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Samonosny, biodegradabilni film na bazi hydrofobizované kyseliny hyaluronové, zpusob
jeho pFipravy a pouziti

Oblast techniky

Vynalez se tyka samonosného biodegradabilniho filmu na bazi hydrofobizované kyseliny

hyaluronové, zpisobu jeho pripravy a pouZiti zejména v medicinskych aplikacich diky své fizené
rozpustnosti, biodegradovatelnosti, povrchové morfologii, mechanickym a dal§im vlastnostem.

Dosavadni stav techniky

Kyselina hyaluronova nebo jeji sul (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-acethyl-glukosaminem.

Jedna se o latku, ktera se piirozen¢ nachazi v organismu, kde je soucasti extracelularni matrix, plni
lubrikacni funkci v kloubech, o€ich apod. Interaguje rovnéz s receptory bunék, ¢imz dokaze buiky
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 prostredi vody ¢i t€lnich
tekutin, je nutné ji pro fadu aplikaci modifikovat. Typu modifikaci je cela fada, za vSechny lze
uvést, napr. pripravu rozpustné formy HA derivatizované tyraminem, ktera po pfidani sitovacich
¢inidel vytvori nerozpustnou hydrogelovou sit” (Calabro, Darr et al. 2004, Wolfova, Pravda et al.
2013). Rozpustnost HA fetézce 1ze také snizit navazanim hydrofobnich skupin (Valle and Romeo
1987, Smejkalova, Huerta-Angeles et al. 2014, Séudlova, Bétak et al. 2014). Takovy derivat je pak
nerozpustny ve vodném prostfedi a rozpustny povétSinou ve smési vody a organického
rozpoustédla (dle stupné substituce hydrofobnim fetézcem v kombinaci s molekulovou hmotnosti).

Mezinarodni patentova prihlaska WO 2014082609 (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 reakci hyaluronanu s
karboxylovou kyselinou disponujici dlouhym fetézcem, pri¢emz aktivace je provedena pomoci
2.,4,6-trichlorbenzoové kyseliny (TCBA) nebo jinym organickym chloridem.

Jednou se zajimavych aplikacnich forem hydrofobizované¢ho hyaluronanu je pfiprava tenkych
filmu pro externi ¢i interni vyuziti. Filmy, které jsou pouzitelné¢ v medicinskych aplikacich, jsou
znamy, napt. Seprafilm byl pouzit k prevenci srustu pfi opakovani laparotomie. Seprafilm je
prihledna adhezni bariéra slozena ze dvou anionickych polysacharidi, HA a
karboxymethylcelulézy, které byly dohromady zesitény 1-(3-dimethylaminopropyl)-3-
ethylcarbodiimide hydrochloridem (EDC) (Altuntas, Kement et al. 2008, Beck 2008).

Na bazi experimentalni pak bylo pfipraveno nékolik filmu obsahujicich HA, napt. Luo, Y. et al.
(2000). Rovn¢Zz nékteré patentové dokumenty popisuji pfipravu filmu z nerozpustného nebo
zesitén¢ho hyaluronanu, prip. hyaluronanu ve smési s dal§im polymerem (Becker, Dayton et al.
1996, Beck 2008). Vrstva hyaluronanu byla pouzita i v patentovém dokumentu CN 202822230,
kde se vSak nejedna o samonosny film a navic je uveden pouze nativni hyaluronan. Nativni
hyaluronan spolu s lecitinem pfidanym ke zvySeni hydrofobicity byl popsan v ¢lanku
(Bialopiotrowicz et al., 2006). Dalsim filmem, pouzitym pro pfipravu mimo jiné i antiadhezni
bariéry, je film epoxidového derivatu hyaluronanu, ktery je pfipraven srazenim v organickém
rozpoustédle (EP 2644623).

Filmy dle US prihlasky vynalezu 20100092545 jsou pfipraveny z ve vodé rozpustnych, ¢i
nerozpustnych polymeru, s vyhodou polyethylenoxidu, jejich pfedpokladanym pouzitim je
alternativa oralnich lékovych forem. Z toho duvodu je velmi dualezité, aby distribuce 1éCiva byla
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homogenni (rozdil mezi vzorky do 10 %) a béhem pfipravy filmu nedochazelo k agregaci a
redistribuci 1éCiva. Toho je dosaZzeno predevsim tim, Ze je polymer davkovan ve vysoké viskozité
(ta muze byt dale zvysena pridavkem dalSich latek jako alginatu, karagenanu, guarové gumy a
dalsich) a pridany mohou byt 1 stabilizatory, které pravé agregaci a migraci 1¢iva zabranuji. Dale
cast rozpoustédla musi byt odstranéna béhem prvnich 10 minut, aby z polymemiho roztoku vznikl
viskoelasticky film, ve kterém jiz migrace a agregace 1éCiv dle autora probihat nemuze. Toho je
dosazeno aplikaci vysoké teploty, ktera vSak u hyaluronanu a jeho derivati nemuze byt pouZita,
protoze by vedla k degradaci filmu. V US 20100092545 neni fesen vysledny vzhled filmu, ktery
je ovlivnén adhezi filmu k podloZce béhem suseni a po vysuseni. Hrubost povrchu filmu neni také
stanovovana a ovliviiovana. Takto modulovatelné vlastnosti filmu jako je bobtnavost a rychlost
degradace se¢ v tomto dokumentu nepopisuji. Preferenci autoru, vzhledem k aplikaci je, aby se
filmy ve vodném prostredi rozpustily.

Patentovy dokument JP 06025306 popisuje syntézu vysokosubstituovanych acylovanych derivata
hyaluronanu a jejich pouziti pro pfipravu vlaken a filmi. Syntéza zahmuje pripravu suspenze
polysacharidu v organické kyseling. JelikoZz se jedna o suspenzi, je polysacharid v systému
rozpus$tén nedokonale a tim dochazi k nehomogennim reakcim a ztrat€¢ kompatibility polysacharidu
v systému. Autofi uvadi, Ze reakce je katalyzovana superkyselinou — v tomto pfipad¢
superelektrofilnim anhydridem kyseliny trifluoroctové, ktery bourlivé reaguje s vodou. Riziko v
pfipad¢ industridlnich procesu je tedy znacné. Rezidua kyseliny trifluoroctové, ktera vznika
hydrolyzou anhydridu pii kontaktu se vzdusnou vlhkosti mohou byt v produktech zachyceny a
predstavuji vysoké nebezpeci pri pouziti derivata v biomedicinskych aplikacich (Maeda N. et al.,
2014). Navic se prfi syntéze derivatu pouzivaji chlorovana rozpoustédla, jejichz pouziti FDA ve
zdravotnickych prostfedcich nedoporucuje z duvodu vysokého rizika prenosu jejich rezidui do
vlaken a filmu. Patentovy dokument zminuje pfipravu vlaken a filmu jen velmi obecné a nezabyva
s¢ stanovenim jejich vlastnosti.

Dle dalsi US prihlasky vynalezu US 20120088832 je popisovana pfiprava porézniho filmu na bazi
hyaluronanu a alginatu, pficemz film by mél byt vyuzit v mediciné zejména jako antiadhezni
pfipravek. Jedna se o zesiténou interpenetrujici sit” porézniho charakteru. V prikladech tohoto
dokumentu neni zmin¢no nic o bobtnavosti, biodegradaci, rozpustnosti filmu a neni uvedeno
stanoveni zbytkovych rozpoustédel.

K pfipravé filmu v patentovém dokumentu EP 0216453 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 nizkomolekulami nebo
aromatické alkoholy. Postup pfipravy samonosné¢ho filmu zahruje rozpusténi esteru HA v
dimethylsulfoxidu (DMSO), po rozpusténi je nanesen na sklo, sklo je ponofeno do etanolu, ktery
extrahuje DMSO (v etanolu neni film rozpustny) a film je posléze sloupnut ze sklenéné podlozky,
promyt etanolem, vodou a opét etanolem. Vysledny film je suSen po dobu 48 hodin pri 30 °C v
kompresnim zatiZeni.

Rovnéz v patentovém dokumentu US 20040192643 jsou uvedeny filmy z hydrofobizovaného
hyaluronanu, vyhodné benzoyl derivatu HA. Opét je provedena substituce na karboxylu, kdy je za
ucelem dosazeni nerozpustnosti hyaluronanu zablokovano az 80 az 100 % vsech karboxylovych
skupin HA. Postup pfipravy filmu v podstaté odpovida jiz zminovanému postupu uvedenému v EP
216453 vyse. Nicméng suseni filmu probiha pfi 63 °C po dobu 30 minut ve vakuu.

