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Nazev vynalezu:
Antibakteridlni a antifungalni hydrofilni
gelova kompozice na bazi zesit'ovaného

kopolymeru 2-hydroxyethylmethakrylatu

Anotace:
Hydrofilni gel zahrnujici zesitovany kopolymer 2-

hydroxyethylmethakrylatu, vodu a polyethylenglykol,
kde primérma molami hmotnost polyethylenglykolu je

400 g/mol, pfi¢emz uvedeny zesitovany kopolymer
sestava z 2-hydroxyethylmethakrylatu,
ethylenglykoldimethakrylatu a

diethylenglykoldimethakrylatu v objemovém poméru 50 :

1 : 1, pro pouziti jako antibakterialni a antifungalni
1é¢ivo. Daéle gel vyhodné obsahuje alespon jeden
antibakterialni a antifungalni komplex 8-

hydroxychinolinu s ionty Ag* nebo Zn?" vzorce I nebo II.
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Antibakteridlni a antifungdlni hydrofilni gelovd kompozice na baizi zesitovaného
kopolymeru 2-hydroxyethylmethakrylatu

Oblast techniky
Vynalez se tyka hydrofilni gelové kompozice na bazi zesitovaného kopolymeru 2-

hydroxyethylmethakrylatu a poptipadé dalsich antibakterialné a antifungalné ucinnych ptisad pro
pouziti jako antibakterialni a antifungalni lécivo.

Dosavadni stav techniky

Hrozba infekci, které jsou zplisobeny patogennimi bakteriemi, zejména rezistentni patogenni
bakterii MRSA (Methicilin Rezistentni  Staphylococcus Aureus), je v soucasné dobé
celosvétovym problémem. OhroZeni jsou zejména nemocni¢ni pacienti jednotek intenzivni péce
(JIP), Itzkovych casti, ale vyjimkou nejsou ani dalsi prostory nemocnic. Tato patogenni bakterie
se mize S§ifit mnoha rdznymi cestami, vzduchem, vodou, jidlem ¢i  kontaktem
s kontaminovanymi povrchy. Klasické dezinfekéni postupy nelze aplikovat komplexné na celé
prostory JIP oddéleni nebo operacnich sali. Dostupné fyzikalni metody (para, vysoka teplota,
ozafovani) a chemické metody (chlorované prosttedky) jsou bud netcéinné, nebo spolu s
nezadoucimi bakteriemi nici 1 Zivotni prostfedi. ProtoZe jsou onemocnéni zptisobena patogennimi
bakteriemi, zejména rezistentni patogenni bakterii MRSA, jen velmi obtizné 1éCitelna, zakladni
podminkou je to, aby byly ve zdravotnickych zatizenich tyto bakterialni kmeny uplné
eliminovany. Zesifované hydrogely na bazi 2-hydroxyethylmethakrylatu jsou znamy tadu
desetileti a staly u zrodu vyvoje mékkych kontaktnich ¢ocek v Sedesatych letech minulého stoleti.
Dlouhou dobu je také znama fada jejich aplikaci v 1€kafstvi, at’ jiz samotnych nebo ve formé
riznych kompozic obsahujicich inkorporované biologicky ucinné latky. U téchto hydrogeli je
zejména ocenovana jejich dobra kompatibilita s télesnymi tkanémi, odolnost proti pfechodu ptes
bariéry, s nimiz mohou byt ve styku, dobra tvarovatelnost a stalost a fada dalSich vyhodnych
vlastnosti.

Z 1¢katskych aplikaci stoji za zminku predev§im CZ patent 293419, tykajici se ptipravki k hojeni
a prevenci zanétlivych onemocnéni na bazi zesitovaného hydrogelu 2-hydroxyethylmethakrylatu
a dimethakrylatovych sitovadel. Tyto hydrogely, uvadéné na trh pod oznacenim "Hemagel" ve
své struktute obsahuji stericky branéné aminy fungujici jako pohlcovace volnych radikalt a tim
urychlujici hojeni ran.

V aZ dosud znamych aplikacich funguji hydrogely na bazi 2-hydroxyethylmethakrylatu viceméné
jako nosice biologicky ucinnych latek, nejsou vSak znama zadna data o jejich vlastnim
antibakterialnim pulsobeni. Vyvinuti klinicky vyuzitelnych hydrogeli s inherentnimi
antibakterialnimi vlastnostmi by pfedstavovalo vyznamny prispévek rozsifeni palety vhodnych
bakteriostatickych 1é¢iv.

