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ANOTACE

Bakalatska prace se v teoretické roviné zamétuje na syndrom suchého oka a zejména na
to, jaké jsou moznosti zvySovani vlhkosti o¢i pomoci o¢nich kapek. Jejich zakladni
soucasti je pak klasicky kyselina hyaluronova, jejiz vyroba je vSak casové i financné
pomérné naro¢nd. Proto je cilem bakalafska prace v experimentdlni ¢asti zjistit, zda lze
zvysit viskozitu hyaluronanu pomoci derivati kyseliny laurové snizenim obsahu HA a
CMC, coz je zaroven i1 hlavni vyzkumnou otdzkou. Za ucelem naplnéni cile byla
zvolena metoda NMR a IC spektrometrie.

KLIiCOVA SLOVA

Amfifilni polysacharidy, kyselina hyaluronova, NMR a IC spektrometrie, o&ni kapky,
suché oko

TITLE

Amphiphilip Polysacharides (Hyaluronic acid and Carboxymethyl Cellulose) used to
treat dry eye disease

ANNOTATION

The bachelor's thesis is theoretically focused on dry eye syndrome and especially on the
possibilities of increasing eye moisture with the help of eye drops. Their basic
component is classically hyaluronic acid, the production of which, however, is
relatively time-consuming and financially demanding. Therefore, the aim of the
bachelor's thesis in the experimental part is to determine whether the viscosity of
hyaluronan can be increased by lauric acid derivatives by reducing the content of HA
and CMC, which is also the main research question. The NMR and IR spectrometry
methods were chosen to meet the target.
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UvVOD

Zrak je jednim ze zadkladnich smysll, bez n¢hoz si vétSina z nas nedokéze predstavit
bézné fungovani. Pfesto se v Zivote celd fada lidi potyka s rliiznymi o¢nimi problémy, a
to vetné tzv. suchého oka, jehoz ptiznaky nékdy pocitil pravdépodobné kazdy. Neni
tedy divu, Ze az ¢tvrtina populace potfebuje alespon obcas uzivat zvlh¢ujici ocni kapky.
To pak plati i pro piipady tzv. syndromu suchého oka, coz je jiz zavazny (a také
pomérné vzacny) stav obvykle souvisejici s jinymi typy onemocnéni. OvSem i ten se

(vedle hledani primarni pficiny) klasicky 1é¢i pomoci o¢nich kapek, masti ¢i gela.

Ackoliv pri¢in syndromu suchého oka miize byt celd fada a je jen disledkem jinych
zdravotnich obtizi, pocit suchosti oka lze pocitovat 1 napi. v souvislosti s delSim
pobytem vuméle osvétlenych (a pfip. také klimatizovanych) mistnostech, kvili
dlouhému vystaveni o¢i digitdlnim zdrojim (pfedev§im monitordm pocitacli). Vedle
toho mohou suché o¢i trapit také uzivatele kontaktnich ¢ocek — a to jsou vse faktory,
které se tykaji pomérné znacné ¢asti populace. Zvlhcovani oci je tedy dilezitou soucasti
zivota mnoha lidi, 1 tehdy ale plati, Ze zvoleny piipravek by mél svym sloZenim
reflektovat konkrétni potfeby uZivatele. SloZek, které jsou pfitomny v o€nich kapkach,
resp. umélych slzach, je samozieymée cela fada. Jelikoz zakladnim ucinkem by ale mélo
byt zvlhéeni, kliCové jsou slozky, jez hydratuji, potazmo zvySuji viskozitu. Témi pak
jsou mj. kyselina hyaluronova (HA) a karboxymethylceluléza (CMC), na které se

bakalarska prace blize zamétuje.

Vybér vySe zminénych latek byl zdroven podfizen stdzi autorky prace v Ceské
spolecnosti Contipro, kterd patii mezi predni svétové vyrobce kyseliny hyaluronové.
Cilem bakalatska prace pak je posouzeni moznosti zvySeni viskozity hyaluronanu (a to 1
pfi zohlednéni odliSnosti viskozity kyseliny hyaluronové a celulézy ve srovnani
s viskozitou oc¢nich kapek) a zodpovézeni souvisejici vyzkumné otazky: Lze zvysit
viskozitu hyaluronanu pomoci derivatii kyseliny laurové snizenim obsahu HA a CMC?

Za uéelem naplnéni cile byla zvolena metoda NMR a IC spektrometrie.

Bakalatska prace je klasicky rozdélena na ¢asti teoretickou a praktickou. Prvni kapitola
se zam¢ii na syndrom suchého oka, pfedevS§im pak na slzny film a jeho strukturu —

pravé kvili naruSeni slzené¢ho filmu totiz k pocitu suchosti oka dochazi. Opominuty



nebudou ani moznosti 1é¢by suchého oka, které vSak budou zminény jen ve strucnosti.
Druhé kapitola jiz specificky pojednd o amfifilnich polysacharidech a jejich vyuziti pfi
1écbeé suchého oka. Nejprve bude predstavena kyselina hyaluronova, jeji chemické
charakteristiky a zptisoby vyroby. Déle text pojedna o jejich biologickych vlastnostech
a vyuziti v medicinalnich aplikacich — tentyz postup pak bude uzit i v ptipadé¢
karboxymethylcelulézy. Zavér druhé kapitoly bude vénovan problematice 1écby
such¢ho oka pomoci pfipravkit s obsahem kyseliny hyaluronové (HA) a

karboxymethylcelulézy (CMC).

Praktickd (experimentalni) Cast prace se pak zaméifi na moznosti zvySeni viskozity
hyaluronanu, za timto Gcelem bude pracovano s rizné modifikovanymi roztoky HA a
CMC. Adekvatné pripravené vzorky budou nasledné podrobeny dvojici jiz

zmifiovanych strukturnich analyz: NMR spektrometrii a IC spektrometrii.
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1 Syndrom suchého oka

Jiz riziko suchého oka je diagn6zou definovanou jako ,, ndchylnost k nepohodli [mirné
bolesti] oka nebo poskozeni rohovky a spojivky z duvodu snizeni mnozstvi ¢i kvality
sizného filmu potrebného k navihceni oka, coz miize ohrozit zdravi” [1, s. 451].
Syndrom suchého oka pak v praktické rovin€ znamena celou fadu nespecifickych potizi,
pfedev§im ve smyslu paleni a fezéni, mize byt pfitom napf. vyvolan i pobytem
v suchém a horkém prostiedi ¢i prostiedi s vyS§im proudénim vzduchu, zaroven se

jedné o jeden z nej€astéjSich problémil, jimiz lidé v souvislosti s o€ima trpi [2].

V ramci lékatfského diskursu byva pro syndrom suchého oka uzivéno také oznaceni
xeroftalmie (z feckého xeros — suchy a oftalmos — oko). Jedna se o onemocnéni, jez je
ovlivnéno fadou ¢initelti, a projevuje se dyskomfortem, riznymi obtizemi s vidénim,
poruchami slzného filmu, zaroven muze vyustit az v poskozeni o¢niho povrchu [2].
Pfitom prave nestabilita (¢i hypersmolarita) tzv. slzného filmu je povazovéana za hlavni
pfi¢inu zmény ocniho povrchu a dalSich o¢nich symptomd, jez jsou jako ,,syndrom

suchého oka* souhrnné oznacovany.

1. 1 Slzny film

Zakladni funkci slzného filmu je lubrikace o¢niho povrchu, kromé toho slzny film
chrani rohovku a puisobi také antibakterialné. Jak dopliuje Kuchynka a kol. [3, s. 196],
,8lzny film udrzuje povrchovou homoestizu a zabezpecuje malé mnozstvi vyzivy pro
rohovkovy epitel. “ Produkeci slzného filmu obstaravaji hlavni slzna Zlaza a také ptidatné
slzné Zlazy spojivky a vicek. Nasledné jsou slzy diky pohybu vicek (cca 5-12krat za
minutu) dale rozprostieny na povrchu rohovky a spojivky a odvadény prostfednictvim
slznych bodl nejprve do slznych kandlkl a poté smétuji skrze nosni slzovod do nosu.
Vlastni odtékani slz také stimuluje mrkéni [3]. Slzny film (potazmo slzy) je tedy pro
zdravi oka klicovy. Jak mj. uptesiiuje Palos [2, s. 694] , nedostatek siz nebo jejich
zvySené odparovani s ndslednou zvySenou osmolaritou slzného filmu vede k zanétlive

reakci v oblasti interpalpebralni sterbiny. *
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1. 1. 1 Struktura slzného filmu

Aby bylo dale mozné sousttedit se na feSeni problému se suchym okem, potazmo na to,
jak nestabilni slzny film (¢i slzny film se zvySenou osmolaritou) substituovat, je tieba
zamg¢fit se na jeho strukturu. Ta je tvofena trojici slozek — mukoézni, vodnou a lipidovou

[4], viz obrazek 1.

