescencyjnie cholesterol do mapowania
osadzania i dyfuzji w materiatach Si-Hy. Finalnie opracowano metod¢ obrazowania w sys-
temie wirujacego dysku, z poszerzonym polem widzenia i wysoka rozdzielczo$cig cza-
sowa, ktory pozwolit zarejestrowac inicjacj¢ adhezji w skali minut oraz $ledzi¢ dyfuzj¢
w glab matrycy soczewek. Przeprowadzono réwniez badanie kliniczne LLT (interferome-
tria, za pomocg urzadzenia IDRA) u dorostych uczestnikow, porownujac wartosci przed
aplikacja oraz po 1, 3 i 5 minutach noszenia czterech popularnych soczewek Si-Hy. Od-
rebne badania in vitro zrealizowano w autorskim inkubatorze CLI, ktéry symuluje mruga-
nie i warunki powierzchni oka (35 °C, sztuczny ptyn tzowy (ATS) z/bez lipidow), co umoz-
liwito wieloprobkowa, powtarzalng oceng zmian EWC metodg termograwimetryczng.

Uzyskane wyniki potwierdzity czgsciowo Hipotezg I: nowa metodyka konfokalna
rejestruje moment inicjacji adsorpcji lipidow oraz pozwala réznicowaé mechanizmy osa-
dzania/transportu mi¢dzy materiatami. W badaniu klinicznym potwierdzono Hipoteze II:
aplikacja soczewki wywotuje istotne zmiany LLT wzgledem warto$ci wyj$ciowych, przy
czym zalezno$¢ od materiatu ujawnia si¢ przede wszystkim w kinetyce wczesnych zmian
(1-5 min), a pigciominutowe okno bywa niewystarczajace do oceny stanu ustalonego.
W module in vitro potwierdzono Hipoteze III: ekspozycja na lipidy w ATS prowadzi do
istotnego spadku EWC (rzedu kilku punktow procentowych), obserwowanego konse-

kwentnie dla testowanych materialdéw, co wskazuje na lipidowo indukowane



,,odwodnienie” matrycy i potencjalne wtdrne pogorszenie zwilzalnos$ci i stabilno$ci przed-
soczewkowego filmu zowego. Lacznie wyniki dostarczaja ram interpretacyjnych i zestawu
narzgdzi (w tym CLI) przydatnych do screeningu materiatow/powtok o zwigkszonej od-
pornosci na depozycje lipidéw oraz do projektowania strategii pielggnacyjnych ukierunko-

wanych na kontrol¢ obcigzenia lipidowego.



Abstract

The aim of this dissertation was to advance understanding of the reciprocal interac-
tions between tear-film lipids and silicone hydrogel (Si-Hy) materials used in soft contact
lenses, and to develop tools that enable tracking these phenomena from the very first mo-
ments of contact through to their functional consequences. The work integrates three
strands: the development of methods for visualizing lipid adhesion and transport (fluores-
cence confocal microscopy, including a Yokogawa spinning-disk unit), an in vivo assess-
ment of how lens application affects the lipid layer thickness (LLT) of the tear film, and an
evaluation—under near-physiological conditions—of how lipid deposits influence the
equilibrium water content (EWC) of lens materials. The research was conducted within an
industrial doctorate framework with a view to direct transfer of results and tools into the
R&D practice of a contact lens manufacturer.

Methodologically, confocal imaging in reflective mode was first calibrated to pro-
vide a rapid, non-invasive characterization and positioning of lens surfaces. Fluorescently
labeled cholesterol was then used to map deposition and diffusion within Si-Hy matrices.
Finally, a spinning-disk confocal protocol with an expanded field of view and high tem-
poral resolution was established, allowing registration of adhesion initiation on the time-
scale of minutes and tracking of diffusion fronts into the lens bulk. In parallel, a clinical
LLT study (interferometric measurements using the IDRA device) was performed in adult
participants, comparing pre-application values with measurements taken at 1, 3, and 5
minutes after application of four popular Si-Hy lenses. A separate in vitro module em-
ployed a purpose-built Contact Lens Incubator (CLI) that simulates blinking and ocular
surface conditions (35 °C; artificial tear solution, ATS, with and without lipids), enabling
multi-sample, reproducible assessment of EWC changes by gravimetric (thermogravimet-
ric) measurement.

The findings corroborated partially Hypothesis I: the new confocal methodology
captures the moment of lipid-adsorption initiation and differentiates deposition/transport
mechanisms between materials. The clinical study confirmed Hypothesis II: lens applica-
tion induces statistically significant changes in LLT relative to baseline, with material de-
pendence manifesting primarily in the kinetics of early changes (1-5 min); a five-minute
window is often insufficient to assume a steady state. The in vitro module confirmed Hy-
pothesis III: exposure to lipids in ATS leads to a significant reduction in EWC—on the

order of several percentage points—consistently observed across tested materials,



indicating lipid-induced dehydration of the polymer matrix and a potential secondary dete-
rioration of wettability and pre-lens tear film stability. Collectively, the results provide an
interpretative framework and a toolkit (including the CLI) for screening materials/coatings
with enhanced resistance to lipid deposition and for designing care strategies aimed at con-

trolling lipid load.
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Spis najwazniejszych skrotow 1 symboli
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Wprowadzenie

Gléwnym celem niniejszej rozprawy doktorskiej byto poglebienie wiedzy na temat
interakcji lipidow z materiatami silikonowo-hydrozelowymi (Si-Hy) stosowanymi do pro-
dukcji miekkich soczewek kontaktowych. W szczegolnosci celem bylo opracowanie metod
umozliwiajacych ocene, w jaki sposéb osady lipidowe tworza si¢ na powierzchni i we-
wnatrz materialow Si-Hy, jaki wplyw maja soczewki Si-Hy na warstwe lipidowa filmu
tzowego oraz jak osady lipidowe zmieniajg wlasciwos$ci fizykochemiczne samych socze-
wek, w tym zawarto$¢ wody. Zagadnienie to ma istotne znaczenie zardwno z punktu wi-
dzenia komfortu i bezpieczenstwa uzytkowania soczewek, jak i z perspektywy rozwoju
nowych materiatow oraz skuteczniejszych strategii ich pielegnacji.

Potrzeba zajecia si¢ tym zagadnieniem wynikata nie tylko z luk w literaturze nau-
kowej, ale takze z oczekiwan klinicznych. W badaniu ankietowym przeprowadzonym
wsrod polskich specjalistow ochrony wzroku (z ang. Eye Care Professionals, ECPs), 65%
respondentéw (n = 74) wskazalo, ze odporno$¢ materialu soczewki na powstawanie osa-
dow lipidowych stanowi dla nich istotne kryterium przy doborze soczewki dla pacjenta. Co
wiecej, az 89% respondentéw (n = 78) uznato, ze producenci powinni informowacé o tej
wlasciwosci w charakterystyce produktu. Specjali§ci postrzegaja osady lipidowe jako po-
tencjalne zrodto dyskomfortu podczas noszenia soczewek kontaktowych, cho¢ wigkszo$é
z nich ocenia, ze zjawisko to wystepuje jedynie sporadycznie. Zaledwie 8% respondentéw
uznato, ze obecnos$¢ osadow lipidowych nie ma zadnego wptywu na komfort uzytkowania
soczewek. Dodatkowo, wigkszo$¢ uczestnikow badania zwrocita uwage, ze ztogi lipidowe
moga roOwniez negatywnie wptywaé na jakos¢ widzenia [1]. Dane te wyraznie pokazuja, ze
zagadnienie osadow lipidowych na soczewkach Si-Hy ma bezposrednie przetozenie na de-
cyzje kliniczne oraz praktyke kontaktologicznag.

W celu realizacji zatozonego celu gtéwnego, praca zostata podzielona na trzy czesci
badawcze, odpowiadajace trzem hipotezom i trzem celom szczegdélowym:

1. Hipoteza I (rozdziat II): Fluorescencyjna mikroskopia konfokalna, wraz z zastoso-
waniem metody wirujgcego dysku Yokogawy, przy zastosowaniu odpowiednio do-
branych znacznikoéw lipidowych, pozwala na rejestracj¢ momentu inicjacji adsorp-
cji lipidéw na powierzchni soczewki Si-Hy oraz §ledzenie ich penetracji do wnetrza
materiatu w czasie rzeczywistym, co umozliwia identyfikacj¢ réznic w mechani-

zmie osadzania si¢ lipidow pomig¢dzy ré6znymi rodzajami materialow Si-Hy.
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Cel I: Stworzenie nowej metody umozliwiajacej obserwacje procesu osadzania si¢
lipidow na powierzchni i ich transportu do wnetrza materialu soczewki Si-Hy z wy-
korzystaniem fluorescencyjnej mikroskopii konfokalnej. Szczegodlny nacisk poto-
zono na rejestracj¢ pierwszego momentu kontaktu lipidow z powierzchnig so-
czewki, co moze dostarczy¢ nowych informacji na temat mechanizmu inicjacji ad-
sorpcji lipidow.

Hipoteza II (rozdziat III): Zatozenie soczewek Si-Hy powoduje statystycznie istotne
zmiany grubosci warstwy lipidowej filmu 1zowego (z ang. Lipid Layer Thickness,
LLT), w pordwnaniu do warto$ci wyjsciowych, a skala tego efektu zalezy od wia-
$ciwo$ci materiatowych soczewek.

Cel II: Zbadanie, jak zatozenie soczewek Si-Hy wplywa na grubos¢ lipidowej war-
stwy filmu tzowego — kluczowego komponentu dla stabilnosci i ochrony po-
wierzchni oka. Badanie to miato na celu okreslenie potencjalnego wptywu interak-
cji materiat-film tzowy na fizjologiczne wtasciwos$ci powierzchni oka.

Hipoteza III (rozdziat IV): Obecnos¢ osadow lipidowych na soczewkach Si-Hy pro-
wadzi do istotnego zmniejszenia rbwnowagowej zawarto$ci wody (z ang. Equili-
brium Water Content) EWC w materiale.

Cel III: Zbadanie, w jaki sposob obecnos¢ osadéw lipidowych wplywa na réwno-
wagowg zawartos¢ wody w soczewkach Si-Hy. W tym celu zaprojektowano i skon-
struowano innowacyjny inkubator, umozliwiajacy inkubacje wielu soczewek
w kontrolowanych warunkach (35°C, sztuczny ptyn tzowy (z ang. Artificial Tear
Solution, ATS), symulacja ekspozycji na powietrze przypominajaca mruganie). Po-
zwolilo to na lepsze odtworzenie warunkéw fizjologicznych i ocen¢ zmian w cza-
sie.

Uzyskane w ramach pracy wyniki mogg znalez¢ zastosowanie zardowno w dalszych

badaniach nad interakcjami lipidow z biomateriatami, jak i w praktyce klinicznej oraz prze-

mystowej. Metoda wizualizacji osadow moze stanowi¢ nowe narzedzie badawcze dla pro-

ducentoéw soczewek i ptynéw pielegnacyjnych. Z kolei dane dotyczace wplywu osadéw na

parametry fizykochemiczne materiatu soczewek moga by¢ pomocne w opracowywaniu no-

wych formulacji materiatowych odpornych na gromadzenie lipidéw. Wreszcie, konstrukcja

inkubatora umozliwiajacego symulacj¢ warunkéw fizjologicznych moze znalez¢ zastoso-

wanie w testach jako$ci soczewek kontaktowych w warunkach zblizonych do realnych.
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Rozdziat I. Wstep

1. Migkkie soczewki kontaktowe

Soczewki kontaktowe stanowig jedna z najczesciej stosowanych metod korekcji
wad refrakcji na §wiecie. W 2013 roku szacowano, ze na catym $wiecie uzywato ich okoto
140 mln 0s6b [2]. Rozwoj rynku w ostatnich latach obejmowat wprowadzanie nowych ma-
terialdow, modalnosci wymiany, typéw soczewek czy zwigkszania zakresow mocy itp.
Mozna wigc zaktadaé, ze obecnie jeszcze wigcej 0sob uzywa tej formy korekcji. Soczewki
kontaktowe to wyroby medyczne, ktore — ze wzgledu na ciggly kontakt z powierzchnig oka
1 otoczenie filmu tzowego — musza spetniaé rygorystyczne wymagania w zakresie biokom-
patybilnosci, okreslane przez FDA (Food and Drug Administration) oraz ISO (International
Organization for Standardization) [3]. Aby unikna¢ potencjalnych komplikacji, powinny
one by¢ nie tylko zawsze dopasowywane przez ECPs, ale kazdy pacjent je uzytkujacy po-
winien stawia¢ si¢ na rutynowe badania kontrolne. Wspodtczesny rynek nowych aplikacji
zdominowany jest przez soczewki migkkie, ktorych udziat szacowany jest na okoto 89%
wedtug danych z 2024 roku. W tej grupie soczewek najwickszy udziat maja soczewki Si-
Hy, ktore odpowiadajg za 70% dopasowan i sg obecnie najczgsciej rekomendowane przez

ECPs [4].

1.1.  Zarys historyczny — od soczewek szklanych do Si-Hy

W 1888 roku Adolf Gaston Eugen Fick jako pierwszy opisal proces produkcji 1 do-
pasowania szklanych soczewek twardéwkowych u ludzi [5]. W tym samym okresie po-
dobne prace prowadzili Eugéne Kalt [6] i August Miiller — ten ostatni jako pierwszy sko-
rygowal krétkowzrocznos$¢ za pomocg soczewek kontaktowych [7].

Przetom technologiczny nastapit w latach 30. XX wieku, gdy rozpoczeto proby sto-
sowania tworzyw sztucznych (PMMA — poli(metakrylan metylu)) do produkcji soczewek.
W 1948 roku Kevin Tuohy przypadkowo stworzyt soczewke rogowkowa z PMMA, co za-
poczatkowalo ere¢ nowoczesnych soczewek sztywnych [8]. Z kolei lata 60. przyniosty
proby z soczewkami silikonowymi (elastomer silikonowy), jednak ograniczona zwilzal-
no$¢ materiatu i trudnosci w produkeji ograniczyty ich zastosowanie [9].

Rewolucyjne znaczenie miato odkrycie hydrozelu (hydroksyetylometakrylan,
HEMA) przez Otto Wichterlego [10], co pozwolito na wprowadzenie w 1972 roku pierw-

szych migkkich soczewek kontaktowych na rynek [9]. Dzigki swoim wlasciwosciom —
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elastycznosci, wysokiej zawartosci wody i komfortowi — soczewki migkkie szybko zyskaty
popularno$¢ na calym $wiecie.

W 1998 roku wprowadzono na rynek pierwsze soczewki Si-Hy, ktore miaty taczy¢
wysoka przepuszczalno$¢ tlenu wlasciwa materialom silikonowym z komfortem i zwilzal-
noscig hydrozeli (Hy). Uwaza si¢ je za najwazniejsze osiaggni¢cie w dziedzinie materiato-
znawstwa soczewek od czaséw wynalezienia HEMA [9].

W kolejnych latach rozwdj soczewek skupiat si¢ na poprawie ich biokompatybilno-
$ci, ograniczeniu powstawania osadow oraz tworzeniu specjalistycznych rozwigzan, takich
jak materiaty z gradientem uwodnienia, soczewki do kontroli progresji krétkowzrocznosci,

soczewki jednodniowe, czy soczewki terapeutyczne.

1.2.  Materiaty 1 parametry soczewek Si-Hy

1.2.1. Wymogi tlenowe i znaczenie materiatow Si-Hy

W latach 80. XX wieku Holden i Mertz zdefiniowali minimalng warto$¢ przepusz-
czalnosci tlenu (Dk), niezbedna do unikniecia hipoksji rogéwki: 24,1 barrer/cm dla nosze-
nia dziennego i 87 barrer/cm dla trybu przedtuzonego [11]. Badania Harvitta i Bonanno
(1999) skorygowaty te wartosci odpowiednio do 35 i 125 barrer/cm dla otwartego i za-
mknigtego oka [12]. Materiaty Hy osiagaty wartosci Dk do okoto 60, co nie wystarczalo
dla bezpiecznego przedluzonego noszenia. Rozwigzaniem okazalo si¢ zastosowanie elasto-

merow silikonowych, ktére cechujg si¢ znacznie wyzsza przepuszczalno$cig tlenu.

1.2.2. Budowa chemiczna i ewolucja materiatow Si-Hy

Pierwsze soczewki silikonowe (lata 60. XX wieku, nieuwodnione soczewki) oparto
na elastomerach (polidimetylosiloksan, PDMS), jednak ich hydrofobowy charakter, niska
zwilzalno$¢ 1 tendencja do osadéw lipidowych wykluczaty je z szerokiego zastosowania
klinicznego. Przetomem byto opracowanie monomeréw TRIS (3-[Tris(trimetylosiloksy)si-
lilo]propyl metakrylan), ktére umozliwity tworzenie kopolimeréw Si-Hy, taczacych silikon
z hydrofilnymi komponentami.

Pozniejsze generacje soczewek oparto na bardziej zaawansowanych makromerach
oraz technologiach umozliwiajacych zwigkszenie zwilzalnos$ci. Przyktadem sg soczewki z
wewngtrznymi §rodkami nawilzajacymi (np. PVP — poliwinylopirolidon) [13] lub innowa-

cyjng strukturg gradientu uwodnienia [14].
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1.2.3. Klasyfikacja FDA i podgrupy materiatow Si-Hy [15]
W 2009 roku materiaty Si-Hy zostaly zaklasyfikowane przez FDA do nowej grupy

V, obejmujacej materiaty o podwyzszonej przepuszczalno$ci tlenu. W 2017 roku dokonano
dalszego podziatu na trzy podgrupy:

e V-A: materialy jonowe,

e V-B: niejonowe, o wysokiej zawartosci wody (>50%),

e V-C: niejonowe, o niskiej zawartosci wody (<50%).
Wprowadzono réwniez oznaczenia dotyczace modyfikacji powierzchni:

e ¢ —modyfikacja chemiczna (np. plazmowa),

e w — zastosowanie wewng¢trznych lub uwalnianych $rodkdw nawilzajacych.

1.2.4. Wtasciwosci fizykochemiczne soczewek Si-Hy

Soczewki Si-Hy réznig si¢ istotnie migdzy soba pod wzgledem wtasciwosci mate-
riatowych, co wptywa na ich interakcj¢ z filmem tzowym i powierzchnig oka, co zostanie
omoéwione w dalszych podrozdziatach. Gtéwne wtasciwos$ci zostaly wymienione w Tabeli

1.

Tabela 1 Wykaz wybranych wiasciwosci fizykochemicznych soczewek Si-Hy.

Parametr Opis

Zawarto$¢ wody Okresla stosunek zawartosci wody w masie soczewki (dla Si-Hy od 24 do 56%), cz¢sto okreslana
jako EWC (réwnowagowa zawarto$¢ wody)

Przepuszczalno$¢ tlenu (Dk) Miara przepuszczalnosci tlenu dla danego materialu, mierzona w barrerach, norma ISO18369-4
okresla dwie metody pomiaru — w zaleznosci od typu materiatu: poligraficzng oraz kulometryczna

Transmisja tlenu (Dk/t) Uwzglednia grubos¢ soczewki, co oznacza, ze geometria soczewki i wspotczynnik zatamania
$wiatla maja znaczenie dla tego parametru, mierzony w barrer/cm

Zwilzalnos¢ Okresla zdolno$¢ powierzchni soczewki do utrzymania nawilzenia, zazwyczaj okreslana poprzez
mierzenie kata zwilzania

Modutl sprezystosci Wyzszy modut oznacza wigksza sztywnos$¢ — tatwiejsza manipulacjg, ale tez potencjalnie wigksze
podraznienie mechaniczne oka, okre§lany réwniez jako modut Younga

Stabilno$¢ wymiarowa Okresla wptyw czynnikéw zewngtrznych na zachowanie ksztattu i wymiaréw soczewki, np. po-
przez sprawdzanie zmiany grubosci, $rednicy czy krzywizny soczewki

Wspoélezynnik zalamania (n) Zalezny od gesto$ci materialu — wptywa na parametry optyczne soczewki. (dla soczewek migk-
kich w zakresie ~1,37-1,44 [16])

Transmitancja §wiatla Odnosi si¢ do zdolnosci soczewek kontaktowych do przepuszczania poszczegélnych dtugosci fali

$wiatta. Ma znaczenie dla zapewnienia wyraznego widzenia i ochrony oczu przed szkodliwym
$wiatlem, jak np. UV

1.2.5. Modyfikacje powierzchni, strategie poprawy zwilzalnosci i jej mierzenie
Zwilzalno$¢ powierzchni jest kluczowa dla zapewnienia komfortu [17] oraz czysto-
$ci soczewek [18]. Wcezesne generacje soczewek Si-Hy (np. balafilcon A, lotrafilcon A)
wymagaty obrobki plazmowej, aby poprawi¢ zwilzalno$¢ hydrofobowej powierzchni [17].
Techniki te opieraty si¢ na utlenianiu (np. tworzeniu warstw krzemianowych) lub nanosze-
niu powtok hydrofilowych. W nowszych soczewkach (np. z materiatéw delefilcon A, sera-

filcon A) zastosowano innowacyjne rozwigzania bez konieczno$ci obrobki plazmowej —
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np. gradient uwodnienia [ 14], makromery z wewngtrznymi czynnikami nawilzajacymi czy
nowe formuty wykorzystywane do utrzymania nawilzenia powierzchni soczewki [19].

W ocenie wlasciwosci zwilzajacych soczewek kontaktowych stosuje si¢ szereg me-
tod pomiarowych, ktore roznig si¢ zasadg dziatania, zastosowaniem oraz przydatnoscig do
badania r6znych typéw materiatow soczewek. Najczesciej wykorzystywang techniky jest
analiza kata zwilzania, w tym metoda kropli osiadlej (inaczej lezacej), polegajaca na
umieszczeniu kropli cieczy na powierzchni soczewki i pomiarze kata pomig¢dzy kropla a
powierzchnig. Chociaz jest powszechnie stosowana, jej zastosowanie w przypadku miek-
kich soczewek kontaktowych moze by¢ ograniczone ze wzgledu na ich podatno$¢ na od-
ksztatcenia [20], [21], [22]. Alternatywa jest metoda pecherzyka powietrza (ang. captive
bubble), w ktorej pecherzyk powietrza umieszczany jest przy powierzchni soczewki w $ro-
dowisku wodnym, a nast¢pnie mierzony jest kat kontaktu. Metoda ta odzwierciedla bar-
dziej rzeczywisty stan zwilzania soczewki w warunkach in vivo, szczeg6lnie podczas no-
szenia [21], [22], [23]. Technika umozliwiajaca badanie gotowych soczewek w catosci jest
modyfikacja metody ptytki Wilhelmy’ego, polegajaca na pomiarze sity adhezji podczas
zanurzania i wyciggania probki z cieczy [20], [22].

Do bardziej zaawansowanych metod optycznych nalezy wykorzystanie wideokera-
toskopii, np. urzadzenia Medmont E300, ktore pozwala na oceng jakosci filmu Izowego na
powierzchni soczewki poprzez analiz¢ takich parametrow jak Jako§¢ Powierzchni Filmu
Lzowego (z ang. Tear Film Surface Quality, TFSQ) [24]. Inng technika optyczna jest cien-
kowarstwowa interferometria, ktéora umozliwia analiz¢ procesu wysychania soczewek na
podstawie obserwacji przedsoczewkowego filmu tzowego. Parametry takie jak czas prze-
rwania, czas trwania, maksymalna predko$¢ i opdznienie szczytowe pozwalaja na rozroz-
nienie wlasciwosci materialowych réznych soczewek, zar6wno w warunkach in vivo, jak
1 in vitro [25], [26].

Dynamiczna metoda fotograficzna analizuje katy zwilzania przy postgpowaniu i co-
faniu si¢ cieczy na powierzchni probki soczewki, co dostarcza informacji o dynamicznym
zachowaniu zwilzalnosci [20]. Pomiar napigcia powierzchniowego i kata zwilzania moze
by¢ réwniez prowadzony przy uzyciu zmodyfikowanego tensjometru-goniometru z peche-
rzykiem powietrza, co umozliwia ocen¢ wptywu surfaktantow na wlasciwosci zwilzajace
soczewek [27]. Ostatnig z wyrdznionych technik jest reflektometria optyczna, ktéra po-
przez pomiar zalezno$ci widmowej odbicia §wiatla pozwala na szybka i doktadng oceng
grubosci filmu wodnego na soczewce, co ma istotne znaczenie dla okreslenia jej wlasciwo-
$ci hydrofilowych [28].
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2. Fizjologia przedniego odcinka oka

Aby zrozumie¢ funkcjonowanie soczewki kontaktowej w warunkach klinicznych,
konieczne jest doktadne poznanie struktur, z ktérymi soczewka wchodzi w bezposredni
kontakt podczas noszenia. Soczewka kontaktowa jako wyrdb medyczny aplikowany bez-
posrednio na powierzchni¢ oka, oddzialuje przede wszystkim z rogdwka, spojowka i po-
wiekami oraz pozostaje otoczona filmem tzowym. Struktury te stanowig dynamiczne $ro-
dowisko biologiczne, ktore warunkuje komfort, skuteczno$¢ optyczng oraz bezpieczenstwo
stosowania soczewek. Ich wiasciwosci fizjologiczne, mechaniczne i biochemiczne maja
zasadniczy wptyw na przebieg interakcji z materialem soczewkowym, w tym na przylega-
nie, stabilno$¢ filmu tzowego, podatno$¢ na osady i reakcje immunologiczne. W niniej-
szym podrozdziale przedstawiono kluczowe cechy anatomiczne i fizjologiczne rogowki,
spojowki, powiek oraz filmu Izowego — elementow krytycznych dla prawidtowego funk-

cjonowania soczewki kontaktowej na oku.

2.1. Rogdéwka

Rogdéwka jest przezroczysta, awaskularng struktura, stanowiagcg przednig cz¢s¢ btony
wtoknistej oka. Jej unikalna organizacja tkankowa umozliwia jednoczesne petnienie funk-
cji ochronnych i optycznych. Rogéwka sktada si¢ z pigciu wyraznie odgraniczonych
warstw:

e Nabtonek (epithelium) — to najbardziej zewnetrzna warstwa rogoéwki, ktora stanowi
barier¢ przed czynnikami $rodowiskowymi oraz zapewnia gladka powierzchnig
niezbedna do prawidtowego przylegania filmu tzowego [29].

e Warstwa Bowmana (blaszka graniczna przednia rogowki) — znajduje si¢ bezposred-
nio pod nabtonkiem. Jest to wytrzymata, kolagenowa warstwa zapewniajaca dodat-
kowe wsparcie strukturalne rogowki [18].

e Zrab (stroma, istota wlasciwa) — stanowi okoto 90% catkowitej grubosci rogowki.
Sktada si¢ z regularnie utozonych wtokien kolagenowych osadzonych w uwodnio-
nej macierzy proteoglikanowej. To uporzadkowanie strukturalne odpowiada za
przezroczystos$¢ 1 wytrzymato$¢ mechaniczng rogowki [29], [30], [31], [32].

e Blona Descemeta (blaszka graniczna tylna rogéwki) — cienka, ale wytrzymata war-

stwa, stanowigca podpore dla $rédbtonka [29].
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Srédbtonek (endothelium) — wewnetrzna warstwa rogoéwki, odpowiedzialna za ak-
tywne usuwanie nadmiaru ptynu z zrgbu w celu utrzymania odpowiedniego uwod-

nienia i przezroczystosci [29], [33].

Strukture rogéwki mozna bada¢ i wizualizowaé migdzy innymi za pomocg optycznej

tomografii koherencyjnej (ang. optical coherence tomography, OCT), przyktad zaprezen-

towano na Rysunku 1.

Film zowy

Nablonek rogowki

Blona Bowmana
Zrab rogowki
Blona Descemeta

Srodblonek

Rysunek 1 Przekrdj rogéwki wykonany za pomocq Optycznej Koherencyjnej Tomografii (OCT). Zrédio: repozytorium
wlasne autora

2.1.1.

2.1.2.

Funkcje

Zdolnos¢ refrakcyjna — rogowka (wraz z pokrywajacym ja filmem tzowym) odpo-
wiada za okoto 70% caltkowitej mocy optycznej oka, co wynika z jej krzywizn,
specyficznej architektury kolagenowej zrgbu, oraz tego, ze poza cienkim filmem
tzowym jest pierwsza powierzchnig zatamujaca §wiatto i na granicy z powietrzem
wystepuje najwicksza réznica wspotczynnika zatamania $wiatta [30], [32].
Ochrona — jako pierwsza bariera mechaniczna rogéwka chroni wewngtrzne struk-
tury oka przed urazami, patogenami i cialami obcymi [29].

Przezroczysto$¢ — utrzymanie przejrzystosci rogowki jest kluczowe dla transmisji
$wiatta do siatkowki. Zalezy ono od regularnego uktadu kolagenu w zrebie oraz

aktywnej regulacji uwodnienia przez $rodbtonek [29], [30].
Wtasciwosci biomechaniczne
Architektura kolagenowa — wtdkna kolagenowe w zrebie utozone sag w uporzadko-

wany sposob, co zapewnia jednocze$nie wytrzymato$¢ mechaniczng 1 przej-
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2.1.3.

2.2.

rzysto$¢. Dzigki temu rogoéwka skutecznie opiera si¢ sitom rozciggajacym i $ciska-
jacym [31], [32], [34].

Regulacja uwodnienia — $rédbtonek reguluje nawodnienie zr¢bu poprzez dziatanie
pomp jonowych (m.in. Na*/K*-ATPazy), zapobiegajac obrz¢kowi i utracie przezro-
czystosci [33].

Unerwienie

Nerwy czuciowe — rogdwka jest najgesciej unerwiong tkanka w organizmie czlo-
wieka. Unerwienie pochodzi ze zwoju trdjdzielnego i odpowiada za odruchy

obronne (np. mruganie), pobudzanie wydzielania tez oraz funkcje troficzne dla ko-

morek nablonka i zrebu [35], [36].

Spojowka

Spojowka to cienka, przezroczysta btona §luzowa o kluczowym znaczeniu dla zdrowia

oka. Pokrywa tylng powierzchni¢ powiek oraz przednig powierzchni¢ gatki ocznej (z wy-

jatkiem rogowki), tworzac zamknigty worek spojowkowy [37]. Anatomicznie dzieli si¢ na

dwie gtowne czesci:

2.2.1.

20

Spojowke gatkowa (bulbar conjunctiva) — pokrywajaca twardowke,

Spojowke powiekowa (palpebral conjunctiva) — wyscietajaca wewnetrzng po-
wierzchni¢ powiek [38].

Funkcje spojowki

Ochrona — spojéwka dziata jako bariera mechaniczna chronigca przed drobnoustro-
jami, toksynami oraz zanieczyszczeniami §rodowiskowymi. Istotng role odgrywa
tu rowniez tkanka chtonna zwigzana ze spojowka (z ang. CALT — conjunctiva-as-
sociated lymphoid tissue), zapewniajaca ochron¢ immunologiczng oka [37], [38].
Chroni takze przed pytkami i cialami obcymi [38].

Stabilizacja filmu tzowego — komorki kubkowe spojowki wydzielaja mucyne, ktora
jest niezbgdna do utrzymania stabilno$ci filmu tzowego. Zapobiega to wysychaniu
powierzchni oka i wspiera komfort widzenia [37], [38].

Wsparcie odzywcze — unaczynienie spojowki dostarcza sktadnikow odzywcezych
do pozbawionej naczyn krwiono$nych rogéwki, wspierajac jej funkcje i zdrowie

[38].



2.2.2.

2.3.

Nadzér immunologiczny — spojowka odgrywa kluczowa rol¢ w nadzorze immuno-
logicznym i1 odpowiedziach odporno$ciowych, co jest istotne dla zachowania inte-
gralnosci powierzchni oka [38].

Charakterystyka anatomiczna i fizjologiczna

Unaczynienie — spojowka jest bogato unaczyniona, co umozliwia szybka regenera-
cje¢ oraz skuteczne dostarczanie sktadnikow odzywczych i komoérek odpornoscio-
wych w miejscu uszkodzenia [38].

Procesy transportowe — zawiera liczne mechanizmy transportu jonéw, substancji
rozpuszczalnych i wody, ktore wspieraja homeostaze¢ filmu tzowego i powierzchni

spojowki [39].

Powieki 1 gruczoty Meiboma

W prawidlowym funkcjonowaniu przedniego odcinka oka kluczowa rolg odgrywaja

powieki oraz zlokalizowane w nich gruczoly Meiboma. Struktury te nie tylko chronig po-

wierzchni¢ oka przed czynnikami zewnetrznymi, ale sa rowniez niezbedne dla stabilnos$ci

filmu tzowego 1 komfortu widzenia.

2.3.1. Anatomia powiek

Powieki to ruchome struktury chronigce przedni odcinek oka. Ich budowa warstwowa

obejmuje:

Zewnetrzng warstwe skorng, ktora zapewnia fizyczng ochrong gatki ocznej.
Srodkowa ptytke tarczkowa (tarsal plate), ktéra stanowi podpore strukturalng po-
wieki.

Tylng spojowke powiekowa (posterior palpebral conjunctiva), w ktorej znajduja

si¢ gruczoly Meiboma oraz rzesy [40], [41].

Anatomicznie powieke mozna podzieli¢ na:

2.3.2.

Cze$¢ przednia, zawierajaca skore, migsnie oraz gruczoty tojowe.

Cze$¢ tylna, ktéra obejmuje plytke tarczkowa, spojowke, gruczoty Meiboma oraz
gruczoly Zeissa i Molla [41].

Fizjologia powiek

Mruganie — pelni kluczowa funkcje¢ w nawilzaniu rogéwki i spojowki, chroni ro-
gowke przed urazami mechanicznymi i wspiera odplyw tez przez przewdd nosowo-

tzowy [41].
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2.3.3.

2.34.

Rozprowadzanie filmu tzowego — ruchy powiek réwnomiernie rozprowadzaja tzy

po powierzchni oka, co jest niezbgdne dla prawidtowego widzenia i ochrony na-

btonka [41].
Funkcje powiek
Ochrona oka — przed urazami mechanicznymi i czynnikami $srodowiskowymi.

Utrzymanie filmu 1zowego — poprzez produkcj¢ sktadnikow tez oraz ich rozprowa-

dzanie i odptyw [41].

Anatomia gruczotow Meiboma

Gruczoty Meiboma to zmodyfikowane gruczoly tojowe, zlokalizowane w plytkach

tarczkowych gornej i dolnej powieki. Utozone sg rownolegle 1 biegng pionowo przez dtu-

gos¢ powieki [41], [42].

2.3.5.

2.3.6.

22

Budowa — gruczoly sktadajg si¢ z gronek wydzielniczych (acini), ktére produkuja
meibum — mieszaning lipidow. Meibum przemieszcza si¢ przez przewodziki do
przewodu gléwnego 1 wydzielane jest przez ujécie przy brzegu powieki [42], [43].
Rozwo6j embrionalny — gruczoty formuja si¢ w fazie zro$nigcia powiek podczas r6z-

nicowania zarodkowego [42].
Fizjologia gruczotow Meiboma

Mechanizm wydzielniczy — wydzielanie meibum zachodzi w sposob holokrynowy,
co oznacza, ze produktem koncowym gruczotu jest masa powstata z catkowitego
rozpadu meibocytéw. Komorki te, po zsyntetyzowaniu i zgromadzeniu wewnatrz-
cytoplazmatycznych kropel lipidowych, ulegaja lizie, uwalniajac do przewoddéw
wyprowadzajacych zaréwno zmagazynowane lipidy, jak i resztki biatek oraz bton
komorkowych [42], [44].

Regulacja czynno$ci — aktywno$¢ gruczolow zalezy od hormondw piciowych. An-
drogeny wspieraja ich funkcj¢, natomiast estrogeny dziatajg antagonistycznie. Gru-
czoly sg unerwione wldknami przywspotczulnymi, podobnie jak gruczoty tzowe

[42].
Funkcje gruczotow Meiboma

Tworzenie warstwy lipidowej — gruczoty Meiboma wytwarzaja lipidy, ktore tworza
najbardziej powierzchowng warstwe filmu zowego. Warstwa ta ogranicza parowa-

nie lez i stabilizuje caly film tzowy [45], [46], [47].



e Ochrona powierzchni oka — warstwa lipidowa zwigksza napigcie powierzchniowe
filmu tzowego 1 zmniejsza tarcie pomiedzy powieka a gatka oczng [46].
Jedna z metod badania i wizualizacji gruczotow jest meibografia, czyli zdjecie w pod-

czerwieni odwini¢tych powiek gornej 1 dolnej. Przyktad zaprezentowano na Rysunku 2.

Rysunek 2 Meibografia gérnej i dolnej powieki. Zrédio: repozytorium wlasne autora

2.4.  Film tzowy

Prawidtowy film tzowy jest niezbedny w utrzymaniu zdrowia i integralnosci po-
wierzchni oka. Dziala jako bariera chronigca i nawilzajaca rogowke, a jednoczesnie sta-
nowi pierwsze srodowisko refrakcyjne dla swiatta wpadajacego do oka [48]. Klasycznie
opisywany byt jako struktura trojwarstwowa, obejmujaca zewnetrzng warstwe lipidowa,
srodkowa warstwe wodng oraz wewngtrzng, najblizsza powierzchni oka, warstwe mucy-
nowa. Warstwy te wspolpracujac ze soba, zapewniaja stabilno$¢ i funkcjonalno$¢ filmu
tzowego [49], [50].

Warstwa mucynowa, zlozona zardwno z mucyn rozpuszczalnych, jak i zwigzanych
z blona, umozliwia réwnomierne rozprowadzenie filmu tzowego na powierzchni oka i petni
funkcje¢ obronng przed patogenami. Warstwa wodna zawiera mieszaning sktadnikow od-

zywczych, substancji przeciwdrobnoustrojowych i elektrolitow, ktore odzywiaja i chronig
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nabtonek oka, a takze zapewniaja odpowiednie nawilzenie [48]. Trzecia warstwa, lipidowa,
zostata szczegotowo opisana ponizej.

Nowsze doniesienia podwazaja prostote klasycznego modelu tréjwarstwowego,
podkreslajac dynamiczne i wzajemnie powigzane interakcje migedzy sktadnikami filmu tzo-
wego [51], [52] (Rysunek 3). Dzigki zaawansowanym metodom obrazowania, takim jak
OCT oraz interferometria, lepiej poznano strukture filmu Izowego, wykazujac, ze jego gru-
bos¢ jest wyjatkowo niewielka — od 2 do 5,5 mikrometréw w zalezno$ci od analizowanego

obszaru [53], [54], [55].

Warstwa lipidow:

// . O/'
?//— Gruczot Meiboma %

Rysunek 3 Struktura filmu tzowego. Zrédlo: S. Masoudi, ,, Biochemistry of human tear film...” [56]

2.4.1. Warstwa lipidowa filmu tzowego

Zewnetrzna warstwa filmu tzowego, czyli warstwa lipidowa, odgrywa kluczowa
role w stabilizacji filmu tzowego, ograniczaniu parowania i umozliwianiu rOwnomiernego
rozprowadzania tez na powierzchni oka [54], [57], [58], [59]. Pochodzi gléwnie z gruczo-
tow Meiboma, ktore wydzielaja meibum zlozone zaréwno z lipidow niepolarnych, jak

i polarnych [60], [61]. Masa meibum jest zdominowana przez lipidy niepolarne,
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zwlaszcza estry woskéw (WE) oraz estry cholesterolu (CE), z mniejszym udzialem tria-
cylogliceroli (TAG), wolnych kwasow thuszczowych (FFA) oraz §ladowego cholesterolu
wolnego [62], [63], [64]. Jednoczesnie liczne opracowania podkreslaja, ze o wlasciwo-
$ciach interfejsowych TFLL (warstwa lipidowa filmu fzowego, z ang. Tear Film Lipid
Lauer) (rozptywnos¢, obnizanie napi¢cia powierzchniowego, ,,sprz¢zenie” z faza wodno-
mucynowa) moga w sposob nieproporcjonalnie duzy decydowaé mniejszosciowe frakcje
amfifilowe oraz biatka wigzace lipidy, zwlaszcza lipokalina 1zowa [48], [65], [66]. Do-
ktadniejszy opis poszczegdlnych lipidow w ludzkim filmie tzowym przedstawiono w ta-

beli 2.

Tabela 2 Wyszczegolnienie lipidow wystepujgcych w ludzkim filmie tzowym, z uwzglednieniem ich Zrédet oraz propono-
wanych funkcji

Klasa lipidéw Prawdopodobnie dominujace zro-
dlo(a)

Gruczoty Meiboma

Proponowane funkcje istotne dla TFLL

Estry woskéw Glowny ,,masowy” sktadnik strukturalny TFLL; zapewniaja ba-
rier¢ hydrofobowa; wptywaja na lepko-sprezystos¢ i reorganiza-
cj¢ po mrugnigciu; moga uczestniczy¢ w tworzeniu domen skon-
densowanych/statych, ktére wptywaja na powstawanie defektow
i drogi parowania [62], [64].

Sktadnik strukturalny ,,rdzenia”; moga tworzy¢ wielowarstwy/la-
melle w modelowych filmach; oddziatuja z lipidami polarnymi
(OAHFA/fosfolipidy) i moga modulowa¢ stabilno$¢ mecha-
niczng podczas mrugania [63], [67].

Estry cholesterolu Gruczoty Meiboma

Triacyloglicerole Gruczoly Meiboma (zmiennie) Potencjalna rola ,plastyfikatora” wptywajacego na topnienie

(TAGs) / diacylogli- i ptynigcie (wlasciwosci reologiczne); w niektorych kohortach

cerole moga wzrasta¢ w chorobie; ilosciowe oznaczenia sg zalezne od
metody [62], [63].

‘Wolny cholesterol Niewielki udziat w meibum Potencjalnie moduluje upakowanie i zachowanie fazowe; w no-

woczesnych analizach zwykle raportowany jako niski w porow-
naniu do estréw cholesterolu (CEs) [63].

Wolne kwasy tlusz-  Gruczoty Meiboma + produkty hydro-

Moga wplywa¢ na aktywno$¢ powierzchniowa oraz przesuwac
parametry topnienia i upakowania lipidow [62].

czowe lizy/utleniania
(O-acyl)-o-hydrok-  Gruczoty Meiboma; regulowane enzy-
sykwasy tluszczowe matycznie

(OAHFAs) i po-

Potencjalnie amfifilowe ,}aczniki” mig¢dzy niepolarna TFLL a
faza wodno-mucynowa; moga ustanawia¢ gradient polarnosci i
stabilizowa¢ architektur¢ TFLL; zaburzenia genetyczne produk-
cji OAHFA u myszy wywotuja fenotypy podobne do zespotu su-
chego oka [65], [68].

Proponowana rola surfaktantu (rozptywnos¢/obnizanie napigcia
powierzchniowego) i stabilizacja interfejsu; moga wystgpowac
glownie jako frakcja zwiazana z lipokaling tzowa, co utrudnia
oznaczenia ilo§ciowe oparte o ekstrakcje [48], [63], [66].

krewne

Fosfolipidy Kontrowersyjne: w niektorych bada-
niach st¢zenie niskie w meibum; moga
pochodzi¢ z gruczotu tzowego/po-
wierzchni oka lub by¢ zwigzane z biat-
kami w tzach

Sfingolipidy Lzy/gruczot tzowy/powierzchnia oka;

w meibum zmiennie/nisko w czg$ci
badan

Potencjalny wktad w mechanike interfejsu, funkcj¢ barierowa i
sygnalizacj¢ zapalna; zwykle niska obfitos¢ i trudnosci anali-
tyczne [48], [63].

Mruganie narzuca cykliczng kompresje, rozcigganie i $cinanie TFLL, co wymusza
szybkie przemieszczanie lipidow, ,,gojenie” ubytkow (obszaréw o mniejszym pokryciu li-
pidowym) oraz odtwarzanie jednorodnej warstwy po kazdym mrugnieciu [48]. Z tego po-
wodu stabilno$¢ filmu tzowego zalezy nie tylko od zdolnosci ograniczania parowania, ale
takze od wilasciwosci reologicznych TFLL (lepkos¢, elastyczno$é, napigcie powierzch-
niowe ) i zdolno$ci do szybkiej reorganizacji [48], [69]. Co istotne, cz¢s¢ autorow podkre-

$la, Ze bezposredni efekt ,,anty-parowaniowy” izolowanego meibum mierzony in vitro
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bywa umiarkowany i silnie zalezny od warunkow do$wiadczenia, natomiast w warunkach
in vivo TFLL moze przede wszystkim zapobiega¢ przerwaniu filmu i ulatwia¢ jego rozpro-
wadzanie [48], [69].

Przyjmuje si¢, ze warstwa lipidowa sktada si¢ z dwoch czgsci (Rysunek 4) [70],

[71], [72], [73]:

e warstwa lipidow niepolarnych: najbardziej zewngtrzna, zawiera gtownie estry
woskow 1 estry cholesterolu; dziata jako bariera hydrofobowa ograniczajaca paro-
wanie;

o warstwa lipidow polarnych (amfifilowych): przylegajaca do warstwy wodnej, za-
wiera fosfolipidy, ktore oddziatujg z biatkami warstwy mucynowo-wodnej, wspo-

magajac adhezje¢ i rozprzestrzenianie si¢ filmu tzowego.

TLEN
» 1 Chl-E
O
O O
O
o) T * WE

I Chl-OAHFA

Powietrze

Niepolarna

Warstwa lipidowa

Amfifilowa

WdiE
Cer FFA Chl Pl TAG OAHFA

Warstwa wodna

Rysunek 4 Struktura prawidlowej warstwy lipidowej filmu tzowego wraz z wyrdzniong czescig polarng oraz niepolarng.
filmu tzowego wraz z wyszczegolnieniem zewnetrznej warstwy lipidowej. Chl-E (estry cholesterolu), WE (estry woskow),
WAiE (diestrowe woski), Chl-OAHFA (estry cholesterolu (O-acyl)-w-hydroksykwasow thuszczowych), TAG (triacylogli-
cerole), Pl (fosfolipidy), Chl (cholesterol), FFA (wolne kwasy tuszczowe), Cer (ceramidy). Zrédlo: M. Yazdani, ,, Tear
film lipid layer...” [74]

Grubo$¢ warstwy lipidowe;j filmu tzowego jest zmienna i wynosi od 15 do 157 nm,
ze $rednig warto$cig w zakresie 40—-65 nm [75], [76], [77], [78], [79]. Na grubo$¢ warstwy

lipidowej (LLT) wptywa wiele czynnikow, ktore zestawiono w Tabeli 3.
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Tabela 3. Czynniki wplywajqce na grubos¢ warstwy lipidowej (LLT)

Czynnik Wplyw

zmniejszona czesto$¢ mrugania (np. przy pracy z ekra- zmniejsza LLT z powodu niepelnego rozprowadzenia meibum
nami) [80]

temperatura wzrost temperatury zwigksza LLT [81]

wilgotnos$é niska wilgotno$¢ zwigksza parowanie lez, obniza LLT [81]
dysfunkcja gruczoléw Meiboma (MGD) obnizona produkcja lipidow, obnizenie LLT [48], [82]

wiek zmniejsza LLT przez zanik gruczotléw Meiboma [83]

leki (np. retinoidy) uposledzaja funkcje gruczotéw Meiboma, zmniejszajac LLT [82]
styl zycia (np. palenie) negatywnie wpltywa na wydzielanie lipidow, redukujac LLT [83]

2.4.2. Pomiar grubosci warstwy lipidowej

Interferometria to powszechnie stosowana metoda optyczna stuzagca do pomiaru
LLT. Technika ta wykorzystuje zjawisko interferencji w cienkiej warstwie (thin-film inter-
ference) —na granicach powietrze—lipidy oraz lipidy—faza wodna dochodzi do czg$ciowego
odbicia $wiatla, a odbite sktadowe fali, ktore przebyly rézne drogi optyczne, naktadaja si¢
na siebie, tworzac wzmocnienia i wygaszenia zalezne od dlugosci fali, grubo$ci warstwy i
geometrii obserwacji [84]. Poniewaz w urzadzeniach klinicznych stosuje si¢ zwykle o§wie-
tlenie biale (wielospektralne), rozne dtugosci fal interferuja w réznym stopniu, a wynik
obserwuje si¢ jako charakterystyczng kolorystyke i wzory interferencyjne (np. siateczki,
fale, obszary amorficzne, prazki barwne), ktore stanowig podstawe dalszej oceny LLT [84].