Antibakterialni u¢inky komplexti 8-hydroxychinolinu s kovy zinku, médi, niklu, Zeleza, kobaltu,
kadmia, manganu, hotciku a Zeleza jsou znamy jiz z roku 1953. Tyto ucinky byly publikovany
v The Brutish Journal of Experimental Pathology v ¢lanku Albert A., Gibson M.I., Rubbo D.S.,
The Influence of Chemical Constitution on Antibacterial Activity Part VI: The bactericidal action
of 8-hydroxyquinoline (oxine).

O tfi roky drive publikovala stejna skupina autorti ¢lanek The Influence of Chemical Constitution
on Antibacterial Activity Part V: The bactericidal action of 8-hydroxyquinoline (oxine), kde

porovnavali antibakterialni aktivity komplext 8 hydroxychinolinti riznych kovt.

Zajimavou praci z roku 2014 je ¢lanek Festa A. R., Helsel E. M., Franz J. K. Exploiting Innate
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Immune Cell Activation of a Copper-Dependent Antimicrobial Agent during Infection, ve které
je prezentovan komplex 8-hydroxychinolinu s médi jako G¢inné antiikrobidlni ¢inidlo a je popsan
jeho ucinek v makrofagach a jeho interakce s prochelacnim cinidlem QBD jehoz preménu
inhibuje peroxid vodiku a tim zvySuje tcinnost 8-hydroxychinolinu proti kmenu Cryptococcus
necformans.

Dalsi praci, ktera je prevazné vénovana farmakologickym tc¢inkiim derivatli 8-hydroxychinolinu
a jejich soli médi a zinku, je ¢lanek Prachayasittikul V., Ruchirawat S., Prachayasittikul V., 8-
hydroxyquinolines: A review of their metal chelating properties and medicinal applications, Drug
Design, Development and Therapy 2013.

Clanek V. Oliveri, G. Vecchio, 8-Hydroxyquinolines in medicinal chemistry: A structural
perspective, Eurcpean Journal cf Medicinal Chemistry (2016), popisuje chelatacni aktivitu 8-
hydroxychinolinu a jeho derivatl a jejich mozny mechanizmus téinku v bunce. Je zajimavé, Ze
ucinek komplexii 8-hydroxychinolinu s kovy na bunku zavisi na jejich stabilité. Tyto komplexy
totiZ mohou vstupovat do buiiky, kde se dostavaji do prostredi o pH, pti kterém dochazi k jejich
disociaci a dodané ionty mohou nasledné zpiisobovat fizenou bunécnou smrt. Dal§im moznym
mechanizmem je d¢j, pii kterém se dostavaji do buiniky pouze Cisté derivaty hydroxychinolinu,
které zplisobi chelataci kovovych iontli bunécnych peptidd, ¢imz mohou v nasledku také zpisobit
apoptdzu, tedy bunécnou smrt. Mechanizmus plisobeni na buiiku neni zcela objasnén, ale zasadné
plati, Ze ¢im je komplex stabilnéjsi, tim ma mensi u¢inek na nitrobunécné procesy. V této praci
jsou také popsany karcinogenni a cytotoxické ucinky halogenovanych 8-hydroxychinolinli na
bunku a zpopisu vyplyva, Ze nejtoxictéjsi a karcinogenni ucinky maji jodované
hydroxychinolinové derivaty.

Prace Weinberga D. E. shrnuta v ¢lanku Mutual Effects of Antimicrobial Compounds Metallic
Cations pojednava o antibiotikach a jejich mechanismech plisobeni na organizmus nebo bunku
v zavislosti na schopnosti chelatace iontll. Mezi popsanymi antibiotiky je také zminén komplex
8-hydroxychinolinu s riznymi kovil a je zde diskutovéana stabilita vysledné¢ho chelatu a jeho
bakteridlni toxicita. Zajimavym zjiSténim je, ze médnaté chelaty 8-hydroxychinolinu nejsou
prilis toxické, nebot’ vykazuji vyznamnou stabilitu.

Z vySe uvedenych praci vyplyva, zZe komplexy zinku a sttibra 8-hydroxychinolinu jsou vyuzivany
jako antibakterialni ¢inidla a jejich stabilita je nizka. Nizka stabilita téchto komplexii zplisobuje
toxicitu pro zdravé bunky, a proto vyuziti téchto antibakterialnich ¢inidel v 1ékarstvi je z tohoto
pohledu velmi diskutabilni.

Podstata vynalezu

Nyni se s ptekvapenim zjistilo, Ze vySe uvedené nedostatky dosavadniho stavu techniky
odstranuje  antibakterialni  hydrofilni gel na bazi zesitovaného kopolymeru 2-
hydroxyethylmethakrylatu podle vynalezu, ktery je pouzitelny bud’ sam o sobé€ nebo po ptipadné
aditivaci dale uvedenymi antibakterialné a antifungalné G¢innymi ptisadami.