Lipidova vrstva

Vodni vrstva

Epitel rohovky
Obrazek 1: Schéma slzného filmu
Zdroj: [4, s. 62]

e  Mukozni (mucinova) slozka

Jedna se o vnitini — velmi tenkou, cca 0,02—0,07 um — vrstvu, jezZ je v bezprostfednim
kontaktu s povrchem oka, ptfiléha na rohovku a zajistuje rovnomérnou distribuci slzné
kapaliny. Tato vrstva slzného filmu, jez zéarovein piispiva k pfilnuti k rohovce a
spojivee, je tvofena komplexem mukoézniho glykoproteinu, proteinovymi elektrolyty a
bunéénym materidlem [3]. V mucinové sloZce jsou pak obsazeny amfifilni latky. Jedna
se o slouceniny, jejichz molekuly obsahuji ve své struktuie ¢asti, které jsou jak ve vodé
rozpustné (hydrofilni), tak 1 nerozpustné (hydrofobni), v obecné rovin€ pak vse

zachycuje obrazek 2 znazornujici biologickou membranu.

Hydrofilni ¢ast proteinu
4 3 L Oligosacharidovy

Glykolipid 3 b 4 fetézec

Fosfolipid Hydrofobni _—==

¢ast proteinu ="

Cholesterol

Obrazek 2: Biologicka membrana — lipidova dvojvrstva
Zdroj: [5, s. 18]
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Jak doplnuji Synek a Skorkovska [5, s. 39], ,, glykoproteinova cast je povrchové aktivni
a tvori hydrofobni povlak, ktery tuto vrstvu vaze na mikrorasy hydrofobniho epitelu a
umoziuje navdzani dalsi hydrofilni slozky slzného filmu.“ Cést hydrofobni sméfuje
k rohovce, zatimco ¢ast hydrofilni naopak od ni. Mucin je pak utvafen v poharkovych

buikach nachazejicich se v epitelu spojivky [5].
¢ Vodna slozka

Hlavnim tkolem vodné slozky (Ci tzv. stfedni vodné vrstvy) je omyvani oka a lubrikace
o¢niho povrchu [3]. Jedna se o slozku (o tloust’ce cca 6-10 um), jez utvaii voda a také
soli, které jsou v ni rozpustény. Konkrétné pak tato slozka obsahuje Na" (145 mg/ml),
K" (20 mg/ml), CI" (136 mg/ml) a také ureu, glukozu, kyslik a proteiny, tedy albumin,
laktoreffin, lysozym a také imunoglobuliny [5, s. 39].

e Lipidova slozka

Tato slozka o tloust’ce cca 0,1 um tvofi svrchni vrstvu slzného filmu a je dominantné
tvotfena estery cholesterolu — obsahuje volné mastné kyseliny, cholesterol, triglyceridy a
sterolové estery. K sekreci této vrstvy dochazi v Meibomskych Zlazach a Zeissovych a

apokrinnich Mollovych Zlazkach [3].

Jak potom dodavaji Synek a Skorkovskd [5, s. 39], ,,v posledni dobé se zjistilo, Ze
rozhrani mezi mucinovou a vodni sloZkou slzného filmu netvori prisnou linii a mucin
plynule prechazi v tekutou slozku, kde se navazanim lipidové sloZky snizuje povrchové

113

napeéti.
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1. 2 Moznosti 1é¢by suchého oka

Jelikoz xeroftalmie mlze mit souvislost s mnozstvim rozlicnych lokalnich ¢i
systétmovych onemocnéni, dilezita je nejen vCasnd diagndza, ale také lécba pftip.
zékladniho onemocnéni. Vlastni 1éCba suchého oka pak obvykle spoc¢iva v substituci slz
slzami umélymi, které mohou mit jak podobu kapek, tak i masti ¢i gelu [2]. ,, Umélé sizy
maji za cil vytvorit stejnomeérnou stabilni vrstvu sizného filmu a zabranit vysychani a
drazdeni povrchu oka“ [4, s. 64]. Zatimco v mén¢ zavaznych piipadech lze pfii
substituci slz uzivat jakoukoliv jejich dostupnou variantu, je-li onemocnéni pokrocile;jsi,
doporucovany jsou slzy bez konzervacnich latek (podrobnéji viz dale). Ty sice zajistuji
delsi trvanlivost produktu, na druhou stranu vSak mohou zplsobovou nezédouci
alergické reakce [4]. Substituce slz pak zlepsuje kvalitu zivota pacientli a zaroven také

minimalizuje riziko vzniku dalSich obtizi, jez by mohly ovlivnit kvalitu zraku [2].
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2 Amfifilni polysacharidy a jejich vyuziti pri 1écbé suchého
oka

Jak jiz bylo naznafeno v zavéru ptedchozi kapitoly, v ptipad¢ 1é¢by suchého oka,
potazmo pii substituci slzného filmu, jsou nejcastéji uzivany umelé slzy, které jsou na
trhu jak ve formé kapek, tak i masti ¢i geli, jejichz slozeni je samoziejmé razné.
Vzhledem k tomu, Ze samotny vybér tématu této bakalarské prace vySel ze z faktu, ze
autorka byla na stazi ve spole¢nosti Contipro specializujici se na vyrobu kyseliny
hyaluronové, byl vybér konkrétnich slozek, jimz byla vénovana v dané souvislosti
detailngj$i pozornost, tomuto faktu podfizen. Proto se nésledujici text zaméii specificky
na kyselinu hyaluronovou a karboxymethylceluldzu a jejich vyuziti pii 1é€bé suchého

oka.

2.1 Kyselina hyaluronova

Samotny nazev kyseliny hyaluronové vychéazi ze spojeni slov hyalos (fecky sklo) a
uronic acid (anglicky uronova kyselina) — na ,,sklo* pak odkazuje proto, Ze tuto
chemickou latku, jez difive nebyla zndma, objevili védci v roce 1934 v o¢nim sklivci
hovéziho dobytka. Pravé v o¢nim sklivei pak kyselina hyaluronova sehrava dalezitou
roli — ovliviiuje totiz jeho viskozitu [5]. Kyselina hyaluronova je vSak ptirozené
pfitomna v télech vSech obratlovcl (pfip. mize tvofit také obaly vajicek nékterych
zivocichll) a samoziejmé 1 v téle clov€ka, a to nejen ve sklivei oka, ale napf. i
v synovidlni kloubni tekutiné a dominantné pak v koZnich/pojivovych tkanich. Kromé

toho miize byt kyselina hyaluronova pfitomna také v pupecni Sittite [6].

2. 1. 1 Chemicka charakteristika a vyroba

Z hlediska chemického je kyselina hyaluronova, jejiz struktura je uvedena na obrazku 3
na nasledujici stran€, ,,nesulfatovany glykosaminoglykan, polymer disacharidovych
Jjednotek slozenych z N-acetyl-D-glukosaminu a kyseliny D-glukuronové, ktery se
nachdzi vradé tkani, ale zvlaste ve tkanich pojivovych® [7, s. 360]. Jelikoz
v ptirodé/fyziologicky se kyselina hyaluronova vyskytuje v podobé soli, a ne kyseliny,
je v tomto kontextu hojné€ uzivan také termin hyaluronan [8]. Ten byl zaveden proto,

aby koreloval s mezinarodni terminologii uzivanou pro polysacharidy, a zahrnuje i
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ruzné formy molekuly vcetné kyseliny hyaluronové ¢i sodné soli kyseliny hyaluronové

[6].

NHCOCH,

D-glukuronova kyselina N-acetyl-D-glukosamin

Obrazek 3: Chemicka struktura kyseliny hyaluronové

Zdroj: [6, s. 399]

Ackoliv je v téle kyselina hyaluronova (resp. hyaluronan) ptitomna, vzhledem k fad¢
jejich ptiznivych vlastnosti a moznosti medicinského vyuZiti (a také k faktu, ze s vékem
tvorba této latky v téle klesd) je samoziejmé tato latka také primyslové vyrabéna. Za
ucelem vyroby hyaluronanu jiz bylo vytvofeno né¢kolik rtznych technologickych
postupi, pficemz v primyslové roviné lze hovofit o dvou zakladnich, tedy o metodé
extrakce z zivociSnych tkéani, napf. kohoutich htebinkii, hovézi synovidlni tekutiny,
sklivce skotu ¢i lidské pupecni $ndry (coZ je metoda starsi, od niz se jiz v dnes$ni dobé
viceméné ustupuje), a metod¢ mikrobialni fermentace. Ackoliv obéma témito zpisoby
je mozné vytvofit polydisperzni hyaluronan o vysoké molekulové hmotnosti, tedy
hyaluronan, ktery je mozné vyuZit jak v medicinské, tak i kosmetické praxi, pravé druha

zminovana metoda aktudln€ plati za nejrozsitencjsi [9].