W obrazie interferencyjnym zmiany barw koreluja z ,,optyczna grubos$cia” war-
stwy: cienkie warstwy daja blade kolory (np. szary/niebieskawy), a grubsze — barwy bar-
dziej nasycone (np. zolty, czerwony). Nalezy jednak podkresli¢, ze interferometria LLT,
standardowo stosowana w badaniach klinicznych, nie mierzy bezposrednio fizycznej, me-
trologicznej grubo$ci warstwy lipidowej jako parametru geometrycznego. Jest to estymacja
posrednia: zarejestrowany sygnal barwny (oraz jego cechy) jest mapowany na przyblizone
zakresy grubo$ci w nanometrach lub na klasy wzorcéw interferencyjnych (np. wedhug skali
Guillon) [85]. Na relacje ,,kolor — grubos¢” wptywaja m.in.: (i) przyjete wspotczynniki
zatamania dla lipidow 1 fazy wodnej, (i1) zalozenia co do jednorodno$ci warstwy, (iii) kat
padania/obserwacji i polaryzacja $wiatla, (iv) obecno$¢ dodatkowych cienkich warstw (za-
nieczyszczenia, kosmetyki, resztki preparatow) oraz (v) dynamika rozptywu i reorganizacji
lipidéw po mrugnigciu. W konsekwencji raportowany parametr LLT nalezy interpretowac
jako optycznie wyznaczang ,.,ekwiwalentng” grubo$¢ w danym uktadzie pomiarowym, a
nie bezwzgledng miar¢ masy lipidow lub ich sktadu biochemicznego.

Jedng z gtéwnych zalet interferometrii jest jej nieinwazyjnos¢, co pozwala na wie-
lokrotne pomiary bez dyskomfortu dla pacjenta. Urzadzenia takie jak IDRA® (SBM SI-
STEMI, Wiochy) i LipiView® (TearScience Inc., USA) wykorzystuja zaawansowang
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interferometri¢ wysokiej rozdzielczosci do automatycznego przeliczenia wzordw interfe-
rencyjnych na warto$ci grubosci — zazwyczaj od 15 nm (cienka) do ponad 100 nm (gruba)
[85]. Kluczowe jest przy tym to, ze ,,wynik liczbowy” powstaje jako efekt algorytmu: sys-
tem rejestruje sekwencj¢ obrazow (czegsto wideo), wyznacza obszar analizy (ROI), norma-
lizuje parametry obrazu (np. ekspozycje/balans bieli), a nastepnie mapuje cechy barwno-
teksturalne na klas¢ lub warto§¢ LLT [85]. Podej$cia oparte o automatyczng analiz¢ cech
barwy i tekstury byly tez opisywane w badaniach naukowych jako sposéb ograniczenia
subiektywnosci oceny klinicznej (np. automatyczna klasyfikacja wzorcéw wedtug Guillon
na podstawie analizy kolorystyczno-teksturalnej) [84], [86]. IDRA® taczy interferometri¢
z dodatkowymi funkcjami diagnostycznymi, takimi jak czas przerwania filmu tzowego (z
ang. Tear Break-Up Time, TBUT) i meibografia. Oprocz pomiaréw LLT analizuje takze
jednolitos¢ 1 wzory interferencyjne filmu lzowego [87]. W praktyce klinicznej istotne jest
réwniez, ze LLT nie jest parametrem statym w czasie: bezposrednio po mrugni¢ciu docho-
dzi do rozptywu i reorganizacji warstwy lipidowej, a niejednorodnos$ci moga przemiesz-
cza¢ si¢ w trakcie interwatu migdzymrugowego, dlatego protokoly badania powinny stan-
daryzowa¢ instrukcje mrugania i/lub okno czasowe analizy po mrugnigciu.

Interferometria moze zapewnia¢ powtarzalne i wiarygodne pomiary LLT. W bada-
niu z uzyciem interferometru LipiView® uzyskano $rednig LLT réwng 53,53+14,59 nm,
z wysoka powtarzalno$cig (wspolczynnik powtarzalnosci: 16 nm dla tego samego obser-
watora i 13 nm dla r6znych) [88].

Cienkie warstwy lipidowe (<15 nm) wiaza si¢ ze zwigkszonym parowaniem tez,
obnizong stabilno$cig filmu tzowego i objawami zespolu suchego oka [89], podczas gdy
grubsze warstwy (>80 nm) poprawiaja stabilnos¢ filmu tzowego, ograniczaja parowanie

1 zwigkszaja komfort widzenia [89], [90].

2.4.3. Stabilnosc¢ filmu tzowego i zaburzenia warstwy lipidowej

Stabilno$¢ filmu tzowego, mierzona za pomoca TBUT, ulega pogorszeniu np.
w wyniku noszenia soczewek kontaktowych. Ciensze warstwy lipidowe wigza si¢ z krot-
szym TBUT, natomiast grubsze — ze zwickszong stabilnoscig filmu tzowego [75], [77],
[91], [92], [93]. Co wigcej, soczewki twarde powoduja silniejsze zakldcenia warstwy lipi-

dowej niz migkkie [94].

Chociaz soczewki migkkie lepiej wspieraja utworzenie przedsoczewkowej warstwy li-

pidowej, to jednak warstwa ta jest ciensza i szybciej si¢ rozpada niz przy naturalnym filmie
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tzowym [94], [95], [96]. Dodatkowo, ogolne przerwanie filmu tzowego nastepuje szybciej
na powierzchni soczewki niz na rogdéwce, co jeszcze bardziej podkresla niestabilnos¢ wy-

wotywang przez soczewki [96], [97], [98].

3. Interakcje soczewka — powierzchnia oka

Podczas noszenia soczewki kontaktowe znajduja si¢ w bezposrednim i ciggtym kon-
takcie z przednim odcinkiem oka, co sprawia, ze funkcjonujg one w ztozonym $rodowisku
biologiczno-mechanicznym. Dochodzi wéwczas do dynamicznych interakcji mi¢dzy po-
wierzchnig oka a sama soczewka kontaktowa. Z jednej strony, obecnos$¢ soczewki wptywa
na strukture i stabilno$¢ filmu tzowego, powieki, gruczoty Meiboma oraz stan spojowki
i rogowki. Z drugiej strony, wtasciwosci fizykochemiczne i fizjologiczne powierzchni oka
— takie jak sktad tez, czgsto$¢ mrugania, aktywnos¢ gruczotowa czy stan zdrowotny tkanek
— wplywaja na parametry i zachowanie soczewki w czasie noszenia, w tym na jej zwilzal-
nos$¢, ilos¢ oraz typ osadow czy komfort uzytkowania.

Zrozumienie wzajemnych oddziatywan migdzy soczewka a strukturami powierzchni
oka jest kluczowe dla zapewnienia komfortu, bezpieczenstwa i skutecznosci korekcji
wzroku. W kolejnych podrozdziatach omoéwione zostang szczegétowo mechanizmy tych
interakcji, ze szczegdlnym uwzglednieniem filmu tzowego oraz osadow, zwtlaszcza lipido-

wych na soczewkach Si-Hy.

3.1. Wplyw soczewek na powierzchni¢ oka oraz film tzowy

Ponizej omowiony zostanie wplyw uzytkowania soczewek kontaktowych na
przedni odcinek oka. Nie beda tu omawiane zmiany patologiczne, tylko mechanizmy do-
tyczace interakcji z poszczegdlnymi strukturami, z ewentualnym wskazaniem do jakich
patologii moga one prowadzic.

3.1.1. Wplyw na rogowke

Noszenie migkkich soczewek kontaktowych, w tym wykonanych z materialéw Si-Hy
wigze si¢ z licznymi adaptacyjnymi zmianami fizjologicznymi w obrebie rogowki. Zmiany
te, cho¢ zazwyczaj nie sg patologiczne, odzwierciedlajg zdolnos$¢ rogdwki do przystosowa-
nia si¢ do obecnosci ciata obcego na jej powierzchni. Ponizej zestawiono najwazniejsze

obserwowane efekty:
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Zmiany grubos$ci rogdwki

o Scienczenie rogdwki centralnej: Stale noszenie soczewek o wysokim Dk

prowadzi do istotnego zmniejszenia grubosci centralnej czgsci rogowki, co
z kolei moze powodowaé zmiany aberracji wyzszego rzedu. Zjawisko to
moze utrzymywac si¢ nawet po zaprzestaniu noszenia soczewek [99], [100].
Zmiany obwodowe: W obszarze obwodowym rogdéwki obserwuje si¢ nie-

wielkie pogrubienie lub brak istotnych zmian [99], [100], [101].

Przebudowa nabtonka

o Wielkos$¢ komorek nabtonkowych: W odpowiedzi na noszenie soczewek

zwigksza si¢ wielkos$¢ komorek nabtonkowych, przy czym soczewki o wyz-
szej przepuszczalno$ci dla tlenu w mniejszym stopniu zaburzaja naturalny

proces ztuszczania [102].

Zmiany w unerwieniu rogdwki

o Gestos¢ nerwdéw podnabtonkowych: Diugoterminowe stosowanie soczewek

Si-Hy nie wplywa istotnie na gestos¢ nerwdéw podnablonkowych ani na
wrazliwos$¢ dotykowa rogdwki u osob rozpoczynajacych ich uzytkowanie
[103].

Czuto$¢ rogowki: Moze dojs¢ do niewielkiego spadku czutosci po noszeniu
soczewek o niskim wspotczynniku Dk/t, natomiast przy wysokim Dk/t czu-

to$¢ pozostaje stabilna [104].

Wymiana gazowa i adaptacja metaboliczna

o Dystrybucja tlenu: Przepuszczalno$¢ tlenu przez soczewke istotnie wptywa

na jego stezenie w rogowce, zwlaszcza w nabtonku. W warunkach otwar-
tego oka procesy metaboliczne sa zwykle utrzymane, jednak w warunkach
zamknigtego oka moze dochodzi¢ do przejscia na metabolizm beztlenowy
[105].

Zmiany metaboliczne: Rogowka dostosowuje si¢ do warunkow wzgledne;j
hipoksji zwigzanej z noszeniem soczewek, modyfikujac zuzycie tlenu
1 szlaki metaboliczne, co ma kluczowe znaczenie dla utrzymania przezro-

czystosci i zapobiegania obrzekowi [105], [106].



e Wiasciwosci biomechaniczne
o Wiskoelastyczno$¢ : Krotkoterminowe noszenie soczewek Si-Hy moze pro-
wadzi¢ do wzrostu wiskoeleastycznos$ci rogowki, po czym — przy duzszym
uzytkowaniu — obserwuje si¢ ich stopniowy spadek. Zmiany te mogg wspot-
wystepowac z obnizeniem ci$nienia wewnatrzgatkowego (z ang. Intraocu-
lar Pressure, I0OP) [107], [108].
o Histereza rogéwki: Parametr ten, opisujacy wtasciwosci lepko-sprezyste ro-
gowki, zwigksza si¢ w trakcie noszenia soczewek, co sugeruje adaptacyjna
odpowiedz biomechaniczng [108].
e Przezroczystos¢ i jednorodno$¢ optyczna
o Przezroczysto$¢ rogowki: Krotkoterminowe uzytkowanie soczewek Si-Hy
moze prowadzi¢ do niewielkich zmian w przezroczysto$ci i1 jednorodnosci
optycznej rogdwki, jednak zmiany te s klinicznie nieistotne [101].
e Morfologia komorek srodbtonka
o Gestos¢ 1 morfologia komorek: Diugotrwate noszenie soczewek Si-Hy
moze powodowaé nieznaczne zmiany w gestosci komorek srodbtonka oraz
w zakresie polimegatyzmu (zréznicowania wielkosci komorek). W niekto-
rych badaniach odnotowano marginalne obnizenie ggstosci komorkowe;j
[109], [110], [111].
3.1.2. Wplyw na spojowke
Podczas noszenia migkkich soczewek kontaktowych z materiatlow Si-Hy, spojowka
wykazuje dwie gtowne fizjologiczne reakcje adaptacyjne. Cho¢ nie sg one patologiczne,
odzwierciedlaja dynamiczng odpowiedz tkanki na obecno$¢ soczewki jako ciala obcego.
o  Wrazliwos$¢ spojowki
Badania wykazaty, ze dlugotrwate noszenie soczewek o niskim wspoétczynniku Dk/t, a
nastepnie przej$cie na soczewki Si-Hy o wysokim Dk/t, nie prowadzi do istotnych zmian
w wrazliwosci spojowki [104]. Oznacza to, ze spojowka zachowuje swoje funkcje senso-
ryczne, co $wiadczy o jej wysokiej zdolnos$ci adaptacyjne;j.
e Przekrwienie spojowki
W grupie uzytkownikow dhugo stosujacych tradycyjne Hy soczewki kontaktowe, do-
pasowanie nowych soczewek Si-Hy (przeznaczonych do noszenia dziennego) istotnie
zmniejszylo zardwno przekrwienie spojowki gatkowe;j, jak 1 ragbkowej, zwlaszcza u 0so6b

z wyjsciowo wyzszym stopniem przekrwienia [112]. Wskazuje to na poprawe
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fizjologicznego stanu spojowki po zastosowaniu nowoczesnych materiatow o lepszej prze-

puszczalnosci tlenu.

3.1.3. Wplyw na powieki i mruganie

Mozna wyr6zni¢ kilka kluczowych fizjologicznych zmian zachodzacych w powiekach

1 mechanice mrugania czlowieka podczas noszenia migkkich soczewek kontaktowych:
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Interakcje powieka — soczewka

o Epitelopatia wycieraczkowa powieki (z ang. lid wiper epitheliopathy, LWE)

to stan, w ktérym obszar tzw. ,,wycieraczki powiekowej” wykazuje barwie-
nie (lizaming) wskutek zwiekszonego tarcia np. pomiedzy powieka a po-
wierzchnig soczewki kontaktowej. Tarcie to nasila si¢ w warunkach niewy-
starczajacego nawilzenia, ktére moze by¢ spowodowane zespotem suchego
oka lub niskg zwilzalno$cig powierzchni soczewki [113], [114], [115]. LWE
wigze si¢ z subklinicznym stanem zapalnym i czeséciej wystepuje u uzyt-
kownikéw soczewek zglaszajacych objawy dyskomfortu [115].

Mechaniczna interakcja miedzy powieka a soczewka moze prowadzi¢ do
zmian w fizjologii powiek. Badania sugeruja, ze soczewki o niskim wspot-
czynniku tarcia moga zmniejszac¢ sity mechaniczne i poprawia¢ komfort no-

szenia [114], [116].

Mikrourazy powierzchni oka

o Sily mechaniczne dziatajace podczas mrugania moga powodowa¢ mikrou-

razy powierzchni oka, szczegdlnie w warunkach niestabilnego filmu tzo-
wego lub zwigkszonego tarcia miedzy powieka a soczewka. Moze to pro-
wadzi¢ do takich stanow jak LWE oraz faldy spojowki rownolegle do
brzegu powieki (z ang. Lid-Parallel Conjunctival Fold, LIPCOF), ktore sa

wskaznikiem zwiekszonego stresu mechanicznego [114], [116].

Cechy mrugania

o W badaniach wykazano, ze uzytkowanie migkkich soczewek kontaktowych

— zarowno Hy, jak i Si-Hy — moze prowadzi¢ do zwigkszenia czestosci
mrugania. Dotyczy to zard6wno 0s6b dopiero rozpoczynajacych noszenie so-
czewek, jak 1 uzytkownikow z dluzszym stazem [117], [118], [119], [120],
[121]. Zwigkszona czegsto$¢ mrugania moze by¢ odpowiedziag kompensa-
cyjna na destabilizacj¢ filmu izowego, zaburzenia widzenia lub subiek-

tywne objawy suchosci oka [117], [122], [123]. W jednym z badan



wykazano zalezno$¢ migdzy nasilonym subiektywnym uczuciem suchosci
a wyzsza czgstoscig mrugania [123].

Wptyw rodzaju materiatu soczewki kontaktowej na cechy mrugania pozo-
staje kwestig otwartg. Krotszy odstep migdzy mrugnig¢ciami (z ang. Inter-
Blink Interval, IBI) odnotowano po 10 minutach noszenia mig¢kkich socze-
wek torycznych, przy czym réznice te nie byly istotne statystycznie [124].
Inne badania wykazaty, ze podczas ekspozycji na niekorzystne warunki $ro-
dowiskowe, uzytkownicy soczewek Hy (etafilcon A) wykazywali wzrost
czestosci mrugania, natomiast u 0s6b noszacych soczewki Si-Hy (narafilcon
A) nie zaobserwowano istotnych zmian [125]. Odmienny wynik uzyskano
w badaniu poréwnujacym soczewki Si-Hy (comfilcon A) i Hy (omafilcon
A), gdzie to uzytkownicy soczewek Si-Hy mrugali cze$ciej zarowno w wa-
runkach standardowych, jak i1 niekorzystnych [126]. Autorzy sugeruja, ze
wyzsza czg¢sto$¢ mrugania mogla wynika¢ z wigkszego odwodnienia po-
wierzchni soczewek Si-Hy i potrzeby czestszego ,,od§wiezania” filmu izo-
wego, cho¢ inne badania sugeruja, ze odwodnienie moze by¢ silniejsze w
przypadku tradycyjnych Hy [127], [128]. Z kolei w badaniu poréwnujacym
soczewki hilafilcon B (Hy) i lotrafilcon B (Si-Hy) nie stwierdzono istotnych
rdéznic w zmianie cz¢sto$ci mrugania po dwumiesigcznym noszeniu [119].
Niepelne mruganie, czyli sytuacja, w ktorej gérna i dolna powieka nie sty-
kaja si¢ catkowicie, ma istotne znaczenie kliniczne, poniewaz zwigksza ry-
zyko rozwoju zespotu suchego oka (z ang. Dry Eye Disease, DED), atrofii
gruczotow Meiboma i1 pogorszenia stabilnosci filmu tzowego [129]. Pro-
blem ten moze by¢ szczeg6lnie nasilony u pacjentdw o niskiej czgstosci
mrugania, np. intensywnie korzystajacych z urzadzen cyfrowych, co nalezy
uwzgledni¢ w procesie dopasowywania soczewek i ich pdzniejszej kontroli
[80], [130].

Noszenie migkkich soczewek kontaktowych, w tym Si-Hy, moze takze
wplywa¢ na dynamik¢ mrugania. Zaobserwowano, ze soczewki tego typu
moga zwigksza¢ predkos¢ fazy zamykania powieki oraz wydluza¢ catko-

wity czas trwania mrugni¢cia w porownaniu do oka bez soczewki [131].
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3.1.4. Wplyw na gruczoly Meiboma

Noszenie migkkich soczewek kontaktowych, rowniez Si-Hy, wigze si¢ z wieloma ad-

aptacyjnymi zmianami fizjologicznymi w obre¢bie tych gruczoldw. Zmiany te dotycza za-

réwno morfologii gruczotdéw, jak ijakosci oraz ilosci wydzielanego meibum, co moze mieé¢

bezposredni wptyw na komfort noszenia soczewek oraz stabilno$¢ filmu tzowego.

Morfologia gruczotow Meiboma

o

Utrata 1 zanik gruczotéw: Noszenie migkkich soczewek wigze si¢ z istot-
nymi zmianami morfologicznymi w gruczotach Meiboma, w tym zwigk-
szong utratg gruczotdéw (tzw. ,,dropout”) oraz ich zanikiem. Badania wyka-
zaly, ze osoby noszace soczewki maja wigkszy procent utraty gruczotow
Meiboma w pordwnaniu do osob nienoszacych soczewek kontaktowych
[132], [133], [134], [135]. Kluczowym czynnikiem jest czas noszenia so-
czewek — im dhuzszy, tym wigksza utrata gruczotow [133], [134].

Dhugos$¢ i szeroko$¢ gruczolow: Zaobserwowano zmiany w dlugosci 1 sze-
rokosci gruczotow. Osoby z dluzszym doswiadczeniem w noszeniu socze-

wek wykazuja bardziej wyrazne zmiany niz nowi uzytkownicy [132].

Jako$¢ 1 ilo$¢ wydzieliny (meibum)

o

Jako$¢ meibum: Jako$¢ wydzieliny z gruczoléw Meiboma jest czesto obni-
zona u uzytkownikow soczewek kontaktowych. Szczegodlnie soczewki o
wyzszym module sztywnos$ci sa zwigzane z gorszg jako$cig meibum [136].
Ponadto, osoby noszace soczewki maja zwykle nieprawidlowe wyniki
oceny jako$ci wydzieliny, a zmiany te koreluja z dlugo$cia noszenia socze-
wek [137].

Ekspresja meibum: Wydolno$¢ gruczoldéw Meiboma (czyli zdolno$¢ do wy-
dzielania meibum) jest zazwyczaj nizsza u uzytkownikdw soczewek, co

$wiadczy o obnizonej funkcji gruczotow [134], [137].

3.1.5. Wphw na film tzowy

Noszenie migkkich soczewek kontaktowych wiaze si¢ z wieloma fizjologicznymi

zmianami w obrebie filmu tzowego. Przede wszystkim soczewki dzielg film tzowy na

przed- i pod-soczewkowy (z ang. pre-lens tear film, PLTF; post-lens tear film, POLTF).

Zmiany dotycza zaro6wno struktury, jak i funkcji jego trzech warstw — lipidowej, wodnej 1

mucynowej — a takze parametréw takich jak czas TBUT, jego stabilno$¢, wysokosé
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menisku tzowego (TMH), LLT oraz jego dynamiki. W literaturze naukowej opisano za-
réwno skutki krotkotrwatego, jak i dlugotrwatego noszenia soczewek.

PLTF to warstwa filmu tzowego znajdujaca si¢ pomigdzy przednig powierzchnia
soczewki kontaktowej a sSrodowiskiem zewnetrznym. Odgrywa ona kluczowa role w utrzy-
maniu jakos$ci widzenia oraz komfortu uzytkowania soczewek kontaktowych [138], [139],
[140].

Stabilnos¢ PLTF jest niezbedna do zapobiegania objawom suchego oka i zapewnie-
nia komfortu noszenia soczewek. Na stabilnos¢ wptywaja takie czynniki jak parowanie tez,
ich $cienczenie oraz zmiany w warstwie lipidowej. Material, z ktdorego wykonana jest so-
czewka, ma istotne znaczenie — niektdre z nich umozliwiajg stabilniejszy PLTF niz inne
[138], [140], [141].

PoLTF to warstwa filmu tzowego pomi¢dzy tylng powierzchnig soczewki kontak-
towej a rogdwka. Ma ona zasadnicze znaczenie dla zdrowia rogowki i zapobiegania sucho-
$ci oraz dyskomfortowi [53], [142].

PoLTF moze stawaé si¢ hiperosmotyczny, szczegélnie w przypadku soczewek o
wysokiej dyfuzyjnosci soli, co moze prowadzi¢ do dyskomfortu. Zastosowanie soczewek
o niskiej dyfuzyjnosci soli pozwala temu zapobiega¢ [143]. Grubos¢ PoLTF pozostaje
wzglednie stabilna podczas noszenia soczewek, cho¢ moze ulega¢ zmianom pod wplywem

zamknigcia powiek lub stosowania kropli nawilzajacych [144], [145].
3.1.5.1.  Wplyw na poszczeg6lne warstwy filmu tzowego:

e Warstwa mucynowa
o Interakcja z mucynami: Soczewki moga wplywac na st¢zenie mucyn w fil-
mie Izowym, co oddziatuje na jego stabilno$¢ i komfort noszenia. Mucyny
moga adsorbowac si¢ na powierzchni soczewki lub ulega¢ degradacji, za-
burzajac prawidlowe zwilzanie powierzchni oka [146], [147].
e Warstwa wodna
o TMH: Soczewki moga zmniejsza¢ TMH, co wskazuje na obnizenie objeto-
$ci warstwy wodnej i nasilenie objawow suchosci [148], [149].
o Osmolarno$¢ tez: Dhugoterminowe noszenie soczewek moze prowadzi¢ do
wzrostu osmolarnos$ci filmu tzowego, cho¢ zmiany te nie zawsze osiggaja
istotno$¢ statystyczng [150], [151]. Zwickszona osmolarnos¢ koreluje z wy-

stepowaniem DED.
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3.1.5.2.

3.2.

Warstwa lipidowa

o LLT: Noszenie soczewek prowadzi zazwyczaj do zmniejszenia grubosci

przedsoczewkowej warstwy lipidowej, co zwigksza parowanie tez i skraca
TBUT, przyczyniajac si¢ do dyskomfortu i wigkszej degradacji lipidow
[94], [148].

Skitad lipidowy: Zmienia si¢ rowniez sktad biochemiczny warstwy lipido-
wej — obserwuje si¢ rdéznice w zawartosci estrow cholesterolu, woskow
i fosfolipidow, co pogarsza stabilno$¢ filmu tzowego 1 moze wywolywac
objawy suchos$ci oczu [94], [152].

TBUT: Noszenie soczewek zazwyczaj skraca TBUT, co $wiadczy o osta-
bionej stabilnosci filmu tzowego [94], [139], [151]. U 0s6b z objawami dys-
komfortu TBUT jest zazwyczaj krétszy niz u bezobjawowych uzytkowni-

kow [139].

Mediatory zapalne:

o Stezenie mediatoréw zapalnych w tzach moze ulega¢ zmianom podczas no-

szenia soczewek, pod wplywem warunkow $rodowiskowych i rodzaju so-
czewek. Na przyktad niekorzystne warunki moga powodowaé wzrost po-
ziomu interelukin (IL-6) i cytokin prozapalnych (TNF-a), przyczyniajac si¢
do dyskomfortu i stanu zapalnego [153], [154].

Skutki krétkoterminowe 1 dtugoterminowe

Kroétkoterminowe: Juz po krétkim czasie noszenia soczewek obserwuje si¢ redukcje
LLT i TBUT, co moze powodowa¢ subiektywny dyskomfort [94], [138].

Dhugoterminowe: Dluzsze uzytkowanie soczewek wiaze si¢ z chronicznymi zmia-
nami w osmolarnosci tez, sktadzie lipidowym i ogélnej stabilno$ci filmu zowego

[148], [150], [151].

Wplyw uzytkowania soczewek na ich wlasciwosci:

Podczas noszenia soczewek kontaktowych zachodza liczne zmiany wynikajace

z ich interakcji ze Srodowiskiem oka. Zmiany te mozna podzieli¢ na fizyczne oraz bioche-

miczne. Ich charakter i zakres zaleza od rodzaju materiatu soczewki, warunkow otoczenia

oraz indywidualnych cech uzytkownika. W tabeli 4 zebrano najwazniejsze zmiany, ktore

omoOwiono szerzej w dalszej czesci rozprawy.
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Do najczestszych zmian fizycznych naleza odwodnienie soczewek, zmiana ich
$rednicy, krzywizny oraz chropowatosci powierzchni, co moze wptywaé na dopasowanie
1 komfort noszenia. Biochemiczne interakcje to przede wszystkim wystepowanie osadow
biatkowych i lipidowych. Zmiany te moga prowadzi¢ do reakcji immunologicznych i stanu
zapalnego powierzchni oka.

Ze wzgledu na istotne znaczenie zawartosci wody w soczewkach oraz osadéw lipi-
dowych, zagadnienia te zostang szczegdétowo omoéwione w kolejnych podrozdziatach ni-
niejszej pracy.

Tabela 4 Zmiany zachodzgce w soczewkach kontaktowych podczas noszenia

Parametr Zmiana podczas noszenia Wplyw

Obnizona transmisja tlenu (soczewki Hy), problemy z dopaso-

Zawarto$¢ wody Zmnicjsza sig waniem soczewki (zmiana krzywizny) [155]

Srednica Zmniejsza si¢ Wplywa na dopasowanie i komfort [155]

Zmniejsza si¢, dopasowuje si¢ do ro-

Krzywizna gowki

Zmiany zalezne od materiatu, wptywa na dopasowanie [156]

Chropowato$¢ po- Wzrasta, zwlaszcza w soczewkach bez

wierzchni powtok powierzchniowych Wplywa na interakej z filmem tzowym [157]

Odkladanie  lipi-

déw/bialek Zalezne od materiatu Mozliwa reakcja immunologiczna, dyskomfort [147], [158]

3.2.1. Zmiana zawartosci wody:

Jedna z istotnych zmian wptywajacych na komfort uzytkowania i jako§¢ widzenia w
migkkich soczewkach kontaktowych jest dehydratacja, czyli utrata wody z materialu so-
czewki, potocznie nazywana wysychaniem soczewek. Mozna wyr6zni¢ dwa typy dehydra-
tacji: dzienng — krétkoterminowa i odwracalng, oraz trwata — zwigzang z trwatym pogor-
szeniem zdolno$ci materiatu do utrzymania oryginalnego EWC.

e Dzienna dehydratacja soczewek polega na odparowaniu wody z materiatu soczewki
podczas noszenia. Glowne czynniki to czas noszenia, warunki srodowiskowe oraz
material. Badania wskazuja, ze konwencjonalne soczewki Hy, takie jak hioxifilcon
A, szybko ulegaja odwodnieniu, co prowadzi do znacznych zmian ich wlasciwosci
optycznych. Natomiast soczewki Si-Hy, takie jak asmofilcon A, charakteryzuja si¢
wolniejszym tempem odwodnienia, cho¢ nie sg wolne od tego zjawiska [159]. Inne
badanie wykazato, ze uzywane soczewki Si-Hy wykazuja szybsze tempo poczatko-
wego odwodnienia w porownaniu z nowymi soczewkami, co wskazuje na utrate ich
zdolnosci do zatrzymywania wody w miarg¢ uptywu czasu [160]. Dzienna dehydra-
tacja zachodzi gtéwnie poprzez odparowanie z przedniej powierzchni soczewki, co

jest zalezne m.in. od czgstotliwos$ci mrugania i jako$ci filmu tzowego [161].

37



38

e Dlugoterminowa dehydratacja to trwala, postgpujaca utrata zdolnosci soczewki do
ponownego nawodnienia, nawet po przechowywaniu w optymalnych warunkach.
Badania wykazaly, Zze soczewki Hy po 28 dniach noszenia wykazujg istotny spadek
zawartosci wody, mierzonej przed zaktadaniem, co okreslono jako efekt ,,starzenia
si¢ soczewki” [162]. Ten proces przypisuje si¢ ,,zmg¢czeniu” materiatu, odktadaniu
si¢ sktadnikow filmu tzowego oraz chemicznym zmianom w strukturze soczewki
ograniczajacym jej zdolno$¢ do wigzania wody z kazdym kolejnym cyklem uzyt-
kowania. Badania dotyczace soczewek Si-Hy wykazaty, ze noszone soczewki cha-
rakteryzuja si¢ spadkiem zawarto$ci wody i1 zmiany w strukturze uwodnienia po
dhlugotrwatym noszeniu, prawdopodobnie z powodu osadéow z filmu zowego i
zmian w zwilzalno$ci powierzchni [163].

e Czynniki wptywajace na dehydratacje

o Materiat soczewki ma kluczowe znaczenie. Soczewki Si-Hy wykazuja
mniejsza podatno$¢ na odwodnienie niz konwencjonalne Hy z uwagi na niz-
sza EWC [127], [163], [164], [165]. Niemniej jednak, nawet soczewki Si-
Hy nie s catkowicie odporne na odwodnienie. W grupie materialéw Si-Hy
lepsze parametry pod tym wzgledem wykazuja soczewki o wysokiej po-
wierzchniowej zawarto$ci wody (np. delefilcon A) [160], [166], [167].

o Warunki §rodowiskowe, takie jak niska wilgotnos$¢ i wysoka temperatura,
réwniez wplywaja na tempo odwodnienia [168], [169].

e Wplyw dehydratacji na dopasowanie i komfort

o Dehydratacja prowadzi do zmian w geometrii i elastycznos$ci soczewek, co
moze wplynaé na dopasowanie do oka oraz wywolywac¢ uczucie dyskom-
fortu. Soczewki szybciej wysychajace moga by¢ mniej stabilne i1 bardziej
ruchome na oku [161], [165]. Jednoczesnie sucha soczewka staje si¢ mniej
komfortowa, co jest gtdwna przyczyna rezygnacji z ich noszenia. Soczewki
z obrobkg powierzchni zwickszajaca zwilzalnos¢ zapewniaja zwykle lepszy
komfort [170], [171], [172].

e Metody oceny

Do badania zmiany uwodnienia soczewek stosuje si¢ rozne techniki:

o Analiza grawimetryczna — pomiar zmian masy soczewki (masa soczewek

uwodnionych vs. soczewek wysuszonych) [160], [173]



o Refraktometria — zmiany wspotczynnika zatamania $wiatta wskazujace na
utrate wody [168], [174]

o Rezonans magnetyczny (NMR) — ocena rozmieszczenia wody w strukturze
materiatu [163]

o OCT - obrazowanie filmu tzowego i dopasowania soczewki [156]

4. Osady lipidowe na 1 wewnatrz soczewek kontaktowych Si-Hy:

Ponizszy podrozdziat stanowi rozwinigcie oraz aktualizacj¢ publikacji wlasnej: ,,Inte-
raction of silicone hydrogel contact lenses with lipids — a chronological review” [175].
Obejmuje on zestawienie badan naukowych dotyczacych oddziatywan pomig¢dzy lipidami
filmu tzowego a powierzchnig soczewek Si-Hy, poszerzone o nowe doniesienia opubliko-
wane w latach 2021-2025. Problem osadéw lipidowych na i wewnatrz soczewek Si-Hy
pozostaje jednym z kluczowych zagadnien wplywajacych na komfort uzytkowania, jako$¢
widzenia oraz bezpieczenstwo dtugotrwalego noszenia soczewek. Pomimo znaczacych po-
stepow w technologii materiatow Si-Hy oraz modyfikacjach powierzchniowych majacych
ograniczac ab- 1 adsorpcje lipidoéw, interakcje pomigdzy sktadnikami filmu tzowego a tymi
materiatami oraz implikacje kliniczne nadal stanowia przedmiot dyskusji.

Wielokrotnie wykazano, ze soczewki Si-Hy akumuluja wigcej lipidow niz soczewki
Hy [158], [176]. Najczesciej identyfikowanymi lipidami sg estry cholesterolu, cholesterol
oraz trojglicerydy. Obecno$¢ tych zlogdbw moze prowadzi¢ do zjawiska wysychania po-
wierzchni soczewek 1 destabilizacji filmu tzowego [177], [178], [179], co w konsekwencji
moze powodowa¢ dyskomfort podczas noszenia soczewek, a nawet ich przedwczesne po-
rzucanie[2]. W ramach ponizszego przegladu badania zostaly uporzadkowane chronolo-
gicznie i oméwione z uwzglednieniem ich najwazniejszych wnioskow.

Najwczes$niejsze dostepne badania dotyczace ztogdw lipidowych na soczewkach kon-
taktowych pochodzg z lat 70. XX wieku [180], [181], [182], [183] 1 80. [184], [185], [186],
[187], [188], [189], [190], [191], a nastgpnie byly kontynuowane i rozwijane w latach 90
[192], [193], [194], [195], [196], [197], [198], [199], [200], [201], [202], [203]. Dotyczyty
one jednak wylacznie soczewek Hy i prowadzono je zar6wno in vitro, jak i ex vivo. Dopiero
wraz z pojawieniem si¢ soczewek Si-Hy na poczatku XXI wieku rozpoczgto systematyczne
badania nad ich interakcja z lipidami, ktore stanowig gldéwny temat tego podrozdziatu.

e 2003

Pierwsza praca naukowa dotyczaca osadow lipidowych na soczewkach Si-Hy zostata

opublikowana przez Jonesa i wsp. Autorzy badali osady lizozymu i lipidow na uzywanych
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przez pacjentdw soczewkach Si-Hy (balafilcon A i lotrafilcon A) oraz na klasycznych so-
czewkach Hy (etafilcon A) [179]. Wyniki wykazaty, ze ilo$¢ i typ osadoéw zaleza od mate-
riatu soczewki — na soczewkach Si-Hy stwierdzono istotnie wigkszg ilos¢ osadow lipido-
wych w poréwnaniu do jonowych soczewek Hy. Zaobserwowano réwniez roznice miedzy
dwiema badanymi soczewkami Si-Hy, co przedstawia Rysunek 5. Autorzy sugeruja, ze te
réznice moga wynika¢ zardwno z wlasciwosci materiatu soczewek, jak i z modyfikacji ich
powierzchni.

800 —_— D —

I oleic acid
“zzz oleic acid methyl ester
600 B cholesterol

ug lipid deposited / lens

Lotrafilcon Balafilcon Etafilcon

Rysunek 5 llos¢ osadzonych lipidow (w ug/soczewke) na Focus Night & Day (lotrafilcon), PureVision (balafilcon) oraz
Acuvue (etdfilcon). llos¢ osadéw lipidowych byla istotnie zalezna zaréwno od materiatu soczewek (P<0,001), jak i klasy
lipidow (P<0,001). Zrédio: L. Jones et al., “Lysozyme and Lipid Deposition...” [179]

e 2004

Kolejne badanie zespotu Jonesa koncentrowalo si¢ na optymalizacji procedury ekstrak-
cji osadow lipidowych z soczewek Si-Hy. Celem bylo znalezienie najlepszego roztworu
ekstrakcyjnego do usuwania lipidow z materiatow soczewek balafilcon A i lotrafilcon A
[204].

Po wczedniejszym zanurzeniu obu typow soczewek w specjalnym roztworze zawiera-
jacym lipidy (Lipid Doping Solution, zawierajacym triolein, cholesterol oraz pochodne
kwasu oleinowego) w 37°C, poddano je dziataniu czterech réznych roztworoéw ekstrakceyj-
nych. Najskuteczniejszym okazatl si¢ roztwor chloroform:metanol w stosunku 2:1, ktéry
usuwat ponad 90% osadzonych lipidéw z obu typoéw soczewek. Dodatkowo wykazano, ze
soczewki balafilcon A gromadzg istotnie wigcej lipidow niz lotrafilcon A.

e 2006

Badanie Maziarz i wsp. wykorzystujace wysokowydajna chromatografi¢ cieczowa
(HPLC) analizowato sorpcje lipidéw — kwasu oleinowego, estru metylowego kwasu ole-
inowego 1 cholesterolu — przez dostgpne wowczas soczewki Si-Hy [205]. Autorzy zasto-

sowali dwie metody chromatografii cieczowej: HPLC-1 opracowang przez Bausch&Lomb
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oraz HPLC-2 stosowang przez Jonesa i wsp. w poprzednim badaniu [179]. Gléwna réznica
pomie¢dzy metodami dotyczyta sktadu fazy ruchomej i techniki przygotowania probek.

Badaniem objeto soczewki noszone w trybie ciagtym i dziennym przez bezobjawowych
uzytkownikéw. Wyniki wskazaly, ze cholesterol jest najczesciej sorbowanym lipidem w
analizowanych soczewkach. Autorzy zasugerowali, ze sorbowany cholesterol moze nie by¢
usuwany przez ptyny czyszczace. Co wigcej, ilosci lipidow sorbowanych przez soczewki
balafilcon A noszone w trybie cigglym znaczaco réznity si¢ od wynikdéw wcezesniejszych
badan, co doprowadzito do wniosku, ze hipotezy dotyczace Si-Hy oparte na wczesniej-
szych danych lipidowych nalezy ponownie rozwazy¢.

W kolejnym artykule Jones i wsp. opisali wplyw modyfikacji powierzchni, zwilzalnosci
i modutu soczewek Si-Hy [206]. Podkreslili, ze stopien odktadania si¢ lipidoéw na materia-
tach Si-Hy jest silnie zalezny od indywidualnych cech pacjenta. Zarekomendowali fizyczne
pocieranie soczewek podczas czyszczenia, aby skutecznie usung¢ trwale zwigzane lipidy
i zdenaturowane biatka, ktore moga si¢ osadza¢ na niektérych materiatach Si-Hy w przy-
padku niektdrych pacjentow.

e 2007

Badanie Cheung i wsp. opublikowano jako poréwnanie kliniczne soczewek Si-Hy
(Acuvue Advance) oraz Hy (Acuvue). Jednym z ocenianych parametréw byla ilo$¢ osa-
dow, oceniana za pomocg skali punktowej [176]. Nie stwierdzono istotnych statystycznie
r6éznic w ogoblnej ilosci osadéw pomigdzy tymi dwoma typami soczewek. Zauwazono jed-
nak, ze w przypadku Acuvue Advance czg$ciej wystgpowaly ciezsze osady lipidowe (3.
1 4. stopien w skali oceny): 13,8% podczas pierwszej wizyty kontrolnej oraz 23,4% podczas
drugiej. Autorzy podkreslili, ze osady te mozna tatwo usung¢ poprzez pocieranie soczewki
podczas procesu czyszczenia.

W tym samym roku Lorentz i wsp. opublikowali prace, w ktorej opisano wptyw lipidow
na kat zwilzania powierzchni soczewek [207]. Badanie obejmowato zarowno soczewki Si-
Hy (5 materiatow) jak i Hy (4 materiaty). Soczewki inkubowano w dwoch réznych roztwo-
rach ATS zawierajacych: cholesterol, cholesteryl oleinian, kwas oleinowy, ester metylowy
kwasu oleinowego i trioleing, w niskim 1 wysokim st¢zeniu lipidow. Wyniki poréwnano z
soczewkami zanurzonymi w roztworze buforowanej soli fizjologicznej (z ang. Phosphate-
Buffered Saline PBS).

Pomiar kata zwilzania metoda kropli osiadajacej wykazal, ze ekspozycja na lipidy moze
poprawia¢ zwilzalno$¢ niektorych materialow Si-Hy i Hy, szczegdlnie w przypadku mate-
riatbw Si-Hy z obrébka powierzchniowa. Autorzy zasugerowali, ze moze to ttumaczy¢

41



poprawe¢ komfortu uzytkowania soczewek u niektorych osob po kilku godzinach lub dniach
od ich zalozenia.

e 2008

Badanie Lira i wsp. wykorzystalo mikroskopi¢ sil atomowych (z ang. Atomic Force
Microscope, AFM) do poréwnania powierzchni soczewek Si-Hy: balafilcon A, lotrafilcon
B (z modyfikacja powierzchni) oraz galyfilcon A (bez modyfikacji powierzchni), przed i
po noszeniu przez pacjentdow [157]. Celem byto okreslenie, jak i gdzie biatka, lipidy i inne
zanieczyszczenia wptywaja na powierzchni¢ soczewek. Balafilcon A i galyfilcon A wyka-
zaty znaczny wzrost chropowato$ci powierzchni po noszeniu, natomiast w przypadku lo-
trafilcon B nie zaobserwowano istotnych zmian. Autorzy zasugerowali, ze modyfikacje
powierzchni moga odgrywac kluczowa role w ochronie przed zmianami chropowatosci i
poprawiac tolerancje kliniczng soczewek.

Iwata i wsp. opublikowali badanie nad nowa metoda oznaczania lipidow adsorbowa-
nych na soczewkach Si-Hy — chromatografia gazowa sprz¢zong ze spektrometriag mas
(GC/MS) i [208]. Badanie przeprowadzono w modelu in vitro, w ktéorym soczewki inku-
bowano w ATS zawierajacym lipidy meibomianowe (cholesterol, estry cholesterolu, wo-
ski, skwalen) oraz biatka. Nowa metoda wykazala wysokg powtarzalnos¢, specyficznosé,
liniowo$¢, niski prog wykrywalnosci oraz dobrg skuteczno$¢ oznaczen. Badano adsorpcj¢
lipidow in vitro na pigciu soczewkach Si-Hy oraz jednej Hy. Ilo$¢ lipidow adsorbowanych
na soczewkach wynosita od 0,4 do 7,6 pg/soczewke, a kolejnos¢ pod wzgledem ilosci osa-
dow byta nastepujaca: lotrafilcon A = lotrafilcon B = etafilcon A < asmofilcon A < galyfil-
con A = balafilcon A (Rysunek 6).

Autorzy zauwazyli, ze roznice w ilo$ci adsorbowanych lipidow moga wynikaé ze
sktadu lipidowego oraz wlasciwosci powierzchniowych soczewek. W badaniu po raz
pierwszy uwzgledniono takze lipidy inne niz te pochodzace z filmu tzowego, np. skwalen,
ktory jest wydzielany przez gruczoty tojowe na dloniach i moze osiada¢ na soczewkach po
kontakcie z palcami. Skwalen wykazat duza fatwos$¢ osadzania si¢ na soczewkach, nato-

miast cholesterol tatwo wnikal do wnetrza materiatu soczewek.
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Rysunek 6 llos¢ lipidow zaadsorbowanych in vitro na powierzchni soczewek kontaktowych oznaczona metodqg GC/MS.
Badaniu poddano: asmofilcon 4, galyfilcon A, lotrafilcon A, lotrafilcon B, balafilcon A oraz etafilcon A. Uwzglednione
lipidy to: estry cholesterolu, woski, cholesterol i skwalen. Zrodto: M. Iwata i wsp. “In vitro evaluation of lipids...” [208]

Carney i wsp. przeprowadzili badanie in vitro dotyczace adsorpcji gldéwnych lipi-
dow filmu tzowego na r6znych materiatach Si-Hy w czasie [209]. Badano 5 materialow Si-
Hy i 1 material Hy, uzywajac fluorescencyjnie znakowanego cholesterolu — lipid niepo-
larny oraz fosfatydyloetanoloaminy — lipid polarny, zawartych w PBS. Po inkubacji w roz-
tworze lipidowym, analizowano fluorescencje i przeliczano st¢zenie lipidow.

Wyniki wykazaty, ze adsorpcja cholesterolu byta wigksza niz fosfatydyloetanoloa-
miny dla wszystkich typow soczewek. Po 20 dniach inkubacji w fosfatydyloetanoloaminie,
lotrafilcon A 1 B wykazaly najnizsza adsorpcj¢ fosfatydyloetanoloaminy (0,4—1,5 ng/so-
czewke), natomiast galyfilcon A i senofilcon A miaty znacznie wyzsza adsorpcje (odpo-
wiednio 5,1 14,9 pg/soczewke). W odniesieniu do choleterolu, senofilcon A i balafilcon A
mialy najwyzsze powinowactwo (odpowiednio 23,2 i 24,1 pg/soczewke), natomiast lotra-
filcon B wykazat najnizsza adsorpcje (3 pg/soczewke).

