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Chlorovany derivat kyseliny hyaluronové, zpilisob jeho pripravy, kompozice, ktera jej
obsahuje, a pouziti

Oblast techniky

Vynalez se tyka derivatu kyseliny hyaluronové, ve kterém je vétSina atomt vodikl amidické
skupiny -NH-CO- nahrazena za atomy chloru -NCI-CO-. Takto modifikovany polymer -
chloramid hyaluronanu vykazuje zvySenou reaktivitu v oxidacnich i redukénich reakcich.

Dale se vynalez tyka zptisobu piipravy chloramidu hyaluronanu, kde je chemickd modifikace
uskuteénéna ve vodném prostiedi pomoci trichlorisokyanurové kyseliny nebo pomoci soli
kyseliny dichlorisokyanurové. Piiprava finalnich kompozic dale zahrnuje tvorbu forem s
obsahem chloramidu hyaluronanu. Pod pojmem ,,forma* se rozumi typy materialti jako naptiklad
tenky film, lyofilizat, vrstva ze staplovych vlaken, nekone¢né vlakno, tkanina, splétand textilic
nebo nanovlakenna vrstva.

Dale se vynalez tyka finalnich kompozic s obsahem chloramidu hyaluronanu a jejich pouziti v
oblastech, kde jsou vyzadovany nasledujici vlastnosti, nebo jejich libovolné kombinace:

- oxidacni nebo redukéni nebo antimikrobialni nebo antifungalni nebo antiviralni aktivita
- biokompatibilita a biodegradovatelnost

- mozZnost piipravy riznych forem s vyhovujici stabilitou

- mozZnost regulace rychlosti biodegradace

- moznost regulace rychlosti oxidacnich nebo redukénich reakci

- vyznamna podpora procesu hojeni

Dosavadni stav techniky

Kyselina hyaluronova

Kyselina hyaluronova nebo jeji sodna stl je nesulfatovany glykosaminoglykan, ktery je sloZzeny
ze dvou opakujicich se jednotek D-glukuronové kyseliny a N-acetyl-D-glukosaminu.
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kde
R! je vodik nebo sodik.

Molekulova hmotnost nativni kyseliny hyaluronové se pohybuje v rozsahu 5.10* az 5.10° g.mol ™.
Tento hydrofilni polysacharid hraje vyznamnou roli v fad¢ biologickych procesit jako je
organizace proteoglykand, hydratace a diferenciace bunck a tvofi vyznamnou soucast klize,
synovialni tekutiny kloubli a pojivovych tkani. Tento polymer se v biologickych systémech
pfirozené vyskytuje, tudiz je mozné ho charakterizovat jako biodegradovatelny a
biokompatibilni. Proto je vhodnym substratem pro oblast nosic biologicky aktivnich latek v
siroké Skale biomedicinskych aplikaci.

Chemické modifikace kyseliny hyaluronové a jeji formy
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Je znamo mnoho zptisobd, jak chemicky modifikovat kyselinu hyaluronovou za ucelem zmény
jejich fyzikalnich a biologickych vlastnosti (Burdick J. A. a Prestwich G. D. Adv. Mater. 23, 41-
56, 2011). V ptipadé, Ze je pro urcitou aplikaci zadana zasadni zména v rozpustnosti, nejcastéjsi
feseni je kovalentni navazani hydrofobniho fetézce formou biodegradovatelné esterové vazby na
strukturu polymeru (Kettou S. a kol. PV 2009-399, Buffa R. a kol. W02010105582). 7 takto
modifikovanych materiall lze pak vytvaret riizné formy, jako jsou napiiklad vlakna (S¢udlova J.
a kol. EP2925916 Al), pleteniny a splétané textilie (Pitucha T. a kol., CZ 306354), samonosné
filmy (Foglarova M. a kol. PV2015-166; Foglarova M. a kol. Carbohydrate Polymers, 144, 68-
75, 2016) nebo vrstvy z nanovlaken (Ruzickova J. a kol. PV2013-913). Dalsi moznosti jsou
netkané textilie tvofené spojenim staplovych mikrovlaken, ktera jsou pfipravovana metodou
mokrého zvlakinovani v nestacionarni koagulacni lazni (Zapotocky V. a kol. International Journal
of Biological Macromolecules, 95, 903-909, 2017).

Oxidace s trichlorisokyanurovou kyselinou nebo s dichlorisokyanuratem sodnym

Trichlorisokyanurova kyselina (TCC) se Casto pouziva na N-chloraci strukturné jednodusSich
amidi na N-chloramidy (Hiegel G. A. a kol, Synthetic Communications, 35, 2099-2105, 2005)
vét§inou v nevodnych rozpoustédlech. V piitomnosti vody je zase TCC Casto zminovana v
kombinaci se stabilnimi radikaly typu piperidinyloxy (TEMPO) na selektivni oxidaci primarnich
hydroxylovych skupin. Pro kyselinu hyaluronovou bylo naptiklad pouziti TCC s TEMPO ve
vod¢é popsano v patentu (Buffa R. a kol. WO2011069475A3), kde nebyla pozorovana tvorba
zadnych chloramidli, ale jenom oxidace primarni hydroxylové skupiny na aldehyd a
karboxylovou kyselinu. TakZe v pfipad¢ substratli obsahujicich velké mnozstvi sekundarnich i
primarnich alkoholdl (polysacharidy) se pii pouziti TCC a jeho analogli daji ocekavat reakce na
hydroxylovych skupinach. Monosodna stil TCC znama jako dichlorisokyanurat sodny (DCC-Na)
je méné reaktivni analog TCC, ktery je ale 1épe rozpustny ve vodé. Bylo popsano pouziti DCC-
Na na oxidaci n¢kolika aminti a amidd, které ale neobsahuji hydroxylové skupiny (Sun X. a kol.,
Ind. Eng. Chem. Res., 49, 22, 2010). Vysledné chloroaminy byly pak polymerizovany a finalni
substraty byly Gspésné testovany jako antibakterialni, antifungalni a antiviralni substance ve
formg latexové emulze (Cao 7. a kol, App. Mat. Inter. 1, 2, 494-504, 2009).

7 téchto vystupll lze usoudit, Ze pouziti TCC nebo jeho analoglh na selektivni pfipravu N-
chlorovaného amidu hyaluronanu ve vodé neni oc¢ekavatelné z diivodl predpokladané reakce s
hydroxy skupinami hyaluronanu.

Oxidace polysacharidii s chlornanem nebo kyselinou chlornou.

Kyselina chlorna nebo jeji soli se ¢asto pouzivaji na oxidaci hydroxylovych skupin polysacharid
zejména v kombinaci s radikaly typu piperidinyloxy (TEMPO) (Bragd P. a kol, W0O2002/48197,
Buffa R. a kol., W0O2011/069475A3). Obecn¢ lze konstatovat, Ze v piipad¢ polysacharidi
obsahujicich amidickou skupinu, vznik pfislusnych chloramidd nebyl pozorovan v drtivé vétsine
ptipadl. Starsi zdroje pfitomnost chloramidu hyaluronanu viibec nezminuji (Green S. P. a kol.,, J.
Rheumatology, 17, 1670-5, 1990, Lindvall S. a kol., Chem.-Biol. Interac. 90, 1-12, 1994, Baker
M. S. a kol., Arthritis and Rheumatism, 32, 4, 461-7, 1989). Jedna se o publikace, kde byly
studovany degradace hyaluronanu s kyselinou chlornou nebo jejimi solemi vznikajicimi reakci
myeloperoxidazy (MPO) s peroxidem vodiku a s chloridy. Existuji i prace, kde byly studovany
degradace hlavn¢ glykosaminoglykan®i obsazenych v extracelularni matrixu, za u¢elem simulace
zanétlivych procesti. Hlavnim vystupem mély byt informace o samotném procesu a chemickych
strukturach, jejichz pfitomnost se da ocekavat in vivo. V novéjsich zdrojich se uz zminky o
chloramidech hyaluronanu vyskytuji. Naptiklad v publikaci (Hawkins C. L. a kol., Free Radical
Biology & Medicine, 24, 9, 1396-1410, 1998) byl studovan mechanizmus degradace kyseliny
hyaluronové, chondroitin sulfatu a jinych i nizkomolekulovych substrat obsahujicich amidickou
skupinu. Jako oxidacni ¢inidlo byl pouzit HOCI/CIO". Autofi piedpokladaji vznik chloramidu
hyaluronanu jenom jako nestabilniho intermediatu, ktery ale nebyl pfimo detekovan. Diivodem je
jeho rychlé homolytické nebo redukéni §tépeni v obou piipadech za vzniku radikald, které pak
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dal reaguji cestou vedouci k degradaci polymeru. V dal$im ¢lanku (Parsons B. J. a kol., Biochem.
J., 381, 175-184, 2004) je popsan vznik chloramid® hyaluronanu, chondroitin sulfatu a jinych
substrat pomoci MPO (enzymu myeloperoxidazy), peroxidu vodiku a chloridd. Autofi
predpokladaji, ze prislusné chloramidy maji uritou Zivotnost a detailn¢ popisuji jejich degradaci
pomoci dalsich ¢inidel. Velmi zajimavy je ¢lanek (Rees M. D. a kol., J. Am. Chem. Soc., 125,
13719-13733, 2003), kde se popisuji reakce mono, oligo i polysacharidli obsahujicich amidickou
skupinu s NaClO. Detailn€ je rozebrana stabilita chloramidil hyaluronanu a chondroitin sulfatu se
stupném modifikace 35% respektive 16% bez a s piitomnosti dalsich &inidel jako Cu® i v
kombinaci s kyslikem. Bylo zjisténo, Ze pritomnost n¢kterych kovt vyrazné urychluje degradaci.
1 bez kovli byla pozorovana rychla degradace polymernich chloramidt hyaluronanu a chondroitin
sulfatu pii 50 °C. Pfi nizsich teplotach byla degradace vyznamné pomalejsi. Bylo taky piimo
pozorovano, Ze MPO v pfitomnosti peroxidu vodiku a fyziologického mnozstvi chlorid® generuje
s glykosaminoglykany malé mmnozstvi jejich chloramidd, z ¢ehoz autofi usuzuji, ze tyto
chloramidy jsou generovany i in vivo.