Extrakci DMSO do jiného rozpoustédla mohou vznikat nekontrolovatelné¢ povrchové defekty,
které¢ v nékterych aplikacich mohou byt nepfijatelné. Navic, pfi nutnosti pouziti extrakéniho
rozpoustédla nelze zaruéit nizkou koncentraci zbytkovych rozpoustédel v kone¢ném produktu. V
Jiz zminéném patentovém dokumentu EP 0216453 ani v US 20040192643 neni zde zminka o
mechanickych, fyzikalnich ani biologickych vlastnostech filmii.

Patentovy dokument WO 2010137374 popisuje samonosnou polymemi permeabilni membranu
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zahmujici blokovy kopolymer, ve kterém jsou vzajemné kovalentné spojeny hydrofilni polymermni
a hydrofobni polymemi slozky, pficemz hydrofilni polymemi slozka vytvafi kolmo orientované
valcovité struktury a hydrofobni polymerni slozka je zesitovatelnd. Membrana je tedy tvorena
kovalentné zesitovanym blokovym polymerem. Neni zde zadna zminka o kyselin¢ hyaluronové.
Pokud jde o postup tvorby takovéto membrany, nutna je pritomnost tzv. ,sacrificing layer na
podlozku, na ktery se nanese roztok blokového polymeru, pfi¢emz po odpareni rozpoustédla se
provede fotozesiténi hydrofobni polymemi slozky blokového kopolymeru a nasledné je treba
,sacrificing layer® ze vzniklé membrany odstranit rozpusténim nejlépe v rozpoustédle, ve kterém
neni vlastni membrana rozpustna.

Jak jiz bylo uvedeno vyse, mezi nevyhody dosud znamych filmi na bazi kyseliny hyaluronové
patfi zejména jejich vicestupiiova komplikovana priprava nebo proces pripravy, ktery nelze vyuzit
pro hyaluronan a jeho derivaty. Autofi nékterych patentu ¢i piihlasek neuvadéji moznost ovlivnit
rozpustnost, bobtnavost a biodegradabilitu filmu, coz je pfi aplikaci ve zdravotnickych prostfedich
zadouci. Vzhled filmu a jeho mechanické vlastnosti mohou byt ovlivnény opakovanym stykem s
rozpoustédlem v pripadé postupu dle patentu EP 0216453 ¢i1 US 20040192643 (etanol, kterym je
DMSO extrahovan, je srazedlem hyaluronanu). Dale pak je pouzivano, napt. DMSQO, kter¢ nelze v
piijatelné dob¢ odstranit susenim. Dalsi nevyhodou je pouzivani velkého mnozstvi rozpoustédel a
dale pak moznost vyskytu zbytkovych rozpoustédel v produktu. Nékteré postupy kromé
hyaluronanu pouzivaji dalsi polymery, aby s¢ zvysila nerozpustnost vysledného materialu ¢i aby
ovlivnily vlastnosti vychoziho roztoku polymeru.

Podstata vynalezu

Vyse uvedené nevyhody dosavadnich feseni pifekonava samonosny film na bazi esteru
kyseliny hyaluronové podle vynalezu, jehoz podstata spoiva vtom, Ze obsahuje Cio-Caa-
acylovany derivat kyseliny hyaluronové podle obecného vzorce (I)

OR 1

kde R je H nebo Na*, akde R! je H nebo —C(=0)CHy, kde x je celé ¢islo v rozmezi 9 az 21 ay je
celé Cislo vrozmezi 19 az 43 a CiHy je lineami nebo rozvétveny, nasyceny nebo nenasyceny
fetézec Co—C,1, pficemz alesponi v jedné opakujici se jednotce jeden nebo vice R! je tvoren
-C(=0)C\Hy akde n je v rozmezi 250 az 1000. S vyhodou film podle vynalezu obsahuje palmitoyl
hyaluronan, nebot’ kyselina palmitova je v téle odbouravana B-oxidaci mastnych kyselin.

Film podle feSeni obsahuje Cio—C»2 acylovany derivat hydrofobizovaného hyaluronanu, pficemz
jedna ¢i vice vazeb v C1o—C2 acylech muze byt nenasycenych a kde Cio—Cz acyl je s vyhodou
vazan pouze na primarnim alkoholu v pozici 6 N-acethyl glukosaminu. Nejsou tedy modifikovany
karboxylové skupiny, jejichz zachovani je nezbytné k ovlivnéni interakce hyaluronanu s
receptorem CD44, ktery zprostiedkovava interakci, adhezi a migraci bun¢k a také se podili na
interakci bunky s hyaluronanem. Bylo prokazano, ze ¢im vysSi stupen substituce karboxylu
hyaluronanu, tim hure probiha interakce bun€k 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 primami a/nebo sekundami skupiny, a to zejména pfi pozadavku vysSich stupna
substituce, které jsou pro vétsinu aplikaci nezbytné.

Film podle feSeni, tedy v podstaté fyzikaln¢ sitény hydrogel, pripraveny z Ci—Ca-acylovaného
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derivatu kyseliny hyaluronové podle vzorce 1 vySe, je necytotoxicky vuci burikam, je
biokompatibilni a biodegradabilni i v pfipad¢ pouZiti vysoce substituovaného derivatu (az okolo
100 % stupné substituce acylem). Pro aplikace v medicing, kde je pfedpokladem, Zze film bude
mechanicky zat¢Zovan (antiadheze, tkanové inZenyrstvi aj.) je vyhodnéjsi pouzit namisto
kovalentné zesitén¢ formy, ktera je po nabobtnani Casto kfehka, formu nerozpustnou ve vodném
prostredi, tedy film podle vynalezu. Ten po hydrataci vytvofi odolnou pruznou membranu, kterou
1ze do uréité miry mechanicky namahat (protazenim, ohybem, kompresi).

Vuci buikam jsou filmy netoxické (testovani in vitro).

Podle vyhodného provedeni feseni 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, vyhodné&ji 2
x 10° az 3 x 10° g/mol.

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

Stupen substituce 100 % znamena, ze kazda primami alkolicka skupina (-C6) dimeru hyaluronanu
je substituovana jednim alifatickym fetézcem. Stupen substituce nad 100 % znamena, ze kromé
kazd¢ primami alkoholické skupiny (-C6) dimeru je nahodné substituovan také sekundarni alkohol
(-C4 na N-acethylglukosaminu) ¢i (-C2 nebo -C3 kyseliny glukuronove¢).

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

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

V pripad¢ suchych, nehydratovanych filmu dle tohoto feseni je Younguv modul pevnosti nezavisly
na stupni substituce, substituentu a molekulové hmotnosti HA. V hydratovaném stavu je z
technickych davodua velmi obtizné Youngiv modul pevnosti kvantifikovat, avSak pomoci
vizualnich testi 1ze vyhodnotit, Ze se snizujici se molekulovou hmotnosti klesa houZevnatost filmu,
film se stava kiech¢im. Rovné€z se zvySujicim se stupném substituce se zvySuje Youngiv modul
pevnosti v hydratovaném stavu.

Podle jest¢ dalSiho vyhodného provedeni feSeni povrchova hrubost RMS (stfedni kvadraticka
hodnota) alespon jedné z ploch filmu je v rozsahu 0,5 az 100 nm, s vyhodou v rozsahu 0,5 az 2 nm.

Roztok muze byt s vyhodou rizné upravovan, mohou byt do ného vmichany biologicky aktivni
latky, 1¢¢iva a dalsi komponenty, pficemz biologicky aktivni latka je vybrana ze skupiny zahmujici
farmaceuticky a kosmeticky aktivni latky, s vyhodou vitaminy, lé¢iva s vyhodou cytostatika,
steroidy, dale fytoextrakty, fytokomplexy nebo fytoaktivni latky apod.

Jedine¢né rysy filmu podle tohoto feseni jsou: 1) film je sloZzen pouze z hydrofobizovaného
hyaluronanu, 2) nejsou vyuzity syntetické polymery, 3) neobsahuje Zadna toxicka rozpoustédla, 4)
pfipadna zbytkova rozpoustédla jsou netoxicka a jsou pod limity pro medicinské pouziti, 5)
modifikaci stupn¢ substituce hyaluronanu lze fidit bobtnavost a rozpustnost filmu, 6) modifikaci
stupn¢ 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 prilnavosti ke stén¢ suSiciho zafizeni jsou tlustsi, hodnocen je pak zbytek
filmu), 8) lze fidit povrchovy vzhled filmu, 9) 1ze fidit mechanické vlastnosti filmu, zejména pak
v hydratovaném stavu 10) hrubost RMS muze byt pod 2 nm, 11) lze fidit tloustku filmu, 12) film
je neadherentni pro buriky, 13) film neobsahuje tzv. "skin surface". "Skin surface" je povrchova
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krusta, diky kter¢ by se film deformoval, kroutil a pod niz by se mohly formovat bubliny. Vznika
pii suseni polymemiho roztoku na vzduchu, kdy v blizkosti povrchu se Casto objevuje vrstva
vysoce koncentrovaného polymeru. Tato vrstva ma velmi odlisné reologické vlastnosti od zbytku
filmu. Suseni filmu dle tohoto vynalezu probiha tak, Ze film neni otevien svému okoli, tedy susi se
pomaleji, existuje vyssi tenze par rozpoustédla nad roztokem. Toto uspofadani napomaha tomu,
aby povrchova krusta nevznikla. S prekvapenim bylo zjist€éno Ze 1 kdyz byla mira vlhkosti
v uzavfeném prostoru pfi suseni filmu nizka, k tvorbé povrchové krusty nedochazelo.

