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ABSTRAKT

Modifikace ocnich kapek pomoci hyaluronanu vede ke zvySeni Casu zadrZze na o¢nim
povrchu. Pomoci Mahrousovy modifikované metody, byly stanovovany koncentrace
Septonexu ve vode. Posléze pomoci postupného piidavku hyaluronanu do oc¢nich kapek
OpthalmoSeptonex byla zjisténa vhodnd koncentrace pro membrdnovou dialyzu. Pomoci
membranové dialyzy byla sledovana interakce hyaluronan-septonex. Nasledné byla
prométena velikost a naboj Castic.

ABSTRACT

Modification of eye drops using hyaluronan to increase retention time on the eye surface.
Using modification of Mahrous method have been determined concentration of Septonex in
water. Than using gradual addition of hyaluronan into Opthalmo-Septonex eye drops was
investigated appropriate concentration for membrane dialysis. With membrane dialysis was
observed interaction hyaluronan-septonex. Than was determined size and charge of particles.

KLIiCOVA SLOVA

O¢ni kapky, Opthalmo-Septonex, UV-VIS spektrometrie, dialyza, zeta potencidl, velikost
castic

KEYWORDS

Eye drops, Opthalmo-Septonex, UV-VIS spektrometry, dialysis, zeta potential, size of
particles
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UvVOD

Lidské oko je jeden zhlavnich smyslovych organt clovéka, ktery je nezbytny pro
ziskadvani informaci o okolnim svété. Je uloZzeno v kosténé dutiné — orbité¢ a kryto vicky.
Samotna o¢ni bulva je chranéna a zvlhéovana slznym filmem, ktery je nesmirné dalezity pti
ochrané proti infekcim nebo osychani oka. Dalsi jeho dileZitou vlastnosti je dostatecné
vyziveni rohovky. Pokud je oko postizeno né¢jakym zanétem nebo mechanicky poSkozeno, je
to prave slzny film, ktery ptichazi do kontaktu se vSemi 1éCivy.

V dnesni dobé neustale piibyva lidi trpicich néjakou ocni vadou. Pfi¢inou miize byt
uspeéchany zivotni styl, dlouhodobé a ¢asté ,,zirdni* do pocitace, €1 zpfijemnovani si horkych
letnich dnti klimatizaci. To mize vést az k trvalé refrakéni vadé€, kterou je mozné korigovat
brylemi nebo kontaktnimi ¢oCkami. Pro uzivani kontaktnich ¢ocek je dulezity pravé slzny
film, na kterém si kontaktni ¢ocka ,,plave®. Tohoto principu by se v blizké dob¢ dalo vyuzit 1
pi1 aplikaci 1éCiv, kdy 1é¢iva latka setrvava déle na povrchu oka. Tim by se rapidné zvysila
ucinnost lé¢iva. Poruchu slzného filmu je moZné diagnostikovat i jako vedlejsi i€inek uzivani
riznych béZné predepisovanych 1é€iv jako jsou napiiklad antihistaminika, dilezité pii 1éc€bé
alergii. Dale také antidepresiva, kterd jsou stale ¢astéji vyuzivana v dnesSni dob€ a hormonalni
antikoncepce, kterou uzivaji Zeny po dlouhou zivotni etapu.

Kyselina hyaluronova byvé Casto pfidavana do 1€¢iv, napt. do nosnich sprejii na zvlhéeni
sliznice. Jedna se o télu vlastni polysacharid, ktery se nachazi ve velké miie v ocnim sklivci,
synovialni tekutin¢ v kolennim kloubu, ale také jako slozka vazu a §lach. V dnes$ni dob¢ je
kyselina hyaluronova hojné vyuzivana v I€kafstvi napiiklad pii plastickych operacich pro
bezjizvé hojeni. Nékteré firmy uvadeji, ze kyselina hyaluronovd mé také ,,anti-aging* ucinky,
¢ehoz hojné vyuziva kosmeticky pramysl [4]. Jedna se o viskozni latku, kterd ma schopnost
interagovat s riznymi latkami. Interakce hyaluronanu s dal§imi latky, jsou predmétem mnoha
vyzkumi v oblasti cilenych nosic¢h 1éCiv, pfedevSim pii vyzkumu 1€k proti zhoubnému
rakovinnému bujeni, které postihuje stale vice pacientii vSech vékovych kategorii. Léky proti
rakovin¢ jsou nespecifické, a proto postihuji pfevazné cely organismus, ¢imz zplsobuji
mnoho vedlejSich u¢inkl. Mezi nej€astéjsi vedlejsi ucinky patii nevolnost, zvraceni, horecka,
ubytek krevnich bunék (krvinky, desticky), infekce a spousta dalSich. Nejcastéji
predepisované I€ky jsou cytostatika, kterd potlacuji rist tkani s vysokou frekvenci bunéného
déleni. Jejich nevyhodou je, ze jsou nespecificka, ¢imz velmi Casto poskozuji i1 zdravé tkané
rychle rostouci (kostni dien) a snizuji tvorbu krevnich elementii. S pomoci cilenych nosict
1€civ by bylo mozné predejit vétSing vedlejSich Gc¢inkl a zvysit ucinnost 1€cby.

Bakalatské prace je provadéna na ocnich kapkach Opthalmo-Septonex, které jsou bézné
predepisovany pro lécbu zanétu vicek a spojivek. Patii mezi paletu béznych o¢nich piipravka,
které je mozné aplikovat kazdé dvé hodiny [27]. Velmi cCasta aplikace vSak snizuje pohodli
pacienta a také vypovida o malé u€innosti jedné kapky. Nizké u¢innost je zplisobena zejména
tim, Ze kapka setrvava na o¢nim povrchu pouze malou chvili a nésledné stece do slzovodu,
kterymi je odplavena. Hlavni 1é¢ivou latkou o¢nich kapek Opthalmo-Septonex je septonex,
neboli carbethopendeciniibromidum. Ten se fadi do kategorie kationtovych tenzidi, které ve
vodném prostiedi disociuji. Cilem této prace je riznymi metodami stanovit, zda se po piidani
hyaluronanu do oc¢nich kapek zvysi doba zadrze na o¢nim povrchu a tim 1 u¢innost o¢nich
kapek. To by mélo vést ke sniZeni Cetnosti aplikace, kterd byva u téchto léciv bézné 1 kazdou
hodinu. Zaroveil by oko bylo vyzivovano a zvlhéovano kyselinou hyaluronovou. To by vedlo
ke snizeni vyskytu suchého oka, které vznika ptrevazné v disledku Casté aplikace léciva.



1. TEORETICKA CAST

1.1 Oko

Oko predstavuje vysoce specializovany organ, ktery umoziiuje nejen presnou analyzu
formy pfedmétu, ale i rozliSeni barev a vnimani intenzity svétla. O¢ni bulva je kulovitého
tvaru a nachazi se v obli¢ejové cCasti lebky v o€nici. Ze zadni ¢asti ocni bulvy vystupuje
zrakovy nerv, ktery inervuje oko a pusobi jako ptenaSe¢ vzruchi. Sténa ocnice je sloZena ze
tfi vrstev: vnéj$i povrchoveé, ktera se déli na bélimu a rohovku, stfedni cévnaté, do které patii
cévnatka, fasnaté télisko a duhovka a wvnitini tvofenou svétloCivnou sitnici. Z ptidavnych
organu oka je tfeba zminit spojivku, latinskym nazvem unicaconjuctiva. Spojivka je slizni¢ni
blana syté razové barvy, ktera ohybem prechazi na o¢ni kouli a kryje zeptedu bélimu az po
okraj rohovky. Velmi casto byva postizena zanéty, protoze je v kontaktu s wvnéjSim
prostiedim. Jeji funkci je ochrana a zajisténi hladkého pohybu vicek pies bulvu a sekrece
hlenu, ktery je soucasti slzn¢ho filmu [7], [9].

1.2 Ocni pripravky

Pro 1écbu problému ¢i poskozeni oka se vyuziva riznych 1é¢ivych piipravki. Jelikoz oko
je velmi citlivy orgdn, musi mit piipravek velmi specifické vlastnosti. Mezi ty patii osmoticky
tlak, povrchové napéti, pH roztoku, viskozita a koncentrace roztoku, ale také mikrobialni
Cistota pripravku. Pro moji praci jsme vybrali o¢ni kapky Opthalmo-Septonex.

1.2.1 Vlastnosti o¢nich pripravki

Pii ptipravé lécivého piipravku musime dbat zeyména na osmoticky tlak. Abychom
predesli bolestivé aplikaci 1é¢ivého piipravku na povrch oka, musi byt osmoticky tlak
l1écivého piipravku nizsi nez tlak slzni tekutiny, jinak by aplikace na povrch o¢ni bulvy byla
bolestiva. K upraveé osmotického tlaku Ize pouzit soli - naptiklad NaCl nebo KNOs. Dilezité
je sledovat také aciditu roztoku, protoze optimalni pH oka je v rozmezi 5,8 az 11,4.
Nejvhodnéjsi hodnota pH se pohybuje okolo 7,4, coz odpovida hodnoté pH slz. Dalsi velmi
dalezitou vlastnosti je viskozita ptipravku, kterd velmi Gizce souvisi s u€innosti. Viskoznéjsi
roztoky s 1é¢ivem setrvaji déle na rohovce a tim déle 1é¢ivum plisobi. Viskozitu lze upravit
naptiklad pomoci derivatu celulosy nebo polyvinylalkoholu. Dtlezité¢ je také povrchové
napéti, které 1ze snizit pfidanim tenzidu, nejcastéji sorbitan stearatu, do roztoku. To zajistuje
lepSi rozptyleni lékové formy, ale je tfeba dat pozor, aby vét§i mnoZstvi tenzidu
nezpusobovalo drazdivost. Vysoké pozadavky v o€nich piipravcich jsou kladeny také na
mikrobidlni ¢istotu z divodu mozného vzniknuti bakterialni infekce, ktera mize vést az ke
ztraté zraku. Mezi nejcastéji  vyskytujici se patogeny patii Staphylococcus aureus,
Bacillussubtillis a eschericcha coli. K zajisténi mikrobiadlni Cistoty se vyuzivaji vhodné
antimikrobialni latky, které vSak musi byt kompatibilni s obsazenymi 1é€ivy a nesmi byt
drazdiveé, alergizujici nebo poSkozujici epitel o¢ni bulvy. Pouziva se zejména chlorid
benzalkonia, bromid karbetopendecinia nebo boritan fenylrtutnaty. V ocnich lécich se ¢asto
pouzivaji konzervanty, které sice zvySuji trvanlivost lé¢iva, ale mohou zplsobovat mnoho
vedlejSich Gc¢inkd, jako je naptiklad vysousSeni oka [7].



1.2.2 Typy o¢nich pFipravku

Pro efektivngj$i 1écbu ocnich onemocnéni rozliSujeme rGzné formy Iékového
ptipravku — kapky, gely, atd. Velmi u€innym lubrikantem jsou umélé slzy, které ve formé
kapek obsahuji prevazné derivaty celulozy. O¢ni gely obsahuji zejména derivaty karbomeru,
ve kterych je zakladem kyselina akrylova. Vyhoda téchto gelt je pfedev§im v del§im kontaktu
se sliznici. O¢ni masti se od ostatnich ptipravkl 1i§i obsahem mineralnich olejt, které po
aplikaci kratkodob¢ zhorSuji kvalitu vidéni a zplisobuji lepkavy pocit. Z tohoto divodu se
aplikuji pouze na noc [7].