Z téchto vystupil lze predpokladat, Ze chloramid hyaluronanu o nizkém stupni modifikace sice je
znamy, ale neocekava se jeho dostatecna stabilita k tomu, aby mél tento material potencial na
ptipravu néjakych kompozic pro pouZiti v biomedicinskych aplikacich.

Aplikace N-halogenovanych polymerh

V této Casti jsou zminény vystupy, kde byly popsany i vybrané konkrétnéjsi aplikace chloramini
nebo chloramidd.

Prehledny ¢lanek (Hui F. a kol., Biomacromolecules, 14, 585-601, 2013) popsal pfipravu,
analyzu i aplikace riznych materialli obsahujicich vazbu -N-halogen. Kyselina hyaluronova ale
nebyla zminéna v tomto prehledu, mezi materialy strukturné nejbliz§i byl popsan chitosan. Mezi
chloracnimi ¢inidly byly zminény i kyselina trichlorisokyanurova a jeji méné reaktivni analog
dichlorisokanurat sodny. Obecnou aplikacni vyhodou popsanych materiald je efektivnost vici
Siroké Skale mikroorganismt, dlouhodoba stabilita, regenerovatelnost, bezpecnost pro ¢lovéka a
ptirodu a také nizka cena. VéEtSina popsanych aplikaci pouzivala N-chloro derivaty, kde byla
obecné pozorovana dobra stabilita hlavné v pfipadech, kdy vedle N-hal skupiny neni uhlik s
vodikem (alfa vodik). Je-li alfa vodik piitomen, mize dochazet k eliminaci halogenovodiku a
vzniku nasobné iminové vazby -NHal- CH- — -N=C-. Kyselina hyaluronova nebo chitosan
takovy alfa vodik obsahuje, takze tyto typy substratl (aminosacharidy) maji strukturni fragment
potencialné problematicky z pohledu stability.

Priprava, analyza a testovani chlorovaného chitosanu byla popsana i v ¢lanku (Cao Z. a kol.,
Journal of Biomedical Materials Research Part A, 85, 99-107, 2008). Material ve form¢ filmu byl
uspésné testovan proti mikroorganismtim Staphylococcus aureus a Escherichia coli. Bylo také
pozorovano, Ze vyznamn¢ potlacuje tvorbu biofilmu. Sledovana byla i stabilita pii 25 °C, kde byl
zaznamenan vyznamny pokles mnozstvi aktivniho chloru po jednom meésici skladovani az na
15 % phvodni hodnoty.

N-chlorovany polyuretan ve formé filmu, pfipraveny reakci s roztokem Cl, (LLuo J. a kol., J
Bioact Compat Polym, 30, 157-166, 2015), byl uspésné testovan proti Staphylococcus aureus
(Gram-pozitivni bakterie), Escherichia coli (Gram-negativni bakterie) a Candida albicans
(houba). Material vyrazn¢ potlacoval rlst bakterii a taky vyznamné inhiboval tvorbu biofilmu.

Priprava a pouziti N-chloramint Siroké skaly substratti byly narokovany v tomto patentu (Heller
A. a kol.,, WO 2008/094664). Mezi substraty byly zahrnuty i biopolymery: N-chlorovany
chitosan, N-chlorovany polylysin a N-chlorovana deacetylovana kyselina hyaluronova, kde chlor
se nenachazi na amidu hyaluronanu, ale na jeho deacetylovaném aminu. Jako formy byly pouzity
roztoky nebo bandaze obsahujici piislusné chloraminy. Tyto materialy po topické aplikaci
vyrazné sniZzovaly bolest a svédéni. Pro pfipravu chloramin® byla zminéna ¢inidla typu HOCIL,
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NaClO, HClO», N-chlorosukcinimid, soli N-chlorsulfonamidii, molekularni chlor, thionylchlorid,
fosgen, PCl; a PCls.

Obecné lze konstatovat, ze chloramidy kyseliny hyaluronové s vys$§im stupném modifikace (vic
nez 50 %) nebyly doposud popsany. Zminény byly jenom chloramidy s niz§im stupném
modifikace (maximalné 35 %), kde nebyla popsana Zadna aplikace z divodl souvisejicich s
nevyhovujici stabilitou. Pfitom tento material by byl unikatni tim, Ze by souCasn¢ splnoval
nasledujici pozadavky:

- biokompatibilita a biodegradovatelnost (v téle se vyskytuje napiiklad pii urcitych zanétlivych
procesech)

- inhibice rlstu Siroké $kaly mikroorganismi, hub nebo virli (analog chloramidii a chloramind).

- pozitivni G¢inky na procesy spojené s hojenim (pfitomnost kyseliny hyaluronové)

- mozZnost piipravy §iroké §kaly forem (aktivni slozka je kovalentn¢ vazana na nosny polymer)

Tato kombinace je obecné Zadouci pro vnéjsi i vnitini aplikace vyZadujici antimikrobialni,

antiviralni a soucasn¢ biokompatibilni kryty ran, vyplné, antiadhezni prepazky, membrany, kapsy

nebo obaly.

Tento vynalez fesi pfipravu a pouziti stabilnich, biokompatibilnich a biodegradovatelnych
kompozic obsahujicich chloramid hyaluronanu, které¢ vykazuji antimikrobidlni, antiviralni a
soucasn¢ i hojivé Uc¢inky. Dale popisuje pfipravu Siroké skaly forem s velkou variabilitou
velikosti povrchu, mechanickych, ptipadné reologickych vlastnosti a doby degradace.

Podstata vynalezu

Predmétem vynalezu je chlorovany derivat kyseliny hyaluronové nebo modifikované kyseliny
hyaluronové, nazyvany také chloramid hyaluronanu, ktery ma vodik amidické skupiny -NH-CO-
substituovany atomem chloru podle strukturniho vzorce -NCI-CO-, pfiCemz stupen substituce je
50 az 100 %. Modifikovana kyselina hyaluronova ma n¢které -OH skupiny nahrazeny skupinou
-0-CO-R? a/nebo nékteré -CH>-OH skupiny nahrazeny za skupinu -CH=0 a/nebo nékteré CO-
OH skupiny nahrazeny skupinou -CO-OR?, kde R? je linedrni nebo aromaticky fetézec s obsahem
uhliki C; — Ci7. S vyhodou je derivat kyseliny hyaluronové vybran ze skupiny zahrnujici
ethylester, benzyl ester, formyl, lauroyl (C12), palmitoyl (C16), kaproyl (C6), kde molekulova
hmotnost derivatu je s vyhodou v rozmezi 5 aZz 500 kg.mol™" a stupent modifikace je v rozsahu 1
az 100 %.