Vzhledem k tomu, Ze biotechnologickd spole¢nost Contipro, v niz byla autorka prace na
stazi, se veénuje vyrobé¢ hyaluronanu/kyseliny hyaluronové pro farmaceuticky a
kosmeticky primysl pravé prostfednictvim mikrobidlni fermentace, resp. fermentace
bakteridlniho kmene streptococcus zooepidemicus, bude tato metoda, jeZ je povazovana
za jednu znejrychlejSich, struéné pfedstavena. Bakteridlni kmen streptococcus
zooepidemicus je prirozenym producentem kyseliny hyaluronové, ta pfitom v pripadé
tohoto kmene plati za jeden z kliCovych virulentnich faktor. Jmenovany kmen kyselinu
hyaluronovou produkuje v podob¢ kapsule, jez pokryvéa kompletni povrch bakterie, diky

¢emuz je kyselina hyaluronovad zaroven ukryta pfed imunitnimi buiikami napadeného
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organismu [10]. Vlastni primyslovd fermentace pak probiha v bioreaktoru, kdy je
v komplexnim médiu pfitomen kvasni¢ni extrakt, fosfore¢nan draselny, glukdza, siran
hotecnaty, chlorid sodny a L-glutamat. Po fermentaci dochazi k procesu ¢isténi (filtrace,
membranova ultrafiltrace). Endotoxiny, vysokomolekularni proteiny a nukleové
kyseliny jsou vyvazany na adsorbenty, které jsou nésledné odfiltrovany. Vysledkem je

vysokomolekularni biokompatibilni kyselina hyaluronova [11].

2. 1. 2 Biologické vilastnosti

Diky unikétni struktufe podobné slozenému listu spleten¢ho do tvaru civky na sebe
kyselina hyaluronova dokédze véazat velké mnozstvi vody, v dasledky tak nabyva
ojedinglé reologické, hygroskopické a také viskoelastické vlastnosti. V lidském téle se
pak kyselina hyaluronova podili na celé fad¢ funkci, pti¢emz ji jsou pficitany biologické
ucinky v roviné regulacni, zanétlivé, imunosupresivni a také antiproliferacni [12]. Titiz

autofi pak [12, s. 223] klasifikuji biologické ucinky kyseliny hyaluronové nasledovné:

- modulace tkanové hydratace a osmotické rovnovdhy (plyne z hygroskopickych
vlastnosti KH, pfi¢emZ hyaluronan vyznamné souvisi s hydrataci a fyzikalnimi
vlastnostmi extracelularni matrix);

- chondroprotektivni ucinky, remodelace kosti (KH stimuluje tvorbu inhibitort
tkanovych matrixovych metaloproteini v chondrocytech a inhibuje degradaci
chrupavky ad.);

- zanetlivé, protizanétlivé, imunosupresivni a antiproliferacni ucinky (KH mj.
méni chovani imunitnich bun¢k, vysokomolekularni hyaluronan pak funguje
ucinky prozanétlivé);

- prenos signalu, migrace a diferenciace bunek (kromé toho hyaluronan také
muZe interagovat s mnozstvim receptori a podpofit aktivaci signalizacnich

kaskad ovlivityjicich bunécnou migraci, proliferaci a expresi gent).

2. 1. 3 Vyuziti v medicindlnich aplikacich
Kyselina hyaluronova se diky svym vlastnostem stala hojn¢ vyuzivanou v celé tadé
oborl. Z hlediska vlastnich ucinkii vSak dtilezitou roli sehrava molekulovd hmotnost

kyseliny hyaluronové, Svihovec a kol. [13] pak piimo hovoii o tom, Ze je mozné
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klasifikovat ji na kyselinu hyaluronovou o nizsi (500-730 000 Da), stfedni (cca 800 000
az 1 500 000 Da) nebo vysoké (az do 8 000 000 Da) molekulové hmotnosti. ,, Externe
podavana kyselina hyaluronova ma nejen lokalni bariérove funkce, ale i vlastni
farmakologickou ucinnost, coz bylo prokazano predevsim o KH o mensi molekulové

hmotnosti, KH o veétsi molekulové hmotnosti maji predevsim bariérovou funkci* [13, s.

623].

Z hlediska terapeutického vyuziti 1ze zminit celou fadu oborl, kdy velké uplatnéni
nalezla kyselina hyaluronovéa napt. v ortopedii. ,, Hyaluronova kyselina ma duleZitou
roli v biomechanice, kdy je cdstecné zodpovédna za lubrikaci a viskoelasticitu. Jeji
koncentrace a molekulova hmotnost ale klesaji s progresi osteoatrozy a starnuti* [14, s.
89]. Proto je tedy kyselina hyaluronova jiz vice jak Ctyfi desetileti uzivana pravé k 1é¢bé

osteoartrozy, a to nejen v ptipad¢ lidi, ale tieba také koni ¢i psu [ 14].

Opomenout nelze ani obory dalsi, jako jsou kardiologie, kdy kyselina hyaluronova
slouzi ke zvyseni biokompatibility kardiovaskularnich implantétti, dermatologie, tehdy
kyselina hyaluronova podporuje regeneraci a augmentaci kiize, urychluje hojeni ran ad.,
onkologie, v jejimz ptipadé jsou klicové nanocastice vazajici kyselinu hyaluronovou,
ktera pak slouzi jako nosic¢ specifickych 1ékli, a samoziejmée také oftalmologie [12].
., Kyselina hyaluronova je zvlasté uzitecnd jako ocni prostorovd matrice, proto se
intraokularni injekce KH béhem chirurgického zakroku pouziva k udrzeni tvaru predni
komory. Navic roztoky KH slouzi jako slozka ocnich kapek zvysujici viskozitu a jako
adjuvans pri reparaci ocnich tkani* [12, s. 224). Odehnal a Malec [4, s. 65] zaroven
doplilyji, Zze kyselina hyaluronova ,, podporuje tvorbu hemidesmozomii v rohovkovém
epitelu a podporuje integritu povrchu rohovky prostrednictvim tvorby specifickych
ligandu ucinnych zvlasté pri zanétu rohovky, coz je také jedna z moznych pficin

vzniku syndromu suchého oka.

2. 2 Karboxymethylceluloza

Karboxymethylcelul6za od doby, kdy byla na pocatku 20. stoleti (konkrétné v roce
1921) patentovana jeji vyroba, nalezla celou fadu vyuziti v nespoctu oborti. Na rozdil od
kyseliny hyaluronové se vSak v lidském téle (t€le zivocichll) pfirozené nevyskytuje a

tato latka je ziskavana chemickou modifikaci pfirodni celuldzy. NejrozSitenéjsi
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uzivanou formou karboxymethylcelulézy je sodnd stl, jez byvd oznaCovana jako

celuldzova guma, sodny celul6zovy glykolat, carboxymethocel nebo collocel [15].

2. 2. 1 Chemicka charakteristika a vyroba
Karboxymethylceluléza, jejiz struktura je znazornéna na obrazku 4, je derivatem
celulozy a jedna se o ve vod¢é rozpustny polysacharid, jenz vznika chemickou

modifikaci celulozy, tedy nejrozsitenéjSiho piirodniho polysacharidu [15].
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CH2 OH
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Obrazek 4: Struktura karboxymethylcelulozy

Zdroj: [15, s. 165]

Samotna vyroba karboxymethylcelulézy pak mize probihat rizné, nejuzivané;jsi
metodou je vSak ta popsand nize. ,, Karboxymethylceluloza (CMC) je éter celulozy
pripravovany napr. karboxymethylaci alkalizované celulozy kyselinou chloroctovou*
[16, s. 18—19]. V zdkladu je tento derivat tedy vyrabén tak, ze celuloza je rozpusténa ve
smési etanolu, acetonu a vody a nasledné dochazi k jejimu vysrdzeni za uziti hydroxidu
sodného. Vysledna latka poté reaguje s kyselinou chloroctovou a vznikd kyzeny derivat

[17].

Nejcastéji je karboxymethylceluldza uzivana ve formé své sodné soli (NaCMC), ovsem
vyskytuje se také jako sil vapenata ¢i jako méné znama kysela forma (HCMC) [16].
,Sodnou sul karboxymethylcelulozy lze v zavislosti na molekulové hmotnosti a mire
substituce pripravit jako praskovity produkt poskytujici viskozni roztoky s tixotropnim

chovanim nebo pseudoplastické roztoky z CMC s vyssi mirou substituce “ [16, s. 15].

2. 2. 2 Biologické vilastnosti
To, jaké konkrétni vlastnosti a u€inky CMC vykazuje, souvisi s mirou substituce ve

struktute celuldzy, ale také s primérnou délkou polymerovych fetézcl a v neposledni
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fad¢ 1 stim, nakolik se shlukuji karboxymethylové substituenty. Hydrofobni CMC
s nizsi substituci maji vlastnosti thixotropni, rozvétvenéjsi CMC s vyssi substituci pak
vlastnosti pseudoplastické¢ [18]. Faktem ale je, ze klicovou vlastnosti CMC je jeji
schopnost utvaiet viskdzni koloidni roztoky s neutralnim ¢i zasaditym pH. I proto je
tedy CMC vyuzivana k ,,regulaci viskozity (nedochézi vsak k tvorbé gelu). Pravé diky
zminované viskozité a faktu, ze jeji miru je mozné urcovat, je CMC casto vyuzivana
jako zahustovadlo ¢i stabilizator. Vedle toho je CMC netoxické a nezptlisobuje alergie,

diky ¢emuz ji lze vyuzivat i v potravinarském primyslu [18].