Problémem nedostatecné u¢innosti o¢nich 1é¢iv 1 za pouziti mukoadhezivnich latek se
zabyva mnoho védcu. V posledni dobé byla vymysSlena nanodesticka zvana ,Nanowafer®.
Desticka vypada jako priihledna cocka, na pohled zaménitelnd s kontaktni ¢ockou, kterou si
pacient mize aplikovat snadno sdm na oko. Nanodesticka vydrzi na povrchu oka 1 pies
mrkéni, coz zajisti prodlouzeni kontaktu I€€iva se sliznici, a tim az dvojndsobné zvysi jejich
uc¢innost. Desticka obsahuje polymer, ktery na sebe navaze léCivou latku, ta se z desticky
postupné uvolituje. Po skonCeni uvoliovani veSkeré I¢civé latky se destiCka rozpusti a
odplavi. Princip vyroby nanodesticky je mozné shrnout do né¢kolika krokli. Nejdiive se vyrobi
silikonova desticka, do které se pomoci elektronového litografu vytvoii nadrzky, které slouzi
jako  Sablona. Na takto piipravenou destiCkou se otiskne vrstva tvofend
polydimethylsiloxanem, na které se vytvoii vycnélky. Na tuto vrstvu se nalije roztok
pozadovaného polymeru a pii vysoké teploté se necha ptipéct. Po ztuhnuti se tato vrstva
sloupne, oto¢i a vzniklé nadrzky se naplni roztokem lécivé latky. Polymery vhodné pro
vyrobu nanodesticky jsou: polyvinylalkohol, polyvinylpyrolidin nebo hydroxypropyl
methylcelulosa [6], [8], [25].

Obr. 1: Aplikace nanodesticky s 1é¢ivem pro 1é¢bu oka [25]

1.2.3 Opthalmo-Septonex

Opthalmo-Septonex je lécivy prostiedek vyskytujici se ve formé ocnich kapek nebo masti.
Lécba masti je preferovana zejména pii aplikaci pfipravku na noc z divodu kratkodobého
rozostien¢ho vidéni. O¢ni kapky lze pouzit pti bézné aplikaci kdykoliv pres den. Hlavnimi
lécivymi latkami Opthalmo-Septonexu je zejména karbethopendeciniumbromid, ale také
kyselina boritd a dekahydrat tetraboritanu sodného. Mezi pomocné latky patii: guajazulen,
silice plodu fenyklu obecného pravého, dihydrat dinatrium-edetatu, ethanol 96% (V/V) a
voda. Hlavni u¢innou latkou je karbethopendeciniumbromid, jehoz systematicky nazev je
velmi slozity: [I(ethoxykarbonyl)pentadecyl]trimethylamoniumbromid. Tato amoniova
sloucenina se pouziva jako antiseptikum neboli dezinfekéni latka, kterd brani rozmnozovani
bakterii a nékterych vird. Radi se mezi kationtové tenzidy, které ve vodném prostiedi
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disociuji na kationty, kde dusik je nositelem kladné¢ho naboje. Karbethopendeciniumbromid
pusobi jako ucinna latka jak v Opthalmo-Septonexu, tak 1 v Septonexu, liSicich se pievazné
v jeho mnozstvi. Kyselina borit4d neboli borova voda a dekahydrat tetraboritanu sodného se ve
velmi zfedénych roztocich vyuzivaji ke zmirnéni zanétlivych procest [2], [4].

0]
PPN N
/N|+\ Br

Obr. 2: Strukturni vzorec karbethopendeciniumbromidu

1.3 Slzy

O¢ni bulva je chranéna a vyzivovana slznym filmem a zvlh¢ovana slzami. Slzy jsou velmi
dalezitou soucasti oka. Omyvaji povrch oka od necistot, prachu a udrzuji oko nejen vlhké, ale
také privadi do oka potfebné enzymy, mineraly a imunoglobuliny. Imunolglobuliny a
antibakteridlni latky (naptiklad laktoferin) zajiStuji, aby oko nebylo znecisténé patogeny a
chrani ho proti zanétim. Tyto latky jsou na povrchu oka zdrzovany oleji, vytvarenymi
Meibomovymi Zlazami, které zabranuji rychlému vypateni slz z povrchu oka. V duasledku
nizké produkce Meibomovych Zlaz slzy obsahuji malé mnozstvi oleji a dochéazi tak k
rychlému odpafovani slz a slzny film se stdva nesouvislym. To vede k rGznym druhiim
onemocnéni [7],[8],[9].

Slzné kanalky

' | &—— Slznyvak
PFidatné Zlazky
ve spojivce

Pridatné zlazky Slzné
ve vicku body

Slzovod

Obr. 3: Schéma produkce slz [6]

1.3.1 Slzny film

Slzny film je tenka blanka (7—10um), ktera se sklada ze tti slozek — vnitini hlenové, stfedni
vodové a vnéjsi lipidové. Hlenovéd cast vznika produkci mucinu v poharkovych bunkéch
spojivky a umoznuje ptilnuti slz k povrchu rohovky. Tato vrstva mlize byt narusena fyzicky,

chemicky nebo nedostatkem vitaminu A. Vodnatid ¢ast je tvofena pievazné slznou zlazou,
umisténou nad vn¢j$im koutkem oka a obsahuje zejména mineraly, enzymy a elektrolyty.
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Poskozena byva pii tzv. Sjorgenovu syndromu pozorovanému predevs§im u zen, kdy dochézi k
poskozeni bunék slznych a slinnych zlaz, vedlejSimi u€inky léku nebo jejich dlouhodobym
uzivanim. Lipidové vrstva je tvofena velkym mnozstvim ester, sterold, triacylglyceroli, ale 1
volnych mastnych kyselin. Ty jsou tvofeny Meibomonovymi Zlazkami uloZenymi pfevazné v
hornim vicku. PoSkozeni této vrstvy je zpisobeno zejména dysfunkci téchto zlazek. Kazda
slozka slzné¢ho filmu hraje svoji dilezitou roli. Lipidova slozka zabrafiuje odpafovéani a
zvySuje vlhkost, vodnaté sloZka zvlhcuje bulvu a hlenova slozka mé za ukol zadrzet slzu co
nejdéle na o¢nim povrchu [7],[8],[9].

slzny film

hlenovd vrstva
vodni vrstva

tukovd vrstva ij
1

Obr. 4: Struktura slzného filmu [37]

r

1.3.2 Onemocnéni o¢i

v v MW

Onemocnéni o¢i je v dnes$ni dob€ jedno z nejCastéjSich onemocnéni. Pfi¢in vzniku o¢nich
problémli miize byt mnoho a mohou byt také postizeny razné Casti oka. Mezi nejbéznéjsi
onemocnéni o¢i patii syndrom ,,suché¢ho oka®, ,pink eye®, ,red eye*“ nebo alergické reakce.
Stanoveni diagndzy a stupné zavaznosti lze s pomoci testi na kvalitu (Break-up time test,
Vitalni barveni) nebo kvantitu (Schirmertv test) slz. Schirmerlv test pro zjiSténi kvantity slz
spocCiva v umisténi filtra¢niho papiru do spodniho spojivkového vaku. Po Sminutdch zmétime
délku zvlhlého mista, ¢imZ stanovime mnoZstvi slz. U zdravého jedince by méla pfesahovat
10mm. Break up time test hodnoti stav lipidové a hlenové vrstvy pomoci fluoresceinu, ktery
vkapneme do oka a pftes filtr sledujeme cas, za ktery se objevi prvni defekt slzného filmu. K
defektu by mélo dochdzet zhruba po 10-15 sekundach. Pomoci vitdlniho barveni s
indikatorem lisaminovou zeleni nebo bengalskou cerveni dochazi k obarveni mista se
snizenou vitalitou tzv. poSkozenych oschlych mist.

V I¢kaiské terminologii je ,suché oko* oznaceno jako ,keratitis sicca®, coZ znamena
snizeni kvality ¢i mnozstvi slz postihujici rohovku a spojivky. Suché oko je zplsobeno
chronickym nedostatkem vlhkosti na povrchu oka a nestabilitou slzného filmu. V disledku
toho dochazi ke zvySeni osmolarity a moznosti podrazdéni, které je zplisobeno tienim
spojivkovych tas nebo rohovkovych vldkének o povrch sliznice. Pravé zvySend osmolarita
vede ke vzniku zanétlivych reakci nebo k poskozeni epitelovych ¢i poharkovych bunck na
povrchu oka. Problém suchého oka za¢ind drobnymi odérkami rohovky, ale mize dochazet az
k chronickému zanétu rohovky a spojivky. V zéavaznéjSich zejména neléCenych piipadech
muze dojit ke zhorSeni ¢i ztraté prihlednosti rohovky nebo k uplné ztraté vidéni. Stupen
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postizeni syndromem suchého oka se hodnoti stupnici 1-5. Prvni dva stupné se obejdou bez
vetsich obtizi. Od tfetiho stupné dochazi predevsim k fyzickému poruseni, které miize vést k
trvalym nasledktm.

Tab. 1: Stupné zavaznosti onemocnéni syndromu suchého oka [6]

Stupen postiZeni Klinicka zavaznost
1. subklinicky bez obtizi
2. slaby svédéni, sveétloplachost,rozostfené vidéni
3. mirny naruseni epitelu rohovky
4. tézky zkaleni rohovky,vied rohovky a leukom
5. velmi tézky trvalé zrakové nasledky

Pro kazdy stupenn zavaznosti onemocnéni je vhodny jiny typ preparatu pro nejucinnéjsi
1écbu. Pro nizsi stupné poskozeni je vhodné lécba umélymi slzami s nizsi viskozitou, které
nezhorSuji kvalitu vidéni. Pfi vySSich stupnich onemocnéni pouZivame kapky s vyssi
viskozitou, hydrogely nebo kyselinu hyaluronovou, které mohou pfechodné zhorSovat vidéni
(viz Tab. 2). Mezi hlavni ptiznaky onemocnéni syndromem suchého oka patii ¢ervené oci,
fezani, paleni, pocit ciziho télesa ale 1 slzeni, které byva zptisobeno nadmérnou simulaci jako
ochranného mechanismu.