Ve filmech podle feSeni nebyla nalezena rezidua hydrofobizacnich cinidel, kterd by mohla
pochazet z podlozky, na kter¢ je film pripravovan.

Oproti postupum dle stavu techniky je zpusob pfipravy filmu podle feseni velmi jednoduchy a
spociva v rozpusténi hydrofobizovaného hyaluronanu (jakékoliv popsané molekulové hmotnosti a
jakémkoliv popsaném stupni substituce) v prislusném rozpoustédle, nadavkovani na definovanou
podlozku a odpafeni rozpoustédla v usporadani, kdy je vyssi tenze par rozpoustédla 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 podlozce za soucasn¢ho zahfivani nebo chlazeni homi plochy filmu (suSeni v
teplotnim gradientu a uzavieném systému). Zpusob pfipravy filmu podle feseni je tedy velmi levny
a jednoduchy. Dilezité také je, ze povrch filmu podle feseni je na plose, kterou priléhal k podlozce
(. spodni plocha filmu) velmi hladky (RMS do 2 nm), na protilehl¢ strané filmu (). horni plocha
filmu) je pak hrubsi dle podminek suseni a typu derivatu.

Podle dalSiho aspektu se dale feSeni tyka zpusobu pripravy filmu, ktery spociva v tom, Ze se
pfipravi roztok obsahujici Cio-Caz2-acylovany derivat kyseliny hyaluronové podle obecného vzorce
(D) vyse ve smési vody a Ci-Cs alkoholu, s vvhodou propan-2-olu, ktery se micha, nacez se nanese
na podlozku a susi se v uzavieném prostoru.

Podle dalSiho vyhodného provedeni zpusobu podle feSeni je v roztoku mnozstvi Cio-Caa-
acylovaného derivatu kyseliny hyaluronové v rozsahu 0,5 az 3 hmotn. %, obsah C,-Cs 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. %. Piipravovany roztok ma poméme¢ nizkou viskozitu, ¢imz se zamezi vzniku bublin pfi
michani a davkovani roztoku.

Podle jesté dalSiho vyhodného provedeni zptsobu podle feseni se roztok micha po dobu 20 az 72
hodin, s vvhodou 20 az 48 hodin.

Podle dalsiho vyhodného provedeni zpusobu podle feseni je, Ze suSeni filmu probiha v uzavieném
prostoru pii 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 dalsiho vyhodného provedeni zptisobu podle feseni plati, Ze se suseni v teplotnim gradientu
provede zahfivanim spodni plochy filmu spocivajici na podlozce na teplotu, ktera je alesporio 1 °C
vy$S$i, nezZ je teplota, na kterou se zahrfiva 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 homni plocha filmu se zahfiva nebo chladi v rozsahu 10 °C az 59 °C. Jesté vyhodnéji se
spodni plocha filmu spocivajici na podloZce zahfiva na teplotu 50 °C a protilehla horni plocha
filmu se chladi na teplotu 20 °C. Pri aplikaci teplotniho gradientu se film susi v uzavieném
prostoru.

Podle jesté dalsiho vyhodného provedeni zpiisobu podle feseni se roztok v teplotnim gradientu susi
po dobu 6 az 12 hodin, s vyhodou 6 hodin.
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Vyhodou pfipravy filmu dle tohoto feSeni je to, Ze je ve vodném prostiedi nerozpustny a je tvoren
jen samotnym acylovanym hyaluronanem podle obecného vzorce I, definovaném vyse, bez
nutnosti piidavku sitovacich ¢inidel a dalSiho zpracovani.

Roztok muze byt s vyhodou rizné upravovan, mohou byt do ného vmichany biologicky aktivni
latky, 1¢¢iva a dalsi komponenty, pficemz biologicky aktivni latka je vybrana ze skupiny zahrmujici
farmaceuticky a kosmeticky aktivni latky, s vyhodou vitaminy, lé¢iva s vyhodou cytostatika,
steroidy, dale fytoextrakty, fytokomplexy nebo fytoaktivni latky apod.

Podle jesté dalsiho vyhodného provedeni zpiisobu podle feseni je podlozkou polymer vybrany ze
skupiny obsahujici polyvinylalkohol, polypropylen, polyethylen, polyoxymethylen nebo
polystyren. Dale pak je podlozkou hydrofobizované sklo. Ve vyhodném provedeni je pouzito
hydrofobizované sklo. Kontaktni uhel smaceni povrchu podlozky demi vodou je v rozsahu 30° az
120°, s vyhodou 50° az 70°.

Vyhodou vyse popsan¢ho zpusobu podle feseni je kromé jednoduchosti také moZznost pripravit ze
strany podlozky (tj. spodni plochy filmu) velmi hladky povrch filmu diky vybéru podlozky, ktery
je sam o sob¢ hladky.

Jako velmi uziteCna se jevi moznost ovlivnit deformaci a celkovy vzhled filmu tim, Ze je
ovliviiovana adheze (interakce) polymeru, suSiciho se a such¢ho filmu k podloZce, na kterou je
roztok davkovan a na které probiha suseni. Idealni je, pokud je polymemi film na podlozku zcela
naadherovan, nedochazi k samovolnému sloupnuti filmu, a pfitom ho lze z podlozky sejmout jen s
pouzitim minimalni sily.

Dobra smacivost povrchu podlozky roztokem polymeru je prvnim stadiem adheze. Adhezi susSiciho
se a suchého filmu podle feseni k podloZce a tim 1 vzhled filmu lze ovlivnit vybérem podlozky s
riznou smacivosti povrchu vyjadfenou kontaktnim uhlem. Pro kazdy typ derivatu (rizna
modifikace, rizna molekulova hmotnost a rizny stupen substituce) lze pak s vyhodou vyuzit
podlozky se zcela konkrétni hodnotou smacivosti. V pfipadé dobfe naadherovanych filma je po
sloupnuti jejich povrch rovny, v pfipadé mén¢ naadherovanych ¢i neadherujicich filmu je pak jejich
povrch vice ¢1 mén¢ zdeformovan ¢i smrstén. S vyhodou se jako podlozky pouziji hydrofobizovana
skla.

Film je pfipraven odpafenim smési organického rozpoustédla (typicky alkoholu) s vodou. Povrch
takto pfipraven¢ho filmu ma povrchovy vzhled a hrubost RMS fizenou dle vybéru optimalnich
rozpoustédel, derivatu, podminek suSeni a podlozky a muze byt pfipraven jako transparentni.
Tloustka filmu se pohybuje od 2 az 100 um, s vyhodou pak mezi 5 az 25 um. Diky zpusobu
pfipravy filmu na podloZce s modulovatelnou smacivosti lze ovlivnit adhezi filmu k podloZce a tim
1 morfologii povrchu filmu.

Priprava filmu probiha tak, Ze roztok acylovan¢ho derivatu hyaluronanu o pomémé nizké viskozité
je po dostatecném rozmichani nadavkovan na vhodnou podlozku a usu$en. Nizkou viskozitou
roztoku nadavkovaného na podlozku je zamezeno vzniku bublin pfi michani a davkovani roztoku.
Posléze je film z podlozky sejmut. Doba suseni filmu se pohybuje dle objemu a koncentrace
roztoku a dale dle nastavenych teplot a pouzitého rozpoustédla od 5 do 12 hodin. Film obsahuje
méné nez 0,02 % rozpoustédla, napf. isopropanolu, ¢imz bezpecné napliuje pozadavky na
mnozstvi zbytkovych rozpoustédel pro lékarské pouziti. Takovy material 1ze pouzit ke konstrukei
zdravotnického prostfedku. Vyhodou zpusobu pfipravy takového filmu podle feseni je to, Ze je ve
vodném prostifedi nerozpustny a je tvofen jen samotnym modifikovanym hyaluronanem bez
nutnosti piidavku sitovacich ¢inidel a dalSiho zpracovani.

Film podle feSeni se mize pouzit naptiklad pro vyrobu antiadheznich bariér a k dalsim aplikacim
v humanni 1 veterinarni medicing. Degradace filmu v lidském téle je modulovatelna dle pouzité
molekulové hmotnosti derivatu a stupni substituce hyaluronanu alkylem a pohybuje se od n¢kolika
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hodin po nékolik mésicu. Acylované denivaty HA 1 folie z nich pfipravena jsou degradovatelng in
Vitro.