2. 2. 3 Vyuziti v medicindlnich aplikacich

CMC je nejcastéji vyuzivanym etherem celuldzy a jeji uziti se zdaleka neomezuje jen na
oblast mediciny, naopak je hojné¢ (a to i vzhledem ke snadné vyrobé a nizké ceng)
vyuzivana v celé fadé pramyslovych odvétvi. CMC slouzi jako modifikator viskozity,
zahuStovadlo, stabilizator emulze a také ¢inidlo zadrZzujici vodu. Z toho diivodu CMC
naSla své uplatnéni v textilnim, chemickém, ropném, keramickém ¢i papirenském
pramyslu a nachdzi se vcelém spektru produkti od dietnich tablet az po Cistici
pfipravky apod. Opomenout ale nelze ani jiZ zminéné vyuziti v potravinaistvi, kde je

CMC vyuzivéana jako zahustovalo a stabilizator emulzi pod ozna¢enim E466 [19].

Vzhledem k tomu, Ze CMC je také vysoce biokompatibilni, biologicky rozloZitelna a
vykazuje nizkou imunogenitu, své misto nalezla 1 v primyslu kosmetickém a
farmaceutickém, kdy slouzi napf. jako matrice pro léky s fizenym uvoliovanim,
vyuZivéana je jako pojivo a rozvoliovadlo v tabletach, pfip. slouzi ke zvySeni viskozity.
Uplatitovéna je tedy v 1€¢ivech peroralnich, koznich, vagindlnich i o¢nich, v poslednim
zminovaném piipad¢ pak jako soucast ocnich kapek, umélych slz [17]. CMC je také
Castou slozkou v drogistickém zboZi (zubni pasty, lubrikanty) a opomenout nelze ani
obor mediciny. ,, Karboxymethylceluloza si nasla na rozdil od oxidované celulozy
rozsahlé uplatnéni jako pomocna latka ve farmacii a slozZka implantabilnich materialii

pro chirurgii“ [16, s. 18]. CMC je také dulezitou slozkou v prostiedcich urenych ke
kryti ran [16].
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2. 3 Lécba suchého oka pripravky s obsahem HA a CMC

Ackoliv v pfipadé 1écby syndromu suchého oka je tfeba pristupovat k problému
komplexn¢ a zaméiit se zejména na hledani jeho pfiCiny (muize se jednat napt. o
deformaci ocnich vicek, chronicky zanét okraji vicek apod.), zdroven je nutné
poskytnout pacientovi prubéznou lé¢bu suchého oka, ktera obvykle spociva v podavani
umélych slz [20]. Jak pii prevenci, tak i [é€b& o¢nich onemocnéni, a to véetné syndromu
suchého oka, jsou obvykle uzivany klasické 1ékové formy, tedy predevsim oc¢ni kapky a
masti. ,, Ocni kapky jsou sterilni vodné, pripadné olejové roztoky, emulze nebo suspenze
(...). Kromé lécivé latky obsahuji radu pomocnych latek kupravé osmotickych
vlastnosti, viskozity, hodnoty pH, chranicich pred ucinkem kysliku a mikrobialni
kontaminaci* [21, s. 25]. V ptipad¢ disperznich soustav je kromé toho tfeba ptidat
latky, jez slouzi ke stabilizaci disperzniho stavu (viskozni pfisady, tenzidy) [21]. Jak
dodava Strofova [20], pfi medikamentozni 16¢b& suchého oka jsou uzivana lubrikancia,

tedy umélé slzy, ptipadné také stimuldtory tvorby slz. V krajnim ptipadé pak 1é¢iva,

ey w1

Konkrétné¢ lubrikancia (at uz v podobé kapek, masti ¢i gelll) je tfeba vybirat
s ptihlédnutim k individudlnim potizim pacientd. Na trhu je dostupnd cela fada
rozliénych ptipravki, kdy kli€¢ovou roli pfi vybéru miiZze sehrat napf. i ne/pfitomnost
konzervacnich latek, jez mohou byt v souvislosti se syndromem suchého oka nezadouci
[20]. Ackoliv ne/vyhody jednotlivych ptipravki se rizni, specificky ty na bazi derivatu
celulozy vykazuji ve srovnani s polyvinylpyrolidonem (PVP) a polyvinylalkoholem

(PVA) prodlouzenou odolnost v slzném filmu [3].

2. 3. 1 Ume¢lé slzy

Jak uvéadi Kuchynka a kol. [3, s. 200], ,,umelé slzy jsou derivaty celulozy (prepardty
Lacrisyn, Tears Narurelle II, Refresh, Artelac AC, Hypromeloza P),
pobyvinylpyrolidonu (preparaty Arufil, HypoTears Plus, HypoTears Plus SDU) a
polyvinylalkoholu (prepardt Siccaprotect).“ Strofova [20] dopliiuje, Ze umélé slzy by
mély obsahovat také draselné ionty, bikarbonat a polyethylenglykol ¢i propylenglykol,
pricemz derivaty celuldzy ,, maji prodlouzenou odolnost v slzném filmu a jsou vybornym
lubrikanciem* [20, s. 37], je vSak nutné dbat na pravidelnost aplikace. Stejné¢ tak je

dualezitou slozkou umélych slz kyselina hyaluronova, kterd ,,ma cytoprotektivni ucinky,
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podporuje tvorbu hemidesmozomui v rohovkovém epitelu a podporuje integritu povrchu

rohovky tvorbou specifickych ligandii ucinnych zvlasté pri zanetu rohovky “ [20, s. 37].

Vzhledem k tomu, Ze suché oko, popf. syndrom suchého oka souvisi s narusenim
slzného filmu, je tieba vybér konkrétniho 1éCiva piizptsobit také tomu, ktera jeho vrstva

je narusena, resp. s jakou jeho vrstvou ma pacient obtize.

e NaruSena lipidova vrstva

V ptipadé, ze je narusena tukova vrstva slzného filmu, pacienti pocit'uji obtize ihned po
ranu. ,, Porucha tukové slozky slzného filmu obvykle znamena neprijemné pocity 'ciziho
telesa’ hned po probuzeni, oc¢i se oteviraji s bolestivym trhnutim a po nakapdni
zvlhéujicich ocnich kapek problém béhem dne odezniva“ [22, s. 28]. Konkrétné tento
problém postihuje predevsim starSi populaci (a ¢astéji Zeny), jedna se totiz obvykle o
disledek zmén vyvodu Meibonskych zlaz, jez souvisi s pfibyvajicim vékem. Kromé
toho ale na lipidovou vrstvu mohou negativné pusobit také vnéjsi faktory, napt. uzivani
digitalnich médii, resp. z toho plynouci snizena ¢etnost mrkani, ¢i uzivani kontaktnich
¢ocek [3]. Vtomto piipadé jsou tedy vhodné ocni kapky s obsahem fosfolipidi a

mineralnich oleju.

e NaruSena vodna a mucinova vrstva

Pokud se pocit suchého oka zhorSuje v pribéhu dne (napt. v souvislosti s pobytem
vuméle klimatizované ¢i osvétlené mistnosti apod.), pravdépodobnou pfiinou je
naruSeni vodné ¢i mukoézni slozky slzného filmu, resp. nedostatek slz. Tento problém se

pak tyka 1 populace mladsi, a to v disledku zivotniho stylu [22].

Je-li naruSena vodna vrstva, samoziejme je tieba provést externi zvlhéeni — a za timto
ucelem jsou hojné vyuzivany pravé piipravky obsahujici kyselinu hyaluronovou, tedy
., mukopolysacharidovy komplex, ktery zajistuje stabilni vrstvy slzného filmu,* [3, s.
200]. Molekuly kyseliny hyaluronové jsou schopné vazat na sebe velké mnozstvi vody a
zajistuji tak nutnou viskozitu. Jeji mira se vSak samoziejmé¢ odviji od toho, v jaké
koncentraci je kyselina hyaluronové obsazena. Cim vice hyaluronatu je uzito, tim vyssi
je viskozita, kdy napf. o¢ni kapky s 0,1 % hyalurondtu jsou urCeny spiSe pro méné
zavazné piipady (tedy mirné az stfedné suché oci), zatimco ty s koncentraci 0,2 %
hyaluronatu jiz vykazuji vyssi viskozitu, na povrchu oka ziistavaji delsi dobu a jsou

A%

vhodné 1 pro 1écbu té€zsich forem suchého oka [23]. Kyselina hyaluronova pak byva
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v kapkach dopliovana karboxymethylcelulézou, ¢imz je zvlhcujici ucinek jesté vice
podpoien, piip. jsou umélé slzy se zvlhcujicim Ucinkem utvafeny na bazi CMC a

glycerinu [22].

