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Nazev ptihlasky vynalezu:

Samonosny, biodegradabilni film na bazi
hydrofobizované kyseliny hyaluronové,
zpisob jeho pFipravy a pouZziti

Anotace:

Reseni se tykd samonosného, biodegradabilniho filmu
obsahujiciho C;o-Cy,- acylovany derivat kyseliny
hyaluronové podle obecného vzorce (I), kde R je H" nebo
Na*, akde R! je H nebo —C(=0)C,Hy, kde x je celé éislo
vrozmezi 5 az 21 ay je celé &islo v rozmezi 11 a2 43 a
C,H, je linerni nebo rozvétveny, nasyceny nebo
nenasyceny fetézec Co-Cyy, pfiemz alespofi v jedné
opakujici se jednotce jeden nebo vice R! je tvofen
C(=0)C,H, a kde n je v rozmezi 12 az 4000. Dile se
fizeni tyk4 zpasobu jeho piipravy a pouZiti.
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Samonosny, biodegradabilni film na bazi hydrofobizované kyseliny hyaluronové, zpiisob

jeho pFipravy a pouZiti

Oblast techniky

Vynélez se tyka samonosného biodegradabilniho filmu na bézi hydrofobizované
kyseliny hyaluronové, zptisobu jeho piipravy a pouZiti zejména v medicinskych aplikacich
diky své Fizené rozpustnosti, biodegradovatelnosti, povrchové morfologii, mechanickym a
dalSim vlastnostem.

Dosavadni stav techniky

Kyselina hyaluronova nebo jeji sil (HA) je linearni polysacharid, ktery je slozen z
opakujicich se disacharidickych jednotek tvofenych kyselinou glukuronovou, ktera je B-1,3
glykosidickou vazbou spojena s N-acetyl-glukosaminem.

Jedna se o latku, kterd se p¥irozen& nachazi v organismu, kde je soucasti extracelularni
matrix, plni lubrikaéni funkci v kloubech, o¢ich apod. Interaguje rovnéZ s receptory bunek.
&imz dokaze buiiky také regulovat. Diky svym vlastnostem je HA predurcena k vyuziti v fadé
medicinskych aplikaci (Necas, Bartosikova et al. 2008). ProtoZe je HA velmi rychle rozpustna
v prostiedi vody &i télnich tekutin, je nutné ji pro fadu aplikaci modifikovat. Typd modifikaci
je celd fada, za viechny lze uvést napf. piipravu rozpustné formy HA derivatizované
tyraminem, kterd po pridani sifovacich &inidel vytvoli nerozpustnou hydrogelovou sit
(Calabro, Darr et al. 2004, Wolfova, Pravda et al. 2013). Rozpustnost HA fetézce Ize také
snizit navazanim hydrofobnich skupin (Valle and Romeo 1987, Smejkalova, Huerta-Angeles
et al. 2014, Scudlova, Betak et al. 2014). Takovy derivat je pak nerozpustny ve vodném
prostfedi a rozpustny povétsinou ve smési vody a organického rozpoustedla (dle stupné
substituce hydrofobnim Feté&zcem v kombinaci s molekulovou hmotnosti).

Mezindrodni patentova pfihlaska (Smejkalova, Huerta-Angeles et al. 2014) se vztahuje
k pripravé hydrofobizované kyseliny hyaluronové jako nosi¢i biologicky aktivnich
hydrofobnich latek. Hydrofobizace hyaluronanu je provedena esterifikacni reakei hyaluronanu
s karboxylovou kyselinou disponujici dlouhym fetézcem. pfi¢emZz aktivace je provedena
pomoci 2,4,6-trichlorbenzoové kyseliny (TCBA) nebo jinym organickym chloridem.

Jednou se zajimavych aplikagnich forem hydrofobizovaného hyaluronanu je piiprava
tenkych film@ pro externi ¢i interni vyuZiti. Filmy, které jsou pouZitelné v medicinskych
aplikacich, jsou znamy, napf. Seprafilm byl pouzit k prevenci sristu pti opakovanf
laparotomie. Seprafilm je prohlédna adhezni bariéra sloZend ze dvou anionickych

polysacharidi, HA a karboxymetylcelulozy, které byly dohromady zesitény 1-(3-
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dimethylaminopropyl)-3- ethylcarbodiimide hydrochloridem (EDC) (Altuntas, Kement et al.
2008, Beck 2008).

Na bazi experimentalni pak bylo pripraveno n&kolik filmii obsahujicich HA napf. Luo,
Y. et al. (2000). Rovn&z nékteré patentové dokumenty popisuji pfipravu filmu z
nerozpustného nebo zesiténého hyaluronanu, ptip. hyaluronanu ve smési s dal$im polymerem
(Becker, Dayton et al. 1996, Beck 2008) Vistva hyaluronanu byla pouzita i v patentovém
dokumentu CN202822230, kde se viak nejedna o samonosny film a navic je uveden pouze
nativni hyaluronan. Nativni hyaluronan spolu s lecitinem pridanym ke zvySeni hydrofobicity
byl popsan v ¢lanku (Bialopiotrowicz et al., 2006). Dal3im filmem, pouZitym pro pfipravu
mimo jiné i antiadhezni bariéry je film epoxidoveho derivitu hyaluronanu, ktery je pfipraven
srazenim v organickém rozpoustédle (EP2644623).

Filmy dle US pfihlasky vynalezu 20100092545 jsou pfipraveny z ve vodé
rozpustnych, &  nerozpustnych  polymerdi, s vyhodou  polyethylenoxidu, jejich
piedpokladanym pouZitim je alternativa oralnich Iékovych forem. Z toho divodu je velmi
diilezité, aby distribuce Ié¢iva byla homogenni (rozdil mezi vzorky do 10%) a b&hem pfipravy
filmu nedochézelo k agregaci a redistribuci 1é¢iva. Toho je dosaZeno predevsim tim, Ze je
polymer je davkovan ve vysoké viskozité (ta mize byt dile zvySena pfidavkem dalSich latek
jako alginatu, karagenanu, guarové gumy a dal3ich) a priddny mohou byt i stabilizatory, které
pravé agregaci a migraci lé¢iva zabrafiuji. Déle ¢ast rozpoustédla musi byt odstranéna béhem
prvnich 10 minut, aby z polymerniho roztoku vznikl viskoelasticky film, ve kterém jiz
migrace a agregace 1é¢iv dle autorii probihat nemuZe. Toho je dosazeno aplikaci vysoké
teploty, kterd vsak u hyaluronanu a jeho derivati nemiZe byt pouZita, protoze by vedla k
degradaci filmu. V US20100092545 neni feden vysledny vzhled filmu, ktery je ovlivnén
adhezi filmu k podlozce béhem suseni a po vysuSeni. Hrubost povrchu filmu neni také
stanovovéna a ovlivitovana. Takto modulovatelné vlastnosti filmu jako je bobtnavost a
rychlost degradace se v tomto dokumentu nepopisuji. Preferenci autord, vzhledem k aplikaci

je. aby se filmy ve vodném prostiedi rozpustily.

Patentovy dokument JP06025306 popisuje  syntézu vysokosubstituovanych
acylovanych derivatd hyaluronanu a jejich pouziti pro piipravu vidken a film{. Syntéza
zahrnuje pFipravu suspenze polysacharidu v organické kyselin€. JelikoZ se jedna o suspenzi,
je polysacharid v systému rozpustén nedokonale a tim dochazi k nehomogennim reakcim a
ztraté kompatibility polysacharidu v systému. Autofi uvadi, ze reakce je katalyzovana

superkyselinou - tomto piipadé superelektrotilnim anhydridem kyseliny trifluoroctove, ktery
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bouilivé reaguje s vodou. Riziko v pfipadé industridlnich procesii je tedy znacné. Rezidua
kyseliny trifluoroctové, ktera vznika hydrolyzou anhydridu pfi kontaktu se vzdusnou vlhkosti
mohou byt v produktech zachyceny a predstavuji vysoké nebezpe¢i pri pouziti derivatd v
biomedicinskych aplikacich (Maeda N. et al., 2014). Navic se pfi syntéze derivatu pouzivaji
chlorovana rozpoustédla, jejichZ pouziti FDA ve zdravotnickych prostfedcich nedoporucuje z
divodu vysokého rizika prenosu jejich rezidui do vldken a filmi. Patentovy dokument
zmifuje pipravu vidken a filmii jen velmi obecné a nezabyva se stanovenim jejich vlastnosti.

Dle dalsi US piihlagky vynalezu US20120088832 je popisovéana piiprava porézniho
filmu na bazi hyaluronanu a alginatu, pfi¢emz film by mél byt vyuzit v mediciné zejména
jako antiadhezni pfipravek. Jedna se o zesiténou interpenetrujici sit’ porézniho charakteru. V
piikladech tohoto dokumentu neni zmin&no nic o botnavosti, biodegradaci, rozpustnosti filmu
a neni uvedeno stanoveni zbytkovych rozpoustédel.

K piipravé filmi v patentovém dokumentu EP0216453 byl pouzit hydrofobizovany
hyaluronan s esterifikovanymi karboxylovymi skupinami kyseliny glukuronové, které jsou
timto blokované a tudiz nedostupné pro vazbu na receptor CD44. K esterifikaci byly pouZity
nizkomolekularni nebo aromatické alkoholy. Postup pfipravy samonosného filmu zahrnuje
rozpudténi esteru HA v dimetylsulfoxidu (DMSO), po rozpusténi je nanesen na sklo, sklo je
ponoieno do etanolu, ktery extrahuje DMSO (v etanolu nenf film rozpustny) a film je posléze
sloupnut ze sklenéné podlozky, promyt etanolem, vodou a opét etanolem. Vysledny film je
sugen po dobu 48 hodin pii 30° C v kompresnim zatiZeni.

Rovn&Zz v patentovém dokumentu US20040192643 jsou uvedeny filmy z
hydrofobizovaného hyaluronanu, vyhodn&  benzoyl derivatu HA. Opét je provedena
substituce na karboxylu, kdy je za G¢elem dosazeni nerozpustnosti hyaluronanu zablokovano
az 80 - 100 % vsech karboxylovych skupin HA. Postup pfipravy filmu v podstaté odpovida jiz
zmiftovanému postupu uvedenému v EP216453 vyse. Nicméné suSeni filmu probihad pii 63°C
po dobu 30 minut ve vakuu.