Interesujacym wnioskiem bylo to, ze ilo§¢ osadow w tym badaniu byta 10-krotnie
mniejsza niz w badaniu Jonesa i wsp. [179] .Autorzy zasugerowali, ze rdéznice migedzy ba-
daniami in vitro 1 ex vivo moga wynikac¢ z interakcji bialek i lipidow oraz z cykli wysycha-
nia i nawilzania soczewek w czasie noszenia. Co ciekawe, zachowanie soczewek Si-Hy nie
zawsze odpowiadato ich klasyfikacji wg FDA, co sugeruje ztozono$¢ mechanizmoéw osa-
dzania lipidow [209].

e 2009

W kolejnym roku opublikowano dwa badania dotyczace osadéw na soczewkach oraz
produktow do ich pielggnacji. Ngo i wsp. badali wptyw bialek, lipidow oraz materiatow
soczewek na kinetyke neutralizacji w systemie jednofazowej dezynfekcji nadtlenkiem wo-
doru [210]. Po dodaniu biatek (albuminy surowicy bydlecej i lizozymu) oraz rdznych lipi-
dow (triolein, sterol (cholesterol), kwas oleinowy, ester metylowy kwasu oleinowego, ole-

inian cholesterolu) do pojemnikéw na soczewki w fazie neutralizacji, sprawdzono, jak te
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czynniki wplywaja na szybko$¢ neutralizacji. Okazato si¢, ze ani obecnos$¢ bialek, ani lipi-
dow, ani rodzaj materialu soczewki nie maja wptywu na szybko$¢ neutralizacji w syste-
mach opartych na nadtlenku wodoru.

Drugie badanie, autorstwa Zhao i wsp., koncentrowato si¢ na ilo§ciowym oznaczaniu
biatek i cholesterolu ekstrahowanych z uzytkowanych przez pacjentéw soczewek Si-Hy
[211]. Badacze chcieli rowniez okresli¢ wptyw réznych ptynow do pielegnacji soczewek
na gromadzenie si¢ osadow. W tym celu zastosowano cztery typy soczewek (lotrafilcon B,
balafilcon A, galyfilcon A 1 senofilcon A) oraz cztery roztwory do pielegnacji (ClearCare,
Opti-Free Express, Opti-Free RepleniSH i AQuify), a do oznaczania lipidéw uzyto chro-
matografii cienkowarstwowej, natomiast do oznaczania biatek — standardowych metod ilo-
sciowych. Autorzy stwierdzili, ze:

e Soczewki balafilcon A zawieraly najwigksza ilo$¢ cholesterolu i catkowitego

biatka.

¢ AQuify byl najskuteczniejszym ptynem w redukowaniu ilosci ekstrahowanych osa-

dow, zwlaszcza bialek z soczewek balafilcon A.
e Plyny AQuify i Opti-Free RepleniSH najskuteczniej redukowaly ilo$¢ ekstrahowa-
nego cholesterolu odpowiednio z soczewek senofilcon A i galyfilcon A.

e Zastosowanie roztworu Opti-Free Express skutkowato najwigkszg iloscig ekstraho-

wanych biatek z soczewek lotrafilcon B w poréwnaniu z innymi roztworami.

e Soczewki lotrafilcon B, senofilcon A i galyfilcon A gromadzily stosunkowo nie-

wielkie ilo$ci biatek.

e Soczewki lotrafilcon B wykazywaly najmniejsze nagromadzenie cholesterolu spo-

$rod wszystkich badanych materiatéw, niezaleznie od zastosowanego ptynu.

Autorzy zasugerowali, ze polimer (materiat) soczewki oraz jej wlasciwos$ci powierzch-
niowe moga mie¢ istotny wptyw na ilo$¢ gromadzonych osadow, a takze ze skutecznosé
ptynéw do pielegnacji soczewek w redukcji nagromadzenia biatek i lipidow moze si¢
znacznie r6zni¢ w zaleznos$ci od rodzaju soczewek.

e 2010

Svitova i wsp. badali wptyw lizozymu oraz wielofunkcyjnych ptynow do pielggnacji
soczewek zawierajacych surfaktanty (z ang. Multi-Purpose Solution, MPS) na reologie
mi¢dzyfazowa lipidow 1 mieszanin filmow lipidowo-biatkowych [212]. Chociaz badanie to
nie dotyczylo bezposrednio osadow na soczewkach, wyniki wykazaty, ze grube warstwy

lipidow tzowych pobranych ex vivo (z uzytkowanych soczewek lotrafilcon A)
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charakteryzowaty si¢ nizszym napigciem powierzchniowym niz wczesniej opisywane w
literaturze lipidy pochodzace z gruczotéw Meiboma. Ponadto, interakcja lipidow z lizozy-
mem zmieniata wtasciwosci reologiczne tych filmow. Co wigcej, ptyny do pielegnacji, ta-
kie jak Opti-Free Express oraz Opti-Free RepleniSH, w r6znym stopniu wplywaty na wia-
$ciwosci reologiczne mieszanin lipidowo-biatkowych.

W tym samym roku Pucker i wsp. opublikowali wyniki badania, ktorego celem byto
opracowanie enzymatycznej metody ilosciowego oznaczania cholesterolu i jego estroéw po-
zyskanych z soczewek kontaktowych — zarowno w warunkach in vitro (inkubacja soczewek
w roztworach cholesterolu oleinianu), jak 1 ex vivo. Badano dwa materiaty soczewek: lo-
trafilcon B oraz galyfilcon A. Soczewki byly dwukrotnie ekstrahowane za pomoca roz-
tworu chloroformu i metanolu w stosunku 2:1, po czym ilo$¢ osadéw lipidowych ozna-
czano przy uzyciu reakcji enzymatycznej z udziatem esterazy cholesterolu. Zaréwno w wa-
runkach in vitro, jak 1 ex vivo, wykazano, ze material galyfilcon A gromadzit wigcej lipidéw
niz lotrafilcon B. W podsumowaniu autorzy zasugerowali, ze nowa metoda stanowi wy-
dajne i proste narzedzie do oznaczania catkowitej ilo$ci cholesterolu wyekstrahowanego z
soczewek Si-Hy, a potencjalnie rowniez z filmu tzowego lub wydzieliny gruczotow Mei-
boma. Podkreslono réwniez, ze niektore materiaty Si-Hy maja wigksze powinowactwo do
cholesterolu i jego estrow niz inne [213].

Ci sami autorzy opublikowali w tym samym roku drugg prace, ktorej celem byto po-
znanie zdolnos$ci réznych materiatéw migkkich soczewek kontaktowych do adsorpcji ty-
powych lipidow wystepujacych w filmie Izowym. Badano 9 nienoszonych typow soczewek
z r6znych polimerdéw, ktdre moczono przez 1 lub 14 dni w roztworach cholesterolu olei-
nianu lub fosfatydylocholiny. Wyniki tego badania (Rysunek 7) znaczaco rdznily si¢ od
wynikoéw uzyskanych przez Iwate [208] 1 Carney’a [209]. Autorzy zasugerowali, Ze przy-
czyng mogg by¢ réznice w metodach badawczych, rodzajach zastosowanych lipidow nie-
polarnych (cholesterol vs. cholesterol oleinian), polarnych oraz metodach analizy. W pod-
sumowaniu autorzy poinformowali, ze zar6wno Hy, jak i wigkszo$¢ soczewek Si-Hy ad-
sorbuja lipidy stosunkowo szybko (tj. w ciggu pierwszej doby). Cho¢ odnotowano roznice
w ilosci odzyskanych lipidow migdzy poszczegdlnymi materialami, nie byto jasne, czy

maja one jakiekolwiek kliniczne znaczenie [18].
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Rysunek 7 Srednia ilosé fosfolipidéw (4) oraz cholesterolu oleinianu (B) (mikrogramy na soczewke) odzyskana z réznych
probek soczewek kontaktowych przypisanych do grup inkubowanych przez 1 i 14 dni. Stupki kreskowane: materialy Hy.
Zrodto: A.D. Pucker i wsp. “In vitro Lipid Deposition... ”[18]

Inne badanie opublikowane w 2010 roku przez Nash i wsp. dotyczyto charaktery-
styki osadow biatkowych i lipidowych na réznych soczewkach Si-Hy. Badanie przeprowa-
dzono w modelu ex vivo, analizujac soczewki noszone przez pacjentow w trybie dziennym.
W odniesieniu do osadow lipidowych wykazano, ze ilo§¢ sorbowanych lipidow byta znacz-
nie mniejsza w przypadku soczewek lotrafilcon A i B w poréwnaniu do innych materiatéw
Si-Hy. Autorzy zasugerowali, ze nie wszystkie soczewki Si-Hy maja podobne powinowac-
two do sorpcji biatek i1 niepolarnych lipidow (calkowity cholesterol). Wiasciwosci po-
wierzchniowe, takie jak jonowo$¢, moga odgrywac istotng role w odpornosci tych materia-
tow na osady w trakcie uzytkowania [214].

Kolejna publikacja z 2010 roku, autorstwa Saville i wsp., opisywata badanie nad
osadzaniem si¢ fosfolipidow i cholesterolu z fez na uzytkowanych soczewkach oraz wplyw
materiatu soczewki i ptynu do pielegnacji [215]. W badaniu wykorzystano dwa materiaty

soczewek Si-Hy (senofilcon A i balafilcon A) oraz trzy rodzaje ptynéw pielggnacyjnych.
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Po ekstrakeji lipidow roztworem chloroformu i metanolu (2:1) oraz przeptukaniu ekstraktu
octanem amonu, analiz¢ lipidow przeprowadzono metoda spektrometrii mas z jonizacja
elektrosprejowa (ESI-MS/MS). Wykazano, ze profil molekularny fosfolipidéw osadzo-
nych na uzytkowanych soczewkach jest zblizony do tego wystgpujacego we tzach. Co wig-
cej, sktad materiatu soczewki znaczaco wptywat na ilos¢ zdeponowanych lipidow polar-
nych i niepolarnych. Wykazano rowniez réznice w skutecznosci usuwania fosfatydylocho-
liny 1 sfingomieliny przez rdzne plyny pielggnacyjne.

Ostatnie badanie z tego roku, autorstwa Zhao i wsp., opisywato zalezno$ci migdzy ob-
jawami klinicznymi podczas noszenia soczewek a ilo$cig bialek i cholesterolu odzyskanych
z soczewek po ich noszeniu. Badanie to stanowi kontynuacje¢ publikacji tych samych auto-
réw z 2009 roku [211] i opiera si¢ na tej samej metodzie analizy osadéw biatkowych i cho-
lesterolowych na uzytkowanych soczewkach. Badacze analizowali zalezno$¢ miedzy ilo-
$cig osadow a takimi parametrami, jak: barwienie rogéwki/spojowki, zwilzalno$¢ przednie;j
powierzchni soczewki oraz ciasno$¢ dopasowania soczewek. Zbadano ex vivo cztery ro-
dzaje soczewek Si-Hy (senofilcon A, balafilcon A, galyfilcon A, lotrafilcon B), ktére byty
codziennie noszone przez pacjentow w trybie dwutygodniowym lub miesi¢cznym, przy
uzyciu czterech plynéw do pielggnacji (ClearCare, Aquify, Opti-Free Express, Opti-Free
RepleniSH). Wyniki sugeruja, ze osady cholesterolowe nie maja prawdopodobnie istot-
nego znaczenia fizjologicznego. Natomiast osady biatkowe moga mie¢ wigkszy wplyw na
zachowanie si¢ soczewek na oku. Ogdlnie rzecz biorac, korelacje byly stabe i moga nie
wskazywac na istotng przyczynowa odpowiedz fizjologiczng [216].

e 2011

Walther i wsp. zaprezentowali podczas konferencji British Contact Lens Association
(BCLA) poster przedstawiajacy wyniki badania dotyczacego wplywu stezenia lipidow in
vitro na ich osadzanie si¢ na materiatach soczewek kontaktowych Si-Hy i konwencjonal-
nych Hy. Po inkubacji 4 rodzajow soczewek Si-Hy i1 2 soczewek Hy w ATS zawierajagcym
gléwne biatka wystepujace we tzach, sole oraz 0,5%, 1x lub 2% typowego ludzkiego ste¢ze-
nie wybranych lipidow, przy czym kazdy roztwor zawierat jeden radioznakowany lipid:
“C-cholesterol, “C-trioleing lub “C-fosfatydylocholing, wykazano, ze zwigkszajace si¢
stezenie lipidow prowadzito do wzrostu ilo$ci osadow cholesterolu i fosfatydylocholiny.
Reguta ta nie dotyczyla jednak trioleiny. Na podstawie tych wynikow autorzy zasugero-
wali, Ze pacjenci z podwyzszonym poziomem niektorych lipidow w filmie tzowym, np.

wystepujacym w przebiegu dysfunkcji gruczotéw Meiboma, moga wykazywaé zwickszone
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osadzanie si¢ lipidow na soczewkach, co moze prowadzi¢ do pogorszenia widzenia lub
spadku komfortu pod koniec dnia [217].

Inne badanie, opublikowane w tym samym czasie przez Lorentz i wsp., koncentrowato
si¢ na opracowaniu fizjologicznie relewantnego ATS, zawierajacego peten zakres sktadni-
kow filmu Izowego w ztozonym roztworze soli, odpowiedniego do oceny parametrow so-
czewek kontaktowych i osadzania si¢ lipidéw po inkubacji soczewek w takim roztworze
[218]. W badaniu zastosowano ATS zawierajacy lipidy filmu tzowego (triolein, choleste-
rol, kwas oleinowy, ester metylowy kwasu oleinowego, oleinian cholesterolu oraz fosfaty-
dylocholing), biatka (lizozym, albuming surowicy bydlecej, laktoferyng, immunoglobuling
G), mucyne, a takze zlozony bufor solny obejmujacy NaCl, KCl, Na;CsHsO7, NazHPOs,
KHCOs, Na2COs, CaClz, glukoze 1 mocznik, o pH ~7,4 1 osmolalno$ci ~305 mOsm/kg.
Ostateczna wersja ATS zostata przetestowana pod katem zdolnosci do powodowania osa-
dow lipidowych na materialach soczewek Hy i1 Si-Hy. Testowano osady cholesterolu i fos-
fatydylocholiny na soczewkach z materiatow omafilcon A (Hy) oraz balafilcon A (Si-Hy).
Wyniki wykazaty, ze po inkubacji w ATS soczewki balafilcon A gromadzity istotnie wigcej
cholesterolu i fosfatydylocholiny niz soczewki omafilcon A (p<0,05). Ponadto usunigcie
laktoferyny i immunoglobuliny G z roztworu ATS znaczaco zmniejszato ilo$¢ zdeponowa-
nych lipidow. W podsumowaniu autorzy stwierdzili, ze opracowany roztwor ATS byt sta-
bilny, nie wptywal negatywnie na parametry fizyczne migkkich soczewek kontaktowych
inkubowanych w nim, a ilo$¢ osadéw lipidowych byta wrazliwa na zmiany w jego sktadzie.

W badaniu opublikowanym przez Heynen i wsp. badano ilo$¢ niepolarnych lipidéw
osadzajacych si¢ na soczewkach Si-Hy senofilcon A dezynfekowanych przy uzyciu sys-
temu jednofazowego bez pocierania opartego na nadtlenku wodoru (ClearCare) oraz sys-
temu pielegnacyjnego konserwowanego za pomoca podwdjnego systemu dezynfekujacego
Polyquad i Aldox (OPTI-FREE RepleniSH) [219]. W badaniu ex vivo wykazano, ze wérod
uzytkownikéw soczewek kontaktowych z DED, system pielegnacyjny z konserwantami
Polyquad i Aldox usuwat wigcej cholesterol oleinianu z soczewek senofilcon A stosowa-
nych przez 2 tygodnie niz system nadtlenkowy.

Kolejne badanie z 2011 roku, opublikowane przez Campbella, analizowato wptyw
schematoéw mycia ragk na przenoszenie lipidow na soczewki kontaktowe [220]. Autorzy
porownali tzw. ,,mycie spoteczne”, standard Royal College of Nursing (RCN) oraz brak
mycia rak (jako grupa kontrolna, tylko transfer lipidéw z ragk — bez uzycia soczewek), ana-
lizujac transfer lipidow z ragk metoda chromatografii cienkowarstwowej oraz transfer lipi-

dow na soczewke metoda spektroskopii fluorescencyjnej. Badanie wykazato, ze metoda
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RCN skutkowata najmniejszym przeniesieniem lipidow w obu przypadkach (Rysunek 8).
W zwiazku z tym autorzy zasugerowali, ze schemat mycia rak dla uzytkownikow soczewek
kontaktowych powinien zosta¢ ustandaryzowany, by ograniczy¢ potencjalny transfer lipi-
dow z rak.
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Rysunek 8 Intensywnos¢ fluorescencji (FI) lipidow skérnych na soczewkach kontaktowych po braku mycia rqk, myciu
spotecznym i myciu wedtug RCN. Zrodto: D. Campbell i wsp. “The significance of hand wash...” [220]

Omali i wsp. badali wptyw osaddéw cholesterolowych na adhezj¢ bakterii do socze-
wek kontaktowych Si-Hy [221]. W pierwszej czeséci badania analizowano osady lipidowe
zuzytkowanych soczewek (balafilcon A i senofilcon A) metoda chromatografii cienkowar-
stwowej 1 wykazano, ze soczewki te absorbujg cholesterol. Nastgpnie moczono nowe so-
czewki w roztworze cholesterolu w PBS i mierzono liczbg szczepdéw Pseudomonas aeru-
ginosa oraz Staphylococcus aureus przylegajacych do ich powierzchni. Dodatkowo, ba-
dano wptyw cholesterolu na wzrost bakterii przez ich inkubacj¢ w roztworze zawierajacym
ten lipid. Wyniki sugeruja, ze cholesterol nie wptywa na adhezj¢ bakterii do powierzchni
soczewek.

Celem badania opublikowanego przez Pitt i wsp. byto sprawdzenie mozliwosci zatado-
wania fosfolipidu do soczewek kontaktowych w celu jego kontrolowanego uwalniania do
oka [222]. Soczewki tadowano roztworem 0,15% (w/v) 1,2-dimyristoyl-sn-glycero-3-pho-
sphocholine (DMPC) w n-propanolu, a elucj¢ prowadzono w sztucznym ptynie tzowym
ATF zawierajacym bialka (lizozym, laktoferyng, albuming, mucyne, lipokaling/B-laktoglo-
buling), lipidy (cholesterol skompleksowany z B-cyklodekstryna, oleinian cholesterolu,
fosfatydyloetanoloaming i fosfatydylocholing) oraz bufor fosforanowy z NaCl (pH ~7.,5).
Do soczewek wprowadzono 33 pg DMPC (1,2-dimirystoilo-sn-glycero-3-fosfocholiny).
Srednio niemal 1 pg DMPC zostato uwolnione do ATS w ciagu pierwszych 10 godzin. Co

wiegcej, tempo uwalniania w ATS byto okolo pieciokrotnie wyzsze niz w wodzie. Autorzy
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zasugerowali, ze tego typu technologia soczewek moze mie¢ potencjat do dostarczania fos-
folipidow w celu wspomagania leczenia suchosci oczu zwigzanej z noszeniem soczewek
poprzez stabilizacje warstwy lipidowe;.

e 2012

Pucker i wsp. opublikowali badanie dotyczace obrazowania osadéw lipidowych na so-
czewkach Si-Hy [223]. Zbadali zdolno$¢ barwnikow Nile Red i Oil Red O do wykrywania
lipidéw filmu tzowego zdeponowanych na soczewkach Si-Hy. Analizowali zaréwno so-
czewki ex vivo jak i in vitro — inkubowane w roztworach zawierajacych oleinian choleste-
rolu przygotowanych w 0,10 M buforze fosforanowym (pH 7,0) z dodatkiem monoeteru
monododecylowego nonaetylenoglikolu jako solubilizatora, przy czym stosowano zakres
stezen 0-5,6 mg/mL, oliwe z oliwek (0,10 g/mL) jako kontrole dodatnig. Stwierdzili, Zze
oba barwniki sg skuteczne w wykrywaniu lipidéw na migkkich soczewkach kontaktowych.
Przyktad barwienia pokazano na Rysunku 9. Oil Red O zostat opisany jako lepszy barwnik

do soczewek Si-Hy, poniewaz zapewnia wyzszy stosunek sygnatu do szumu.

Rysunek 9 Uzytkowane przez ludzi soczewki lotrafilcon A zabarwione barwnikiem Oil Red O. Liczby oznaczajg badanych
uczestnikow. Znaki plus (+) oznaczajg soczewki inkubowane w 0,10 g/ml oliwy z oliwek. Znaki minus (—) oznaczajq
soczewki inkubowane w 0,10 mg/ml roztworze oleinianu cholesterolu. Zrédlo: A.D. Pucker i J.J. Nichols, “A method of
imaging lipids...” [223]
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Vishnubhatla i wsp. opublikowali badanie dotyczace wptywu noszenia soczewek,
skwalenu 1 wosku na szybko$¢ parowania przez soczewki kontaktowe [224]. W badaniu
stosowano buforowang sol fizjologiczna (pH 7,2; bez Ca** i Mg**), emulsj¢ woskowa przy-
gotowang z oleinianu oleilu (10 mg/mL) w buforze, czysty skwalen do infuzji soczewek
oraz preparat DuraSite® zawierajacy polikarbofil, wersenian disodu (EDTA), chlorek
sodu, mannitol, kwas cytrynowy, cytrynian sodu, poloxamer 407, z lub bez chlorku ben-
zalkoniowego (BAK, 0,003%). Wykazano, iz uzytkowane soczewki z materiatu balafilcon
A zwigkszaly tempo parowania o okoto 20% wzgledem samej soli fizjologicznej, podczas
gdy skwalen redukowat je o ponad 60%.

W ramach kontynuacji badan z 2011 roku [221], Omali i wsp. opublikowali badanie
na temat wplywu fosfolipidowych osadow na adhezj¢ bakterii do soczewek kontaktowych
[225]. Najpierw autorzy zbadali uzytkowane soczewki pod katem ilosci zdeponowanych
fosfolipidow. Nastepnie nowe soczewki inkubowano w fosfolipidach i wystawiano na dzia-
tanie Pseudomonas aeruginosa oraz Staphylococcus aureus. W badaniu stosowano roz-
twory fosfolipidow zawierajace sfingomieling (SM 16:0) lub fosfatydylocholing (PC
16:0/18:2) w stezeniach 0,05-0,5 pg/mL przygotowane w buforze fosforanowym PBS, a li-
pidy ekstrahowano z soczewek przy uzyciu mieszaniny chloroform:metanol (2:1, v/v) z do-
datkiem 0,01% BHT. Po 18 godzinach inkubacji zmierzono liczbe bakterii przylegajacych
do soczewek. Wyniki pokazaty, ze fosfolipidy sa adsorbowane/absorbowane przez so-
czewki kontaktowe podczas noszenia, jednak gtowne typy fosfolipidow nie wptywaja na
adhezj¢ lub wzrost bakterii.

W innym badaniu opublikowanym w 2012 roku opisano wplyw laktoferyny i lipidow
na kinetyke osadzania lizozymu na soczewkach Si-Hy i konwencjonalnych Hy, z uzyciem
ztozonego ATS [226]. Zbadano dwa materiaty Si-Hy (lotrafilcon B i senofilcon A) oraz
dwa Hy (etafilcon A i omafilcon A) w czterech roznych roztworach:

e zlozony ATS zawierajacy sole, lipidy, biatka i mucyny,

e ATS bez laktoferyny,

e ATS bez lipidow,

e ATS bez laktoferyny i lipidow.

Wyniki wykazaty, ze obecno$¢ laktoferyny i lipidow w ATS wptywa na osadzanie lizo-
zymu zar6wno na soczewkach Si-Hy, jak i Hy.

Rozwoj eksperymentdw in vitro koncentrowal si¢ na osiggni¢ciu warunkéw mozliwie

jak najbardziej zblizonych do in vivo. Jeden z krokow w tym kierunku zostat podjety przez
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Lorentz i wsp., ktorzy wprowadzili model urzadzenia do symulacji mrugania (Rysunek 10)
do badania osadow lipidowych [227]. Celem badania bylo okreslenie wplywu przerywanej
ekspozycji na powietrze na osadzanie dwoch oznakowanych radioizotopow lipidéw na roz-
nych materiatach soczewek kontaktowych. Badanie obejmowato dwa etapy:

e krotkoterminowy (1 dzien x 10 godz. ciaglych cykli zanurzen i wynurzen w ATS),

e dlugoterminowy (6 dni % 14 godz. cykli zanurzen i wynurzen oraz 10 godz. zanu-

rzenia w ATS).

W pierwszym etapie zbadano sze$¢ materiatéw (balafilcon A, lotrafilcon B, comfilcon
A, senofilcon A, etafilcon A, omafilcon A), ktore byly zamontowane na ttokach urzadzenia,
wykonujacych cykliczne ruchy w i z roztworu ATS zawierajacego sole i bufory (NaCl,
KClI, cytrynian sodu, Na.COs, KHCOs, NaHPO4, HCI, CaCl:), metabolity (glukoze, mocz-
nik), lipidy (fosfatydylocholing, cholesterol, kwas oleinowy, ester metylowy kwasu olei-
nowego, trioleing, oleinian cholesterolu), biatka (albumine bydleca, lizozym jaja kurzego),
mucyng bydlgcg oraz konserwant ProClin 300, z dodatkiem radioznakowanego '*C-chole-
sterolu lub “C-fosfatydylocholiny. Ekspozycja na powietrze zwickszata ilos¢ zdeponowa-
nego cholesterolu 1,6-4,3 razy (omafilcon A, balafilcon A, comfilcon A, senofilcon A),
natomiast nie wykazano réznic w przypadku etafilcon A i lotrafilcon B. Dla fosfatydylo-
choliny wszystkie soczewki wystawione na dziatanie powietrza wykazywaty wigksza ilo$¢
osadow — wzrost byt istotny statystycznie dla omafilcon A, comfilcon A, lotrafilcon B 1
senofilcon A, ale nie dla etafilcon A i balafilcon A. Diugoterminowa inkubacja wykazata
statystycznie istotny wzrost osadow cholesterolu na lotrafilcon B i balafilcon A — odpo-
wiednio 1,8% 1 2,8%. Autorzy stwierdzili, ze profil osadzania lipidéw zalezy od materiatu

soczewki, a ekspozycja na powietrze wptywa na ich ilos¢.

Rysunek 10 Rysunek CAD urzqdzenia modelujqcego mruganie — poza komorq atmosferyczng — z dopasowanym tlokiem
do utrzymania soczewki kontaktowej. (A4) Korytko z ATS, (B) tok z teflonu, (C) silnik napedzajqgcy ruch ttoka. Zrodto H.
Lorentz i wsp. “The impact of intermittent...” [227]
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W kolejnym badaniu z 2012 roku, Lorentz i wsp. analizowali wptyw réznych sktad-
nikow filmu tzowego na osadzanie dwoéch lipidow (cholesterolu i fosfatydylocholiny) na
soczewkach kontaktowych in vitro [228]. Przebadano dwa materiaty Si-Hy (balafilcon A
i senofilcon A) oraz jeden Hy (etafilcon A) w czterech typach roztwordw, ktérych sktadu

zostaly przedstawione w tabeli 5.

Tabela 5 Skiady 4 roztworow uzywanych w badaniu wplywu skiadnikow filmu {zowego na osadzanie sie lipidow na so-
czewkach kontaktowych

Roztwor Sole i bufory Meta- Lipidy Bialka / mucyna Znacznik
bolity
ATS (Arti- NaCl, KCI, NaCOs, glukoza, cholesterol, oleinian chole- albumina bydlgca, lizo- '“C-choleste-
ficial Tear KHCO:;, Na:HPOs, mocz- sterolu, kwas oleinowy, es-  zym (jaja kurzego), lakto- rol lub 'C-
Solution) NasCeHsO-  (cytrynian  nik ter metylowy kwasu oleino-  feryna (rekombinowana), fosfatydylo-
sodu), CaCl., HCI wego, trioleina, fosfatydy- immunoglobulina G, mu- cholina
locholina cyna
LTS (Lipid NaCl, KCI, NaCOs, glukoza, cholesterol, oleinian chole- — 14C-choleste-
Tear Solu- KHCO:s, Na:HPO4, mocz- sterolu, kwas oleinowy, es- rol lub '"C-
tion) NasCe¢Hs0-, CaClz, HCI nik ter metylowy kwasu oleino- fosfatydylo-
wego, trioleina, fosfatydy- cholina
locholina
PrTS (Pro- NaCl, KCl, NaCOs;, glukoza, — albumina bydleca, lizo- '“C-choleste-
tein Tear KHCOs, Na:HPO4, mocz- zym, laktoferyna, immu- rol lub 'C-
Solution) NasCs¢Hs0-, CaClz, HCI nik noglobulina G, mucyna fostatydylo-
cholina
SLTS NaCl, KCl, Na.COs, glukoza, pojedynczy lipid: choleste- — 14C-choleste-
(Simple Li- KHCO:s, Na:HPOs, mocz- rol lub fosfatydylocholina rol lub "“C-
pid Tear Na;CsHsOs, CaCl:, HC1 nik fostatydylo-
Solution) cholina

Soczewki byty inkubowane przez 3 i 14 dni. Wyniki pokazaty, ze osady choleste-
rolu i fosfatydylocholiny narastaja z czasem i ze materiaty Si-Hy akumuluja wiecej lipidow
niz Hy z grupy IV FDA. Wazniejszym wnioskiem bylo jednak to, ze sktad roztworu inku-
bacyjnego znaczaco wptywa na ilo$¢ osadow i ze modele in vitro powinny uzywac bardziej
fizjologicznych roztworow, jesli wyniki maja by¢ ekstrapolowane na warunki in vivo.

W kontynuacji badania z 2011 roku [222], Pitt i wsp. opublikowali prace na temat
transportu 1 uwalniania fosfolipidéw z soczewek Si-Hy [229]. Wyniki pokazaty, ze ilo$¢
DMPC zatadowanego do soczewki rosnie liniowo wraz z czasem ekspozycji na roztwor
DMPC/propanol. Poczatkowa szybkos¢ uwalniania do ATS byta kontrolowana dyfuzja
1 proporcjonalna do zatadowanej ilosci DMPC. Szybko$¢ ta malata, gdy wzrastato st¢zenie
DMPC w ATS. Autorzy stwierdzili, ze tatwo$¢ zaladunku i kontrolowane uwalnianie
DMPC z soczewek Si-Hy daje potencjat do stosowania takiej technologii w celu redukcji
dyskomfortu wynikajacego z niskiego poziomu fosfolipidow w filmie tzowym.

Ostatnie omowione badanie z 2012 roku miato na celu ocene skutecznos$ci roztworéw
nadtlenku wodoru w usuwaniu lipidéw z ré6znych materiatow soczewek [230]. Autorzy
przebadali 2 materialy Si-Hy (balafilcon A i senofilcon A) oraz 1 Hy (etafilcon A), ktore

byly inkubowane przez 8 godzin w ATS zawierajacym mieszaning lipidow, biatek, mucyny
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i znakowanego '*C-cholesterolu lub '“C-fosfatydylocholiny. Po inkubacji soczewki ptu-
kano, a nast¢pnie umieszczano na 16 godzin w jednym z trzech warunkoéw: roztworze nad-
tlenku z surfaktantem (ClearCare®), roztworze bez surfaktanta (AOSept®) lub bez ptynu
(kontrola). Po tygodniu codziennego powtarzania procesu okreslono ilo$¢ zdeponowanych
lipidéw na podstawie krzywych kalibracyjnych. Wyniki pokazaty, ze ClearCare (zawiera-
jacy surfaktant Pluronic 17R4) usuwat najwigcej lipidow sposrod wszystkich warunkow.
Réznice te byly jednak stosunkowo niewielkie, a ich kliniczne znaczenie pozostaje do usta-
lenia.

e 2013

Brown i wsp. opublikowali badanie, w ktorym opisali metode¢ charakteryzowania osa-
dow lipidowych bezposrednio z uzytkowanych soczewek kontaktowych przy uzyciu ana-
lizy powierzchniowej z ekstrakcja w cieczy sprz¢zonej z spektrometria mas (LESA-
MS/MS) [231]. Zaprezentowana technika umozliwiala tatwa i powtarzalng ekstrakcje lipi-
dow z powierzchni soczewek 1 identyfikacje czasteczek lipidowych reprezentujacych
wszystkie glowne klasy obecne w ludzkim filmie Izowym. Autorzy stwierdzili, ze LESA-
MS/MS to szybka i kompleksowa technika stuzaca do charakteryzowania zanieczyszczen
biologicznych zwigzanych z lipidami na powierzchniach polimerowych.

W ramach kontynuacji badania z 2012 roku [226], Ng i wsp. opublikowali w 2013 roku
artykut dotyczacy wptywu skladnikéw filmu tzowego na konformacyjny stan lizozymu
osadzonego na soczewkach kontaktowych [232]. Zbadali 2 soczewki Si-Hy (lotrafilcon B
i senofilcon A) oraz 2 Hy (etafilcon A i omafilcon A), ktére inkubowano w czterech roz-
nych roztworach: zawierajacych sole i bufory, glukoze, mocznik, lipidy (kwas oleinowy,
ester metylowy kwasu oleinowego, trioleing, cholesterol, oleinian cholesterolu, fosfatydy-
locholing), biatka (lizozym, albuming, immunoglobuling G, laktoferyn¢) oraz mucyne, przy
czym przygotowano wersje pelne ATS oraz ATS pozbawione odpowiednio laktoferyny,
lipidéw lub obu tych sktadnikow. W réznych punktach czasowych w ciaggu 28 dni okre-
$lano procent aktywnego lizozymu na soczewce za pomocg fluorescencyjnego testu aktyw-
no$ci enzymatycznej i testu ELISA (a ang. enzyme-linked immunosorbent assay). Wyniki
wykazaly, ze laktoferyna i lipidy maja wptyw na denaturacje¢ lizozymu osadzajacego si¢ na
soczewkach Si-Hy, natomiast konwencjonalne soczewki Hy nie byly tym dotknigte.

W innym badaniu Pitt i wsp. poszukiwali najlepszej metody ilo§ciowego oznaczania
sorpcji fosfolipidéw i cholesterolu na soczewkach Si-Hy przy uzyciu znakowanego radio-
aktywnie cholesterolu i fosfatydylocholiny, ktére sorbowano z ATS, przygotowanego na

bazie borate-buffered saline (kwas borowy, boran sodu, NaCl) i zawierajagcym biatka
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(lizozym jaja kurzego, laktoferyn¢ bydleca, albuming bydleca, mucyng wieprzowa) oraz
lipidy (DPPC, cholesterol, ester cholesterylowy, kwas oleinowy, ester metylowy kwasu
oleinowego, trioleing) z dodatkiem methyl-B-cyklodekstryny oraz radioznacznikéow *H-
DPPC i C-cholesterolu [233]. Wyniki wykazaty, ze najdoktadniejsze rezultaty daje po-
trdjna ekstrakcja z uzyciem n-propanolu. Co wigcej, porownanie sorpcji na soczewkach Si-
Hy wykazato, ze balafilcon A i senofilcon A sorbuja podobne ilosci lipidéw, natomiast
lotrafilcon B sorbuje ich istotnie mnie;.

Svitova i wsp. opublikowali badanie badajace r6éznice rasowe w zachowaniu mig¢dzyfa-
zowym lipidow wyekstrahowanych z uzytkowanych migkkich soczewek kontaktowych.
Bezobjawowi azjatyccy i1 kaukascy uczestnicy nosili soczewki Si-Hy (lotrafilcon A) przez
miesigc w trybie ciaggltym [234]. Nastepnie lipidy wyekstrahowano z soczewek i zdepono-
wano na pecherzyku powietrza zanurzonym w modelowym roztworze elektrolitow tzo-
wych (MTE), tworzac warstwy o grubosci 100420 nm. Ci$nienie powierzchniowe rejestro-
wano podczas cykli powolnego rozszerzania i kurczenia w celu oceny $cisliwosci i histe-
rezy warstw lipidowych. Warstwy poddano rdwniez szybkim napr¢zeniom w temperaturze
22-45°C, by oceni¢ ich wlasciwosci lepko-sprezyste. Badacze stwierdzili, ze wyzszy mo-
dut sprezystosci lipidéw pochodzacych z grupy kaukaskiej i prog elastycznosci przy okre-
$lonych odksztatceniach wskazujg na silniejsze oddziatywania migdzyczasteczkowe i bar-
dziej uporzadkowang strukture w poréwnaniu z bardziej lepkimi lipidami pochodzacymi z
grupy azjatyckiej. Zasugerowali takze, ze r6éznice w zachowaniu mi¢dzyfazowym moga
wynika¢ z r6znic w skladzie chemicznym lipidow.

W kompleksowym badaniu czynnikéw wptywajacych na odktadanie cholesterolu na
soczewkach kontaktowych in vitro, opublikowanym przez Walther i wsp. w 2013 roku,
opisano wptyw czasu inkubacji, stezenia lipidow i wymiany roztworu na osadzanie chole-
sterolu na soczewkach Si-Hy i1 Hy [235]. Przebadano 4 soczewki Si-Hy (senofilcon A, lo-
trafilcon B, comfilcon A, balafilcon A) i 2 Hy (etafilcon A i omafilcon A), inkubowane
w ATS zawierajacym sole, glukoz¢ i mocznik, biatka (lizozym i albuming jaja kurzego),
mucyng oraz lipidy: ester metylowy kwasu oleinowego, cholesterol (z dodatkiem 3% '“C-
cholesterolu), trioleing, fosfatydylocholing, oleinian cholesterolu i kwas oleinowy, przy
czym stosowano trzy stezenia lipidow (0,5%, 1x i 2x fizjologiczne). Inkubacja trwata 1, 3,
7, 14 lub 28 dni; zastosowano takze warianty z i bez wymiany roztworu. Wyniki wykazaty,
ze wszystkie trzy czynniki wplywaja na ilos¢ odktadanego cholesterolu. Soczewki Si-Hy
akumulowaty istotnie wigcej cholesterolu niz Hy, a jego ilo$¢ zalezata od materialu so-

czewki, czasu inkubacji, stezenia lipidow w ATS oraz wymiany roztworu.
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e 2014

Nasjh i wsp. opublikowali badanie poréwnujace odktadanie si¢ cholesterolu ex vivo na
dostepnych komercyjnie Si-Hy soczewkach kontaktowych [236]. Zbadano 7 materialow
soczewek Si-Hy (balafilcon A, comfilcon A, enfilcon A, lotrafilcon A, lotrafilcon B, galy-
filcon A i senofilcon A). Sorpcja cholesterolu zostata oceniona w 140 wcze$niej noszonych
soczewkach Si-Hy pochodzacych z 8 badan klinicznych przeprowadzonych w Stanach
Zjednoczonych i Australii w latach 2006-2008. Pacjenci nosili soczewki przez 2 do 4 ty-
godni. Wyniki wykazaty, ze soczewki z modyfikacjami powierzchni: lotrafilcon A i lotra-
filcon B wykazywaty istotnie nizsza median¢ catkowitej sorpcji cholesterolu niz wszystkie
inne testowane typy soczewek (Rysunek 11). Autorzy zasugerowali, ze odktadanie si¢ cho-
lesterolu na soczewkach Si-Hy zalezy od materiatu soczewki.
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Rysunek 11 Sorpcja cholesterolu w noszonych soczewkach kontaktowych wykonanych z réznych materiatow. Zrédlo: W.
L. Nash i M.M. Gabriel, “Ex vivo Analysis of Cholesterol...” [236]

Panaser i wsp. opublikowali badanie dotyczace degradacji lipidow podczas noszenia
soczewek kontaktowych w trybie ciaggltym [237]. Z wykorzystaniem chromatografii gazo-
wej 1 spektrometrii mas zbadano ex vivo dwa materialy soczewek (balafilcon A i lotrafilcon
A), ktore byly noszone w trybie dziennym lub ciaglym przez odpowiednio 301 7 dni. Wy-
niki pokazaty, ze:

e nienasycone kwasy thuszczowe ulegaja degradacji podczas snu w soczewkach kon-

taktowych,

e degradacja zachodzi niezaleznie od materiatu soczewki i indywidualnych réznic w

depozycji lipidow,

e konsekwencja degradacji lipidéw jest powstawanie produktéw utleniania, ktore

moga by¢ zwigzane z dyskomfortem podczas noszenia soczewek kontaktowych.

Dodatkowo stwierdzono roznice pomiedzy soczewkami balafilcon A i lotrafilcon A —

gtéwnie w postaci wyzszego poziomu catkowitych lipidow na soczewkach balafilcon A.
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W tym samym roku Maissa i wsp. opublikowali badanie porownujace odktadanie sig¢ lipi-
dow na soczewkach Si-Hy (balafilcon A) i Hy (etafilcon A) [238]. Zbadano soczewki ze-
brane od pacjentoéw, ktdrzy nosili je przez 10 godzin (tryb dzienny) lub przez 7 dni w trybie
przedluzonym. Dwa laboratoria analizowaty lipidy: Alcon Laboratories (prawa soczewka
— calkowita absorpcja) i OTG Research & Consultancy (lewa soczewka — calkowita ab-
sorpcja i podziat na klasy lipidéw). Wyniki pokazaty, ze catkowita absorpcja lipidow byta
silnie zalezna od materialu. Si-Hy absorbowaly wigcej lipidow niz Hy. Absorpcja lipidow
byta wigksza po 7 dniach uzytkowania niz po 10 godzinach. Rodzaje lipidow odzyskanych
z soczewek rowniez roznity si¢ migdzy materiatami: wigcej lipidow niepolarnych wykryto
w balafilcon A, natomiast w etafilcon A rozklad lipidow byt bardziej zrbwnowazony (mig-
dzy polarne i niepolarne). Lepsze réznicowanie mi¢dzy materiatami byto mozliwe po 7
dniach uzytkowania, a profil absorpcji lipidow byt podobny niezaleznie od trybu noszenia,
co sugeruje, ze material ma wicksze znaczenie niz czas noszenia.

Cheung i wsp. opublikowali w 2014 roku badanie poréwnujace skutecznos¢ roz-
twordw do pielggnacji soczewek w usuwaniu sktadnikow filmu tzowego [239]. Zbadano
trzy materiaty Si-Hy (balafilcon A, lotrafilcon B i senofilcon A), ktére inkubowano przez
tydzien w ATS zawierajacym zawierajacym sole (NaCl, KCl, Na;CsHsO7, Na:HPOsx,
Na:COs, KHCOs, CaClz, HCI), glukozg, mocznik, konserwant ProClin 300, biatka (albu-
ming bydlgca, lizozym jaja kurzego, mucyne podzuchwowg bydleca) oraz lipidy (trioleing,
cholesterol, kwas oleinowy, ester metylowy kwasu oleinowego, oleinian cholesterolu, fos-
fatydylocholing). Do oceny zmian na powierzchni soczewek przed i po czyszczeniu w sys-
temie z nadtlenkiem wodoru lub systemie zawierajacym PHMB (Poliheksanid) uzyto
AFM. Wnioski autoro6w byly nastepujace: chociaz oba systemy usuwaty wigkszo$¢ widocz-
nych osadow, réznice w depozycji lipidéw dla balafilcon A i senofilcon A byly niezgodne
z wezesniejszymi badaniami. Mozliwym wyjasnieniem jest to, ze lipidy i — w mniejszym
stopniu — biatka sg absorbowane do matrycy balafilcon A, podczas gdy w senofilcon A sa
jedynie adsorbowane na powierzchni i widoczne w mikroskopii.

Tam i wsp. opublikowali dwa badania w 2014 roku dotyczace odktadania lipidow
i roztworow do pielegnacji soczewek.

W pierwszym badaniu oceniono sorpcj¢ i desorpcj¢ radioaktywnie znakowanych
DPPC (dipalmitoylphosphatidylcholina) i cholesterolu na 5 typach soczewek kontakto-
wych [240]. Soczewki byly najpierw moczone przez 16 godzin w ATS, przygotowanym
na bazie borate buffered saline (kwas borowy, boran sodu, NaCl; pH 7,3) i zawierajacy

lipidy (DPPC, *H-DPPC, cholesterol, *C-cholesterol, trioleing, oleinian cholesterolu, kwas
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oleinowy, ester metylowy kwasu oleinowego, metyl-p-cyklodekstryne) oraz biatka (lizo-
zym jaja kurzego, laktoferyne bydlgca, albuming bydleca, mucyng wieprzowa), a nastgpnie
oceniano wptyw buforu boranowego oraz dwoch komercyjnych MPS na redukcj¢ sorpcji
1 usuwanie lipidow. Wyniki wykazaty, ze soczewki Si-Hy akumulowatly wigcej lipidéw niz
Hy (polymacon). Moczenie soczewek w MPS przez 16h zredukowato sorpcje DPPC
o 13%, a cholesterolu o 11%, ale te réznice nie byty statystycznie istotne. Roztwory do
wyptukiwania lipidow miaty tylko niewielki wptyw na usuwanie lipidéw z soczewek Si-
Hy.

W drugim badaniu z tego samego roku Tam i wsp. ocenili skutecznos$¢ roztworow pie-
legnacyjnych w zapobieganiu i usuwaniu osadow lipidowych z soczewek, tym razem
uwzgledniajac proces pocierania [241]. Soczewki inkubowano w tym samym roztworze co
w poprzednim badaniu. MPS ponownie nie wykazaty istotnej skuteczno$ci w zapobieganiu
lub usuwaniu lipidow. Wnioski: dane wskazuja, ze MPS nie zmieniaja znaczaco sorpcji
lipidéw. Pocieranie usuwa niewielka ilos¢ lipidow, ale MPS nadal warto stosowac, ponie-
waz moga dezynfekowaé soczewki i usuwaé wieksze czastki z ich powierzchni.

e 2015

W badaniu opublikowanym przez Bahmla i wsp. wykazano, ze modyfikacja po-
wierzchni soczewek Si-Hy prostymi lipidami, takimi jak DPPC i cholesterol, zwigksza ich
hydrofilowos$¢, co w konsekwencji hamuje proces wysychania filmu tzowego; odwrotnie
zachowuje si¢ w przypadku meibum. Dodatkowo zaobserwowano, ze DPPC i meibum po-
zostaja blizej powierzchni Si-Hy, natomiast cholesterol przenika glebiej do porowatej
struktury soczewki Si-Hy [242].