Pfedmétem vynalezu v hlavnim provedeni je hydrofilni gel zahrnujici zesitovany kopolymer 2-
hydroxyethylmethakrylatu, vodu a polyethylenglykol, kde primérma molarni hmotnost
polyethylenglykolu je 400 g/mol (PEG 400), pficemz uvedeny zesitovany kopolymer sestava z 2-
hydroxyethylmethakrylatu, ethylenglykoldimethakrylatu a diethylenglykoldimethakrylatu v
objemovém poméru 50 : 1 : 1, pro pouziti jako antibakterialni a antifungalni Ié¢ivo.

V prednostnim provedeni vykazuje tento hydrofilni gel viskozitu od 20 do 100 Pa.s, s vyhodou
od 50 do 75 Pa.s, pti obvodové rychlosti 6 s7'.

V jiném ptednostnim provedeni tento hydrofilni gel dale obsahuje 0,005 az 10 % hmotnostnich,
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vztazeno na cely gel, alespon jednoho komplexu 8-hydroxychinolinu s ionty Ag+ vzorce I

W)
nebo ionty Zn*" vzorce Il
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Vyse definovany hydrofilni gel (dale oznacovany také jako hydrogel nebo hydrogelova
kompozice), slozeny z kopolymeru 2-hydroxyethylmethakrylatu s ethylenglykoldimethakrylatem
a diethylenglykoldimethakrylatem v pfesném vzidjemném poméru ve smési s poly-
ethylenglykolem s primérnou molarni hmotnosti 400 g/mol a vodou ma inherentni
antibakterialni vlastnosti, a to jiz bez jakychkoliv dalSich pfidanych antibakterialnich latek nebo
antibiotik. Antibakterialni ucinnost tohoto hydrogelu je navic moZno vyznamné zvysit
inkorporaci Ag'- a Zn**-komplexii 8-hydroxychinolinu, pfi niz dochazi k rovnéz piekvapujici
stabilizaci téchto chelatl. Hydrogely na béazi 2-hydroxyethylmethakrylatu s Ag'- a Zn*'-
komplexy 8-hydroxychinolinu inkorporovanymi do matrice hydrogelu podle vynalezu jsou
vhodné pro pouziti jako antibakterialni a antifungalni pfipravky, s vyraznym synergickym
trvalym efektem mezi hydrogelem a jednotlivymi komplexy, pokud jde o biologickou aktivitu a
stabilitu inkorporovanych komplexli. Jejich prednosti je vysoka antibakterialni ucinnost,
prevySujici Ucinnost samotnych Ag™- a Zn**-komplexii 8-hydroxychinolinu, v kombinaci s
vysokou stalosti a bezpecnosti pfi pouZiti v porovnani se samotnymi Ag’- a Zn’"-komplexy 8-
hydroxychinolinu nebo jejich vzajemnymi smésmi. Dalsi vyhodou uvedeného feSeni je vyrazné
prodlouzeni stability obou komplexii inkorporovanych do hydrogelu podle vynalezu. Hydrogel
tyto komplexy fyzikalné chemickymi silami zadrzuje ve své struktufe a neumoznuje jejich eluci
ptimo do rany. To je zvlasté dilezité pri oSetfovani spalenin, bércovych viedd a Spatné se
hojicich ran, kde samotné antibakterialni komplexy tohoto typu neni mozné pouzit, ponévadz by
se dostavaly do kiize a ptimo do rany a mohly by zplisobovat podrazdéni nebo vyvolavat lokalni
alergické reakce.

Ve zvlasté vyhodném provedeni ma gel podle vynalezu formu hydrofilniho gelu na bazi
kopolymeru 2-hydroxyethylmethakrylatu (Hema) ethylenglykoldimethakrylatu (EDTA) a
diethylengklykoldimethakrylatu (DEDTA) v objemovém zastoupeni EDTA: DEDTA: HEMA 1 :
1 : 50 a polyethylenglykolu o primérné molarni hmotnosti 400 g/mol (PEG 400) a vody v
takovém pomeéru, aby vysledny hydrofilni gel vykazoval viskozitu od 50 do 71 Pa. s. pfi rychlosti
6 s s prisadou 0,005 az 10 % hmotn., s vyhodou 0,1 % hmotn., vztazeno na cely gel, alespon
jednoho Ag*-komplexu 8-hydroxychinolinu a Zn**-komplexu 8-hydroxychinolinu nebo jejich
smési. V této formé vykazuji pouzité komplexy zvlasté dobrou stabilitu a zvySenou ucinnost diky
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synergii se samotnym hydrofilnim gelem.