Extrakci DMSO do jiného rozpoustédla mohou vznikat nekontrolovatelné povrchové
defekty, které v nekterych aplikacich mohou byt nepfijatelné. Navic, pfi nutnosti pouziti
extrakéniho rozpoustddla nelze zarucit nizkou koncentraci zbytkovych rozpoustédel
v koneéném produktu. V jiz zminéném patentovém dokumentu EP0216453 ani v
US20040192643 neni zde zminka o mechanickych, fyzikalnich ani biologickych vlastnostech
filmu.

Patentovy dokument WO2010137374 popisuje samonosnou polymerni permeabiln{

membréanu zahrnujici blokovy kopolymer, ve kterém jsou vzdjemné kovalentné spojeny



hydrofilni polymerni a hydrofobni polymerni slozky, pfi¢emz hydrofilni polymerni slozka
vytvaii kolmo orientované valcovité struktury a hydrofébni polymerni slozka je zesitovatelna.
Membréna je tedy tvofena kovalentng zesitovanym blokovym polymerem. Neni zde Zadna
zminka o kyseling hyaluronové. Pokud jde o postup tvorby takovéto membrany, nutna je
piitomnost tzv. ,sacrificing layer na podlozku, na ktery se nanese roztok blokového
polymeru, pfi¢emz po odpateni rozpoustédla se provede fotozesiténi hydrofobni polymerni
slozky blokového kopolymeru a nasledng je tieba ,sacrificing layer* ze vzniklé membrany
odstranit rozpusténim nejlépe v rozpoustédle, ve kterém neni vlastni membréana rozpustnd.

Jak jiz bylo uvedeno vySe, mezi nevyhody dosud znamych filmd na bazi kyseliny
hyaluronové patii zejména jejich vicestupiiova komplikovana piiprava nebo proces piipravy,
ktery nelze vyuzit pro hyaluronan a jeho derivaty. Autofi nékterych patentd ¢i prihlasek
neuvad&ji moZnost ovlivnit rozpustnost, botnavost a biodegradabilitu filmu, coZ je pfi
aplikaci ve zdravotnickych prosttedich Zadouci. Vzhled filmu a jeho mechanické vlastnosti
mohou byt ovlivnény opakovanym stykem s rozpoustédlem v pfipadé postupu dle patentu
EP0216453 & US20040192643 (etanol, kterym je DMSO extrahovan, je srdZedlem
hyaluronanu). Déle pak je pouzivano napf. DMSO, které nelze v pfijatelné dob& odstranit
sudenim. Dal3i nevyhodou je pouzivani velkého mnoZstvi rozpoustédel a dile pak moznost
vyskytu zbytkovych rozpoustédel v produktu. Nekteré postupy kromé hyaluronanu pouzivaji
dalsi polymery, aby se zvysila nerozpustnost vysledného materidlu ¢i aby ovlivnily vlastnosti

vychoziho roztoku polymeru.

Podstata vynalezu

Vyie uvedené nevyhody dosavadnich feSeni piekondva samonosny film na bazi esteru
kyseliny hyaluronové podle vynélezu, jehoZ podstata spoCiva v tom, Ze obsahuje Cyo-Coa-

acylovany derivat kyseliny hyaluronové podle obecného vzorce (I)

OR,
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kde R je H" nebo Na', a kde R! je H nebo —~C(=0)C.Hy, kde x je celé Cislo v rozmezi 9 az 21

ay je celé Cislo vrozmezi 11 az 43 a CiH, je linedrni nebo rozvétveny, nasyceny nebo



nenasyceny fetézec Co—Cay, pFicemz alespoii v jedné opakujici se jednotce jeden nebo vice R'
je tvofen —C(=0)CH, a kde n je v rozmez{ 250 az 1000. S vyhodou film podle vynalezu
obsahuje palmitoy! hyaluronan, nebot kyselina palmitova je v t€le odbourdvana B-oxidaci
mastnych kyselin.

Film podle vynalezu obsahuje Ci-Cy; acylovany derivat hydrofobizovaného
hyaluronanu, pfi¢emz jedna ¢i vice vazeb v Cg — Ca2 acylech miiZe byt nenasycenych a kde
Cio — Cx acyl je svyhodou vdzan pouze na primarnim alkoholu v pozici 6 N-acetyl
glukosaminu. Nejsou tedy modifikovdny karboxylové skupiny, jejichz zachovani je nezbytné
k ovlivnéni interakce hyaluronanu s receptorem CD44, ktery zprostfedkovéava interakei,
adhezi a migraci bun&k a také se podili na interakci buiiky s hyaluronanem. Bylo prokazano,
7e &im vys3i stupeii substituce karboxylu hyaluronanu, tim hife probihd interakce bunck s
hyaluronanem (Qiu, Li et al. 2014). Z tohoto pohledu je vyhodné modifikaci karboxylu
neprovadét a zaméfit se na dalsi reakéni mista, coZ jsou alkoholové primarni a/nebo
sekundarni skupiny, a to zejména p¥i pozadavku vysdich stupiill substituce, které jsou pro
vétsinu aplikaci nezbytné.

Film podle vyndlezu, tedy v podstaté fyzikaIng sitény hydrogel, pripraveny z C;o-Caz-
acylovaného derivatu kyseliny hyaluronové podle vzorce I vySe, je necytotoxicky vuci
buitkim, je biokompatibilni a biodegradabilni i v piipadé pouZiti vysoce substituovancho
derivatu (az okolo 100% stupné substituce acylem). Pro aplikace v medicing, kde je
pfedpokladém. 7e film bude mechanicky zatéZovan (antiadheze, tkanové inZenyrstvi aj.) je
vyhodnéjsi pouzit namisto kovalentné zesiténé formy, kterd je po nabotnani Casto kiehka,
formu nerozpustnou ve vodném prostredi, tedy film podle vynalezu. Ten po hydrataci vytvofi
odolnou pruznou membranu, kterou lze do ur¢ité miry mechanicky namahat (protaZenim,
ohybem, kompresi).

Vici buttkam jsou filmy netoxickeé (testovéni in vitro).

Podle vyhodného provedeni vynalezu film obsahuje hydrofobizované derivaty kyseliny
hyaluronové o molekulové hmotnosti 1 x 10° az 1 x 10° g/mol, s vyhodou 1 x 10° az 5x10°
g/mol, vyhodngji 2 x 10° az 3 x 10° g/mol.

Podle dalsiho vyhodného provedeni vynalezu film obsahuje hydrofobizované derivaty
kyseliny hyaluronové majici stupefi substituce v rozsahu 15 az 160%, s vyhodou 50 az 100%,
vyhodnéji 80 az 100%.

Stupeit substituce 100% znamend, Ze kazda primarni alkolickd skupina (-C6) dimeru

hyaluronanu je substituovana jednim alifatickym fetézcem. Stupefi substituce nad 100%



znamend, Ze kromé kazdé primarni alkoholické skupiny (-C6) dimeru je ndhodné substituovan
také sekundarni alkohol (-C4 na N-acetylglukosaminu) & (-C2 nebo -C3 kyseliny
glukuronové).

S prekvapenim bylo zjidténo, ze film podle vynalezu je biodegradabilni i v piipadé
pouziti derivatu s vysokym stupném substituce, ktery se pohybuje v rozsahu 80 az 100% a
dokonce az 160%.

Podle jesté daliiho vyhodného provedeni vynalezu film ma tloustku v rozsahu 2 az 100
um, s vyhodou v rozsahu 5 az 25 pm a Youngliv modul pevnosti v rozsahu 1 az 5000 MPa
v suchém stavu, s vyhodou v rozsahu 500 - 5000 MPa.

V pripadé suchych, nehydratovanych filmi dle tohoto vyndlezu je Younglv modul
pevnosti nezavisly na stupni substituce, substituentu a molekulové hmotnosti HA. V
hydratovaném stavu je z technickych divodd velmi obtizné Younglv modul pevnosti
kvantifikovat, aviak pomoci vizualnich testi lze vyhodnotit, Ze se snizujici se molekulovou
hmotnosti klesa houZevnatost filmu, film se stdvé kieh&im. Rovnéz se zvySujicim se stupném
substituce se zvySuje Youngav modul pevnosti v hydratovaném stavu.

Podle je3té dalsiho vyhodného provedeni vyndlezu povrchova hrubost RMS (stfedni
kvadraticka hodnota) alespoit jedné z ploch filmu je v rozsahu 0,5 az 100 nm, s vyhodou
v rozsahu 0,5 aZ 2 nm.

Roztok mize byt s vyhodou rizné upravovan, mohou byt do ného vmichdny biologicky
aktivni latky, 1éiva a daldi komponenty, pfi¢emZ biologicky aktivni latka je vybrana ze
skupiny zahrnujici farmaceuticky a kosmeticky aktivni litky, s vyhodou vitaminy, léCiva s
vyhodou cytostatika, steroidy, déle fytoextrakty, fytokomplexy nebo fytoaktivni latky apod..
Jedinecné rysy filmu podle tohoto vynalezu jsou: 1) film je slozen pouze z hydrofobizovan¢ho
hyaluronanu, 2) nejsou vyuZity syntetické polymery, 3) neobsahuje Zadna toxicka
rozpoutédla, 4) piipadna zbytkova rozpouitédla jsou netoxickd a jsou pod limity pro
medicinské pouziti, 5) modifikaci stupn& substituce hyaluronanu lze fidit botnavost a
rozpustnost filmu, 6) modifikaci stupné substituce hyaluronanu lze fidit rychlost degradace
filmu, 7) film neni povrchové deformovan a je homogenni, co se tloustky tyce (okraje filmu
0,5 cm z kazdé strany jsou vzdy odstranény, z divodu piilnavosti ke st€n€ susiciho zafizeni
jsou tlustdf, hodnocen je pak zbytek filmu), 8) lze fidit povrchovy vzhled filmu, 9) lze Fidit
mechanické vlastnosti filmu, zejména pak v hydratovaném stavu 10) hrubost RMS miiZe byt
pod 2 nm, 11) lze Fdit tloustku filmu, 12) film je neadherentni pro buiiky, 13) film
neobsahuje tzv. "skin surface”. "Skin surface”" je povrchové krusta, diky které by se film

deformoval, kroutil a pod niz by se mohly formovat bubliny. Vznika pfi suseni polymerniho
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roztoku na vzduchu, kdy v blizkosti povrchu se ¢asto objevuje vrstva vysoce koncentrovaného
polymeru. Tato vrstva ma velmi odlidné reologické vlastnosti od zbytku filmu. Suseni filmu
dle tohoto vynélezu probiha tak, Ze film neni otevien svému okoli. tedy susi se pomaleji,
existuje vy$3i tenze par rozpou§tédla nad roztokem. Toto usporadani napomahd tomu, aby
povrchova krusta nevznikla. S pfekvapenim bylo zjisténo ze i kdyz byla mira vlhkosti
v uzavieném prostoru pii sudeni filmu nizkd, k tvorb& povrchové krusty nedochazelo.