Tab. 2: Lécba suchého oka podle zivaznosti [6]

Stupen postiZeni Typ preparatu

umélé slzy nizké viskozity s obsahem

1. a 2. stupen polyvinylalkoholu (PVA) nebo
polyvinylpyrrolidu (PVP)
3. stupen slzy nizké viskozity s obsahem PVA a PVP
derivaty celuldzy vysoké viskozity
4. stupen
a hydrogely (karbomely)
5. stupei hydrogely a kyselina hyaluronova

Pfi¢in vzniku suchého oka je mnoho. Mezi hlavni ptfiiny patii zivot v suchém nebo
vétrném prostiedi, dlouhodobé noSeni kontaktnich ¢ocek nebo dlouhé a opakované “zirani‘
do pocitaCe, které zptisobuje nizsi frekvenci mrkéni a tim 1 rychlej$i odpafovani slzného
filmu. DalSim faktorem je stafi. Zejména zeny postihuje syndrom suchého oka v obdobi
menopauzy, kdy dochazi ke snizeni produkce kyseliny hyaluronové a tim 1 velkému riziku
vysychéni oka.
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Velmi cCasty je vedlejsi uc€inek ek, které maji hyposekrecni u€inek. To jsou lé¢iva na bazi
antihistaminik  (Zyrtec), antidepresiv (Prozac, Tofranil), anticholinergik (Atropin),
antihypertenziv (Ameride). Podané 1éky mohou pronikat do o¢ni tkdné prostfednictvim
uvedlniho nebo sitnicového ob€hu, protoze cévnatka, skléra i fasnaté téleso maji tenké stény
propustné pro molekuly vétSiny 1€€iv. Mensi molekuly lipofilnich 1é¢iv mohou volné
prostupovat do komorové vody a odtud se dale Sifit do avaskuldrnich struktur, jako jsou
napiiklad cocka a rohovka. VétSina neZddoucich U€inkd podavanych 1€kt je mirnd a pfi
vCasné intervenci reverzibilni. Zpusobuji zejména rozmazané vidéni, zanét spojivek Cci
alergickou reakci. Mohou se vyskytnout 1 zavazné ptipady, které mohou vést k trvalému
posSkozeni zraku jako je akutni glaukomovy zéachvat, katarakta nebo retinopatie. Mezi
nejbéznéji predepisované 1éciva s vedlejSimi t€inky na oko patii antidepresiva. Antidepresiva
jsou znama pro své anticholinergni nezadouci ucinky projevujici se napf. rozmazanym
vidénim a syndromem suché¢ho oka u vice nez ttetiny pacientl. Kardiovaskularni lé¢iva
obsahujici betablokatory jsou Siroce vyuzivané v terapii hypertenze a srde¢niho selhani. Pti
dlouhodobém uzivani mohou zptlisobovat nebo zhorSovat syndrom suchého oka snizenim
sekrece slz a hladiny slzného lysozymu. Antiarytmika méni membranovou vodivost a v
dasledku toho zptsobuji mnoho vedlejSich uc¢inkt. Naptiklad pii dlouhodobém uzivani
Amiodaronu ptfedepisovaného pii tachykardii, nachazime témé&f u vSech pacientl reverzibilni
depozita v rohovce a coCce. Amiodaron obsahuje latky, které ptisobi jako blokatory
draselnych ionth a diky své lipofilit¢ dobie pronik4 pies slabou membranu do oka za tvorby
vyse zminénych depozit. Z antibiotik za zminku stoji pfipravky obsahujici sulfonamidy
zpusobujici konjunktivitidu [7].

Dalsi hojné se vyskytujici onemocnéni oka je oznacovano ,,pink eye“ a predstavuje zandt
tenkého bilého kryti oka na vnitini strané vicek - spojivky. Zanét zptisobuje rozsifeni krevnich
cévek spojivky a oci vypadaji jako podlité krvi.

Poslednim vySe zminénym postizenim oka je tzv. ,red eye®, které oznacuje nadmérné
zvétSeni krevnich cévek v oku, které miiZze mit mnoho ptiin. Mezi nejCastéjsi patii alergické
reakce, unava oci, dlouhodobé noSeni Cocek nebo také zanét spojivek a ocni infekce.
Zarudnuti o¢i mize také signalizovat vazn€j$i onemocnéni o¢i jako je glaukom (poskozeni
ocniho nervu), katarakta (zhorSeni prihlednosti ¢ocky) nebo uveitida (zdnét zivnatky), které
muizou vést az k trvalé ztrat€¢ zraku. V praxi je mozné kratkodob& vyuzit bélici kapky
obsahujici jako ucinnou latku vasoconstrictors, které zptsobuji smrsknuti krevnich cévek.
Nevyhodou téchto kapek je velmi rychla resistence viici ucinné latce.

Alergické reakce se mohou vyskytovat 1 na povrchu oka. Cilovym mistem je spojivka,
ktera je v kontaktu se zevnim prostiedim a tudiz mize byt vystavena pfimému pisobeni
alergenu. Alergeny mohou byt sezonni (pyly) nebo celoro¢ni (roztoci, zviteci srst). Nejbéznéji
se vyskytuji sezonni alergické reakce, které se projevuji riznymi typy konjunktivity.
Konjuctivita je nebezpecna spiSe z hlediska frekvence vyskytu nez zavaznosti onemocnéni.
Nejcastéjsi alergicka reakce je prvniho typu. Pfi prvnim setkani alergenu s antigenem dochézi
ke stimulaci a diferenciaci riznych latek, které spousti sekreci antigenu IgE. Antigen IgE se
navaze na povrch zirné bunky a pii setkani s alergenem dojde k interakci a alergen se navaze
na povrch bunky. To zpiisobuje tzv. pfemosténi molekul IgE, coZ ptedstavuje aktivaéni signal
pro degranulaci bunky. Jejim rozpadem vznikaji mediatory zanétu. Soucasné je aktivovana
fosfolipaza A, kterd spusti produkci kyseliny arachidinové, kterd je dale metabolizovéna.
Vzniklé mediatory jsou zodpovédné za piecitlivélost oka. Dalsi projevy vznikaji nadmérnou
koncentraci histaminu, ktery byl ulozen v granulich buiiky. V oku se nachazeji dva
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histaminidové recepory. Hi receptor zplisobuje svédéni, zatimco H» receptor je zodpovédny
za vazodilataci spojivkovych cév s naslednym piekrvenim a otokem. To se projevuje
zarudnutim o¢i, palenim ¢i svédénim [3], [6], [7], [8].

1.4 Mukoadhezivni latky

Pt1 ptipravé 1éCiv pro lécbu oka se hojné vyuzivd mukoadhezivnich latek. Mukoadhezi se
oznacuje piilnuti neboli adheze biologického nebo syntetického materidlu na vrstvu slizu
pokryvajici slizni¢ni epitel, v naSem piipad¢ ocni bulvu [5].

1.4.1 Chemické a fyzikalni vlastnosti

Mukoadhezivni latky jsou z chemického hlediska hydrofilni makromolekuly s velkym
mnozstvim funk¢nich skupin, které mohou vytvaret vodikové vazby. Tyto latky na sebe vazou
lé¢ivou latku a mukoadhezivni vazba se vytvari ve dvou stupnich. Nejprve dochazi k zvlhéeni
a kontaktu povrcht a nasledné k adhezivni interakci [36]. Pro zruSeni vazby mezi 1¢kovou
latkou a mukoadhezivem musi dojit k nadmérné hydrataci nebo obméné slizu ¢i sliznice.
Napftiklad o¢ni bulva je pokryta rohovkou a proto patii mezi epitely, které vylucuji slzny film
na povrch sliznice. Tim se docili fizeného uvolnovani 1é¢iva. Povrch slzného filmu je tvofen
prevazné glykoproteiny, které jsou rozhodujici jak pro charakteristiku gelového slizu, tak i
pro své kohezivni a adhezivni vlastnosti. Mukoadhezivni polymery jsou popsany Etyfmi
teoriemi podle zplisoby adheze ke sliznici[ 10]:

e Zvlhéovaci teorie popisuje schopnost mukoadhezivni latky rozprostirat se na
biologickém povrchu po styku s vodou.

e Difuzni teorie vyjadiuje adhezi na zdklad¢ vzajemného pronikani fetézch polymeru do
glykoproteinové sité€ sliznicni vrstvy, které se fidi zakony difuze.

e FElektronova teorie je zaloZena na elektronické rozdilnosti ve struktufe a predpokladu
pfenosu elektrond mezi mukoadhezivni latkou a slizem za vzniku elektronoveé
dvojvrstvy na rozhrani.

e Adsorp¢ni teorie vyjadiuje vyskyt interakci jednotlivych atomi a funkcnich skupin pii
tésném kontaktu vzajemné propletenych fetézcl, kdy k mukoadhezi dochazi
pusobenim Van der Waalsovych sil nebo tvorbou vodikovych mustka.

Proces vyvoje vhodného mukoadheziva je ovlivnén mnoha faktory, které lze rozdé€lit do tii
zékladnich skupin [10]:

e faktory organismu, mezi které fadime pohyby ustni sliznice, obménu slizovych molekul,
chorobné stavy bukalni sliznice

e vn¢jsi faktory ovliviiujici pH, kontaktni cas nebo aplikacni silu

e polymerni faktory zahrnujici bobtnani, rheologické vlastnosti, adhezi, kohezi,
molekulova hmotnost, stupen sesitovani, koncentrace funkcnich skupin, koncentrace
polymeru v systému
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1.4.1.1 Proces mukoadheze

Prvni faze vyzaduje tésny kontakt mukoadheziva s vlhkou slizni¢ni tkédni, diky které za¢ne
mukoahezivum bobtnat a rozprostirat se na sliznici. Bobtnani je dilezit¢ zejména pro
rozpleteni polymernich fetézcii mukoadheziva. Tim dosahneme maximalniho mozného
kontaktu mezi mukoadhezivem a sliznici.

V druhé fazi dochazi k priniku rozpletenych fetézci mukoadheziva do sliznice nebo
interpenetraci polymernich fetézcii a slizu. K interpenetraci dochdzi mezi postrannimi
oligosacharidovymi fetézci glykoproteinu slizu a volnymi zakon€enimi mukoadhezivniho
polymeru. Kvalita interakce zavisi na mobilit¢ fetézcl, jejich bobtnavosti, podrovitosti,
propletenosti, ptitomnosti aditiv a kompatibilit€ obou povrchi.

Ve tieti fdzi dochdzi ke vzniku chemickych interakci mezi mukoadhezivem a slizem.
Interakcemi je mySlena zejména tvorba vodikové vazby mezi mukoadhezivem a koncovymi
jednotkami oligosacharidovych fetézct slizu. Vytvorenim adhezivnich vazeb se snizi celkova
povrchova energie. Diky sniZzeni povrchové energie dva pivodni povrchy zanikaji a vznika
nov¢é rozhrani, coz zpusobuje pevnéjs$i gelovou sit’ odolnou proti vétSim deformacim. Ta
umoznuje delsi setrvani mukoadhezivniho systému v misté aplikace a tim zvySeni uc€innosti
léciva [10],[11].

1.4.2 Vlastnosti mukoadhezivniho polymeru

Mukoadhezivni proces je reverzibilni. K jeho ukonéeni dochédzi rozruSenim vazby
mukoadhezivum-sliznice v oblasti nejslabSich kohéznich sil. Pro slaba adheziva to je oblast
rozhrani hydratované 1ékové formy a slizu, pro silnd adheziva je to oblast, kterd se nachazi az
v slizové vrstvé. Pokud jsou kohézni sily dostate¢né velké, dojde k ukonCeni adheze az
biologickou obménou slizu nebo celého povrchu sliznice. Pfimo k adhezi se vyuziva
polymert, které ve vodném prostiedi tvofi hydrogely. Jedna se o hydrofilni polymery, které
vyzaduji vlhkost k uskute¢néni svych mukoadhezivnich vlastnosti. Vlhkost sliznice zajistuje
zejména mucin a sliny. Mira hydrofility téchto sloucenin je zavisla na zastoupeni polarnich
skupin. Mezi polarni skupiny patti: -OH, -COOH, -CONH2, -HSO3, které¢ odpovidaji za miru
interakce se slizem. Po absorpci vody do mukoadhezivni latky se 1é¢iva navazand ve struktuie
uvoliuji diky rozvolnéni struktury hydrogelu. Podle chemické struktury polymeru se do
skupiny tvoficich hydrogely tadi polyakrylaty, ethylenvinylalkohol, polyethylenoxid,
polyvinylalkohol, alginidt sodny a pfirodni latky, jako je guma guar, guma karaya a
xanthanova guma a v neposledni fad¢ vyznamna skupina celulosovych derivatt [10].