Jelikoz je ale slzny film tvofen trojici vrstev, samoziejmé¢ by nejvhodnéjsim 1éCivem
byly kapky takové, které by dokazaly komplexné obnovit fyziologii celého slzného
filmu. A pravé na takovém pftipravku jiz pracuji i CeSti védci ve spolupraci s jiz
zminovanou spolec¢nosti Contipro. Snazi se tedy spole¢né vyvinout jediny polymer,
ktery by dokdzal nahradit vSechny vlastnosti slzné¢ho filmu, pfi¢emz tento polymer je
utvofen pravé na bazi kyseliny hyaluronové. ,, Vyvijeny derivat kyseliny hyaluronové

bude navic schopen lépe vazat mucin, protein, ktery zabranuje osychani povrchu oka,

shrnula pak vyzkumna pracovnice Contipro [24].
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3 Moznosti zvySovani viskozity hyaluronanu

Viskozita je jednou z klicovych vlastnosti hyaluronanu a také zdsadnim aspektem pro
1é¢bu suchého oka. Pravée viskozita také tizce souvisi s mirou u€inku konkrétniho o€niho
pripravku. Plati také, ze ¢im vyssSi viskozitu ocni ptipravek vykazuje, tim delSi dobu
dokéze ulpét na rohovce a pozitivné na ni pisobit. Jelikoz uziti vysokomolekuldrni
kyseliny hyaluronové je ale relativné ndkladné, je zadouci zaméfit se na alternativni
zpusoby zvySovani viskozity hyaluronanu a snizovani koncentrace kyseliny
hyaluronové tak, aby vznikla nizkomolekularni kyselina hyaluronova, kterd je levnéjsi a

pro vyrobu o¢nich kapek de facto efektivné;jsi.

Prakticka ¢ast prace se proto zameéfila na moznosti zvyseni viskozity hyaluronanu, a to
na piikladu riizn¢ modifikovanych roztokiit CMC a HA, kdy bylo zjistovano, jak se tyto
latky vazou na kyselinu laurovou. Pro méteni stupné disociace byla vyuzita dvojice tzv.
strukturnich analyz, tedy NMR spektrometrie a IC spektrometrie. Zamérem pak bylo
také zodpovédét vyzkumnou otdzku, zda lze zvysit viskozitu hyaluronanu pomoci

derivati kyseliny laurové snizenim obsahu HA a CMC.

3. 1 Metodika — pouzité experimentalni metody

Aby bylo mozné provést specializovana méteni vzorkd, bylo tieba tyto vzorky nalezité
pripravit. Tento proces piipravy zachycuje experimentalni ¢ast (viz dale). K vlastnimu
méfeni toho, zda vzorky po riznych typech uprav vykazaly vyssi viskozitu, pak
poslouzila dvojice metod, a to nukledrni magnetickd rezonance (NMR) a infracervena

spektrometrie (IC).

Me¢tené vzorky CMC a HA byly ptipraveny v laboratotich firmy Contipro, kde autorka
prace vroce 2020 béhem cervence a srpna absolvovala letni stdz. Cela spoluprace
probihala na pracovisti vyvojové skupiny nano nosicu, a to pod vedenim Glorie Huerty
Angeles, PhD. Ve spolecnosti Contipro pak probéhlo také meéteni NMR, piicemz
pracovnici Contipro kromé moznosti vyuziti jejich laboratofi a pfistroji, navic poskytli i
sv¢ interni materidly, které byly v ramci praktické ¢asti bakalaiské prace také vyuzity.
Méteni IC bylo po domluvé a vzhledem k moderngj$imu vybaveni realizovano

v laboratofich univerzity Pardubice pod vedenim doc. Bousky.
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3. 1. I NMR spektrometrie

Nuklearni magnetickd rezonance je spektroskopickd metoda zamétujici se na
energetické piechody atomovych jader nachazejicich se v molekulach, kdy Ize diky
sledovani absorpce radiofrekvencniho zafeni inkriminovanym vzorkem, ktery je
umistén do silného magnetického pole, zachytit informace o struktufe latky, jez je
zkoumana. NMR spektrometrie je tedy zaméfena na chovani atomového jadra

umisténého v magnetickém poli.

V souvislosti s atomovym jadrem je vSak tfeba fici, ze ne kazdé je pro NMR
spektrometrii vhodné — to, zda je mozné tuto metodu aplikovat, pak vychazi ze
skute€nosti, jakd je hodnota tzv. jadern¢ho spinu. Ta je tvofena souctem spinli vSech
¢astic, které jadro obsahuje (kdy v zakladu se jedna o kladné nabité protony a neutralni
neutrony, pficemz kazda z té€chto ¢asti ma svij vlastni smér rotacniho pohybu, tedy
prave spin, jehoz hodnota mize Cinit +1/2 nebo -1/2). Aby bylo méfeni proveditelné,

v

jsou tedy nejvhodnéjsi jadra, jejichZ spin se pohybuje na hodnoté 'z [25].

Samotna méteni metodou NMR jsou pak provadéna tak, Ze ,, vzorek studované latky se
viozi do homogenniho magnetického pole o znamé konstantni indukci. V kolmém sméru
se necha prochazet radiofrekvencni zareni, které svou energii odpovida spinovym
prechodum jader a jehoz frekvence je plynule ménéna, a hleda se takova frekvence, pri
niz dochazi k absorpci® [25, s. 77]. Metoda je vyuzivdna nejen ke sledovani pribéhti
ruznych reakci, oveétovani struktury produktl, ke studiu tkdni a organi, ale samoziejmeé

také k urovani struktury sloucenin.

V ptipad€é bakalarské prace byla NMR spektra studovanych sloucenin méfena v
deuterovaném benzenu a chloroformu pfi laboratorni teploté na pfistroji Bruker Avance
500 vybaveném Smm Sirokopasmovou sondou se Z-gradientem v pulznim moédu s
vyuzitim Fourierovy transformace. "H NMR spektra byla méfena pii frekvenci 500,13

MHz. Hodnoty 'H chemickych posunii byly vztazeny ke standardu Me,Si (6 = 0,00
ppm).

3. 1. 2 Infracervend spektrometrie
Metody infracervené spektrometrie jsou uzivany v organické i anorganické chemii
k analyze (napft. z hlediska sloZzeni) koncentrace slozek, ke zjisténi stavu polymeracniho

stupné apod., tedy k zachyceni informaci o molekularni struktute latky. Prostfednictvim
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infraervené spektrometrie je tak mozné urcit napt. koncentraci a obsah vlhkosti, aditiv,
necistot apod. [26]. Podstatou metody je ,,interakce mikrocastic (molekul) tvoricich

makroskopicky vzorek s infracervenym zarenim “ [26, s. 84].

Infracervena spektroskopie je pak klasifikovana s ohledem na vlnové délky zareni (kdy
infradervenym zafenim je elektromagnetické zafeni s rozsahem vinoétii od 12 500 cm’™
do 10 cm™ pii vlnovych délkach od 800 nm do 0,5 mm), a to do trojice kategorii: daleké
(FIM), sttedni (MIR) a blizké (NIR). V ptfipadé urCovani chemickych struktur je pak
dominantn¢ uzivana stfedni infracervena oblast s vlno¢tem pftiblizné v hodnotach od

4000 cm do 400 cm™ a s vlnovou délkou od 2,2 pm do 25 pm).

Co se samotného principu metody tyka, pracuje s absorpci infraerveného zafeni béhem
priachodu vzorkem — v ramci tohoto procesu totiz dochazi ke zméné rotacné vibra¢niho
energetického stavu molekul vzhledem k tomu, jak se zméni jejich dipdlovy moment
[27]. ,,Odpovida-li vinova délka infracerveného zareni charakteristické energii
konkrétni vazby v molekuldach vzorku, je toto zdreni molekulami vzorku absorbovano.
Mnozstvi absorbovaného zareni je umérné mnozstvi absorbujici latky a je definovano
jako dekadicky logaritmus podilu intenzity zareni vychdzejiciho ze zdroje a intenzity
zareni, které proslo vzorkem* [27, s. 30]. Podobnym zplsobem je pak mozné
zachycovat také miru zafeni, jeZ absorbovano nebylo (a tehdy se jedna o tzv.
transmitanci). Zjisténé infracervené spektrum tak zachycuje zévislost absorbance nebo

transmitance na vlnoctem stanovené energii infraerveného zateni [27].

IC spektra studovanych sloudenin byla méfena na zafizeni Vertex V70 s ATR
nastavcem ve spektralnim rozsahu 4000-400 cm™ s rozligenim 4 cm™. Pied tim, neZ
bylo provedeno samostatné NMR a IC méfeni, bylo tfeba vzorky k vlastni analyze

pfipravit.

3. 1. 3 PouZité chemikalie
V ramci experimentalni ¢asti prace byla vyuZzita fada chemikalii, jejich prehled vcéetné

uzitych Sarzi poskytuje Tabulka 1 na nasledujici strané.
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Tabulka 1: Prehled uzitych chemikalii a jejich Sarzi

Latka Sarze

HA HY SILK 030317 E1
CMC MKBN 8635 V
Kyselina laurova | S 757 9633 829
TEA 2202 1608 16 Z
DMAP S 6946 999 449

BC S 688 9704 429
THF 2401 180 119

NaCl -

Zdroj: vlastni

3. 2 Priprava vzorki k analyze

Ptiprava vzorkid k analyze byla zahdjena aktivaci kyseliny laurové, potazmo
zjistovanim, které Cinidlo je pro tento proces nejvhodnéjsi. Nasledné byly pfipraveny

roztoky.
e Aktivace kyseliny laurové

Aby bylo mozné méfit piipadné zvySeni viskozity pfipravenych vzorki, bylo v prvnim
kroku tfeba aktivovat kyselinu laurovou, a to jejim rozpusténim v €inidlech — za uc¢elem
zajisténi jejiho rozpusténi co nejrychleji a nejefektivnéji byla testovana rozpoustédla
1,1'-karbonyldiimidazol (CDI) a benzoylchlorid (BC). Pomoci NMR spektrometrie bylo
tedy zjiStovano, které ze zvolenych rozpoustédel bude pro aktivaci kyseliny laurové

nejvhodnéjsi.