Ve filmech podle vyndlezu nebyla nalezena rezidua hydrofobiza¢nich Cinidel, ktera by

mohla pochazet z podlozky, na které je film ptipravovan.

Oproti postupiim dle stavu techniky je zplsob p¥ipravy filmu podle vyndlezu velmi
jednoduchy a spodivd v rozpuiténi hydrofobizovaného hyaluronanu (jakékoliv popsané
molekulové hmotnosti a jakémkoliv popsaném stupni substituce) v piislusném rozpoustédle,
nadavkovani na definovanou podlozku a odpafeni rozpoustédla v uspofadani, kdy je vyssi
tenze par rozpoudtédla nad susenym roztokem v uzavieném prostoru a lze ziskat film o
definovaném vzhledu. Odpareni rozpoustédla je provedeno bud’ volnym odpafenim
rozpoustédla nebo zahfivanim spodni plochy filmu spocivajici na podlozee za soucasného
zahfivani nebo chlazeni horni plochy filmu (suSeni v teplotnim gradientu a uzavieném
systému) . Zpiisob ptipravy filmu podle vynalezu je tedy velmi levny a jednoduchy. Dilezité
také je, ze povrch filmu podle vynalezu je na plo3e, kterou pfiléhal k podlozee (tj. spodni
plocha filmu) velmi hladky (RMS do 2 nm), na protilehl¢ stran& filmu (tj. horni plocha filmu)

je pak hrubsi dle podminek sudeni a typu derivatu.

Podle daliho aspektu se dale vynalez tyka zptsobu piipravy filmu podle vyndlezu,
ktery spoGiva vtom, Ze se pfipravi roztok obsahujici Cio-Cx-acylovany derivat kyseliny
hyaluronové podle obecného vzorce (I) vyse ve smési vody a C-Ce alkoholu, s vyhodou
propan-2-olu, ktery se mich4, nateZ se nanese na podlozku a susi se v uzavieném prostoru.

Podle dalsiho vyhodného provedeni zpisobu podle vynalezu je v roztoku mnozstvi
C10-Cx-acylovaného derivatu kyseliny hyaluronové v rozsahu 0,5 az 3 hmotn.%, obsah C;-
Cy alkoholu, s vyhodou propan-2-olu, je v rozsahu 25 aZ 55 obj.% a obsah vody v roztoku je
v rozmezi 45 az 75 obj.%. Pfipravovany roztok ma pomérné nizkou viskozitu, ¢imZ se
zamezi vzniku bublin pfi michani a ddvkovani roztoku.

Podle jest¢ daliiho vyhodného provedeni zpiisobu podle vynélezu se roztok micha po

dobu 20 az 72 hodin, s vyhodou 20 az 48 hodin.
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Podle dalstho vyhodného provedeni zpiisobu podle vynalezu je, ze suSeni filmu
probihd v uzavieném prostoru pfi teploté 20°C az 50°C, s vyhodou 30°C az 40°C; po dobu 3
az 6 hodin, s vyhodou 4 az 5 hodin.

Podle dalstho vyhodného provedeni zplisobu podle vyndlezu plati, ze se suSeni
v teplotnim gradientu provede zahfivanim spodni plochy filmu spodivajici na podlozce na
teplotu, ktera je alespoit o 1°C vy33i, neZ je teplota, na kterou se zahfiva nebo chladi protilehla
horni plocha filmu. S vyhodou se spodni plocha filmu spocivajici na podlozce zahfiva na
teplotu v rozsahu 20°C az 60°C a protilehla horni plocha filmu se zahfiva nebo chladi
v rozsahu 10°C az 59°C. Jedté vyhodngji se spodni plocha filmu spocivajici na podlozee
zahiivé na teplotu 50°C a protilehla horni plocha filmu se chladi na teplotu 20°C. Pfi aplikaci
teplotniho gradientu se film susi v uzavieném prostoru.

Podle jesté dalstho vyhodného provedeni zpisobu podle vyndlezu se roztok v
teplotnim gradientu susi po dobu 6 az 12 hodin, s vyhodou 6 hodin.

Vyhodou ptipravy filmu dle tohoto vyndlezu je to, Ze je ve vodném prostiedi
nerozpustny a je tvofen jen samotnym acylovanym hyaluronanem podle obecného vzorce 1,

definovaném vy3e, bez nutnosti pfidavku sitovacich ¢inidel a dal3tho zpracovani.

Roztok miZze byt s vyhodou riizn& upravovan, mohou byt do ného vmichany
biologicky aktivni latky, lé¢iva a dalsi komponenty, pFi¢emz biologicky aktivni latka je
vybréna ze skupiny zahrnujici farmaceuticky a kosmeticky aktivni latky, s vyhodou vitaminy,
I&&iva s vyhodou cytostatika, steroidy, ddle fytoextrakty, fytokomplexy nebo fytoaktivni latky
apod..

Podle jesté daldiho vyhodného provedeni zplsobu podle vyndlezu je podlozkou
polymer vybrany ze skupiny obsahujici polyvinylalkohol, polypropylen, polyethylen,
polyoxymetylen nebo polystyren. Dale pak je podlozkou sklo nebo hydrofobizovane sklo. Ve
vyhodném provedeni je pouZito hydrofobizované sklo. Kontaktni dhel smaceni povrchu
podlozky demi vodou je v rozsahu 30° az 120°, s vyhodou 50° az 70°.

Vyhodou vy3e popsaného zplsobu podle vynélezu je kromé jednoduchosti také
moznost pripravit ze strany podloZky (tj. spodni plochy filmu) velmi hladky povrch filmu
diky vybéru podlozky, ktery je sam o sobé& hladky.

Jako velmi uzite¢nd se jevi moznost ovlivnit deformaci a celkovy vzhled filmu tim, Ze
je ovlivitovana adheze (interakce) polymeru, susiciho se a suchého filmu k podlozce, na

kterou je roztok ddvkovan a na které probihd suseni. Idedlni je, pokud je polymerni film na
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podlozku zcela naadherovan, nedochdzi k samovolnému sloupnuti filmu a pfitom ho Ize z

podlozky sejmout jen s pouZitim minimalni sily.

Dobra smédivost povrchu podlozky roztokem polymeru je prvnim stadiem adheze.
Adhezi suSiciho se a suchého filmu podle vynalezu k podloZce a tim i vzhled filmu lze
ovlivnit vybérem podlozky s riiznou smégivosti povrchu vyjadfenou kontaktnim uhlem. Pro
kazdy typ derivatu (rfiznd modifikace, riznd molekulova hmotnost a rizny stupef substituce)
lze pak s vyhodou vyuzit podlozky se zcela konkrétni hodnotou smacivosti. V piipadé dobte
naadherovanych filmi je po sloupnuti jejich povrch rovny, v pfipadé méng naadherovanych ¢i
neadherujicich filmd je pak jejich povrch vice ¢i méné zdeformovan ¢i smrstén. S vyhodou se

jako podloZky pouziji hydrofobizovana skla.

Film je pfipraven odpafenim smési organického rozpoustédla (typicky alkoholu) s
vodou. Povrch takto pripraveného filmu ma povrchovy vzhled a hrubost RMS fizenou dle
vyb&ru optimalnich rozpoustédel, derivétu, podminek suseni a podlozky a miize byt pripraven
jako transparentni. Tlouitka filmu se pohybuje od 2 az 100 um, s vyhodou pak mezi 5 aZ 25
um. Diky zpiisobu piipravy filmu na podlozce s modulovatelnou sméacivosti lze ovlivnit
adhezi filmu k podloZce a tim i morfologii povrchu filmu.

Ptiprava filmu probihé tak, Ze roztok acylovaného derivitu hyaluronanu o pomérmné
nizké viskozité je po dostate¢ném rozmichdni nadavkovan na vhodnou podloZku a ususen.
Nizkou viskozitou roztoku nadavkovaného na podlozku je zamezeno vzniku bublin pfi
michani a davkovéani roztoku. Posléze je film z podlozky sejmut. Doba suSeni filmu se
pohybuje dle objemu a koncentrace roztoku a dédle dle nastavenych teplot a pouzitého
rozpoustédla od 5 do 12 hodin. Film obsahuje mén¢ nez 0,02% rozpoustédla, napf.
isopropanolu, &imz bezpeéné& naplituje pozadavky na mnozstvi zbytkovych rozpoustédel pro
lékafské pouziti. Takovy material lze pouzit ke konstrukci zdravotnického prostiedku.
Vyhodou zpiisobu p¥ipravy takového filmu podle vynélezu je to, Ze je ve vodném prostiedi
nerozpustny a je tvoren jen samotnym modifikovanym hyaluronanem bez nutnosti pfidavku
sitovacich ¢inidel a dal3iho zpracovani.

Film podle vynalezu se mize podle vyndlezu pouzit napiiklad pro vyrobu
antiadheznich bariér a k dal§im aplikacim v huménni i veterinarni medicing. Degradace filmu
v lidském téle je modulovatelnd dle pouzité molekulové hmotnosti derivatu a stupni
substituce hyaluronanu alkylem a pohybuje se od nékolika hodin po nékolik mésici.

Acylované derivéty HA i folie z nich pFipravend jsou degradovatelné in vitro.
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Botnavost filmu, pfip. jeho rozpustnost je Fizena také pouzitou molekulovou
hmotnosti derivatu a stupném substituce hyaluronového fetézee C1o-Ca2 alkylem.

Dilezité je, ze oproti derivatim popsanym v patentovych spisech dle stdvajiciho stavu
techniky, Ze film podle vyndlezu obsahuje pouze Cio-Cy; — acylovany derivat kyseliny
hyaluronové, ktery méa zachovéany veskeré karboxylové skupiny kyseliny glukuronove, coz
jsou skupiny odpovédné za biologické vlastnosti hyaluronanu.