Vhodny mukoadhezivni polymer musi vykazovat tyto vlastnosti:

e netoxicnost, nedrazdivost, biologickou odbouratelnost

e dobrou rozpustnost a schopnost bobtnat

e pH vhodné pro organismus

e viskdzné-elastické vlastnosti

e rychlé ptilnuti ke sliznici diky adhezivnim skupindm

¢ snadnou dostupnost, dostate¢nou stabilitu

e schopnost inhibice lokéalnich enzym, vlastnosti usnadiiujici prinik sliznici

e vhodné prostorové uspotadani zejména sesitovanost a molekulovou hmotnost
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1.4.3 Mukoadhezivni latky s vyuZitim v oftalmologii [10]

Mezi nejpouzivanéjs§i mukoadhezivni latky s vyuzitim v oftalmologii patii karbomery,
xanthanova klovatina, hydroxyethylcelulosa a silikony.

1.4.3.1 Karbomery

Karbomery vznikaji sesitovanim akrylatti allylsacharosou nebo allylpentaerytrolem, ¢imz
vznikaji latky s vysokou molekulovou hmotnosti. Po rozptyleni ve vodé nebo v jiném
polarnim rozpoustédle a nasledné neutralizaci bobtnaji a gelovati, ¢imz maji vynikajici
zahust'ujici, emulgujici, suspenza¢ni a gelujici vlastnosti. Vzhledem k jejich vybornym
mukoadhezivnim vlastnostem, schopnosti fidit uvolfiovani léciva a biokompatibilité s
vétSinou 1éCiv, lze karbomery vyuZzivat 1 v ocnim Iékafstvi. Jako ptiklad miZeme uvést
antimikrobialni kapky Fucithalmic, u kterych €¢inna koncentrace kyseliny fusidové pietrvava
v slzné tekutin€ a komorové vode nejméné 12 hodin po aplikaci.

1.4.3.2 Xanthanovd klovatina

Xanthanova klovatina je ptirodni polysacharid vznikajici fermentaci cukrii produkovanych
mikroorganismem Xanthomonascampestris. Klovatina je dobfe rozpustna za vzniku
pseudoplastickych roztokli vykazujicich dobrou viskozitni stabilitu. Je pomérné stabilni vici
pusobeni elektrolytti, kyselin 1 zdsad. Vykazuje také relativné vysokou rezistenci viici
bakteridlni, enzymatické a UV degradaci. Pfikladem vyuziti mukoadhezivnich vlastnosti
xanthanové klovatiny jsou moderni antibiotické oc¢ni kapky Tobrex LA, kde xanthanova
klovatina zajiStuje fizené uvolhovani léciva, které umoziuje prodlouZeni intervalu mezi
jednotlivymi davkami antibiotika ze 4 az na 12 hodinovy interval.

1.4.3.3 Derivaty celulozy

Derivaty celulozy se vyskytuji jako jednofazové hydrofilni hydrogely s bohaté sesitovanou
strukturou. Zahrnuji derivaty iontové ¢i neiontové. Pro vétSi G€innost je vhodnéjsi vyuZzit
iontové derivaty, které zajiStuji lepsi kontakt s membranou. Mezi nejpouzivanéjsi derivaty
patii: hydroxyethylcelulosa a hydroxypropylcelulosa.

Hydroxyethylcelulosa je polymer vznikajici plisobenim ethylenoxidu na celulézu v prostiedi
hydroxidu sodného. Hydroxyethylcelulosa je latka s Sirokym pouZitim v oblasti farmacie,
ktera je rozpustna ve vode. Jeji roztoky jsou stalé v Sirokém rozmezi pH od 2 do12. Pfi vys$si
koncentraci vicemocnych soli nez soli jednomocnych dochazi k jejich vysolovani. Gely
hydroxyethylcelulosy vykazuji bioadhezivni vlastnosti, kde s rostouci koncentraci vzrista
adhezivita 1 pevnost gelu. V praxi se vyuziva jeji mukoadhezivni schopnosti v fadé o¢nich
kapek (Trusopt, Tobradex, Flarex).

Hydroxypropylcelulosa je inertni, neiontovy a netoxicky polymer rozpustny ve vodé, kde
tvofi koloidni roztoky. V o€nich piipravcich se pouziva ke zvySeni viskozity roztoku, ktera s
rostouci teplotou klesa. K reverzibilnimu srdzeni dochazi pti teplotach vyssich nez 40°C.

Mezi dalsi derivaty celulosy patii hypromelosa, vyuzivana pi1 nedostate¢né sekreci slz, sodné
soli karmelosy pouZzivand pro Upravu viskozity a nebo hyetelosa, ktera se vyuziva jako pojivo
a stabilizujici latka v ptipraveich pro 1é€bu syndromu suchého oka.
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1.4.3.4 Silikony

Silikony jsou anorganicko-organické polymery s obecnym vzorcem [R2S10]n, kde R znaci
organicky substituent. Jednd se o inertni polymery s riznymi fyzik4lné-chemickymi
vlastnostmi a Sirokym vyuzitim. Organické skupiny jsou navazany na Ctyfvazné atomy
kifemiku. Silikonové polymery jsou latky pouzivané jako nebiodegradovatelné materidly se
schopnosti zajistit fizené¢ uvolhovani léCiva. Pii snaze o vyuZiti vlastnosti silikonovych
materialu v mukoadhezivnich lékovych formach se na silikonovou kostru naroubuje néktery z
béZzné pouzivanych mukoadhezivnich polymerl, nejcastéji ze skupiny polyakrylatu. Timto
zpusobem se napf. ziskal mukoadhezivni o¢ni inzert s prodlouzenym uvoliovanim
oxytetracyklinu vhodny k terapii o¢nich bakteridlnich infekci, napt.trachomu.

1.5 Kyselina hyaluronova
1.5.1 Chemické a fyzikalni vlastnosti

Kyselina hyaluronovd je z chemického hlediska linearni polysacharid s velkou
molekulovou hmotnosti. Je tvofen opakujicimi se jednotkami kyseliny D-glukuronové a N-
acetylglukosaminu spojenych stiidavé glykosidickymi vazbami B (1,4) a f (1,3). Axidlni
atomy vodiku obsazené v KH tvofi nepolarni a hydrofobni ¢ast polymeru, zatimco odvraceny
fetézec tvori hydrofilni ¢ast (Obr. 5). Diky tomuto uspofadani dojde k vytvofeni spiralové
konfigurace, ktera je velmi stabilni a vyznacuje se schopnosti pojmout az tisicinasobné
mnozstvi vody. V zavislosti na prostorovém uspotfadani se KH vyznacuje rozdilnymi
biologickymi G¢inky [4].
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Obr. 5: Strukturni vzorec kyseliny hyaluronové [12]

1.5.2 Vyskyt a funkce

Kyselina je tvofena v plazmatické membrané nejen fibroblastli, ale i1 jinych bunék po
piidani cukru na redukujicim konci, zatimco neredukujici konec vy¢niva do pericelularniho
prostoru, dale je pfepravovana lymfou do lymfatickych uzlin nebo do krevniho ob&hu. Dalsi
jeji diilezitou vlastnosti je schopnost branit prostupu virti pres periceluldrni matrix k bunce.
Interakce mezi hyaluronovym receptorem CD44 a extracelularnim polysacharidem je spojena
s pohybem a migraci bun¢k [36]. Hyaluronan hraje dilezitou roli v pribéhu vyvoje a
diferenciace bunck a ovliviiuje tim jejich dalsi regulacni aktivity. KH tvofi v lidském téle
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velkou cast mezibunécné hmoty. Vyskytuje se jako gelovitd spojovaci hmota s vysokou
viskozitou a elasticitou. Je soucasti tkani pojivovych, epitelovych a nervovych, ale velké
mnozstvi kyseliny hyaluronové obsahuje také sklivec, synovidlni tekutina, klize nebo
nadorové buiiky. Pfi poSkozeni ¢i poranéni klize KH zabraniuje nadmérnému hromadéni
analgeticky uc¢inek. V kloubni synovialni tekuting, tvofené zejména kyselinou hyaluronovou,
je dulezita pro své elastické vlastnosti a v nemalé mife také pfi tlumeni naraza, ¢imz chrani
klouby proti opottebovani [1].

1.5.3 Historie a vyuziti

Kyselina hyaluronova byla objevena roku 1934 Karlem Meyerem a Johnem Palmerem v
ocnim sklivei skotu. Do podvédomi vetejnosti se dostal spiSe nazev hyaluronan, protoze v
lidském téle se vyskytuje spiSe jako sodna sill. Velmi rychle byl objeven jeji 1é¢ivy Gcinek a v
60.letech 20.stoleti se kyselina hyaluronovéa za€ala vyuzivat pii 1é€bé lokalnich popalenin a
viedii. Od 80.letech 20.stoleti je vyuzivana pii nitroo¢nich operacich v o¢nim I€katstvi, kde se
KH vpravuje injek¢éné do oka pro zajisténi stalého tvaru ¢ocky. Zisk KH byl zpocatku spojen
s etickymi problémy, protoze se KH odebirala z hiebinku kohoutl a dalSich zvitat, pozdéji se
z tohoto divodu zacala ziskdvat z bunécnych stén streptokoklt nebo z bakterie Escherichia
colli. Nové se jejich ucinki vyuzivda v celé¢ tad¢ Iékarskych odvétvi napt. pii lécbé
podvrknutého kotniku, pii plastice prsou nebo jako slozka ,,anti-aging* ptipravka [1],[4].

1.6 Asociativni (micelarni) koloidy

Hlavni 1é¢ivou latkou ocnich kapek Opthalmo-Septonex je septonex. Septonex je latka,
kterou fadime mezi tenzidy neboli asociativni koloidy. Jako asociativni koloidy, povrchové
aktivni latky (PAL), ¢i tenzidy jsou oznacovany ty nizkomolekularni latky, které za nizkych
koncentraci poskytuji pravé roztoky. Po ptekroceni urcité koncentrace se molekuly za¢nou
shlukovat a vytvaret koloidni ¢astice neboli micely. FyzikdIni vlastnosti jsou dany (teplota,
tlak, koncentrace) a diky svym schopnostem jako je smaceni, emulgace, pénéni a ¢isténi maji
tenzidy Siroké vyuZiti v praxi. Setkdvame se s nimi v béZném Zivoté v kosmetice, mediciné
nebo Cisticich a pracich prostiedcich [14].