Dale se vynalez tyka zptisobu piipravy chloramidu hyaluronanu, kde je chemickd modifikace
uskutecnéna Cinidly obsahujicimi chlor vazany na dusik, s vyhodou pomoci trichlorisokyanurové
kyseliny nebo pomoci soli dichlorisokyanurové kyseliny. Konkrétn¢ zplisob podle vynalezu
spociva v tom, ze se ptipravi vodny roztok vychozi kyseliny hyaluronové nebo jejiho derivatu o
molekulové hmotnosti v rozmezi 40 az 2200 kg.mol”, jehoZ koncentrace je v rozmezi 0,5 aZ
5 % hmotn., upravi se pH na rozmezi 2,5 az 7,5, s vyhodou na rozmezi 4 az 6, napiiklad
prostiednictvim kyseliny octové v mnozstvi 0,2 az 7 ekvivalentli na disacharid hyaluronanu, s
vyhodou 2 — 4 ekv. na disacharid hyaluronanu, a pak se piida chlora¢ni ¢inidlo v mmnozstvi 0,3 az
1,5 ekvivalentli na disacharid hyaluronanu a smés se necha reagovat 5 az 72 hodin pfi teploté 5 az
40 °C, nacez se vznikly chloramid izoluje vysraZzenim. Jako vychozi substrat 1ze pouZit kyselinu
hyaluronovou, nebo jeji chemicky modifikovany derivat o molekulové hmotnosti 40 az
2200 kg.mol™".

Predmétem vynalezu jsou i kompozice obsahujici chloramid hyaluronanu, ve kterém je vétSina
atomt vodikli amidické skupiny nahrazena za atomy chloru, tudiz vykazuje zvySenou reaktivitu v
oxidacnich i redukénich reakcich. Finalni kompozice miizou zahrnovat i modifikovanou kyselinu
hyaluronovou s chemickou modifikaci na karboxylové a/nebo hydroxylové skuping. Kompozice
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podle vynalezu se vyznacuje antimikrobialni, antifungalni a antivirovou G¢innosti. Chloramid je
v kompozici pfitomen v koncentraci 10 az 99 % hmotn. a kompozice dale obsahuje aditivum
vybrané ze skupiny zahrnujici vodu, chlorid sodny, chlorid vapenaty, glycerol, kyselinu
hyaluronovou, chondroitin sulfat, alginat sodny, oxycelulézu, karboxymethylcelulozu,
hydroxyethylcelulozu nebo modifikovanou kyselinu hyaluronovou, ktera ma nckteré -OH
skupiny nahrazeny skupinou -O-CO-R? a/nebo nékteré -CH»-OH skupiny nahrazeny skupinou -
CH=0 a/nebo nékteré -CO-OH skupiny nahrazeny skupinou -CO-OR?, kde R? je linearni nebo
aromaticky fetézec s obsahem uhlikli C; — C;7. Kompozice miize byt napiiklad ve formé roztoku
nebo gelu ve vodném rozpoustédle, piiCemZ zastoupeni chloramidu hyluronanu ve finalni
kompozici v pfepoctu na suchy material je v rozsahu 10 az 100 %. Kompozice mlze byt také ve
formé pevného substratu vybraného ze skupiny zahrnujici samonosny film, lyofilizat, vrstvu ze
staplovych vlaken (netkanou textilii), nekone¢né vlakno, tkaninu, pleteninu, splétanou textilii
nebo vrstvu nanovlaken, pfi¢emZ zastoupeni chloramidu hyaluronanu ve finalni kompozici v
pfepoctu na suchy material je v rozsahu 10 az 100 %.

Chlorovany derivat podle vynalezu, jakoz i1 kompozici podle vynalezu lze pouzit pro piipravu
kryti ran nebo pro pripravu implantabilnich zdravotnickych prosttedkil. Neomezujicimi ptiklady
pro tyto aplikace jsou pfipravky pro prevenci vzniku sristll po provedeni anastomdz, nebo
ptipravky piisobici preventivné proti dehiscencim, nebo v kombinaci s jinymi latkami prostiedky
pro plastiky defektd biisni stény, nebo jako soucast slozeni implantabilnich oballi zdravotnickych
prostiedka.

Priprava finalnich kompozic pak dale zahrnuje tvorbu forem s obsahem chloramidu hyaluronanu,
které miizou byt ptipraveny v podob¢:

- pevnych forem, jako napiiklad samonosné filmy, lyofilizaty, vrstva ze staplovych vlaken
(netkand textilie), nekonecné vlakno, tkanina, pletenina, splétana textiliec nebo vrstva
nanovlaken, ve v§ech ptipadech volitelné s obsahem dal§ich aditiv.

- kapalnych forem, zejména vodnych roztokii chloramidu, volitelné s obsahem dalSich aditiv.

Neomezujicimi piiklady aditiv jsou naptiklad polyethylen oxid, kyselina hyaluronova,
chondroitin sulfat, kyselina hyaluronova modifikovana ve formé ester@, kyselina hyaluronova
modifikovana ve formé aldehydid, alginat sodny, karboxymethyl celuléza, oxyceluldza,
hydroxyethyl celuloza, estery mastnych kyselin, chlorid sodny, chlorid draselny nebo chlorid
vapenaty.

Dale se vynalez tykd pouZziti tohoto materialu hlavné v oblastech, kde jsou vyzadovany
nasledujici vlastnosti, nebo jejich libovolné kombinace:

- oxidacni nebo redukéni nebo antimikrobialni nebo antifungalni nebo antiviralni aktivita
- biokompatibilita a biodegradovatelnost

- mozZnost ptipravy riznych forem s vyhovujici stabilitou

- mozZnost fizeni rychlosti biodegradace

- mozZnost fizeni rychlosti oxida¢nich nebo redukénich reakei

- vyznamna podpora procesu hojeni

Stabilni kapalné kompozice na bazi chloramidu hyaluronanu by nemély obsahovat aditiva, ktera s
chloramidem hyaluronanu reaguji. Jedna se predevs§im o slouceniny citlivé na oxidaci (chloramid
hyaluronanu se redukuje a funguje jako oxidant) anebo o silna oxidacni ¢inidla naptiklad s
obsahem kyslikovych radikali (chloramid hyaluronanu se oxiduje a funguje jako reduktant). U
stabilnich tuhych kompozic je mozné kombinovat chloramid hyaluronanu i s aditivy, ktera s
chloramidem hyaluronanu reaguji. Jedna se ale jenom o piipady, kde v procesu pfipravy
neptijdou do kontaktu roztok chloramidu hyaluronanu a roztok aditiva.

Kontrolu fizeni rychlosti biodegradace finalni kompozice 1ze docilit bud’ kombinaci chloramidu
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hyaluronanu s aditivy s pomalej$i degradabilitou, napiiklad s alginatem sodnym nebo
karboxymethyl celuléozou nebo s chemicky modifikovanou kyselinou hyaluronovou, a/nebo
sitovanim samotné¢ho chloramidu hyaluronanu napiiklad pomoci vicevalentnich kationtd typu
Ca”.

Kontrolu fizeni rychlosti uvoliiovani oxidujici slozky lze docilit zménou fyzikalnich vlastnosti
finalni kompozice, jako naptiklad bobtnani, a to pomoci ptidavku aditiv, ktera jsou mén¢ polarni.
Jako neomezujici piiklad méné polarniho aditiva je chemicky modifikovany derivat kyseliny
hyaluronové, ktery ma né&které -OH skupiny nahrazeny skupinou -O-CO-R?, a/nebo -CO-OH
skupiny nahrazeny skupinou -CO-OR?, kde R? je - linearni nebo aromaticky fetézec s obsahem
uhlikd C; — Cy7.

Finalni kompozice lze pouZzit v biomedicinskych aplikacich naptiklad jako kryty ran, pfipravky
proti akné, antibakterialni vyplné, antiadhezni prepazky, membrany, kapsy nebo obaly.

Tento vynalez te§i pfipravu a pouZiti stabilnich, biokompatibilnich a biodegradovatelnych
kompozic obsahujicich chloramid hyaluronanu, které vykazuji antimikrobialni, antiviralni a
soucasné i hojivé GCinky. Stabilita materialu je popsana v piikladu 16. Dale popisuje piipravu
Siroké Skaly forem s velkou variabilitou velikosti povrchu, mechanickych ptipadné reologickych
vlastnosti a doby degradace.

Realizace TeSeni popsaného v tomto vynalezu neni technologicky komplikované a nevyzaduje
pouziti mén¢ dostupnych chemikalii, rozpoustédel nebo izolacnich postupti.

Objasnéni vykresu

Obr. 1A, 1B - Antimikrobialni aktivita kompozice ve formé lyofilizatu na bazi chloramidu
hyaluronanu piipraveného podle Ptikladu 25.