Hagedorn i wsp. opublikowali badanie dotyczace oceny osadow na soczewkach kon-
taktowych oraz ekstraktow ludzkiego meibum, z wykorzystaniem AFM 1 warstw
Langmuira-Blodgett [243]. W cze$ci dotyczacej osadow zbadano ex vivo dwa materialy Si-
Hy (etafilcon A i balafilcon A) noszone w dwoch fazach przez tych samych pacjentow.
Wyniki AFM pokazaty, Zze u 0sdb bez MGD, na powierzchni soczewek obecne byty bar-
dziej rownomiernie roztozone, mniejsze osady lipidowe o wigkszej chropowatosci, niz w
przypadku soczewek noszonych przez osoby z MGD. Naukowcy spekuluja, ze moze to
wynika¢ z bardziej stabilnej 1 uporzadkowanej struktury filmu tzowego u 0s6b bez MGD,
co ogranicza interakcje lipidéw i biatek z soczewka. Stwierdzono rowniez, ze lipidy moga
gromadzi¢ si¢ w porach materiatu balafilcon A, a zjawisko to jest bardziej widoczne u pa-
cjentdow z MGD — ich soczewki mialy ptytsze pory niz u 0séb bez MGD, ktorych soczewki
wykazywaty glebsze pory. W podsumowaniu autorzy stwierdzili, ze depozycja lipidéw na
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soczewkach rozni si¢ pod wzgledem ilosci i wzoru pomig¢dzy osobami z MGD a bez MGD,
a takze pod wzgledem rodzaju lipidow w zaleznos$ci od materiatu (etafilcon A vs. balafilcon
A).

Jako kontynuacja badan z 2011 i1 2012 roku [229], [241], Pitt i wsp. opublikowali ba-
danie dotyczace wydluzenia czasu uwalniania fosfolipidéw z soczewek Si-Hy [244]. Zba-
dano eksperymentalng soczewke symulujacg 30 dni noszenia dziennego z nocnym czysz-
czeniem. Zmierzono ilo§¢ uwolnionego znakowanego radioaktywnie DMPC. Soczewki ta-
dowano 0,9% (w/v) roztworem 1,2-dimyristoyl-sn-glycero-3-fosfatydylocholiny (DMPC,
“C-DMPC) w n-propanolu, a nastgpnie eluowano w sztucznym ptynie fzowym (ATF) za-
wierajacym NaCl (8,0 mg/mL), fosforan sodu (2,128 mg/mL), diwodorofosforan sodu
(0,285 mg/mL; pH 7,5), laktoferyne (2,3 mg/mL), lizozym (2,2 mg/mL), lipokaling/B-lak-
toglobuling (1,5 mg/mL), mucyne (0,1 mg/mL), albuming (0,0286 mg/mL), oleinian cho-
lesterolu (0,0186 mg/mL), cholesterol (0,00175 mg/mL; kompleksowany z B-cy-
klodekstryng) oraz fosfatydylocholing (0,0011 mg/mL) i fosfatydyloetanoloaming (0,0005
mg/mL). Wyniki wykazaly, ze najwigcej DMPC byto uwalniane pierwszego dnia, po czym
tempo uwalniania utrzymywato si¢ na stalym poziomie kazdego kolejnego dnia. Dodat-
kowo wykazano, ze rodzaj systemu czyszczacego wptywa istotnie na tempo uwalniania w
czasie codziennej ekspozycji na ATS. Natomiast tempo uwalniania do roztworéw czysz-
czacych nie wykazywalo zwigkszonego uwalniania pierwszego dnia — pozostawato na do$é¢
statym poziomie.

W wymienionych wcze$niej badaniach dotyczacych osadow lipidowych skupiono si¢
na soczewkach wielokrotnego uzytku, jednak inne badanie z 2015 roku, opublikowane
przez Walther i wsp., dotyczylo in vitro osadzania cholesterolu na soczewkach jednodnio-
wych [245]. Przeanalizowano 3 materiaty Si-Hy (somofilcon A, delefilcon A, narafilcon
A) oraz 4 Hy (etafilcon A, nesofilcon A, ocufilcon A, nelfilcon A). Po inkubacji w ATS
zawierajacym szes¢ lipidow wystepujacych w filmie tzowym, w tym znakowany radioak-
tywnie '“C-cholesterol (stanowigcym 3% calkowitego stezenia), ekstrakty analizowano
licznikiem promieniowania beta. Cholesterol osadzat si¢ statystycznie istotnie wigcej na
soczewkach Si-Hy niz na Hy (z kilkoma wyjatkami). Rowniez migdzy samymi soczew-
kami Si-Hy obserwowano réznice. Zaobserwowano, ze akumulacja cholesterolu byta cia-
gla przez 16 godzin inkubacji, bez osiggnigcia plateau (Rysunek 12). Autorzy zasugero-
wali, Ze ma to znaczenie dla pacjentéw z podwyzszonym poziomem lipidéw w izach, u kto-

rych stosowane sa soczewki Si-Hy jednodniowe.
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Rysunek 12 Srednie (+SD) catkowite pobranie cholesterolu przez rézne materialy soczewek kontaktowych jednodniowych
po 16 godzinach. Ilosci lipidow zostaly zmierzone za pomocg metody znakowania radioaktywnego, w ktorej cholesterol
byl znakowany w sztucznym roztworze lzowym zawierajgcym rézne biatka, lipidy i mucyny. Zrédlo: H. Walther i wsp. “In
vitro cholesterol deposition...” [245]

Dalsze prace badawcze koncentrowaty si¢ na uzyskaniu srodowiska in vitro mozli-
wie najbardziej zblizonego do warunkow in vivo. Peng i wsp. opublikowali badanie doty-
czace modelu mrugajacej komory in vitro, ktdry odtwarza mechanizm ,,biozanieczyszcze-
nia” soczewek w warunkach noszenia (Rysunek 13) [246]. Zbadano 1 material Hy (etafil-
con A) i 5 materialow Si-Hy (galyfilcon A, lotrafilcon A, lotrafilcon B, balafilcon A, com-
filcon A). W badaniu stosowano ATS w PBS (pH 7,4) zawierajacy lizozym (3,28 mg/mL),
B-laktoglobuling (1,25 mg/mL), mucyne bydleca (0,035 mg/mL) i albuming bydleca (0,175
mg/mL) oraz oddzielny roztwor lipidowy (ATLS) w toluenie zawierajacy cholesterol
(0,068 mg/mL), stearynian cholesterolu (0,024 mg/mL), sfingomieling (0,004 mg/mL), ga-
laktocerebrozydy (0,004 mg/mL) i L-a-fosfatydylocholing (0,004 mg/mL). Osady analizo-
wano za pomocg mikroskopii optycznej, spektrometrii masowej (LAESI-MS), oraz dwu-
fotonowej mikroskopii konfokalnej z fluorescencja. Stwierdzono, ze lipidy (cholesterol) 1
biatka (albumina bydleca) wystepuja jednoczesnie w osadach powierzchniowych, naktada-
jac si¢ z biatymi plamami widocznymi pod mikroskopem optycznym. Mikroskopia konfo-
kalna pokazata, Ze lipidy i bialka penetruja w glab soczewek Si-Hy, co ttumaczono ich

mikrostrukturg — obecno$cig zarowno fazy oleofilowej (silikonowej), jak 1 hydrofilowe;.
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Rysunek 13 (A) Schematyczne przedstawienie odktadania si¢ lipidow in vitro na miekkiej soczewce kontaktowej (SCL)
w komorce modelujgcej mruganie. (B) Schemat oraz (C) zdjecie komorki modelujgcej mruganie stosowanej w warunkach
in vitro. Wymiary konstrukcji podano w milimetrach. Rysunek nie jest wykonany w skali. Zrédio: C.-C. Peng i wsp. “In
vitro spoilation...” [246]

W ostatnim przegladanym badaniu z 2015 roku, Silva i wsp. oceniali wplyw albuminy
i cholesterolu na wtasciwosci biotribologiczne materialdow soczewek [247]. Soczewki in-
kubowano w wodzie destylowanej/dejonizowanej (DD water) oraz w roztworach zawiera-
jacych albuming (4 mg/mL, Serva) i cholesterol (1,8 mg/L, Sigma—Aldrich), a takze w roz-
tworze zawierajagcym jednoczesnie albuming (4 mg/mL) i cholesterol (1,8 mg/L). Zbadano
dwa materiaty: Hy HEMA/PVP i Si-Hy TRIS/NVP/HEMA. Badania tribologiczne wyka-
zaty znaczny wzrost wspotczynnika tarcia (n) dla HEMA/PVP w obecnos$ci cholesterolu
oraz dla TRIS/NVP/HEMA w obecnosci albuminy. Autorzy stwierdzili, ze wyniki te po-
magaja lepiej zrozumie¢ wplyw sktadu tez na wtasciwosci tribologiczne soczewek i moga
przyczyni¢ si¢ do optymalizacji doboru materiatu soczewki.

e 2016

Bassyouni i wsp. opublikowali badanie dotyczace mozliwos$ci wykorzystania olejku
cynamonowego do dezynfekcji soczewek kontaktowych [248]. Na podstawie korzystnych
wynikow dotyczacych minimalnych stezen hamujacych (MIC) tobramycyny i olejku cyna-
monowego wobec 19 szczepdw bakteryjnych, autorzy stwierdzili, ze olejek cynamonowy

wykazuje obiecujagce dziatanie przeciwdrobnoustrojowe i moze by¢ potencjalnym
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kandydatem do dezynfekcji soczewek kontaktowych. W badaniu nie zawarto jednak infor-
macji na temat ewentualnych osadéw olejowych na soczewkach ani potencjalnego wplywu
na zmniejszenie zwilzalno$ci powierzchni soczewek, co wskazuje na bardzo ograniczone
zastosowanie tej metody dezynfekcji.

W innym badaniu z 2016 roku oceniano wptyw dwutygodniowego, regularnego stoso-
wania fosfolipidowego sprayu liposomalnego na ocen¢ warstwy lipidowe;j, stabilno$¢ filmu
tzowego, subiektywny komfort, ostro$¢ widzenia oraz odktadanie si¢ lipidow u uzytkow-
nikow soczewek kontaktowych Si-Hy [249]. Suplementacja fosfolipidami w konteks$cie
soczewek kontaktowych budzi kontrowersje ze wzgledu na mozliwo$¢ odktadania si¢ lipi-
dow w materiale soczewek (szczegdlnie Si-Hy). Jednak uzyskane wyniki wykazaty, ze sto-
sowanie fosfolipidowego sprayu liposomalnego zwigksza stabilno$¢ filmu tzowego, LLT
oraz subiektywny komfort u uzytkownikow soczewek Si-Hy, nie wptywajac negatywnie
ani na ostro$¢ widzenia, ani na ilo$¢ lipidow odktadajacych si¢ na powierzchni soczewek.

e 2017

Schuett i wsp. opublikowali prace dotyczaca eksperymentalnego modelu umozliwiaja-
cego badanie wplywu utleniania lipidow na ich odkladanie si¢ na soczewkach kontakto-
wych in vitro [250]. Autorzy zbadali dwa materialy Si-Hy (balafilcon A i senofilcon A),
ktére inkubowano z kwasami thuszczowymi zawierajacymi radioaktywny znacznik i utle-
nionymi w réznym stopniu, a nast¢pnie zmierzono ilo$¢ zdeponowanych lipidow, wyko-
rzystujac jako kontrole probki nieutlenionych lipidow. Wyniki wykazaty, Zze nasycone
kwasy thuszczowe nie ulegajg utlenieniu, jednonienasycony kwas oleinowy wytwarzatl nad-
tlenki, natomiast wielonienasycone lipidy poczatkowo tworzyty nadtlenki, a nastepnie roz-
padaty si¢ na reaktywne aldehydy. Autorzy stwierdzili, ze przedstawili metod¢ wywolywa-
nia 1 kontrolowania utleniania lipidéw, co umozliwia poréwnanie wplywu utlenionych li-
pidow na ich wigzanie z powierzchnig soczewek kontaktowych.

Drugie badanie z 2017 roku, opublikowane przez Omali i wps. miato na celu okreslenie
wplywu réznych systemow pielegnacji soczewek na catkowity poziom lipidéw, choleste-
rolu i estrow cholesterolu wyekstrahowanych z soczewek kontaktowych [251]. Autorzy
zbadali ex vivo 791 soczewek wykonanych z trzech r6znych materiatéw: dwoch Si-Hy (ga-
lyfilcon A, senofilcon A) oraz jednego Hy (etafilcon A), ktére byly noszone przez uczest-
nikow badania przez 10-14 dni i czyszczone jednym z czterech plyndéw pielegnacyjnych
(Biotrue, ClearCare, OPTI-FREE PureMoist i Revital.ens Ocutec). Nastepnie analizowano
ilosci cholesterolu, estrow cholesterolu oraz catkowitych lipidow. Wyniki nie wykazaty

jednoznacznie, aby ktorykolwiek z badanych pltynéw do pielggnacji soczewek
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w potaczeniu z konkretnym materiatem soczewki byt istotnie skuteczniejszy od pozosta-
tych w ograniczaniu odktadania si¢ lipidow.

e 2018

Walther i wsp. przeprowadzili badanie dotyczace wychwytu i penetracji cholesterolu
znakowanego fluorescencyjnie (NBD-CHL) w jednodniowych soczewkach kontaktowych
[252]. Autorzy zbadali 3 materiaty Si-Hy (delefilcon A, somofilcon A, narafilcon A) oraz
4 materiaty Hy (etafilcon A, ocufilcon B, nesofilcon A, nelfilcon A). Inkubacja soczewek
w ATS, zawierajagcym mucyny, mocznik, sole, glukoze, biatka (lizozym, albuming) oraz
lipidy (ester metylowy kwasu oleinowego, cholesterol, trioleing, fosfatydylocholing, olei-
nian cholesterolu i kwas oleinowy) (przy czym do wizualizacji zastosowano fluorescencyj-
nie znakowany NBD-CHL (1,9 pg/mL) rozpuszczony w cholesterol-free ATS), przepro-
wadzona zostata na platformie symulujacej mruganie in vitro, ktéra zostata zaprojektowana
w celu odtworzenia fizjologicznego przepltywu tez (2 mL/24 godziny), objetosci filmu izo-
wego oraz ,,symulowanego” mrugania (Rysunek 14). Nastepnie soczewki analizowano za
pomoca konfokalnej mikroskopii laserowe;.

Wyniki wykazaty, ze w poréwnaniu z tradycyjng inkubacja w ATS (gdzie wychwyt
NBD-CHL nastgpowat rownomiernie po obu stronach wszystkich materialow), w modelu
mrugania cholesterol penetrowat gtownie przednia powierzchni¢ soczewek (Rysunek 15).

W podsumowaniu autorzy zasugerowali, ze tradycyjna metoda ,,in-vial” naraza so-
czewki na nadmierne ilo$ci ATS, co prowadzi do przeszacowania poziomu odkladania si¢
cholesterolu. Z kolei nowy model, ktéry uwzglednia dodatkowe czynniki, takie jak przery-
wana ekspozycja na powietrze, mata objetos¢ tez i fizjologiczny przeptyw lez migdzy mru-
gnigciami, zapewnia bardziej naturalne warunki do inkubacji soczewek kontaktowych in

vitro.

Rysunek 14 Ruch boczny powoduje przerywang ekspozycje na powietrze (4). Ruch okrezny symuluje tarcie wystgpujqce
podczas mrugania (B). Podanie filmu tzowego do powieki (C). Platforma OcuFlow (D) Zrodito: H. Walther i wsp. “Dif-
ferential deposition of fluorescently...” [252]
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Rysunek 15 Obrazy konfokalne przedstawiajqce przekroje poprzeczne soczewek etafilcon A, nelfilcon A, nesofilcon A,
ocufilcon, delefilcon A, somofilcon A oraz narafilcon A po inkubacji z NBD-CHL w fiolce oraz w modelu OcuFlow po 4
(A) i 12 (B) godzinach. Zrodto: H. Walther i wsp. “Differential deposition of fluorescently...” [252]

e 2019

Walther i in. opublikowali badanie dotyczace skuteczno$ci ptyndéw do pielegnacji so-
czewek kontaktowych w usuwaniu ztogow cholesterolu z soczewek Si-Hy [253]. Analizie
poddano 5 materialdéw soczewek Si-Hy: senofilcon A, comfilcon A, balafilcon A, lotrafil-
con A oraz lotrafilcon B, ktére wcze$niej inkubowano w ATS zawierajacym cholesterol
znakowany radioaktywnie (**C), a nastepnie oczyszczano solg fizjologiczng i 5 ptynami
MPS (Biotrue MPS, renu fresh, Blink RevitaLens MPS, OPTI-FREE PUREMOIST
MPDS, SoloCare Aqua). Wyniki (Rysunek 16) wykazaty, ze:

e balafilcon A i senofilcon A akumulowaly najwigksze ilosci cholesterolu,

e lotrafilcon A i lotrafilcon B — najmniejsze,

e dla wszystkich materialow soczewek MPS z konserwantami POLYQUAD/AL-
DOX (OPTI-FREE PUREMOIST MPDS) usuwat wigcej cholesterolu niz jakikol-
wiek inny testowany roztwor.

Whioskiem autoroéw bylo, ze skutecznos$¢ usuwania cholesterolu zalezy od kombinacji

materiatu soczewki i roztworu pielegnacyjnego, a tylko jeden ptyn MPS (OPTI-FREE PU-
REMOIST) wykazat statystycznie istotng redukcje ztogéw cholesterolu dla 2 z 5 testowa-

nych materiatow.
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Rysunek 16 Sredni (£SD) catkowity wychwyt cholesterolu dla réznych materialow soczewek po moczeniu i czyszczeniu
w soli fizjologicznej oraz 5 roznych ptynach MPS po 7 dniach inkubacji w ztozonym roztworze {zowym zawierajgcym
znakowany radioaktywnie cholesterol 1*C (*P < 0,05 dla soczewek czyszczonych vs. nieczyszczonych). MPS — plyny wie-
lofunkcyjne. Zrodlo: H. Walther i wsp. “Efficacy of Contact Lens...” [253]

e 2020

Luensmann i wsp. opublikowali badanie dotyczace kinetyki odktadania lipidéw na
soczewkach Si-Hy [254]. Autorzy, symulujac miesi¢czne uzytkowanie, zbadali 4 materiaty
soczewek Si-Hy: lotrafilcon B, senofilcon C, comfilcon A oraz samfilcon A, inkubujac je

w trzech réznych roztworach, ktorych sktad przedstawiono w tabeli 6.

Tabela 6 Sktad roztworow wykorzystanych w badaniu kinetyki odktadania si¢ lipidow na soczewkach.

Roztwér  Baza (ATS - stale skladniki) Lipidy dodane (radioznakowane) Dodatkowe infor-
macje
ATS-PC Sol buforowa (NaCl, KCl, Na.COs, KHCOs;, '“C-fosfatydylocholina (PC) Lipid polarny

Na:HPOs, cytrynian sodu, CaCl.), glukoza, mocz-
nik, biatka (albumina, lizozym, laktoferyna), mu-

cyna
ATS-CO  Jak wyzej '“C-oleinian cholesterolu (CO) Lipid niepolarny

ATS- Jak wyzej “C-fosfatydylocholina (PC), “C-fosfaty- Mieszanina lipi-
Mix dyloetanoloamina (PE), "“C-oleinian cho-  dow polarnych

lesterolu (CO), '“C-cholesterol (CH)** i niepolarnych

Wyniki wykazaly, ze dla wszystkich badanych typow soczewek ilo§¢ zdeponowa-
nych lipidow rosta wraz z czasem inkubacji. Najwiecej lipidow ogdtem zaobserwowano na
senofilcon C, najwigcej Oleinianu cholesterolu na lotrafilcon B, a fosfatydyloetanoloaminy
na senofilcon C. Autorzy podkreslili, ze ilo$¢ zarowno polarnych, jak i niepolarnych lipi-
dow zdeponowanych na miesigcznych soczewkach Si-Hy zwigksza si¢ w ciggu 4 tygodni,
a roznice migdzy materiatami sg istotne statystycznie.

Qiao i wsp. oceniali lokalizacj¢ zlogdéw estréw cholesterylowych w miesigcznych
soczewkach Si-Hy w warunkach nasladujacych noszenie dzienne przez 1, 14 1 30 dni [255].
Zbadano 4 soczewki: senofilcon C, lotrafilcon B, comfilcon A i samfilcon A, inkubowane
w ATS sole (NaCl, KCIl, Na:COs, KHCOs3, cytrynian trisodowy dwuwodny, CaCl,
Na:HPO., HCI), metabolity (mocznik, glukoza), biatka (albumine bydleca, lizozym jaja
kurzego, mucyng¢ bydleca, rekombinowang laktoferyne), lipidy (cholesteryl oleate, chole-

sterol, fosfatydylocholing, fosfatydyloetanoloaming) oraz fluorescencyjnie znakowany

65



cholesteryl ester CE-NBD (0,1%), z dodatkiem ProClin 300 (0,02% v/v) jako $rodka bak-
teriostatycznego, przez 16h dziennie, a nastgpnie czyszczone przez 8h w MPS (OPTI-
FREE® PureMoist®). Analizowano je za pomoca konfokalnej mikroskopii laserowe;.
Wyniki pokazaty, Zze rozmieszczenie CE-NBD zalezato od materiatu soczewki. Nie-
ktére (lotrafilcon B i samfilcon A) akumulowaty lipidy gtownie na powierzchni w dniach
1114, jednak po 30 dniach wszystkie materiaty wykazywaly rownomierne rozmieszczenie

lipidéw w przekroju (Rysunek 17).

1 Day 14 Day 30 Day 1 Day 14 Day 30 Day 1 Day 14 Day 30 Day 1 Day 14 Day 30 Day

A senofilcon C B lotrafilcon B C comfilcon A D samfilcon A

Rysunek 17 Przyktadowe obrazy profili fluorescencji CE-NBD w przekroju przez soczewki: senofilcon C (4), lotrafilcon
B (B), comfilcon A (C) i samfilcon A (D) w okresie 30 dni. Zrodto: H. Qiao i wsp. “In vitro evaluation of the location...”
[255]

Shows i wsp. przeprowadzili badanie porownujace ilo$¢ ekstrahowanego choleste-
rolu z soczewek lotrafilcon B pielegnowanych roztworami zawierajacymi EOBO (tlenek
etylenu-butylenu) do cholesterolu z dotychczas noszonych soczewek Si-Hy pielegnowa-
nych MPS bez EOBO [256].

Najpierw zbadano cholesterol ekstrahowany z noszonych soczewek senofilcon C,
senofilcon A, comfilcon A i samfilcon A uzywanych z MPS bez EOBO. Nast¢pnie zbadano
cholesterol ekstrahowany z soczewek lotrafilcon B uzywanych z EOBO-zawierajacymi
roztworami OPTI-FREE PUREMOIST i CLEAR CARE PLUS z HydraGlyde. Wyniki po-
kazaly, ze soczewki lotrafilcon B pielegnowane roztworami z EOBO wykazywaty istotnie
nizszy wychwyt cholesterolu niz soczewki zwyczajowo noszone pielggnowane roztworami

bez EOBO (Rysunek 18).
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Rysunek 18 Catkowita ilos¢ cholesterolu Wyekstrahowana z kazde] mdywzdualne] kombinacji soczewek Si-Hy stosowa-
nych rutynowo oraz soczewek lotrafilcon B w polgczeniu z roznymi roztworami pielegnacyjnymi. *Soczewki lotrafilcon
B zapakowane w blister zawierajgcy srodek nawilzajgcy EOBO. **Roztwory pielegnacyjne CLEAR CARE PLUS z Hy-
draGlyde i OPTI-FREE PUREMOIST zawierajqce EOBO. 1Soczewki senofilcon A noszone przez 2 tygodnie. CCP =
CLEAR CARE PLUS z HydraGlyde; HMPS = stosowany rutynowo wielofunkcyjny roztwor pielegnacyjny; OFPM =
OPTI-FREE PUREMOIST. Zrédto: A. Shows i wsp. “Lipid analysis on block...” [256]

Omali i wsp. zmierzyli ilo$¢ zdeponowanych lipidow na soczewkach kontaktowych u
grupy objawowej i bezobjawowej uzytkownikow soczewek kontaktowych [257]. Do bada-
nia wlaczono 50 uczestnikow (25 na grupeg). Wszystkim dopasowano 2-tygodniowe socze-
wek Si-Hy senofilcon A i otrzymali oni roztwor pielegnacyjny zawierajacy polikwaternium
(OPTI-FREE® Replenish®). Po dwoch tygodniach noszenia nowych soczewek wykazano,
ze:

e grupa bezobjawowa miatla istotnie wigksze zdeponowane ilo$ci lipidow na soczew-

kach,

e cho¢ poziomy lipidéw byly niskie i niewystarczajace do widocznych zlogow kli-

nicznych, mogly one wplywac na inne parametry kliniczne, np. komfort noszenia.

W kolejnym badaniu, opublikowanym w 2020 roku przez Chang i wsp. oceniono
wplyw dodatku 2-metakryloiloksyetylofosforylocholiny (MPC) na zdolno$¢ soczewek
kontaktowych do adsorpcji lipidow [258]. Wyniki wykazaty, ze zwigkszenie zawarto$ci
MPC w kopolimerze z HEMA prowadzi do wyraznego zmniejszenia adsorpcji lipidow —
od 1,57 pg/soczewke (0% MPC) do 0,33 pg/soczewke (40% MPC). Po przeliczeniu na
jednostke powierzchni soczewki (uwzgledniajaca jej rozszerzalno$¢ po uwodnieniu), re-
dukcja byta jeszcze bardziej znaczaca — do poziomu okoto 11% w poréwnaniu z soczew-
kami bez MPC. Mechanizm ten wynika z silnej hydrofilowo$ci MPC oraz tworzenia na
powierzchni soczewki warstwy ,,wolnej wody”, ktéra skutecznie ogranicza kontakt hydro-

fobowych czasteczek lipidowych z materiatem soczewki.

67



e 2021

W badaniu Walther i wsp. oceniono wptyw warunkéw inkubacji na odktadanie si¢ fos-
fatydylocholiny (PC), na materiatach soczewek kontaktowych [259]. Analizowano za-
réwno soczewki Hy konwencjonalne, jak i Si-Hy pod katem intensywnosci adsorpcji PC
w zalezno$ci od czasu inkubacji, stezenia lipidow w ATS oraz czestotliwosci jego wy-
miany. Do $ledzenia ilo$ci adsorbowanego lipidu uzyto radioaktywnego '*C-PC, a jego
kumulacje mierzono w odstepach czasowych do 28 dni.

Wyniki wykazaly, ze ilos¢ PC odktadajaca si¢ na wszystkich badanych materiatach
wzrastata z czasem. Soczewki Si-Hy wigzaly znaczaco wiecej PC niz konwencjonalne Hy
(P <0,001). Zwigkszenie st¢zenia lipidow w ATS skutkowalo proporcjonalnym wzrostem
adsorpcji PC (P <0,001). Co wigcej, regularna wymiana medium inkubacyjnego (co drugi
dzien) miata rézny wptyw w zalezno$ci od materialu: zwigkszata adsorpcje PC w CH,
a zmniejszata ja w SH (rowniez P < 0,001). Autorzy podkre$laja, ze parametry warunkow
in vitro (czas, stezenie lipidow, wymiana medium) istotnie wplywaja na osadzanie si¢ po-
larnego lipidu na soczewkach i powinny by¢ starannie kontrolowane w przysztych bada-
niach dotyczacych tego rodzaju osadow.

W innym badaniu z 2021 roku oceniono, mi¢dzy innymi, zdolno$¢ nowo opracowanego
materialu soczewek kontaktowych, pokrytego warstwa polimeru z 2-metakryloiloksyety-
lofosforylcholing (MPC), do ograniczania adsorpcji lipidéw [260]. Zastosowana warstwa
MPC, inspirowana strukturg biologicznej btony komorkowej, miata na celu poprawe wia-
sciwo$ci przeciwzanieczyszczeniowych Si-Hy bazy soczewki. Soczewki inkubowano
przez 3 dni w sztucznych tzach zawierajacych fluorescencyjnie znakowany lipid niepolarny
(Rh-TAGQG), a nastepnie poddano standardowemu procesowi czyszczenia. Fluorescencyjne
obrazowanie konfokalne 3D catych soczewek wykazalo, ze nowa soczewka z warstwa
MPC nie charakteryzowata si¢ wykrywalnymi ztogami lipidowymi, w przeciwienstwie do
komercyjnych materialow, takich jak senofilcon C, comfilcon A czy samfilcon A, na kto-
rych zaobserwowano istotne ogniska adsorpcji Rh-TAG, szczeg6lnie w centralnej 1 brzez-
nej czgsci soczewek.

Dodatkowe analizy ilo§ciowe przeprowadzone po 30 dniach noszenia soczewek na
ludzkim oku (z uzyciem LC-MS) potwierdzity, Ze material zmodyfikowany MPC charak-
teryzuje si¢ najnizszym poziomem adsorpcji lipidow niepolarnych — jedynie okoto 3
nmol/lens. Dla pordwnania, senofilcon C wykazywat adsorpcje rzgdu 40 nmol/lens, sam-

filcon A — 20 nmol/lens, a comfilcon A — 6 nmol/lens. Wyniki jednoznacznie wskazuja, ze
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bioinspirowana powierzchnia MPC znaczaco ogranicza odkladanie si¢ lipidéw na po-
wierzchni soczewki w pordwnaniu do standardowych materiatéw Si-Hy.

W pracy Simin Masoudi i Marka Willcoxa przedstawiono wieloaspektowa strategie
analizy adsorpcji lipidow na Si-Hy soczewkach kontaktowych [261]. Autorzy zintegrowali
cztery komplementarne techniki: (1) wysoce czuly fluorometryczny test enzymatyczny do
oznaczania cholesterolu ex vivo, zastosowany na siedmiu typach soczewek (balafilcon A,
comfilcon A, enfilcon A, lotrafilcon A i B (z modyfikacja powierzchni), galyfilcon A oraz
senofilcon A); (2) mikroskopi¢ konfokalng, ktora ujawnita, jak wzorce dyfuzji cholesterolu
zmieniajg si¢ w zaleznosci od sktadu i modyfikacji powierzchni soczewki; (3) oznaczanie
radioizotopowe, gdzie potrojna ekstrakcja n-propanolem okazata si¢ najdokladniejsza
w pomiarach sorpcji cholesterolu i fosfatydylocholiny; oraz (4) nowo opracowang metode
GC/MS umozliwiajacg ilosciowa 1 jakosciowa oceng szerszego spektrum lipidow (chole-
sterol, estry cholesterolu, woski, skwalen) z wysoka powtarzalnos$cia i czulo$cia. Zestawie-
nie tych narzedzi stworzyto kompleksowy, wzajemnie weryfikujacy si¢ protokot badania
interakcji lipid-soczewka.

Zastosowanie opisanych metod ujawnito, ze wielko$¢ 1 rozmieszczenie zlogow lipido-
wych istotnie zalezg zar6wno od typu lipidu, jak 1 wiasciwosci powierzchni materiatu. Ad-
sorpcja cholesterolu na testowanych soczewkach miescita si¢ w zakresie 0,4—7,6 ug/so-
czewke, przy czym comfilcon A pozwalal na swobodniejsze przenikanie lipidow w gltab
matrycy, podczas gdy samfilcon A tworzyt wyrazniejszg barier¢. Badanie wptywu wielo-
funkcyjnych plynow pielegnacyjnych wykazalo, ze wstepne moczenie soczewek w MPS
moze ograniczac sorpcj¢ lipidow, cho¢ nie zawsze osiggano istotno$¢ statystyczng. Lacznie
publikacja dostarcza zweryfikowanego zestawu technik do pomiaru osadéw lipidowych na
Si-Hy.

o 2022

Jedyne badanie z 2022 roku autorstwa Gronerta i wsp. wykazato, ze Si-Hy soczewki
kontaktowe nie tylko silnie wigza, ale tez moga stuzy¢ jako no$nik informacji o profilu
lipidowym powierzchni oka [262]. W badaniach in vitro, na modelach zwierzgcych i u ludzi
stwierdzono, ze juz po 15 minutach inkubacji soczewki te zatrzymujg znaczng ilo§¢ wielo-
nienasyconych kwasow ttuszczowych (PUFA) oraz mediatorow lipidowych, takich jak ei-
kozanoidy pochodzace ze szlakéw lipooksygenazy i cyklooksygenazy. Po 12 godzinach
soczewki zawieraly 90% PUFA i1 83—89% monohydroksykwasow tluszczowych obecnych
w roztworze. Analiza soczewek noszonych przez ludzi przez dwa tygodnie wykazala, ze

gromadzg one specyficzne profile lipidowe, zalezne zaré6wno od typu soczewki, jak
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1 indywidualnych cech pacjenta (np. réznice w poziomie lipoksyny A4 i leukotrienu B4).
Wyniki sugeruja, ze Si-Hy soczewki moga by¢ uzytecznym narzgdziem do monitorowania
fizjologicznych i patologicznych zmian na powierzchni oka, w tym potencjalnych biomar-
kerow dyskomfortu i reakcji zapalnych zwigzanych z noszeniem soczewek.

e 2023-2025

W ramach przegladu literatury obejmujacego lata 2021-2025 stwierdzono, Ze poza
opublikowang przez autora pracg [263] w latach 2023-2025 nie ukazaty si¢ zadne inne
recenzowane publikacje naukowe poswiecone bezposrednio interakcjom pomigdzy lipi-
dami filmu tzowego a soczewkami Si-Hy. W zwigzku z tym niniejszy podrozdzial, obej-
mujacy badania do 2022 roku, stanowi najbardziej aktualne dostgpne zestawienie wiedzy

na temat tego zagadnienia.

4.1. Podsumowanie

W ciagu ostatnich dwoch dekad podjeto wiele wysitkow, aby lepiej zrozumie¢ in-
terakcje miedzy lipidami a soczewkami Si-Hy. Wiekszo$¢ badan koncentrowata si¢ na oce-
nie zlogéw lipidowych znajdujacych si¢ na powierzchni oraz w matrycy soczewek. Cho-
ciaz soczewki kontaktowe byty badane w tym zakresie juz od lat 70. XX wieku, wprowa-
dzenie nowych materiatow Si-Hy o zmienionej charakterystyce chemicznej wymagato
przeprowadzenia kolejnych testow.

W przegladzie literatury mozna wyrdzni¢ trzy typy badan:

1. In vivo — najrzadszy typ, z zastosowaniem biomikroskopu i skali oceny ztogdw.
W ramach tego przegladu odnaleziono tylko jedno takie badanie [149].

2. Exvivo —w ktorych analizowano soczewki uzywane przez pacjentow, ale badania
prowadzono poza §rodowiskiem oka. Ten typ badan ma pewne ograniczenia przy
poréwnywaniu wtasciwos$ci soczewek 1 ich interakcji z lipidami, ze wzgledu na r6z-
nice w sktadzie lipidowym filmu tzowego pomi¢dzy osobami i grupami etnicznymi
[206], [235], [264].

3. In vitro — w ktorych analizowano nowe, nienoszone soczewki poddane inkubacji
w roztworach lipidowych. Wraz z rozwojem tych badan dazono do mozliwie jak
najwierniejszego odzwierciedlenia warunkow in situ, m.in. poprzez tworzenie wie-
losktadnikowych ATS [218], [226], [228], [265] lub mechanizméw symulujacych
mruganie i przeptyw tez [227], [246], [252]. W ujeciu chronologicznym widaé wy-
razng ewolucj¢ roztowrow stosowanych do badania in-vitro interakcji lipid—so-

czewka Si-Hy: od prostych uktadow jednosktadnikowych do wielosktadnikowych,
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fizjologicznie ,,relewantnych” mieszanin. W poczatkowych pracach dominowaty
roztwory zawierajace pojedyncze lipidy lub waskie ich zestawy (np. cholesterol,
cholesterol oleinian, fosfolipidy) przygotowane w prostych buforach, najczesciej
PBS [197], [199] lub buforze fosforanowym [213], co pozwalato kontrolowa¢ ki-
netyke sorpcji, ale nie odtwarzalo ztozono$ci filmu tzowego. Kolejnym etapem byto
przechodzenie do mieszanin lipidowych o rozszerzonym sktadzie (np. lipidowe
,LTS”) oraz modeli, w ktorych do fazy wodnej wprowadzano takze biatka i mu-
cyny, aby uwzgledni¢ konkurencj¢ i wspoldziatanie sktadnikow tez [198], [216],
[218]. Kulminacja tej $ciezki stalo si¢ opracowanie i powszechne wykorzystanie
ztozonego ATS (sole/bufory, metabolity, lipidy, biatka, mucyna) jako standardu in-
kubacji, a nastgpnie jego dalsze modyfikowanie w celu oceny wplywu poszczego6l-
nych komponentéw na poziom i charakter depozycji [208], [218], [225], [236]. W
nowszych modelach ATS byt dodatkowo integrowany z cyklami ,,noszenia” (eks-
pozycja na powietrze, symulacja mrugania, przepltyw lez) lub z etapami pielegnacji
soczewek, co jeszcze bardziej przyblizalo warunki eksperymentalne do in vivo
[217], [220], [242], [245].
Zastosowane w badaniach metody zestawiono w Tabeli 7. Czg$¢ prac koncentrowata
si¢ na iloSciowym oznaczaniu lipidow zdeponowanych na soczewkach, inne mialy na celu

ich zobrazowanie — zaré6wno na powierzchni, jak i w ich wnetrzu.

Tabela 7 Metody stosowane do oceny lipidow na soczewkach kontaktowych wedtug przeglgdanych badan

Metody Publikacje
Ilo$ciowe oznaczanie osadow / obrazowanie osadow
Wysokowydajna chromatografia cieczowa (HPLC) [
Chromatografia cienkowarstwowa (TLC) [204], [211], [220], [221], [250]
Chromatografia gazowa ze spektrometrig mas (GC/MS) [208]
Spektroskopia fluorescencyjna [209], [220]

[

[

[

179], [205], [238]

Reakcja enzymatyczna z esteraza cholesterolu 18]

Fluorometryczny test enzymatyczny 214], [232], [236], [256]
Tandemowa spektrometria mas z jonizacja elektrosprejowa (ESI-  [215], [225], [246]
MS/MS)

Licznik beta / pomiar promieniowania

217], [222], [226], [227], [228], [230], [233], [241], [244],
253], [254], [265]

219]

231]

Chromatografia cieczowa w fazie normalnej

Analiza powierzchni po ekstrakcji cieczowej ze spektrometria mas
(LESA-MS/MS)

Chromatografia cieczowa potaczona ze spektrometrig mas [257]
Obrazowanie osadow

Mikroskopia sit atomowych (AFM) [157], [239]
Mikroskopia fluorescencyjna [223], [243]
Konfokalna laserowa mikroskopia fluorescencyjna [246], [252], [255]
Mikroskopia optyczna [246]

— i ——

Wigkszo$¢ badan (zarowno ex vivo, jak 1 in vitro), ktorych celem byta ocena ilo$ci

lipidow zdeponowanych na soczewkach Si-Hy, wymagala ekstrakcji lipidow.
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Najskuteczniejszym roztworem ekstrakcyjnym okazata si¢ mieszanina chloroformu i me-
tanolu w stosunku 2:1 [204].

Wiele badan potwierdzilo, ze zmodyfikowany sktad chemiczny materialow Si-Hy
w porownaniu do Hy wptywa na rodzaj i ilo$¢ zdeponowanych lipidow — zazwyczaj skut-
kujac ich wigksza ilo$cig. Ponadto ilo$¢ ztogéw zalezy od materiatu soczewki i sposobu
modyfikacji powierzchni [176], [179], [205], [214], [216], [236], [254]. Zaobserwowano
réwniez roznice pomiedzy lipidami polarnymi a niepolarnymi w konteks$cie ich odktadania
sie [215].

W literaturze istnieja znaczace rozbieznosci co do ilosci lipidow odktadajacych si¢
na soczewkach, co moze wynika¢ z duzych réznic w materiatach oraz stosowanych meto-
dach badawczych. W odniesieniu do mechanizmow tworzenia ztogdw, wykazano, ze moga
one powstawac juz po 2 godzinach inkubacji w roztworze lipidowym [245] lub po kilku
dniach noszenia soczewek [18].

Badania obrazowe wykazaty, ze barwnik Nile Red O jest skutecznym $rodkiem do
wizualizacji ztogdéw lipidowych. Inne prace, wykorzystujace konfokalng mikroskopig¢ lase-
rowa, wykazaly, ze z czasem ztogi lipidowe w matrycy soczewki ulegaja rownomiernemu
rozmieszczeniu [223].

Wigkszo$¢ badan analizowata lipidy pochodzace z filmu tzowego, jednak niektore
prace wskazuja réwniez na mozliwo$¢ przenoszenia lipidow z dtoni podczas manipulacji
soczewka, co podkresla znaczenie higieny rak [208], [220].

Jedno z badan wykazato, ze ztogi lipidowe ulegaja degradacji podczas snu, a ich utlenione
produkty moga by¢ zwigzane z dyskomfortem noszenia soczewek [237].

Pomimo powszechnie uznawanego wptywu ztogdéw lipidowych na dyskomfort,
w literaturze trudno znalez¢ jednoznaczne dowody potwierdzajace t¢ zaleznos¢. Co wigcej,
niektore badania sugeruja nawet przeciwny efekt — np. ze obecnos¢ lipidow moze popra-
wia¢ zwilzalno$¢ 1 komfort noszenia soczewek Si-Hy [207]. Inne badania wykazaty staba
korelacje migdzy ilo$cig zlogow a reakcja kliniczng pacjenta [216], a jedno nowsze badanie
wskazato, ze osoby bez objawow maja wigcej zkogdbw niz osoby z objawami [257].

Znany jest pozytywny wplyw fosfatydylocholiny na stabilno$¢ filmu izowego.
W zwigzku z tym, przeprowadzono badania majace na celu zatadowanie tego lipidu do
soczewki Si-Hy 1 oceng jego uwalniania do filmu tzowego w czasie. Wyniki pokazaty la-
two$¢ wprowadzenia go do materiatu i kontrolowane uwalnianie DMPC z soczewek Si-
Hy, co wskazuje na potencjat ich wykorzystania w fagodzeniu dyskomfortu zwigzanego z

niskim poziomem fosfolipidéw w Izach [222], [229]. Mechanizm ten zostat wykorzystany
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przez firm¢ Alcon, w soczewkach z materiatu delefilcon A. W trakcie noszenia tych socze-
wek jednodniowych z soczewki uwalaniana jest fosfatydylocholina w celu stabilizacji
przedsoczewkowego filmu tzowego i1 ograniczenia suchos$ci oczu zwigzanej z noszeniem
soczewek kontaktowych [222].

Inny kierunek badan dotyczyl wplywu ztogéw lipidowych na adhezj¢ bakterii do
powierzchni soczewek. Wykazano, ze ani cholesterol, ani fosfolipidy nie wptywaja istotnie
na przyleganie bakterii [221], [225].

Wiele badan dotyczylo takze interakcji miedzy lipidami, soczewkami Si-Hy a roz-
tworami do pielegnacji. Udowodniono, ze ilo$¢ ztogow lipidowych nie wptywa na tempo
neutralizacji roztworow nadtlenkowych. Kolejne badania analizowaty, czy ptyny pielggna-
cyjne skutecznie usuwajg lipidy z powierzchni soczewek, poniewaz wczesniejsze dane nie
potwierdzaty takiej skuteczno$ci [219], [240]. Dopiero najnowsze badania wykazaty, ze
stosowanie plynow zawierajacych EOBO znaczaco redukuje wychwyt cholesterolu [256].

Dotychczasowe badania wykazaly, ze soczewki Si-Hy wykazuja wigksza tendencje
do przyciggania i gromadzenia lipidéw niz tradycyjne soczewki Hy. Jednocze$nie wia-
domo, ze sktonnos$¢ do osadzania lipidéw jest silnie zalezna od rodzaju materiatu soczewki,
w tym zastosowanego polimeru oraz technologii modyfikacji powierzchni. Mimo licznych
doniesien nadal nie wyjasniono w petni mechanizméw odpowiedzialnych za interakcje li-
pidow z materiatami Si-Hy, a dostepne dane pozostajg fragmentaryczne.

Na podstawie analizy dotychczasowego pismiennictwa mozna wskaza¢ nastgpujace
luki badawcze:

1. Brak ustandaryzowanej metody ilosciowej oceny osadéw lipidowych na so-
czewkach kontaktowych, co utrudnia poréwnywanie wynikéw uzyskiwa-
nych przez rdzne zespoly badawcze oraz ich odniesienie do obserwacji kli-
nicznych, w tym do dyskomfortu zglaszanego przez pacjentow.

2. Niewystarczajace poznanie relacji miedzy lipidami osadzonymi na po-
wierzchni a lipidami penetrujacymi do matrycy soczewki, co ogranicza zro-
zumienie rzeczywistego charakteru depozytéw lipidowych.

3. Brak mozliwos$ci obserwacji wczesnych etapéw wigzania lipidow z po-
wierzchnig soczewek w czasie rzeczywistym. Dotychczasowe podejs$cia
umozliwialy jedynie wizualizacj¢ depozytéw po dtuzszej inkubacji, zwykle
nie krotszej niz 2 godziny, co nie pozwalato analizowa¢ poczatkowej dyna-

miki tego procesu.
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4. Niepelne poznanie mechanizmoéw fizykochemicznych odpowiedzialnych za

wigzanie lipidéw z materialami Si-Hy, w tym wpltywu wlasciwosci po-
wierzchniowych 1 sktadu chemicznego materialu soczewki na przebieg

sorpcji.

. Niedostateczne dane dotyczace wptywu czynnikdw zewnetrznych na depo-

zycje lipidoéw, takich jak roztwory pielggnacyjne, sktad roztworu blistero-
wego czy stosowanie kropli nawilzajacych.

Wcigz ograniczona wiedza na temat znaczenia poszczegdlnych klas lipidow
filmu Izowego w interakcjach z soczewkami Si-Hy, mimo ze rozw¢j badan
nad lipidami polarnymi stworzyl podstawy do nowych strategii terapeutycz-
nych, takich jak uwalnianie fosfatydylocholiny z soczewek w celu poprawy

stabilnosci filmu tzowego.

Zidentyfikowane luki badawcze stanowily podstawe do sformutowania celéw eks-

perymentalnych niniejszej rozprawy oraz zaplanowania badan wtasnych.
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Rozdziat II. Fluorescencyjna mikroskopia konfokalna

jako narzedzie badania interakcji lipidow z soczew-
kami Si-Hy

Celem niniejszego rozdziatu jest przedstawienie ewolucyjnego, trzyetapowego pro-
cesu badawczego, ktory doprowadzit do opracowania autorskiej metody rejestracji inicjacji
adsorpcji lipidow na powierzchni soczewek Si-Hy oraz ich transportu do wnetrza materiatu
w czasie rzeczywistym. Weryfikacji tych zalozen stuzy Hipoteza I, zaktadajaca, ze zasto-
sowanie zaawansowanych technik mikroskopii konfokalnej pozwoli na precyzyjng reje-
stracj¢ momentu inicjacji adsorpcji oraz réznicowanie procesow transportu lipidow w za-
leznos$ci od struktury badanych materiatow.