1.6.1 Molekularni struktura a povaha micelarnich koloidu

Schopnost vytvaiet micely ma jen urcitd skupina molekul. Jedna se o povrchové aktivni
latky, které maji amfifilni neboli amfipaticky charakter. Jejich molekula obsahuje skupiny,
které zarucuji rozpustnost diky vysoké afinité k rozpoustédlu a soucasné ¢ast molekuly, ktera
je sama o sobé¢ v daném prostfedi nerozpustnd. Molekula se tedy skldda z ¢asti lyofilni
(hlava), ktera je v daném prostiedi rozpustnd a casti lyofobni (ocas), kterd je v témze prostiredi
nerozpustna a je pii¢inou vzniku micel. Lyofilni ¢ast je nejcastéji tvofena jednim nebo dvéma
nasycenymi uhlovodikovymi fetézci, ¢i heterocyklickym nebo aromatickym kruhem, zatim co
lyofobni ¢ast musi byt tvofena minimaln¢ 8 uhlikovymi atomy [14]. Ve zifedénych roztocich
se jednotlivé molekuly shromazd’uji na mezifazovém rozhrani. Hnaci silou je snaha omezit
kontakt mezi povahové rozdilnymi molekulami. Tim dochazi ke sniZeni povrchového napéti
rozpoustédla, a proto jsou tyto latky oznacovany jako povrchové aktivni latky. Se zvySujici se
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koncentraci dochdzi k postupnému nasyceni mezifazového povrchu molekulami tenzidd. V
urcitém bod¢ dochdzi k presyceni povrchu, molekuly zacnou agregovat a vznikaji

micely [15].
Wﬁr_’/a.% Uhllkatif nabit
TLEZEC  fynkind
%;E i m skupina

Obr. 6: Struktura micely a molekuly tenzidu [38]

1.6.2 Kiriticka micelarni koncentrace

Pii prekroceni urcité hranice koncentrace dochazi ke vzniku koloidnich utvari neboli
micel. Tato koncentrace je oznaCovadna jako kritickd miceldrni (CMC) a je povazovana za
nejvyssi moznou koncentraci, pii které se tenzid vyskytuje ve form¢ monomernich jednotek.
Pohybuje se v rozmezi 107 az 10 mol-dm?>. Pii vy3si koncentraci je tenzid piitomen ve
formé micel, coz zptsobuje zménu fyzikaln¢ chemickych vlastnosti roztok [17].

1.7 UV-VIS spektrometrie

UV-VIS spektrometrie je velmi nenaro¢na, rychld, ale zaroven velmi citlivd metoda, kterd
funguje na principu interakce elektromagnetického zafeni s hmotou. Jedna se o spektralni
metodu, kde energie je absorbovana vazebnymi i nevazebnymi molekularnimi orbitaly latek,
¢imz se tfadi do kategorie molekulové absorp¢ni spektrometrie. K absorpci zafeni dochéazi
v oblasti ultrafialového a viditelného svétla (200-800nm). Pfi absorpci dochéazi ke zméné
energetického stavu (vibracni a rotaéni stav). Molekuly ze zakladni elektronové 1 vibra¢ni
hladiny jsou excitovany a valen¢ni a nevazebné elektrony piechéazeji do vyssich energetickych
hladin. Po velmi kratkém ¢asovém useku (zhruba 10s) dochdzi k zafivému ¢&i nezafivému
piechodu elektroni zpét na zékladni nebo nizs§i hladinu. Na vysledném spektru se tedy
podileji nejen elektronové hladiny, ale také vibra¢ni a rotacni podhladiny [18]. Pfi absorpci
UV-VIS zéifeni mize dochazet k3 typim elektronovych piechodi - intramolekuloveé,
piechody pfenosu naboje nebo pifechody d-d. Intramolekulové ptfechody nastavaji mezi
vazebnymi a antivazebnymi orbitaly (c—oc* a n—n*) a mezi nevazebnymi a antivazebnymi
orbitaly (n—c* a n—n*).
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Obr. 7: Elektronové prechody v molekule

Pfenos naboje je zaloZen na absorpci anorganickych latek a tvorby komplexu pfenosu naboje,
kdy jedna slozka musi byt elektron donorni a druhad elektron akceptorni. Absorpce
elektromagnetického zafeni zplsobi pienos elektronu zorbitalu donoru na orbital
akceptoru [19]. Pfechod d-d se uplatiiuje zejména mezi kovy, kdy dochazi k prenosu
elektronu z d orbitalu na d orbital jiného kovu. Pfechod d-d je vSak symetricky zakdzan a
proto se projevuje velmi nizkou intenzitou.

K vyhodnoceni metody je vyuzivan dvoupaprskovy UV-VIS spektrometr, ktery je zalozen na
porovnavani aktualniho vzorku s blankem za stavajicich podminek. Zdrojem svétla je pro VIS
oblast wolframova lampa, pro UV oblast pak lampa deuteriova. Svétlo ze svételného zdroje
dopadda na monochromator, pomoci rotacnich zrcadel je rozdéleno na dva svazky, které
nasledn¢ prochazi kyvetami. Po prichodu paprsku vzorkem dopadne svétlo na detektor.
Vystupni zatizeni zobrazuje absorp¢ni spektrum.

Svételny Kyveta
zdroj Monochromator (vzorek)
Vystupni
Detektor atizent
Kyveta

Obr. 8: Schéma dvoupaprskovitého spektrometru

1.7.1 Kyselina pikrova

Kyselina pikrova, strukturnim nazvem trinitrofenol je svétle Zluta krystalicka latka, bez
zépachu. Z divodu zvySeného rizika vybusnosti po vyschnuti je uchovéavana pod vodou.
Velmi ochotné tvofi soli s mnoha prvky, tzv. pikraty, které jsou velmi citlivé na teplo, tfeni a
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narazy, mnohem vice nez samotnd kyselina. V praxi se vyrabi nitraci 4-hydroxybenzen-1,3-
disulfonové kyseliny nebo fenolu. Pti zahiati snadno vybuchuje, ¢ehoz se vyuziva pii vyrobé
trhavin. V analytické chemii se pouziva jako kolorimetrické nebo testovaci Cinidlo napft. pti
identifikaci alkaloidi nebo kolorimetrickému stanoveni cukrti v krvi. V bézném primyslu je
vyuzivana v kozedélném a textilni primyslu nebo mediciné. Stanoveni v UV-VIS
spektrometrii je zaloZeno na tvorbé oranzovo-Zlutych komplexti, kdy intenzita zbarveni je
piimo umeérna koncentraci stanovované latky ve vzorku [20].

1.8 Membrianové separacni metody

Membranové procesy jsou zalozeny na separaci pies polopropustnou membranu. Tato
membrdna je propustnd jen pro nizkomolekuldrni latky, zatimco makromolekularni latky
membrdnou neprojdou. Metoda je vyuzivana k hrubé separaci molekul napf. separaci
biopolymert.

1.8.1 Dialyza

Dialyza je separacni a fyzikdlni proces, ktery spociva v difuznim toku rozpusténych latek
pfes membranu. Dialyza miiZze probihat bud’ mezi dvéma roztoky o rlizné koncentraci nebo
mezi roztokem a Cistym rozpoustédlem. Smér separace probihd bud’ z koncentrovanéjSiho
roztoku do roztoku s nizs§i koncentraci nebo z rozpoustédla, tzn. ve sméru koncentra¢niho
spadu. Pfes membrany mohou difundovat jen latky s menSimi rozméry nez je velikost poru.
VéEtsi latky ziistavaji uvnitf membrany. Ve chvili vyrovnani koncentraci na obou stranach
membrany dochazi k zastaveni dialyzy. Membréany jsou dnes jiz komeréné dostupné umélé
membrany, vétSinou ve tvaru trubice s riznou velikosti pora. Dialyza se vyuziva k precisténi
roztoku nebo ke studiu zmény roztokovych vlastnosti. Rychlost dialyzy je ovlivnéna zejména
faktory souvisejicimi s pohybem molekul jako je teplota, velikost membrany a jejich port a
koncentracni gradient. Rychlost dialyzy lze zvysit také michanim, které zabranuje tvorbé
mikroprostiedi (Nerstova vrstva). Maximalni velikost pord membrany (MWCO) oznacuje
molekulovou hmotnost, pi1 které jiz 90% molekul neprojde péry membrany [21],[22].

1.8.1.1 Membrany

V dnesni dobé jsou pouzivany predevSim syntetické membrany s vyhovujicimi
chemickymi 1 fyzikalnimi vlastnostmi. Dialyza¢ni membrany mohou byt tvofeny organickymi
nebo anorganickymi slou¢eninami. Anorganické membrany se vyznacuji vyS$i odolnosti,
zejména proti teploté a tlaku. Podle zplisobu vyroby lze membrany dé¢lit na porézni Ci
neporézni. Porézni membrany separuji na zakladé velikosti porh, které umoziuji také
konvektivni tok tekutiny. Na dé€lici schopnost nemé vliv materidl. Membrany s neporézni
strukturou separuji na zakladé difuze a dialyza je zadsadn¢ ovliviiovana materidlem membrany.
Nejcastéji jsou vyuzivané organické membrany s neporézni strukturou. Pro laboratorni
separacnich membran patii permeabilita, selektivita a rejekéni faktor. Permeabilita neboli
propustnost slozek délenych smési, je definovdna jako tok slozky jednotkovou plochou
membrany pii jednotkové hybné sile pies jednotkovou tloustku membrany. Selektivita ndm
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udava schopnost oddélovat slozky délenych smési. Rejekéni faktor udavd miru zadrzeni
slozky u vstupniho povrchu membrany. Z rejekéniho faktoru vyplyva, ze membréana propousti
vSechny slozky s niz8§i molarni hmotnosti nez je jeho hodnota [22],[23].

1.9 Meéreni velikosti ¢astic

Pro méteni velikosti Castic bylo vyuzito pfistroje Zetasizer Nano ZS, ktery vyuziva
dynamického rozptylu castic — DLS (Dynamic Light Scattering). Tato metoda sleduje
Brownliv pohyb ¢éstic, coz je pohyb castic, ktery vznika diky niahodné sraZce castice
s molekulou kapaliny. Dilezitym poznatkem je fakt, Ze mal¢ ¢astice se pohybuji rychleji nez
velké castice. Vztah mezi velikosti a rychlosti Castice je definovany pomoci Stokes-
Einsteinové rovnice. Velikost Castic je meéfena na principu osvétleni Castic laserem a
analyzovanim fluktuaci intenzity rozptyleného svétla. Rozptylené svétlo snimame pomoci
nastavitelné optiky pro rizné velké Castice [27].

1.10 Naboj castic — zeta potencial

Zeta potencial se mé&fi u nabitych ¢astic a vyjadiuje zejména stabilitu koloidniho systému.
Nabita molekula kolem sebe tvofi elektrickou dvojvrstvu. Dvojvrstva se sklada z vnitini —
Sternovy vrstvy, ve které jsou ionty pevné vazané a vnéjsi neboli difizni vrstvy, ve které jsou
ionty vdzany pouze slab& Uvnitt difuzni vrstvy se nachdzi teoretickd hranice, ktera se
oznacuje jako rovina skluzu. Za touto hranici ionty jiz netvofi stabilni jednotku. Pii pohybu
molekuly se ¢astice za touto hranici s molekulou nepohybuji. Potencidl na této hranici se
nazyva zeta potencial. Za stabilni systém se povazuji systémy, které¢ maji hodnotu potencidlu
vy$$i nez 30mVnebo menSi nez —30mV. Systémy snulovym zeta potencidlem jsou
povaZzovany za nejméné stabilni. Bod nulového zeta potencidlu se nazyva izoelektricky bod
[28].