Dalsim aspektem vynalezu je ovlivnéni povrchového vzhledu filmu tim, Ze je
ovlivnéna adheze vysuseného polymeru k podloZce, na které je film pfipravovan. Vysledkem
mize byt velmi rovny film bez vrasnéni a smriténi.

Podle jesté daldiho provedeni se film podle vyndlezu, jak je definovany vyse, pouzije
v medicinskych aplikacich, biotechnologickych aplikacich nebo jako podklad pro depozici
aktivnich komponent.ke konstrukci zdravotnického prostiedku, jako jsou napfiklad
antiadhezni bariéry, nebot’ na né neadheruji buiiky. Dale mezi vyhodné medicinské aplikace,
ve kterych Ize film podle vynalezu pouZit, patfi napiiklad medicinské farmaceutické aplikace,

jako napfiklad 1é¢ba chronickych a akutnich ran; dle napf. dentélni aplikace..

Definice pojmu

Terminem ,.stupeii substituce® se rozumi pocet Cip-Cp2 acylii ptipojenych na 100 dimeri
hyaluronanu. Napf. stupefi substituce 2% znamend, Ze 2 z kazdych 100 dimer( hyaluronanu je
substituovano Cy-Cy, acyly. Pii substituci je atom vodiku z primarni hydroxylové skupiny N-
acetyl-glukosaminu nebo ze sekundarnich OH skupin kyseliny glukuronové nahrazen Cio -
C2 acylem.

Termin ,.film“ znamena samonosnou tenkou polymerni folii, ploSny Gtvar.

Termin .,plocha filmu* znamena obsah filmu vypocteny z jeho rozméri (v m?).

Termin ,,zdravotnicky prostfedek® znamend pomicku pouZitou samostatné nebo v kombinaci
s jakymkoliv pfisludenstvim ke specifickému pouziti pro diagnostické nebo Ié€ebné ucely,
napfiklad antiadhezni bariéra.

Termin ,,uzavfeny prostor znamena prostor, ve kterém probiha suseni filmu za urcité teploty
nebo v teplotnim gradientu a ktery je uzavieny bez volného pristupu okolniho vzduchu .
Termin "kondiciované médium" znamena THP-1 kondiciované médium, coz je standardni
RPMI médium obohacené o 10% fetdlni bovinni sérum, ve kterém byly kontinualné
kultivovany buriky lidské linie THP-1 po dobu 7 dni. Buiiky THP-1 jsou pouzivany jako
model lidskych monocytli a produkuji kromé Fady rastovych faktorii a cytokind i enzymy

zpusobujici degradaci slozek extraceluldrni matrix, piedevsim matrix metaloproteinazy,
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hyaluroniddzy ¢&i esterdzy. Pred pouZitim & zamraZenim bylo médium centrifugovano a

filtrovano pres 0,22 wm filtr, pro zajisténi Cistoty a sterility.

Prehled obrazki na vykresech:

Obr. 1: vliv adheze filmu (a,b) na bazi oleyl derivatu hyaluronanu sodného na jeho povrchovy
vzhled (c)
Obr. 2: vliv adheze filmu na béazi palmitoyl derivatu hyaluronanu sodného na jeho povrchovy

vzhled

Obr. 3: porovnani filmil ptipravenych dle PFikladd 2 (b) a 18 (a) po tfech tydnech degradace v
kondiciovaném médiu

Obr. 4: potvrzeni pritomnosti oligosacharidd na bazi HA pomoci HPLC. Plna Cerna ¢ara =

film dle pfikladu 2 (D2) degradovany v pfitomnosti BSA, edd te¢kovana ¢ara = film dle
ptikladu 2 (D2) degradovany bez piidavku BSA; Seda pieruSovana ¢ara= standard HA4 (fr =
8.9 min), HA6 (g = 14,6 min).

Obr. 5: potvrzeni piitomnosti oligosacharidii na bazi HA pomoci HPLC. Plna ¢erna Cara =
derivat o stupni substituce 100% a MW 2,04 x 10° g/mol (TP 11) degradovany v pfitomnosti
BSA, seda teckovana &ara = derivat o stupni substituce 100% a MW 2,04 x 10° g/mol (TP 11)
degradovany bez pridavku BSA; Seda pierudovana ¢ara = standard HA4 (g = 8.9 min), HA6

(fr = 14,6 min). |

Obr. 6: morfologie filmu pfipraveného dle ptikladu 16 ze strany podlozky

Obr. 7: viabilita suspenznich bunék THP-1 po 24 a 72hod inkubaci s filmem pfipravenym dle
Prikladu 1 na bazi palmitoyl derivatu hyaluronanu sodného

Obr. 8: indukce bun&né smrti po 24 hod inkubace s filmem pfipravenym dle Prikladu 1 na
bézi palmitoyl derivatu hyaluronanu sodného

Obr. 9: indukce bun&cné smrti po 72 hod inkubace s filmem pripravenym dle Piikladu 1 na
béazi palmitoyl derivatu hyaluronanu sodného

Obr. 10: indukce bun&né smrti po 72 hod inkubace s filmem pfipravenym dle Ptikladu 1 na
bézi palmitoyl derivatu hyaluronanu sodného

Obr. 11: : bun&&né antiadhezni vlastnosti filmu, A- film pfipraveny dle Piikladu 17, lic, B- film
pfipraveny dle Ptikladu 17, rub, C - film pfipraveny dle piikladu 2, lic, D - film ptipraveny dle
piikladu 2, rub, CTRL - kontrola

Priklady provedeni vynilezu

Priklad 1.  PFiprava filmu na bdzi palmitoyl derivdtu hyaluronanu sodného



12

Navazka 100 mg palmitoyl derivatu hyaluronanu sodného o stupni substituce 100% a
molekulové hmotnosti 2,8x 10° g/mol byla rozpudténa v 20 ml 55% roztoku isopropylalkoholu
a nechana michat min. 72 hodin. Roztok byl po rozmichani nadavkovan na hydrofobizované
sklo o hodnoté smacivosti demi vodou 61° (+/- 2°) a ususen v uzavieném prostoru, v teplotnim
gradientu pii teplotd spodni desky 50°C a teploté horni desky 40°C po dobu 12 hodin. Po
usudeni byla folie zhodnocena, sejmuta z hydrofobizovaného skla a charakterizovéna. Tloustka
takto pripraveného filmu byla stanovena na pfiblizn€ 15pm. Susina byla stanovena na hodnotu

okolo 92%.
Priklad 2.  PFiprava filmu na bdzi palmitoyl derivitu hyaluronanu sodného

Navazka 100 mg palmitoyl derivatu hyaluronanu sodného o stupni substituce 100% a
molekulové hmotnosti 2,12 x 107 g/mol byla rozpusttna v 20 ml 55% roztoku
isopropylalkoholu a nechéna michat min. 48 hodin. Roztok byl po rozmichéni nadavkovan na
hydrofobizované o hodnoté smagivosti demi vodou 61° (+/- 2°) a usuSen v uzavieném prostoru,
v teplotnim gradientu pfi teploté spodni desky 50°C a teploté horni desky 20°C po dobu 6
hodin. Po usueni byla folie zhodnocena, sejmuta z hydrofobizovaného skla a charakterizovana.

Tloustka takto pfipraveného filmu byla stanovena na pfiblizn€ 15 pm.
Priklad 3.  Piiprava filmu na bdzi palmitoyl derivdtu hyaluronanu sodného

Navazka 100 mg palmitoyl derivatu hyaluronanu sodného o stupni substituce 55% a
molekulové hmotnosti 6,0 x 10° g/mol byla rozpusténa v 20 ml 50% roztoku etylakoholu a
nechana michat min. 20 hodin. Roztok byl po rozmichani naddvkovan na polyethylenovou
podlozku o hodnoté sméagivosti demi vodou 79° (+/- 4°) a usuSen v uzavieném prostoru, v
teplotnim gradientu pfi teploté spodni desky 30°C a teplot¢ horni desky 29°C po dobu 12
hodin. Po ususeni byla folie zhodnocena, sejmuta z podloZky a charakterizovana. Tloustka

takto pfipraveného filmu byla stanovena na piiblizn€ 15 pm.
Priklad 4.  PFiprava filmu na bdzi palmitoyl derivdtu hyaluronanu sodného

50 mg palmitoyl derivatu hyaluronanu sodného o stupni substituce 31% a molekulové
hmotnosti 9,9 x 10° g/mol bylo rozpu§téno v 20 ml 45 % roztoku etylalkoholu a nechano
michat min. 20 hodin. Roztok byl po rozmichani nadavkovan na hydrofobizované sklo o
hodnoté smégivosti demi vodou 61° (+/- 2°) a usuSen v uzavieném prostoru odpafenim
rozpoustédla pii teplot& 30°C po dobu 4 hodin. Po ususeni byla folie zhodnocena, sejmuta z
podlozky a charakterizovana. Tloustka takto pfipravencho filmu byla stanovena na pfiblizné 8

pm.
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Priklad 5.  PFiprava filmu na bdzi palmitoyl derividtu hyaluronanu sodného

Navazka 100 mg palmitoyl derivatu hyaluronanu sodného o stupni substituce 35% a
molekulové hmotnosti 0,83 x 10° g/mol bylo rozpudténa v 20 ml 25 % roztoku etylalkoholu a
nechano michat min. 20 hodin. Roztok byl po rozmichani nadavkovan na polystyrenovou
podlozku o hodnoté smagivosti demi vodou 102° (+/- 4°) a ususen v uzavieném prostoru, v
teplotnim gradientu pfi teploté spodni desky 50°C a teploté horni desky 20°C po dobu 12
hodin. Po ususeni byla folie zhodnocena, sejmuta z podlozky a charakterizovana. T loustka

takto pripraveného filmu byla stanovena na piiblizné 15 pm.
Priklad 6.  PFiprava filmu na bdzi erukoyl derivitu hyaluronanu sodného