Bobtnavost filmu, pfip. jeho rozpustnost je fizena také pouzitou molekulovou hmotnosti derivatu
a stupném substituce hyaluronového fetézce Cio-Coz alkylem.

Dulezité je, ze oproti derivatuim popsanym v patentovych spisech dle stavajiciho stavu techniky,
film podle feSeni obsahuje pouze Cio-C2 — acylovany derivat kyseliny hyaluronové, ktery ma
zachovany veskeré karboxylové skupiny kyseliny glukuronové, coz jsou skupiny odpovédné za
biologické vlastnosti hyaluronanu.

Dal§im aspektem feSeni je ovlivnéni povrchového vzhledu filmu tim, Ze je ovlivnéna adheze
vysuSeného polymeru k podlozce, na které je film pfipravovan. Vysledkem muze byt velmi rovny
film bez vrasnéni a smrsténi.

Podle jesté dalsiho provedeni se film podle feseni, jak je definovany vyse, pouZzije v medicinskych
aplikacich, biotechnologickych aplikacich nebo jako podklad pro depozici aktivnich komponent
ke konstrukci zdravotnického prostfedku, jako jsou napriklad antiadhezni bariéry, nebot’ na né
neadhenyji buriky. Dale mezi vyhodné medicinské aplikace, ve kterych lze film podle vynalezu
pouzit, patfi napfiklad medicinské farmaceutické aplikace, jako napfiklad 1écba chronickych a
akutnich ran, dale napf. dentalni aplikace.

Definice pojmu

Terminem ,stupen substituce” se rozumi pocet Cio-Cz acyli pfipojenych na 100 dimeri
hyaluronanu. Napf. stupeii substituce 2 % znamena, ze 2 z kazdych 100 dimeri hyaluronanu je
substituovano Co-Cz; acyly. Pfi substituci je atom vodiku z primami hydroxylové skupiny N-
acethyl-glukosaminu nebo ze sekundamich OH skupin kyseliny glukuronové nahrazen Cio-Ca:
acylem.

Termin ,film* znamena samonosnou tenkou polymerni folii, plosny utvar.
Termin , plocha filmu® znamena obsah filmu vypoéteny z jeho rozméru (v m?).

Termin ,,zdravotnicky prostfedek® znamena pomiicku pouZitou samostatné nebo v kombinaci s
jakymkoliv prislusenstvim ke specifickému pouziti pro diagnostické nebo 1écebné ucely, napftiklad
antiadhezni bariéra.

Termin ,,uzavieny prostor™ znamena prostor, ve kterém probiha suseni filmu za urcité teploty nebo
v teplotnim gradientu a ktery je uzavieny bez volného pfistupu okolniho vzduchu.

Termin "kondiciované médium" znamena THP-1 (nadorova linie lidskych monocyti)
kondiciované¢ médium, coz je standardni RPMI médium (Roswell Park Memoral Institute
médium) obohacené o 10% fetalni bovinni sérum, ve kterém byly kontinualné¢ kultivovany bunky
lidské linie THP-1 po dobu 7 dni. Burtiky THP-1 jsou pouzivany jako model lidskych monocytu a
produkuji kromé fady rustovych faktori a cytokinu i1 enzymy zpusobujici degradaci slozek
extracelulami matrix, prfedevS§im matrix metaloproteinazy, hyaluronidazy ¢i esterazy. Pred
pouzitim ¢i zamrazenim bylo médium centrifugovano a filtrovano pres 0,22 pm filtr, pro zajisténi
Cistoty a sterility.

Objasnéni vvkresu

Obr. 1: vliv adheze filmu (a, b) na bazi oleyl derivatu hyaluronanu sodn¢ho na jeho povrchovy
vzhled (c),
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obr. 2: vliv adheze filmu na bazi palmitoyl derivatu hyaluronanu sodn¢ho na jeho povrchovy
vzhled,

obr. 3: porovnani filmu pfipravenych dle Prikladi 2 (b) a 18 (a) po tfech tydnech degradace v
kondiciovaném médiu,

obr. 4: potvrzeni pfitomnosti oligosacharidi na bazi HA pomoci HPLC. Plna Cerna ¢ara = film dle
pfikladu 2 (D2) degradovany v pfitomnosti BSA, Seda teCkovana ¢ara = film dle prikladu 2 (D2)
degradovany bez pridavku BSA; Seda prerusovana ¢ara= standard HA4 (fr = 8.9 min), HA6 (tr =
14,6 min),

obr. 5: potvrzeni pritomnosti oligosacharidu na bazi HA pomoci HPLC. Plna ¢erna ¢ara = derivat
o stupni substituce 100 % a MW 2,04 x 10° g/mol (TP 11) degradovany v pfitomnosti BSA, Seda
teGkovana ¢ara = derivat o stupni substituce 100% a MW 2,04 x 10° g/mol (TP 11) degradovany
bez pridavku BSA; Seda pferuSovana cara = standard HA4 (fr = 8,9 min), HA6 (t&r = 14,6 min),

obr. 6: morfologie filmu pfipraveného dle prikladu 16 ze strany podlozky,

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

obr. 8: indukce bunécné smrti po 24 hod inkubace s filmem pfipravenym dle prikladu 1 na bazi
palmitoyl derivatu hyaluronanu sodného,

obr. 9: indukce bunécné smrti po 72 hod inkubace s filmem pfipravenym dle prikladu 1 na bazi
palmitoyl derivatu hyaluronanu sodného,

obr. 10: indukce bunééné smrti po 72 hod inkubace s filmem pfipravenym dle prikladu 1 na bazi
palmitoyl derivatu hyaluronanu sodného,

obr. 11: bunécné antiadhezni vlastnosti filmu, A - film pfipraveny dle pfikladu 17, lic, B — film

pripraveny dle pfikladu 17, rub, C — film pfipraveny dle piikladu 2, lic, D — film pfipraveny dle
pfikladu 2, rub, CTRL - kontrola

Priklady uskuteénéni vynalezu

Priklad 1 Priprava filmu na bdzi palmitoyl derivatu hyaluronanu sodného

Navazka 100 mg palmitoyl derivatu hyaluronanu sodného o stupni substituce 100 % a molekulové
hmotnosti 2,8x 10° g/mol byla rozpusténa ve 20 ml 55% roztoku isopropylalkoholu a nechana michat
min. 72 hodin. Roztok byl po rozmichani nadavkovan na hydrofobizované sklo o hodnot¢ smacivosti
demi vodou 61° (+/- 2°) a ususen v uzavieném prostoru, v teplotnim gradientu pfi teploté spodni
desky 50 °C a teploté homi desky 40 °C po dobu 12 hodin. Po ususeni byla folie zhodnocena,
sejmuta z hydrofobizovan¢ho skla a charakterizovana. Tloustka takto pripraven¢ho filmu byla
stanovena na piiblizn¢ 15um. Susina byla stanovena na hodnotu okolo 92 %.

Priklad 2 Priprava filmu na bdzi palmitoyl derivdtu hyaluronanu sodného

Navazka 100 mg palmitoyl derivatu hyaluronanu sodného o stupni substituce 100 % a molekulové
hmotnosti 2,12 x 10° g/mol byla rozpusténa ve 20 ml 55% roztoku isopropylalkoholu a nechana
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 teplot¢ homni desky 20 °C po dobu 6 hodin. Po ususeni byla félie zhodnocena,
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sejmuta z hydrofobizovan¢ho skla a charakterizovana. Tloustka takto pripraveného filmu byla
stanovena na pfiblizn¢ 15 um.

Priklad 3 Priprava filmu na bdzi palmitoyl derivatu hyaluronanu sodného

Navazka 100 mg palmitoyl derivatu hyaluronanu sodného o stupni substituce 55 % a molekulové
hmotnosti 6,0 x 10° g/mol byla rozpusténa ve 20 ml 50% roztoku ethylakoholu a nechana michat
min. 20 hodin. Roztok byl po rozmichani nadavkovan na polyethylenovou podlozku o hodnoté
smacivosti demi vodou 79° (+/- 4°) a usuSen v uzavieném prostoru, v teplotnim gradientu pri 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
priblizn¢ 15 pm.