Obrazky zobrazuji inhibici rGstu mikroorganisml Bacillus subtilis, Escherichia coli,
Staphylococcus aureus, Candida Albicans, Pseudomona aeruginosa, Staphylolococus epidermis
v pfitomnosti rozpustnych lyofilizath na bézi chloramidu hyaluronanu pfipravenych podle
ptikladu 25 (Obr. 1A) v porovnani s kontrolou, kterou byl lyofilizat z nativni kyseliny
hyaluronové (Obr. 1B).

Postup stanoveni antimikrobialni aktivity je popsan v ptrikladu 43.

Obr. 2 - Antimikrobialni aktivita kompozice ve form¢ filmu na bazi chloramidu hyaluronanu
ptipraven¢ho podle Prikladu 32.

Obrazky zobrazuji inhibici rGstu mikroorganismti Bacillus subtilis, Escherichia coli a
Staphylococcus aureus v ptitomnosti nerozpustného filmu na bazi chloramidu hyaluronanu s
aditivem, jimz je hyaluronan esterifikovany laurovou kyselinou, film pfipraveny podle piikladu
32, v porovnani s kontrolou ptipravenou podle ptikladu 31.

Postup stanoveni antimikrobialni aktivity je popsan v piikladu 43.

Piiklady uskute¢néni vynalezu

DS = stupen substituce = 100 % * (molarni mnozstvi modifikovanych jednotek polymeru) /
(molarni mnoZstvi vSech jednotek polymeru)

Zde pouzivany vyraz ekvivalent (ekv) se vztahuje, neni-li uvedeno jinak, na opakujici se jednotku
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ptislusného polysacharidu, naptiklad na disacharid kyseliny hyaluronové. Procenta se uvadéji
jako hmotnostni procenta, pokud neni uvedeno jinak. Molekulova hmotnost polymerl je
hmotnostné stfedni stanovena pomoci metody SEC-MALLS.

Priklad 1
Priprava ethylesteru hyaluronanu

Do roztoku hyaluronanu (1 g, 300 kg.mol™) ve 40 ml vody se pfidal NaOH az do pH = 9. Pak se
pfidalo 20 ml dimethylsulfoxidu a 0,08 ml ethyljodidu a smés se michala 3 dny pii 45 °C.
Vysledna smés pak byla srazena 140 ml 100% isopropanolu, odfiltrovana tuha latka byla promyta
isopropanolem a susena ve vakuu. Produkt (897 mg) byl analyzovan pomoci NMR. DS esteru
6 % (stanoveno NMR, lit. Kettou S. a kol. CZ PV 2009-399).

Priklad 2
Priprava benzylesteru hyaluronanu

Do roztoku hyaluronanu (1 g, 300 kg.mol™) ve 40 ml vody se piidal NaOH az do pH = 9. Pak se
ptidalo 20 ml dimethylsulfoxidu a 0,08 ml benzylbromidu a smés se michala 4 dny pii 20 °C.
Vysledna smés pak byla sraZzena 140 ml 100% isopropanolu, odfiltrovana tuha latka byla promyta
isopropanolem a susena ve vakuu. Finalni produkt ziskany v mnoZstvi 920 mg byl analyzovan
pomoci NMR. DS esteru 3 % (stanoveno NMR, lit. Kettou a kol. PV 2009-399).

Priklad 3
Priprava lauroyl hyaluronanu

Do roztoku hyaluronanu (5 g, 250 kg.mol™) ve 100 ml destilované vody bylo pfidano 70 ml
tetrahydrofuranu, 4 ekvivalenty triethylaminu a 0,1 ekvivalentu 4-dimetylaminopyridinu.
Paraleln¢ byla rozpusSténa kyselina laurova (4 ekvivalenty) v 30 ml tetrahydrofuranu a 7 ml
triethylaminu a do tohoto roztoku bylo pfidano 4,8 ml ethylchloroformiatu pti 0-5 °C po dobu 15
minut. Vnikla suspenze byla piefiltrovana do roztoku hyaluronanu a reakéni smés byla michana 5
hodin pfi 20 °C. Vysledny roztok byl pak srazen piidavkem 400 ml 100% isopropanolu, promyt
80% isopropanolem, pak 100% isopropanolem. Srazenina byla pak susena pii 40 °C, 2 dny.
Stupen substituce byl stanoven z NMR na 37 %.

Priklad 4
Priprava formyl hyaluronanu

Do jednoprocentniho vodného roztoku HA (1 g, 200 kg.mol™) s obsahem NaCl 1%, KBr 1%, N-
acetylamino-TEMPO (0,01 ekv) a NaHCOs (20 ekv.) se postupné pridaval vodny roztok NaClO
(0,5 ekv) pod dusikem. Smés se michala 12 h pii teploté 10 °C, pak se pfidal 0,1 g etanolu a smes
byla michana je§té¢ 1 hodinu. Vysledny roztok pak byl zfedén destilovanou vodou na 0,2% a
dialyzovan oproti smési (0,1% NaCl, 0,1% NHCO3) 3-krat 5 litrd (1 x denné) a pak oproti
destilované vod¢ 7-krat 5 litrdi (2 x denné). Vysledny roztok byl pak odpafen a analyzovan. DS
9 % (stanoveno z NMR)

Priklad 5
Priprava chloramidu hyaluronanu

5 g hyaluronanu (Mw 2200 kg.mol) bylo rozpusténo ve 250 ml destilované vody. Pak byly
pfidany 2 ml kyseliny octové a po 15 minutach michani piti 20 °C bylo ptidano 3,2 g (1 ekv.)
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sodné soli dichlorisokyanurové kyseliny. Smés byla pak 24 hodin michana pti 20 °C, pak srazena
2,5 litrem isopropanolu a filtrovana. Tuhy podil byl promyt 2 litry isopropanolu a suSen ve vakuu
20 hodin. DS 82 % (stanoveno z NMR).

Priklad 6
Priprava chloramidu hyaluronanu

5 g hyaluronanu (Mw 40 kg.mol™) bylo rozpusténo ve 100 ml destilované vody. Pak byly ptidany
2 ml kyseliny octové a po 15 minutach michani pii 20 °C bylo ptidano 3,2 g (1 ekv.) sodné soli
dichlorisokyanurové kyseliny. Smés byla pak 24 hodin michana pii 20 °C, pak sraZzena 2,5 litrem
isopropanolu a filtrovana. Tuhy podil byl promyt 2 litry isopropanolu a suSen ve vakuu 20 hodin.
DS 83 % (stanoveno z NMR).

Priklad 7
Priprava chloramidu hyaluronanu

5 g hyaluronanu (Mw 2200 kg.mol") bylo rozpusténo v 1000 ml destilované vody. Pak byly
ptidany 2 ml kyseliny octové a po 15 minutach michani pii 20 °C bylo piidano 3,2 g (1 ekv.)
sodné soli dichlorisokyanurové kyseliny. Smés byla pak 24 hodin michana pii 20 °C, pak srazena
2,5 litrem isopropanolu a filtrovana. Tuhy podil byl promyt 2 litry isopropanolu a suSen ve vakuu
20 hodin. DS 72 % (stanoveno z NMR).

Priklad 8
Priprava chloramidu hyaluronanu

5 g hyaluronanu (Mw 2200 kg.mol!) bylo rozpusténo ve 250 ml destilované vody. Pak bylo
ptidano 0,14 ml kyseliny octové (0,2 ekv) a po 15 minutach michani pti 20 °C bylo pfidano 3,2 g
(1 ekv.) sodné soli dichlorisokyanurové kyseliny. Smés byla pak 24 hodin michana pii 20 °C, pak
srazena 2,5 litrem isopropanolu a filtrovana. Tuhy podil byl promyt 2 litry isopropanolu a susen
ve vakuu 20 hodin. DS 53% (stanoveno z NMR).

Priklad 9
Priprava chloramidu hyaluronanu

5 g hyaluronanu (Mw 180 kg.mol™) bylo rozpusténo ve 250 ml destilované vody. Pak byly
pfidany 3 ml kyseliny octové a po 15 minutach michani pti 20 °C bylo pfidano 3,2 g (1 ekv.)
sodné soli dichlorisokyanurové kyseliny. Smés byla pak 24 hodin michana pti 20 °C, pak srazena
2,5 litrem isopropanolu a filtrovana. Tuhy podil byl promyt 2 litry isopropanolu a suSen ve vakuu
20 hodin. DS 53 % (stanoveno z NMR).