Navazka 100 mg erukoyl derivatu hyaluronanu sodného o stupni substituce 160 % a
molekulové hmotnosti 2,04 x 10° g/mol byla rozpusténa v 20 ml 60% roztoku
isopropylalkoholu a nechana michat min. 20 hodin. Roztok byl po rozmichani naddvkovan na
polypropylenovou podlozku o hodnoté¢ smécivosti demi vodou 105° (+/- 2°) a usuSen
v uzavieném prostoru odpafenim rozpoustédla pti teplot& 50 °C 3 hodin. Po ususeni byla folie
zhodnocena, sejmuta z podlozky a charakterizovana. Tloustka takto pripraveného filmu byla

stanovena na pfiblizné 15 um.
Priklad 7.  Priprava filmu na bdzi erukoyl derivitu hyaluronanu sodného

Navazka 100 mg erukoyl derivétu hyaluronanu sodného o stupni substituce 8% a molekulové
hmotnosti 6,4 x 10° g/mol byla rozpu§téna ve 20 ml 30% roztoku isopropylalkoholu a nechéna
michat min. 20 hodin. Roztok byl po rozmichani nadavkovan na hydrofobizované sklo o
hodnots smacivosti demi vodou 61° (+/- 2°) a usuden v uzavieném prostoru, v teplotnim
gradientu pfi teplotd spodni desky 50°C a teploté horni desky 20°C po dobu 12 hodin. Po
usuSeni byla folie zhodnocena, sejmuta z podlozky a charakterizovana. Tloustka takto

pripraveného filmu byla stanovena na pfiblizn€ 15 pm.
Priklad 8.  Pfiprava filmu na bdzi lauroyl derivdtu hyaluronanu sodného

Navézka 100 mg lauroyl derivatu hyaluronanu o stupni substituce 90% a molekulové hmotnosti
1,88 x 10° g/mol byla rozpusténa v 20 ml 50% isopropylalkoholu a ponechana michat po dobu
min. 20 hodin. Roztok byl po rozmichani naddvkovan na hydrofobizované sklo o hodnoté
smécivosti demi vodou 61° (+/- 2°) a usuden v uzavieném prostoru odpafenim rozpoustédla pii

teploté 20°C po dobu 6 hodin. Po ususeni byla folie zhodnocena, sejmuta z podlozky a

charakterizovana. Tloustka takto pfipraveného filmu byla stanovena na piiblizn€ 15 pm.
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Priklad 9. P¥iprava filmu na bazi oleyl derivdtu hyaluronanu sodného

Navéazka 100 mg oleyl derivatu hyaluronanu sodného o stupni substituce 20% a molekulové
hmotnosti 2.8 x 10° g/mol byla rozpuiténa v 20 ml 50% isopropylalkoholu a ponechana michat
po dobu min. 20 hodin. Roztok byl po rozmichdni nadavkovan na polyvinylchloridovou
podlozku o hodnot& smécivosti demi voda 95° (+/- 5°) a usuSen v uzavieném prostoru, Vv
teplotnim gradientu pfi teploté spodni desky 50°C a teploté horni desky 20°C po dobu 6 hodin.
Po usudeni byla folie zhodnocena, sejmuta z podlozky a charakterizovana. Tloustka takto

pFipraveného filmu byla stanovena na pfiblizn€ 15 pm.

Priklad 10.  PFiprava filmu na bazi oleyl derivdtu hyaluronanu sodného

Navazka 300 mg oleyl derivatu hyaluronanu sodného o stupni substituce 17% a molekulové
hmotnosti 0,83 x 10° g/mol byla rozpusténa v 20 ml 30% isopropylalkoholu a ponechdna
michat po dobu min. 48 hodin. Roztok byl po rozmichani nadavkovan na hydrofobizované
sklo o hodnoté smacivosti demi vodou 57° (+/- 3°) a ususen v uzavieném prostoru, Vv
teplotnim gradientu pi teploté spodni desky 50°C a teploté horni desky 20°C po dobu 12
hodin. Po ususeni byla folie zhodnocena, sejmuta z podlozky a charakterizovana. Tloustka
folie se pohybovala okolo 40 pm.

Piiklad 11.  Priprava filmu na bdzi oleyl derivitu hyaluronanu sodného

Navazka 300 mg oleyl derivatu hyaluronanu sodného o stupni substituce 17% a molekulové
hmotnosti 0,83 x 10° ¢/mol byla rozpusténa v 20 ml 30% isopropylalkoholu a ponechéna
michat po dobu min. 20 hodin. Roztok byl po rozmichani nadavkovan na hydrofobizované
sklo o hodnoté smacivosti demi vodou 107° (+/- 1°) a usuSen v uzavieném prostoru, v
teplotnim gradientu pii teploté spodni desky 50°C a teploté horni desky 20°C po dobu 12
hodin. Po usugeni byla folie zhodnocena, sejmuta z podlozky a charakterizovana. Tloustka
folie se pohybovala okolo 40 pm.

Priklad 12.  Pfiprava filmu na bdzi kaprilyl (C10) derivitu hyaluronanu sodného
Navazka 100 mg kaprilyl (C10) derivatu hyaluronanu sodného o stupni substituce 87% a

molekulové hmotnosti 2,50 x 10° g/mol byla rozpusténa v20 ml 50% etylalkoholu a
ponechdna michat po dobu min. 20 hodin. Roztok byl po rozmichdni nadavkovédn na
hydrofobizované sklo o hodnté smécivosti demi vodou 61° (+/- 2°) a usuSen v uzavieném
prostoru, v teplotnim gradientu pii teploté spodni desky 60°C a teploté horni desky 40°C po
dobu 10 hodin. Po usuSeni byla folie zhodnocena, sejmuta z podlozky a charakterizovéna.

Tloustka takto pfipraveného filmu se pohybovala okolo 15um, susina pak byla stanovena na
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hodnotu okolo 92%. Botnavost takového filmu byla stanovena na vice nez 100% (méfena

zmeéna plochy filmu) v rovnovazném stavu.
Priklad 13.  Piiprava filmu na bdzi behenoyl derivitu hyaluronanu sodného

Navazka 100 mg behenoyl hyaluronanu o stupni substituce 7% a molekulové hmotnosti 6,4 x
10° g/mol byla rozpusténa v 20 ml 50% roztoku isopropylalkoholu a nechana michat min. 20
hodin. Roztok byl po rozmichéni nadavkovan na polypropylenovou podlozku o hodnoté
smé&ivosti demi vodou 105° (+/- 2°) a usuden v uzavieném prostoru, v teplotnim gradientu pfi
teploté spodni desky 50°C a teploté horni desky 20°C po dobu 6 hodin. Po ususeni byla folie

zhodnocena a sejmuta z podlozky a charakterizovana. Tloustka filmu byla stanovena na 15 um.
Priklad 14.  PFiprava filmu na bdzi behenoyl derivdtu hyaluronanu sodného

Navazka 100 mg behenoyl hyaluronanu o stupni substituce 11% a molekulové hmotnosti 1,15 x
10° g/mol byla rozpusténa v 20 ml 50% roztoku isopropylalkoholu a nechana michat min. 20
hodin. Roztok byl po rozmichani nadavkovén na hydrofobizované sklo o hodnoté smacivosti
demi vodou 61° (+/- 2°) a usuden v uzavieném prostoru, Vv teplotnim gradientu pfi teploté
spodni desky 50°C a teplot& horni desky 20°C po dobu 7 hodin. Po ususeni byla folie
zhodnocena a sejmuta z podlozky a charakterizovana. Tloustka filmu byla stanovena na 15 pm.
P¥iklad 15.  PFiprava filmu na bdzi oleyl derivitu hyaluronanu sodného

Navazka 100 mg oleyl derivatu hyaluronanu sodného o stupni substituce 15% a molekulové
hmotnosti 2.8 x 10° g/mol byla rozpusténa v 20 ml 50% isopropylalkoholu a ponechana
michat po dobu min. 48 hodin. Roztok byl po rozmichéni nadavkovan na hydrofobizované
sklo o hodnoté smacivosti demi vodou 61° (+/- 2°) a usuden v uzavieném prostoru, v
teplotnim gradientu pfi teploté spodni desky 50°C a teplot& horni desky 20°C po dobu 12
hodin. Po ususeni byla folie zhodnocena, sejmuta z podlozky a charakterizovana. Tloudtka

folie se pohybovala okolo 15 um.
Priklad 16.  PFiprava filmu na bdzi palmitoyl derivitu hyaluronanu sodného

Navazka 100 mg palmitoyl derivatu hyaluronanu sodného o stupni substituce 34% a
molekulové hmotnosti 2,67 x 10° g/mol bylo rozpusténa v 20 ml 50 % roztoku etylalkoholu a
nechéno michat min. 48 hodin. Roztok byl po rozmichéni nadavkovan na hydrofobizované sklo
o hodnoté smacivosti demi vodou 61° (+/- 2°) a ususen v uzavieném prostoru, v teplotnim
gradientu pi teploté spodni desky 50°C a teploté horni desky 20°C po dobu 12 hodin. Po
ususeni byla folie zhodnocena, sejmuta z podlozky a charakterizovana. Tloustka takto

pfipraveného filmu byla stanovena na priblizné 15 pm.
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Piiklad 17.  Priprava filmu na bdzi palmitoyl derivitu hyaluronanu sodného

Navazka 100 mg palmitoyl derivatu hyaluronanu sodného o stupni substituce 60% a
molekulové hmotnosti 2,8 x 10° g/mol bylo rozpusténa v 20 ml 50 % roztoku etylalkoholu a
nechano michat min. 48 hodin. Roztok byl po rozmichani nadavkovan na hydrofobizované sklo
o hodnoté smacivosti demi vodou 61° (+/- 2°) a ususen v uzavieném prostoru, v teplotnim
gradientu pii teploté spodni desky 50°C a teploté horni desky 20°C po dobu 12 hodin. Po
usugeni byla folie zhodnocena, sejmuta z podlozky a charakterizovdna. Tloustka takto

ptipraveného filmu byla stanovena na pfiblizné 15 pm.
Ptiklad 18.  Pi#iprava filmu na bdzi palmitoyl derivitu hyaluronanu sodného

Navézka 100 mg palmitoyl derivatu hyaluronanu sodného o stupni substituce 31 % a
molekulové hmotnosti 2,7 x 10° g/mol byla rozpusténa v 20 ml 50 % roztoku isopropylakoholu
a nechano michat min. 20 hodin. Roztok byl po rozmichani nadavkovan na hydrofobizované
sklo o hodnoté smacivosti demi vodou 61° (+/- 2°) a usu$en v uzavieném prostoru, v teplotnim
gradientu pii teploté spodni desky 50°C a teploté horni desky 20°C po dobu 12 hodin. Po
ususeni byla folie zhodnocena, sejmuta z podlozky a charakterizovana. Tloustka takto

pripraveného filmu byla stanovena na pfiblizn€ 15 pm.
Priklad 19.  P#iprava filmu na bdzi lauroyl derivitu hyaluronanu sodného

Navazka 100 mg lauroyl derivatu hyaluronanu sodného o stupni substituce 58 % a molekulové
hmotnosti 1,88 x 10° g/mol byla rozpusténa v 20 ml 50 % roztoku isopropylalkoholu a
nechano michat min. 48 hodin. Roztok byl po rozmichani nadavkovan na hydrofobizované sklo
o hodnoté smacivosti demi vodou 61° (+/- 2°) a usuden v uzavieném prostoru, v teplotnim
gradientu pii teploté¢ spodni desky 20°C a teploté horni desky 10°C po dobu 12 hodin. Po
ususeni byla folie zhodnocena, sejmuta z podloZky a charakterizovana. Tloustka takto

pripraven¢ho filmu byla stanovena na pfiblizné 15 pm.