Priklad 4 Priprava filmu na bdzi palmitoyl derivatu hyaluronanu sodného

50 mg palmitoyl derivatu hyaluronanu sodného o stupni substituce 31 % a molekulové hmotnosti
9,9 x 10° g/mol bylo rozpusténo ve 20 ml 45 % roztoku ethylalkoholu a nechano michat min. 20
hodin. Roztok byl po rozmichani nadavkovan na hydrofobizované sklo o hodnoté smacivosti demi
vodou 61° (+/- 2°) a ususen v uzavieném prostoru odparenim rozpoustédla pri teploté 30 °C po dobu
4 hodin. Po ususeni byla folie zhodnocena, sejmuta z podlozky a charakterizovana. Tloustka takto
pfipravencho filmu byla stanovena na priblizn¢ 8 um.

Priklad 5 Priprava filmu na bdzi palmitoyl derivatu hyaluronanu sodného

Navazka 100 mg palmitoyl derivatu hyaluronanu sodného o stupni substituce 35 % a molekulové
hmotnosti 0,83 x 10° g/mol bylo rozpusténa ve 20 ml 25 % roztoku ethylalkoholu a nechano michat
min. 20 hodin. Roztok byl po rozmichani nadavkovan na polystyrenovou podlozku o hodnoté
smacivosti demi vodou 102° (+/- 4°) a usuSen v uzavieném prostoru, v teplotnim gradientu pii
teploté spodni desky 50 °C a teplot¢ homi desky 20 °C po dobu 12 hodin. Po ususeni byla folie
zhodnocena, sejmuta z podlozky a charakterizovana. Tloustka takto pfipravené¢ho filmu byla
stanovena na pfiblizné¢ 15 um.

Priklad 6 Priprava filmu na bdzi erukoyl derivatu hyaluronanu sodného

Navazka 100 mg erukoyl derivatu hyaluronanu sodného o stupni substituce 160 % a molekulové
hmotnosti 2,04 x 10° g/mol byla rozpusténa ve 20 ml 60% roztoku isopropylalkoholu a nechana
michat min. 20 hodin. Roztok byl po rozmichani nadavkovan na polypropylenovou podlozku o
hodnoté¢ smacivosti demi vodou 105° (+/- 2°) a usuSen v uzavieném prostoru odpafenim
rozpoustédla pfi teplot€¢ 50 °C 3 hodin. Po usus$eni byla folie zhodnocena, sejmuta z podlozky a
charakterizovana. Tloustka takto pfipraveného filmu byla stanovena na pfiblizn¢ 15 pm.

Priklad 7 Priprava filmu na bdzi erukoyl derivatu hyaluronanu sodného

Navazka 100 mg erukoyl derivatu hyaluronanu sodného o stupni substituce 8 % a molekulové
hmotnosti 6,4 x 10° g/mol byla rozpusténa ve 20 ml 30% roztoku isopropylalkoholu a nechana
michat min. 20 hodin. Roztok byl po rozmichani nadavkovan na hydrofobizované sklo o hodnoté¢
smacivosti demi vodou 61° (+/- 2°) a usuSen v uzavieném prostoru, v teplotnim gradientu pri 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. Tloustka takto pfipraveného filmu byla stanovena na
priblizn¢ 15 pm.

Priklad 8 Priprava filmu na bdzi lauroyl derivatu hyaluronanu sodného

Navazka 100 mg lauroyl derivatu hyaluronanu o stupni substituce 90 % a molekulové hmotnosti
1,88 x 10° g/mol byla rozpusténa ve 20 ml 50% isopropylalkoholu a ponechana michat po dobu min.
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20 hodin. Roztok byl po rozmichani nadavkovan na hydrofobizované sklo o hodnoté smacivosti
demi vodou 61° (+/- 2°) a usuSen v uzavfeném prostoru odparenim rozpoustédla pri teploté 20 °C
po dobu 6 hodin. Po ususeni byla folie zhodnocena, sejmuta z podlozky a charakterizovana. Tloustka
takto pfipravencho filmu byla stanovena na pfiblizn¢ 15 pum.

Priklad 9 Priprava filmu na bdzi oleyl derivatu hyaluronanu sodného

Navazka 100 mg oleyl derivatu hyaluronanu sodného o stupni substituce 20 % a molekulové
hmotnosti 2,8 x 10° g/mol byla rozpusténa ve 20 ml 50% isopropylalkoholu a ponechana michat po
dobu min. 20 hodin. Roztok byl po rozmichani nadavkovan na polyvinylchloridovou podlozku o
hodnot¢ smacivosti demi voda 95° (+/- 5°) 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, sejmuta z podlozky a charakterizovana. Tloustka takto pfipravené¢ho filmu byla
stanovena na pfiblizn¢ 15 um.

Priklad 10 Priprava filmu na bdzi oleyl derivatu hyaluronanu sodného

Navazka 300 mg oleyl derivatu hyaluronanu sodného o stupni substituce 17 % a molekulové
hmotnosti 0,83 x 10° g/mol byla rozpusténa ve 20 ml 30% isopropylalkoholu a ponechana michat
po dobu min. 48 hodin. Roztok byl po rozmichani nadavkovan na hydrofobizované sklo o hodnoté
smacivosti demi vodou 57° (+/- 3°) a ususSen v uzavieném prostoru, v teplotnim gradientu pfi
teploté spodni desky 50 °C a teploté horni desky 20 °C po dobu 12 hodin. Po usu$eni byla folie
zhodnocena, sejmuta z podlozky a charakterizovana. Tloustka f6lie se pohybovala okolo 40 um.

Priklad 11 Priprava filmu na bdzi oleyl derivatu hyaluronanu sodného

Navazka 300 mg oleyl derivatu hyaluronanu sodného o stupni substituce 17 % a molekulové
hmotnosti 0,83 x 10° g/mol byla rozpusténa ve 20 ml 30% isopropylalkoholu a ponechana 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 ususeni byla folie
zhodnocena, sejmuta z podlozky a charakterizovana. Tloustka félie se pohybovala okolo 40 um.

Priklad 12 Priprava filmu na bdzi kaprilyl (C10) derivatu hyaluronanu sodného

Navazka 100 mg kaprilyl (C10) derivatu hyaluronanu sodné¢ho o stupni substituce 87 % a
molekulové hmotnosti 2,50 x 10° g/mol byla rozpusténa v 20 ml 50% ethylalkoholu a ponechana
michat po dobu 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
pfi teplot€ spodni desky 60 °C a teplot¢ homi desky 40 °C po dobu 10 hodin. Po ususeni byla félie
zhodnocena, sejmuta z podlozky a charakterizovana. Tloustka takto pfipraveného filmu se
pohybovala okolo 15 pum, susina pak byla stanovena na hodnotu okolo 92 %. Bobtnavost takového
filmu byla stanovena na vice nez 100 % (méfena zména plochy filmu) v rovnovazném stavu.

Priklad 13 Priprava filmu na bdzi behenoyl derivdtu hyaluronanu sodného

Navazka 100 mg behenoyl hyaluronanu o stupni substituce 7 % a molekulové hmotnosti 6,4 x 10°
g/mol byla rozpusténa ve 20 ml 50% roztoku isopropylalkoholu a nechana michat min. 20 hodin.
Roztok byl po rozmichani nadavkovan na polypropylenovou podlozku o hodnoté smacivosti demi
vodou 105° (+/- 2°) a usu$en v uzavieném prostoru, v teplotnim gradientu pfi teploté spodni desky
50 °C a teploté homi 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 Priprava filmu na bdzi behenoyl derivdtu hyaluronanu sodného
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Navazka 100 mg behenoyl hyaluronanu o stupni substituce 11 % a molekulové hmotnosti 1,15 x 10°
g/mol byla rozpusténa ve 20 ml 50% roztoku isopropylalkoholu a nechana michat min. 20 hodin.
Roztok byl po rozmichani nadavkovan na hydrofobizované sklo o hodnoté smacivosti demi vodou
61° (+/- 2°) a ususen v uzavieném prostoru, v teplotnim gradientu pfi teploté¢ spodni desky 50 °C a
teploté homi desky 20 °C po dobu 7 hodin. Po ususeni byla folie zhodnocena a seymuta z podlozky
a charakterizovana. Tloustka filmu byla stanovena na 15 pm.

Priklad 15 Priprava filmu na bdzi oleyl derivatu hyaluronanu sodného

Navazka 100 mg oleyl derivatu hyaluronanu sodného o stupni substituce 15 % a molekulové
hmotnosti 2,8 x 10° g/mol byla rozpusténa ve 20 ml 50% isopropylalkoholu a ponechana michat
po dobu min. 48 hodin. Roztok byl po rozmichani nadavkovan na hydrofobizované sklo o hodnoté
smacivosti demi vodou 61° (+/- 2°) a ususSen v uzavieném prostoru, v teplotnim gradientu pfi
teploté spodni desky 50 °C a teploté horni desky 20 °C po dobu 12 hodin. Po usu$eni byla folie
zhodnocena, sejmuta z podlozky a charakterizovana. Tloustka folie se pohybovala okolo 15 um.