Pracovéno bylo také s tim, jak podobu NMR spektra pro BC uvadégji 1 nékteré odborné
publikace, to, s nimZ pracuji v Contipro, je zndzornéno na nasledujicim Obrazku 5.
Aktivace kyseliny byla pro jistotu presnosti provadéna nekolikrat, a to po 1 h, po 2, 3,
4, 6, 24 a 48 hodinach.
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Obrazek 5: NMR BC
Zdroj: Interni materialy Contipro

Jak potom naznacuje nasledujici Obrazek 6, BC se ukézalo jako vhodné ¢inidlo, jehoz

rozmezi peakl odpovida i obrazku predeslému, s nimz pracuji v Contipro.
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Obrazek 6: Vzorek TEM — 03, NMR spektrometrie, ¢inidlo BC
Zdroj: Vlastni Setieni/Contipro
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Naopak aktivacni ¢inidlo CDI se (ackoliv aktivace kyseliny probéhla) v ramci méfeni
ukéazalo jako neefektivni, a proto nebyly v casovych intervalech pozorovany zadné

zmény, coz je patrné na Obrazku 7 zachycujicim vzorek TEM — 04.
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Obrazek 7: Vzorek TEM — 04, NMR spektrometrie, ¢inidlo CDI
Zdroj: Vlastni Setfeni/Contipro

V pribéhu aktivace kyseliny laurové byly paralelné pfipravovany také roztoky CMC a
HA. Nasledné byly smichanim vytvofeny roztoky kyseliny laurové a CMC a také
kyseliny laurové a HA a vytvotfeny pfislusné vzorky. Aktivace téchto vzorkl jiz byla

provadéna pouze pomoci ¢inidla BC.

Poté, co bylo zvoleno nejvhodnéjsi ¢inidlo, bylo pfistoupeno k pfipravé roztoki (jak
CMC, tak i HA), aktivaci kyseliny laurové za uziti BC a nakonec byly pfipraveny
roztoky CMC a kyseliny laurové a HA a kyseliny laurové — postupy byly totozné.

e Piiprava roztokit CMC a HA

A1) Priprava roztoku CMC

V ptipad¢ prace s roztokem CMC byl v 50ml destila¢ni batice rozpustén 1 g CMC ve 20
ml demi vody. Do roztoku bylo ptfiddno 10 ml THF, 1,730 ml TEA a 25 mg DMAP

31



(rozpusténo v 0,5 ml demi H,O v mikrozkumavce). Roztok CMC byl michan béhem

aktivace kyseliny laurové na magnetické michacce s magnetickym michadlem.
A2) Aktivace Kkyseliny laurové (s ¢inidlem BC)

Za ucelem aktivace kyseliny bylo ve 25ml destilacni baiice v 10 ml THF rozpusténo
828 mg kyseliny laurové. Nasledné bylo do roztoku ptidano 1,730 ml TEA a nakonec
0,480 ml BC. Aktivace roztoku kyseliny laurové pomoci BC pak trvala 30 min pii RT.

A3) Priprava roztoku CMC a kyseliny laurové

Roztok aktivované kyseliny laurové byl nésledné pfimisen do roztoku CMC (a
proveden vyplach nddoby pomoci 1 ml THF). Vlastni reakce probihala pii RT. Béhem
reakce byly provedeny 4 odbéry (po 1,5 h, 3 h, 5 h a 24 h) 10 ml reak¢éni smési, z niz
byly jednotlivé izolovany a purifikovany produkty (viz déle).

Tabulka 2: Latky uzité k ptipravé roztoku CMC a aktivované kyseliny laurové

TEM - 07

Chemikalie m[g] |n[mmol] |M[g.mol'] |V [ml] |Ekv. p[g.cm™]

CMC250kDa |1 4,1 242 1

Lauric acid 0,828 |4,13 200,32 1

TEA 1,25 | 124 101,2 1,728 3 0,726
1,25 | 124 101,2 1,728 3 0,726

DMAP 0,025 0,21 122,2 0,05

BC 0,58 (4,13 140,57 0,480 1 1,21

10,0

THF 72,11 10.0 0,889

H,O reakce 18,0 20

NaCl 1,21 20,7 58,44 5

Zdroj: Contipro
B1) Priprava roztoku HA

Postup v ptipadé¢ HA byl obdobny jako u CMC. V 50ml destilacni baiice byl tedy
rozpustén 1 g HA ve 20 ml demi vody. Do roztoku bylo ptfiddno 10 ml THF, 1,045 ml
TEA a 15 mg DMAP (rozpusténo v 0,5 ml demi H>O v malé mikrozkumavce). Roztok
HA byl michan béhem aktivace kyseliny na magnetické michacce s magnetickym

michadlem.
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B2) Aktivace kyseliny laurové (s ¢inidlem BC)

Aktivace kyseliny byla provedena tak, ze ve 25ml destila¢ni banice bylo v 10 ml THF
rozpusténo 501 mg kyseliny laurové. Nasledné bylo do roztoku pfidano 1,045 ml TEA a
nakonec 0,290 ml BC. Cely proces aktivace roztoku trval 30 min pii RT.

B3) Piiprava roztoku HA a kyseliny laurové

Roztok aktivované kyseliny byl pfimisen do roztoku HA (vyplach nadoby 1 ml THF).
Reakce probihala pii RT a béhem ni byly provedeny 4 odbéry (po 1,5 h, 3 h, 5h a?24 h)
10 ml reakéni smési, z nichZ byly jednotlivé izolovany a purifikovany produkty (viz

dale).

Tabulka 3: Latky uzité k ptipravé roztoku HA a aktivované kyseliny laurové

TEM - 08
Chemikalie |m [g] |n[mmol] |M[gmol'] |V [ml] |Ekv. |p[g.cm?]
HA
270kDa 1 2,5 400 1
Lauric acid | 0,501 2,50 200,32 1
0,76 7,5 101,2 1,045 3 0,726
TEA
0,76 7,5 101,2 1,045 3 0,726
DMAP 0,015 (0,13 1222 0,05
BC 0,35 2,50 140,57 0,290 1 1,21
10,0
THF 72,11 10.0 0,889
H,O
reakce 18,0 20
NaCl 0,73 12,5 58,44 5

Zdroj: Contipro

e Optimalizace reakcnich podminek

JelikoZ s vy$sim ekvivalentem kyseliny laurové klesé jeji rozpustnost, ¢imZz dochazi ke
snizovani viskozity, byla pozornost zamétena na sledovani jejich ekvivalentd, jez byly
meénény (stejné jako navazka BC). Zkoumano bylo, k ¢emu dojde, je-li prostiedi
zménéno, a to s cilem zjistit vhodny stupen substituce CMC ¢i HA kyselinou laurovou.
Za ucelem urceni vhodného stupné substituce byly tedy sledovany vhodné ekvivalenty

kyseliny laurové.
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1. Roztok CMC

V 50ml destila¢ni baiice byla rozpusSténa CMC v demi vodé za pomoci magnetického
michadla o velikosti 2 cm. Do roztoku CMC bylo dale pfidano: THF, TEA a nakonec
DMAP (pfedem rozpustén v eppendorfce v 0,5 ml demi vody). Roztok CMC byl

michan béhem aktivace kyseliny laurové.

Kyselina byla aktivovana tak, ze ve 25ml destilacni bance byla rozpusténa kyselina
laurova v THF. Nasledné bylo do roztoku ptiddno TEA a BC, vlastni aktivace probihala
30 min pii RT. Roztok aktivované kyseliny byl pfimisen do roztoku CMC a reakce
probihala 1,5 h pfi RT. Tabulky 4, 5, 6 a 7 pak ukazuji, jak byl zménén ekvivalentni
podil kyseliny laurové a zachycuji vychozi situaci pro jednotliva NMR méfeni, kterd
byla po kazdé zméné ekvivalentniho mnozstvi kyseliny laurové provedena tak, aby byla

zjiSténa prislusna mira navazani CMC a HA.

Tabulka 3 zachycuje vychozi situaci pro NMR méfeni vzorku s ekvivalentnim

mnozstvim kyseliny laurové o hodnoté 0,5.