Hydrofilni gel podle vynalezu je mozZné pfipravit obecné znamymi syntéznimi technikami.
Podstatnou slozkou je kopolymer na bazi 2-hydroxyethylmethakrylatu, ktery je pripravovan tak,
7e se do vodného roztoku ptida 2-hydroxyethylmethakrylat, a kopolymeraéni ¢inidla EDTA a
DEDTA ve vzdjemném poméru 1:1:50. Tato smés je zahtata na teplotu 50 °C a nasledné je do
této smési vloZen polymeracni katalyzator bud’ organického nebo anorganického piivodu. Po 12
hodinach je polymerace prerusena a smés vychlazena. Takto vznikly kopolymer je promyt a
vlozen do michaciho zafizeni soucasné s vodou a PEG 400. V tomto zafizeni se potom smés
micha do té doby, dokud nedojde k homogenizaci celého gelu.

Ag'- a Zn**-komplexy 8-hydroxychinolinu vySe uvedenych vzorci se pfipravuji znamym
zpisobem z vychozi vodorozpustné sttibrné nebo zinecnaté soli, jako dusi¢nanu sttibrného nebo
chloridu zine¢natého a 8-hydroxychinolinu. Mlze se naptiklad postupovat tak, Ze se rozpusti
potfebné mnozstvi 8-hydroxychinolinu ve vodé¢ a ke vzniklému roztoku se ptida stechiometrické
mnozstvi dusi¢nanu stfibrného (pro pripravu Ag" hydroxychinolatu), nebo chloridu zineénatého
(pro ptipravu Zn?" hydroxychinolatu). Vznikly roztok se dale micha po dobu 12 hodin, odpati se
na poloviéni mnozstvi a ochladi. Ochlazenim vznikne komplex 8-hydroxychinolatu Ag" nebo
Zn*" ve formé sraZeniny, ktera se izoluje filtraci. Takto vzniklé komplexy se dale pfimo pouziji
ve vzdjemné smési nebo samostatné ve formé pravych ¢i koloidnich roztokli nebo disperzi pro
inkorporaci do hydrogelu podle vynalezu. Komplexy se ptidavaji v takovych mnoZzstvich, aby
jejich obsah ve vysledném gelu byl v rozmezi 0,005 % az 10 % (hmotnostnich).

Inkorporace komplexti do gelu se mlize provést na koloidnim mlynu s chlazenym vystupem tak,
7e se hydrofilni gel podle vynalezu vlozi do koloidniho mlynu a za souc¢asného mleti se do ngj
ptida odvazené mnozstvi komplexti. Proces mleti polymeru podle vynalezu s komplexy probiha
tak dlouho, dokud neni inkorporace komplexti do hydrogelu kompletni. Proces inkorporace je
kontrolovan pomoci UV svétla pod mikroskopem tak, Ze se kontroluji nehomogenni zvyraznéné
shluky komplexii v polymeru. Jakmile se tyto shluky v hydrogelu nevyskytuji a hydrogel
vykazuje homogenni strukturu, je inkorporace ukoncena.

Pouziti hydrofilniho gelu podle vynalezu je mnohostranné. Tak naptiklad je mozné hydrofilni gel
vyuzit jako nosi€ riznych u€innych latek organického a anorganického charakteru. Dale je mozné
hydrofilni gel pouzit samostatné pro urychleni 1é¢by otevienych nekolonizovanych ran.
Hydrofilni gel totiz podporuje efekt mokrého hojeni ran, coz ma za nasledek vyraznou redukci
jizev a zkraceni doby hojeni. Inkorporaci Ag” nebo Zn?" komplexli se pouziti hydrofilniho gelu
znaéné rozsifuje, nebot’ je ho mozné vyuzit ve zdravotnictvi nebo veterinarni péci pro hojeni
kolonizovanych ran, $patné hojicich se ran, bércovych viedi a popalenin.