Priklad 16 Priprava filmu na bdzi palmitoyl derivdtu hyaluronanu sodného

Navazka 100 mg palmitoyl derivatu hyaluronanu sodného o stupni substituce 34 % a molekulové
hmotnosti 2,67 x 10° g/mol bylo rozpusténa ve 20 ml 50% roztoku ethylalkoholu a nechano michat
min. 48 hodin. Roztok byl po rozmichani nadavkovan na hydrofobizované sklo o hodnot¢ smacivosti
demi vodou 61° (+/- 2°) a ususen v uzavieném prostoru, v teplotnim gradientu pfi teploté spodni
desky 50 °C ateploté 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 pfiblizné
15 um.

Priklad 17 Priprava filmu na bdzi palmitoyl derivatu hyaluronanu sodného

Navazka 100 mg palmitoyl derivatu hyaluronanu sodného o stupni substituce 60 % a molekulové
hmotnosti 2,8 x 10° g/mol bylo rozpusténa ve 20 ml 50% roztoku ethylalkoholu a nechano michat
min. 48 hodin. Roztok byl po rozmichani nadavkovan na hydrofobizované sklo o hodnot¢ smacivosti
demi vodou 61° (+/- 2°) a ususen v uzavieném prostoru, v teplotnim gradientu pfi teploté spodni
desky 50 °C ateploté 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 pfiblizné
15 um.

Priklad 18 Priprava filmu na bdzi palmitoyl derivatu hyaluronanu sodného

Navazka 100 mg palmitoyl derivatu hyaluronanu sodného o stupni substituce 31 % a molekulové
hmotnosti 2,7 x 10° g/mol byla rozpusténa ve 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 ususen v uzavieném prostoru, v teplotnim gradientu pfi teploté spodni
desky 50 °C ateploté 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 pfiblizné
15 um.

Priklad 19 Priprava filmu na bdzi lauroyl derivatu hyaluronanu sodného

Navazka 100 mg lauroyl derivatu hyaluronanu sodného o stupni substituce 58 % a molekulové
hmotnosti 1,88 x 10° g/mol byla rozpusténa ve 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 usuSen v uzavieném prostoru, v teplotnim gradientu pri teploté
spodni desky 20 °C a teplot€ horni desky 10 °C po dobu 12 hodin. Po ususeni byla folie zhodnocena,
sejmuta z podlozky a charakterizovana. Tloustka takto pfipraveného filmu byla stanovena na
priblizn¢ 15 pm.
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Priklad 20 Porovnani smacivosti podlozky s vyuzitim riiznych hydrofobizacnich Cinidel

Sklo urcené k hydrofobizaci bylo nejprve dikladné ocisténo tak, aby vysledna smacivost demi
vodou nepresahla hodnotu 10°. Nasledné byla provedena hydrofobizace skel. Pro hydrofobizaci
skel byly pouzity tyto hydrofobiza¢ni (¢inidla: chlortrimethylsilan (CTMS), (3-
aminopropyl)trimetoxysilan (APTMS) a oktadecyltrichlorsilan (OTS). Vysledné hodnoty
smacivosti skel (pfi koncentraci ¢inidla 1%) jsou uvedeny v tabulce 1. Pro CTMS byly vyzkouseny
ruzné koncentrace ¢inidla v hexanu. Vysledné hodnoty namérenych smacivosti skel jsou uvedeny
v tabulce 2.

Tabulka 1: smacivost skel vyjadfena kontaktnim uhlem pii hydrofobizaci ¢inidlem v koncentraci
1%

Cinidlo ox /
(1%) Rozpoustédlo KU
CTMS hexan cca 70°
hexan cca 90°
70°
APTMS aceton cca
dichlormetan | cca 90°
etanol (96%) | cca 66°
cca
OTS toluen 105°
1sopropanol cea

KU znamena kontaktni uhel

Tabulka 2: smacivost skel vyjadrena kontaktnim uhlem pfi hydrofobizaci riiznymi koncentracemi
CTMS rozpusténém v hexanu

Koncentrace .
CTMS KU
0,10% cca 50°
0,50% cca 60°

1% cca 70°
3 az 5% <80°

KU znamena kontaktni thel
Priklad 21 Stanoveni rezidua hydrofobizacniho cinidla ve filmu pripraveného dle prikladu 1

Trimethylsilanol byl analyzovan jako reziduum trimethylsilylchloridu po jeho reakeci s —OH
skupinami derivatu HA. Analyza byla provedena na plynovém chromatografu vybaveném
headspace samplerem a hmotnostné¢ spektrometrickym detektorem ve form¢ jednoduchého
kvadrupolu. Vzorek filmu pripraveného dle piikladu 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
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n-butanolu (1 mg/ml), ktery plnil funkci vnitiniho standardu. Do 50% isopropanolu byl také
pfipraven zasobni roztok trimethylsilylchloridu (1 mg/ml), ktery okamZzit¢ zreagoval na
trimethylsilanol. Z tohoto roztoku byla pripravena kalibra¢ni fada v rozmezi 0,5 az 15,0 pg/ml, s
pfidavkem n-butanolu jako vnitiniho standardu. V zadném z analyzovanych vzorka foélie nebyla
potvrzena pritomnost trimethylsilanolu ve vyssi koncentraci nez mél prvni kalibracni bod, tzn., Ze
obsah trimethylsilanolu, ve vzorcich folii byl nizsi nez 0,008 % (hmotn./hmotn.).

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

Filmy pfipravené dle pfikladu 10 a 11 byly pfipraveny na dvou sklech o odlisné smacivosti, a to
57° (+/- 3°) a 107° (+/- 1°). Po ususSeni byl zhodnocen povrchovy vzhled filmu a korelovan s
adhezi. V pripad¢ dobré prilnavosti filmu k podlozce je povrch filmu rovny bez povrchovych
deformaci. Film byl zcela adherovan na podlozce o niz§im kontaktnim thlu, na podlozce s vysSim
kontaktnim uhlem byl ¢aste¢né sloupnuty a deformovany. Vysledek je dokumentovan na obr. la,
1b, lc. Z obrazku vyplyva, Ze pokud je film zcela naadherovan na povrchu, je po sloupnuti rovny
bez povrchovych deformaci. Naopak v pfipadé nedokonalé adheze je film vice ¢1 méné
deformovan.

Priklad 23 Viiv adheze filmu na bazi palmitoyl derivatu hyaluronanu sodného na jeho
povrchovy vzhled

Byl zhodnocen film na palmitoyl derivatu hyaluronanu sodného pfipraveného dle prikladu 2 na
skle se smacivosti 61 (+/- 2°). Po ususeni byl zhodnocena adheze a vzhled filmu. Film byl dobfe
naadherovan 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 prikladu 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 ioniza¢nim detektorem. Koncentrace isopropanolu ve
filmu byla provadéna vzdy stanovenim na dvou vzorcich a byla odecitana z kalibracni kfivky.
Navazka vzorku byla vzdy 50 mg. Po provedeni analyzy byla koncentrace zbytkového isopropanolu
(hmotn./hmotn.). Tato hodnota bezpeéné napliiuje pozadavky na mnozstvi zbytkovych rozpoustédel
tridy 3 dle EU I¢kopisu.

Priklad 25 Stanoveni hmotnosti — homogenita v plose

Film pfipraveny dle piikladu 1 byl rozstiihan na 55 &tvercu o plose 1 cm?. Pied méfenim byly
jednotlivé vzorky ponechany v pokojové vlhkosti a teplot¢ po dobu 5 hodin. Dale pak byly
jednotlivé Ctverce zvazeny na analytickych vahach. Vysledky hmotnosti jednotlivych ¢Ctvercu jsou
uvedeny v tabulce 3. Ze vSech hodnot v tabulce byl vypocitan primér, smérodatna odchylka a
variaéni koeficient. Vypocitané hodnoty: praimér — 2,35 mg, smérodatna odchylka — 0,18 mg,
variacni koeficient — 7,51 %.

Tabulka 3: stanoveni hmotnostni homogenity filmu

26 | 23 | 24 | 26 | 24 | 22 | 21 | 26 | 21 | 2.1 | 25
25 | 23 | 27 | 26 | 25 | 26 | 20 | 26 | 21 | 25 | 24
25 | 22 | 23 | 24 | 23 | 22 | 23 | 26 | 22 | 22 | 23
23 | 24 | 22 | 22 | 25 | 27 | 25 | 23 | 23 | 25 | 23
21 | 21 | 20 | 23 | 23 | 23 | 24 | 22 | 22 | 23 | 24
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Priklad 26 Stanoveni tloustky — homogenita v plose

Na filmu pripraveném dle prikladu 15 byl nakreslen ¢tvereckovany rastr o plose jednoho ctverce
1 cm? a celkovém poctu Ctverct 35. Na kazdém &tverci byla zméfena tloustka folie pomoci
mechanického tloustkoméru Mytutoyo VL-50. Méfeni bylo provedeno ve stabilnim prostredi o
vlhkosti 50% a teploté 25 °C. Zmérené hodnoty jsou uvedeny v tabulce 4. Ze vSech hodnot v
tabulce byl vypocitan prumér, smérodatna odchylka a variacni koeficient. Vypocitané hodnoty:
prumér — 14,61 um, smérodatna odchylka — 1,17 um, varia¢ni koeficient — 8,02 %.