1.11 Viskozita

Kapaliny jsou latky, které teCou — tj. deformuji se ucinkem vné&jsi sily. Rychlost toku zavisi
na velikosti vnéjSich sil, ptsobicich proti toku. Zakladnim vztahem definujicim viskozitu je
Newtoniiv zdkon, ktery stanovuje vztah mezi smykovym napétim t a rychlosti smykové
deformace y a je rovna gradientu rychlosti mezi vrstvami kapaliny. Dynamicka viskozita #
zde vyjadiuje konstantu umérnosti. Znéni zakona je uvedeno v nasledujici rovnici:

T=1 i n-y (1)
dy

Pii malych rychlostech proudéni dochdzi ke smykové deformaci, kterd charakterizuje
smykové napéti. Pokud kapalina proudi lamindrné, vznika mezi vrstvami tecné napéti, které je
zpusobeno plsobenim mezimolekularnich sil. Podle zptisobu méfeni rozliSujeme viskozitu
dynamickou, ktera je definovana Newtonovou rovnici a kinematickou viskozitu, které je
podilem dynamické viskozity # k hustoté p kapaliny. Kinematickd viskozita je tedy dana
nasledujici rovnici:
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Latky, které se pii1 ptisobeni smykového napéti chovaji podle Newtonova zakona, se oznacuji
jako newtonské. Hodnota jejich viskozity je nezavisld na rychlosti smykového tieni a Case.
Kapaliny, které se nechovaji podle Newtonova zdkona se nazyvaji nenewtonské. Jejich
viskozita mize v zavislosti na smykovém napéti klesat — kapaliny pseudoplastické, ¢i vzristat
— kapaliny diletantni. Dale rozliSujeme jesté nenewtonské kapaliny, u kterych se viskozita
méni s dobou piisobeni. Pokud viskozita s ¢asem kles4, jedna se o kapaliny tixotropni. Jestlize
s Casem viskozita stoupd, nazyvame tyto kapaliny reopexni [29],[30].

N dilatantni N\ reopexni
n n
Newtonské Newtonské
pseudoplastické tixotropni
%
> >
y t
Obr. 10: Zavislost viskozity na smykové deformaci Obr. 9: Zavislost viskozity na case
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2. SOUCASTNY STAV RESENE PROBLEMATIKY

Za poslednich par desitek let bylo prozkoumano nespocet polymernich systémti, které by
mohly najit uplatnéni zejména v lékafstvi ¢i farmacii. V dneSni dobé obrovsky ,boom*
zaznamenala kyselina hyaluronova, ktera nabizi velmi Siroké uplatnéni. Jedna se o latku, kterad
je netoxickd, protizanétliva, télu vlastni a biologicky odbouratelnd latka. Vyzkum této
kyseliny se provadi zejména v oblasti cilenych nosict lé¢iv s prodlouzenym uvoliovanim.
Pro ty je vyznamna vysokd afinita HyA na receptor CD44 [33].

Thalberg a Lindmant [31] se ve své praci zaméfili na interakci hyaluronanu s kationtovymi
tenzidy v zavislosti na délce jejich alkylovych fetézct. Pro zjisténi chovéani systému
hyaluronan-kationaktivni tenzid vyuZili nasledujicich metod: NMR, vodivost, fdzova separace
a solubilizace barviv. Po vyhodnoceni vysledkt bylo prokazano, ze vazba mezi hyaluronanem
a tenzidem je slabsi neZ s jinym polyelektrolytem. Dale bylo zjiSténo, ze k navazani tenzidu
na hyaluronan je tfeba velmi nizk4 koncentrace tenzidu ci, avSak podminkou je minimalné
deset uhlikli v alkylovém fetézci. Tenzidy s niz§im poctem uhlika tvoii micely, protoze je to
energeticky vyhodnéjsi. Hodnota koncentrace tenzidu ci s rostoucim poctem uhliki v fetézci
klesa a nachézi se pod CMC.

Skupina védca Lei, Rahim, Quinn a Segura [32] popisuje proces znamy jako ,,nanoc¢asticova
enkapsulace®. V tomto procesu dochazi k zaclenéni koncentrované, ale neagregované
nanocastice do rtznych struktur gelu napt. kyseliny hyaluronové a fibrinového hydrogelu.
Bylo prokdzano, ze tyto gely s koncentrovanymi a neagregovanymi polykomplexy mohou byt
vhodné pro genové dodani in-vivo a in-vitro. Ve studii byla srovnavdna velikost
polykomplext fibrinu bez a v pfitomnosti HyA pomoci DLS — dynamického rozptylu svétla.
Bylo zjisténo, 7e¢ DNA/PEI polykomplexy se pohybovaly vrozmezi 50-100nm, kdezto
v ptitomnosti 1% HyA byla velikost okolo 1pm.

O dialyze pojednava studie Polymeric micelles — a new generation of colloidal drug carries
védci Jones a Leroux [34]. Dialyza zde byla pouzita pro stanoveni zachyceni IéCiv
v micelach. Metoda se skldda z pfeneseni 1éCiva a kopolymeru v rozpoustédle, ve kterém jsou
ob¢ latky rozpustné do selektivniho rozpoustédla, ve kterém se rozpusti pouze hydrofilni ¢ast
polymeru. To zptsobi tvorbu micel, do kterych se uzavie nerozpustné 1é¢ivo.

Wurster a Werawatganone [35] studovali chovani systému neionogenniho polymeru HPMC-
hydroxypropylmethyl celulosy, s kationaktivnim tenzidem CTAB. Pro méfeni interakci
HPMC-CTAB byla zvolena rovnovazna dialyza. Vysledky ukazuji, Zze bez ptitomnosti
polymeru byly koncentrace po urcité dobé vn€ a uvnitf membrany vyrovnany, zatimco za
pritomnosti riznych stupiit HPMC o koncentraci 0,02% byla dialyza mnohem pomalejsi a
kone¢né koncentrace uvniti membrany byly mnohem vyssi (poméry koncentraci okolo 2).
Tim byly dok4zany interakce mezi CTAB a HPMC.
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3. EXPERIMENTALNI CAST

3.1 Pouzité chemikalie

Hyaluronan sodny

OH OH
° O
- ~(I?IO HOO
OH

0
NH |
oél\

n
1500-1750kDa, Contipro Biotech s.r.0, ¢.8. 213-5226

Kyselina pikrova

OH
O,N NO,

NO,
Vzorec: CsH3N30O7 ; Cistota > 98 %
Molekularni hmotnost: 229,1 g/mol
Sigma Aldrich; ¢.5. STBD2664V

Chloroform 99%
Vzorec: CHCl3
Molekularni hmotnost: 119,38 g/mol
PENTA s.r.o, ¢.8. 2003190315

Septonex
Vzorec: C21H44aBrNO>
(0]

/\/\/\/\/\/\/\’)ko/\

/NI\ Br
Molekularni hmotnost: 422,48 g/mol
GNB chem a.s., ¢.8. 910SEP002
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3.2 Piiprava zasobnich roztoki
3.2.1 Zasobni roztok ImM Septonexu

Na analytickych vahach bylo navdzeno 0,42248g septonexu na vznik jednoho litru ImM
zasobniho roztoku. Nasledné¢ byla latka kvantitativné pievedena do odmérné banky a
doplnéna po rysku ultracistou, deionizovanou vodou ze systému Purlab. Roztok byl
promichan pomoci magnetické michacky.

3.2.2 Zasobni roztok 0,01% Kkyseliny pikrové

Do zcela Cisté zasobni lahve bylo na analytickych vahach navazeno pozadované mnozstvi
kyseliny pikrové, kdy jeji hmotnost nesméla presdhnout 0,03g na 100ml. NavaZzka byla
odebirana co nejvice ze dna, aby byla ziskana pievazné kyselina a ne voda. Kyselina pikrova
je vybusna latka, kterou je nutné uchovavat pod vodou. Pfi manipulaci s kyselinou pikrovou
je nutné dodrZovat bezpecné podminky — pouziti rukavic. Navazka byla ihned doplnéna
odpovidajicim mnozstvim chloroformu, fadné¢ promichdna a uzaviena pomoci parafilmu.

3.2.3 Zasobni roztok hyaluronanu

Do suché vialky bylo na analytickych vahach navazeno pottebné mnozstvi hyaluronanu
sodného na vyslednou koncentraci 2g/l a doplnéno na pozadovany objem. Roztok byl
ponechan fadné€ promichat.

3.3 Priprava vzorku
3.3.1 Priprava vzorki Septonexu

Byla pfipravena vhodna kalibra¢ni fada, kterd obsahovala 10 vzorki. Do suché vialky bylo
napipetovano odpovidajici mnozstvi zadsobniho ImM roztoku septonexu a doplnéno na
vysledny objem 5ml. Pfipraveny vzorek byl nechan minimalné 24hodin ttepat.

3.3.2 Priprava vzorku Opthalmo-Septonexu s pfidavkem hyaluronanu

Postupnym piidavkem bylo uréeno, Ze maximalni mozna koncentrace hyaluronanu
v o¢nich kapkach Opthamo-Septonex je 0,028g/l. Do suché vialky bylo napipetovano Sml
ocnich kapek a pomoci automatické pipety pfidano 70ul roztoku hyaluronanu o koncentraci
2g/1. Vzorek byl pouzit par hodin po pfipraveni.

3.4 Modifikovana Mahrousova metoda-piiprava vzorki pro méreni

Postup metody byl nastudovan podle prace Wurster a Werwatganone [25]. VeSkera prace
byla provadéna v digestoii a v rukavicich a ochrannych brylich. Do zcela suché zkumavky
byly pomoci automatické pipety napipetovany 3 cm: vzorku a poté bylo ptiddno dvojnasobné
mnozstvi 0,01% roztoku kyseliny pikrové v chloroformu, v naSem ptipadé 6 cm:. Zkumavka
byla ihned uzaviena zatkou opatfenou teflonovou paskou. Zkumavka byla 1 minutu
intenzivné protfepavana a nasledné pfiblizné 2 minuty ponechédna v klidu pro dobré oddéleni
fazi. Pomoci sklenéné pipety o objemu 5ml byla odebrana horni (vodnd) faze systému.
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Nasledné byla dolni (chloroformova) faze prefiltrovana ptes filtracni papir za normalniho
tlaku. Prvni 1-2 cmefiltratu byly odebrany do pfipravené odpadni kadinky a zlikvidovany.
Zbyly roztok byl jiman do oznacené vialky a ihned uzavien. Takto pfipraveny vzorek byl
prométen co nejdiive na UV-VIS spektrofotometru.

Obr. 11: Separace fazi po extrakci

3.4.1 Méreni

Pro stanoveni kalibra¢ni fady i pro vSechny vzorky obsahujici septonex, byla pouzita
modifikovand Mahrusova metoda vyhodnocena pomoci UV-VIS absorb¢ni spektrometrie.
K vyhodnoceni byl pouzit dvoupaprskovy UV-VIS spektrometr HITACHI U-3900H, ktery je
zalozen na porovnavani vzorku s blankem za stavajicich podminek. Zdrojem svétla je pro VIS
oblast wolframova lampa, pro UV oblast pak lampa deuteriova. VSechny vzorky byly
prométeny v rozmezi vlnové délky 300-700nm. Pro stanoveni kalibra¢ni kfivky odecitame
hodnoty pii 415,5nm.
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4. VYSLEDKY A DISKUSE

Cilem prace je naucit se modifikovanou Mahrousovu metodu a pomoci dialyzy zjistit, zda
dochazi k interakci hyaluronan-Septonex v o¢nich kapkach. Dale ovefit miru interakce a
stabilitu komplexu.