Priklad 10
Priprava chloramidu hyaluronanu

5 g hyaluronanu (Mw 2200 kg.mol!) bylo rozpusténo ve 250 ml destilované vody. Pak bylo
pfidano 5 ml kyseliny octové (7 ekv) a po 15 minutach michani pti 20 °C bylo ptidano 3,2 g (1
ekv.) sodné soli dichlorisokyanurové kyseliny. Smés byla pak 24 hodin michana pii 20 °C, pak
srazena 2,5 litrem isopropanolu a filtrovana. Tuhy podil byl promyt 2 litry isopropanolu a susen
ve vakuu 20 hodin. DS 95 % (stanoveno z NMR).
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Priklad 11
Priprava chloramidu hyaluronanu

5 g hyaluronanu (Mw 2200 kg.mol™") bylo rozpus§téno ve 250 ml destilované vody. Pak byly
pfidany 2 ml kyseliny octové a po 15 minutach michani pii 20 °C bylo pfidano 1,07 g (0,33 ekv.)
sodné soli dichlorisokyanurové kyseliny. Smés byla pak 24 hodin michana pti 20 °C, pak srazena
2,5 litrem isopropanolu a filtrovana. Tuhy podil byl promyt 2 litry isopropanolu a suSen ve vakuu
20 hodin. DS 51 % (stanoveno z NMR).

Priklad 12
Pfiprava chloramidu hyaluronanu

5 g hyaluronanu (Mw 2200 kg.mol) bylo rozpusténo ve 250 ml destilované vody. Pak byly
pfidany 2 ml kyseliny octové a po 15 minutach michani pii 20 °C bylo pfidano 4,8 g (1,5 ekv.)
sodné soli dichlorisokyanurové kyseliny. Smés byla pak 24 hodin michana pti 20 °C, pak srazena
2,5 litrem isopropanolu a filtrovana. Tuhy podil byl promyt 2 litry isopropanolu a suSen ve vakuu
20 hodin. DS 96 % (stanoveno z NMR).

Priklad 13
Priprava chloramidu hyaluronanu

5 g hyaluronanu (Mw 2200 kg.mol!) bylo rozpusténo ve 250 ml destilované vody. Pak byly
pfidany 2 ml kyseliny octové a po 15 minutach michani pii 20 °C bylo pfidano 2,91 g (1 ekv.)
trichlorisokyanurové kyseliny. Smés byla pak 24 hodin michéana pti 20 °C, pak srazena 2,5 litrem
isopropanolu a filtrovana. Tuhy podil byl promyt 2 litry isopropanolu a suSen ve vakuu 20 hodin.
DS 97 % (stanoveno z NMR).

Piiklad 14

Priprava chloramidu hyaluronanu

5 g hyaluronanu (Mw 2200 kg.mol!) bylo rozpusténo ve 250 ml destilované vody. Pak byly
pfidany 2 ml kyseliny octové a po 15 minutach michani pti 20 °C bylo ptidano 0,87 g (0,3 ekv.)
trichlorisokyanurové kyseliny. Smés byla pak 24 hodin michana pti 20 °C, pak sraZena 2,5 litrem
isopropanolu a filtrovana. Tuhy podil byl promyt 2 litry isopropanolu a suSen ve vakuu 20 hodin.
DS 71 % (stanoveno z NMR).

Piiklad 15

Priprava chloramidu hyaluronanu

5 g hyaluronanu (Mw 2200 kg.mol) bylo rozpusténo ve 250 ml destilované vody. Pak byly
pfidany 2 ml kyseliny octové a po 15 minutach michani pti 20 °C bylo ptidano 3,2 g (1 ekv.)
sodné soli dichlorisokyanurové kyseliny. Smés byla pak 5 hodin michana pii 20 °C, pak sraZzena
2,5 litrem isopropanolu a filtrovana. Tuhy podil byl promyt 2 litry isopropanolu a suSen ve vakuu
20 hodin. DS 52 % (stanoveno z NMR).

Piiklad 16

Priprava chloramidu hyaluronanu



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

CZ 2018 - 426 A3

5 g hyaluronanu (Mw 2200 kg.mol-1) bylo rozpusténo ve 250 ml destilované vody. Pak byly
pfidany 2 ml kyseliny octové a po 15 minutach michani pti 20 °C bylo pfidano 3,2 g (1 ekv.)
sodné soli dichlorisokyanurové kyseliny. Smés byla pak 48 hodin michana pti 20 °C, pak srazena
2,5 litrem isopropanolu a filtrovana. Tuhy podil byl promyt 2 litry isopropanolu a suSen ve vakuu
20 hodin. DS 85% (stanoveno z NMR). NMR roztok (7 mg produktu v 0,7 ml D,0O) byl méfen po
dalSich 5 dnech stani pii 20 °C. DS bylo stanoveno na 84%. Tuhy podil ve formé prasku stal pii
20 °C 100 dnd, pak byl vzorek rozpustén v D,O. DS bylo stanoveno na 84 %.

Priklad 17
Priprava chloramidu hyaluronanu

5 g hyaluronanu (Mw 2200 kg.mol™) bylo rozpusténo ve 250 ml destilované vody. Pak byly
pfidany 2 ml kyseliny octové a po 15 minutach michani pti 20 °C bylo pfidano 3,2 g (1 ekv.)
sodné soli dichlorisokyanurové kyseliny. Smés byla pak 72 hodin michana pii 5 °C, pak srazen
litrem isopropanolu a filtrovana. Tuhy podil byl promyt 2 litry isopropanolu a susen ve vakuu 20
hodin. DS 64 % (stanoveno z NMR).

Priklad 18
Priprava chloramidu hyaluronanu

5 g hyaluronanu (Mw 2200 kg.mol") bylo rozpusténo ve 250 ml destilované vody. Pak byly
pfidany 2 ml kyseliny octové a po 15 minutach michani pifi 20 °C bylo pfidano 3,2 g (1 ekv.)
sodné soli dichlorisokyanurové kyseliny. Smés byla pak 5 hodin michana pii 40 °C, pak sraZena
litrem isopropanolu a filtrovana. Tuhy podil byl promyt 2 litry isopropanolu a susen ve vakuu 20
hodin. DS 75 % (stanoveno z NMR).

Priklad 19

Priprava chloramidu hyaluronanu

5 g hyaluronanu (Mw 300 kg.mol™) bylo rozpusténo ve 250 ml destilované vody. Pak byly
pfidany 2 ml kyseliny octové a po 15 minutach michani pti 20 °C bylo ptidano 2,56 g (0,8 ekv.)
sodné soli dichlorisokyanurové kyseliny. Smés byla pak 24 hodin michana pti 20 °C, pak srazena
2,5 litrem isopropanolu a filtrovana. Tuhy podil byl promyt 2 litry isopropanolu a suSen ve vakuu
20 hodin. DS 79 % (stanoveno z NMR).

Piiklad 20

Priprava chloramidu hyaluronanu

5 g hyaluronanu (Mw 300 kg.mol™) bylo rozpusténo ve 350 ml destilované vody. Pak byly
pfidany 2 ml kyseliny octové a po 5 minutach michani pii 20 °C bylo ptidano 2,56 g (0,8 ekv.)
sodné soli dichlorisokyanurové kyseliny. Smés byla pak 22 hodin michana pti 17 °C, pak srazena
2,5 litrem isopropanolu a filtrovana. Tuhy podil byl promyt 2 litry isopropanolu a suSen ve vakuu
20 hodin. DS 66 % (stanoveno z NMR).

Piiklad 21

Pfiprava chloramidu hyaluronanu

5 g hyaluronanu (Mw 300 kg.mol") bylo rozpusténo ve 250 ml destilované vody. Pak byly

pfidany 2 ml kyseliny octové a po 15 minutach michani pii 5 °C bylo ptidano 2,56 g (0,8 ekv.)
sodné soli dichlorisokyanurové kyseliny. Smés byla pak 24 hodin michana pfi 5 °C, pak sraZzena
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2,5 litrem isopropanolu a filtrovana. Tuhy podil byl promyt 2 litry isopropanolu a suSen ve vakuu
20 hodin. DS 50 % (stanoveno z NMR).

Priklad 22
Priprava chloramidu ethyl esteru hyaluronanu

0,5 g ecthylesteru hyaluronanu pfipraven¢ho podle ptfikladu 1 bylo rozpuSténo ve 25 ml
destilované vody. Pak byly pfidany 0,2 ml kyseliny octové a po 15 minutach michani pti 20 °C
bylo ptidano 0,32 g (1 ekv.) sodné soli dichlorisokyanurové kyseliny. Smés byla pak 24 hodin
michana pti 20 °C, pak srazen 250 ml isopropanolu a filtrovana. Tuhy podil byl promyt 0,2 litry
isopropanolu a susen ve vakuu 20 hodin. DS 80 % (stanoveno z NMR).