Tabulka 4: stanoveni homogenity tloustky

1624 | 1665 | 1615 | 1515 | 13,83 | 13,82 14,7
13,93 | 1391 | 13,85 | 13,73 13,4 1322 | 1425
1477 | 13,93 | 1401 | 1326 | 12,79 | 13,53 | 14,61
1693 | 16,15 | 16,63 | 1572 15.6 15,01 16,2
14,68 14.9 15 14,7 13,72 | 1247 | 13,76

Priklad 27 Srovndani bobtnavosti filmii pFipravenych z palmitoyl hyaluronanu sodného s riiznym
stupném substituce v 0,IM fosf. pufiru, pH 7,4

Filmy pfipravené dle piikladi 2, 16 a 17 byly po pripravé nastiihany na presné definované ctverce,
zvazeny, zméfeny a vlozeny do 0,1M PBS, pH 7,4. Pri 37 °C byla sledovana bobtnavost folii, kazdy
pokus byl délan v trojim opakovani. Vyhodnocovana byla zména hmotnosti a rozméra filmu -
vysledky jsou uvedeny v tabulce 5. Z této tabulky je patmé, Ze film bobtna tim vice, ¢im niZsi je
stupen substituce, v pfipadé vysokych stupna substituce 1ze dosahnout malé¢ zmény plochy filmu,
coz muze byt v fad¢ aplikaci velmi dilezité.

Tabulka 5: bobtnavost filmu z palmitoyl derivati s riznym stupném substituce

zména plochy po 5 dnech
v 0,IM PBS, pH 7.4 0 (%)

Film pripraveny dle prikladu 16 69
Film pripraveny dle prikladu 17 32
Film pripraveny dle prikladu 2 15
Priklad 28 Degradace folii pripravenych z palmitoyl derivatu hyaluronanu sodného v

kondiciovaném médiu — porovndni dvou stupiii substituce

Filmy pfipravené dle prikladi 2 a 18 byly po pfipravé nastfihany na pfesné definované ctverce,
zvazeny, zméfeny a vlozeny do kondiciované¢ho média. Veskera piiprava probihala v laminamim
boxu, aby nedoslo ke kontaminaci a nezadoucim reakcim média. Pii 37 °C byla po stanovenych
intervalech kontrolovana zména plochy filmu a jeho vizualni vzhled, coz jsou vlastnosti, které lze
spojit s degradaci. Kondiciované médium bylo v pravidelnych intervalech obménovano, experiment
byl délan v trojim provedeni. Film pripraveny dle prikladu 2 se zacal degradovat vyrazngji pozdéji
nez film pripraveny dle pfikladu 18. Vysledky jsou uvedeny na obr. 3 a, b, kde je znazornén vzhled
filmu po 3 tydnech degradace v kondiciovaném médiu. V tabulce 6 je dokumentovana zména plochy
po jednom tydnu degradace pro film dle prikladu 2 1 18 a po tfech tydnech pro film z pfikladu 2 (film
dle prikladu 18 byl po tfech tydnech degradovan na kusy az rozpustén). Z vysledku je patmné, Ze
rychlost degradace je velmi zavisla na stupni substituce hyaluronanu sodného acylovym fetézcem.
V pripad¢ vysoce substituovaného filmu pripraven¢ho dle prikladu 2 probihala degradace v fadu
nékolika mésic.
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Tabulka 6: zména plochy filmu po 1 tydnu v kondiciovaném médiu — porovnani dvou stupnu
substituce

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

Film pripraveny dle pFikladu 2 13
Film pFipraveny dle pFikladu 18 125
Priklad 29 Degradace filmu na bazi palmitoyl derivatu hyaluronanu sodného

Vzorky filmu pfipravené¢ho dle pfikladu 2 byly degradovany v 0,0IM octanovém pufru s
pridavkem 0,03M NaCl s pH = 5,3 pomoci enzymu bovinni testikulami hyaluronidaza
(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 félie).
Degradace probihala pfi 37 °C a vzorky byly odebirané na analyzu po 24, 48, 72, 96, 120 a 144
hodinach. Analyza vzorku byla provadéna na HPLC systému Alliance (Waters) dle vnitiniho
standardniho operac¢niho postupu. Z vysledku vyplynulo, Ze félie nedegraduje bez pritomnosti BSA
vibec. I po 144 hodinach nebylo mozné detekovat zadné oligosacharidy hyaluronanu. V
pfitomnosti BSA degradace probiha, avSak velmi pomalu. V odbérech po 24, 48 a 72 hodinach je
mozné jeste stale pozorovat nezdegradované kousky filmu. V delSich Casovych intervalech se film
v roztoku rozpustil. Vysledky degradace filmu po 72 hodinach jsou uvedeny na obr. 4.

Priklad 30 Degradace erukoyl derivatu 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 pfidavkem 0,03M NaCl s pH = 5,3 pomoci
enzymu bovinni testikulami hyaluronidaza (Finepharm). Na degradaci bylo pouzito 300 IU
enzymu na | mg derivatu. Krom¢ 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 hodinach. Analyza vzorki byla provadéna na HPLC
systému Alliance (Waters) dle vnitiniho standardniho operacniho postupu. Z vysledku vyplynulo,
ze derivat nedegraduje bez pritomnosti BSA vibec. I po 144 hodinach nebylo mozné detekovat
zadn¢ oligosacharidy hyaluronanu. V pritomnosti BSA degradace probiha, avsak velmi pomalu.
Vysledky degradace derivatu po 72 hodinach jsou uvedeny na obr. 5.

Priklad 31 Charakterizace filmii pomoci Youngova modulu pevnosti

U filmu pripravenych dle prikladu 10, 15, 16 a 19 byl stanoven Youngiv modul pevnosti v suchém
stavu. Filmy byly testovany na mechanické vlastnosti pomoci jednostupniového trhaciho stroje
INSTRON3343 se 100N hlavou. Younguv modul byl vypocitan z primémé hodnoty alespori 9
platnych méreni. Z tabulky 7 1ze vidét, ze Younguv modul suchych, nehydratovanych filmi nezavisi
na molekulové hmotnosti, substituentu nebo stupni substituce.

Tabulka 7: Younguv modul pevnosti filmu

Younguv modul (MPa)
Film pFipraveny dle pFikladu 10 2772 (+/- cca 10 %)
Film pFipraveny dle pFikladu 15 2409 (+/-cca 10 %)
Film pripraveny dle prikladu 16 1800 (+/— cca 10 %)
Film pFipraveny dle pFikladu 19 2636 (+/—cca 10 %)
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Priklad 32 Charakterizace morfologie povrchu folii a stanoveni RMS pomoci AFM

Film pripraveny dle pfikladu 16 byl charakterizovan pomoci metody Atomic force microscopy
(AFM), pficemz byl sledovan predevsim vzhled a charakter povrchu. Byla stanovovana predevsim
hrubost RMS - root mean square roughness. Bylo zjisténo, Ze ze strany podlozky lze ziskat velmi
hladky povrch, RMS do 2 nm — obr. 6. Strana filmu, ktera byla pfi suseni vystavena vzduchu je
vzdy hrubsi — RMS se pohybuje okolo 54 1 vice nm.

Priklad 33 Srovnani filmu suSenych v teplotnim gradientu a v uzavieném prostoru

Filmy pfipravené dle piikladi 8 a 19 byly po ususeni vizualné srovnany. Povrch obou filmi nebyl
deformovan, ani na jednom z nich se nevytvorila 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 bazi palmitoyl derivatu hyaluronanu sodného

Bunécna linie THP-1 byla kultivovana v médiu s pridavkem 10% fetalniho bovinniho séra. Po
dosazeni dostatecné hustoty a viability (zméfené automatickym pocitadlem bunék CASY TT,
Roche) byly buriky nasazeny do Sesti jamkového panelu do 2 ml 10% média. K buitkkam byl pfidan
testovany film v mnozstvi 1 a 0,5 mg/ ml. Po 24 a 72 hod inkubaci byly buiky promyty a byla
detekovana jejich viabilita a vyskyt bunééné smrti pomoci detekéniho kitu ApoFlowEx® FITC Kit
(Exbio) na priitokovém cytometru MACSQuant® (Miltenyi Biotec). Buiiky byly vyhodnoceny jako
viabilni v pfipad¢, Ze nebyla detekovana fluorescence propidium jodidu. Na obrazku 7 lze pozorovat
zanedbatelné sniZeni viability po 24 hod inkubaci, kter¢ jiz nebylo pozorovano po 72 hod. Testovany
film je tedy hodnocen v téchto koncentracich jako necytotoxicky.