P¥iklad 20.  Porovndni smdcivosti podloZky s vyuitim riznych hydrofobizacnich Cinidel

Sklo uréené k hydrofobizaci bylo nejprve diikladng o¢isténo tak, aby vyslednd smacivost demi
vodou nepresdhla hodnotu 10°. Nasledn&é byla provedena hydrofobizace skel. Pro
hydrofobizaci skel byly pouzity tyto hydrofobiza¢ni ¢inidla: chlortrimethylsilan (CTMS), (3-
aminopropyhtrimetoxysilan (APTMS) a oktadecyltrichlorsilan (OTS). Vysledné hodnoty

sméacivosti skel (pfi koncentraci ¢inidla 1%) jsou uvedeny v Tabulce 1. Pro CTMS byly
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vyzkouseny ruzné koncentrace €inidla v hexanu. Vysledné hodnoty naméfenych smacivosti

skel jsou uvedeny v Tabulce 2.

Tabulka 1: sméacivost skel vyjadifend kontaktnim dhlem pfi hydrofobizaci ¢inidlem v

koncentraci 1%

Cinidlo

(1%) Rozpoustédlo; KU

CTMS hexan cca 70°

hexan cca 90°
aceton cca 70°

APTMS

dichlormetan | cca 90°

etanol (96%) | cca 66°

e cca
OTS toluen 105°
isopropanol cea

prop 103°

KU znamena kontaktni uhel

Tabulka 2: smacivost skel vyjadrenda kontaktnim Ghlem pfi hydrofobizaci rGznymi

koncentracemi CTMS rozpusténém v hexanu

Koncentrace
CTMS
0,10% cca 50°
0,50% ¢ca 60°

1% cca 70°
3-5% <80°
KU znamena kontaktni tihel

KU

Piiklad 21.  Stanoveni rezidua hydrofobizacniho (Cinidla ve filmu pripraveného dle
piikladu 1

Trimethylsilanol byl analyzovan jako reziduum trimethylsilylchloridu po jeho reakci s -OH
skupinami derivatu HA. Analyza byla provedena na plynovém chromatografu vybaveném

headspace samplerem a hmotnostn& spektrometrickym detektorem ve formé jednoduchého
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kvadrupélu. Vzorek filmu ptipraveného dle prikladu 1 byl rozpustén na koncentraci 6 mg/ml
do 50 % (obj./obj.) isopropanolu a po rozpusténi bylo do vialky pipetovano 4,75 ml vzorku a
0,25 ml n-butanolu (1 mg/ml), ktery plnil funkeci vnitintho standardu. Do 50 % isopropanolu
byl také ptipraven zasobni roztok trimethylsilylchloridu (1 mg/ml), ktery okamzité zreagoval
na trimethylsilanol. Z tohoto roztoku byla pfipravena kalibra¢ni fada v rozmezi 0.5 — 15,0
ug/ml, s pridavkem n-butanolu jako vnitiniho standardu. V Zddném z analyzovanych vzorki
folie nebyla potvrzena ptitomnost trimetylsilanolu ve vy38i koncentraci nez mél prvni
kalibra¢ni bod, tzn., Ze obsah trimethylsilanolu, ve vzorcich 10lii byl nizsi nez 0,008 %

(hmotn./hmotn.).

Priklad 22. Viiv adheze filmu na bdzi oleyl derivatu hyaluronanu sodného na jeho
povrchovy vzhled

Filmy p¥ipravené dle prikladu 10 a 11 byly pfipraveny na dvou sklech o odli$né smacivosti, a
to 57° (+/- 3°) a 107° (+/- 1°). Po usudeni byl zhodnocen povrchovy vzhled filmu a korelovan
s adhezi. V pripadé dobré ptilnavosti filmu k podlozce je povrch filmu rovny bez
povrchovych deformaci. Film byl zcela adherovan na podloZce o niz$im kontaktnim dhlu, na
podloZce s vys$im kontaktnim Ghlem byl ¢aste¢né sloupnuty a deformovany. Vysledek je
dokumentovan na Obr. 1a, 1b, l¢c. Z obrazku vyplyva, ze pokud je film zcela naadherovéan na
povrchu, je po sloupnuti rovny bez povrchovych deformaci. Naopak v piipadé nedokonalé

adheze je film vice ¢i mén€ deformovan.

Priklad 23. Viiv adheze filmu na bdzi palmitoyl derivdtu hyaluronanu sodného na jeho
povrchovy vzhled

Byl zhodnocen film na palmitoyl derivéatu hyaluronanu sodného pfipraveného dle prikladu 2
na skle se smagivosti 61 (+/- 2°). Po usudeni byl zhodnocena adheze a vzhled filmu. Film byl
dobie naadherovdan a povrch byl zcela rovny bez deformaci. Vysledek adheze je

dokumentovan na Obr. 2.

Priklad 24.  Stanoveni zbytkového isopropylalkoholu ve filmech

Ve filmech pfipravenych dle Piikladd 1, 8 a 12 byla stanovena zbytkova koncentrace
organického rozpoustédla - isopropylalkoholu technikou plynové chromatografie. Podstatou
stanoveni rozpoustédla je jeho pfevedeni do plynné faze za zvySené teploty, jeho separace na
plynovém chromatografu a nasledna detekce plamenové ionizaénim detektorem. Koncentrace

isopropanolu ve filmu byla provadéna vzdy stanovenim na dvou vzorcich a byla odecitana z
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vyjadiena jako < 0,02 % (hmotn./hmotn.). Tato hodnota bezpeéné napliiuje pozadavky na

mnoZstvi zbytkovych rozpoustédel téidy 3 dle EU 1ékopisu.

Piiklad 25.  Stanoveni hmotnosti - homogenita v plose

Film pripraveny dle Piikladu 1 byl rozstiihan na 55 &tverci o ploe 1 cm”. Pfed méfenim byly
jednotlivé vzorky ponechany v pokojové vihkosti a teploté po dobu 5 hodin. Dale pak byly
jednotlivé Stverce zvazeny na analytickych vahach. Vysledky hmotnosti jednotlivych &tverch
jsou uvedeny v Tabulce 3. Ze vSech hodnot v tabulce byl vypocitan primér, smérodatnd
odchylka a variaéni koeficient. Vypo¢&itané hodnoty: primér - 2,35 mg, smérodatna odchylka

- 0,18 mg. variaéni koeficient - 7,51%.

Tabulka 3: stanoveni hmotnostni homogenity filmu

2,6 2,3 2,4 2,6 2,4 2,2 2,1 2,6 2,1 2,1 2.5
2,5 2,3 2,7 2,6 2,5 2,6 2,0 2,6 2,1 2.5 2.4
2,5 2,2 2,3 2,4 2.3 2,2 2,3 2,6 2,2 2,2 23
2,3 2,4 2,2 2,2 2,5 2,7 2,5 2,3 2,3 2,5 2.3
2,1 2,1 2,1 2,3 2.3 2.3 24 2,2 2,2 2.3 2.4

Piiklad 26.  Stanovent tloust’ky - homogenita v plose

Na filmu pfipraveném dle prikladu 15 byl nakreslen ¢tvereckovany rastr o ploSe jednoho
tverce 1 cm? a celkovém poctu &tverc 35. Na kazdém &tverci byla zméfena tloustka folie
pomoci mechanického tloustkoméru Mytutoyo VL-50. Mé&feni bylo provedeno ve stabilnim
prostiedi o vihkosti 50% a teploté 25 °C. Zméfené hodnoty jsou uvedeny v Tabulce 4. Ze
viech hodnot v tabulce byl vypocitan pramér, smérodatna odchylka a varia¢ni koeficient.
Vypocitané hodnoty: primér - 14,61 um, smérodatnd odchylka - 1,17 um, varia¢ni koeficient

- 8,02%.

Tabulka 4: stanoveni homogenity tloustky
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16,24 16,65 16,15 15,15 [13,83 13,82 |14,7
13,93 13,91 13.85 13,73 13,4 13,22 14,25
14,77 13.93 14,11 13,26 |12,79 13,53 14,61
16,93 16,15 16,63 15,72 |15,6 15.01 16,2
14,68 [14,9 15 14,7 13.72 12,47 13,76

Priklad 27. Srovndni botnavosti filmii pFipravenych z palmitoyl hyaluronanu sodného s
raznym stupném substituce v 0,IM fosf. pufru, pH 7,4

Filmy pFipravené dle Prikladt 2, 16 a 17 byly po ptipravé nastfihdny na pfesné definované
étverce, zvazeny, zméfeny a vloZzeny do 0,IM PBS, pH 7,4. Pii 37°C byla sledovéna
bobtnavost folii, kazdy pokus byl dé€lan v trojim opakovani. Vyhodnocovana byla zména
hmotnosti a rozmért filmu - vysledky jsou uvedeny v Tabulce 5. Z této Tabulky je patrné, Ze

VN

dosdhnout malé zmény plochy filmu, coz mize byt v fad¢ aplikaci velmi dilezité.