Realizacja tak sformutowanego celu wymagata sekwencyjnego podejscia, w kto-
rym kazdy kolejny eksperyment stanowil bezposrednig odpowiedZ na wnioski i ogranicze-
nia zidentyfikowane w kroku poprzednim. Etap pierwszy (Badanie 1) miat charakter fun-
damentalny; stuzyt kalibracji uktadu optycznego oraz zdefiniowaniu fizycznych parame-
trow interfejsu soczewka-ptyn, co byto niezbedne do eliminacji artefaktéw w dalszych fa-
zach. Etap drugi (Badanie 2) wykorzystal te parametry do stworzenia statycznych map
przestrzennego rozktadu lipidow, co pozwolito zrozumie¢ geometri¢ osadzania si¢ depo-
zytow. Zidentyfikowane w tym kroku ograniczenia — przede wszystkim brak informacji o
dynamice procesu w krotkich odstgpach czasu — staty si¢ bezposrednim bodzcem do przej-
$cia w etapie trzecim (Badanie 3) na platform¢ o wysokiej rozdzielczo$ci czasowej (tech-
nologia spinning disk Yokogawa).

Pierwsze dwa etapy zostaly zrealizowane przy uzyciu mikroskopu konfokalnego
Leica TCS SP8. W pierwszym kroku, opisanym w publikacji wtasnej [266], okreslono op-
tymalne warunki rejestracji charakterystyk odbicia powierzchni soczewek, co umozliwito
precyzyjne pozycjonowanie wigzki na interfejsie materialowym. W drugim etapie, przed-
stawionym w pracy [263], opracowano procedure¢ analizy osadzania i dyfuzji cholesterolu
po standaryzowanej inkubacji. Pozwolito to na wstgpna ocen¢ dynamiki zjawiska w skali
mikrometrycznej, jednak w uktadzie statycznym.

Trzeci, kulminacyjny etap prac zostat przeprowadzony przy uzyciu mikroskopu Ze-
iss Axio Observer Z.1 z modutem wirujacego dysku Yokogawy CSU-X1. Zastosowanie tej

technologii umozliwito znaczace zwigkszenie rozdzielczo$ci czasowej przy jednoczesnym
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czterokrotnym zwigkszeniu pola obserwacji. Taka konfiguracja pozwolita na operacjonali-
zacje Hipotezy I poprzez uchwycenie momentu ,,zero” kontaktu lipidu z soczewka.
Podzial rozdzialu na trzy czes$ci odzwierciedla naturalng ewolucje metody badaw-
czej — od wstepnej kalibracji 1 analizy wlasciwosci optycznych powierzchni, poprzez sta-
tyczne mapowanie sorpcji, az po pelnoskalowa, dynamiczng wizualizacje. Takie podejscie
pozwolilo na systematyczne doskonalenie procedur i uzyskanie danych o wysokim stopniu
wiarygodnosci, co stato si¢ fundamentem do weryfikacji postawionej hipotezy oraz reali-

zacji gtéwnego celu rozprawy.
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1. Fizyczne podstawy dzialania skaningowego laserowego mikro-
skopu konfokalnego (CLSM) oraz konfokalnej mikroskopii z wi-
rujagcym dyskiem Yokogawy (spinning-disk), z uwzglednieniem

obrazowania w odbiciu 1 fluorescencji

1.1. Idea mikroskopii konfokalne;j

Idea mikroskopii konfokalnej polega na realizacji optycznego sekcjonowania
probki poprzez przestrzennie selektywna detekcje promieniowania generowanego w ogra-
niczonej objetosci wokodt ogniska obiektywu oraz jednoczesne tlumienie sygnatu pocho-
dzacego spoza plaszczyzny ogniskowej (out-of-focus). Selektywnos$¢ ta osiggana jest dzieki
zastosowaniu przestony punktowej (pinhole) umieszczonej w plaszczyznie sprzezonej
z ogniskiem uktadu obrazujacego, tj. w konfiguracji konfokalnej wzgledem ogniska wzbu-
dzenia.

Obiektyw mikroskopowy formuje w probce ognisko ograniczone dyfrakcyjnie, kto-
rego rozklad natezenia opisuje funkcja rozmycia punktu (PSF, point spread function). Ob-
raz tego ogniska, utworzony przez uktad optyczny w torze detekcji, jest rzutowany na
ptaszczyzng przestony konfokalnej. Promieniowanie emitowane lub rozpraszane w poblizu
plaszczyzny ogniskowej odwzorowuje si¢ w tej ptaszczyznie jako plamka o minimalnej
$rednicy, skoncentrowana w poblizu osi optycznej, co skutkuje wysokim prawdopodobien-
stwem transmisji przez otwor przystony. Natomiast wktad pochodzacy z obszarow pozao-
gniskowych tworzy w ptaszczyznie przestony rozktad o wigkszym promieniu charaktery-
stycznym, a tym samym w istotnym stopniu ulega odcigciu przez ograniczong aperturg
przestony.

W konsekwencji, zarejestrowany sygnat stanowi splot funkcji odpowiedzi wzbu-
dzenia i detekcji, prowadzac do efektywnej, trojwymiarowej funkcji odpowiedzi uktadu
konfokalnego, ktorej szerokos¢ w kierunku osiowym i1 poprzecznym jest mniejsza niz w
klasycznym uktadzie szerokopolowym. Mechanizm ten determinuje poprawe kontrastu
oraz rozdzielczosci osiowej, stanowigc podstawe obrazowania przekrojow optycznych w
mikroskopii konfokalnej [267], [268].

Konfiguracja konfokalna prowadzi przede wszystkim do istotnej poprawy rozdziel-
czos$ci osiowej oraz kontrastu w kierunku glebi probki, co wynika z redukcji wktadu pro-

mieniowania pochodzacego spoza plaszczyzny ogniskowej. Wplyw na rozdzielczo$¢
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poprzeczng (lateralng, w ptaszczyznie x—y) jest zazwyczaj mniej wyrazny; jednak dla nie-
wielkiej §rednicy przestony konfokalnej efektywna funkcja rozmycia punktu (PSF) ulega
zawezeniu. W pierwszym przyblizeniu mozna j3 opisa¢ jako iloczyn funkcji PSF toru
wzbudzenia i toru detekcji [269].

Rozmiar przestony konfokalnej okresla si¢ zazwyczaj w jednostkach Airy, tj. jako
wielokrotnos¢ $rednicy dysku Airy w danej plaszczyznie. W przyblizeniu przyosiowym
$rednica pierwszego minimum dyfrakcyjnego w obrazie punktu dana jest zalezno$cia

Apiry = 1,22£V1
NA
gdzie A oznacza dlugos¢ fali (w obrazowaniu fluorescencyjnym najczgsciej dtugos¢ fali
emisji A,,, Natomiast w trybie odbiciowym — dtugo$¢ fali wzbudzenia A,,), M jest powigk-
szeniem posrednim do plaszczyzny przestony, a NA — aperturag numeryczng obiektywu
[267], [270].

Zmniejszenie $rednicy przestony konfokalnej ponizej 1 Airy prowadzi do poprawy
sekcjonowania optycznego, gdyz skuteczniej ttumi sygnal pochodzacy spoza ptaszczyzny
ogniskowej. Jednoczesnie jednak powoduje redukcje liczby rejestrowanych fotondw.
W warunkach niskiego poziomu sygnatu, gdy dominujacym sktadnikiem szumu jest staty-
styka fotonowa (shot noise) oraz szum wiasny detektora, spadek liczby zliczen skutkuje
pogorszeniem stosunku sygnatu do szumu (SNR, signal-to-noise ratio). W konsekwencji
konieczne staje si¢ zwigkszenie mocy wzbudzenia lub wydtuzenie czasu integracji sygnatu,
co w obrazowaniu fluorescencyjnym wigze si¢ ze wzrostem fotowybielania (fotobleaching)
oraz ryzykiem fototoksyczno$ci [267], [271].

Z kolei zastosowanie przestony o $rednicy wigkszej niz 1 Airy zwigksza poziom
sygnatu 1 ulatwia detekcje stabo §wiecacych fluoroforéw, jednak kosztem mniej efektyw-
nego odrzucania tta pozaplanowego oraz pogorszenia kontrastu w kierunku osiowym.
W praktyce eksperymentalnej, zwlaszcza w zastosowaniach biomedycznych, kompromi-
sowy zakres $rednicy przestony miesci si¢ zwykle w przedziale 0,8—1,5 Airy, w zaleznosci
od jasnosci znacznika, wlasnosci rozpraszajacych probki oraz dopuszczalnej dawki pro-

mieniowania.
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1.2.  Tor optyczny skaningowego laserowego mikroskopu konfokalnego

(CLSM)

1.2.1. Zrédlo laserowe, kolimacja i ksztattowanie wigzki.

W konfokalnej mikroskopii skaningowej (CLSM, confocal laser scanning micro-
scopy) wzbudzenie realizowane jest za pomocg lasera emitujacego jedng lub kilka linii wid-
mowych, co umozliwia selektywne wzbudzanie okre§lonych fluoroforéw oraz prace w try-
bie odbiciowym dla zadanej dlugosci fali [272]. Wigzka podlega kolimacji 1 odpowied-
niemu ksztaltowaniu (np. z wykorzystaniem ekspandera oraz przyston) w celu optymal-
nego wypetnienia apertury obiektywu, warunkujacego uzyskanie ogniska ograniczonego
dyfrakcyjnie. Niedostateczne wypehienie apertury prowadzi do efektywnego zmniejszenia
NA i pogorszenia rozdzielczo$ci, natomiast nadmierne obcigcie profilu wigzki (apodyza-
cja) moze modyfikowac ksztatt funkcji PSF oraz wydajno$¢ wzbudzenia. Dla zapewnienia
powtarzalnosci i stabilno$ci pomiarow istotne sa uklady regulacji i monitorowania mocy
promieniowania, a w niektorych konfiguracjach roéwniez kontrola stanu polaryzacji, szcze-
gblnie w trybie odbiciowym.

1.2.2. Skanowanie punktowe w plaszczyznie x—y oraz akwizycja stosow w osi z.

W CLSM obraz ptaszczyzn x—y powstaje w wyniku sekwencyjnego ,,przemiatania”
punktowego ogniska po powierzchni probki. Najczg$ciej stosowane sg skanery galwano-
metryczne, zapewniajace duzg elastycznos¢ parametréw kosztem umiarkowanej predkoscei,
oraz skanery rezonansowe, umozliwiajace bardzo szybkie skanowanie w jednej osi, jednak
z ograniczeniami trajektorii i czasu przebywania wigzki na piksel [267], [273]. Lustra ska-
nujace lokalizuje si¢ w plaszczyznach optycznie sprzgzonych ze Zrenicg obiektywu, co za-
pewnia telecentryczny charakter skanowania — liniowe przemieszczenie ogniska w probce
bez zmiany kata zbierania promieniowania.

Rejestracj¢ stosoOw w osi z (serii przekrojow optycznych) realizuje si¢ poprzez prze-
mieszczenie probki (np. stolik piezoelektryczny), obiektywu (naped piezo w gtowicy) badz
wybranych elementow toru optycznego. Wiasciwosci mechaniczne uktadu osi z determi-
nuja precyzje kroku, powtarzalno$¢ pozycjonowania oraz podatnos¢ na dryf. W obrazowa-
niu probek zywych preferowane sa rozwigzania umozliwiajace szybkie, stabilne pozycjo-

nowanie, bez udziatu drgan.
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1.2.3. Obiektyw: formowanie ogniska i detekcja sygnatu.

Obiektyw mikroskopowy realizuje podwodjng funkcje: ogniskuje wigzke wzbudza-
jaca do objetosci ograniczonej dyfrakcyjnie oraz zbiera promieniowanie fluorescencyjne
badz odbite generowane w tym obszarze. Jego parametry — w szczegdlnosci apertura nu-
meryczna (NA), stopien korekcji aberracji oraz rodzaj medium immersyjnego — determi-
nuja ksztatt funkcji rozmycia punktu (PSF), efektywna jasno$¢ uktadu oraz zdolno$¢ obra-
zowania w glab probki. Zwigkszenie NA prowadzi do poprawy rozdzielczosci przestrzen-
nej i wzrostu wydajnos$ci zbierania fotonow, jednak jednocze$nie zwigksza wrazliwo$¢ na
niedopasowanie wspotczynnikdw zatamania migdzy probka a medium immersyjnym, co
sprzyja powstawaniu aberracji sferycznej, szczego6lnie w obrazowaniu struktur tkankowych

[270], [274].

1.2.4. Separacja torow wzbudzenia i detekcji.

Promieniowanie powracajace z probki jest oddzielane od wigzki wzbudzajacej za
pomoca zwierciadla dichroicznego oraz zestawu filtrow, dobranych do poszczegdlnych ka-
natéw detekcji. W obrazowaniu fluorescencyjnym kluczowe znaczenie ma skuteczne thu-
mienie linii laserowej (wysoka gesto$¢ optyczna filtrow) oraz minimalizacja przestuchu
widmowego migdzy kanatami.

W trybie odbiciowym problem separacji ma odmienny charakter, gdyz sygnat cze-
sto posiada t¢ sama dlugo$¢ fali co promieniowanie wzbudzajace. W takim przypadku roz-
dzielenie realizuje si¢ m.in. metodami polaryzacyjnymi, poprzez separacj¢ czasowg (mo-
dulacja zrodta i1 detekcja synchroniczna) lub z wykorzystaniem dedykowanego toru odbi-

ciowego z kontrolowanym ttumieniem, zapobiegajacym nasyceniu detektora [272].

1.2.5. Detektory: PMT, APD i HyD.

W CLSM stosuje si¢ glownie detektory punktowe: fotopowielacze (PMT, photo
multiplier tube), fotodiody lawinowe (APD, avalanche photo diode) oraz detektory hybry-
dowe (HyD, hybrid detectors). PMT charakteryzuja si¢ szerokim zakresem dynamicznym
1 tatwg integracja z szybkim probkowaniem, jednak ich wydajnos¢ kwantowa zalezy od
rodzaju fotokatody, a szum multiplikatywny moze ogranicza¢ detekcje bardzo stabych sy-
gnatéw. APD oferuja wysoka wydajnos¢ kwantowg i korzystne wtasciwosci w trybie zli-
czania fotonow, zwykle przy nizszym dopuszczalnym strumieniu bez wystapienia nielinio-
wosci. Detektory HyD lacza fotokatodg¢ z wzmocnieniem lawinowym, redukujac cze$¢ szu-
méw charakterystycznych dla tancucha dynod, co czgsto przektada si¢ na poprawe sto-

sunku sygnatu do szumu w rezimie niskonat¢zeniowym [267], [272].
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O wiarygodnos$ci pomiarow ilosciowych decyduja w szczego6lnosci: liniowo$¢ od-
powiedzi, stabilno§¢ wzmocnienia, poziom szumu ciemnego oraz wiasciwy dobor trybu

akwizycji (analogowy vs zliczanie fotonow).

1.3. Podstawowe tryby obrazowania konfokalnego: fluorescencja 1 odbicie

1.3.1. Obrazowanie fluorescencji

W procesie fluorescencji foton wzbudzajacy o dlugosci fali 4., jest absorbowany
przez czasteczke fluoroforu, po czym — po relaksacji bezpromienistej — nast¢puje emisja
fotonu o wigkszej dtugosci fali A, (dey, — Adex to przesuniecie Stokesa). Separacje pro-
mieniowania wzbudzajacego 1 emitowanego realizuje si¢ za pomoca zwierciadta dichro-
icznego oraz filtrow pasmowych dopasowanych do widma emisji [271]. W pierwszym
przyblizeniu intensywno$¢ sygnatu ro$nie wraz z mocg lasera oraz czasem ekspozycji (czas
przebywania wigzki na piksel, dwell time), jednak wtasciwos$ci fotofizyczne uktadu wpro-
wadzajg istotne ograniczenia.

Do kluczowych efektow praktycznych nalezg: (i) fotowybielanie — trwata utrata
zdolnosci fluorescencji wskutek reakcji fotochemicznych; (ii) fototoksycznos¢ — szcze-
golnie istotna w obrazowaniu zywych komorek i tkanek, w duzej mierze zwigzana z gene-
racjg reaktywnych form tlenu; oraz (iii) nieliniowos$ci przy wysokich ggstosciach mocy
(wynikajace ze zjawisk np.: nasycenie przej$¢ migdzypasmowych, obsadzenie stanéw try-
pletowych) [267], [271]. Ze wzgledu na silng koncentracje wzbudzenia w ograniczonej ob-
jetosci ogniskowej chwilowa gestos¢ mocy moze by¢é wysoka mimo umiarkowanej mocy
$redniej, dlatego dobdr parametréw (moc, §rednica otworu przestony, szybko$¢ skanowa-
nia, uSrednianie) bezposrednio wptywa na jako$¢ obrazu oraz bezpieczenstwo biologiczne.

Na wiarygodno$¢ pomiardéw ilosciowych oddziatujg rowniez czynniki instrumen-
talne (np. widmowe: kalibracja czutosci toru detekcji, stabilno$§¢ mocy zrodta, transmitan-
cja filtrow), a takze inne zjawiska, np.: przenikanie emisji mi¢dzy kanatami (bleed-
through) 1 niepozadane wzbudzenie innego fluoroforu (cross-excitation) [267], [275]. Do-
datkowo znaczenie maja procesy obnizenia kwantowej wydajnosci emisji (quenching) oraz
zmiennos$¢ wydajnosci kwantowej zalezna od $rodowiska chemicznego, m.in. pH czy od-

dzialywan z biatkami [271].

1.3.2. Obrazowanie w odbiciu
W trybie odbiciowym kontrast wynika z rdznic wtasciwos$ci optycznych probki i

nie wymaga znakowania fluoroforami. Podstawowym mechanizmem jest odbicie Fresnela
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na granicach o odmiennych wspotczynnikach zatamania n; lokalna intensywnos$¢ sygnatu
zalezy od r6znicy An oraz kata padania. Istotng rol¢ odgrywa takze rozpraszanie na mikro-
strukturach: dla niejednorodnos$ci o rozmiarach znacznie mniejszych niz A dominuje rezim
Rayleigha, natomiast dla struktur pordownywalnych z dlugoscig fali — rezim Miego;
w tkankach biologicznych zwykle obserwuje si¢ kombinacj¢ obu mechanizméw [276],
[277].

Obraz w odbiciu jest silnie czuly na mikrostrukturg, gdyz charakterystyka rozpra-
szania zalezy od rozmiaru, ksztattu i koncentracji centrOw rozpraszania (np. jader komor-
kowych, wtokien kolagenowych) oraz od lokalnych gradientow wspotczynnika zatamania.
W osrodkach silnie rozpraszajacych istotne stajg si¢ zjawiska wielokrotnego rozpraszania
idepolaryzacji, ktore zwigkszaja poziom tta i mogg ogranicza¢ efektywnos$¢ sekcjonowania
konfokalnego. W przeciwienstwie do fluorescencji, filtracja spektralna jest mniej sku-
teczna, poniewaz sygnat odbiciowy ma te sama dtugos¢ fali co wigzka wzbudzajaca; dla-
tego stosuje si¢ alternatywne strategie separacji, takie jak analiza polaryzacyjna, odpowied-
nia geometria toru optycznego, kontrola ttumienia oraz minimalizacja reflekséw pasozyt-

niczych [272].

1.4. Rozdzielczo$¢ sekcjonowania optycznego

Rozdzielczo$¢ przestrzenna ukladu konfokalnego jest ograniczona dyfrakcyjnie
i opisywana przez funkcje PSF. W pierwszym przyblizeniu rozdzielczo$¢ poprzeczna
mozna opisac jako
Ar~ ﬁ,
gdzie A oznacza dtugos¢ fali, NA — apertur¢ numeryczna, w ktérej uwzgledniono wspot-
czynnik zatamania medium immersyjnego [270].

Dla sekcjonowania osiowego (przy matej $rednicy otworu przestony i poprawnej ko-

rekcji aberracji) typowa zalezno§¢ mozna zapisa¢ w postaci
Az~ #.

Podane zaleznos$ci majg charakter pogladowy; rzeczywiste wartosci zaleza od przyje-
tego kryterium rozdzielczosci (np. FWHM), dtugosci fali emisji, $rednicy przestony kon-
fokalnej oraz obecnosci aberracji [267], [269].

Istotnym czynnikiem degradujacym jako$¢ obrazowania w glab prébki jest niedopaso-
wanie wspotczynnikow zatamania pomigdzy medium immersyjnym, szkietkiem nakryw-

kowym i badang struktura. Réznice n prowadza do aberracji sferycznej narastajacej z gle-

bokoscia, skutkujacej poszerzeniem PSF, spadkiem maksymalnej intensywnosci w ognisku
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oraz pozorng redukcja sygnatu niezwigzang z wtasciwosciami biologicznymi probki [274],
[278]. W praktyce wymaga to odpowiedniego doboru obiektywu (olej, woda, gliceryna,
silikon), korekcji na grubo$¢ szkietka (pierscien korekcyjny), a w zastosowaniach zaawan-
sowanych — rozwazenia optyki adaptacyjnej lub kontrolowanego dopasowania wspot-

czynnika zatamania (np. poprzez wtasciwe media montazowe).

1.5. Mikroskopia konfokalna z wirujagcym dyskiem

Dla przyspieszenia akwizycji w konfokalnym mikroskopie skanujagcym korzysta si¢
z rozwigzan bazujacych na obracajacym si¢ dysku.

Pierwsze z nich to tarcza Nipkowa, czyli pojedynczy, obracajacy si¢ dysk z mikroo-
tworami rozmieszczonymi wzdtuz spirali Archimedesa. Cechuje si¢ ograniczong sprawno-
$cig optyczng: znaczna cz¢$¢ wigzki pada na obszary nieprzezroczyste, co obniza efektyw-
no$¢ wzbudzenia. Dodatkowo, w celu redukeji przestuchu (cross-talk) migdzy sasiednimi
ogniskami konieczny jest odpowiedni rozstaw otwordow. Zbyt mata odlegtos¢ zwigksza
prawdopodobienstwo, ze fotony rozproszone w probce przejda przez sasiedni otwor, pod-
noszac poziom tta i pogarszajac sekcjonowanie [267], [279].

Drugie z nich to dysk Yokogawy, modyfikujacy koncepcje¢ Nipkowa poprzez doda-
nie drugiego dysku z macierza mikrosoczewek. Mikrosoczewki ogniskuja $wiatlo wzbu-
dzajace bezposrednio w otworach, zwigkszajac wspotczynnik wypetnienia oraz efektyw-
no$¢ sprz¢zenia mocy. Skutkuje to wigksza jasnoscig 1 lepszym wykorzystaniem energii
lasera przy zachowaniu wlasciwosci konfokalnych, co czyni system szczegolnie uzytecz-
nym w szybkiej mikroskopii zywych komorek [280].

Roéwnoczesne wzbudzanie 1 detekcja wielu punktéw umozliwiaja wysokie czgsto-
tliwosci akwizycji, istotne w badaniach proceséw dynamicznych oraz obrazowaniu 3D w
czasie. Poniewaz energia rozklada si¢ na wiele ognisk, chwilowa gegsto$¢ mocy w pojedyn-
czym punkcie moze by¢ nizsza niz w klasycznym CLSM przy poréwnywalnej szybkosci
rejestracji, co czegsto ogranicza fototoksyczno$¢ i fotowybielanie w zywych prébkach
[280], [281].

W grubych lub silnie rozpraszajacych probkach wielokrotnie rozproszone fotony
zwigkszaja poziom tta. Cz¢$¢ z nich moze zostaé zarejestrowana przez otwor nieodpowia-
dajacy miejscu wzbudzenia, co ostabia sekcjonowanie. W konsekwencji mikroskopy w wi-
rujacym dyskiem ustepuja punktowemu CLSM w najbardziej rozpraszajacych tkankach,

gdzie krytyczne jest efektywne odrzucanie sygnalu spoza plaszczyzny ogniskowania.
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Konstrukeyjnie $rednica i rozstaw otworéw determinujg kompromis miedzy jasnoscia, po-

ziomem przestuchu a jako$cig sekcjonowania [267], [273].

1.6. CLSM vs. wirujacy dysk

W CLSM akwizycja ma charakter sekwencyjny (punkt po punkcie), dlatego czas
rejestracji ro$nie wraz z liczbg pikseli oraz przekrojow w osi z. System ten oferuje jednak
duza kontrole parametrow (ROI, predko$¢ skanowania, usrednianie, $rednica otworu), co
sprzyja uzyskiwaniu wysokiej jakos$ci przekrojow optycznych i pracy w probkach silnie
rozpraszajacych. Mikroskop z wirujacym dyskiem realizuje rejestracje rownolegta w catym
polu widzenia i jest szczeg6lnie przydatny w szybkim obrazowaniu proceséw dynamicz-
nych (4D) w cienkich preparatach, hodowlach komoérkowych i organoidach o umiarkowa-
nej grubosci [281].

W CLSM mozliwe jest osiagni¢cie wysokiego SNR dla stabych sygnalow dzigki
detekcji punktowej, pracy w trybie zliczania fotonéw oraz skutecznemu odrzucaniu tta po-
zaplanowego. Ograniczeniem pozostaje czas akwizycji oraz potencjalnie wigksza dawka
przypadajaca na piksel przy maksymalizacji jako$ci obrazu. Wirujacy dysk czesto zapew-
nia korzystny kompromis SNR/czas w zywych probkach, gdyz skraca czas ekspozycji
klatki i obniza chwilowa gesto$¢ mocy; jednak w tkankach grubych i silnie rozpraszajacych
degradacja SNR przez tto moze by¢ wieksza niz w CLSM.

W mikroskopach z wirujacym dyskiem sygnat jest rejestrowany kamerg, najczesciej
typu sCMOS (scientific complementary metal oxide semiconductor) lub EMCCD (electron
multiplication charge coupled device). Kamery sCMOS tacza niski szum odczytu, szeroki
zakres dynamiczny i wysoka szybko$¢, co sprzyja obrazowaniu ilosciowemu oraz szybkim
seriom czasowym. EMCCD oferuja wzmocnienie elektronowe poprawiajace detekcje w
rezimie bardzo stabego sygnatu, lecz kosztem zwigkszenia szumu multiplikatywnego i
zwykle mniejszego zakresu dynamicznego. Wybor detektora determinuje strategi¢ ekspo-
zycji, kontrole przeswietlen (wysycenia sygnatu) oraz metody normalizacji danych [267],
[275]. Ze wzgledu na mozliwg niejednorodnos¢ o§wietlenia w mikroskopii z wirujagcym
dyskiem standardowa procedurg jest korekcja flat-field, czyli technika cyfrowej obrobki
sygnatu majaca na celu redukcje roznic migdzy pikselami w czutosci fotodetektora (kom-

pensacja roznych wzmocnien i pradéw ciemnych) oraz znieksztatcen na §ciezce optyczne;.
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1.7. Btedy i artefakty

W obrazowaniu fluorescencyjnym czestym zrédlem tla jest autofluorescencja (np.
elastyny, kolagenu, lipofuscyny), szczegdlnie istotna w tkankach oka. W obrazowaniu wie-
lokolorowym istotnym Zrédiem btedow jest przenikanie widma emisji jednego fluoroforu
do kanalu rejestracji innego znacznika (bleed-through) oraz niezamierzone wzbudzenie do-
datkowych fluoroforow przez zastosowang lini¢ laserowa (cross-excitation). Ograniczenie
tych efektow wymaga kontroli jednoznacznikowych, analizy nakladania si¢ widm oraz od-
powiedniego doboru filtrow i dlugos$ci fal wzbudzenia [275]. W trybie odbiciowym istotne
znaczenie majg refleksy pasozytnicze na granicach optycznych oraz tto rozproszenia,
zwigkszajace ziarnisto$¢ obrazu i maskujace stabe kontrasty strukturalne.

Po stronie detekcji 1 elektroniki wystepuja zjawiska nasycenia detektora
(PMT/HyD) lub clipping w kamerach, prowadzace do utraty informacji ilosciowej, a takze
niejednorodnos$ci o$wietlenia (shading) 1 btedy korekceji flat-field (zwhaszcza w systemach
z wirujacym dyskiem). W seriach czasowych istotnym czynnikiem jest dryf ogniska
1 probki (zmiany temperatury, relaksacja mechaniczna), ktéry moze imitowac rzeczywiste
zmiany biologiczne.

W obrazowaniu w glab probki kluczowe znaczenie ma dopasowanie wspotczynnikow
zatamania (medium immersyjne, grubos¢ szkietka nakrywkowego). Niedopasowanie pro-
wadzi do aberracji sferycznej, poszerzenia PSF, spadku maksymalnej intensywnosci

w ognisku oraz pozornych zmian sygnatu z glebokoscia [274], [278].
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2. Charakterystyka odbicia Swiatta na powierzchni soczewek Si-Hy
w mikroskopii konfokalne;j

Zrozumienie optycznych wtasciwos$ci powierzchni soczewek Si-Hy jest kluczowe dla
prawidlowej interpretacji obrazow uzyskiwanych podczas ich obserwacji w mikroskopii
konfokalnej. W ramach niniejszego etapu badan okreslono réznice w sygnale odbicia po-
mi¢dzy ré6znymi materialami Si-Hy, co pozwolito na dobdr optymalnych parametréw akwi-
zycji obrazu w dalszych badaniach.

Hipoteza dla tej czesci badania zaktada, Ze roznice w sygnale odbicia powierzchni so-
czewek Si-Hy, mierzone za pomocg mikroskopii konfokalnej, sg istotnie zwigzane z wia-
$ciwo$ciami materialu, w tym zawarto$ciag wody oraz modyfikacjami powierzchniowymi,
1 moga stanowi¢ podstawe do ich rozrozniania. Celem badania byto ilo§ciowe okreslenie
tych réznic oraz ocena zalezno$ci migdzy parametrami materialowymi a sygnatem odbicia,
w celu opracowania optymalnych ustawien akwizycji obrazu i stworzenia punktu odniesie-
nia dla p6zniejszych eksperymentdéw obrazujacych proces adsorpcji i penetracji lipidow

w strukturze soczewek.

2.1. Materialy 1 metody

2.1.1. Soczewki kontaktowe

Do badan wybrano pi¢¢ materialow soczewek Si-Hy wielokrotnego uzytku, ktore
wymieniono w Tabeli 8, gdzie wymieniono rdwniez parametry materiatowe. Wsrod nich
znajduja si¢ zaréwno produkty dobrze ugruntowane na rynku, jak i nowsze konstrukcje,
roéznigce si¢ m.in. zawarto$cig wody i modyfikacjami powierzchni. Zbadano jedng so-
czewke kazdego materialu. Soczewki Total30 posiadaja trwate uwodnienie powierzchni
uzyskane dzigki polimerowi MPC, a Air Optix plus Hydraglyde — powloke¢ plazmowa. Na
Rysunku 19 mozna zauwazy¢, ze zalezno$¢ pomigdzy zawartosciag wody a wspdlczynni-
kiem zalamania $wiatta nie ma charakteru liniowego dla materialow Si-Hy, w przeciwien-

stwie do klasycznych hydrozeli [282].
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Tabela 8. Soczewki kontaktowe wybrane do badania (n — wspotczynnik zatamania swiatta, H:O — zawartos¢ wody, CT —
grubos¢ centralna, Rep — tryb wymiany). Moc soczewek wynosita —3,00 Dptr.

Modyfikacje
Nazwa Material Producent n* H20 (%)* CT* (mm) Rep Y !
handlowa powierzchni
senofilcon Johnson & Johnson, dwutygo-
Acuvue Oasys A Jacksonville, FL, USA 1.42 38 0.07 dniowy
Air Optix plus lotrafilcon Alcon, Fort Worth, mie- .
Hydraglyde B TX, USA 1.42 3 0.08 sigezny " plazmie
s comfilcon CooperVision, Plea- mie-
Biofinity A santon, CA, USA 1.40 48 0.08 sigczny -
2-methacry-
55(wewnatrz) . loyloxyethyl
Total30 lehfilcon A 2Meon,  Fort: Worth, = ~100 0.09 mie- phosphoryl-
TX, USA . . sigczny .
(powierzchnia) choline
(MPC)
samfilcon Bausch & Lomb, Ro- mie-
Ultra A chester, NY, USA 141l 46 0.07 sigczny -
* wedlug danych producentow.
14 1
‘ *142 142 1420 142 ) senofilcon A
4 1 otrafilcon B
40 :
°141 » 1 ® samfilcon A
45 1.4
14 lehfilcon A
)! 14 . .
e14 .1 1 comfilcon A
1.3
13
55 48% 46% 38% 33% . - , -
60 1.390 30 35 40 4 €
hfilcon A comfilcon A samfilcon A filcon A lotrafilcon B H,0
a) b)

Rysunek 19 Zaleznos¢ miedzy wspotczynnikiem zatamania swiatta n a zawartoscig wody %H:O dla wybranych soczewek.
a) wykres stupkowo-punktowy, odwrocona os zawartosci wody po lewej stronie ulatwia wizualizacje trendu, b) zaleznosé
miedzy n a %H:0 z dodang linig trendu liniowego. Pomimo Ze wartosci wspotczynnikow zatamania pochodzq z niedo-
ktadnych danych producentow, wspotczynnik determinacji R? osigga wartosc 0,8467.

2.1.2. Przygotowanie probek

Po wyjeciu z opakowan soczewki oczyszczano z resztek roztworu za pomocg bi-
buly, a nastgpnie umieszczano w plytkach wielodotkowych wypetionych 2 ml PBS.
Probki inkubowano w temperaturze pokojowej przez 23+1 godziny, w zamknigtych komo-
rach, aby zapewni¢ stabilne warunki hydratacji. Procedura zostata przeprowadzona na wzor

innych badan [160], [227], [283], [284].
2.1.3. Pomiary mikroskopowe

Pomiary mikroskopowe przeprowadzono przy uzyciu mikroskopu konfokalnego
Leica TCS SP8 w konfiguracji odwrdconej. Soczewki kontaktowe obrazowano w naczyn-
kach ze szklanym dnem o $rednicy 35 mm (grubos$¢ szkta 1,5 mm) z nakrywkami. Dla
kazdej soczewki stosowano ten sam protokot: na dno naczynka dodawano 50 pl PBS, na-
stepnie umieszczano soczewke powierzchnig zewnetrzng do dotu, po czym na jej gorna

powierzchni¢ nanoszono 100 pl PBS. Naczynko z soczewka umieszczano na stoliku
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mikroskopu. Powierzchnia szkta (dna naczynka) oraz powierzchnie soczewki byly wizua-
lizowane przy uzyciu §wiatla o dtugosci fali 488 nm odbitego od probki, ktdre przechodzito
przez akustooptyczny rozdzielacz wigzki (AOBS) ustawiony na detekcje §wiatta odbitego
i trafialo do detektora fotopowielacza (PMT) o zakresie czutosci spektralnej 480—500 nm.
Skanowanie w plaszczyznie xz wykonywano w celu lokalizacji powierzchni szkla i so-
czewki. Rozmiar obszaru skanowania wynosit 150 um x150 um w plaszczyznie xz.
Swiatto padajace na granice dwoch osrodkoéw o réznych wspétezynnikach zatama-
nia n4, n, ulega odbiciu zgodnie z rbwnaniami Fresnela dla wspotczynnika odbicia R. Im

wigksza roznica wspolczynnikdéw zatamania, tym wigksze odbicie. Dla §wiatta padajacego

, . . . no,—n . . .
prostopadle rownania te upraszczajg si¢ do wzoru: R = (ﬁ)z. Powierzchnie soczewki
2 1

podczas pomiaru nie byly ustawione prostopadle do osi uktadu optycznego mikroskopu,
jednak réznica byta nie wigksza niz 3°. Poniewaz réznica wspodtczynnika zalamania miedzy
PBS a materialem soczewki jest rowna mniej niz 0,1, to btad wzgledny 4R/R wprowadzany
przez niedoktadno$¢ prostopadtego ustawienia soczewki wynosit okoto 0,005. Z kolei, btad
wzgledny pomiaru (jako iloraz warto$ci odchylenia standardowego i $redniej), wynikajacy
z obecnos$ci szumu w uzyskanych przekrojach xz zostal oszacowany na ok. 0,10-0,12, co
umozliwia zaniedbanie bledu wynikajacego z ustawienia powierzchni soczewki.
Wspotezynnik absorpeji wody p, dla dlugosci fali 488 nm wynosi 0,00017 cm—1
[285]. W przypadku PBS typowo uznaje si¢, ze w zakresie widzialnym p,, jest taki sam jak
dla wody [286]. Oznacza to, ze absorpcja dla typowych grubosci soczewek kontaktowych
jest tu zaniedbywalna w poréwnaniu ze stratami wynikajacymi z innych proceséw optycz-
nych (rozpraszanie, odbicia Fresnela), co jest czgsta praktyka w badaniach tkanek i poli-
merow optycznych [287], [288]. Schemat pomiaru i przykladowy obraz przedstawiono na

Rysunku 20.
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Rysunek 20 (po lewej) Schemat konfiguracji mikroskopu i ulozenia probek, (po prawej) przyktad uzyskanego obrazu.
Niebieska, diuga strzatka wskazuje kierunek padania swiatta pochodzqcego z mikroskopu. Krotsze strzatki, Zotto-poma-
ranczowe oznaczajq kierunek Swiatlq odbitego kolejno od (od gory): wewnetrznej powierzchni soczewki, zewnetrznej
powierzchni soczewki oraz od powierzchni dna naczynka (szkta)

2.2.  Wyniki i dyskusja

Poniewaz oryginalne obrazy nie umozliwialy wyraznej wizualnej identyfikacji gra-
nic (powierzchni soczewek), zostaty one przetworzone w programie ImageJ 15.1n poprzez
odwrocenie (tryb negatywu) oraz dostosowanie jasnosci i kontrastu. Rysunek 21 przedsta-
wia zmodyfikowane obrazy, przygotowane wytacznie w celach wizualizacyjnych. Wszyst-

kie obliczenia wykonano na danych oryginalnych.

Senofilcon A | Lotrafilcon B Comfilcon A | Lehfilcon A [ samfilcon A

s

Rysunek 21 Przeksztatcone obrazy odbicia badanych soczewek, przedstawiajqgce piec przekrojow poprzecznych (xz). Ob-
razy sq odwrocone o 180 stopni wzgledem tych z Rysunku 20. Ciemniejsze linie oznaczajq (od gory do dotu): wewnetrzng
powierzchnie szkta, zewnetrzng powierzchnie soczewki kontaktowej (dla materiatu senofilcon A linie sq rozdzielone, w
pozostalych przypadkach naktadajq sie), a dolna linia odpowiada wewnetrznej powierzchni soczewki. Nieprzeksztalcone
obrazy dostgpne sq w materiatach uzupetniajqgcych, znajdujgcych sie w repozytorium [289].

Dla soczewek wykonanych z materialow lotrafilcon B, lehfilcon A, comfilcon A
i samfilcon A, zewnetrzna powierzchnia soczewki moze w obrazie naklada¢ si¢ na po-
wierzchni¢ szkla. Naktadanie si¢ wynika z faktu, ze pomiar mikroskopem konfokalnym
prowadzono blisko §rodka soczewki, jednak nie w sposéb idealny — soczewki lezg w na-
czynku i stykajg si¢ ze szklang powierzchnig dna. Obecne sg wigc obie granice: szkto/PBS
oraz PBS/soczewka, a odbicia od tych interfejsow nadal wystepuja. Zjawisko to nie jest
bezposrednio widoczne w obrazach ze wzgledu na ograniczong rozdzielczos¢ w osi

z (~0,083 um) oraz szum mikroskopu.
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Sygnat odbity od wewngtrznych powierzchni soczewek jest stabszy niz od po-
wierzchni zewngtrznych, co wynika z czg¢Sciowej absorpcji 1 rozpraszania $wiatta w mate-
riale soczewki. W przypadku soczewek z lehfilcon A sygnatl odbicia od powierzchni we-
wnetrznej jest wyraznie mniejszy niz dla pozostatych materialow — powierzchnia tych
soczewek pokryta jest polimerem MPC [260], [290], a material zawiera 55% wody, przy
czym hydrofilowe polimery na powierzchni stopniowo zwigkszaja jej zawarto$¢ ku ze-
wnetrznej warstwie. Odwrotnie, najwyzszy sygnatl odbicia zaobserwowano dla soczewek
z lotrafilcon B, ktére charakteryzuja si¢ niskg zawartosciag wody, a dodatkowo powierzch-
nia jest modyfikowana plazmowo w procesie produkcji, co moze wplywac na wspotczyn-
nik zalamania w warstwie granicznej. Przyjeto rowniez, ze pochtanianie §wiatla w wodzie
lub PBS jest nieistotne w poréwnaniu z odbiciem Fresnela [288].

W celu numerycznego zobrazowania réznic w odbiciu od powierzchni wewngtrz-
nych poszczegdlnych materialdw, obliczono $rednig wartos¢ odbicia z obrazéw oryginal-
nych w programie Imagel. Bezwymiarowe wspotczynniki: odbicia i transmisji (reflektan-
cja R i transmitancja T) zwigzane sg ogélnym wzorem R =1 — T. Oznaczmy przez Ri i T:
wspotczynniki pierwszej powierzchni (zewnetrznej) soczewki, za$ przez R: reflektancje
drugiej powierzchni (wewnetrznej). Przy zatozeniu uzycia naczynia wykonanego z tego
samego materialu we wszystkich pomiarach, rejestrowany przez mikroskop sygnat odbicia
od powierzchni wewngetrznej bedzie zalezny od ilo$ci $wiatta przechodzacego przez pierw-
szg powierzchni¢ i odbitego od drugiej powierzchni Rs = C-T1-Rz = C:(1-R1) Rz, przy
czym C opisuje transmisj¢ przez pozostale elementy toru optycznego (obiektyw, naczynie)
jako statg transmitancjg, a R1 = Rz (te same materiaty po obu stronach soczewki). Dla kazdej
soczewki warto§¢ Rs obliczano jako $rednig + odchylenie standardowe z pigciu, losowo
wybranych obszaréw 5x50 um (xz), obejmujacych powierzchni¢ wewnetrzng oraz przyle-
gajace obszary PBS i1 materiatu soczewki. Wyniki, znormalizowane do 1 dla najwyzszej
warto$ci (lotrafilcon A), przedstawiono na Rysunku 22. Normalizacja wyeliminowatla jed-

nostki arbitralne sygnatu odbicia, uzyskanego przy tej samej mocy lasera.
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Rysunek 22 Znormalizowany sygnat odbicia Rs dla analizowanych soczewek kontaktowych. Stupki bledow oznaczajg
wartosci odchylenia standardowego.

Rysunek 23 przedstawia zalezno$¢ migdzy sygnalem odbicia Rs a wspotczynnikiem
zatamania $wiatla n. Wspotczynnik zatamania materiatu soczewki kontaktowej zalezy za-
réwno od rodzaju polimeru, z ktérego jest wykonana, jak i od zawartos$ci wody w materiale.
Oczekuje sie, ze wysoka zawartos¢ wody powoduje, iz n bedzie zblizony do wartosci dla
wody [291]. Mozna wiec przypuszczad, ze réznice w wartosciach sygnatu odbicia powinny
siegac ok. 40%. Jednak, jak wida¢ na Rysunku 23, roznice te sa znacznie wigksze. Wyr6z-
niajg si¢ dwa materialy soczewek — lehfilcon A oraz lotrafilcon B — oba modyfikowane
powierzchniowo (cho¢ r6znymi metodami). Co wigcej, soczewki o tym samym wspotczyn-
niku zatamania, lecz bez i z modyfikacja powierzchni, wykazuja znaczaco rézny sygnat
odbicia (lehfilcon A vs. comfilcon A oraz senofilcon A vs. lotrafilcon B). Mozna rowniez
zauwazy¢, ze w przypadku soczewek bez modyfikacji powierzchni sygnat Rs nie rézni si¢
pomie¢dzy materiatami, za to réznice pojawiajg si¢ wraz z pojawieniem si¢ modyfikacji. Ze
wzgledu jednak na ograniczong liczbe analizowanych materiatéw i charakter przedstawio-
nych danych obserwacje te majg charakter opisowy i nie stanowig podstawy do wykazania
statystycznie istotnych roznic.

Rozbieznosci migdzy wartosciami oczekiwanymi a zmierzonymi moga wynikaé
z niepewnosci pomiaréw n. Dane podawane przez producentow sg zwykle okreslane tylko
dla jednej dlugosci fali: 589 nm (linia D sodu) lub 546,1 nm (linia e rteci). Dodatkowo,
cho¢ norma ISO 18369 wymaga, by refraktometr Abbego stosowany do pomiaru » miat
doktadno$¢ 0,0005, producenci podaja wartosci jedynie z doktadnoscia do dwoch miejsc

po przecinku. Badania o wigkszej precyzji, np. interferometryczne, sa rzadkoscia [291].
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Rysunek 23 Zaleznos¢ miedzy sygnatem odbicia Rs a wspotczynnikiem zalamania swiatla n. a) wykres stupkowo-punk-
towy, b) zaleznos¢ miedzy Rs a n z dodang linig trendu liniowego.

Rysunek 24 przedstawia zalezno$¢ miedzy Rs a %H:0. Mozna zaobserwowaé
ogblng tendencje, ze im wyzsza zawartos¢ wody, tym nizszy Rs, cho¢ jedna soczewka wy-
konana z senofilcon A odbiega od tego trendu. Wspodlczynnik determinacji R? wynosi
0,8105. Przedstawione dane nie pozwalaja wigc na sformutowanie wniosku o jednoznacz-
nej zalezno$ci statystycznej migdzy zawartoscig wody a Rs. Moga natomiast sugerowac, ze
sama zawarto$¢ wody nie ttumaczy w pelni obserwowanych réznic, zwlaszcza w przy-

padku materialow poddanych modyfikacji powierzchni.

Bl

a) ' o b)
Rysunek 24 Zaleznos¢ miedzy sygnatem odbicia Rs a zawartoscig wody %H:O; a) wykres stupkowo-punktowy — os za-
wartoSci wody po lewej stronie zostata odwrocona w celu lepszego zobrazowania trendu, b) zaleznosc miedzy Rs a %H>O
z dodang linig trendu liniowego.

Teoria Maxwella-Garnetta przewiduje, ze im wigksza zawarto$¢ jednej z frakcji
w materiale kompozytowym, tym efektywny wspotczynnik zalamania $wiatta jest blizszy
wspotczynnikowi tej frakcji. Te zalezno$¢ wida¢ na Rysunku 19 — im mniejsza zawarto$¢
wody w materiale, tym wigkszy wpltyw wiasciwosci polimeru na parametry takie jak n
[292]. Wysoka zawarto§¢ wody wplywa réwniez na powierzchniowy modul Younga.
Sharma i wsp. w swoim badaniu zastosowali nowatorskg sonde AFM o zwigkszonej czu-
tosci 1 doktadno$ci do pomiaru modutu powierzchniowego wybranych soczewek Si-Hy.
Modut powierzchniowy soczewki z lehfilcon A (46+7 kPa) byt istotnie nizszy w poréwna-
niu z comfilcon A (231£51 kPa), senofilcon A (257+36 kPa) i samfilcon A (266+39 kPa)
(p <0,05) [293]. Soczewki z materiatu lotrafilcon B nie byly uwzglgdnione w badaniu.
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Rysunek 25 przedstawia zalezno$¢ migdzy Rs a modulem powierzchniowym, jed-
nak ze wzgledu na niewielka liczb¢ punktow nie mozna wyznaczy¢ wiarygodnego trendu.