Priklad 23

Priprava chloramidu benzyl esteru hyaluronanu

0,5 g benzylesteru hyaluronanu pfipraven¢ho podle piikladu 2 bylo rozpusténo ve 25 ml
destilované vody. Pak byly pfidany 0,2 ml kyseliny octové a po 15 minutach michani pti 20 °C
bylo pridano 0,32 g (1 e¢kv.) sodné soli dichlorisokyanurové kyseliny. Smés byla pak 24 hodin
michana pii 20 °C, pak srazena 0,25 litru isopropanolu a filtrovana. Tuhy podil byl promyt 0,2
litry isopropanolu a susen ve vakuu 20 hodin. DS 78 % (stanoveno z NMR).

Priklad 24

Priprava chloramidu formyl hyaluronanu

0,5 g formylu hyaluronanu ptipraveného podle ptikladu 4 bylo rozpusténo ve 25 ml destilované
vody. Pak byly ptidany 0,2 ml kyseliny octové a po 15 minutach michani pti 20 °C bylo ptidano
0,32 g (1 ekv.) sodn¢ soli dichlorisokyanurové kyseliny. Smés byla pak 24 hodin michana pfi
20 °C, pak srazena 0,25 litru isopropanolu a filtrovana. Tuhy podil byl promyt 0,2 litry
isopropanolu a susen ve vakuu 20 hodin. DS 75 % (stanoveno z NMR).

Piiklad 25

Priprava lyofilizatu chloramidu hyaluronanu

Roztok 0,2 g chloramidu hyaluronanu pfipravené¢ho podle ptikladu 5 v 10 ml destilované vody
byl po homogenizaci hned zamrazen pti -50 °C a lyofilizovan. DS bylo stanoveno pomoci NMR
na 70 %.

Piiklad 26

Priprava lyofilizatu chloramidu ethyl esteru hyaluronanu

Roztok 0,2 g chloramidu ethyl esteru hyaluronanu ptipraven¢ho podle prikladu 22 v 10 ml
destilované vody byl po homogenizaci hned zamrazen pii -50 °C a lyofilizovan. DS bylo
stanoveno pomoci NMR na 68 %.

Piiklad 27

Priprava lyofilizatu chloramidu benzyl esteru hyaluronanu

Roztok 0,2 g chloramidu benzyl esteru hyaluronanu piipravené¢ho podle piikladu 23 v 10 ml
destilované vody byl po homogenizaci hned zamrazen pii -50 °C a lyofilizovan. DS bylo
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stanoveno pomoci NMR na 67 %.
Priklad 28
Priprava netkané textilie ze staplovych vlaken z chloramidu hyaluronanu

K ptipravé 2 % roztoku byl pouzit chloramid hyaluronanu (ptiklad 14) se stupném substituce
71 % NMR. Tato slozka byla navazena a v potfebném mmnoZzstvi doplnéna destilovanou vodou.
Cela smés byla promichavana na michacce pii pokojové teploté, pii nastavenych otackach 500
RPM po dobu michani 24 hodin. Vysledny roztok byl ¢iry, mirné viskozni. Zphsob ptipravy
staplovych vlaken je zalozen na srazeni polymerniho roztoku v proudu mobilni koagula¢ni lazné
obsahujici 100 % isopropanol. Roztok byl davkovan pii pokojové teploté skrz extruzni trysky do
proudu koagulacni lazné skrz zvlaknovaci trubice (1 trubice/primér 8 mm), pii nastavené
prutocné rychlosti lazné 1,15 m/s. Srazenim bylo docileno tvorby staplovych vlaken. Vznikla
vlakna byla unasSena v proudu lazné a zachytavana na separacnich hiebincich, prenesena do zraci
lazné s obsahem 100 % isopropanolu. Surova vlakna ve zraci lazni byla hned pomleta v mixéru s
rotujicimi ¢epelemi pii poméru 0,5 g vlaken na 350 ml zraci lazn€. Vysledna vlakenna disperze
byla prefiltrovana ptes porézni substrat ptes filtracni ram. V daném experimentu byl pouZit ram o
velikosti 64 cm?, Prefiltrovana vlakna byla pomoci PAD pleteniny pienesena na susici zafizeni s
fixaci netkané textilie. Pfed vlozenim na susici zafizeni byly pomoci valecku odstranény zbytky
srazedla. Netkana textilie byla susena pii teploté 40 °C po dobu 30 minut. Vysledna vrstva byla
ze substratu oddélena jako samostatna vrstva a zvazena na analytickych vahach. Plo§na hmotnost
textilie ¢inila 50,2 g/m?. Stupen substituce byl u vzniklé netkané textilie stanoven pomoci NMR
na 64 %.

Priklad 29
Priprava nanovlakenné vrstvy z chloramidu hyaluronanu

Pro pfipravu nanovlakenné vrstvy s obsahem kyseliny hyaluronové byl ptipraven vodny roztok s
nasledujicim slozenim. Koncentrace chloramidu hyaluronanu pfipraveného postupem 5 v susing
byla 37,5 %, koncentrace nativniho hyaluronanu o molekulové hmotnosti 80 kg.mol! byla
37,5 %, polyethylenoxid o molekulové hmotnosti 600 kg.mol™* tvofil 25 %. Celkova koncentrace
susiny byla 5 %. Roztok byl naplnén do stiikacky a elektrostaticky zvlaknén na deskovy kolektor
za pouziti bezjehlové linearni trysky, napcti 50 kV a vzdalenosti 16 cm mezi emitorem a
kolektorem. Vlakna maji rozmér 110 + 27 nm. DS bylo stanoveno pomoci NMR na 30 %.

Priklad 30
Priprava samonosného filmu z chloramidu hyaluronanu

Priprava filmu probihala ve specializovaném suSicim zafizeni, kde byl film suSen v uzavieném
prostoru. Zatizeni je vybaveno spodni a horni deskou s regulovatelnou teplotou. Zatizeni je blize
popsano v (Foglarova a kol. PV2015-166; Foglarova M. a kol. Carbohydrate Polymers 2016,
144, 68-75). Navazka 200 mg chloramidu hyaluronanu popsan¢ho v piikladu 5 byla rozpusténa
ve 20 ml demi-vody a nechana michat 2 hodiny. Poté byl roztok nadavkovan do suSiciho zatizeni
na podlozku (hydrofobizované sklo) a usuSen v uzavieném prostoru pii teploté spodni desky
50 °C a teploté horni desky 20 °C. Doba suSeni byla 18 hodin. Po ususeni byl film sejmut z
podlozky a uchovan pro dalsi pouziti. DS bylo stanoveno pomoci NMR na 60 %.

Priklad 31
Priprava samonosného filmu z lauroyl hyaluronanu a nativniho hyaluronanu (4/1)

Priprava filmu probihala v zafizeni popsaném v piikladu 30. Navazka 160 mg lauroyl derivatu
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hyaluronanu sodného popsané¢ho v piikladu 3 byla rozpusténa v 16 ml vodného roztoku
2-propanolu (50 % w/w) a nechana michat 18 hodin. Navazka 40 mg nativniho hyaluronanu o
molekulové hmotnosti 330 kg.mol™? byla rozpusténa ve 4 ml demi-vody a nechana michat 18
hodin. Oba roztoky byly poté smiseny a nechany michat 30 minut. Poté byl vysledny smésny
roztok nadavkovan do suSiciho zafizeni na podlozku (hydrofobizované sklo) a usuSen v
uzavieném prostoru pii teploté spodni desky 50 °C a teploté horni desky 20 °C. Doba suseni byla
7 hodin. Po usuSeni byl film sejmut z podlozky a uchovan pro dal§i pouziti.

Priklad 32
Priprava samonosného filmu z lauroyl hyaluronanu a chloramidu hyaluronanu (3/1)

Priprava filmu probihala v zafizeni popsaném v piikladu 30. Navazka 150 mg lauroyl derivatu
hyaluronanu sodného popsané¢ho v piikladu 3 byla rozpusténa v 15 ml vodného roztoku
2-propanolu (50 % w/w) a nechana michat 18 hodin. Navazka 50 mg chloramidu hyaluronanu
popsan¢ho v piikladu 5 byla rozpusténa v 5 ml demi-vody a nechana michat 2 hodiny. Oba
roztoky byly poté smiseny a nechany michat 30 minut. Poté byl vysledny smésny roztok
nadavkovan do suSiciho zafizeni na podlozku (hydrofobizované sklo) a ususen v uzavieném
prostoru pfti teploté spodni desky 50 °C a teploté horni desky 20 °C. Doba suseni byla 7 hodin. Po
ususeni byl film sejmut z podlozky a uchovan pro dalsi pouziti. DS chloramidu hyaluronanu ve
vysledném materialu bylo stanoveno pomoci NMR na 25 %.