Tabulka 5: botnavost filmi z palmitoyl derivati s riiznym stupném substituce

zména plochy po §

dnech v 0,1M PBS, pH
7,4 0 (%)
Film p¥ipraveny dle p¥ikladu
16 69
Film pfipraveny dle piikladu
17 32
Film pfipraveny dle pFikladu
2 15

Priklad 28. Degradace folil pFipravenych 7 palmitoyl derivitu hyaluronanu sodného v
kondiciovaném médiu - porovndni dvou stupriii substituce

Filmy pfipravené dle piikladii 2 a 18 byly po piipravé nastithdny na pfesné definované Ctverce,
zvazeny, zméteny a vlozeny do kondiciovaného média. VeSkerd piiprava probihala v
laminarnim boxu, aby nedoslo ke kontaminaci a neZddoucim reakcim media. Pii 37°C byla po
stanovenych intervalech kontrolovana zména plochy filmu a jeho vizudlni vzhled, coZz jsou
vlastnosti, které Ize spojit s degradaci. Kondiciované medium bylo v pravidelnych intervalech
obménovano, experiment byl délan v trojim provedeni. Film pfipraveny dle Piikladu 2 se zacal
degradovat vyrazné&ji pozdé&ji nez film p¥ipraveny dle Piikladu 18. Vysledky jsou uvedeny na

Obr. 3 a,b, kde je znazornén vzhled filmu po 3 tydnech degradace v kondiciovaném médiu. V
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Tabulce 6 je dokumentovana zména plochy po jednom tydnu degradace pro film dle Prikladu 2
i 18 a po tfech tydnech pro film z Prikladu 2 (film dle piikladu 18 byl po tfech tydnech
degradovan na kusy aZ rozpustén). Z vysledku je patrné, Ze rychlost degradace je velmi zavisla
na stupni substituce hyaluronanu sodného acylovym fetézcem. V piipadé vysoce
substituovaného filmu pripraven¢ho dle Prikladu 2 probihala degradace v iddu nékolika
mésicl.

Tabulka 6: zména plochy filmu po 1 tydnu v kondiciovaném médiu - porovnani dvou stupiili

substituce

zména plochy filmu po 1
tydnu v kondiciovaném
médiu o (%)

Film p¥ipraveny dle pFikladu

2 13
Film p¥ipraveny dle pFikladu
18 125

Priklad 29. Degradace filmu na bazi palmitoyl derivitu hyaluronanu sodného

Vzorky filmu ptipraveného dle ptikladu 2 byly degradovany v 0.01M octanovém pufru s
piidavkem 0.03M NaCl s pH = 5,3 pomoci enzymu bovinni testikularni hyaluroniddza
(Finepharm). Na degradaci bylo pouzito 300 IU enzymu na 1 mg filmu. Kromé¢ standardni
enzymatické hydrolyzy byla provedena i hydrolyza v pfitomnosti BSA (40 mg na 5 mg folie).
Degradace probihala pii 37°C a vzorky byly odebirané na analyzu po 24, 48, 72, 96, 120 a
144 hodinéch. Analyza vzorkit byla provadéna na HPLC systému Alliance (Waters) dle
vnitfniho standardniho opera¢niho postupu. Z vysledkt vyplynulo, Zze folie nedegraduje bez
ptitomnosti BSA viibec. [ po 144 hodindch nebylo mozné detekovat zadné oligosacharidy
hyaluronanu. V pfitomnosti BSA degradace probiha, av8ak velmi pomalu. V odbérech po 24,
48 a 72 hodinach je mozné jesté stale pozorovat nezdegradované kousky filmu. V delSich
¢asovych intervalech se film v roztoku rozpustil. Vysledky degradace filmu po 72 hodindch

jsou uvedeny na Obr. 4.

Piiklad 30. Degradace erukoyl derivdatu hyaluronanu sodného
Vzorky derivatu HA s navazanym erukoylem o stupni substituce 100% a molekulové
hmotnosti 204 kDa byly degradovany v 0,01M octanovém pufru s ptidavkem 0,03M NaCl s

pH = 5,3 pomoci enzymu bovinni testikularni hyaluronidaza (Finepharm). Na degradaci bylo
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pouzito 300 IU enzymu na 1 mg derivatu. Krom¢& standardni enzymatické hydrolyzy byla
provedena i hydrolyza v piitomnosti BSA (40 mg na 5 mg folie). Degradace probihala pi
37°C a vzorky byly odebirané na analyzu po 24, 48, 72, 96, 120 a 144 hodinach. Analyza
vzork byla provadéna na HPLC systému Alliance (Waters) dle vnitiniho standardniho
operaéniho postupu. Z vysledklt vyplynulo, Zze derivat nedegraduje bez pfitomnosti BSA
vibec. I po 144 hodinich nebylo mozné detekovat Zadné oligosacharidy hyaluronanu. V
piitomnosti BSA degradace probiha, av3ak velmi pomalu. Vysledky degradace derivatu po 72

hodinéach jsou uvedeny na Obr. 5.

Piiklad 31. Charakterizace filmi pomoci Youngova modulu pevnosti

U film pFipravenych dle ptikladi 10, 15, 16 a 19 byl stanoven Younglv modul pevnosti v
suchém stavu. Filmy byly testovany na mechanické vlastnosti pomoci jednostupiioveho
trhaciho stroje INSTRON3343 se 100N hlavou. Youngiv modul byl vypo€itin z primémé
hodnoty alespoi 9 platnych méfeni. Z Tabulky 7 lze vidét, ze Younglv modul suchych,

nehydratovanych filmi nezavisi na molekulové hmotnosti, substituentu nebo stupni substituce.

Tabulka 7: Youngiv modul pevnosti filmi

Youngiiv modul (MPa)
Film piipraveny dle Piikladu
10 2772 (+/- cca 10%)
Film pripraveny dle Piikladu
15 2409 (+/- cca 10%)
Film pFipraveny dle Prikladu
16 1800 (+/- cca 10%)
Film pFipraveny dle Prikladu
19 2636 (+/- cca 10%)

Priklad 32. Charakterizace morfologie povrchu folii a stanoveni RMS pomoci AFM

Film piipraveny dle Piikladu 16 byl charakterizovan pomoci metody Atomic force
microscopy (AFM), pii¢emz byl sledovan predev§im vzhled a charakter povrchu. Byla
stanovovdna predevsim hrubost RMS - root mean square roughness. Bylo zjist€no, Ze ze
strany podlozky lze ziskat velmi hladky povrch, RMS do 2 nm - Obr. 6. Strana filmu, kterd

byla pti suseni vystavena vzduchu je vzdy hrubsi - RMS se pohybuje okolo 54 i vice nm.
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Priklad 33.  Srovndni filma suSenych v teplotnim gradientu a v uzavieném prostoru
Filmy ptipravené dle ptikladti 8 a 19 byly po usuSeni vizualné srovnany. Povrch obou filmt
nebyl deformovéan, ani na jednom z nich se nevytvofila povrchova krusta. Kvalitativné byly

oba filmy stejné (vizualni srovnani).

Priklad 34. Viabilita suspenznich bunék THP-1 po 24 a 72hod inkubaci s filmem
pFipravenym dle prikladu 1 na bdzi palmitoyl derivdtu hyaluronanu sodného

Buné&éna linie THP-1 byla kultivovana v médiu s piidavkem 10% fetdlniho bovinniho séra. Po
dosazeni dostatecné hustoty a viability (zméfené automatickym pocitadlem bun&k CASY TT,
Roche) byly buriky nasazeny do 3esti jamkového panelu do 2 ml 10% média. K buiikdm byl
pFidan testovany film v mnoZstvi | a 0,5 mg/ ml. Po 24 a 72 hod inkubaci byly buiiky promyty
a byla detekovana jejich viabilita a vyskyt buné¢né smrti pomoci detekéniho kitu ApoFlowEx®
FITC Kit (Exbio) na pratokovém cytometru MACSQuant® (Miltenyi Biotec). Buiiky byly
vyhodnoceny jako viabilni v pfipadé, Ze nebyla detekovana fluorescence propidium jodidu. Na
obrazku 7 lze pozorovat zanedbatelné snizeni viability po 24 hod inkubaci, které jiz nebylo
pozorovano po 72 hod. Testovany film je tedy hodnocen v téchto koncentracich jako

necytotoxicky.

P¥iklad 35. Viabilita suspenznich bunék THP-1 po 24 a 72hod inkubaci s filmem
pFipravenym dle piikladu 1 na bdzi palmitoyl derivdtu hyaluronanu sodného

Bunécna linie THP-1 byla kultivovana v médiu s ptidavkem 10% fetdlniho bovinniho séra. Po
dosazeni dostate¢né hustoty a viability (zméfené automatickym pocitadlem bunek CASY TT,
Roche) byly bufiky nasazeny do 6jamkového panelu do 2 ml 10% média. K buitkdm byl pfidan
testovany film v mnoZstvi 1 a 0,5 mg/ ml. Po 24 a 72 hod inkubaci byly buriky promyty a byla
detekovana jejich viabilita a vyskyt bunétné smrti pomoci detekéniho kitu ApoFlowEx® FITC
Kit (Exbio) na pratokovém cytometru MACSQuant® (Miltenyi Biotec). Hodnoceni
pfitomnosti bun&né smrti (apoptdzy a nekrézy) byly provedeno de doporuceni vyrobce kitu.
Ve stru¢nosti: populace jednotlivych bungk byla rozdélena na zaklad¢ intenzity fluorescence
propidium jodidu a Annexin V-FITC do 3 skupin: negativni v obou kandlech (bufiky Zivé),
pozitivni pouze v kandlu pro Annexin V-FITC (butiky apoptotické) a buiiky pozitivni pro kandl
propidium jodid +/- Annexin V-FITC (burky nekrotické).

Z obrazku 8 a 9 vyplyva, Zze po 24 i 72 hod nedochazi k vét§imu vzriistu podilu apoptotickych
¢i nekroticky bunék v kultufe a testovany materidl lze tedy hodnotit jako nevyvolavajici

bunéénou smrt.
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Priklad 36. Kontaktni inhibice riistu mySich 3T3 Swiss fibroblasti

Mysi fibroblastova linie 3T3 Swiss byla kultivovana v médiu s ptidavkem 10% fetalniho
bovinniho séra. V exponencidlni fazi rustu byly buiiky nasazeny do S$estijamkového panelu
do 2 ml 10% média. Po dosaZeni konfluence byla piidéna testovana folie o plose 1 cm?, ktera
byla zatizena silikonovym sterilnim krouZkem, aby nedoslo k vyraznému pohybu félie na
monokultufe. Soucasné byly inkubovany kontroini buriky bez ovlivnéni a pouze se
silikonovym krouzkem. Po 72 hod inkubaci byly odstranény vzorky folie i silikonové
krouzky, buiky byly promyty PBS a fixovany 4% formaldehydem (10 min/pokojovad teplota).
Po promyti deionizovanou vodou byly buiiky obarveny krystalovou violeti (0.1% ve vode¢, 30
min/pokojové teplota) a po odmyti barvy byla plocha bunék vyfocena a pozorovana pod
svételnym mikroskopem. Hodnocena byla plocha bunék pod testovanym materidlem, rozsah
poskozeni bunék a velikost poskozené zony.