BRs @Surf

007 ¢34 042 042

Y )

Rysunek 25 Zaleznos¢ miedzy sygnatem odbicia Rs a modutem powierzchniowym; a) wykres stupkowo-punktowy, b) za-
leznos¢ miedzy Rs a modutem powierzchniowym z dodang linig trendu liniowego. Surface Modulus- modut powierzch-
niowy/

2.3.  Whnioski

Mikroskopia konfokalna w trybie odbiciowym umozliwia uzyskanie obrazéw prze-
krojow soczewek kontaktowych, co pozwala na analize ich wtasciwos$ci odbiciowych. Na
podstawie wspotczynnikow zalamania $wiatta podawanych przez producentéw mozna by
oczekiwac, ze maksymalna réznica w ilos$ci odbijanego $wiatta wyniesie ok. 40%. Jednak
w przeprowadzonych pomiarach nie stwierdzono takiej zaleznosci dla badanych soczewek.
Co wigcej, soczewki o tym samym deklarowanym wspotczynniku zalamania mogg charak-
teryzowac si¢ réznymi warto$ciami odbicia. Wtasciwos$ci materialu (wnetrza soczewki),
takie jak n 1 %H-0, nie koreluja z sygnatem odbicia Rs w przypadku soczewek z modyfi-
kacja powierzchni (lehfilcon A i lotrafilcon B). Mozliwa jest natomiast korelacja z po-
wierzchniowym modulem Younga, cho¢ nalezy podkresli¢, ze moze by¢ ona niewiary-
godna z powodu ograniczonej liczby danych.

W niniejszym badaniu nie mierzono rzeczywistych wlasciwosci powierzchni socze-
wek, takich jak chropowato$¢, gdyz wymagatoby to zastosowania innych technik, np. AFM
[294]. Jednym z mozliwych kierunkéw przysztych badan moze by¢ okreslenie zalezno$ci
miedzy sygnalem odbicia a chropowatoscig powierzchni soczewki.

Uzyskane wyniki wskazuja, ze analiza sygnalu odbicia z wykorzystaniem mikro-
skopii konfokalnej w trybie odbiciowym moze ujawniaé rdéznice pomi¢dzy badanymi ma-
terialami soczewek, w tym pomigdzy soczewkami z modyfikacja powierzchni i bez niej.
Nalezy jednak podkresli¢, ze obserwacja ta ma charakter wstepny 1 opisowy, poniewaz
w niniejszym badaniu nie oceniano powtarzalno$ci metody, a wartosci RS wyznaczano
jako $rednig z pigciu losowo wybranych obszarow jednej soczewki dla kazdego materiatu.

Z tego wzgledu uzyskane wyniki nie stanowig podstawy do sformutowania statystycznie
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potwierdzonego kryterium rozrdzniania soczewek na podstawie obecno$ci modyfikacji po-
wierzchni. Mozna jednak uzna¢, Ze metoda ta ma potencjal jako narzedzie przesiewowe
w laboratoriach badawczych opracowujacych nowe materiaty i modyfikacje powierzchni
soczewek, na przyktad do wstepnej oceny czy modyfikacja powierzchni pojawita si¢ na
soczewce oraz czy obejmuje analizowany obszar. Podobna metoda zostata opatentowana
przez firm¢ Novartis, obecnie Alcon [295]. W przysztosci podejscie to moze stanowi¢ pod-
stawe do opracowania szybkiego testu wspomagajacego ocen¢ nowych materiatow i mo-
dyfikacji powierzchni soczewek, jednak wymaga to dalszej walidacji metodyczne;.

W szczegdlnosci zaobserwowano wyrazne roéznice we wlasciwosciach soczewek
z r6znymi rodzajami modyfikacji powierzchni, co moze wskazywaé na potrzebg bardziej
szczegodtowej charakterystyki miekkich soczewek kontaktowych z uwzglednieniem cech
ich warstwy powierzchniowe;j.

Wyniki potwierdzaja rowniez, ze mikroskopia konfokalna w trybie odbiciowym
moze by¢ skutecznym, szybkim i niedestrukcyjnym narzedziem do identyfikacji réznic
w powierzchniowych wlasciwosciach optycznych soczewek Si-Hy, a takze do lokalizacji
miejsc pojawiania si¢ depozytow lipidowych na ich powierzchni. Metoda ta moze zatem
wspiera¢ analiz¢ procesu adsorpcji lipidéw na soczewkach kontaktowych. Jej potencjalne
znaczenie dla oceny zmian funkcji optycznej lub komfortu noszenia soczewek ma charakter
posredni 1 wymaga dalszych badan [175]. Dodatkowo metoda odbiciowa moze stuzy¢ do
szybkiej identyfikacji potozenia powierzchni soczewki, co utatwia odpowiednie ustawienie
parametréw akwizycji w sytuacji, gdy mierzone sg inne sygnaly, na przyktad sygnat fluo-
rescencji znakowanych lipidéw. Mozliwo$¢ te¢ wykorzystano w kolejnych badaniach wia-
snych, w ktorych metoda odbiciowa pozwolita na precyzyjne ustawienie potozenia po-
wierzchni soczewki 1 doktadng akwizycje sygnatu pochodzacego z depozytow lipidowych
Z tego samego miejsca.

Nalezy jednak podkresli¢, ze opisana metoda nie ma obecnie charakteru w pekni ilo-
sciowego. Nie przeprowadzono analizy potencjalnych btedow pomiarowych ani oceny po-
wtarzalno$ci pomiardw pomig¢dzy réznymi soczewkami tego samego materialu. Z tego
wzgledu wnioski dotyczace mozliwosci réoznicowania materialow na podstawie sygnatu
odbicia nalezy traktowac jako wstepne.

Uzyskane wyniki nie powinny by¢ uogélniane na wszystkie soczewki kontaktowe. Po-
twierdzono jednak, Ze zastosowana metodyka pozwala na wykrywanie r6znic w wybranych

wiasciwosciach optycznych powierzchni soczewek przy uzyciu mikroskopii konfokalne;.
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Po tym wstgpnym badaniu konieczne sa dalsze prace, obejmujace wigksza liczbe
probek oraz oceng powtarzalnosci metody, aby potwierdzi¢ uzyteczno$¢ tego podejscia dla
innych typow soczewek.

Podsumowujac, wyniki pierwszego etapu prac pozwolily na precyzyjng kwantyfi-
kacj¢ sygnatu odbicia od powierzchni roznych materiatow Si-Hy oraz wypracowanie stan-
dardéw pozycjonowania wigzki w osi z. Wykazana w tym badaniu zmiennos¢ charaktery-
styk odbicia, wynikajgca z obecnosci powtok plazmowych oraz réznic w strukturze po-
wierzchniowej soczewek, dostarczyta niezbgdnej bazy referencyjnej. Uzyskanie tych para-
metrow byto krytyczne dla dalszych prac, poniewaz umozliwito w kolejnym kroku prawi-
dlowe ustawienie pozycji powierzchni badanej soczewki. Dopiero posiadanie tak zdefinio-
wanego ,,punktu odniesienia” pozwolilo na rzetelng oceng¢ rozmieszczenia cholesterolu

w przestrzeni 3D, co stanowilo istot¢ drugiego etapu $ciezki badawcze;j.
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3. Analiza osadow 1 dyfuzji cholesterolu w soczewkach kontakto-
wych Si-Hy z wykorzystaniem fluorescencyjne; mikroskopii
konfokalne;j

Celem badania bylo przeanalizowanie proceséw osadzania i dyfuzji cholesterolu w so-
czewkach kontaktowych Si-Hy z wykorzystaniem mikroskopii konfokalnej poprzez obser-
wacje zachowania NBD-CHL na r6znych materiatach Si-Hy, co pozwolito okresli¢ wzorce
interakcji lipidow z tymi soczewkami. Przyjeto hipoteze, Zze réznice w sktadzie chemicz-
nym materiatow oraz w zastosowanych modyfikacjach powierzchniowych prowadza do
istotnych zmian w stopniu osadzania i1 przenikania cholesterolu, a soczewki z okreslonymi
modyfikacjami wykazuja wigksza odpornos¢ na gromadzenie lipidéw i ograniczaja ich dy-

fuzj¢ w glab materiatu.

3.1. Materiaty 1 metody

3.1.1. Soczewki kontaktowe

Tabela 9 przedstawia soczewki kontaktowe wybrane do tego badania. Wszystkie
soczewki wykonano z materiatéw Si-Hy, (ISO/FDA Grupa V) i sklasyfikowane jako so-
czewki wielokrotnego uzytku — dwutygodniowe lub miesieczne. Dobdr soczewek miat na

celu objecie szerokiego zakresu materiatow Si-Hy.

Tabela 9 Soczewki kontaktowe wybrane do badania (H:O — zawartos¢ wody, CT — grubos¢ centralna, Rep — tryb
wymiany). Moc soczewek wynosita —3,00 D.

Nazwa . H:O0 CT
handlowa Material Producent (%] [mm] Rep Dodatkowe cechy
Acuvue Oasys senofilcon A Johnson & Johnson, 38 0.07 dwutygo- Technologia HYDRACLEAR®

Jacksonville, FL, USA dniowy PLUS, filtr UV klasy 1

Air Optix plus Alcon, Fort Worth, TX, Technologie SmartShield®, Hy-

Hydraglyde lotrafilcon B USA 33 0,08 fuesigezny draGlyde® Moisture Matrix

s e CooperVision, Pleasan- L Technologia Aquaform®, System
Biofinity comfilcon A ton, CA, USA 48 0,08 miesi¢gczny Neutralizacji Aberracji™
Ultra samfilcon A Bausch & Lomb, Ro- 46 0,07 miesigczny ~ Technologia MoistureSeal®

chester, NY, USA

3.1.2. Przygotowanie probek

Kazda soczewke wyjeto z roztworu opakowaniowego (blistra), a nastepnie usunigto
z jej powierzchni pozostalg ciecz za pomocg bibuly. Soczewki umieszczano w ptytce wie-
lodotkowej, przy czym kazdy dotek zawierat 2 mL roztworu PBS-NBD—-CHL z choleste-
rolem znakowanym fluorescencyjnie. W celu przygotowania roztworu PBS-NBD-CHL

fluorescencyjny analog NBD-CHL (22-(N-(7-nitrobenz-2-Oxa-1,3-diazol-4-yl)amino)-
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23,24-bisnor-5-cholen-3B-ol) firmy ThermoFisher Scientific, rozpuszczono w dimetylo-
sulfotlenku (DMSO) — réwniez z ThermoFisher Scientific — w stezeniu 10 mg w 2 mL
DMSO, uzyskujac roztwoér o stezeniu 5 mg/mL. Nastepnie roztwor ten polaczono z PBS
(pH 7,4), aby uzyskac docelowe stezenie 0,0018 mg/mL, zgodnie z badaniem Lorenz i wsp.
[218]. Nalezy zaznaczy¢, ze dodanie grupy NBD zmienia hydrofilowo$¢ [296] i rozmiar
czasteczki, co moze potencjalnie wptywac na jej zachowanie dyfuzyjne i podzial migdzy
hydrofilowe i hydrofobowe segmenty polimeréw Si-Hy. Mimo ze ta modyfikacja moze
oddzialywa¢ na wyniki, NBD-CHL byt z powodzeniem stosowany w poprzednich bada-
niach do analizy interakcji lipidow z materiatami soczewek Si-Hy, stanowiac przydatny
model do badania zachowania cholesterolu w tych uktadach [252], [255]. Powstaty roztwor
doktadnie wymieszano, aby zapewni¢ rownomierne rozmieszczenie lipidow. Dolki za-
mkni¢to zakrgcanymi nakretkami, a soczewki pozostawiono w roztworze na 21+1 h w tem-

peraturze pokojowe;j.

3.1.3. Pomiary mikroskopowe

Pomiary mikroskopowe wykonano przy uzyciu mikroskopu konfokalnego Leica
TCS SP8 w konfiguracji odwrdconej. Soczewki kontaktowe umieszczano w szalce szklane;j
o $rednicy 35 mm. Dla kazdej soczewki stosowano ten sam protokot: na dno naczynia do-
dawano najpierw 50 uL roztworu PBS, a nastgpnie soczewke umieszczano w roztworze
powierzchnig zewnetrzng do dotu. Nastepnie na soczewke nanoszono 100 pL roztworu in-
kubacyjnego PBS-NBD—-CHL. Szalka z soczewka byla umieszczana na stoliku mikro-
skopu. Schemat konfiguracji przedstawiono na Rysunku 26.

Fluorescencj¢ NBD-CHL wzbudzano wigzka lasera o dtugosci fali 488 nm, a emisje
rejestrowano w zakresie 500—550 nm przy uzyciu detektora PMT (fotopowielacza), przy
wylaczeniu trybu automatycznego wzmocnienia (autogain). Parametry obrazowania fluo-
rescencji zamieszczono w tabeli 10. Powierzchnie szkietka nakrywkowego oraz soczewki
wizualizowano $§wiattem odbitym o dtugosci fali 488 nm, ktére po przejsciu przez akusto-
optyczny rozdzielacz wigzki (AOBS) ustawiony na detekcje swiatta odbitego trafiato do
detektora PMT w zakresie widmowym 480—500 nm.
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Tabela 10 Parametry obrazowania soczewek za pomocq mikroskopu konfokalnego Leica TCS SP8

Ustawienia konfokalne

Parametr Wartos¢

Kat rotatora 0°

Tryb skanowania XyZ

Kierunek skanowania X Jednokierunkowy

Predkos$¢ skanowania 600 Hz

Powigkszenie 63x

Obiektyw HC PL APO CS2 63x/1.20 WATER

Medium immersyjne

Woda

Apertura numeryczna 1.2
Wspélczynnik zalamania 1.33
Zoom 1.23
Pinhole 111.5 pm
Pinhole Airy 1 AU
Emission Wavelength 580 nm
Frame Average 1
Line Average 2
Laser
Laser Status
405 pulsed On
Dlugos¢ Swiatla Migawka Intensywno$¢
488 nm Wiaczona 11.0364%
Detektor
Kanal Typ Aktywnos$é Wzmocnienie (Gain)  Offset
PMT 5 Kanat 5 500-550 nm  Active 796 0

W celu zlokalizowania powierzchni szkta i soczewki najpierw wykonywano skano-
wanie w trybie odbicia w plaszczyznie xz, w ktdrym o$ z byta skierowana prostopadle do
powierzchni soczewki. Fluorescencyjne czasteczki lipidow rejestrowano z powierzchni
1 wnetrza soczewki, stosujac ten sam uktad (obrazowanie przekrojowe przez soczewke). Po
zlokalizowaniu wewnetrznej powierzchni soczewki odpowiednio ustawiano gieboko$¢ ob-
razowania, a tryb skanowania zmieniano na xyz. Obrazy zbierano w zakresie 10 um po-
wyzej 1 ponizej powierzchni wewnetrznej, uzyskujac z-stack o grubosci 20 pm, sktadajacy
si¢ z 58 skandéw xy o polu 150 umx150 pm i kroku w osi z wynoszacym 0,345 um (345
nm).

Modele trojwymiarowe oraz filmy tworzono z zebranych danych przy uzyciu opro-

gramowania Leica LAS X (wersja 1.4.6 28433).
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Rysunek 26 (lewa) Schemat uktadu mikroskopu i probek, (prawa) przykiad obrazu wynikowego. Rozmiar skanu to z=150
um, x= 150 um

Aby upewni¢ si¢, ze wyniki nie sg zaburzone przez obecno$¢ wolnego barwnika,
probki kontrolne dla kazdego rodzaju materiatu soczewki inkubowano w roztworze PBS
(pH 7,4) bez dodatku NBD-CHL. Probki te poddano takim samym pomiarom fluorescencji
i odbicia jak soczewki badane. W soczewkach kontrolnych nie wykryto sygnatu autofluo-
rescencji, a pomiary odbicia nie wykazaty obecnosci zlogdw na powierzchni [266]. Po-
twierdza to, Ze zaobserwowana fluorescencja w probkach badanych wynikata z interakcji
NBD-CHL z materiatami soczewek, a nie z artefaktow spowodowanych wolnym barwni-

kiem.

3.2.  Wyniki

Rysunki 27-30 przedstawiajag wyniki pomiar6w mikroskopowych. Pokazana jest
wewngtrzna powierzchnia soczewki, a na lewych panelach widoczne sg przekroje wzdtuz
osi xz (sygnal fluorescencji). Intensywnos¢ koloru zielonego wskazuje na obecno$¢ fluo-
rescencyjnie znakowanego lipidu na powierzchni soczewki oraz jego absorpcj¢ przez ma-
terial soczewki. Zotte wykresy przedstawiajg intensywno$é fluorescencji dla kazdego po-
miaru, bez normalizacji sygnatu. Czerwone strzalki wskazujg zakres pomiaru wzdtuz osi
xyz, stuzacych nastgpnie do obrazowania modeli 3D. Pomiary xyz przedstawiono na dota-
czonych rysunkach w postaci modeli 3D (ztozenie obrazéw xy wzdluz osi z), pokazujacych
zarowno sygnaty fluorescencji, jak i odbicia. Modele 3D ilustruja lokalizacj¢ 1 wielko$¢

aglomeratow.
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b)

a)
Rysunek 27 (a) obrazy xz (150 um x 150 um) oraz (b) obrazy xyz (150 um x 20 um x 150 um) soczewki kontaktowej
wykonanej z materiatu senofilcon A.

b)

a)
Rysunek 28 (a) obrazy xz (150 um x150 um) oraz (b) obrazy xyz (150 um x 20 um x 150 um) soczewki kontaktowej
wykonanej z materiatu lotrafilcon B.

b)

a)
Rysunek 29 (a) obrazy xz (150 um x150 um) oraz (b) obrazy xyz (150 um x 20 um x 150 um) soczewki kontaktowej
wykonanej z materiatu comfilcon A.

Rysunek 30 (a) obrazy xz (150 um x150 um) oraz (b) obrazy xyz (150 um x 20 um x 150 um) soczewki kontaktowej
wykonanej z materiatu samfilcon A.
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Dla kazdej soczewki przygotowano nagrania wideo wizualizujace ruch aglomera-
tow. Kazde nagranie sklada si¢ z serii skandw xy wykonanych na kolejnych warto$ciach
z (z tego samego stosu z wykorzystanego do obrazéw 3D). Pierwsza klatka pokazuje naj-
glebszy skan wewnatrz materialu soczewki, a kazda kolejna przedstawia przesunigcie
wzdtuz osi z. Klatki zmieniajg si¢ co 0,12 s. Nagrania sg dostepne w materiatach uzupet-
niajacych. Rysunek 31 prezentuje cztery klatki z nagrania dla soczewki z senofilcon A,

obejmujace obszar 5,34 um wokot powierzchni soczewki.

b) 7= 24.07 um, t = 2.52 s

(€)z=2585um,t=3.12s (d)z=27.63 um,t=3.72s

Rysunek 31 Cztery klatki z nagrania wideo soczewki z materialu senofilcon A, przedstawiajqce cztery skany xy w réznych

pozycjach (z) oraz w roznych momentach od rozpoczecia pomiaru (t).
3.3. Ograniczenia

Chociaz niniejsze badanie dostarcza cennych informacji na temat depozycji chole-
sterolu na soczewkach kontaktowych Si-Hy, nalezy zwré6ci¢ uwage na kilka ograniczen.
Zastosowanie prostego roztworu PBS z NBD-CHL nie odtwarza w pelni ztozono$ci filmu
tzowego, ktory zawiera biatka, mucyny i elektrolity. Nowsze publikacje podkreslaja zna-
czenie stosowania bardziej ztozonego ATS, aby uchwyci¢ interakcje pomigdzy wszystkimi

sktadnikami filmu tzowego przy analizie profili depozycji [252], [253], [255]. Takie
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uproszczenie moze prowadzi¢ do wynikow, ktore nie w petni odzwierciedlaja wzorce osa-
dzania lipidow in vivo. W przyszlych badaniach nalezy zatem uwzgledni¢ ATS o bardziej
ztozonym skladzie, aby lepiej odwzorowac rzeczywista kompozycje i interakcje filmu tzo-
wego.

Soczewki byly moczone w roztworze cholesterol-PBS przez 21 godzin w warun-
kach statycznych, co nie odzwierciedla dynamicznego srodowiska oka, obejmujacego prze-
ptyw tez, mruganie i cykle wysychania. Czynniki te mogg istotnie wplywac na proces osa-
dzania lipidéw, a w tym badaniu nie zostaly uwzglednione. W przysztych eksperymentach
nalezy rozwazy¢ zastosowanie metod testowania dynamicznego, ktore lepiej symulujg wa-
runki rzeczywiste. Ponadto metoda ta nie odzwierciedla typowych cykli codziennego no-
szenia (12 h) i czyszczenia (12 h) soczewek w ciggu 2—4 tygodni. Cho¢ okres inkubacji byt
przydatny do ustalenia podstawowych wzorcéw depozycji, przyszte badania powinny obe;j-
mowac powtarzane cykle noszenia i czyszczenia w celu uzyskania bardziej klinicznie istot-
nych danych.

Z powodu powyzszych ograniczen zastosowanie kliniczne uzyskanych wynikéw
moze by¢ ograniczone. Cho¢ badanie dostarcza istotnych danych bazowych, konieczne sa
dalsze prace z wykorzystaniem bardziej ztozonych i dynamicznych modeli, aby potwier-

dzi¢ uzyskane wyniki w warunkach praktycznych.

3.4. Dyskusja

Na podstawie obserwacji intensywnosci sygnatoéw fluorescencji wzdhuz osi z mozna
stwierdzi¢, ze wiecej lipidow osadzito si¢ na wewngtrznej powierzchni soczewki (widoczne
w czesciach a Rysunkow 27-30, jako lewa krawedz zielonego zabarwienia) w porownaniu
z powierzchnig zewnetrzna. Nalezy jednak uwzgledni¢ ograniczenia mikroskopii konfo-
kalnej, szczegdlnie zwigzane z obnizong intensywnoscig sygnatlu przy obrazowaniu przez
grubsze medium, co moze by¢ dodatkowo zaburzane przez fotowybielanie wywotane lase-
rem. Ponadto, chociaz zaktadano, ze soczewka mogla przylega¢ do dna ptlytki, bardziej
prawdopodobne jest, ze unosila si¢ w roztworze, co moglo wptywaé na rozmieszczenie i
dostepnos¢ lipidow na jej powierzchni. Dla kazdej soczewki mozna zauwazy¢ obszary o
wigkszej 1 mniejszej intensywnosci, co odpowiada miejscom adhezji aglomeratow lipido-
wych do powierzchni soczewki oraz dyfuzji lipidow do jej wnetrza. Jest to rowniez wi-
doczne w modelach 3D (na krawgdziach). Wykresy intensywnosci fluorescencji pokazuja
istotne roznice w rozktadzie sygnatu. Na przyktad porownujac soczewki wykonane z com-

filcon A i1 samfilcon A, mozna zauwazyé, ze w przypadku tych pierwszych lipidy
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swobodniej dyfunduja do wnetrza materialu. Moze to wskazywac na réznice w wlasciwo-
$ciach poszczegdlnych materialow w zakresie interakcji z lipidami, mozna stad zalozy¢, ze
materiat samfilcon A stanowi wigkszg bariere dla dyfuzji lipidow niz comfilcon A. Badanie
Rex i wsp. (2018) dotyczace sktadu pierwiastkowego powierzchni soczewek Si-Hy wspiera
hipoteze, ze rdznice w sktadzie chemicznym na powierzchni, takie jak obecno$¢ krzemu,
tlenu 1 wegla, moga wptywac na sposob, w jaki lipidy, w tym cholesterol, oddzialujg i dy-
funduja przez te materiaty [297]. Podkresla to znaczenie uwzgledniania zar6wno wiasci-
wosci objetosciowych, jak 1 powierzchniowych soczewek przy analizie osadzania i dyfuzji
lipidow.

Adsorpcja lipidow na materiatach soczewek kontaktowych jest zalezna od kilku
kluczowych czynnikéw, w tym zawartosci wody, sktadu chemicznego powierzchni i struk-
tury molekularnej polimerow [298]. Wedlug niedawnego przegladu Ishihary i wsp. (2023),
interakcja pomiedzy lipidami a soczewkami Si-Hy jest w duzej mierze determinowana row-
nowaga pomigdzy wlasciwosciami hydrofobowymi i hydrofilowymi materiatu, jak row-
niez obecno$cig modyfikacji powierzchniowych majacych na celu redukcje depozycji lipi-
dow. Przyktadowo soczewki o wigkszej zawartosci wody moga wykazywac inne wilasci-
wosci adsorpcji lipidéw w poréwnaniu do tych o nizszej zawarto$ci wody, co wynika z
r6znic w ich hydrofilowos$ci. Ponadto modyfikacje powierzchni, takie jak obrobka pla-
zmowa, moga zmienia¢ sposob interakcji powierzchni soczewki z lipidami, zaréwno
zwigkszajac, jak 1 zmniejszajac ich adsorpcje [299].

Uzyskane wyniki warto odnies¢ do pracy Qiao i wsp. [255], ktorzy badali lokaliza-
cj¢ depozytow estrow cholesterolu (CE-NBD) w soczewkach Si-Hy wykonanych z mate-
riatow: lotrafilcon B, comfilcon A oraz samfilcon A, z uzyciem mikroskopii konfokalnej
po inkubacji w ATS oraz w modelu obejmujacym wielodniowe cykle ,,noszenia” i pielg-
gnacji. Autorzy wykazali, ze rozklad sygnalu fluorescencji zalezy istotnie od sktadu che-
micznego materiatu. W przypadku comfilcon A obserwowano wzglednie bardziej jedno-
rodng dystrybucje sygnalu w objetosci materiatu, natomiast w lotrafilcon B i samfilcon A
sygnal byt bardziej zlokalizowany przy powierzchniach w poczatkowych punktach czaso-
wych. Wyniki te sa kierunkowo zgodne z obserwacjami przedstawionymi na Rysunkach
27-30, gdzie dla niektorych materialow (np. comfilcon A) widoczna jest wigksza penetra-
cja sygnatu w glab struktury, podczas gdy dla innych (np. lotrafilcon B) sygnat ma bardziej
powierzchniowy charakter.

Nalezy podkresli¢, ze Qiao i wsp. zwrocili uwage na istotne ograniczenie mikrosko-

pii konfokalnej zwigzane z ttumieniem sygnalu w funkcji gltebokosci oraz potencjalng
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asymetrig intensywnosci wynikajaca z orientacji probki wzgledem obiektywu. Autorzy we-
ryfikowali ten efekt poprzez obrazowanie soczewek w odwrdoconej orientacji. W niniej-
szym badaniu zastosowano obrazowanie przekrojowe (xz) oraz z-stack w zakresie £10 pm
wokot powierzchni wewngtrznej, jednak nie wykonywano systematycznej analizy po od-
wroceniu soczewki. Aczkolwiek w badaniu opisanym w niniejszej rozprawie, powierzch-
nia wewnetrzna byla ustawiona jako kolejna, a wigc z potencjalnie wigkszymi stratami in-
tensywnosci fluorescencji, a mimo to wykazywata znacznie wigkszy sygnal.

Modele 3D ujawniaja, ze morfologia i liczba aglomeratéw na powierzchni oraz
w roztworze rdznig si¢ w zaleznos$ci od rodzaju soczewki. W wigkszos$ci soczewek aglo-
meraty lipidow s3g stosunkowo matle i przytwierdzone do powierzchni, jak pokazano na
Rysunku 31.

Nagranie, ktorego czes$¢ klatek zaprezentowano na rysunku 31, pokazuje, ze aglo-
meraty lipidow sg trwale przytwierdzone do powierzchni i pozostaja nieruchome. Zielone
okregi wskazuja, ze aglomeraty na soczewkach z senofilcon A nie przemieszczaja sig.
W materiatach uzupetniajacych mozna zaobserwowac korelacje pomiedzy lokalizacja de-
pozytow lipidowych na powierzchni a sygnatem fluorescencji z materialu soczewki.
W przypadku innych soczewek widoczne sg nieliczne lipidy unoszace si¢, oddalone od po-
wierzchni. Znaczng liczbe unoszacych sie aglomeratow mozna zauwazy¢ nad powierzchnig
soczewek wykonanych z lotrafilconu B. Moze to wynika¢ z zastosowania technologii mo-
dyfikacji powierzchni plazmowej, okreslanej przez producenta jako SmartShield. Techno-
logia ta zmienia wlasciwos$ci powierzchni soczewki 1 chroni jg przed osadami. Wczesniej-
sze badania wykazaty, ze soczewki te sg szczeg6lnie odporne na osadzanie si¢ depozytow,
takich jak cholesterol, co przypisuje si¢ tej modyfikacji [214], [256], [300]. Widoczne luZzne
aglomeraty moga sugerowac, ze beda one latwiejsze do usunigcia podczas pielegnacji i
czyszczenia soczewek przez uzytkownika.

Réznice w zachowaniu dyfuzji lipidow obserwowane w r6znych soczewkach rodza
istotne, ale nierozstrzygni¢te pytanie: czy korzystniejsze jest, aby soczewka charakteryzo-
wala si¢ wysoka dyfuzyjnoscig i akumulowata lipidy wewnatrz swojej struktury, czy tez
niska dyfuzyjnoscia, z lipidami gldwnie na powierzchni?

Z jednej strony lipidy gromadzace si¢ na powierzchni soczewki moga negatywnie
wplywac na jej zwilzalno$¢ i potencjalnie prowadzi¢ do destabilizacji filmu tzowego. Po-
wierzchniowe agregaty lipidéw moga rowniez zwicksza¢ prawdopodobienstwo narastania

osadoéw. Z drugiej strony lipidy, ktére dyfunduja do wnetrza materiatu soczewki, moga
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wplywac na jej wlasciwosci objetosciowe, takie jak przepuszczalnos¢ tlenu, transmisyjnosé
$wiatla czy zawarto$¢ wody.

Na obecnym etapie nie mozna jednoznacznie stwierdzi¢, ktory z tych scenariuszy
jest bardziej niekorzystny dla jakosci uzytkowania soczewek. Zaréwno akumulacja lipidéw
na powierzchni, jak i ich nasycenie wewnatrz materiatu stanowig odrebne wyzwania wy-
magajace dalszych badan.

Dodatkowe materiaty uzupetniajace, w tym trojwymiarowe modele oraz nagrania
obrazujace ruch aglomeratow lipidowych, sa dostepne online i s3 gotowe do pobrania z re-
pozytorium [301]. Udostepnione pliki umozliwiaja szczegdlowe zapoznanie si¢ z prze-
strzenng dystrybucja depozytow lipidowych oraz dynamika ich zachowania na powierzchni
1 wewnatrz badanych soczewek, co stanowi istotne uzupekienie wynikow przedstawio-

nych w niniejszym opracowaniu.

3.5. Wnioski

Badanie uwidocznito dyfuzje i osadzanie si¢ lipidow na powierzchniach oraz we-
wnatrz materiatow réznych soczewek Si-Hy, wskazujac na zmienno$¢ interakceji lipidow
w zalezno$ci od rodzaju materiatu soczewki.

Wykazano r6znice w zachowaniu lipidow na powierzchni soczewki i ponad nig, co
potwierdza obecnos¢ i rolg zmodyfikowanej powierzchni soczewek Si-Hy.

Praca ta przyczynia si¢ do lepszego zrozumienia mechanizméw osadzania i pene-
tracji lipidow w materiatach Si-Hy w warunkach in vitro. Uzyskane wyniki moga stanowi¢
podstawe do dalszych badan taczacych obserwacje mikroskopowe z parametrami klinicz-
nymi, takimi jak komfort noszenia czy stabilno$¢ filmu tzowego, jednak w niniejszym pro-
jekcie nie oceniano bezposrednio tych aspektow.

Zrbéznicowany poziom absorpcji oraz obserwowane roznice morfologiczne migdzy
materialami soczewek moga stanowi¢ podstawe do opracowania nowych projektow socze-
wek 1 rozwigzan pielegnacyjnych, ukierunkowanych na minimalizowanie depozycji lipi-
dow.

Podsumowujac drugi etap prac, opracowana procedura pozwolita na skuteczne zma-
powanie przestrzennego rozktadu cholesterolu wewnatrz matrycy Si-Hy po procesie inku-
bacji. Uzyskane profile intensywnosci oraz modele 3D dostarczyly informacji o roznicach
w penetracji lipidow dla poszczegdlnych materiatéw w stanie ustalonym.

Mimo tych osiagni¢¢, badanie ujawnito istotne ograniczenia stosowanej metodyki. Sta-

tyczna natura pomiaréw uniemozliwita precyzyjng ocen¢ samego momentu inicjacji
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adsorpcji oraz $ledzenie dynamiki tworzenia si¢ aglomeratow w pierwszych sekundach
kontaktu soczewki z roztworem lipidowym. Ponadto, ograniczone pole widzenia standar-
dowego mikroskopu konfokalnego utrudniato analiz¢ rzadszych zdarzen powierzchnio-
wych, co moglo rzutowa¢ na reprezentatywnos¢ wynikow ilosciowych. Te zidentyfiko-
wane bariery staly si¢ bezposrednim bodzcem do podjecia trzeciego etapu badan. Wyma-
gato to przeniesienia eksperymentu na platform¢ o znacznie wyzszej rozdzielczo$ci czaso-

wej 1 przestronniejszym polu obrazowania — mikroskop z wirujagcym dyskiem Yokogawy.
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4. Nowa metoda obrazowania procesow osadzania na powierzchni
oraz transportu lipidow w matrycy soczewek Si-Hy in vitro.

Osadzanie si¢ lipidow na soczewkach Si-Hy stanowi istotny problem praktyczny, po-
tencjalnie wptywajacy na komfort uzytkowania oraz wlasciwosci optyczne i fizykoche-
miczne soczewek, jednak dotychczasowe techniki badawcze w wiekszo$ci pomijaty po-
czatkowe etapy interakcji lipidow z powierzchnig i wn¢trzem materiatu. W niniejszym ba-
daniu opracowano nowatorskg metode¢ obrazowania z wykorzystaniem mikroskopii konfo-
kalnej z wirujacym dyskiem (spinning disc), umozliwiajaca rejestracje w czasie rzeczywi-
stym procesow adhezji i transportu cholesterolu do wngtrza materiatu, od momentu pierw-
szego kontaktu lipidu z soczewka. Celem badania byto zastosowanie tej metody do analizy
zachowania cholesterolu, a docelowo rdwniez innych lipidéw, na powierzchni i w matrycy
r6znych materiatéw Si-Hy, a hipoteza zaktadata, ze r6znice w sktadzie chemicznym i mo-
dyfikacjach powierzchni soczewek determinuja tempo oraz charakter jego depozycji i pe-
netracji, mozliwe do uchwycenia juz w poczatkowej fazie kontaktu.

Uzyskane wyniki majg istotne znaczenie dla gléwnego celu rozprawy, poniewaz po-
twierdzaja, ze mikroskopia konfokalna z wirujagcym dyskiem moze stanowi¢ skuteczne na-
rz¢dzie do badania wezesnych etapow interakcji lipidow z powierzchnig i wngtrzem socze-
wek Si-Hy. Mozliwos¢ rejestracji dynamiki tworzenia si¢ aglomeratéw oraz ich dalszego
transportu do wnetrza materiatu stwarza podstawe do lepszego zrozumienia mechanizméw
osadzania si¢ cholesterolu, co moze mie¢ znaczenie w konteks$cie kolejnych badan ocenia-
jacych wptywu ztogoéw lipidowych na wlasciwosci fizykochemiczne i komfort noszenia
soczewek. Opracowana metodyka moze by¢ w przysztosci wykorzystana do projektowania
nowych materiatow i powtok o zwiekszonej odpornosci na depozycje lipidéw oraz do two-
rzenia modeli predykcyjnych, uwzgledniajacych zachowanie lipidow w warunkach zblizo-

nych do in vivo.

4.1. Materialy 1 metody

4.1.1. Soczewki kontaktowe

Tabela 11 przedstawia zestawienie soczewek kontaktowych wykorzystanych w ba-
daniu, z ktorych wszystkie wykonane sg z materiatéw Si-Hy sklasyfikowanych w grupie V
ISO/FDA. Doboér obejmuje zaréwno soczewki dwutygodniowe, jak i miesi¢czne, wybrane

w celu uwzglednienia szerokiego zakresu wlasciwo$ci materiatéw Si-Hy.
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Tabela 11 Soczewki kontaktowe wybrane do badania (H:0 — zawartos¢ wody, CT — grubos¢ centralna, Rep — tryb wy-
miany). Moc optyczna soczewek wynosita —3,00 Dptr.

Nazwa
Material Producent Iizo cT Rep Dodatkowe cechy
handlowa [%o] [mm]
Johnson & John- .
g?sw:e senofilcon A son, Jacksonville, 38 0.07 dDI:?;l\g]gO_ IES\S}I(I;;)iogll a Hydraclear® Plus, filtr
Y FL, USA Y Y
s CooperVision, Ple- . Technologia Aquaform®, System
Biofinity comfilcon A asanton, CA, USA 48 0-08 Miesigezny neutralizacji aberracji™
. . CooperVision, Ple- L Technologia AquaGen™, Advanced
Clarity Elite somofilcon A asanton, CA, USA 56 0.07 Miesieczny Edge Technology
Bausch & Lomb, . ST .
Pure Vision 2 balafilcon A Rochester, NY, 36 0.07 Miesigczny ng.h Definition . Optics, Techno-
logia ComfortMoist™
USA
Bausch & Lomb,
Ultra samfilcon A Rochester, NY, 46 0.07 Miesigczny ~ Technologia MoistureSeal®

USA

4.1.2. Przygotowanie probek

Aby zapewni¢ spojne warunki do analizy osadzania si¢ lipidow soczewki kontak-
towe przygotowano wedtug ponizszego protokotu. Najpierw kazda z nich wyjeto z blistra
1 przeniesiono do pojemnika wypetionego 5 mL PBS, aby usuna¢ pozostatosci ptynu opa-
kowaniowego. Proces ptukania trwal 30 minut.

Nastepnie kazda soczewke zanurzono w 2 mL PBS zawierajacego nanomolowe stg-
zenie barwnika fluorescencyjnego Atto 847 na 30 minut w temperaturze 36°C. Tempera-
tura ta zostata wybrana, aby jak najdoktadniej odtworzy¢ warunki fizjologiczne ludzkiego
oka, optymalizujac warunki osadzania lipidow.

Jako modelowy lipid wybrano NBD-CHL (22-(N-(7-nitrobenz-2-oxa-1,3-diazol-4-
yl)amino)-23,24-bisnor-5-cholen-3B-ol; ThermoFisher Scientific), poniewaz cholesterol
byl najczesciej badanym lipidowym sktadnikiem osadéw na soczewkach kontaktowych
[179], [205], [208], [209], [252], [265]. W celu przygotowania roztworu PBS—-NBD—CHL,
fluorescencyjny analog NBD-CHL rozpuszczono w DMSO, réwniez ThermoFisher Scien-
tific) w stezeniu 10 mg w 2 mL DMSO, uzyskujac roztwor o stgzeniu 5 mg/mL. Nastepnie
polaczono go z PBS (pH 7,4), aby uzyska¢ docelowe stezenie 0,0036 mg/mL. W rezultacie
koncowe stezenie DMSO w roztworze roboczym wynosito 0,072% (v/v). Tak niskie steze-
nie nie powinno wplywac na integralnos¢ soczewki, zachowanie dyfuz;ji lipidéw ani jako$é

sygnatu fluorescencyjnego w warunkach zastosowanych w eksperymencie.

4.1.3. Pomiary mikroskopowe

Aby przygotowac soczewki kontaktowe do obrazowania, wykonano nastgpujace

kroki:

108



1. Aplikacja PBS: Na szkielko pomiarowe naniesiono 50 pL PBS, aby stworzy¢
uwodniong powierzchnig¢ i ustabilizowac soczewke.

2. Umieszczenie i stabilizacja soczewki: Soczewke kontaktowg umieszczono na
szkietku wewnetrzng powierzchnig skierowang ku gorze, aby odtworzy¢ fizjo-
logiczng orientacj¢ w stron¢ filmu lzowego oraz utworzy¢ stabilny rezerwuar
dla fazy wodnej podczas obserwacji. Dodano dodatkowe 50 pL. PBS, aby so-
czewka pozostata nawilzona i stabilna w trakcie obrazowania.

3. Ustawienie mikroskopu: Mikroskop zostal ustawiony i wyostrzony na we-
wnetrzng powierzchni¢ soczewki w celu uzyskania optymalnej jakosci obrazu,
wykorzystujac sygnat z barwnika Atto 847.

4. Dodanie roztworu NBD-CHL: Do uktadu dodano 50 uL PBS zawierajacego
NBD-CHL, uzyskujac koncowe stezenie lipidéw w obszarze testowym wyno-
szace 0,0018 mg/mL, co $cisle odpowiada wartosci podanej przez Lorenza i
wsp. [218]. Stezenie to wybrano na podstawie wczesniejszych badan, aby sku-
tecznie zobrazowac interakcje lipidow z materiatem soczewki [263].

Cate obrazowanie prowadzono w statej temperaturze 36°C, aby odtworzy¢ fizjolo-

giczne warunki powierzchni oka.

Obrazy rejestrowano przy uzyciu odwroconego mikroskopu Axio Observer Z.1
(Carl Zeiss) wyposazonego w jednostke wirujacego dysku CSU-X1 (Yokogawa), kamere
Prime BSI EMCCD (Teledyne Photometrics) oraz obiektyw 63%/1.2 z immersja wodna
(Carl Zeiss). Fluorescencje soczewki (Atto 847) w kanale dalekiej czerwieni wzbudzano
laserem o dtugosci fali 640 nm i detekowano w zakresie 575—-625 nm, natomiast fluore-
scencj¢ NBD-CHL w kanale zielonym wzbudzano laserem 488 nm i detekowano w zakre-
sie 500-550 nm.

Aby oceni¢ interakcje cholesterolu z powierzchnig soczewki, rejestrowano seri¢
czasowg obrazow w uktadzie siatki 3x3 p6l widzenia (kazde 376x258 um, co stanowi ok.
0,09% catkowitej powierzchni soczewki), z rozmiarem piksela 86x86 nm. Obrazy wyko-
nywano co 3,3 sekundy. Pozycj¢ w osi z dostosowywano na podstawie sygnatu z kanatu
dalekiej czerwieni (barwnik Atto 847), aby zapewni¢ obrazowanie tuz nad powierzchnia
soczewki. Umozliwialo to wizualizacj¢ przylaczania si¢ lipidow od momentu ich pierw-

szego kontaktu z soczewka. Parametry akwizycji przedstawiono w tabeli 12.
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Tabela 12 Ustawienia akwizycji fluorescencji w mikroksopie Zeiss Spinning Disc

Parametr Wartos¢

Obiektyw C-Apochromat 63x/1.20 W Korr UV VIS IR
Optovar 1,0x Tubelens extended
Reflektor brak

Metoda kontrastu fluorescencja

Zrédlo $wiatta AOTF1.LaserLine2
Intensywno$¢ Zrodla Swiatla 10,00 %

Dlugos¢ fali o§wietlenia 487-489

Kolor kanalu zielony

Dlugos$¢ fali wzbudzenia 493

Dlugosé fali emisji 517

Efektywna apertura numeryczna (NA) 1,2

Urzadzenie obrazujace

PrimeBSI left

Adapter kamery

1,2x EMCCD Camera Adapter

Czas ekspozycji 50 ms
Glebokosé ogniskowania 0,96 um
Grubosé sekeji optycznej 1,39 pm

Tryb binningu

1,1

Kazdy pomiar trwat 15 minut, co pozwalato na ciaggla obserwacj¢ przylaczania si¢
aglomeratow lipidowych do powierzchni soczewki. Zmiany intensywnosci fluorescencji w
obserwowanym obszarze dostarczaty informacji o rozmieszczeniu i transporcie choleste-
rolu na powierzchni soczewki i w jej matrycy. Po wstepnej obserwacji interakcji po-
wierzchniowej wybierano najbardziej wyrazne aglomeraty lipidowe do szczegoétowych
skanow wzdluz osi z. Umozliwiato to poglebiong analize zachowania lipidow na po-
wierzchni i wewnatrz soczewki, $ledzenie ich transportu do wnetrza oraz rozktadu na po-
wierzchni.

Komore obrazujaca zamknigto, aby ograniczy¢ parowanie. Nie zaobserwowano wi-
docznej zmiany objetosci kropli w trakcie 15-minutowych sesji obrazowania, a st¢zenie
lipidow uznawano za stale przez caty eksperyment.

Lacznie przeanalizowano 10 soczewek kontaktowych (po dwie z kazdego testowa-
nego materiatu). Dla kazdej soczewki przygotowano film przedstawiajacy zmiany inten-
sywnosci fluorescencji na powierzchni, uwidaczniajacy miejsca powstawania ztogdw lipi-
dowych. Dodatkowo wykonano skan fluorescencyjny powierzchni soczewki, aby zmapo-

wac miejsca osadzania si¢ aglomeratow lipidowych.

4.2.  Wyniki i dyskusja

Wigkszo$¢ przyktadowych obrazéw przedstawionych w niniejszej pracy pochodzi
z obrazowania soczewek comfilcon A i stuzg one wytacznie do zilustrowania mozliwosci
nowo opracowanej metody wizualizacji. Wnioski wyciagniete z badan odnosza si¢ do
wszystkich testowanych typoéw soczewek, a petne zestawy danych dla wszystkich pomia-

réw dostgpne s3 w repozytorium wskazanym w opisach rysunkow.
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Rysunek 32 przedstawia trzy przyktadowe obrazy sygnatu fluorescencji w plasz-
czyznie powierzchni soczewki (plaszczyzna xy). Intensywnos¢ w kazdym pikselu jest pro-
porcjonalna do ilo$ci zgromadzonego lipidu. Widoczna jest dynamika powstawania i zani-
kania aglomeratow (klastréw). Ustawienia czuto$ci fotopowielacza umozliwiaja wizuali-
zacj¢ aglomeratow o roznych rozmiarach, dajacych sygnaty o r6znej intensywnosci. Dzigki
zastosowaniu wirujacego dysku Yokogawy mozliwe byto obserwowanie ruchu lipidow tuz
nad powierzchnig soczewki, ich przemieszczania si¢ po niej oraz przylaczania, zgodnie
z metodologia przedstawiong w czgsci 4.1.3 niniejszego rozdzialu. Analiza pomiaré6w wy-
konanych dla ré6znych materiatow, a takze dla réznych soczewek wykonanych z tego sa-
mego materiatu, nie ujawnita jednoznacznych wzorcoéw, co sugeruje, ze proces adhezji li-
pidow jest zlozony i zalezy od wielu czynnikdw. Zmienny rozmiar agregatéw lipidowych

wydaje si¢ rowniez wpltywac na rozleglo$¢ ztogdéw na powierzchni soczewki.

a) b) c)
Rysunek 32 Sygnat fluorescencji w plaszczyznie powierzchni soczewki (comfilcon A). Czas od rozpoczecia pomiaru:
a)t=07m:28s:577, b) t = 08m:125:635, c) t = 14m:48s:269. Rozmiar obrazow: 617 um x 424 um. Litery pokazane na
rysunku c) oznaczajq aglomeraty wybrane do dalszej wizualizacji. Wszystkie klatki dla soczewek z tabeli 11 dostgpne sq
online w repozytorium [302].