Priklad 33
Priprava samonosného filmu z lauroyl hyaluronanu a chloramidu hyaluronanu (4/1)

Priprava filmu probihala v zafizeni popsaném v piikladu 30. Navazka 160 mg lauroyl derivatu
hyaluronanu sodného popsan¢ho v piikladu 3 byla rozpuSténa v 16 ml vodného roztoku
2-propanolu (50 % w/w) a nechana michat 18 hodin. Navazka 40 mg chloramidu hyaluronanu
popsan¢ho v piikladu 5 byla rozpusténa ve 4 ml demi-vody a nechina michat 2 hodiny. Oba
roztoky byly poté smiseny a nechany michat 30 minut. Poté byl vysledny smésny roztok
nadavkovan do suSiciho zafizeni na podlozku (hydrofobizované sklo) a ususen v uzavieném
prostoru pii teploté spodni desky 50 °C a teploté horni desky 20 °C. Doba suseni byla 7 hodin. Po
ususeni byl film sejmut z podlozky a uchovan pro dalsi pouziti. DS chloramidu hyaluronanu ve
vysledném materialu bylo stanoveno pomoci NMR na 20 %.

Priklad 34
Priprava pleteniny z vlaken z chloramidu hyaluronanu

Pro tvorbu vlakna byl jako vstupni surovina pouzit chloramid hyaluronanu pfipraveny dle
postupu 14. Rozpusténim tohoto polymeru v demineralizované vod¢ byl pfipraven roztok o
koncentraci 4,7 %. Po rozpusténi byl roztok pieveden do injekéni stiikacky a odplynén pomoci
centrifugy. Roztok byl davkovan rychlosti 200 pl/min do srazeci lazn¢ sloZzené ze smési kyselina
mlécna a isopropanol 1:4. Vlakno bylo navijeno rychlosti 1,45 m/min. Nasledné bylo vlakno
promyto v isopropylalkoholu a zasuSeno. Jemnost vlakna byla 9 tex, pevnost 1,0 N a taznost 11
%. DS chloramidu bylo stanoveno pomoci NMR na 34 %. Pro tvorbu pleteniny byla sdruzena a
zakroucena tii vlakna na prstencovém stroji pfi podavani 10 m/min a otackach vietene 3000 min
'; vysledny zakrut mél hodnotu 300 m’'. Z niti byla na dvoulizkovém osnovnim pletacim stroji
vyrobena oboulicni pletenina v trikotové vazbé s uzavienymi ocky. Vysledny pruh pleteniny mél
§itku 10 mm, plo§nou hmotnost 99 g.m™ a hustotu o¢ek 36 cm?.

Ptiklad 35

Priprava pleteniny z vlaken z lauroyl hyaluronanu a chloramidu hyaluronanu (4/1)
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Pro tvorbu vlékna byla jako vstupni surovina pouZita kombinace 400 mg lauroyl hyaluronanu
ptipraven¢ho podle piikladu 3 a 100 mg chloramidu hyaluronanu pfipravené¢ho dle ptikladu 14.
Navazka chloramidu hyaluronanu byla rozpusténa v 6 mL demi vody, nasledn¢ bylo pfilito
5,1 mL isopropanolu a pridana navazka lauroyl hyaluronanu (DS dle NMR 91 %, MW 300-
350 kDa). Byl ptipraven roztok o koncentraci 4,5 %, ktery byl pfeveden do injekéni stfikacky a
odplynén pomoci centrifugy. Nasledné byl roztok davkovan rychlosti 200 pl/min do srazeci 1lazn¢
slozené ze smési kyselina mlécna a isopropanol 1:4. Vldkno bylo navijeno rychlosti 1,32 m/min.
Nasledné bylo vlakno promyto v isopropylalkoholu, stabilizovano v acetonu a zasuSeno. Jemnost
vlakna byla 8 tex, pevnost 0,7 N a taznost 16 %. Pro tvorbu pleteniny byla sdruzena a zakroucena
tii vlakna na prstencovém stroji pii podavani 10 m/min a otackach vietene 3000 min™; vysledny
zékrut mél hodnotu 300 m™. Z niti byla na dvoulizkovém osnovnim pletacim stroji vyrobena
oboulicni pletenina v trikotové vazbé s uzavienymi ocky. Vysledny pruh pleteniny mél $itku
10 mm, plo$nou hmotnost 91 g.m™ a hustotu oéek 36 cm™,

Priklad 36

Priprava lyofilizatu oxycelul6za/chloramid hyaluronanu

Roztok oxyceluldzy (0,3 g, Mw 50 kg.mol') a chloramidu hyaluronanu (0,1 g) pfipraveného
podle postupu 5 ve 100 ml destilované vody byl po homogenizaci hned zamraZen pfi -50 °C a
lyofilizovan. DS chloramidu hyaluronanu bylo stanoveno pomoci NMR na 24 %.

Priklad 37

Priprava lyofilizatu alginat/ chloramid hyaluronanu

Roztok alginatu (0,3 g, Mw 40 kg.mol-1) a chloramidu hyaluronanu (0,1 g) pfipraveného podle
postupu 5 ve 100 ml destilované vody byl po homogenizaci hned zamrazen pti -50°C a
lyofilizovan. DS chloramidu hyaluronanu bylo stanoveno pomoci NMR na 26 %.

Priklad 38

Priprava lyofilizatu karboxymethylceluléza/ chloramid hyaluronanu

Roztok karboxymethyl celulozy (0,3 g, Mw 30 kg.mol-1) a chloramidu hyaluronanu (0,03 g)
ptipraven¢ho podle postupu 5 ve 100 ml destilované vody byl po homogenizaci hned zamrazen
pti -50 °C a lyofilizovan. DS chloramidu hyaluronanu bylo stanoveno pomoci NMR na 3 %.
Priklad 39

Priprava lyofilizatu chondroitin sulfat/ chloramid hyaluronanu

Roztok chondroitin sulfatu (0,03 g, Mw 45 kg.mol-1) a chloramidu hyaluronanu (0,3 g)
ptipraven¢ho podle postupu 5 ve 100 ml destilované vody byl po homogenizaci hned zamraZen
pti -50 °C a lyofilizovan. DS chloramidu hyluronanu bylo stanoveno pomoci NMR na 75 %.
Priklad 40

Priprava lyofilizatu hydroxyethyl celul6za/ chloramid hyaluronanu

Roztok hydroxyethyl celulozy (0,3 g, Mw 45 kg.mol-1) a chloramidu hyaluronanu (0,1 g)

ptipraven¢ho podle postupu 5 ve 100 ml destilované vody byl po homogenizaci hned zamrazen
pti -50 °C a lyofilizovan. DS chloramidu hyaluronanu bylo stanoveno pomoci NMR na 25 %.
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Priklad 41
Priprava lyofilizatu formyl hyaluronan / chloramid hyaluronanu

Roztok formyl hyaluronanu (0,3 g, Mw 45 kg.mol™) piipraveného podle ptikladu 4 a chloramidu
hyaluronanu (0,1 g) pfipraveného podle ptikladu 5, ve 100 ml destilované vody byl po
homogenizaci hned zamrazen pii -50°C a lyofilizovan. DS chloramidu hyaluronanu bylo
stanoveno pomoci NMR na 25 %.

Priklad 42
Priprava lyofilizatu chloramid hyaluronanu sitovan¢ho s CaCl,

Do roztoku chloramidu hyaluronanu (0,1 g) pfipraveného podle postupu 5 ve 100 ml destilované
vody bylo pridano 0,01g CaCl,.2H»O a sm¢s se michala 1 hodinu pti 20 °C. Po homogenizaci byl
vysledny viskézni roztok zamraZen pii -50 °C a lyofilizovan. DS chloramidu hyaluronanu bylo
stanoveno pomoci NMR na 64 %.