Tabulka 4: Optimalizace reakénich podminek zménou ekvivalentu kyseliny laurové; 0,5

Chemikalie m [g] n [mmol] M [g.mol'l] V [ml] Ekv. p [g.cm'3]

CMC 250 kDa 1 4,1 242 1

Lauric acid 0,415 2,07 200,32 0,5

TEA 1,25 12,4 101,2 1,728 3 0,726
1,25 12,4 101,2 1,728 3 0,726

DMAP 0,025 0,21 122,2 0,05

BC 0,29 2,07 140,57 0,240 0,5 1,21

10,0

THF 72,11 10.0 0,889

H,O reakce 18,0 20

NaCl 1,21 20,7 58,44 5

Zdroj: Vlastni vyzkum/Contipro

V ptipadé¢ NMR méfeni za téchto podminek bylo navazani CMC a HA zjisténo, stejné
jako v pfipadé NMR meéfeni za situace (tu zachycuje nasledujici Tabulka 5), kdy

ekvivalentni mnoZstvi kyseliny laurové mélo hodnotu 0,75.
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Tabulka 5: Optimalizace reakénich podminek zménou ekvivalentu kyseliny laurové; 0,75

Chemikalie m [g] n[mmol] |M [g.mol'] |V [ml] Ekv. p [g.cm’]

CMC 250 kDa 1 4,1 242 1

Lauric acid 0,621 3,10 200,32 0,75

TEA 1,25 12,4 101,2 1,728 3 0,726
1,25 12,4 101,2 1,728 3 0,726

DMAP 0,025 0,21 122,2 0,05

BC 0,44 3,10 140,57 0,360 0,75 1,21

10,0

THF 72,11 10,0 0,889

H,O reakce 18,0 20

NaCl 1,21 20,7 58,44 5

Zdroj: Vlastni vyzkum/Contipro

V ptipadé, kdy byl ekvivalent kyseliny laurové navySen na hodnotu 1, coz zachycuje

Tabulka 6, jiz dle provedeného NMR méfeni navazani HA, resp. CMC, probihalo hiie.

Tabulka 6: Optimalizace reakénich podminek zménou ekvivalentu kyseliny laurové; 1

Chemikalie m [g] n [mmol] M [g.mol'l] V [ml] Ekv. p [g.cm'3]

CMC 250 kDa 1 4,1 242 1

Lauric acid 0,828 4,13 200,32 1

TEA 1,25 12,4 101,2 1,728 3 0,726
1,25 12,4 101,2 1,728 3 0,726

DMAP 0,025 0,21 1222 0,05

BC 0,58 4,13 140,57 0,480 1 1,21

10,0

THF 72,11 10.0 0,889

H,O reakce 18,0 20

NaCl 1,21 20,7 58,44 5

Zdroj: Vlastni vyzkum/Contipro

Tabulka 7 pak ukazuje zménu ekvivalentu na nejvy$$i moznou hodnotu, a to hodnotu 2,

v tomto piipadé vsak jiz nebylo navazdni CMC a HA na kyselinu laurovou nijak patrné.

Tabulka 7: Optimalizace reakénich podminek zménou ekvivalentu kyseliny laurove; 2

Chemikalie m [g] n [mmol] |M [g.mol’] |V [ml] Ekv. p [g.cm™

CMC 250 kDa 1 4,1 242 1

Lauric acid 1,655 8,26 200,32 2

TEA 1,25 12,4 101,2 1,728 3 0,726
1,25 12,4 101,2 1,728 3 0,726

DMAP 0,025 021 122,2 0,05

BC 1,16 8,26 140,57 0,960 2 1,21

THF 72,11 10,0 0,889

10,0
H,O reakce 18,0 20
NaCl 1,21 20,7 58,44 5

Zdroj: Vlastni vyzkum/Contipro
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Po provedené optimalizaci reakénich podminek lze shrnout, Ze nejlep$im ekvivalentnim
mnozstvim kyseliny laurové bylo 0,5. Zkoumanim bylo zjiSténo, Ze navazani HA resp.
CMC na kyselinu laurovou s ekvivalentem 2 neprobihalo uz takika vibec. Bylo by tak
mozné tvrdit, Ze zména ekvivalentu méla vzhledem k navazani CMC a HA linearni
pribéh, kdy nejlepsi vysledky vykazal vzorek s ekvivalentem kyseliny laurové o
hodnoté 0,5, zatimco navazani CMC a HA v pfipadé ekvivalentu kyseliny laurové

s hodnotou 2 jiz nebylo viibec patrné.

Jelikoz byly pfipravené vzorky pfili§ vlhké na dal$i méfeni NMR, nasledovala izolace

produktu, tedy srazeni/purifikace a suSeni/lyofilizace.

e Izolace produktu

Za ucelem izolace CMC a HA byla nejprve zvolena metoda srézeni (tzv. purifikace).
V tomto piipadé bylo postupovano v souladu s metodikou uzivanou spolecnosti

Contipro. Ta pracuje s trojici kroku:

1) Neékolikanasobné proplachovani pomoci 100% IPA, kdy jsou vzorky zbavovany
vody.

2) Uziti IPA s 85% koncentraci za tcelem ciSténi produktu od necistot.

V ramci obou téchto krokt dochézi také ke kombinovéni postupu s centrifugaci, tedy

oddé€lovani suspenze od vody.

3) SuSeni v horkovzdus$né susarné pii 40° C s cilem odstranit IPA (Contipro, interni

materialy).

Vlastni sraZeni produktu pak probihalo v pfipadé CMC pomoci pfedem piipravené¢ho
roztoku 0,36 g NaCl v 1,5 ml demi vody a 100 ml 100% IPA za vzniku kalné¢ho
roztoku, kde se vysrazela CMC. V ptipadé HA byla situace tatdz, pficemz v kalném

roztoku se vysrazela HA.
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Obrazek 8: Uzivané centrifugacni zkumavky
Zdroj: Vlastni Setfeni

Purifikace  produktu  probihala v n¢kolika  krocich, kdy dochazelo k
opakovanému promyvani rizné koncentrovanym isopropanolem, a to bud’ 100% nebo
85% (uzivano bylo zafizeni Turrax). K tomuto bylo pfistoupeno kvili oddé€leni
suspenze od vody (tj. aby vzorky byly pfed vlastnim suSenim zbaveny co nejvétSiho
mnozstvi vody). Nejdiive bylo promyvéano 85% roztokem ve ¢tyfech po sobé jdoucich
krocich a nasledné, na dosusSeni, tfikrat 100% isopropanolem. Objemy roztokl se
neménily, vzdy bylo pouZito 100 ml. Samotné suseni vysledného produktu probihalo
v horkovzdusné susarné pfi teploté 40 °C. BohuZel tento zptsob byl nedostatecny, a tak

nasledovala lyofilizace vzorku.

Lyofilizace je velmi vhodnou metodou k izolaci produktu, jez je vyuzivana k suseni
vlhkych materidli, zakladni princip pak pracuje s vakuovym sublima¢nim suSenim.
Lyofilizace je ,,procesem odvodnovani preparatii v zamrzlém stavu, kdy led uvnitr
kapilar a porii materialu sublimuje do g-gaze pri T a p nizsim, nez jsou podminky
odpovidajici tzv. trojnému bodu vody“ [28, s. 3]. Samotna lyofilizace pak probiha ve
ttech na sob¢ navazujicich krocich (vSe zachycuje Obrazek 9, Fazovy diagram vody),
v prvni fazi dochdzi k zamrazeni a tvorbé pevné taze, ve tazi druhé probihé suseni, kdy
je zéaroven snizen tlak a probihd sublimace ledu, tedy odstranéni nevézané vody, a to
vice jak jejich 95 %. Posledni — tfeti — faze pak Citd finalni suSeni zahrnujici zahfivani,

dalsi sniZeni tlaku, desorpci vazané vody a odstranéni celkové vody az z 99,9 % [29].
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p(pa) t

Kapalna faze

1. Ochlazeni

273,16 T(K)

Obrazek 9: Fazovy diagram vody
Zdroj: [29]

Po vysuseni produktu v susarn¢ bylo tedy ze vzorku odebrano piiblizné¢ 100 mg a
nasledné rozpusténo ve 20 ml demi vody v lékovce s uzavérem. Po rozmichani byl
roztok pfeveden na Petriho misku a zamraZen po dobu 24 hod. Poté uZ nésledovala
samotnd lyofilizace na lyofilizatoru, a tak doSlo k zbaveni se vSech zbytkovych

rozpoustédel. Vzorky po lyofilizaci zachycuje Obrazek 10.

Obrazek 10: Vzorky po lyofilizaci
Zdroj: Vlastni Setfeni
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e Piiprava roztokit a vzorkit pro méreni NMR

Na NMR méfeni bylo pouZzito 5—7 mg vzorku (po ususeni v susarn¢ nebo po lyofilizaci)

a smichéano s 800 pl D20, coZ zachycuje nésledujici Obrazek 11.

Obrazek 11: PouZzivané kyvety pro NMR méfeni
Zdroj: Vlastni Setfeni

o Piiprava roztoki a vzorkii pro méieni IC

Pro méfeni IC byl roztok CMC a HA piipraven stejné jako na méfeni NMR.

3.3 Vyhodnoceni dat

V ramci méfeni NMR a IC bylo cilem zjistit, jestli ve sledovanych modifikovanych
vzorcich jsou amfifilni derivaty kyseliny laurové, tedy CMC a HA, obsazeny ve vyssi

mife nez v ptipadé samotné CMC a HA.