Uzyskana seria klatek w ptaszczyznie xy umozliwia tréjwymiarowg wizualizacje
procesu odktadania cholesterolu. Rysunek 33 przedstawia klatki z serii dla soczewki com-
filcon A (tej samej co na Rysunku 32), lecz pokazuje tylko dwa rozne klastry. Wigkszos¢
aglomeratow gromadzi si¢ w postaci kulistych skupisk o najwyzszym st¢zeniu lipidow
w centrum, co wskazuje na pojawienie si¢ w tym miejscu pojedynczego aglomeratu lipi-
dow (Rysunek 33 b); jednak w niektorych przypadkach dwa lub wigcej aglomeratow na-
ktada si¢ na siebie, jak to przyktadowo obrazuje Rysunek 33 a. Ponadto, poniewaz chole-
sterol jest praktycznie nierozpuszczalny w wodzie, nowe zlogi cholesterolu lokalizujg si¢
glownie w miejscach wezesniejszych ztogdw, co imituje analogiczny proces w wolnej cie-
czy, wynikajacy z wysokiej zawartosci wody w soczewkach. Moze to rowniez wyjasniac,
dlaczego klinicznie mozna zaobserwowac duze ztogi lipidow. Niezaleznie od odkladania
si¢ cholesterolu, transport tego lipidu do soczewki jest kontynuowany. Jesli sygnal fluore-
scencyjny na powierzchni soczewki wzrasta wraz z uptywem czasu, oznacza to, Ze proces

odktadania si¢ jest dominujacy w stosunku do transportu.
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a) b)
Rysunek 33 Trojwymiarowa wizualizacja pojedynczej klatki na podstawie sygnatu fluorescencji w ptaszczyznie Xy dla
dwoch roznych aglomeratow (comfilcon A). a) aglomerat A z Rysunek 32 ¢, t = 09m:20s:297, widoczne dwa potgczone
aglomeraty b) pojedynczy aglomerat B z Rysunek 32 ¢, t = 14m:58s:269. Os z wskazuje site sygnatu, na osiach x,y przed-
stawione sq piksele gdzie rozmiar 1 piksela to 0,086 um. Animacje dla wszystkich soczewek z tabeli 7 dostepne sq online
w repozytorium [302].

Cecha, ktora moze wzbogaci¢ analiz¢ procesu odktadania lipidéw, jest zmienno$é
w czasie rozmiaru pojedynczego aglomeratu na powierzchni soczewki. Rysunek 34 przed-
stawia wykresy powierzchni aglomeratu w plaszczyznie powierzchni soczewki, mierzone;j
jako liczba punktow, w ktorych intensywno$¢ sygnatu fluorescencji nie jest mniejsza niz
potowa maksymalnej intensywnos$ci dla tego fragmentu skupiska. Aby wyeliminowac
wplyw szumu przy stabych sygnalach, 0§ czasu zaczyna si¢ w momencie pojawienia si¢
pierwszego ztogu. Pokazano dwa rézne przypadki: na Rysunku 34 a rozmiar ulega fluktu-
acjom, co oznacza, ze cze$¢ aglomeratu oddziela si¢ od skupiska; na Rysunku 34 b tempo
depozycji przewyzsza tempo infiltracji, co oznacza, ze na powierzchni odktada si¢ wiece;j

cholesterolu niz jest transportowane do wngtrza soczewki.
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Rysunek 34 Zmiana rozmiaru aglomeratow w funkcji czasu (comfilcon A). a) aglomerat B z Rysunku 32, b) aglomerat C
z Rysunku 32

Rysunek 35 przedstawia przyktadowe trojwymiarowe widoki wybranych aglome-
ratoéw cholesterolu na koncu akwizycji w dwoch przypadkach. Widok ten pokazuje prze-
strzenng strukture aglomeratu. Powierzchnia soczewki odpowiada obszarowi o najwyzszej
intensywnosci ztogu. Metoda ta pozwala zobrazowa¢ zar6wno morfologi¢ ztogu lipido-

wego, jak 1 wzoOr rozprzestrzeniania si¢ lipidow do wnetrza soczewki. Soczewka
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z balafilcon A wydaje si¢ mniej oleofobowa niz z senofilcon A, co wynika z wigkszej liczby

mniejszych skupisk na powierzchni.

b)
Rysunek 35. Trojwymiarowe widoki sygnatu fluorescencji wybranych aglomeratow cholesterolu, gdzie mapa kolorow
oznacza potozenie wokseli w osi z. a) balafilcon A, b) senofilcon A. Wszystkie widoki 3D zobrazowanych aglomeratow
dostepne sq online w repozytorium [302].

Rysunek 36 przedstawia przekroj (ptaszczyzna xz) wybranego aglomeratu. Pozwala
to na precyzyjniejsze $ledzenie zmian w rozktadzie lipidow wewnatrz soczewki. Ponadto
znajomos¢ czasu i wielko$ci ztogdw umozliwia badanie zaleznosci i réznic pomigdzy ma-

terialami stosowanymi w r6znych soczewkach.
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a) I b) I

Rysunek 36 Przekroje w plaszczyznie xz sygnatow fluorescencji: a) balafilcon A, b) senofilcon A. Wszystkie przekroje
zobrazowanych aglomeratow dostepne sq online w repozytorium [302].

Na podstawie przekrojow mozna analizowa¢ profil intensywnosci fluorescencji
w matrycy soczewki. Rysunek 37 przedstawia przykladowe charakterystyki profili inten-
sywnosci dla dwoch aglomeratéw wybranych we wezesniejszej czgsci pomiaru. Kazda cha-
rakterystyka przedstawia profil wzdtuz centrum aglomeratu, co pozwala na analiz¢ trans-
portu lipidow do wnetrza soczewek, obejmujacego m.in. dyfuzje, osmoze i sity kapilarne.
W szczegdlnosci mozliwe jest okreslenie parametrow dyfuzji. W Tabeli 13 obliczono po-
tozenie z, w ktorym sygnat fluorescencji spada do 50% wartosci maksymalnej (depth50%).
Poniewaz pomiary profili wykonano po réznych czasach od poczatku adhezji aglomeratéw
(tadh), glebokos¢ =zostala roéwniez przeliczona dla tego samego czasu 240 s
(depth50%,240), przy zatozeniu liniowego modelu dyfuz;i.

Po przeliczeniu warto$¢ depth50%,240 rézni si¢ nawet dla soczewek wykonanych
z tego samego materiatu. Oznacza to, ze proces transportu nie moze by¢ opisany prostym
liniowym modelem dyfuzji liniowe;j.
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Rysunek 37 Przykladowe profile intensywnosci fluorescencji dla dwoch soczewek wykonanych z réznych materiatow.
Charakterystyki zmierzono odpowiednio po 522 s dla senofilcon A i po 357 s dla balafilcon A od momentu adhezji aglo-
meratu lipidowego. Zakresy osi z zostaty dobrane tak, aby zaczynaly si¢ w tym samym miejscu na powierzchni soczewek.
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Tabela 13 Analiza infiltracji lipidow w soczewkach kontaktowych.

Material/prébka tadh [s] depth50% [um] depth50%,240 [um]

senofilcon A/1 277 2,84 3,28
senofilcon A/2 522 4,73 10,29
comfilcon A/1 647 3,10 8,36
comfilcon A/2 557 1,81 4,20
somofilcon A/1 275 1,81 2,07
somofilcon A/2 662 1,46 4,03
balafilcon A/1 522 1,72 3,74
balafilcon A/2 727 1,98 6,00
samfilcon A/1 860 2,15 7,70
samfilcon A/2 762 2,41 7,65

4.3. Ograniczenia badania 1 propozycja udoskonalen

Nalezy zauwazy¢, ze wprowadzenie grupy NBD moze zmieni¢ hydrofilowo$¢ i roz-
miar czasteczki cholesterolu, co potencjalnie wptywa na jego zachowanie dyfuzyjne w ma-
teriale Si-Hy. Cho¢ te modyfikacje moga nieznacznie oddzialywac¢ na dynamike interakcji,
NBD-CHL pozostaje wiarygodnym modelem do badania zachowania cholesterolu w ma-
teriatach soczewek kontaktowych, co wykazano we wcze$niejszych pracach [263].

Zastosowanie prostego roztworu PBS z NBD-CHL nie odzwierciedla w pelni zto-
zonego filmu tzowego, ktory zawiera biatka, mucyny i elektrolity. Co istotne, wolny cho-
lesterol stanowi jedynie niewielkg czgs¢ lipidow tzowych. Ponadto, nowsze publikacje
podkreslaja znaczenie stosowania bardziej ztozonego ATS, aby uchwycié¢ interakcje po-
miedzy wszystkimi sktadnikami filmu tzowego przy prezentowaniu profili depozycji [252],
[253], [255]. Takie uproszczenie moze prowadzi¢ do wynikow, ktore nie w petni odzwier-
ciedlajg wzorce odkladania si¢ lipidéw in vivo. W przysztych badaniach nalezy zastosowaé
bardziej ztozony ATS, aby lepiej odwzorowac sktad i interakcje filmu tzowego.

Kluczowym ograniczeniem tego badania jest zatozenie, ze depozycja NBD-CHL
odzwierciedla zachowanie naturalnego cholesterolu. Wcze$niejsze prace wykazaty, ze li-
pidy znakowane NBD moga wigza¢ si¢ niezaleznie od niezwigzanego lipidu, co sugeruje
mozliwo$¢ niespecyficznych interakcji fluoroforu z materiatami soczewek [261]. Cho¢ na-
sza metoda $ledzi dynamicznie proces fluorescencyjnej depozycji, bez badan konkurencyj-
nego wigzania z nadmiarem niezwigzanego cholesterolu nie mozna w petni potwierdzi¢
swoistosci sygnatu dla cholesterolu. Ten aspekt powinien zosta¢ uwzglgdniony w przy-

sztych eksperymentach.
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Ze wzgledu na powyzsze ograniczenia, kliniczna przydatnos$¢ uzyskanych wynikéw
moze by¢ ograniczona. Chociaz badanie dostarcza istotnych danych bazowych, konieczne
sa dalsze prace z wykorzystaniem bardziej ztozonych i dynamicznych modeli, aby potwier-
dzi¢ przedstawione rezultaty w warunkach praktycznych.

Celem niniejszej pracy nie byto jednak odtworzenie petnej biochemicznej ztozono-
$ci lipidow tzowych, lecz opracowanie metodyki typu proof-of-concept, pozwalajacej $le-
dzi¢ tworzenie si¢ 1 dyfuzje agregatow lipidowych na powierzchni oraz wewnatrz soczewek
Si-Hy z wykorzystaniem mikroskopii konfokalnej z wirujagcym dyskiem. Wyniki nalezy
zatem interpretowac jako dane z modelowego uktadu, a nie badanie pordwnawcze réznych

klas lipidow fizjologicznych.

4.4. Wnioski

Metoda opracowana w niniejszym badaniu umozliwia precyzyjna obserwacje¢ przy-
taczania si¢ agregatow cholesterolu do powierzchni Si-Hy soczewek kontaktowych, po-
czawszy od pierwszego momentu kontaktu tego lipidu z soczewka. Podejscie to daje uni-
kalng mozliwo$¢ monitorowania w czasie rzeczywistym interakcji pomi¢dzy agregatami
lipidéw a powierzchnig soczewki, pozwalajac na szczegolowe sledzenie dynamiki ich od-
ktadania si¢ 1 rozprzestrzeniania.

Zalety techniki mikroskopii konfokalnej z wirujacym dyskiem Yokogawy w obra-
zowaniu komorek zywych i badaniach dynamicznych sa dobrze udokumentowane w lite-
raturze. Jej réwnolegly tryb skanowania skraca czas naswietlania pojedynczych punktow
probki, co pomaga zachowac jej integralnos$¢ [303]. Cecha ta okazala si¢ szczegdlnie przy-
datna w naszym badaniu, w ktérym wysoka rozdzielczo$¢ czasowa byta kluczowa do
uchwycenia kinetyki odktadania si¢ lipidow bez ingerencji w ich naturalne zachowanie.

Wyniki pokazaty, ze agregaty cholesterolu przytaczaly si¢ do wszystkich badanych
soczewek, cho¢ moment ich pojawienia si¢ roznil si¢ w zaleznos$ci od materialu. Zaobser-
wowano réwniez odmienne zachowania w zakresie przenikania lipidéw do matrycy so-
czewki, z wyrazng zmienno$cig pomi¢dzy materiatami. Cho¢ obliczenia oparte na linio-
wym modelu wchianiania lipidow wskazaty na réznice w dyfuzji pomiedzy typami socze-
wek, nalezy podkresli¢, ze gldownym celem tego badania nie byta analiza porownawcza
soczewek ani precyzyjne wyznaczanie wspotczynnikow dyfuzji. Skupiono si¢ na opraco-
waniu wiarygodnej metody badania interakcji lipid—soczewka od samego poczatku procesu

odktadania si¢ lipidow.
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Podsumowujac wyniki przedstawione w niniejszym rozdziale, nalezy stwierdzi¢, ze
Hipoteza I zostata potwierdzona czg¢$ciowo. Opracowana metoda z wykorzystaniem fluo-
rescencyjnej mikroskopii konfokalnej z wirujagcym dyskiem Yokogawy skutecznie pozwo-
lita na wizualizacj¢ i rejestracj¢ momentu inicjacji adsorpcji lipiddw na powierzchni socze-
wek w czasie rzeczywistym. Jednakze w zakresie roznicowania mechanizméw transportu
lipidéw w glab matrycy uzyskane wyniki miaty charakter wstepny i nie pozwolily na jed-
noznaczne oraz statystycznie istotne rozrdznienie dynamiki tego procesu pomiedzy wszyst-
kimi badanymi materiatami Si-Hy. Oznacza to, ze metoda okazala si¢ uzyteczna przede
wszystkim do jako$ciowej obserwacji wczesnych etapdw interakcji lipid—soczewka, nato-
miast ocena réznic pomi¢dzy materialami wymaga dalszych badan obejmujacych wigksza

liczbe prébek i bardziej rozbudowang analiz¢ ilo$ciowa.
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Rozdziat III. Wptyw soczewek kontaktowych Si-Hy
na grubos¢ warstwy lipidowej filmu tzowego, po ich
aplikacji

Stosowanie soczewek kontaktowych jest powszechnie wigzane z modyfikacja oraz
zaburzeniami struktury filmu tzowego [304], jednak niewiele wiadomo o zmianach zacho-
dzacych bezposrednio po ich zalozeniu, zwlaszcza w odniesieniu do LLT. Celem niniej-
szego badania byto okreslenie, czy aplikacja soczewek Si-Hy powoduje zmiang LLT oraz
czy efekt ten zalezy od wlasciwos$ci materiatowych soczewek. Dodatkowo, analizowano,
czy pie¢ minut od zatoZenia soczewek jest wystarczajace, aby warto$¢ LLT ustabilizowata
si¢, co mogtoby mie¢ praktyczne znaczenie dla klinicznej oceny filmu lzowego w czasie
dopasowywania soczewek przez specjalistow ochrony wzroku.

Weryfikacji tych zatozen shuzy Hipoteza 11, zgodnie z ktora aplikacja soczewek Si-Hy
wywotuje istotne statystycznie zmiany LLT wzgledem wartos$ci wyj$ciowych, a skala tego
efektu jest zalezna od parametrow materialowych soczewek. Dodatkowo przyjeto, ze
w ciggu pierwszych pigciu minut od zatozenia nie dochodzi do pelnej stabilizacji warstwy
lipidowej. Wyniki badania maja na celu poglebienie wiedzy na temat interakcji pomigdzy
materialem soczewki a filmem tzowym, co moze mie¢ znaczenie w projektowaniu nowych
materiatéw 1 strategii dopasowania soczewek zwigkszajacych komfort oraz bezpieczen-

stwo ich uzytkowania.

1. Materiaty 1 metody

Badanie byto prowadzone zgodnie z Deklaracja Helsinska i zostalo zatwierdzone przez
Komisje Rektora Uniwersytetu Warszawskiego ds. etyki badan z udzialem ludzi (numer

akceptacji cyfrowej: 273/2024) w dniu 29 kwietnia 2024 roku.

1.1. Soczewki kontaktowe

W badaniu wykorzystano cztery rézne soczewki kontaktowe: A (lotrafilcon B), B
(comfilcon A), T (lehfilcon A) oraz O (senofilcon A). Oznaczenia A, B, T i1 O pochodza od
pierwszych liter nazw marek: A — Air Optix, B — Biofinity, T — TOTAL30 oraz O — Oasys.
Wszystkie soczewki wykonano z materialéw Si-Hy (grupa V FDA/ISO) i zaliczaja si¢ do
soczewek wielokrotnego uzytku. Sa to produkty o ugruntowanej pozycji na rynku, r6znigce

si¢ parametrami, w szczego6lno$ci zawartoscig wody (patrz Tabela 14).
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W badaniu zastosowano soczewki o mocy —0,50 dioptrii (D), co byto najmniejsza
mocg dostepng dla wszystkich testowanych marek. Tak niska i jednakowa moc zostata wy-
brana w celu zapewnienia komfortu pacjentom podczas krotkiego czasu noszenia oraz zmi-
nimalizowania réznic w centralnej grubosci soczewek, ktoére wynikaja z mocy optyczne;.
Ograniczenie zmiennosci grubosci pozwolito zwigkszy¢ porownywalno$¢ wynikéw po-
miar6w miedzy soczewkami.

Tabela 14 Soczewki kontaktowe wybrane do badania (H:0 — zawartos¢ wody, CT — grubos¢ centralna, Rep — tryb wy-
miany). Moc soczewek wynosita —0,50 D. * wedtug danych producentow, a) modyfikacja powierzchni plazmg, b) po-
wierzchnia modyfikowana MPC (2-metakryloiloksyetylofosforylocholina).

Nazwa handlowa . H:0 CT*
/ kod badania Material Producent (%)* (mm) Rep Cechy dodatkowe
CooperVi- . .
Biofinity® (B) comfilcon A sion, Pleasan- 48 0,08 z’;zny ggﬁ;ﬂ‘ﬁ;‘i S;fgi‘}‘:}"gy’ Aberration
ton, CA, USA
Air Optix™ Plus Alcon, Fort . .
Hydraglyde™™ lotrafilcon B Worth,  TX, 33 0,08 Is‘ril;ec-zny igél;jélelgdﬁoisturZ?\SII;Itlgi(O%Z’chnoli};
(A)a) USA
Johnson & dwuty-
Acuvue® Oasys senofilcon A Johnson, 18 0.07 o dn?o- Hydraclear® Plus Technology, Filtr UV
O) Jacksonville, ’ gv klasy 1
FL, USA Y
Alcon, Fort (S\f/ewn) mie- Water Gradient Technology, Celligent®
Total30™ (T) b) lehfilcon A Worth, TX, . 0,09 . Technology, Filtr UV klasy 1, Redukcja
~100 sigczny . e
USA (pow.) $wiatfa niebiesko-fioletowego

1.2. Uczestnicy
W badaniu wzigto udziat 32 uczestnikow w wieku od 22 do 56 lat, wszyscy bedacy

pracownikami biurowymi. Czterech najstarszych uczestnikow zostalo wykluczonych
z ostatecznej analizy z powodu objawow DED, potwierdzonych podczas szczegoétowego
badania w lampie szczelinowej; ostatecznie analiza objeto 28 0s6b. Sredni wiek grupy wy-
nosit 32+7 lat, mediana wieku 32 lata (zakres: 22—46 lat). W grupie znalazto si¢ 21 kobiet
(75%) 1 7 mezczyzn (25%).

Uczestnikéw dobierano na podstawie ich zdolnosci i chgci do noszenia soczewek kon-
taktowych. Uwzgledniono zarowno osoby nigdy wczesniej nienoszace soczewek (neofici),
jak 1 statych uzytkownikow, pod warunkiem, ze w dniu badania dotychczasowi uzytkow-
nicy nie nosili soczewek. Cho¢ wiadomo, ze noszenie soczewek moze wplywac na film
tzowy [298], [304] — rowniez na warstwe lipidowa i1 funkcje gruczotléw Meiboma — liczba
czynnikow wptywajacych (np. materiat soczewki, harmonogram noszenia, czg¢stotliwosé
wymiany) jest znaczna. Dlatego w badaniu priorytetowo traktowano ocene kliniczng

w lampie szczelinowej zamiast wykluczania uczestnikow na podstawie historii noszenia
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soczewek. Podejscie to odzwierciedla codzienng praktyke kliniczng, w ktorej dopasowanie
soczewek opiera si¢ na aktualnym stanie powierzchni oka. Ponadto w literaturze brakuje
jednoznacznych danych na temat adaptacji powierzchni oka do noszenia soczewek kontak-
towych, zwlaszcza w kontekscie warstwy lipidowej [298], [304]. Nie wprowadzano ogra-
niczen dotyczacych czasu wczesniejszego noszenia soczewek, zastosowanych materiatow
ani harmonogramoéw wymiany, poniewaz celem badania nie bylo porownywanie dlugoter-
minowych odpowiedzi oka w tych podgrupach. W przysztych badaniach mozna bedzie
uwzgledni¢ takie zroznicowanie uczestnikow.

Podczas pierwszej wizyty u kazdego uczestnika przeprowadzono szczegdétowe badanie
w lampie szczelinowej obejmujace oceng brzegdw powiek, spojowki, jakosci i ilosci filmu
tzowego oraz rogowki. Badano obecnos¢ przeciwwskazan do noszenia soczewek kontak-
towych, takich jak: objawy DED, MGD, zapalenie brzegdéw powiek, nuzyca, przekrwienie
spojowek, aktywne stany zapalne lub infekcje, obecnos¢ cial obcych oraz inne nieprawi-
dlowosci przedniego odcinka oka.

Pelna lista kryteriow wykluczenia obejmowata: kazdy stan powierzchni oka uniemoz-
liwiajacy bezpieczne noszenie soczewek (jak opisano powyzej), przebyty zabieg laserowej
korekcji wzroku, choroby rogdwki, zapalenia przedniego odcinka oka, jednooczno$¢, cu-
krzyce lub cigzg. Decyzje o wykluczeniu podejmowano zgodnie ze standardowymi profe-
sjonalnymi wytycznymi dopasowywania soczewek, w ktorych priorytet ma ocena kliniczna
1 opinia specjalisty, a nie sztywne kryteria liczbowe.

Wedhug wiedzy autorow, dotychczas nie opublikowano badan, w ktérych obserwo-
wano LLT bezposrednio po zalozeniu soczewek kontaktowych, stosujac te samag metodo-
logi¢. W zwiazku z tym przy szacowaniu wymaganej liczebno$ci proby autorzy odniesli
si¢ do wczesniej opublikowanych badan o podobnych punktach koncowych (n =20 1in =
31) [148], [305]. Dodatkowo zdecydowano o wiaczeniu uczestnikow w szerokim prze-
dziale wiekowym, aby zwiekszy¢ mozliwo$¢ uogdlnienia wynikéw. Podejscie to wiaze si¢
jednak z pewnymi ograniczeniami i dlatego badanie ma charakter pilotazowy.

Na podstawie zmienno$ci wynikOdw raportowanej we wspomnianych publikacjach za-
stosowano wspolczynnik korekcyjny, zwigkszajac szacowang liczebnos¢ proby 2—3-krot-
nie wzgledem warto$ci minimalnej wynikajacej ze wstepnych oszacowan. Takie podejscie
mialo zapewni¢ odpowiednig moc statystyczna do wykrycia istotnych zmian LLT, a jed-
noczes$nie uwzgledniato fakt, ze analiza obejmowata oba oczy kazdego uczestnika oraz po-

tencjalng zmienno$¢ migdzyoczna.
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1.3. Pomiary LLT

LLT oceniano za pomocg urzadzenia IDRA (Rysunek 38), ktore w jednej sesji mierzy

LLT filmu tzowego oraz monitoruje czestotliwos¢ i jako$¢ mrugania.

Mo
el

Rysunek 38 Zdjecie urzqdzenia IDRA® Ocular Surface Analyzer, po lewej widok operatora, wraz z wynikami pomiaru
LLT, po prawej widok czaszy stuzqcej do pomiaru LLT (widok od strony pacjenta)

IDRA® Ocular Surface Analyzer jest nieinwazyjnym urzadzeniem interferome-
trycznym shuzacym do ilosciowej oceny LLT. System dziata poprzez analiz¢ kolorow oraz
wzordw interferencyjnych powstajacych w wyniku odbicia $wiatla biatego od warstwy li-
pidowej 1 wodnej filmu tzowego, przeksztalcajac je w numeryczne wartosci LLT, co do-
ktadniej wyjasniono w rozdziale I, punkt 2.4.2 niniejszej rozprawy.

Kalibracja odbywa si¢ automatycznie przed kazda sesja zgodnie z wewngtrznym
protokotem producenta. System zostat zwalidowany wzgledem innych platform interfero-
metrycznych, takich jak LipiView® II, przy czym nie wykazuje statystycznie istotnych
roznic w odczytach LLT [87]. Wszystkie pomiary w badaniu wykonywat jeden operator.

Szacowanie wysokos$ci LLT odbywato si¢ na oprogramowaniu dotagczonym do
urzadzenia przez producenta ICP for Windows v.1.8.0.509. Czerwona strzatka na rysunku
39 wskazuje obszar badania, z ktorego urzadzenie rejestruje obraz interferencyjny. Osza-
cowanie LLT przebiega pomiedzy kazdym kolejnym mrugnigciem, co mozna zauwazy¢ na
rysunku 39 za pomocg zielonych strzatek. Wynikiem badania jest tabela z zestawem da-

nych, czyli zakresu czasowego oraz wartosci LLT dla danego pomiaru.

121



Rysunek 39 Zrzut ekranu z systemu SBM Sistemi z wynikami pomiaru LLT, czerwona strzatka symbolizuje obszar pomia-
rowy, zielona wynik dla danego okresu pomiedzy mrugnieciami.

Kazdy uczestnik odbyt dwie wizyty badawcze, rozdzielone co najmniej 24-go-
dzinng przerwa. Podczas kazdej wizyty wykonywano pomiary LLT zaréwno bez soczewki
kontaktowej, jak i po jej zalozeniu. W pierwszej sesji testowano dwa materialy soczewek
kontaktowych, po jednym na kazde oko. W drugiej sesji, przeprowadzanej w innym dniu,
oceniano dwa kolejne materiaty, stosujac identyczny protokot pomiarowy. Uczestnicy nie
byli informowani o markach testowanych soczewek w poszczeg6lnych sesjach.

Dla kazdego oka stosowano ten sam schemat badania. Najpierw wykonywano po-
miar wyj$ciowy bez soczewki kontaktowej, rejestrujac LLT przez 15 sekund w celu uzy-
skania warto$ci referencyjnej. Nast¢pnie na to samo oko zaktadano soczewke kontaktowa
1 odnotowywano czas od jej aplikacji do rozpoczecia kolejnego pomiaru. Po tym wykony-
wano pieciominutowg rejestracj¢ z zatozong soczewka, podczas ktorej urzadzenie monito-
rowato LLT oraz czgsto$§¢ mrugania. Po zakonczeniu pomiaru soczewke zdejmowano,
a calg procedur¢ powtarzano dla drugiego oka.

Aby ograniczy¢ wplyw kolejnosci aplikacji soczewek na wyniki, zastosowano
zrbwnowazony schemat rotacji materialow pomigdzy uczestnikami, tak aby kazda z bada-
nych soczewek pojawiata si¢ w réznych pozycjach kolejnosci badania w catej grupie. Do-
datkowo zrownowazono kolejno$¢ pomiaréw migdzy oczami: u pierwszych 14 uczestni-
kéw badanie rozpoczynano od oka prawego, natomiast u pozostatych 14 — od oka lewego.
W badaniu uwzgledniono oba oczy kazdego uczestnika. Przyjeto takie zatozenie ze

wzgledu na opisywang w pismiennictwie zmienno$¢ migdzyoczng parametrow filmu
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tzowego, obejmujaca migdzy innymi osmolarno$¢ tez, TMH oraz TBUT [82], [306]. W
zwigzku z tym nie zakladano petnej tozsamosci wtasciwosci filmu tzowego w obu oczach
nawet w warunkach fizjologicznych. Kazde oko oceniano niezaleznie, a sposob aplikacji
soczewek ograniczal mozliwo$¢ wzajemnego wptywu efektéw obserwowanych migdzy
oczami w trakcie tej samej sesji.

Badania przeprowadzono w Alcon Training Center, mieszczacym si¢ w siedzibie Al-
con Polska. Srodowisko pomiarowe utrzymywano w temperaturze 22°C przy umiarkowa-
nym o$wietleniu. Rekrutacj¢ prowadzono droga mailowa, kierujac zaproszenia do osob
spelniajacych kryteria wlaczenia do badania. Wszystkie pomiary wykonano w lipcu i sierp-
niu 2024 roku, co pozwolito zachowa¢ mozliwie jednorodne warunki srodowiskowe i pro-

ceduralne we wszystkich sesjach.

1.4. Analiza statystyczna

Analize statystyczng przeprowadzono przy uzyciu pakietu oprogramowania TIBCO
Software Inc. (Santa Clara, CA, USA), Statistica® (system analizy danych), wersja 13.6.0
(https://www.tibco.com). Dla grupy 28 pacjentow uzyskano co najmniej 71% mocy testu
do wykrycia r6znic na poziomie co najmniej 10% przy o = 0,05. Dane ilo$ciowe podsumo-
wano z wykorzystaniem statystyk opisowych ($redniatodchylenie standardowe (SD), me-
diana oraz zakres). Dane jako$ciowe przedstawiono w postaci odsetkdw. Normalnos¢ roz-
ktadu kazdej zmiennej ilosciowej oceniano za pomocg testu Shapiro-Wilka.

Poniewaz dane nie spelniaty zatoZenia normalnosci rozktadu, do oceny réznic w LLT
przed aplikacja soczewki oraz po 1, 3 1 5 minutach od aplikacji zastosowano nieparame-
tryczny test Wilcoxona. Ze wzgledu na wielokrotne poréwnania zastosowano poprawke

Bonferroniego, a wyniki uznawano za istotne statystycznie przy p <0,017. Przyjety poziom
¢

istotnosci statystycznej obliczono korzystajac z zaleznosci >

gdzie a = 0,05, za$ Ip to

liczba porownan réwna 3.

Dodatkowo, poniewaz kazdy uczestnik miat r6zng liczb¢ pomiaréw LLT w ciagu pig-
ciominutowego okresu (odzwierciedlajaca indywidualng czestotliwo$¢ mrugania), zalez-
no$¢ miedzy zmiang LLT a czasem od zatozenia soczewki oceniano za pomocg niepara-
metrycznego testu korelacji rang Spearmana. Analize przeprowadzono oddzielnie dla kaz-
dej soczewki u kazdego uczestnika. Po uwzglednieniu wielokrotnych poréwnan istotnosé
statystyczng ustalono na poziomie p < 0,013.

Test Friedmana zastosowano w celu oceny réznic w czestotliwo$ci mrugania pomig-

dzy soczewkami. Ponadto, wspolczynnik korelacji Pearsona obliczono w celu oceny, czy
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liczba mrugnig¢ byta zwigzana ze zmianami grubo$ci warstwy lipidowej (LLT) po 5 minu-

tach oraz z wiekiem uczestnikow. Istotno$¢ statystyczng ustalono na poziomie p < 0,05.
2. Wyniki

Aby oceni¢, czy pigciominutowy odstep czasu jest wystarczajacy do oceny dopasowa-
nia soczewek, porownano zmiany LLT po jednej, trzech i pigciu minutach od aplikacji so-
czewki (Tabele 15-17).

Po 1 minucie noszenia réznice w LLT pomig¢dzy soczewkami nie byly istotne staty-
stycznie (p = 0,075) (Rysunek 39). W przypadku soczewki B nie stwierdzono istotnej roz-
nicy LLT w poréwnaniu z pomiarem wyjsciowym bez soczewki. Natomiast soczewki A,
O 1 T wykazaly istotny statystycznie wzrost LLT w stosunku do wartosci wyj$ciowej bez
soczewki (Rysunek 40)

Po 3 minutach noszenia réznice LLT pomi¢dzy soczewkami nadal nie byty istotne
statystycznie (p = 0,251) (Rysunek 41). Dla soczewek B i A wartosci LLT nie r6znity si¢
istotnie od warto$ci wyjsciowych. Natomiast w przypadku soczewek O i T odnotowano
istotny wzrost LLT (p <0,001) (Rysunek 42).

Po 5 minutach noszenia réznice LLT pomig¢dzy soczewkami rowniez nie osiagnely
istotnosci statystycznej (p = 0,162) (Rysunek 43). Soczewki A 1 O wykazaty istotny wzrost
LLT wzgledem warto$ci wyjsciowej bez soczewki, natomiast w przypadku soczewek T i B

nie zaobserwowano istotnej roznicy w poroéwnaniu z pomiarem wyjsciowym (Rysunek 44).

Tabela 15 Opisowe statystyki LLT (grubosci warstwy lipidowej): przed zatozeniem soczewki, po 1 minucie od aplikacji
soczewki, roznica w LLT (po aplikacji — przed aplikacjg), SD — odchylenie standardowe.

n=28 LLT l')ez LLT [nm] LLT roznica
soczewki [nm] [nm]
soczewka B
$rednia+SD 68,4+21,5 78,4+20,1 9,9+20,1
mediana 65,0 73,0 8,1
(min—-max) (41,7-117,7) (38,0-124,0) (=33,2-50,3)
soczewka A
$redniaxSD 66,6+18,6 83,2+19,8 16,6+17,2
mediana 66,0 77,5 13,5
(min—max) (40,8-110,1) (45,0-121,0) (-11,1-50,9)
soczewka O
$redniaSD 65,4+16,3 82,0+19,8 16,6+21,3
mediana 65,2 80,0 17,8
(min—max) (38,0-119,6) (39,0-121,0) (—44,6-57,1)
soczewka T
$rednia+SD 64,9+15,9 77,3+£18,4 12,0+14,4
mediana 63,8 71,0 8,0
(min—max) (42,1-107,1) (42,0-118,0) (-8,3-47,0)
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Rysunek 40 Wykres ramka-waqsy przedstawiajgcy rozktad roznic w LLT (grubosci warstwy lipidowej) w zaleznosci od

rodzaju soczewki po 1 minucie.
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Rysunek 41 Wykresy ramka-wagsy przedstawiajqce rozktad LLT (grubosci warstwy lipidowej) dla soczewek B, 4, O i T,
przed oraz 1 minute po zatozeniu soczewki.

Tabela 16 Statystyki opisowe LLT (grubosci warstwy lipidowej): przed zatozeniem soczewki, 3 minuty po zalozeniu so-
czewki, roznica w LLT (po zalozeniu — przed zatozeniem), SD — odchylenie standardowe.

LLT bez soczewki

n=28 LLT [nm] LLT réznica [nm]
[nm]
soczewka B
$redniaxSD 68,44+21,5 74,6£17,8 6,2+19,0
mediana 65,0 72,5 2,7
(min—-max) (41,7-117,7) (39,0-111,0) (-28,0-51,0)
soczewka A
$rednia+SD 66,6+18,6 81,4+21,3 14,8+18,9
mediana 66,0 71,0 12,8
(min—max) (40,8-110,1) (38,0-115,0) (-18,1-55,9)
soczewka O
$rednia+SD 65,4+16,3 80,1£17,8 14,7+19,5
mediana 65,2 77,5 10,5
(min—max) (38,0-119,6) (42,0-107,0) (—38,6-46.8)
soczewka T
$redniaSD 64,9159 77,6£17,4 12,6+15,9
mediana 63,8 72,5 9,7
(min—max) (42,1-107,1) (39,0-110,0) (-15,1-52,0)
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Rysunek 42 Wykres ramka-wqsy przedstawiajqcy rozkiad roznic LLT (grubosci warstwy lipidowej) w zaleznosci od typu
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Rysunek 43 Wykresy ramka-wgsy przedstawiajgce rozktad wartosci LLT (grubosci warstwy lipidowej) dla soczewek B,

A, O oraz T, przed zatoZeniem i 3 minuty po zatozeniu soczewek.

Tabela 17 Statystyki opisowe LLT (grubosci warstwy lipidowej): przed zatozeniem soczewki, 5 minut po zatoZeniu so-
czewki, roznica LLT (po zatoZeniu — przed zatoZeniem), SD — odchylenie standardowe.

LLT bez soczewki

n=28 LLT [nm] LLT réznica [nm]
[nm]
soczewka B
$rednia+SD 68,4+21,5 71,4+18,7 3,0+19,1
mediana 65,0 67,0 2,5
(min-max) (41,7-117,7) (39,0-112) (=37,2 to 46,8)
soczewka A
$redniaxSD 66,6+18,6 78,5+20,2 11,9+18,1
mediana 66,0 69,0 10,3
(min—max) (40,8-110,1) (45,0-116,0) (-21,3t051,9)
soczewka O
$redniaxSD 65,4+16,3 78,3+20,0 12,9421,9
mediana 65,2 72,5 10,0
(min—max) (38,0-119,6) (38,0-115,0) (=56,6 to 51,8)
soczewka T
$rednia+SD 64,9+15,9 71,3£18,2 6,3+18,9
mediana 63,8 69,0 2,9
(min—max) (42,1-107,1) (40,0-112,0) (=20,3 to 56,0)
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Rysunek 44 Wykres ramka-wqsy przedstawiajgcy rozktad roznic LLT (grubosci warstwy lipidowej) w zaleznosci od ro-
dzaju soczewki po 5 minutach od zatoZenia.
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Rysunek 45 Wykresy ramka-wagsy przedstawiajqce rozktad LLT (grubosci warstwy lipidowej) dla soczewek B, 4, O i T,
przed oraz 5 minut po zatoZeniu soczewki.

Aby oceni¢ korelacje miedzy zmiang LLT (po zatozeniu — przed zalozeniem so-
czewki) a czasem, obliczono wspotczynnik korelacji rang Spearmana, przyjmujac nastepu-
jaca klasyfikacje: bardzo silna korelacja (0,9-1), silna korelacja (0,70-0,89), umiarkowana
korelacja (0,40-0,69), staba korelacja (0,10—0,39) oraz brak korelacji (0—0,09). Statystycz-
nie istotne wyniki zaznaczono pogrubionym drukiem (Tabela 18).

Dla soczewki B u 17 uczestnikow stwierdzono istotng statystycznie ujemng korela-
cje (w 2 przypadkach istotng dodatnig korelacj¢), co wskazuje na konsekwentny trend
spadku LLT w czasie. Natomiast dla soczewek A, O i T istotng statystycznie ujemng kore-
lacj¢ zaobserwowano w 9 przypadkach. Istotng dodatnig korelacje stwierdzono w 2 przy-
padkach dla soczewki A, w 7 przypadkach dla soczewki O oraz w 2 przypadkach dla so-

czewki T, co sugeruje mniejsza spdjnos¢ zmian LLT.
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Tabela 18 Wspotczynnik korelacji migdzy roznicqg w LLT a czasem dla kazdego uczestnika. Pierwsza kolumna to nume-
racja uczestnikow, a r to wspotczynnik korelacji rang Spearmana. Kolor czerwony — istotna statystycznie ujemna korela-
cja, kolor zielony — istotna statystycznie dodatnia korelacja

lens B lens A lens O lens T

No, r p r p r p r p

1 -0,422  <0,001 -0,377  <0,001 0,229 0,001 0,006 0,939
2 -0,343 0,005 -0,179 0,048 0,143 0,12 0,101 0,308
3 -0,454  <0,001 -0,330  <0,001 -0,129 0,109 -0,136 0,050
4 0,132 0,102 -0,136 0,099 -0,553  <0,001 -0,124 0,147
5 -0,304 0,001 0,055 0,622 -0,423  <0,001 0,211 0,141
7 -0,649  <0,001 -0,505  <0,001 —0,011 0,878 -0,309  <0,001
8 -0,573  <0,001 0,468 0,001 0,011 0,959 —0,121 0,281
9 -0,579  <0,001 0,141 0,269 0,056 0,640 0,455 <0,001
10 -0,186 0,011 -0,571  <0,001 0,119 0,155 -0,537  <0,001
11 -0,567  <0,001 0,135 0,234 0,159 0,221 -0,172 0,133
12 -0,029 0,666 -0,005 0,952 0,377 <0,001 -0,531  <0,001
13 0,296 0,143 -0,440 0,007 0,678 <0,001 -0,200 0,704
14 0,359 <0,001 0,463 0,003 -0,228 0,027 0,140 0,402
15 -0,547  <0,001 -0,114 0,342 -0,567 <0,001 0,058 0,707
16 0,267 0,001 -0,003 0,971 -0,073 0,391 -0,271 0,001
17 0,049 0,500 0,006 0,933 0,410 <0,001 -0,104 0,109
18 -0,620  <0,001 0,060 0,344 -0,115 0,138 0,437 <0,001
19 -0,269 0,194 0,325 0,151 0,014 0,937 -0,002 0,993
21 -0,398 <0,001 0,057 0,816 0,444 0,023 -0,392 0,011
22 0,139 0,330 -0,275 0,086 0,095 0,727 0,161 0,441
23 -0,346 0,001 -0,014 0,891 -0,224 0,021 -0,832  <0,001
25 -0,258 0,001 0,123 0,228 -0,254 0,019 0,047 0,631
26 -0,448 0,002 -0,261 0,006 0,557 <0,001 -0,154 0,115
27 -0,366  <0,001 0,550 <0,001 -0,446  <0,001 -0,097 0,399
29 -0,220 0,007 0,174 0,098 -0,349 0,007 -0,070 0,487
30 0,043 0,633 -0,328 0,001 -0,540  <0,001 -0,568  <0,001
31 -0,052 0,553 -0,411  <0,001 0,138 0,151 -0,517  <0,001
32 -0,157 0,394 -0,136 0,515 0,478 0,028 0,169 0,297

Dodatkowo przeprowadzono analizg czestotliwosci mrugania, przedstawiong w Ta-
beli 19. Pomimo ze liczba mrugni¢¢ miescita si¢ w szerokim zakresie w przypadku po-
szczegblnych uzytkownikoéw soczewek, nie stwierdzono istotnych statystycznie réznic po-
migdzy soczewkami. Zaobserwowano natomiast stabg ujemng korelacje pomiedzy liczba
mrugni¢¢ a zmiang LLT po 5 minutach, z warto$ciami wspotczynnika korelacji Pearsona
w zakresie od —0,3 do —0,1 dla kazdego typu soczewki. Ponadto, w przypadku soczewek A
1 T wykazano staba dodatnig korelacje pomiedzy wiekiem a liczbg mrugnig¢ (wspotczynnik
Pearsona w zakresie od 0,1 do 0,3). Zadna z tych korelacji nie osiggneta jednak poziomu
istotno$ci statystycznej. Otrzymana wartos$¢ p jest wieksza niz przyjety poziom istotnosci

statystycznej, stad korelacja nie jest statystycznie rézna od zera.

Tabela 19 Statystyki opisowe dotyczgce czestosci mrugania. Nie stwierdzono istotnych statystycznie roznic (p = 0,710).
SD — odchylenie standardowe.

liczba mrugnieé¢ w czasie 5 minut badania

soczewka B soczewka A soczewka O soczewka T
$rednia+SD 114,9+59 100+61 104+60 100 +£64
mediana 111 94 108 80
(min—max) (25-226) (19-254) (16-246) (6-238)
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3. Dyskusja

Pomiar LLT ma istotne znaczenie w diagnostyce i ocenie DED [307], [308]. Ponadto,
soczewki kontaktowe zmieniajg i zaburzaja film tzowy. Stabilno$¢ filmu tzowego, wyra-
zona poprzez TBUT, pokazuje, ze — zgodnie z obserwacjami klinicznymi — ciensze war-
stwy lipidowe koreluja z krétszym TBUT, natomiast grubsze warstwy sg zwigzane z wigk-
szg stabilnos$cig [91], [92], [96], [97], [144], [306].

Celem niniejszego badania byto okreslenie, czy pig¢ minut po zatozeniu soczewki jest
wystarczajace do ustabilizowania si¢ LLT, umozliwiajac tym samym doktadniejsza oceng
kliniczng u uzytkownikow soczewek kontaktowych, pomimo obecnosci potencjalnych
czynnikow zakldcajacych, takich jak tzawienie odruchowe, zmienno$¢ czgstosci mrugania,
poczatkowy dyskomfort czy interakcje mi¢dzy soczewka a filmem tzowym. Ponadto po-
miary te moga dostarczy¢ cennych informacji na temat dynamiki powierzchni oka
w zwiazku z noszeniem soczewek kontaktowych. Staty spadek LLT w czasie moze wska-
zywac, ze material soczewki zaburza warstwe lipidowa, prowadzac do zwigkszonego pa-
rowania tez, a w konsekwencji — dyskomfortu u uzytkownikow soczewek.

Nieinwazyjna interferometria jest powszechnie uznawana za ztoty standard w ocenie
LLT filmu tzowego. Analiza wzordw interferencyjnych generowanych przez §wiatto odbite
od filmu tzowego dostarcza zarowno informacji jakosciowych, jak i ilosSciowych o struktu-
rze i stabilno$ci warstwy lipidowej. W niniejszym badaniu LLT oceniano przy uzyciu urzg-
dzenia IDRA, ktére mierzy grubo$¢ warstwy lipidowej filmu zowego oraz monitoruje czg-
stos¢ 1 jako$¢ mrugania. Jak wykazano w poprzednim badaniu [87], nie ma istotnej staty-
stycznie roznicy mig¢dzy wynikami pomiaréw LLT przy uzyciu urzadzen LipiView II
1 IDRA, co sugeruje, ze urzadzenia te mozna stosowac zamiennie w tym celu.

Uzyskane w badaniu warto$ci wyjsciowe LLT ($redni zakres dla grup: 64,9—68,4 nm)
sa zgodne z wczesniejszymi wynikami. Na przyktad w innym badaniu $rednia LLT mie-
rzona za pomocg LipiView® u 0s6b zdrowych wynosita 65,0£19,1 nm [77]. Zbiezno$¢ ta
sugeruje, ze uzyskane wartosci bazowe odzwierciedlaja typowe cechy warstwy lipidowej
filmu tzowego w rzeczywistej populacji kliniczne;j.

Badanie wykazato, ze zmiany LLT w czasie r6znig si¢ w zaleznosci od soczewki. Na
przyktad dla soczewki B LLT wydaje si¢ stabilizowa¢ w czasie, natomiast dla soczewek A
1 O LLT utrzymuje si¢ na poziomie okoto 10 nm wyzszym w pordwnaniu z warto$cig wyj-
$ciowa. Ponadto, porownujac liczbe mrugnie¢ miedzy réznymi soczewkami, nie zaobser-

wowano istotnych statystycznie réznic; jednak mediana liczby mrugni¢¢ byla najwyzsza
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dla soczewki B. W naszym badaniu nie stwierdzono takze istotnych statystycznie korelacji
pomiedzy liczba mrugni¢é¢ a wiekiem ani zmiang LLT po 5 minutach.