Priklad 43
Testovani antimikrobialni a antifungalni aktivity in vitro (obrazek 1 a 2):

Suspenze jednotlivych testovanych mikroorganismil byly p¥ipraveny o piiblizné koncentraci 10°
CFU/ml. Na povrch tryptonsojového agaru v Petriho miskach bylo vyockovano 100 pl suspenze
(pfiblizny pocet mikroorganismil aplikovanych na misku byl 10* CFU). Suspenze byla
rovnomérné rozetiena po povrchu celé misky sterilni klickou. Po vsaknuti suspenze do agaru
byly na jeho povrch steriln¢ pfeneseny testované vzorky ve formé ¢tvereckt. Misky s testovacimi
kmeny bakterii byly uloZeny ke kultivaci pti 37 °C na dobu 24 hodin. Byly testovany lyofilizaty s
chloramidem hyaluronanu ptipravené podle pfikladu 25 a samonosné filmy s obsahem
chloramidu hyaluronanu piipravené podle piikladu 32, pficemz jako kontroly byly pouzity
analogické cCtvereCky bez obsahu chloramidu hyaluronanu. Byly pfipraveny ctvereCky o
hmotnosti 8-12 mg a piibliznych rozmérech 15 mm x 15 mm. Pro testovani U¢innosti byla
zvolena difazni plotnova metoda (2D usporadani). Ke kultivaci byla pouzita neselektivni piida
(trypton-sojovy agar). Vzorky ¢tvereckil byly testovany na mikroorganismech — Bacillus subtilis,
Escherichia coli, Staphylococcus aureus, Candida Albicans (plisen), Pseudomona aeruginosa,
Staphylolococus epidermis. Z Obrazkli 1 a 2 je patrna vyrazn¢ vyssi inhibice ristu bakterii u
kompozic podle vynalezu s obsahem chloramidu hyaluronanu ve srovnani s kontrolou bez
chloramidu hyaluronanu.

Priklad 44
Testovani antiviralni aktivity jako test redukce plakii:

Pocet opakovani — 5, testovana latka pripravena podle piikladu 19, testovany vir CVB3 (Nancy)
v koncentraci 3x10E7, 5 PFU/ml, buiikovy substrat VERO

Postup:

Na butikovy substrat na Petriho miskach byl po dobu 30 minut adsorbovan vir nafedény 107 krat
v objemu 1,5 mL, v negativnich kontrolach bylo pouzito PBS bez viru. Vir byl odsat a bunky
provrstveny testovanou latkou (piipadné HA a PBS v negativnich kontrolach), inkubace 5 hodin
pfi 37°C a 5 % CO,. Bunky byly oplachnuty PBS a pfevrstveny mediem EMEM s 5 %
inaktivovaného FBS a 0,75 % agardzy. Inkubace 4 dny 37°C a 5 % CO,. Médium bylo
odstranéno a bunky barveny krystalovou violeti, pak byly spocitany plaky. Antivirova aktivita je
v testu tmerna redukci poctu plakd.
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popis skupiny inkubace s PFU na PM pramer SD
testovanou latkou
kontrola bunék s PBS 0 0 0 0 0 0 0
PBS
kontrola bunék s HA 1 % v PBS 0 0 0 0 0 0 0
HA
kontrola Chloramid HA 1% | 0O 0 0 0 0 0 0
toxicity v PBS
kontrola viru PBS 13 9 7 14 10 10,6 2,88
s PBS
kontrola viru HA 1 % v PBS 10 6 14 12 10 10,4 2,97
s HA
test 1 Chloramid HA 0,1 %| 5 7 10 8 9 7,8 1,92
v PBS
test 2 Chloramid HA 0,5 %| 8 5 8 7 8 7,2 1,3
v PBS
test 3 Chloramid HA1% | 4 1 2 3 3 2,6 1,14
v PBS

FBS - fetalni bovinni sérum, VERO - stabilizovand bunkova linie derivovana z ledviny
Cercopithecus aethiops, EMEM - Eaglovo minimalni esencialni médium, 3x10E7,5 PFU/ml je
koncentrace viru pouzitého na piipravu infekéni suspenze - 3x 10 na 7,5 plak tvoficich jednotek
na ml, PFU/ml je jednotka mmozZstvi viru, kde PFU jsou plak tvofici jednotky, PM - Petriho
miska, SD — smérodatna odchylka.

Z vysledkt je patrné, Ze pfitomnost chloramidu hyaluronanu inhibuje rdst virll (test 1, 2 a 3) v
porovnani se standardem ,,kontrola viri s HA®, pficemz vys§i koncentrace chloramidu inhibuje
intenzivngji.

PATENTOVE NAROKY

1. Chlorovany derivat kyseliny hyaluronové nebo modifikované kyseliny hyaluronové
nazyvany chloramid, ktery ma vodik amidické skupiny -NH-CO- substituovany atomem chloru
podle strukturniho vzorce -NCI-CO-, priCemz stupen substituce je 50 az 100 %, a pricemz
modifikovana kyselina hyaluronova je kyselina hyaluronova, ktera ma -OH skupiny z Casti
nahrazeny skupinou -O-CO-R? a/nebo -CH,-OH skupiny z ¢asti nahrazeny skupinou -CH=0
a/nebo -CO-OH skupiny z ¢asti nahrazeny skupinou -CO-OR?, kde R? je linearni fetézec s
obsahem uhlikd C; — Ci7 nebo aromaticky fetézec s maximalnim obsahem uhlikd C7.

2. Chlorovany derivat podle naroku 1, kde modifikovana kyselina hyaluronova je vybrana ze
skupiny zahrnujici ethylester, benzyl ester, formyl, lauroyl (C12), palmitoyl (C16), kaproyl (C6).

3. Chlorovany derivat podle kteréhokoli z narokti 1 az 2, kde jeho molekulova hmotnost je v
rozmezi 5 az 500 kg.mol™,

4, Zpasob piipravy chloramidu hyaluronanu nebo chloramidu modifikované kyseliny

hyaluronové definovaného v kterémkoli z narokii 1 az 3, vyznadujici se tim, Ze se pripravi vodny
roztok vychozi kyseliny hyaluronové nebo jejiho modifikovaného derivatu o molekulové
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hmotnosti v rozmezi 40 az 2200 kg.mol”, jehoZ koncentrace je v rozmezi 0,5 az 5 % hmotn.,
upravi se pH na rozmezi 2,5 az 7,5 a pak se prida kyselina trichlorisokyanurova nebo sodna stl
kyseliny dichlorisokyanurové v mnozstvi 0,3 az 1,5 ekvivalentd na disacharid hyaluronanu a
smés se necha reagovat 5 az 72 hodin pii teploté 5 az 40 °C, nacez se vznikly chloramid izoluje
vysrazenim.

5. Zpusob ptipravy podle naroku 4, vyznacujici se tim, Ze se pH upravi na rozmezi 4 az 6.

6. Zptsob piipravy podle naroku 4, vyznadujici se tim, Ze Gprava pH se provede pridanim
kyseliny octové v mnozstvi 0,2 az 7 ekvivalentd na disacharid hyaluronanu.

7. Antimikrobialni, antifungalni a antivirova kompozice, vyznadujici se tim, Ze obsahuje
derivat definovany v kterémkoli z narokli 1 az 3 v koncentraci 10 az 99 % hmotn. a aditivum
vybrané ze skupiny zahrnujici vodu, chlorid sodny, chlorid vapenaty, glycerol, kyselinu
hyaluronovou, chondroitin sulfat, alginat sodny, oxycelulézu, karboxymethylcelulozu,
hydroxyethylcelulozu nebo modifikovanou kyselinu hyaluronovou, ktera ma -OH skupiny z Casti
nahrazeny skupinou -O-CO-R? a/nebo -CH,-OH skupiny z ¢asti nahrazeny skupinou -CH=0
a/nebo -CO-OH skupiny z &asti nahrazeny skupinou -CO-OR?, kde R? je linearni fetézec
s obsahem uhlikl C; — Ci7 nebo aromaticky fetézec s maximalnim obsahem uhlikd C;7.

8. Kompozice podle naroku 7, vyznacujici se tim, ze je ve form¢& roztoku nebo gelu ve
vodném rozpoustédle.

9. Kompozice podle naroku 7, vyznacujici se tim, Ze je ve formé pevného substratu vybraného
ze skupiny zahrnujici samonosny film, lyofilizat, vrstvu ze staplovych vlaken - netkanou textilii,

nekonec¢né vlakno, tkaninu, pleteninu, splétanou textilii nebo vrstvu nanovlaken.

10. PouzZiti chlorovaného derivatu definovaného v kterémkoli z naroka 1 az 3 pro ptipravu kryt
ran nebo pro piipravu implantabilnich zdravotnickych prostiedk.

11. Pouziti kompozice definované v narocich 7 az 9 pro ptipravu krytl ran nebo pro ptipravu
implantabilnich zdravotnickych prostiedk.

3 vykresy
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Chloramid HA kontrola
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