Priklady uskuteénéni vynalezu

Priklad 1
Ptiprava neaditivované hydrogelové kompozice podle vynalezu — "kompozice PV"

Hydrogel byl podle vynalezu syntetizovan tak, ze se do nadoby vlozilo 50 objemovych dilii
monomerniho HEMA ve vodném roztoku o koncentraci 20 % a knému byly pfidany
komonomery v odpovidajicich objemovych pomérech, tj. HEMA : EGDMA : DEGDMA v
objemovém poméru 50 : 1 : 1, podle tabulky nize. Smés byla zahtata za stalého michani na
teplotu 50 °C a k této smési byl ptidan persiran sodny, jako iniciator polymerace. Teplota smési
byla udrzovana za stalého michani na teploté¢ 50 az 55 °C po dobu 12 hodin. Po probé¢hnuti
polymerace byl polymer vloZzen do roztoku PEG 400 a rozmichan a k takto vzniklé smési byla
pfiddna voda do pozadované viskozity 75 Pa.s. pti obvodové rychlosti 6 s pti 25°C. Viskozita
byla sledovana pomoci reometru a byla stanovovana na sestavé desticka proti desticce. Takto
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vznikla hydrofilni gelova kompozice podle vynalezu byla oznaéena pro jako "kompozice PV".
Priklad la — srovnavaci

Pro srovnani byly analogickym zplisobem pfipraveny i jiné kompozice (A az G) s hydrogely
s odliSnym slozenim HEMA, EGDMA a DEGDMA monomert, neZ je sloZeni podle vynalezu.
Voda a PEG 400 byly do hydrogeli pridavany tak, aby vysledna viskozita vSech hydrogeld byla
stejna.

Pripravené kompozice a objemovy pomér vychozich monomerii pro pfipravu hydrogelu jsou
uvedeny v nasledujici tabulce:

Slozeni hydrogelu (objemovy
Oznaceni kompozice pomér)
HEMA | EGDMA | DEGDMA
PV 50 1 1
A 50 0 0
B 50 1 0
C 50 0 1
D 50 0,5 0,5
E 50 2 2
F 50 0,5 1
G 50 1 0,5

Priklad 2

Ptiprava hydrogelové kompozice podle vynalezu na bazi hydrogelu s objemovym pomérem
HEMA : EGDMA : DEGDMA 50 : 1 : 1 sobsahem Ag’'-komplexu 8-hydroxychinolinu
,pripravek 1

Do ocelové nadoby misiciho ptistroje se odvazi 4 kg gelu, ktery je slozen z 30 % kopolymeru
(slozeného z HEMA : EGDMA: DEGDMA =50:1: 1), 50 % PEG 400 a 20 % vody. Mezitim
se odvazi 4 g Ag'-komplexu 8-hydroxychinolinu, ktery se prida jako suspenze s PEG 400 a
micha po dobu 4 hodin. Vznikly gel se vyjme z michaciho pfistroje a adjustuje. Takto pripraveny
gel s obsahem sttibrného komplexu je produkt, ktery je oznacen jako ,,pfipravek 1.

Priklad 3

Priprava hydrogelové kompozice podle vynalezu na bazi hydrogelu s objemovym pomérem
HEMA : EGDMA : DEGDMA 50 : 1 : 1 s obsahem Ag'-komplexu 8-hydroxychinolinu a Zn*'-
komplexu 8- hydroxychinolinu — ,,ptipravek 2*:

Do ocelové nadoby misiciho pfistroje se odvazi 4 kg gelu, ktery je slozen z 30 % kopolymeru o
slozeni podle piikladu 2, 50 % PEG 400 a 20 % vody. Mezitim se odvazi 4 g Ag-komplexu 8-
hydroxychinolinu a 4 gramy Zn-komplexu 8-hydroxychinolinu, které se ptidaji jako suspenze
s PEG 400 do gelu a smés se micha po dobu 4 hodin. Vznikly gel se vyjme z michaciho pfistroje
a adjustuje. Takto pripraveny gel s obsahem Ag'- a Zn*>*- komplexil je produkt, ktery je oznacen
jako ,,ptipravek 2.

Priklad 4

Ptiprava hydrogelové kompozice podle vynalezu na bazi hydrogelu s objemovym pomérem
HEMA : EGDMA : DEGDMA 50 : 1 : 1 sobsahem Zn*'-komplexu 8-hydroxychinolinu —
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»pripravek 3

Do ocelové nadoby misiciho pfistroje se odvazi 4 kg gelu, ktery se sklada z 30 % kopolymeru o
sloZeni podle ptikladu 2, 50 % PEG 400 a 20 % vody. Mezitim se odvazi 4 g Zn-komplexu 8-
hydroxychinolinu, ktery se ptida jako suspenze s PEG 400 do gelu a smés se micha po dobu 4
hodin. Vznikly gel se vyjme z michaciho pfistroje a adjustuje. Takto pripraveny gel s obsahem
Zn komplexu je produkt, ktery je nize oznacen jako ,,ptipravek 3.