Makrofotografie (Obrazek 10) jasné ukazuji, Ze zona poskozeni monovrstvy je ohraniCend a
doslo pouze k poskozeni bun&k ptimo pod tolii, s nejvétsi pravdépodobnosti mirnym tfenim,
na detailech ze svételného mikroskopu lze téz pozorovat, Ze buriky mély tendenci znovu pod
folii proristat. Nebylo téZ pozorovano poskozeni ani zmény v morfologii bunék na hranici

testované folie. Lze tedy piedpokladat, Ze material nevykazuje kontaktni inhibici ristu bunék.

Piiklad 37. Bunécné antiadhezni viastnosti filmu

Filmy pfipravené dle Pfikladd 2 a 17 (derivaty se dvéma rGznymi stupni substituce) byly
sterilng nastfihany na ¢asti o rozmérech lem?®. Tyto &sti byly umistény do 6jamkového
kultiva¢niho panelu licem &i rubem nahoru. Nasledné& byly zatizeny sterilnimi silikonovymi
krouzky a na takto pfipravené vzorky bylo pipetovano kultivaéni médium (2ml) pro primérni
lidské fibroblasty (NHDF) s obsahem 10% fetalniho bovinniho séra. Mezitim byla pfipravena
suspenze NHDF a ta byla pipetovana do stfedu silikonového krouzku na povrch filmu
v mnozstvi 100 000 bun&k/vzorek. Vzorky s buiikami byly inkubovany 72 hod a kontrolovany
v 24hodinovych intervalech pod svételnym mikroskopem. Jako pozitivni kontrola byl pouZit
polystyren upraveny pro bun&né kultury sdobrymi adheznimi vlastnostmi. Po ukonceni
inkubace byly vyjmuty silikonové krouzky, filmy i s buiikami zafixovany 4% formaldehydem
po dobu 10 minut a nasledn& obarveny 1% krystalovou violeti ve vod¢ (10 min). Po
dilkladném odmyti nenavéazané krystalové violeti (2x 5min oplach destilovanou vodou) byly
vzorky vyfotografovany s pouZitim invertovaného mikroskopu Nikon se zvétsenim 100x. Na

obrazku CTRL lze vidét téméF konfluentni vrstvu bunék. Na snimcich filmi (A-D) je patrna
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urCita struktura, pravdépodobné vznikla dlouhou inkubaci v médiu a zviditelnéna krystalovou
violeti. Na filmech ale nejsou pfitomné Zadné bunky. Lze tedy konstatovat, ze filmy jsou
vtomto systému zcela neadherentni a adhezi nepodpofila ani pfitomnost proteinl

v kultivaénim médiu.

Priklad 38. Pfiprava filmu s octenidin dihydrochloridem

Ve 20 ml 50% isopropylalkoholu bylo rozmichdno 4.36 pl octenidin dihydrochloridu
(davkovéno ze zasobniho roztoku 10% octenidin dihydrochloridu v etanolu, pred pouZzitim
protfepano). Po dikladném rozmichani byla k roztoku priddna navazka 100 mg derivétu
palmitoyl hyaluronanu o stupni substituce 57% a molekulové hmotnosti 2,67x 10° g/mol.
Roztok byl ponechdn michat po dobu 72 hodin a po rozmichdni byl naddvkovan na
hydrofobizované sklo o hodnoté smacivosti 65 (+/- 3°) a usuSen v uzavieném prostoru, v
teplotnim gradientu pii teploté¢ spodni desky 50°C a teploté horni desky 20°C po dobu 6
hodin. Po ususeni byla folie zhodnocena a sejmuta z podlozky a charakterizovana. Tloustka

filmu byla stanovena na 15 um.
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PATENTOVE NAROKY

1. Samonosny film na bédzi esteru kyseliny hyaluronové, vyznadujici se tim, Ze obsahuje Co-

Cys-acylovany derivét kyseliny hyaluronové podle obecného vzorce (I)

O._OR R,0 @,
0] (0]
O o
\E RO n

/
CH4CO

kde R je H" nebo Na', a kde R' je H nebo —C(=0O)CH,, kde x je celé Cislo v rozmezi 5 az 21
a'y je celé Cislo vrozmezi 11 az 43 a C,Hy je lineamni nebo rozvétveny, nasyceny nebo
nenasyceny fetézec Co—Cy1, piicemz alespori v jedné opakujici se jednotce jeden nebo vice R!

Je tvofen ~C(=0)CH, akde n je v rozmezi 12 az 4000.
2. Film podle naroku 1, vyznacujici se tim, Ze obsahuje palmitoyl hyaluronan.

3. Film podle naroku 1 anebo naroku 2, vyznacujici se tim,Ze =~ C,o-Cyp-acylovany derivat
kyseliny hyaluronové méa molekulovou hmotnost 1 x 10° az 1 x 10° g/mol, s vyhodou 1 x 10°

az 5x10° g/mol, vyhodné&ji 2 x 10° az 3 x 10° g/mol.

4. Film podle kteréhokoliv pfedchézejicich z naroki 1 az 3, vyznaéujici se tim, ze C;o-Cjo-
acylovany derivat kyseliny hyaluronové ma stuperi substituce vrozsahu 15 az 160%,

s vyhodou 50 az 100%, vyhodnéji 80 az 100%.

5. Film podle kteréhokoliv pfedchézejicich z narokd 1 az 4, vyznadujici se tim, ze ma

tloustku v rozsahu 2 az 100 um, s vyhodou v rozsahu 5 az 25 pm.
6. Film podle kteréhokoliv pfedchazejicich znarokti 1 az 5, vyznadlujici se tim, Ze
povrchova hrubost RMS alespoii jedné z ploch filmu je v rozsahu 0,5 az 100 nm, s vyhodou

v rozsahu 0,5 az 2 nm.

7. Film podle kteréhokoliv predchazejicich z naroki 1 az 6, vyznacujici se tim, Ze dale
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obsahuje biologicky aktivni latku vybranou ze skupiny zahmujici farmaceuticky aktivni latky
a kosmeticky aktivni latky, s vyhodou vitaminy, 1é¢iva, s vyhodou cytostatika, déle steroidy,

fytoextrakty, fytokomplexy nebo fytoaktivni latky.

8. Zplsob pfipravy filmu podle kteréhokoliv z pfedchézejicich narokt 1 az 7, vyznaéujici se
tim, Ze se piipravi roztok obsahujici Co-Cy, acylovany derivat kyseliny hyaluronové podle
obecného vzorce (I) ve smési vody a C;-Cs alkoholu, s vyhodou propan-2-olu, ktery se micha,

naceZ se nanese na podlozku a susi se v uzavieném prostoru.

9. Zpisob priipravy filmu podle naroku 8, vyznacujici se tim, Ze mnozstvi C;o-Cy;
acylovaného derivatu kyseliny hyaluronové v roztoku je v rozsahu 0,5 az 3 hmotn.%, obsah
C;-Cs alkoholu, s vyhodou propan-2-olu, je v rozsahu 25 az 55 0bj.% a obsah vody v roztoku

je v rozmezi 45 az 75 obj.%.

10. Zptisob pripravy filmu podle niroku 8 nebo naroku 9, vyznacujici se tim, Ze se micha po

dobu 20 az 72 hodin, s vyhodou 20 az 48 hodin.

11. Zplsob piipravy filmu podle kteréhokoliv z narokd 8 az 10, vyznacujici se tim, Ze se susi
pfi teploté v rozsahu 20 °C az 50 °C, s vyhodou 30 °C az 40 °C; po dobu 3 aZz 6 hodin,
s vyhodou 4 az 5 hodin.

12. Zpisob ptipravy filmu podle kteréhokoliv z narokt 8 az 10, vyznacujici se tim, Ze se susi
v teplotnim gradientu, kde se spodni plocha filmu spo&ivajici na podlozce zahfiva na teplotu,
kterd je alespon o 1 °C vy$3i, nez je teplota, na kterou se zahiiva nebo chladi protilehla, horni

plocha filmu.

13. Zpisob pripravy filmu podle néroku 12, vyznacujici se tim, Ze se teplota spodni plochy
filmu spocivajici na podlozce zahfiva na teplotu v rozsahu 20°C az 60°C a protilehla horni

plocha filmu se zah#iva nebo chladi na teplotu v rozsahu 10°C az 59°C.

14. Zpisob piipravy filmu podle naroku 12 nebo naroku 13, vyznacujici se tim, Ze se roztok

v teplotnim gradientu su$i po dobu 6 az 12 hodin, s vyhodou 6 hodin.
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15. Zplsob pripravy filmu podle kteréhokoliv z narokli 8 aZz 14, vyznaéujici se tim, Ze se do
roztoku vmiché biologicky aktivni latka vybrand ze skupiny zahmujici farmaceuticky a
kosmeticky aktivni latky, s vyhodou vitaminy, léCiva jako cytostatika, steroidy, dale

fytoextrakty, fytokomplexy nebo fytoaktivni latky.

16. Zplsob piipravy filmu podle kteréhokoliv z ndrokl 8 az 15, vyznaéujici se tim, Ze
podlozkou je polymer vybrany ze skupiny obsahujici polymery vybrané ze skupiny obsahujici
polyvinylalkohol, polypropylen, polyethylen, polyoxymetylen nebo polystyren, sklo nebo
hydrofobizované sklo, pfi¢emz kontaktni thel smaceni povrchu podlozky demi vodou je

v rozsahu 30° az 120°, s vyhodou 50° az 70°.

17. Film podle kteréhokoliv z narokli 1 az 7 pro pouziti v medicinskych aplikacich nebo
biotechnologickych aplikacich.
18. Film podle kteréhokoliv z ndrokt 17 pro pouziti ke konstrukci zdravotnického prostfedku,

s vyhodou antiadhezni bariéry.
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