Inne badanie [307] analizowato wplyw pracy przy komputerze, noszenia soczewek
kontaktowych i stosowania sztucznych tez na film tzowy, pokazujac, Ze mimo optymalnych
wlasciwos$ci uzytej soczewki kontaktowej, prowadzita ona do obnizenia NIKBUT i cien-
szej LLT, nalezy jednak podkresli¢, ze obejmowato ono oceng filmu tzowego po dtuzszym
czasie od zalozenia soczewki kontaktowej niz w niniejszej pracy. Ponadto noszenie socze-
wek zwigkszalo entropi¢ odbitego wzoru tarczy Placido, co sugeruje, ze uzytkowanie so-
czewek kontaktowych zmniejsza LLT oraz zmienia dynamike i rozmieszczenie filmu tzo-
wego na powierzchni oka. Zaobserwowane spadki NIKBUT i1 LLT moga wynika¢ ze
zwigkszonego parowania tez, destabilizacji warstwy lipidowej wywotanej soczewka oraz
pogorszenia funkcji gruczotéw Meiboma — wszystkie te czynniki mogg wptywaé na dy-
namike filmu tzowego, mimo zastosowania soczewek o optymalnych parametrach mate-
riatowych.

Wyniki sugeruja, ze LLT moze ulega¢ fluktuacjom podczas noszenia soczewek kon-
taktowych, a okres 5 minut moze by¢ niewystarczajacy do oceny filmu tzowego po zato-
zeniu soczewki kontaktowej. Wydaje si¢ istotne wydtuzenie okresu pomiaru, aby uzyskaé
doktadniejsze i stabilniejsze dane LLT. Nawet jesli powrdt do warto$ci wyjsciowych LLT
nie zawsze jest mozliwy, stabilizacja LLT w czasie moze dostarczy¢ cennych informacji o
stanie powierzchni oka po noszeniu soczewki. Ponadto podobne pomiary nalezy przepro-
wadzaé po zdjeciu soczewki, aby oceni¢, jak LLT si¢ regeneruje, co jest szczegdlnie wazne
ze wzgledu na mozliwy zwigzek z objawami dyskomfortu.

Badanie ma pewne ograniczenia, w szczegdlnosci stosunkowo niewielka liczebnos¢
proby oraz szeroki zakres wieku uczestnikow. Niemniej jednak zaobserwowano istotng sta-
tystycznie ujemng korelacje pomiedzy zmiang LLT w czasie dla soczewki B u niemal
wszystkich uczestnikow. Podobny trend odnotowano dla soczewki T, cho¢ mniejsza liczba
uczestnikow wykazywata istotng ujemng korelacj¢. Ponadto okres obserwacji LLT w przy-
padku soczewek A i B mogl by¢ zbyt krotki. Mozliwe jest tez, ze przedzial czasowy po-
miar6w LLT byl zbyt szeroki, cho¢ Finis i wsp. nie stwierdzili istotnych zmian w ciggu
dnia pracy [309].

Wartos$ci LLT oraz kierunek ich zmian w czasie r6znily si¢ w zalezno$ci od rodzaju
soczewki. W przypadku soczewki B pieciominutowy okres obserwacji wydawat si¢ wy-
starczajacy do uchwycenia wczesnej stabilizacji badanego parametru. Dla soczewki T po-
twierdzenie takiej obserwacji wymaga jednak dalszych pomiaréw w wickszej grupie
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badanych. Natomiast w przypadku soczewek A 1 O zaobserwowane zmiany LLT sugeruja,
ze pigciominutowy okres obserwacji moze by¢ zbyt krétki do oceny wezesnej odpowiedzi

filmu tzowego po aplikacji soczewki, dlatego zasadne bytoby wydtuzenie czasu pomiaru.

4. Whnioski

Wyniki wskazuja, Zze 5 minut to niewystarczajacy czas na peing ocen¢ dopasowania
soczewki kontaktowej, zwlaszcza jezeli chodzi o jej wptyw na film 1zowy a doktadniej na
warstwe lipidowa. Wskazuje to na shuszno$¢ przyjecia czasu 10 minut jako standardu kli-
nicznego dla oceny dopasowania soczewek kontaktowych [310]. Literatura sugeruje, ze
soczewki kontaktowe przyczyniaja si¢ do spadku LLT, jednak w ciagu pierwszych 5 minut
po aplikacji obserwuje si¢ wzrost LLT. Sugeruje to, ze do wystgpienia spadku LLT po-
trzebny jest dtuzszy okres.

Poczatkowy wzrost LLT moze wynika¢ z dwoch czynnikdw. Pierwszym jest mecha-
niczny wplyw procesu aplikacji soczewki, ktory oddziatuje na powieki i zwigksza ilo$¢
meibum wydzielanego do filmu tzowego. Drugim czynnikiem moga by¢ wtasciwosci po-
wierzchni soczewek kontaktowych, ktore moga wplywac na §cienczenie warstwy wodnej,
utatwiajac rozprzestrzenianie si¢ lipidoéw na PLTF. Obserwacja zmian LLT w czasie po
zatozeniu soczewki sugeruje, ze r6zne materialy soczewek kontaktowych moga prowadzi¢

do zréznicowanego tempa spadku LLT, co potencjalnie wplywa na stabilno$¢ PLTF.
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Rozdzial IV. Wptyw osadow lipidowych na rownowa-

gowq zawartos¢ wody w soczewkach Si-Hy

Ocena wplywu osadéw lipidowych na EWC w soczewkach SI-Hy stanowi istotny ele-
ment niniejszej pracy, poniewaz dlugoterminowa stabilno$¢ uwodnienia materiatu jest klu-
czowa dla utrzymania komfortu i parametréw optycznych podczas uzytkowania. W kon-
tek§cie wezesniejszych analiz zmian w filmie fzowym, badanie to pozwala przetozy¢ ob-
serwacje kliniczne na mechanizmy zachodzace na poziomie materialu soczewki.
Weryfikacji tych zalezno$ci stuzy Hipoteza III, zgodnie z ktora obecnos¢ osadow lipido-
wych w soczewkach Si-Hy prowadzi do istotnego zmniejszenia EWC. Realizacja Celu III
zaklada zbadanie, w jaki sposob depozyty lipidowe wptywaja na uwodnienie materiatu
przy wykorzystaniu innowacyjnego inkubatora odtwarzajacego warunki fizjologiczne (35

°C, ATS, symulacja mrugania), co pozwoli na precyzyjna ocen¢ dynamiki tych zmian.

1. Materialy 1 metody

Aby zbada¢ nieodwracalng utrat¢ wody w soczewkach Si-Hy w warunkach zblizonych
do fizjologicznych, opracowano autorski inkubator do soczewek kontaktowych (CLI),
ktory symuluje mruganie oraz ekspozycje na roztwory zawierajace sktadniki filmu izo-
wego. Zaprojektowany uktad eksperymentalny mial na celu odtworzenie codziennego
uzytkowania soczewek i ocen¢ zmian w ich zawarto$ci wody. Metodyka zostata opraco-
wana tak, aby odwzorowac¢ zar6wno mechaniczne, jak i biochemiczne czynniki stresowe

istotne dla warunkoéw panujacych w oku.

1.1. Soczewki kontaktowe

Tabela 20 przedstawia przeglad Si-Hy soczewek kontaktowych uzytych w badaniu,
sklasyfikowanych wedtug ISO/FDA jako Grupa V. Wybor obejmowatl soczewki do dwu-

tygodniowej i miesigcznej wymiany.
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Tabela 20 Soczewki kontaktowe uzyte w badaniu. Moc optyczna soczewek wynosita —3,00 dptr. H20 — zawartos¢ wody;
CT — grubosc¢ centralna; Rep — tryb wymiany; MPDMS = monofunkcyjny polidimetylosiloksan; DMA = N,N-dimetyloa-
kryloamid; HEMA = hydroksyetylometakrylan;, TEGDMA = tetraetylenoglikolodimetakrylan; PVP = poliwinylopiroli-
don; NVP = N-winylopirolidon; VMA = N-winyl-N-metyloacetamid; IBM = izobornylometakrylan; TAIC = 1,3,5-trial-
Wylo-1,3,5-triazyno-2,4,6(1H,3H,5H)-trion; M3U = bis(metakryloiloksyetyloiminokarboksyetoksypropyl)-poli(dimetylo-
siloksan)-poli(trifluoropropylo-metylosiloksan)-poli(metoksy-polifetylenoglikol]propylometylosiloksan); FM0411M =
metakryloiloksyetyloiminokarboksyetoksypropyl-poli(dimetylosiloksy)-butylodimetylosilan; HOB = 2-hydroksybutylo-
metakrylan.

Nazwa . H.O CT .

handlowa Material Producent (%] [mm] Rep Gléwne monomery [311], [312]
Acuvue Glcon A j:i’l‘(‘:“)’;‘vfl‘lg ";‘i‘s"“’ i o7 wutygo- MPDMS, DMA, HEMA, siloksanowy
Oasys senolricon USA »H e ’ dniowy makromer, TEGDMA, PVP

CooperVision, Plea-
santon, CA, USA

NVP, VMA, IBM, TAIC, M3U,

Biofinity comfilcon A FM0411M, HOB

48 0,08 miesi¢czny

1.2. Roztwory inkubacyjne

W badaniu zastosowano trzy rézne roztwory do inkubacji soczewek Si-Hy. Roztwor
referencyjny (kontrolny) stanowil komercyjny, izotoniczny roztwdr soli fizjologicznej
(Avizor Saline®, Avizor, Hiszpania). Zawieral on minimalne ilosci srodkéw konserwuja-
cych — poliheksanid w stezeniu 0,00005%.

Dwa pozostate roztwory przygotowano ATS — bez lipidow, zgodnie z protokotami
zaadaptowanymi z wcze$niej opublikowanych metod [218], [252]. Formulacja ta zostata
opracowana w celu odtworzenia wodno-mucynowego komponentu ludzkiego filmu tzo-
wego 1 nie zawierala sktadnikow lipidowych. Szczegotowy sktad i stezenia przedstawiono

w Tabeli 21. Pierwszy roztwér badawczy to ATS bez lipidow.
Tabela 21 Sktad sztucznych tez bez lipidow (lipid-free ATS).

Skladnik roztworu soli Stezenie Bialko Stezenie
NaCl 90 mM Lizozym 1,9 mg/ml
Na:HPO4 24 mM Laktoferyna 1,8 mg/ml
KCl1 16 mM Albumina 0,2 mg/ml
Na:COs 12 mM Mucyny 0,15 mg/ml
KHCOs 3mM

Cytrynian trisodowy 1,5 mM

Mocznik 1,2 mM

CaCl: 0,5 mM

Glukoza 0,2 mM

PHMB (poliheksametylen  0,00005%
biguanid, konserwant) (~0,000156 mM)

Drugi roztwér badawczy (ATS z lipidami) przygotowano w oparciu o t¢ sama ba-
zowa formulacj¢ co ATS bez lipidow, jednak wzbogacono go o sze$¢ reprezentatywnych

lipidow wystgpujacych we tzach, w celu lepszego odwzorowania naturalnego filmu
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tzowego. Szczegdtowy sktad i stgzenia przedstawiono w Tabeli 22. Te trzy roztwory ozna-

czono skrétowo jako ,,saline”, ,,lipid-free ATS” oraz ,,lipid ATS”. EWC mierzono rowniez

dla soczewek wyjetych bezposrednio z oryginalnego blistra (oznaczenie ,,blister”).

Tabela 22 Lipidy dodane do roztworu ATS z lipidami (lipid ATS).

Lipid Stezenie [mg/ml]
Oleinian cholesterolu 0,024
Trioleina 0,0016

Ester metylowy kwasu oleinowego 0,012

Cholesterol 0,0018
Kwas oleinowy 0,0018
Fosfatydylocholina 0,0005

1.3. Inkubator do soczewek kontaktowych

Na potrzeby niniejszego badania wytworzono specjalnie zaprojektowany CLI, majacy

na celu symulacj¢ mechanizmu mrugania (w szczego6lnosci ekspozycji na powietrze). Urza-

dzenie CLI zostalo w indywidualnie zaprojektowane i wydrukowane w technologii 3D

z wykorzystaniem materialu PETG (politereftalan etylenu modyfikowany glikolem). We-

wnetrzne powierzchnie gtownej komory zostaty uszczelnione dwusktadnikowa Zywica

epoksydowa w celu zapewnienia szczelnosci.

Komponenty inkubatora:

1.
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Gloéwna komora — centralny korpus urzadzenia zawiera 32 tuleje teflonowe,
ktére minimalizujg odkladanie si¢ sktadnikoéw ATS. Wszystkie tuleje sa pota-
czone ze zbiornikiem retencyjnym, utrzymujacym staty poziom ptynu podczas
catego eksperymentu. Kazda tuleja teflonowa jest polaczona z gtéwnym zbior-
nikiem poprzez kanaty zaprojektowane w oparciu o geometri¢ stozkowg i tech-
niki mostkowania. Kanaly te zoptymalizowano pod katem druku 3D metoda
FDM (z ang. Fused Deposition Modeling), co wyeliminowalo konieczno$¢ sto-
sowania podpor i zapewnito swobodny przeptyw cieczy.

Zesp6t uchwytu soczewek — umozliwia jednoczesng inkubacje do 64 soczewek
kontaktowych. Komercyjne pojemniki na soczewki (AOSept Plus Hy-
draGlyde®) zostaly zaadaptowane do nowego zastosowania i wkrecone we
wspolng plyte (Rysunek 45). Taka konfiguracja zapewnia stabilne i réwno-
mierne rozmieszczenie wszystkich soczewek podczas inkubacji.

Mechanizm ruchu — system ztoZzony z serwomechanizmoéw i ramion mechanicz-

nych steruje ruchem pionowym plyty z soczewkami. Mechanizm ten umozliwia



cykliczne zanurzanie soczewek w ATS (symulacja warunkéw zamknigtego
oka), a nastgpnie ich wynurzanie i ekspozycj¢ na powietrze (symulacja otwar-
tego oka), imitujac w ten sposéb ruch mrugania.

4. System sterowania — caly mechanizm ruchu jest sterowany przez mikrokontro-
ler oparty na platformie Arduino, co umozliwia programowanie czasu cykli oraz
automatyczng prace urzadzenia.

Model 3D CLI oraz jego zdjecie przedstawiono na Rysunku 46.

CLI umozliwia prowadzenie badan obejmujacych duzg probke soczewek oraz dy-

namiczng symulacj¢ warunkow filmu tzowego, dzigki naprzemiennemu zanurzaniu i eks-
pozycji na powietrze 64 soczewek jednoczesnie, zapewniajac realistyczny model do oceny

wplywu interakcji z lipidami w warunkach zblizonych do fizjologicznych.

a) b)

Rysunek 46 Widok z gory (a) i z boku (b) zespotu uchwytu soczewek z zamontowanymi 32 koszykami na soczewki. Biate
pionowe  filary” pelnig role prowadnic umozliwiajgcych precyzyjny i stabilny ruch gora—dot podczas symulowanych
cykli mrugania.

a) b)

Rysunek 47 Model 3D CLI oraz jego rzeczywiste zdjecie wraz z zamontowanymi koszykami na soczewki.
1.4. Proces inkubacji

Proces inkubacji partii soczewek kontaktowych zostat zaprojektowany tak, aby symu-

lowa¢ tydzien intensywnego, codziennego noszenia soczewek w trybie dziennym. Kazdy
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cykl obejmowat 16 godzin symulowanego noszenia oraz 8 godzin przerwy, w trakcie ktorej
soczewki umieszczano w pojemnikach wypetionych §wiezym roztworem Opti-Free® Pu-
reMoist®. L.acznie soczewki byty inkubowane przez 112 godzin oraz dodatkowo spedzaty
56 godzin w roztworze Opti-Free® PureMoist®.

Przeprowadzono sze$¢ takich cykli inkubacyjnych. Soczewki wykonane z dwoch r6z-
nych materiatéw byly inkubowane w trzech réznych roztworach: soli fizjologicznej (sa-
line), ATS bez lipidow oraz ATS z lipidami. W kazdym cyklu inkubowano 64 soczewki
tego samego typu.

Podczas catego procesu inkubacji inkubator soczewek byt umieszczony w inkubatorze
laboratoryjnym (Steinberg, SBS-LI-18), w celu utrzymania temperatury fizjologicznej 35
°C. Mechanizm inkubatora soczewek realizowat naprzemienne cykle zanurzenia i unosze-
nia, jak pokazano na Rysunku 47, symulujac ruch mrugania z czestotliwoscig 10 cykli na
minutg.

Mechanizm zostal zaprojektowany w taki sposob, aby bezposrednio po pelnym zanu-
rzeniu nastgpowalo uniesienie soczewek ponad poziom roztworu. Soczewki pozostawaty
ponad roztworem przez 5 s w kazdym cyklu, z czego 1 s przeznaczono na proces unoszenia
1 opuszczania. Takie podej$cie miato na celu odtworzenie warunkow fizjologicznych oraz

ekspozycji soczewek kontaktowych na powietrze podczas typowego noszenia.

Rysunek 48 Sekwencja pelnego symulowanego cyklu mrugania: zanurzenie (zamkniete oko), ruch w gore, petne wynu-
rzenie (otwarte oko — ekspozycja na powietrze), ruch w dot, petne zanurzenie (zamkniete oko).

1.5. Pomiary termograwimetryczne

Aby zmierzy¢ zawarto§¢ wody w soczewkach kontaktowych, rejestrowano masg za-
réwno uwodnionych, jak i suchych soczewek, wykorzystujac wagosuszarke (RADWAG
MA 50/1.X2.A, doktadno$¢ 0,0001 g). Pomiary przeprowadzano po przechowywaniu so-
czewek przez 8 godzin w roztworze Opti-Free® PureMoist®.

Soczewki podzielono nastgpnie na osiem probek, z ktorych kazda zawierata osiem so-
czewek, 1 umieszczono je w 40 mL PBS. Za pomocg wytrzasarki typu vortex usuwano

luzno zwigzane osady, po czym probki pozostawiano na 10 minut w spoczynku.
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Soczewki wazono w partiach po osiem sztuk, aby zapewni¢ odpowiednig mase¢ probki —
powyzej 0,3 g dla masy mokrej i powyzej 0,1 g dla masy suchej. Unikano wigkszej liczby
soczewek w probce, aby zminimalizowac parowanie wody podczas przenoszenia na szalke
wagosuszarki.

Po wyjeciu z PBS nadmiar wilgoci powierzchniowej delikatnie osuszano bibulg.
Nastepnie soczewki umieszczano na plytce i rejestrowano mas¢ mokra. Rozpoczynano pro-
ces suszenia, a po jego zakonczeniu mierzono mase¢ suchg. Proces suszenia byt automa-
tycznie przerywany przez wagosuszarke, gdy zmiana masy probki byla mniejsza niz 1 mg
w ciggu 30 sekund, co oznaczato osiggnigcie stabilnej masy suche;.

Oprocz soczewek poddanych procesowi inkubacji, wykonano rowniez pomiary dla so-

czewek bezposrednio wyjetych z oryginalnych opakowan blistrowych.

2. Wyniki

Tabela 23 przedstawia statystyki opisowe zmierzonych wartosci EWC dla socze-
wek kontaktowych comfilcon A oraz senofilcon A. Rysunki 48 i 49 pokazuja rozktad zmie-
rzonej zawartosci wody dla wszystkich rodzajow roztworéw. A. Do oceny roznic staty-
stycznych pomig¢dzy roztworami zastosowano nieparametryczny test Kruskala-Wallisa dla
wielu prob niezaleznych, oparty na wszystkich dostgpnych pomiarach. Stwierdzono staty-
stycznie istotne réznice w zawartosci wody pomiedzy poszczegdlnymi roztworami.

Na podstawie tych wynikow przeprowadzono testy U Manna-Whitneya dla dwoch
niezaleznych préb (poziom istotnosci p = 0,05) dla par ptyndw: sél fizjologiczna vs. blister,
sol fizjologiczna vs. ATS bez lipidow oraz sol fizjologiczna vs. ATS z lipidami (patrz Ta-

bele 24, 25).

Tabela 23 Statystyki opisowe zawartosci wody dla obu typow soczewek kontaktowych. Dla soczewek comfilcon A dekla-
rowana zawartosc¢ wody wynosita 48%, a dla soczewek senofilcon A — 38%. SD — odchylenie standardowe.

zmierzona zawartos$¢

blister saline lipid-free ATS lipid ATS
wody (Srednia£SD) [%]
comfilcon A 47,96+0,84  48,21+0,57  47,05+0,59 45,30+0,32
senofilcon A 38,29+0,66  38,35+0,64  37,56+0,80 36,18+0,73
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Rysunek 49 Wykres ramka-wgsy pokazujqcy rozktad wartosci zawartosci wody dla roznych roztworow w soczewkach

comfilcon A.
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Rysunek 50 Wykres ramka-wgsy pokazujqcy rozktad wartosci zawartosci wody dla roznych roztworow w soczewkach

senofilcon A.

Tabela 24 Wyniki testu U Manna-Whitneya (z poprawkq cigglosci) dla soczewek comfilcon A. Testy zaznaczone na czer-

wono sq istotne statystycznie przy p < 0,05.

Test Mann-Whitney U (z poprawka ciaglosci)

pary

U Z p
saline vs. blister 24 0,79 0,43
saline vs. lipid-free ATS 4 2,89 <<0,01
saline vs. lipid ATS 0 3,31 <<0,01
lipid-free ATS vs. lipid ATS 0 3,31 <<0,01
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Tabela 25 Wyniki testu U Manna-Whitneya (z poprawkq cigglosci) dla soczewek senofilcon A. Testy zaznaczone na czer-
wono sq istotne statystycznie przy p < 0,05.

Test Mann-Whitney U (z poprawka ciaglosci)

pary

U Z p
saline vs. blister 31 0,05 0,96
saline vs. lipid-free ATS 16 1,63 0,10
saline vs. lipid ATS 0 3,31 <<0,01
lipid-free ATS vs. lipid ATS 7 2,57 0,01

3. Dyskusja

Wyniki niniejszego badania wskazuja, ze EWC, mierzona grawimetrycznie, dla so-
czewek wyjetych bezposrednio z opakowania blister oraz po inkubacji w soli fizjologiczne;j
w inkubatorze CLI, pozostata bardzo zblizona do wartos$ci deklarowanych przez produ-
centa (nie wykazano statystycznie istotnych roznic), co wskazuje na wiarygodnos¢ i po-
wtarzalno$¢ przeprowadzonych pomiardéw. Ponadto, zaré6wno w przypadku soczewek
z materialu comfilcon A, jak i senofilcon A, nie stwierdzono statystycznie istotnych réznic
w EWC pomigdzy tymi dwoma warunkami (blister vs saline). Ta spojno$¢ potwierdza, ze
zastosowana metoda grawimetryczna dostarcza wiarygodnych i powtarzalnych wynikéw
pomiaru EWC w wybranych warunkach eksperymentalnych. Kolejne poréwnania koncen-
trowatly si¢ na soczewkach inkubowanych w ATS bez lipidow oraz ATS z lipidami, przy
uzyciu soli fizjologicznej jako odniesienia, a takze na bezposrednich poréwnaniach pomig-
dzy ATS bez lipidéw 1 ATS z lipidami. Takie podejécie zapewnito, ze poréwnywane probki
podlegaty identycznym protokotom inkubacji, rdznigc si¢ jedynie sktadem roztworu wy-
korzystywanego w inkubacji.

Porownujac roztwor soli fizjologicznej z ATS bez lipidow, zaobserwowano staty-
stycznie istotny spadek EWC dla soczewek comfilcon A, podczas gdy dla soczewek seno-
filcon A nie stwierdzono takiego efektu. Roznica ta moze odzwierciedla¢ swoiste cechy
materiatowe zwigzane ze sktonnoscig do absorpcji biatek z ATS. Wczesniejsze badania
wykazaly, ze materiaty Si-Hy r6znig si¢ pod wzgledem powinowactwa do réznych biatek
filmu tzowego [313], a prace dotyczace konkurencyjnych efektow adsorpcji bialek z roz-
tworow sztucznych tez dowiodly, ze comfilcon A gromadzi wigksze ilo$ci osadow biatko-
wych niz senofilcon A [314]. Takie wigzanie biatek mogloby wptywa¢ na matryce so-
czewki 1 jej wlasciwos$ci hydratacyjne, co thumaczytoby obserwowany spadek EWC w so-

czewkach comfilcon A w warunkach obecnosci biatek, ale braku lipidow.
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W przypadku obu typoéw soczewek — comfilcon A i senofilcon A — stwierdzono
istotny statystycznie wptyw ekspozycji na lipidy na EWC. Znaczace obnizenie zawartosci
wody obserwowano nie tylko w porownaniu ATS z lipidami do soli fizjologicznej, ale row-
niez w porownaniu ATS z lipidami do ATS bez lipidow, i byto to spdjne dla obu materia-
tow. Wiadomo, ze lipidy tatwo osadzaja si¢ zar6wno na powierzchni, jak i w strukturze
wewnetrznej soczewek Si-Hy [175], [263], cho¢ ilo$¢ i rozmieszczenie tych osadow moga
r6zni¢ si¢ w zaleznosci od konkretnego materiatu [209], [261], [297]. Powinowactwo lipi-
dow do materialéw soczewek kontaktowych jest w duzej mierze zwigzane z hydrofobowo-
$cig niektoérych komponentéw polimerowych, przy czym polidimetylosiloksan (PDMS) —
glowny sktadnik silikonowy w soczewkach Si-Hy — jest powszechnie wskazywany jako
kluczowy czynnik sprzyjajacy sorpcji lipidow [17], [260]. Ponadto wykazano, Zze obecno$¢
biatek w roztworze sztucznych tez zwigksza ilo$¢ osadow lipidowych [218], [228], co su-
geruje synergiczne oddzialywania pomiedzy sktadnikami filmu Izowego, mogace przyspie-
sza¢ zmiany w wlasciwos$ciach hydratacyjnych soczewek w czasie.

Poréownujac roztwor soli fizjologicznej z ATS z lipidami, stwierdzono spadek EWC
0 2,91 punktu procentowego w soczewkach comfilcon A i o 2,17 punktu procentowego w
soczewkach senofilcon A. Cho¢ réznica pomigdzy tymi warto§ciami jest stosunkowo nie-
wielka, moze ona wynika¢ z odmienno$ci w strukturze i sktadzie sieci polimerowej obu
materialow. Sktadniki silikonowe — prawdopodobnie odpowiedzialne za wigzanie lipidow
—rdznig si¢ w tych materiatach: senofilcon A zawiera monofunkcyjny polidimetylosiloksan
(MPDMS), podczas gdy comfilcon A zawiera kopolimer bis(metakryloiloksyetyl imino-
karboksyetylo-oksylopropylo)-poli(dimetylosiloksan)-poli(trifluoropropylo-metylosilok-
san)-poli(metoksy-poli[etylenoglikol] propylo-metylosiloksan) (M3U), ktéry rowniez
obejmuje segmenty PDMS [315]. Oba typy soczewek rdznig si¢ takze nominalng zawarto-
$cig wody (38% vs. 48%), co odzwierciedla zastosowanie roznych $rodkoéw zwigkszaja-
cych hydrofilowo$¢ — poliwinylopirolidonu (PVP) w senofilcon A oraz N-winylo-piroli-
donu (NVP) w comfilcon A. Zawarto$¢ wody w materiale soczewki odgrywa kluczowa
role: wyzsza zawarto$¢ wody generalnie koreluje ze zwigkszong absorpcja lipidow ze
wzgledu na hydrofilowy charakter matrycy polimerowej, ktéra moze przyciaga¢ i wigzaé
wigksze ilo$ci lipidow [177], [316]. Mozna ponadto przypuszczaé, ze wyzsza zawartos$¢
wody w comfilcon A wigze si¢ z wigkszym udzialem wody niezwigzanej (zamarzajacej) w
poréwnaniu do wody zwiazanej [317], a ta frakcja moze by¢ tatwiej wypierana z matrycy

podczas interakcji z lipidami. Ponadto, oba materiaty charakteryzuja si¢ stosunkowo
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duzymi rozmiarami porow (>170 nm) [316], co mogloby ulatwia¢ penetracje lipidow
w glab polimeru i tym samym przyczynia¢ si¢ do obserwowanej utraty uwodnienia.
Utrzymujacy si¢ spadek EWC moze odzwierciedla¢ nie tylko utrat¢ wody, ale rowniez
indukowac¢ wtérne zmiany w kluczowych wtasciwosciach materiatowych i optycznych so-
czewek kontaktowych, ktore wczes$niej wigzano z odwodnieniem soczewek, takich jak
sztywnos$¢ 1 chropowato$¢ powierzchni [318], zwilzalno$¢ [160], wspdtczynnik zatamania
$wiatla [319], a nawet geometria soczewki [155], [156]. Takie zmiany moga prowadzi¢ do
destabilizacji filmu tzowego przed soczewka oraz obnizenia jako$ci optycznej soczewki,
co w konsekwencji moze powodowa¢ pogorszenie efektow klinicznych i zwigkszony dys-

komfort uzytkownikéw w czasie noszenia.

4. Wnioski

Niniejsze badanie dostarcza dowodow, ze odktadanie si¢ lipidow moze powodowaé
statystycznie istotne i potencjalnie nieodwracalne obnizenie EWC w Si-Hy soczewkach
kontaktowych. Podczas gdy soczewki eksponowane jedynie na roztwor soli fizjologiczne;j
utrzymywaly warto$ci uwodnienia zblizone do deklarowanych, inkubacja w roztworze
sztucznych lez zawierajacym lipidy skutkowata mierzalnym spadkiem EWC zaréwno
w soczewkach z materialu comfilcon A, jak i senofilcon A.

Soczewki o wyzszej zawartosci wody, takie jak comfilcon A, wykazywaty wigksza
podatno$¢ na lipidowo-indukowang utrat¢ uwodnienia, co jest zgodne z koncepcja, ze
zwigkszona hydrofilowo$¢ oraz wigkszy udziat wody niezwigzanej sprzyjaja absorpcji li-
pidow.

Z klinicznego punktu widzenia, utrzymujacy si¢ spadek EWC moze prowadzi¢ do
zmian wlasciwos$ci soczewek, potencjalnie zaburzajac stabilnos¢ filmu zowego, jakos¢ op-
tyczng oraz komfort uzytkowania w czasie. Wyniki te podkreslaja potrzebe projektowania
materiatdéw soczewek oraz stosowania schematdéw pielggnacyjnych ukierunkowanych na
minimalizowanie powinowactwa lipidéw i skuteczne usuwanie osadow lipidowych, zanim
spowoduja one nieodwracalne zmiany.

W oparciu o obecne wyniki, przyszte badania mogtyby rozszerzy¢ t¢ pracg na warunki
in vivo, porownujac uzytkownikéw soczewek kontaktowych z objawami dyskomfortu po
pewnym czasie noszenia soczewek wielokrotnego uzytku z uzytkownikami bezobjawo-
wymi stosujacymi ten sam typ soczewek. Pomiar EWC w soczewkach pobranych z obu
grup po rutynowym noszeniu pozwolitby okresli¢, czy nieodwracalna utrata uwodnienia

wystepuje czesciej u osoéb z objawami. Dla dalszego wyjasnienia mechanizmu soczewki
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moglyby zosta¢ poddane ilosciowej analizie lipidéw, np. z zastosowaniem technik ekstrak-
cji rozpuszczalnikowej, aby bezposrednio powigzaé stopien odktadania si¢ lipidow ze
zmianami w zawarto$ci wody. Takie dowody wzmocnityby zwigzek pomigdzy akumulacja
lipidéw, trwatym spadkiem EWC a pojawieniem si¢ dyskomfortu zwigzanego z noszeniem
soczewek kontaktowych, zapewniajac bezposrednie kliniczne odniesienie do wynikéw in

vitro zaobserwowanych w niniejszym badaniu.
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Rozdziat V. Podsumowanie

Niniejsza rozprawa stanowi systematyczne, wielowarstwowe opracowanie pro-
blemu interakcji lipidow z materialami Si-Hy, ujmujace zjawiska zaréwno w kierunku ,,li-
pidy — soczewka” (adsorpcja, dyfuzja do matrycy, modyfikacja wtasciwosci powierzch-
niowych i hydratacyjnych), jak i ,,soczewka — film {zowy” (wpltyw na organizacj¢ i sta-
bilnos¢ przedsoczewkowej warstwy lipidowej filmu tzowego). Konstrukcja pracy prowa-
dzi od tla fizjologiczno-materiatowego do badan wlasnych, w ktérych polaczono obrazo-
wanie fluorescencyjng mikroskopig konfokalng oraz oceny funkcjonalne (LLT i EWC).
Kazdy rozdziat opisujacy badania wlasne wnosi odrebny komponent nowej wiedzy: od
charakterystyki sygnalow optycznych i mikro-tekstury powierzchni Si-Hy, przez opis me-
chanizméw osadzania i transportu cholesterolu, po przetozenie obserwacji laboratoryjnych
na parametry uzytkowe i kliniczno-diagnostyczne filmu tzowego. Praca ma charakter
wdrozeniowy: opracowane metody, narzgdzia pomiarowe oraz wnioski interpretacyjne zo-
staty zaprojektowane z mys$lg o ich bezposrednim transferze do praktyk dzialu Badan i
Rozwoju firmy Alcon. Dzigki temu wyniki rozprawy majg charakter nie tylko poznawczy,
lecz takze aplikacyjny, wyznaczajac ramy dla dalszej optymalizacji materiatow i protoko-
tow pielegnacyjnych w nowoczesnej kontaktologii.

Rozdziat II opisuje trzyetapowy proces dochodzenia do metody pozwalajacej reje-
strowa¢ w czasie rzeczywistym zaréwno inicjacj¢ adhezji lipidow do powierzchni socze-
wek Si-Hy, jak i ich transport w gtab matrycy materiatu.

Pierwsze badanie koncentrowato si¢ na ilosciowej ocenie sygnatu odbicia dla wy-
branych materialow Si-Hy oraz na wyznaczeniu parametrow akwizycji zapewniajacych po-
wtarzalng lokalizacj¢ powierzchni soczewki. Wykazano, Ze roznice w odbiciu nie wynikaja
jedynie z warto$ci wspotczynnika zalamania i zawarto$ci wody deklarowanych przez pro-
ducentow, lecz sg silnie modulowane przez stan i modyfikacje warstwy powierzchniowej
(np. powtoki plazmowe, warstwy z MPC). Ten etap dostarczyt dwoch rzeczy kluczowych
dla dalszych prac: po pierwsze, zewngtrzny ,,punkt odniesienia” — zestaw ustawien optycz-
nych i geometrycznych (pozycjonowanie w osi z, zakres widma, wielko$¢ pola), ktore mi-
nimalizujg artefakty i utatwiajg poréwnania mi¢dzy materiatami; po drugie, jako$ciowo-
ilosciowa mape roéznic materiatowych, potrzebng do interpretacji poézniejszych obrazéw,
w ktorych sygnat fluorescencji lipidow bedzie naktadat si¢ na sygnaty odbiciowe interfejsu.

Drugie badanie, prowadzone na tym samym systemie wzbogacono o rejestracj¢ flu-

orescencji NBD-CHL w przekrojach xz/xyz po standaryzowanej inkubacji. Celem byta

143



obserwacja przestrzennego rozktadu sygnatu na powierzchni i w najblizszych warstwach
materiatu, tak aby rozr6zni¢ wstepng adsorpcj¢ od poczatkowej absorpcji do masy. Uzy-
skane modele 3D i profile intensywnoS$ci pokazaty, ze morfologia aglomeratéw oraz tempo
whnikania do matrycy sg zalezne od materiatlu, przy czym na réznych soczewkach domino-
wac¢ moze inny bilans ,,powierzchnia vs. objetos¢”. Jednoczesnie wskazano ograniczenia
tego podejscia: uproszczone srodowisko (PBS zamiast ATS), potencjalny wptyw znako-
wania NBD na dystrybucje¢ oraz statyczna natura inkubacji. Mimo tych zastrzezen, etap 2
dostarczyt pierwszych map glebokosciowej dystrybucji sygnatu.

Trzeci etap, wykorzystujacy platforme z wirujacym dyskiem Yokogawy, zapewnit
wysokg rozdzielczo$¢ czasowa oraz znacznie wigksze pole obserwacji. Konfiguracja ta
umozliwila precyzyjna rejestracje momentu inicjacji adsorpcji oraz $ledzenie zachowania
pojedynczych aglomeratow i ich penetracji do matrycy. Pozwolito to na czesciowa weryfi-
kacje Hipotezy I i realizacje¢ Celu I rozprawy. Wykazano, ze fluorescencyjna mikroskopia
konfokalna z dyskiem Yokogawy jest wysoce skutecznym narz¢dziem do uchwycenia dy-
namiki osadzania lipidéw w czasie rzeczywistym, szczegoOlnie w fazie inicjacji procesu.
Nalezy jednak zaznaczy¢, ze w zakresie r6znicowania mechanizmdow transportu wewnatrz
matrycy mi¢dzy poszczegdlnymi materiatami Si-Hy, wyniki wskazaty na duza zbiezno$é
procesow dyfuzyjnych, co nie pozwolito na sformutowanie jednoznacznych rdéznic staty-
stycznych dla catej badanej grupy.

Wyniki trzeciego etapu wykazaly, ze osadzanie rozpoczyna si¢ bardzo szybko
(w ciagu pierwszych minut) i ma charakter przestrzennie niejednorodny; powstajace aglo-
meraty zaburzaja gltadko$¢ powierzchni soczewki, co potencjalnie moze wplywac na sta-
bilno$¢ filmu tzowego. Podsumowujac, opracowana metoda potwierdzita swoja wartos$¢
jako narzedzie do monitorowania kinetyki zanieczyszczania powierzchni, cho¢ Hipoteza I
0 wyraznym roéznicowaniu mechanizmoéw transportu mi¢dzy materialami zostata potwier-
dzona jedynie czgsciowo ze wzgledu na zblizone wiasciwosci fizykochemiczne badanych
polimerow. Stanowi ona jednak istotny fundament rozwojowy: moze stuzy¢ w laborato-
riach R&D jako szybki screening nowych materialéw oraz dostarcza¢ danych do optyma-
lizacji projektowania soczewek o wyzszej odpornosci na osady lipidowe.

Badanie z rozdziatu III zaprojektowano tak, by uchwyci¢ wczesng odpowiedz filmu
tzowego na aplikacj¢ soczewki Si-Hy i sprawdzié, czy jej skala zalezy od materialu. Zasto-
sowano nieinwazyjng interferometri¢ i cztery popularne soczewki (lotrafilcon B, comfilcon
A, lehfilcon A, senofilcon A), analizujac LLT przed aplikacja oraz po 1, 3 1 5 minutach.
Warto$ci wyjsciowe LLT (~65-68 nm) byly zgodne z danymi referencyjnymi, co
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potwierdza poprawno$¢ warunkow i reprezentatywnos¢ grupy; kazde oko traktowano jako
niezalezng jednostke pomiarowa, aby lepiej wychwyci¢ réznice zalezne od interfejsu so-
czewka—film tzowy.

W pierwszej minucie od aplikacji odnotowano istotny wzrost LLT wzgledem war-
tosci wyjsciowych dla lotrafilcon B, senofilcon A i lehfilcon A, podczas gdy comfilcon A
nie roznit si¢ od stanu bazowego. Po trzech minutach utrzymywatl si¢ wzrost dla senofilcon
A 1 lehfilcon A (lotrafilcon B i comfilcon A pozostawaty bez istotnych zmian wzgledem
bazowych), a po pigciu minutach istotno$¢ utrzymata si¢ dla lotrafilcon B i senofilcon A
(Iehfilcon A i comfilcon A nie ro6znity si¢ juz od stanu wyj$ciowego). Pordwnania przekro-
jowe migdzy materiatami w tych samych punktach czasu nie osiagnety istotnos$ci staty-
stycznej, natomiast analiza czasowa ujawnity materiatozalezne réznice: dla comfilcon A u
wigkszosci uczestnikdw obserwowano istotny spadkowy trend LLT w czasie, podczas gdy
dla pozostatych materiatdéw wzorce byty bardziej zréznicowane (mieszane korelacje dodat-
nie i ujemne). Cze¢sto$¢ mrugania nie rdznila si¢ istotnie migdzy materiatami i tylko stabo,
nieistotnie statystycznie, wigzala si¢ ze zmiang LLT.

Weczesne pogrubienie warstwy lipidowej po aplikacji prawdopodobnie wynika z
,Wycisni¢cia” meibum podczas manipulacji powiekami oraz/lub ze zmiang zwilzalnosci
powierzchni, ktora utatwia rozprowadzenie frakcji niepolarnych lipidow. Brak stabilizacji
LLT w pieciominutowym oknie i rézne zachowania poszczegdlnych soczewek wskazuja,
ze ocena dopasowania wykonana po tak krotkim czasie moze by¢ obarczona ryzykiem i
powinna by¢ uzupetniana dluzsza obserwacja.

W tym $wietle Hipoteza II zostata potwierdzona co do gtéwnej tezy: zatozenie so-
czewki Si-Hy powoduje statystycznie istotne zmiany LLT wzgledem stanu wyjs$ciowego,
a ich materiatowa zalezno$¢ ujawnita si¢ przede wszystkim w kinetyce (r6znych trajekto-
riach w czasie), cho¢ nie w prostych porownaniach przekrojowych miedzy soczewkami
w granicach 1-5 minut. Cel II zrealizowano w pelni: ilo§ciowo opisano wczesng dynamike
LLT po aplikacji i wykazano, ze pi¢¢ minut to zbyt krotko, by przyjac¢ stan ustalony. Uzy-
skane wyniki potwierdzaja zasadno$¢ przyjecia co najmniej 10 minut jako standardowego
czasu klinicznej oceny dopasowania soczewki po jej zatozeniu. Jednocze$nie wskazuja, ze
w badaniach naukowych dotyczacych zmian LLT celowe moze by¢ wydluzenie okna ob-
serwacji poza pierwsze 5 minut, aby petniej uchwyci¢ dynamike odpowiedzi filmu tzo-
wego.

Rozdziat IV miat na celu empiryczne sprawdzenie czy obecno$¢ osadow lipido-

wych obniza EWC w soczewkach Si-Hy oraz w jakich warunkach efekt ten ujawnia si¢ i

145



narasta. Do tego zbudowano autorski CLI, ktory odtwarza kluczowe parametry srodowiska
oka: temperaturg 35 °C, kontakt z ATS oraz cykliczng ekspozycj¢ na powietrze imitujaca
mruganie. Dzigki mozliwos$ci jednoczesnej inkubacji wielu probek w identycznym rezimie
oraz zastosowaniu pomiardw termograwimetrycznych uzyskano wiarygodny, powtarzalny
pomiar EWC w horyzoncie czasowym odpowiadajacym intensywnemu tygodniowi uzyt-
kowania dziennego.

Wyniki wskazaly, ze soczewki wyjete bezposrednio z blistra oraz soczewki inku-
bowane w samej soli fizjologicznej utrzymuja EWC bliskie wartosciom deklarowanym
przez producentdw, co potwierdza poprawnos$¢ metody i neutralno$¢ warunkow referen-
cyjnych. Efekty pojawialy si¢ wraz ze ztozonoS$cig §rodowiska: w ATS bez lipidéw odno-
towano spadek EWC dla comfilcon A (brak takiego efektu dla senofilcon A), co mozna
wigza¢ z r6znicami w powinowactwie biatek do matrycy polimerowej. Kluczowe jednak
byto wiaczenie frakcji lipidowej: w ATS z lipidami EWC spadalo istotnie zar6wno wzgle-
dem soli, jak 1 wzgledem ATS bez lipidow — i to w obu materiatach. Skala efektu byta
wymierna: w poréwnaniu do soli fizjologicznej EWC obnizalo si¢ §rednio o ~2,9 pp dla
comfilcon A i1 ~2,2 pp dla senofilcon A, co przy zachowaniu jednorodnej metodyki wska-
zuje na realnywptyw lipidéw na uwodnienie.

RézZnice miedzy materiatami — architektura i chemia segmentow silikonowych (np.
PDMS), rodzaj i ilo$¢ srodkéw hydrofilowych (PVP/NVP), udziat wody zwigzanej vs. nie-
zwigzanej oraz wielko§¢ poréw — moduluja tatwos¢ penetracji lipidéw i podatnos¢ na
utrate¢ uwodnienia. Obserwowany, utrzymujacy si¢ spadek EWC ma znaczenie funkcjo-
nalne: moze wtérnie pogarsza¢ zwilzalno$¢, zmienia¢ wspotczynnik zatamania, zwickszaé
sztywnos$¢ i chropowato$¢ powierzchni, geometrie soczewek a w konsekwencji sprzyjaé
PLTF i obniza¢ komfort.

W $wietle tych danych Hipoteza I1I zostata potwierdzona: obecno$¢ osadow lipido-
wych prowadzi do istotnego zmniejszenia EWC w materiatach Si-Hy. Cel III rowniez zo-
stat zrealizowany: zaprojektowany inkubator umozliwil kontrolowana, zblizong do fizjolo-
gicznej ocene dynamiki zmian uwodnienia i wyrazne rozdzielenie wptywu poszczeg6lnych
sktadnikéw ATS. Metodyka tworzy podstawe do dalszych, szerzej zakrojonych badan po-
roéwnawczych materialdéw i powlok o zroéznicowanej ,,odpornosci lipidowe;j”, do testow
r6znych schematow pielegnacji oraz do przysztych korelacji z wynikami in vivo — tam,
gdzie spadek EWC moze okazac¢ si¢ brakujagcym ogniwem migdzy obcigzeniem lipidowym

a pogorszeniem stabilnosci filmu tzowego i komfortu noszenia.
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Praca integruje w spojng ram¢ wzajemne oddzialywania migdzy soczewka kontak-
towa, lipidami i filmem lzowym, pokazujac zarowno wptyw lipidow na mikrostrukture
1 uwodnienie materiatow Si-Hy (EWC), jak i wptyw wlasciwos$ci soczewki na organizacj¢
oraz wczesng dynamike warstwy lipidowej (LLT) po aplikacji. Dzigki przeprowadzonym
badaniom rozszerzono metody badawcze (wprowadzajac konfokalng metode obrazowania
od pierwszego kontaktu z poszerzonym polem obserwacji i zapisem kinetyki adhezji oraz
penetracji), a takze poszerzono wiedz¢ kliniczng i materialoznawcza: wykazano zalezne od
materiatu zmiany LLT w pierwszych minutach noszenia oraz potwierdzono, ze depozyty
lipidowe istotnie obnizaja EWC w warunkach zblizonych do fizjologicznych. Dodatkowo
skonstruowano inkubator CLI, ktory w kontrolowanych warunkach ATS z symulacja mru-
gania umozliwia wieloprobkowe, powtarzalne eksperymenty. Calo$¢ wynikdéw potwier-
dzita hipotezy badawcze i dostarczyta praktycznej ramy interpretacyjnej dla projektowania,

doboru oraz pielegnacji soczewek o zwigkszonej odpornosci na depozycje lipidow.
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