Testovani antibakterialnich vlastnosti:
a) Stanoveni minimalnich inhibi¢nich koncentraci ve zkumavkovém provedeni (dle Urbaskové)
Standardni fedéni roztoki bylo provadéno takto:

0,2 g ,ptipravku 1,2,3%, 0,5 g syntaponu (linearni alkylbenzensulfonan sodny a laurylsulfat
sodny, smés 1:1) a 5 ml glycerolu se ptida do 100 ml vody, za vzniku suspenze s koncentraci
0,2 % ucinné latky.

Nasledujicim fedénim vodou byly pripraveny suspenze s koncentraci 0,1 %; 0,05 %; 0,025 %;
0,005 %; a 0,0033 % ucinné latky.

Stejné tedéni probihalo 1 u porovnavacich testd antibakterialnich vlastnosti vybranych sloucenin
(dusicnan sttibrny, 8-hydroxychinolin).

Testovani bylo provedeno vzdy duplicitné na 8 bakterialnich kmenech uvedenych v tabulkach. (+
= normalni riist mikroorganismu, — = zabrana rustu)

Z ptipravku 1, 2, 3 a 4 byly pripraveny natedéné suspenze a jejich vysledky testovani zachycuji
tabulky nize.

Z antibakterialnich latek byly ptipraveny roztoky; pro porovnani byl vybran roztok s koncentraci
0,1 % antibakterialni latky. Vysledky jsou shrnuty v tabulkadch nize. V tabulkdch znaci "-"
ucinnost a "+" absenci ucinnosti.

Porovnani antibakterialnich vlastnosti neaditivovanych hydrogelovych kompozic probihalo tak,
7e se kompozice nanesla na skli¢ko a kolonizovala bakterialnimi kmeny uvedenymi v tabulce. Po
24 hodinach se vyhodnotil rist kolonii (- znamena zabranu rlstu, + normalni rist
mikroorganismu)

Kompozice Escheri;hia Pseudomonas
coli aeruginosa
PV - -
A + +
B + +
C + +
D + +
E + +
F + +
G + +

Pfi testovani antibakterialnich vlastnosti bylo prokazano, Ze hydrogelova kompozice podle
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vynalezu ma, na rozdil od srovnavacich kompozic, sama o sobé antibakterialni ucinky.
Mechanismus tohoto t€inku nebyl objasnén a v soucasné dobé jde o zcela novy, nepublikovany
vysledek.

s Dale byl pomoci antibakterialnich testi provéfovan u€inek samotné smési Ag+a Zn " komplex
8-hydroxychinolinu v porovnani s aditivovanymi pfipravky 1 az 3.

Pripravek 1

Bakterialni kmen / koncentrace | 0,1 | 0,05 | 0,025 | 0,005 | 0,0033
Staphylococcus pyogenes - - + + +
Streptococcus pyogenes - - + + +
Enterobacter cloacae - - + + +
Pseudomonas aeruginosa - - - + +
Kleibsiella pneumoniae - - - - +
Escherichia coli - - - + +
Proteus mirabilis - - + + +
Proteus rettgeri - - + + +
10
Ptipravek 2

Bakterialni kmen / koncentrace | 0,1 | 0,05 | 0,025 | 0,005 | 0,0033

Staphylococcus pyogenes - - - + +
Streptococcus pyogenes - - - + +
Enterobacter cloacae - - - - +

Pseudomonas aeruginosa - - - -
Kleibsiella pneumoniae - - - -
Escherichia coli - - - -
Proteus mirabilis - - - +
Proteus rettgeri - - - -

+ |+ [+]+ ]

Pripravek 3

Bakterialni kmen / koncentrace | 0,1 | 0,05 | 0,025 | 0,005 | 0,0033

Staphylococcus pyogenes -
Streptococcus pyogenes -
Enterobacter cloacae -
Pseudomonas aeruginosa -
Kleibsiella pneumoniae - - -
Escherichia coli -
Proteus mirabilis - - -
Proteus rettgeri - - -

+ |+
+
+

=+ |
=+ |
=+ |

+
+

[+ |+ |+

+ |+ [+

Smés Ag- a Zn- komplext 8-hydroxychinolinu v roztoku polyethylenglykolu a vody
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Bakterialni kmen / koncentrace | 0,1 | 0,05 | 0,025 | 0,005 | 0,0033
Staphylococcus pyogenes + + + + +
Streptococcus pyogenes + + + + +
Enterobacter cloacae - + + + +
Pseudomonas aeruginosa - + + + +
Kleibsiella pneumoniae - + + + +
Escherichia coli - + + + +
Proteus mirabilis - + + + +
Proteus rettgeri - + + + +

Z porovnani pfipravkii 1 az 3 a smési Ag- a Zn- komplexii 8-hydroxychinolinu v roztoku
polyethylenglykolu a vody je patrné, Ze synergicky efekt hydrogelu a Ag- a Zn- komplexi 8-
hydroxychinolinu zplisobuje mnohem vyssi antibakterialni efekt v porovnani se smési samotnych
komplext. Z testh jednoznacné vyplyva, ze kompozice hydrogelu podle vynalezu, s ptimési Ag-
a Zn- komplexi 8-hydroxychinolinu ve své struktufe silné zvySuje antibakterialni efekt.