4.1 Kalibrac¢ni kiivka Septonexu

Pro popis a moznost stanoveni vysledki dalSich namétenych dat byly sestaveny kalibra¢ni
kiivky. Graf 2 zobrazuje absorpcni spektrum koncentracni fady septonexu v komplexu s
kyselinou pikrovou vyextrahovaného do chloroformu. Z namétenych hodnot je vidét, ze se
zvysujici se koncentraci tenzidu stoupa absorbance, coz potvrzuje platnost Lambert—Beerova
zédkona. Maximum absorp¢niho spektra vzorkli se pohybuje okolo hodnot 355-364nm. Pro
dalsi vyhodnocovani naméfenych dat byla pouzita vlnova délka 415,5nm, kdy jsou
absorbance niz$i [46]. Diky tomu mohou byt vyhodnoceny i vzorky s vyss§i koncentraci. Pro
dobrou interpretaci vysledkii by absorbance vzork pii dané vinové délce
nemeéla o moc prekrocit rozmezi hodnot 0,1-1,0.

y = 5,04x - 0,0052
R?=0,9986

1,4 -

A 415,5nm

0,05 0,1 0,15 0,2 0,25 0,3
c [mM]

-0,2

Graf 1: Kalibra¢ni pfimka septonexu — primérna hodnota

Kalibracni pfimka byla stanovena z 3 meéfeni aritmetickym priamérem pomoci programu
EXCEL.
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Graf 2: Absorbéni spektrum Septonexu v chloroformu — 1. méfeni

4.2 Zjisténi koncentrace pro dialyzu

Aby mohla byt provedena dialyza, musela byt nejprve zjiSténa nejvy$Si mozna
koncentrace, pii které se jeSté hyaluronan nevysrazi z roztoku Opthalmo-Septonexu. To bylo
zjistovano pomoci postupného piidavku roztoku hyaluronanu o koncentraci 2g/l do Sml
ocnich kapek Opthalmo-Septonex a sledovani tvorby zakalu.(viz Tab. 3) Mezi kazdym
ptidavkem byl roztok michan 5 minut na michacce.

Tab. 3: Sledovani vlivu pridavku hyaluronanu

pridavek Hya Pozorovani roztoku
pidavek [ul] | celkem [ul] kapek

10 10 ¢ira

10 20 ¢ira

10 30 ¢ira

10 40 ¢ira

10 50 ¢ira

10 60 ¢ira

10 70 lehoulinky zakal
10 80 lehky zakal
10 90 lehky zakal
10 100 lehky zakal
20 120 lehky zakal

lehka zakal, malé

20 140 ..
mnozstvli srazenin
20 160 lehkfl zé}<al, fnal.é
mnozstvi srazenin
30 190 zakal, sraZzeniny
30 220 zakal, sraZeniny
50 270 zakal, sraZzeniny
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Pro dialyzu byla vybrana koncentrace, ktera vznikla po ptidani 70ul roztoku hyaluronanu, coz
odpovida koncentraci 0,028g/1 hyaluronanu v o€nich kapkach Opthalmo-Septonex.

4.3 Dialyza

Dialyza byla provedena pro systém Opthalmo-Septonex-voda a pro systém Opthalmo-
Septonex-Hya. Dialyzacni membrana byla ponechana se hydratovat 10minut ve vod¢ ze
syst¢ému Purlab, poté byla vlozena do kadinky s 65ml vody. Dovnitf membrany bylo
napipetovano 13ml vzorku. Odbéry byly provadény z prostiedi uvnitt a vné membrany, tzv.
retentatu a permeatu v 24hodinovych intervalech po dobu 4dnt.

4.3.1 Dialyza systému Opthalmo-Septonex a hyaluronan

V tomto experimentu vzorek obsahoval o¢ni kapky Opthalmo-Septonex a hyaluronan o
koncentraci, ktera byla zjiSténa metodou postupného piidavku (vyslednd koncentrace Hya
v Opthalmo-Septonexu je 0,028g/1). Vysledny vzorek obsahoval 13ml ocnich kapek, do
kterych bylo ptfidano 182ul roztoku hyaluronanu (c=2g/l) a fddné promichano na michacce.
Ptipraveny vzorek byl nechan dialyzovat.

24hod 48hod 72 hod 96hod

4 -
3,5 -
3
2,5 -

2

cr/cp

1,5 -
1 -

0,5 -

0

Graf 3: Graf prestupu tenzidu z retentatu do permeatu

Pro vypocet koncentrace tenzidu v permeatu (cp) a retentatu (cr) pouzijeme rovnici regrese
z kalibra¢ni pfimky Septonexu (viz odstavec 4.1 ).

Rovnice regrese
y=5,04-x-0,0052

Za hodnotu y dosadime hodnotu absorbance, kterou jsme zmétili pomoci spektrofotometru a
vyjadiime proménnou x, ktera je rovna koncentraci. Z toho plyne, Ze koncentraci retentatu
A +0,0052

son kde A je absorbance u vzorku odebran¢ho uvnitt

spocitame pomoci vzorce ¢, =
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membrany.  Pro  vypodet  koncentrace @ v  permedtu  pouzijeme  obdobny
A +0,0052

vzorec ¢, =
5,04

, kde A je absorbance u vzorku odebraného z vnéjsiho prostredi.

0,2
0,18 -

0,16 -
0,14 - M c prim [mM] venku

B c prim [mM] uvnitf

0,12

0,1
0,08
© 0,06
0,04
0,02

tenzidu (mM)

24hod 48hod 72 hod 96hod

Graf 4: Graf prubéhu dialyzy kapek s Hya

Z grafii 1ze vidét, ze tenzid pomalu prechdzel z membrany do vnéj$iho prostiedi, ale ani po 4
dnech nedoslo k vyrovnani koncentraci v retantatu a permeatu (Graf 3 a Graf 4). To znamena,
ze pomér cr/cp se ani po 96 hodinach neblizi hodnot¢ 1.

4.3.2 Dialyza Opthalmo-Septonex-voda

Obdobny experiment byl proveden se syst¢émem Opthalmo-Septonex a voda za stejnych
podminek, aby bylo mozné experimenty porovnat. Vzorek pro tento experiment obsahoval
13ml o¢nich kapek Opthalmo-Septonex.

0,25

B c prim [mM] uvnitf
0,2 -

M c prim [mM] venku

0,15

0,1

c tenzidu (mM)

0,05

24hod 48hod 72 hod 96hod

Graf 5: Prubéh dialyzy o¢nich kapek
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4.3.3 Vyhodnoceni

Predpokladem pro tento experiment bylo, Zze v systému Opthalmo-Septonex+Hya se
vyskytuji malé micely na fetézcich hyaluronanu, ¢imz by mélo dojit k zpomaleni nebo
v idedlnim ptipadé uplnému zabranéni piestupu pies dialyzaéni membranu. Z porovnani
priabéhu obou dialyz mizeme vidét, Ze u kapek+Hya byla vétsi koncentrace retentatu i po 96
hodinach nez u samotnych kapek. To bylo zplsobeno piitomnosti tenzidu. Z toho lze
predpokladat, ze doslo k interakci Hya se Septonexem. V tomto méfeni nebyl odhalen vznik
srazeniny, protoze vznikld srazenina nebyla v membran¢ dobie viditelna a pii odbéru
srazenina zrovna nebyla odebrana nebo byla vyhodnocena za zneCiSténi a pfi stanoveni
koncentrace pomoci Mahrousovy modifikované metody odfiltrovana.

m kapky

m kapky+Hya

cr/cp
N

24hod 48hod 72 hod 96hod

Graf 6: Vyhodnoceni dialyzy

4.4 Experiment s rohovkou z praseciho oka

Z praseciho oka byla odebrana rohovka, coz je blanka, ktera kryje a chrani oko pied
vnéj$im prostiedim (viz kapitola 1.1 ).

Vypreparovana rohovka byla rozdélena na 4 Casti a kazda cast zvazena (oko 1 a 2).
Z duvodu vzniklého velmi malého kousku rohovky po rozétvrceni, byla u dalSich praseéich
o&i rohovka rozdélena pouze na dvé &asti. Cast rohovky byla ponechana bud’ v roztoku
Opthalmo-Septonexu s pfidavkem hyaluronanu (c=0,028g/1) nebo pouze samotném
Opthalmo-Septonexu. Vzorek s pfidavkem hyaluronanu byl slozen z 5ml kapek a 70ul
hyaluronanu (c=2g/l). Nasledn& byl promichdn na michadce a pouzit. Cast rohovky byla na
Sminut ponofena do vzorku a po lehkém oklepani zvazena. Nasledné byl porovnavan
priristek hmotnosti rohovky ponofené do roztoku s Hya a bez néj. Zvazené priristky mizeme
vidét v Tab. 4. Primérné hodnoty 1 se smérodatnymi odchylkami byly spocitany v Tab. 5.
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Tab. 4: Prirtstek hmotnosti rohovky

Prirtstek hmotnosti Ptirtistek hmotnosti
firistek hmotnosti
Oko Rohovka [g] v Opth-Sept [g] Rohovka [g] \% Hya+;1]3th-Sept
1 0,0701 0,029 0,0768 0,03
1 0,075 0,041 0,084 0,035
2 0,071 0,02 0,079 0,026
2 0,048 0,015 0,074 0,038
3 0,1204 0,0185 0,1088 0,049
4 0,0849 0,024 0,1115 0,042
5 0,1815 0,0321 0,1134 0,0422
6 0,105 0,035 0,1273 0,0498
7 0,1288 0,0309 0,1177 0,0483
8 0,0792 0,0361 0,0982 0,0548
Tab. 5: Vyhodnoceni
v Opth-Sept [g] v Hya+Opth-Sept [g]
primérny piirGstek z 2.sady. 0,0294 0,0477
smérodatna odchylka 0,0062 0,0045

Z Tab. 4 miizeme vidét, ze pii srovnani ptiristkii hmotnosti rohovky ze stejného oka, byl vétsi
prirGstek na rohovce, ktera byla ponofena do roztoku kapek s hyaluronanem. To by
znamenalo, Ze vzorek s hyaluronanem ma vétsi mukoadhezivitu, ze lépe utkviva na rohovce.
Experiment byl zpoc¢atku provadén pouze na 2 vzorcich prase¢i rohovky, a proto byla rohovka
rozdé€lena na Ctyfi ¢asti. Bohuzel, ale ptirtistky hmotnosti na tak malém kousku rohovky byly
témet nepatrné a proto, neSlo s jistotou wurcit, zda opravdu dochazi ke zvySeni
mukoadhezivity. Z tohoto divodu, byl experiment provadén znovu na vét§im poctu rohovek.
Jak mizeme vidét v Tab. 4, piirastek hmotnosti byl ve vSech experimentech vétsi a to 1 ve
srovnani mezi dvéma polovinami jedné rohovky. Pro ¢isty vzorek kapek byl stanoven na
0,0294 £0,0062g a pro vzorek s ptfidavkem na 0,0477 £0,0045g . Z toho usuzujeme, ze
hyaluronan zvys$i mukoadhezivitu, kapka bude déle zadrzena na o¢nim povrchu, a tim by
meélo dojit ke zvySeni i€innosti o¢niho ptipravku.
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Obr. 12: Vypreparované rohovky

4.5 Méreni velikosti ¢astic

Byly prométeny 2 vzorky. Samotny vzorek Opthalmo-Septonexu a poté vzorek
s pfidavkem hyaluronanu. Jelikoz se ve vzorku s pfidavkem hyaluronanu objevily po 36
hodinach malé vysrazené Castecky, byly odfiltrovany pies filtr Smikront, z davodu zkresleni
méfeni. Z méfeni jsme ziskali dva grafy. Graf intenzitni distribuce velikosti ¢astic, u kterého
je nutno pifipomenout, Ze vzorek je vyhodnocovan pomoci intenzity rozptylu svétla, kde veétsi
castice rozptyli vice svétla nez ¢astice malé. To je dano také Rayleighovych rozptylem, kde je
velikost ¢astice na 6 mocninu.