V ramci experimentalni ¢asti prace byly tedy pfipraveny amfifilni derivaty kyseliny
laurové (CMC a HA). Na téchto derivatech byl zjiStovan stupenn substituce (DS)
kyseliny laurové do hyaluronové a karboxymethycelulézové struktury, ktery byl

zjistovan pomoci 1 H NMR spektrometrie a pomoci IC spektrometrie.
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Se zvysujicim se podilem navazované slouCeniny vzrustal i stupeil navazani, a to
linearné. Bylo také zjiSténo, Ze optimalizaci reakénich podminek vykazuje nejlepsi

vysledek vzorek s 0,5 ekvivalentem kyseliny laurové.
o  NMR spektrometrie — vysledky

Jako vychozi pro zhodnoceni vysledkli bylo vyuzito znazornéni ¢asti NMR spektra

kyseliny hyaluronové bez aditiv, které zachycuje Obrazek 12.

HOD H3.4.5,7 R =-CHCOOH

-t e i Pt

Obrazek 12: NMR spektrum pro HA
Zdroj: Contipro

V ptipravenych a métenych vzorcich se peak sice zobrazuje, ale vzhledem k Sirokym
signalim ostatnich funkénich skupin je pomérné zanedbatelny. Obrazek 13 pak
zachycuje NMR pro HA v D,0O — a je patrné, ze HA se ve vzorku nachazi (plati i pro
vSechny ostatni NMR spektra)

SpinWorks 4: TEM-07-5hod_10082020
PROTONS6G D20 {DT\nmrdzta\Glorie_AU} nmrsu 44

. ZB\NMRITEM-07-5hod_100§2020\1011d  expt: <2930> freg. of 0 ppm: 700.199941 MHz

¢ freq.: 700.204324 MHZ processed aze: 65536 complex points
ome domain size; 65536 points LB: 0.300  GF: 0.0000

1388B.89 HZ = 19.8355 Ppm = 0.211928 HZ/Pt

number of scans: 96

Obrazek 13: NMR pro HA v D,O
Zdroj: Vlastni Setfeni
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NMR méfteni probihalo opakované ve sledu nékolika hodin (v intervalech 1,5; 3; 5; 7 a
24 hodin), a to z toho diivodu, aby pfipadné chybné méfeni nemélo vliv na dalsi prab¢h
zkoumani, a také proto, aby bylo mozné provést vzijemna srovnani. Ackoliv byly
v NMR spektrech Siroké signaly, pfitomnost laitek HA a CMC se ve vzorcich (a¢

v minimalni mife) projevila.

e IC vysledky
Cilem méfeni infraCervenych spekter bylo zjistit, zda pfipravené vzorky obsahuji HA,
respektive CMC. Naméiena spektra byla porovnavana se spektry nalezenymi v odborné

literatute, tedy nasledujicimu Obrazky 14 (pro HA) a 15 (pro CMC)

%Reflectance

Obrizek 14: IC spektrum HA
Zdroj: [30, s. 320]

2000
Wavenumber [cm-1]

Obrazek 15: IC spektrum CMC
Zdroj: [31, s. 103039]

Meéieni vlastnich vzorka pak zachycuji obrazky nasledujici. Obrazek 16 se vztahuje ke

vzorku obsahujicimu HA. Infracervend spektra byla méfena na ATR nastavci a
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zobrazuji zavislost absorbance na vino¢tu (coz plati i pro obrazek tykajici se CMC).

V ptipadé zkoumaného vzorku je patrné, ze se HA ve vzorku objevuje.

0,18
0,16
0,14
0,12

0,1
0,08
0,06
0,04
0,02

0 500 1000 1500 2000 2500 3000 3500 4000 4500

Obrizek 16: IC, modifikovand HA
Zdroj: Vlastni Setfeni

Ve druhém piipadé byl IC spektrometrii podroben vzorek CMC, kdy v IC spektru byly
nalezeny charakteristické pasy CMC.

0,1
0,08
0,06
0,04

0,02

0 500 1000 1500 2000 2500 3000 3500 4000 4500

Obriazek 17: IC, modifikovana CMC
Zdroj: Vlastni Setfeni

Samotnd modifikace HA a CMC vSak neni pftili§ patrna.
e Stupe substituce (DS)

Jak je zieyjmé z Tabulky 8, u HA doSlo po 3 hod. k chybé stanoveni, a proto pii
provadéném meéieni nedoSlo k linedrnimu prabéhu stupné substituce za soucasného
vzristu casu. U CMC doslo pro zménu k chybé po 5. hoding, kdy nedochazelo k snizeni

DS lineérné, jak by tomu spravné mélo byt.
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Tabulka 8: Stuperi substituce CMC a HA

Vzorky po lyofilizaci | CMC - DS% (TEM - 07) | HA - DS% (TEM - 08)
1,5 hod 2,906 1,265
3 hod 1,793 1,063
5 hod 2,228 2,096
24 hod 1,156 2,402

Zdroj: Vlastni Setfeni/Contipro

Vyse fecené pak zachycuje také dvojice nasledujicich grafii, z nichzZ je patrné, Ze ani u

HA a ani u CMC nedochazelo k linedrnimu vzestupu a sestupu.
DS pro HA
2,5
1,5

0,5

Graf 1: DS pro HA
Zdroj: Vlastni Setfeni

DS pro CMC

Graf 2: DS pro CMC
Zdroj: Vlastni Setfeni

Navazani HA a CMC do kyseliny laurové nelze povaZovat za zcela Gspé&$né, jak je
patrné z obou grafi vySe, nedochézelo k linearnimu pribéhu substituce, v uréitou chvili

doslo k chybé méteni.
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ZAVER

Protoze obtize tykajici se zraku jsou vzhledem k dne$ni dob¢ a Zivotnimu stylu (prace
na PC, uzivani mobilnich telefonii apod.) ¢im dal vice rozsifené, neni divu, ze
medicinsky vyzkum se soustfedi na to, jak o¢im ulevit. A jelikoz feSenim unavy oci a
také tzv. syndromu suchého oka je jeho zvlhCovani za uziti o¢nich kapek, zaméfila se
bakalarska prace na moznosti zvySovani jejich viskozity, resp. zvySovani viskozity
hyaluronanu, ktery je pfi vyrob& o¢nich kapek vyuzivan, a naopak snizeni koncentrace
kyseliny hyaluronové, jejiz vyroba je mj. také pomérn¢ nékladnd. Cilem prace pak bylo
zodpovédét vyzkumnou otdzku: Lze zvySit viskozitu hyaluronanu pomoci derivatu

kyseliny laurové tim, ze snizime obsah HA a CMC?

Bakalatska prace byla standardné rozdélena na ¢ast teoretickou a praktickou. V roviné
teoretické byla pozornost nejprve zaméfena na syndrom suchého oka, byla pftiblizena
problematika jeho vzniku, a to 1 s ohledem na slzny film a jeho strukturu. Opominuty
pak nebyly ani moznosti 1é¢by suchého oka. Druha kapitola se jiz specificky vénovala
amfifilnim polysacharidim a jejich vyuziti pti 1é€bé suchého oka, pficemz konkrétné
byl diraz kladen na kyselinu hyaluronovou (HA) a karboxymethylcelulézu (CMC),
jejich chemické charakteristiky, vyrobu, biologické vlastnosti a v neposledni fad¢ také
na jejich vyuziti v medicinalnich aplikacich. Zavér kapitoly tedy pojednal o lécbé

suchého oka praveé za uziti pripravkl obsahujicich kyselinu hyaluronovou a CMC.

Vzhledem k vyty€enému cili se prakticka ¢ast prace zameéfila na moZnosti zvySeni
viskozity hyaluronanu, a to na piikladu rizn¢ modifikovanych roztoki CMC a HA, kdy
bylo zjistovano, jak se tyto latky vazou na kyselinu laurovou. Hledany tak byly
nejvhodnéjsi metody, jak vytvoftit levnéjsi a ekonomicky vyhodnéjsi derivaty, které by
ale spliiovaly veskeré parametry jako samostatnd kyselina hyaluronova. Strukturni
charakterizace byla stanovovana pomoci dvojice metod: za uziti nuklearni magnetické
rezonance (NMR), diky niZ bylo mozné urcit stupen modifikace HA, a také
prostfednictvim infraervené spektroskopie, diky které bylo mozné stanovit typ nové

vzniklé vazby pii modifikaci HA.

Na zakladé méfeni bylo zjisténo, ze NMR a IC spektra neukazuji vhodna data pro
praktické vyuziti derivatli hyaluronanu odvozeného od kyseliny laurové. I ptesto, ze

v obou spektrech byly stopy HA a CMC zachyceny, jednalo se pouze o zanedbatelné
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mnozstvi, coz by pro medicinské vyuziti bylo neakceptovatelné. Na vyzkumnou otazku
je pak tedy mozné odpoveédét, ze viskozitu hyaluronanu pomoci derivati kyseliny
laurové snizenim obsahu HA a CMC zvysit lze, ovSem v ramci provedené¢ho vyzkumu
byly kyzené zmény minimalni. Neznamena to vSak, ze by v obecné roviné¢ nebylo
mozné dosdhnout vysledk s lepsimi hodnotami, jez by umoznily i nasledné medicinské

vyuziti.
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