Antibakterialni vlastnosti pfipravenych roztokli byly testovany na bakterialnich kmenech MRSA
(Methycilin Rezistentni Staphylococcus Aureus ATCC 33591, ATCC 33592) a dale i na
bakterialnich kmenech Escherichia Coli (ATCC 9637), Staphylococcus Aureus (ATCC 1260),
Acinetobacter baumanii (ATCC 17978), Pseudomonas aeruginosa (ATCC 31480), Proteus
vulgaris (ATCC 29905) a Proteus mirabilis (ATCC 35659).

Z ptedem ptipraveného bakterialniho inokula ve fyziologickém roztoku o koncentraci 10%
CFU/ml bakterialni suspenze byla fedénim fyziologickym roztokem pfipravena koncentrace 10°
CFU/ml bakterialni suspenze. Poté bylo 250 pl této bakterialni suspenze nakapnuto na vzorek.
Testované vzorky s nanesenou bakterialni suspenzi byly poté ozafovany pod zafivkou Philips
special (Actinic BL F15TS, oblast zateni UV-A, rozsah 315 az 400 nm). Vzorky bakterialnich
kultur byly ve stanovenych casovych intervalech vyockovavany na Petriho misky s krevnim
agarem. Misky s vyockovanymi bakterialnimi kulturami byly inkubovany v termostatu pti teploté
37,5 °C po dobu 24 hodin.

Priklad 5
Test stability Ag- a Zn- komplexti

Testy stability byly provedeny tak, Ze byl pfipraven 0,2% roztok Ag- a Zn- komplexu 8-
hydroxychinolinu v PEG 400 a vodé (voda/PEG 400 = 3:7). Polovina roztoku byla odebrana a
druha polovina byla ptimichani ke kopolymeru o sloZeni podle vynalezu (s otjemovym pomérem
HEMA : EGDMA : DEGDMA 50 : 1 : 1). Testy stability probihaly tak, Ze se pfipraveny roztok
nechal po dobu 12 hodin na UV svétle o stejné intenzité¢ a v zavislosti na case byl sledovan
ptirastek kovového sttibra jak v roztoku, tak v polymeru. Pririistek nanocastic stfibra byl
sledovan pomoci SEM/EDX obrazovou a skenovaci analyzou.
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Cas Ptirtstek kovového stfibra
(hod) % hmotn.
Roztok Gel
0 0 0
2 1 0,1
4 2 0,3
6 4,5 0,5
8 6 0,8
10 7,5 1
12 9,4 1,1

Priristek kovového stribra byl vyhodnocen tak, ze se hmotnost kovového sttibra vztahla na
hmotnost stiibra vazaného. Z experimentli vyplyva, ze stabilita komplexii 8-hydroxychinolint je
v polymeru mnohem vyssi, a proto je kompozice na bazi takto aditivovaného polymeru vhodna
pro pouziti v mediciné. Stabilita téchto komplexii a v gelech nebyla az dosud podle dosavadniho
stavu techniky zkoumana a jedna se o zcela novy vysledek.

Priklad 6
Pro porovnani stabilizace byly postupem podle ptrikladu 5 provedeny obdobné testy za pouziti
polymert z kompozice PV a srovnavacich kompozic A az G z prikladu 1 a la. Vysledky jsou

uvedeny v nasledujici tabulce:

Stabilita komplexii v polymerech kompozic PV a A az G

Prirustek kovového sttibra v rel. %

cas

(hod)PVABCDEFG

0 0]0[O0O[O0O]O0O|0O]0O]O
2 o1{rf1{09(0,6/0,40,80,9

4 03(1,9(2,11,8|1,4109]|1,7|1,8
6 0,5(4,1(4,2(433,8|1,5|3,7|3,6
8 0,8(6,2(6,1(6,2(5,4|2,7(5,9|6,1
10 117,617,717,316,8(3,8|6,9]7,3

12 1,19,319,2| 9 |8,214,2|8,5|89

Z tabulky vyplyva, Ze nejvyssi stabilitu Ag- a Zn-komplexii 1ze dosahnout jejich inkorporaci do
polymeru kompozice PV podle vynalezu.