10 +
Lo
>§ 9 1 kapky pramér
o 8 A
]
& 7 =5 hya (filtrace
E) _ 6 - S5mikron)
22X 5 -
% —
o 4
S
© 3 A
-
G 5 |
- 0 . . ;

1 10 100 1000

velikost ¢astic (nm)

Graf 7: Intenzitni distribuce velikosti ¢astic

V grafu intenzitni distribuce velikosti ¢astic je vidét, Ze ve vzorku oc¢nich kapek bez ptidavku
hyaluronanu se vyskytovaly spiSe mensi Castice o velikosti do 10nm, zatimco ve vzorku
s pfidavkem hyaluronanu se pik pohybuje az mezi 200-400nm. Z toho plyne, Ze molekula
hyaluronanu s navazanym Septonexem, se ve vzorku vyskytuje a je pravdépodobné néjakym
zpusobem sbalena.
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Graf 8: Objemova distribuce velikosti ¢astic

Z grafu objemové distribuce velikosti ¢astic lze vidét, Ze stted piku vzorku kapek se pohybuje
v rozmezi 4-6nm. Ve vzorku s ptidavkem hyaluronanu se dle grafu nachdzi zhruba stejné
velké mnozZstvi ¢astic okolo 50 a 200-400nm.

4.6 Méreni naboje Castic — zeta potencial

Zeta potencidl byl proméfen pomoci pfistroje Zetasizer Nano ZS. Bylo zméfeno 5
nezavislych opakovani po 12-20 skenech pfi teploté 25°C. Pro méfeni byla pouzita dip
elektroda a plastovd kyveta. Primérnd hodnota zeta potencidlu vzorku ocnich kapek byla
stanovena na 3,1mV. V druhém vzorku ziskaném smichanim 5ml oc¢nich kapek se 70ul
hyaluronanu (c=2g/1) doslo po 24hodinéch k vysrazeni. Vzorek byl nasledné prefiltrovan pies
filtr Smikronti. Zeta potencial se u tohoto vzorku zvysil na priimérnou hodnotu 12,7mV.

Tab. 6: Naméi‘ené hodnoty zeta potencidlu

Primérny
Vzorek ZP [mV] ZP [mV]
kapky 1 4,72
kapky 2 1,91
kapky 3 3,84 3,1
kapky 4 3,11
kapky 5 2,08
kapky s hya 1 10,1
kapky s hya 2 12
kapky s hya 3 14,6 12,1
kapky s hya 4 12,5
kapky s hya 5 14,3
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Jelikoz hyaluronan ma zéporny zeta potencidl, bylo pfedpokladdno snizeni zeta potencidlu.
Z namétenych vysledkil zobrazenych v Tab. 6 lze usuzovat, Ze koncentrace hyaluronanu ve
vzorku byla prili§ velkd, a proto se ze vzorku vysrazel a po filtraci se ve vzorku
pravdépodobné jiz nenachazel.

4.7 Meéreni viskozity

Na pristroji TA Instruments AR-G2 byl spustén tokovy test double gap. Byly provedeny 2
méfeni se dvéma vzorky. Jeden vzorek ocnich kapek a poté ocni kapky s pfidavkem
hyaluronanu (koncentrace zjisténad postupnym piidavkem). Prvni métfeni probéhlo s Cerstvym
vzorkem, druhé méteni bylo provedeno se vzorkem starym 2 dny, ve kterém jiz byla viditelna
mala sraZenina. Bylo proméfeno 5ml vzorku v méfici Stérbin€é 250pum. Rozsah smykovych
rychlosti byl 0,01-100s~" pfi teploté 25°C. Dale byl nastaven logaritmicky mod 6 bodl a
povolena 5% odchylka.

1,0E+00
1,0E-01 Xxx
0 xxxgg % 1.méfeni
© X
= *x x2.mé&feni
£ 1,0E-02 ¥
8 b 4
) X
> XX
1,0E-03 XEX XXX XX KKNKKKKK
1,0E-04
0,001 0,01 0,1 1 10 100 1000

smykova rychlost (1/s)
Graf 9: Zavislost viskozity o¢nich kapek

Z grafu mizeme vidét, Ze roztok ocnich kapek se nechovd ani jako dilatantni ani jako
pseudoplastickd kapalina (Graf 9). Dale je zfejmé, Ze viskozita o¢nich kapek je dle o¢ekavani
stale stejna.
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Graf 10: Graf zavislosti viskozity kapek s pridavkem hyaluronanu

Ptiklad vypocCtu zvySeni viskozity pro klesajici oblast. Z této oblasti byla pomoci funkce
Spojnice trendu v programu EXCEL stanovena rovnice regrese pro vzorek s ptidavkem Hya
y =(-0,1244-x)+ 0,0392 a pro vzorek oc¢nich kapek y =(-0,0263-x)+0,0213. Proménna y

znac¢i hodnotu viskozity a proménnd x smykovou rychlost. Viskozity v klesajici oblasti byly
spocitany pro smykovou rychlost 0,1468 s'. Pro druhou oblast byla hodnota viskozity

zprimérovana, jelikoZ je témét konstantni.

Vypocet viskozity pro vzorek o¢nich kapek v klesajici oblasti:
y =(-0,0263-x)+0,0213

y =(-0,0263-0,1468) + 0,0213

y=0,017Pa-s

Tab. 7: Vypocet zvySeni viskozity

oblast smykova rychlost [1/s] 0,1468
viskozita [Pa-s]
pokles s Hya bez hya pomér

0,020 0,017 1,17

Priimérna smykova rychlost [1/s]
viskozita s Hya [Pa-s]

s Hya bez hya
0,0008 0,0008 1

konstantni

pomér
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Z porovnani obou grafii je patrné, ze po piidavku hyaluronanu doslo pii niz§ich smykovych
rychlostech k 17 % zvySeni viskozity oproti pivodnimu roztoku o¢nich kapek. Pii vysSich
smykovych rychlostech byla hodnota viskozity konstantni a stejnd pro oba vzorky. Z toho
plyne, ze pi1 téchto rychlostech jiz doSlo k pferuseni vSech vazeb, které zvySovaly viskozitu.
Pti vSech métenich doSlo k necekanému poklesu viskozity, ktery by mohl byt predmétem
dalSiho zkoumani. To nemohlo byt provedeno z diivodu nedostate¢ného mnozstvi o¢nich
kapek (ne¢ekané zmizeni vyrobku z trhu), ani to nebylo predmétem této bakalarské prace.

39



ZAVER

Z poznatkl uvedenych v bakalaiské praci vyplyva, ze u vzorkli proméfovanych po kratkém
stani byla dialyzou prokézéna interakce mezi kapkami a tenzidem, kdy doSlo k tvorbé micel
tenzidu na dlouhych fetézcich hyaluronanu. Pfi zkouméani mukadhezivnich vlastnosti vzorku
kapek s hyaluronanem na rohovce jsme zjistili, ze ve srovnani se vzorkem oc¢nich kapek byl
prirGstek hmotnosti vét§i u vzorku s pfidavkem hyaluronanu. Z toho plyne predpokladané
zlepSeni mukoadhezivnich vlastnosti. To by mélo vést ke zvySeni doby zadrze kapky
s lé¢ivem na o¢nim povrchu a sniZit ¢etnost aplikace léciva.

Déle byla zkoumana stabilita systému a velikost Castic. K tomuto méteni byly pouzity
pievazné vzorky po del$im stdni, které jiz nevykazovaly koloidni stabilitu. Pfi proméfovani
zeta potencialu, tedy stability molekuly, doSlo k necekanému zvySeni kladné¢ho potencidlu,
misto predpokladaného snizeni v disledku pfitomnosti hyaluronanu. Z toho lze usuzovat, Ze
maximalni mozna koncentrace hyaluronanu byla piekroCena a doSlo k vysrdzeni. Po
ptefiltrovani se hyaluronanu pravdépodobné ve vzorku nenachazel. Pti proméfeni velikosti
¢astic a porovnani s pivodnim roztokem kapek bylo vidét, Ze k ¢aste¢nému navazani tenzidu
na nevysrazeny hyaluronan doslo. Molekula byla pravdépodobné stocena do ,klubicka®,
protoze samotné fetézce by musely vykazovat vEétsi velikost. Pfi stanovovani viskozity vzorku
ocnich kapek s ptidavkem a bez ptidavku je patrné, Ze diky hyaluronanu dochazi ke zvyseni
viskozity zejména pii nizSich smykovych rychlostech. Pfi vys$Sich smykovych rychlostech
jsou viskozity obou vzorkll srovnatelné a vazby mezi molekulami jsou pferuSeny. V grafech
muzeme vidét necekany prabeh kiivky — klesajici oblast, ktery by mohl byt pfedmétem
dalsiho zkoumani.

Problém koloidni stability se vyskytl aZ pti pouziti starSich vzorka z divodu omezeného
mnozstvi o¢nich kapek. Postupnym ptidavkem byla piijatelnd koncentrace hyaluronanu
stanovena na nejvySe 0,028g/l. V experimentu byl pfidavek hyaluronanu do ocnich kapek
piidavan v péti minutych intervalech a zmény sledovany vizudlng. V priibéhu vypracovavani
bakalarské prace se ukazalo, ze péti minutové intervaly nejsou dostatecné na zajiSténi
dlouhodobé¢ koloidni stability o¢nich kapek po ptidavku hyaluronanu. Bohuzel z logistickych
davodut, kdy ptipravek prakticky zmizel z trhu a bylo nutné pracovat pouze s omezenym
mnozstvim, nebylo mozné jiz tento experiment zopakovat. Pro dal$i vyzkum by bylo vhodné
experiment pon€kud pozménit a piipravit si napiiklad 10 vzorkd ocnich kapek, kdy do
kazdého vzorku by bylo pfiddno jiné mnoZstvi hyaluronanu. Vzorky by mély byt poté
sledovany z hlediska koloidni stability v dlouhém Casovém intervalu, minimalné tii mésice,
v idealnim ptipadé az do data expirace o¢nich kapek.
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