Antifungalni testy
Testované kmeny:
CA-candida albicans, sbirkovy kmen:AtCC 44859

TA-Trichosporon Asahii, sbirkovy kmen:1188
TM-trichcphyton mentagrcphytes, sbirkovy kmen: 445
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Metodika
Chemikalie:

RPMI  1640-medium pro kultivaci slozené zaminokyselin, vitaminl a cukril
(http://www.sigmaaldrich.convlife-science/cell-culture/learning-center/media-formulations/rpmi-
1640.html), = MOPS  [3-(N-morfolino)propansulfonova  kyselina],  glukéza, n DMSO
(dimethylsulfoxid), NaOH a sterilni voda. VSechny chemikalie jsou dodavany firmou Sigma-
Aldrich, Praha; vyjma NaOH (dr. Kulich Pharma, s.r.o., Hradec Kralové) a sterilni vody, ktera se
ptipravuje autoklavovanim deionizované vody.

Ptiprava ristového media:

Nejprve byl k 4 dilim MOPS s 2 % glukézy ptidan 1 dil RPMI 1640 (napt. 80 ml MOPS + 20 ml
RPMI podle celkové spotieby, protoZe celkovy objem pripravovaného rlistového média vychazi z
predpokladané spotieby, resp. z poctu testovanych kmenti). Dale se upravilo pH do rozmezi 6,5 —
7,9 ptidanim 10M roztoku NaOH, aby ptivodné zluty roztok zménil barvu na oranzovo-Cervenou.

Ptiprava fady testované latky:

Nejprve byla odvaZena navazka vsech testovanych latek a nasledné byla rozpusténa v destilované
vodeé. Z takto pripraveného roztoku byly ptipraveny roztoky o nizsich koncentracich v fadé od 1
do 150 mikrogramil na ml s rozdilem koncentraci 5 mikrogramii mezi dvéma po sob¢ jdoucimi
roztoky.

Provedeni testa

Pomoci mikropipety byly odpipetovany roztoky kmenii do oznacenych testovacich desticek, ke
kterym byly ptidany nafedéné roztoky testovanych latek o riznych koncentracich. Nasledné byla
kazda mikrotitracni desticka ptikryta vickem a inkubovéana v termostatu pti 35 °C po dobu
24 hodin.

Po uplynuti inkubaéni doby byl vizualné hodnocen nartist ve vSech jamkach. V prvni jamce, ve
které jiz nebyl viditelny rlst kvasinky ¢i vlaknité houby, byla odectena hodnota minimalni
inhibiéni koncentrace (MIC) (¢im niZsi Cislo, tim je latka ucinngjsi).

Kmen Testované latky
Dob 8 Zn-a | pypravek | Pripravek | Pripravek
Houba | P02 ZnO | AgNO; | hydroxy- | Ag- fiprave ripravek | Priprave
inkubace (h) L 1 2 3
chinolin | komplex
CA 24 120 35 75 10 5 2
TA 24 135 35 75 10 5 2
™ 24 135 35 75 10 5 2

CA-candida albicans, sbirkovy kmen:AtCC 44859
TA-Trichosporon Asahii, sbirkovy kmen:1188
TM-trichcphyton mentagrcphytes, sbirkovy kmen: 445

Primyslova vyuzitelnost

Antibakterialni a antifungalni hydrogelova kompozice podle vynalezu je vhodna pro lékarské
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ucely a bude pouzivana hlavné jako ptipravek pro hojeni akutnich a chronickych ran v humannim
lékarstvi nebo veterinarni péci.

- 11 -
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PATENTOVE NAROKY

1. Hydrofilni gel zahrnujici zesifovany kopolymer 2-hydroxyethylmethakrylatu, vodu
a polyethylenglykol, kde primérna molarni hmotnost polyethylenglykolu je 400 g/mol, pricemz
uvedeny zesitovany kopolymer sestava z 2-hydroxyethyl-methakrylatu,
ethylenglykoldimethakrylatu a diethylenglykoldimethakrylatu v objemovém poméru 50 : 1 : 1, pro
pouziti jako antibakterialni a antifungalni 1é¢ivo.

2. Hydrofilni gel pro pouziti podle naroku 1, ktery vykazuje viskozitu od 20 do 100 Pa.s, s
vyhodou od 50 do 75 Pa.s, pti obvodové rychlosti 6 5.

3. Hydrofilni gel pro pouziti podle naroku 1 nebo 2, ktery dale obsahuje 0,005 az 10 %
hmotnostnich, vztazeno na cely gel, alespoii jednoho komplexu 8-hydroxychinolinu s ionty Ag+
vzorce |

W)
nebo ionty Zn*" vzorce Il
7 N._ ©
St \
\ Zn
. '\N

© N/
()
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