Priklad 35 Viabilita suspenznich bunék THP-1 po 24 a 72hod inkubaci s filmem pfipravenym
dle prikladu 1 na bazi palmitoyl derivatu hyaluronanu sodného

Bunécna linie THP-1 byla kultivovana v médiu s pridavkem 10% fetalniho bovinniho séra. Po
dosazeni dostatecné hustoty a viability (zméfené automatickym pocitadlem bunék CASY TT,
Roche) byly buriky nasazeny do 6jamkového panelu do 2 ml 10% média. K buinkam byl pfidan
testovany film v mnozstvi 1 a 0,5 mg/ ml. Po 24 a 72 hod inkubaci byly buiiky promyty a byla
detekovana jejich viabilita a vyskyt bunééné smrti pomoci detekéniho kitu ApoFlowEx® FITC Kit
(Exbio) na priitokovém cytometru MACSQuant® (Miltenyi Biotec). Hodnoceni pfitomnosti bunééné
smrti (apoptozy a nekrdzy) byly provedeno de doporuceni vyrobee kitu. Ve strucnosti: populace
jednotlivych bunék byla rozdélena na zaklad¢ intenzity fluorescence propidium jodidu a Annexin V-
FITC do 3 skupin: negativni v obou kanalech (buriky Zivé), pozitivni pouze v kanalu pro Annexin
V-FITC (buriky apoptotické) a buriky pozitivni pro kanal propidium jodid +/— Annexin V-FITC
(bunky nekrotické).

Z obrazku 8 a 9 vyplyva, ze po 24 1 72 hod nedochazi k vétsSimu vzristu podilu apoptotickych ¢i
nekroticky bunék v kultufe a testovany material 1ze tedy hodnotit jako nevyvolavajici bunécnou smrt.

Priklad 36 Kontakni inhibice riistu mysich 3T3 Swiss fibroblastii

Mysi fibroblastova linie 3T3 Swiss byla kultivovana v médiu s pridavkem 10% fetalniho bovinniho
séra. V exponencialni fazi ristu byly buriky nasazeny do Sestijamkového panelu do 2 ml 10%
média. Po dosaZeni konfluence byla pfidana testovana folie o plose 1 cm?, ktera byla zatizena
silikonovym sterilnim krouzkem, aby nedoSlo k vyraznému pohybu folie na monokultufe.
Soucasné byly inkubovany kontrolni buriky bez ovlivnéni a pouze se silikonovym krouzkem. Po
72 hod inkubaci byly odstranény vzorky folie 1 silikonové krouzky, buriky byly promyty PBS a
fixovany 4% formaldehydem (10 min/pokojova teplota). Po promyti deionizovanou vodou byly
buriky obarveny krystalovou violeti (0,1% ve vod¢, 30 min/pokojova teplota) a po odmyti barvy
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byla plocha bun¢k vyfocena a pozorovana pod svételnym mikroskopem. Hodnocena byla plocha
bun¢k pod testovanym maternialem, rozsah poskozeni bunék a velikost poskozené zony.

Makrofotografie (obr. 10) jasné¢ ukazuji, Ze zéna poskozeni monovrstvy je ohrani¢end a doslo
pouze k poskozeni bun¢k piimo pod félii, s nejvétsi pravdépodobnosti mirnym tfenim, na detailech
ze svételného mikroskopu lze t€Z pozorovat, ze bunky mély tendenci znovu pod folii prorustat.
Nebylo téz pozorovano poskozeni ani zmény v morfologii bunék na hranici testované folie. Lze
tedy predpokladat, Ze matenal nevykazuje kontaktni inhibici rustu bunék.

Priklad 37 Bunécné antiadhezni viastnosti filmu

Filmy pfipravené dle prikladi 2 a 17 (dernivaty se dvéma riznymi stupni substituce) byly sterilné
nastfihany na &asti o rozmérech 1 cm?. Tyto ¢asti byly umistény do 6jamkového kultivaéniho
panelu licem ¢i rubem nahoru. Nasledné byly zatizeny sterilnimi silikonovymi krouzky a na takto
pfipravené vzorky bylo pipetovano kultivacni médium (2 ml) pro primami 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 burikami byly inkubovany 72 hod a kontrolovany v 24hodinovych
intervalech pod svételnym mikroskopem. Jako pozitivni kontrola byl pouzit polystyren upraveny
pro bunééné kultury s dobrymi adheznimi vlastnostmi. Po ukonceni inkubace byly vyjmuty
silikonové krouzky, filmy 1 s butikami zafixovany 4% formaldehydem po dobu 10 minut a nasledné
obarveny 1% krystalovou violeti ve vod¢ (10 min). Po dikladném odmyti nenavazané krystalové
violeti (2x Smin oplach destilovanou vodou) byly vzorky vyfotografovany s pouzitim
invertované¢ho mikroskopu Nikon se zvétSenim 100x. Na obrazku CTRL lze vidét témér
konfluentni vrstvu bunék. Na snimcich filmu (A-D) je patma urcita struktura, pravdépodobné
vznikla dlouhou inkubaci v médiu a zviditelnéna krystalovou violeti. Na filmech ale nejsou
pritomné zadné buriky. Lze tedy konstatovat, Ze filmy jsou v tomto systému zcela neadherentni a
adhezi nepodpofila ani pfitomnost proteinu v kultiva¢nim médiu.

Priklad 38 Priprava filmu s octenidin dihydrochloridem

Ve 20 ml 50% isopropylalkoholu bylo rozmichano 4,36 pl octenidin dihydrochloridu (davkovano
ze zasobniho roztoku 10% octenidin dihydrochloridu v etanolu, pfed pouZzitim protfepano). Po
dukladném rozmichani byla k roztoku pfidana navazka 100 mg derivatu palmitoyl hyaluronanu o
stupni substituce 57% a molekulové hmotnosti 2,67x 10° g/mol. Roztok byl ponechan michat po
dobu 72 hodin a po rozmichani byl nadavkovan na hydrofobizované sklo o hodnot¢ smacivosti 65
(+/- 3°) 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 ususeni byla félie zhodnocena a sejmuta z podlozky
a charakterizovana. Tloustka filmu byla stanovena na 15 pm.
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PATENTOVE NAROKY

1. Samonosny film na bazi esteru kyseliny hyaluronové, vyznac€ujici se tim, Zze obsahuje C10-Cao-
acylovany derivat kyseliny hyaluronové podle obecného vzorce |

O DR o -

QRp

O I
f Ry ©

= ~ /
CHCO

@),

kde R je H" nebo Na*, a kde R! je H nebo ~C(=0)CHy, kde x je celé Cislo v rozmezi 9 az 21 ay je
celé Cislo v rozmezi 19 az 43 a CHy je lineami nebo rozvétveny, nasyceny nebo nenasyceny fetézec
Co—C21, pfi¢emz alesponi v jedné opakujici se jednotce jeden nebo vice R! je tvofen ~-C(=0)CHy a
kde n je v rozmezi 250 az 1000.

2. Film podle naroku 1, vyznac€ujici se tim, Ze obsahuje palmitoyl hyaluronan.

3. Film podle naroku 1 anebo naroku 2, vyznaé€ujici se tim, Zze Cio-Csz-acylovany derivat kyseliny
hyaluronové ma molekulovou hmotnost 1 x 10° az 1 x 10° g/mol, s vyhodou 1 x 10° aZ 5x10° g/mol,
vyhodnéji 2 x 10° az 3 x 10° g/mol.

4. Film podle kteréhokoliv z predchazejicich naroku 1 az 3, vyznadujici se tim, ze Cio-Ca-
acylovany derivat kyseliny hyaluronové ma stupen substituce v rozsahu 15 az 160 %, s vyhodou 50
az 100 %, vyhodnéji 80 az 100 %.

5. Film podle které¢hokoliv z predchazejicich narokii 1 az 4, vyznac€ujici se tim, Zze ma tloustku v
rozsahu 2 az 100 um, s vyhodou v rozsahu 5 az 25 um.

6. Film podle které¢hokoliv z predchazejicich narokii 1 az 5, vyznacujici se tim, Ze povrchova
hrubost vyjadfena ve formé stfedni kvadratické hodnoty alespon 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 z predchazejicich naroki 1 az 6, vyznacujici se tim, Ze dale obsahuje
biologicky aktivni latku vybranou ze skupiny zahmujici farmaceuticky aktivni latky a kosmeticky
aktivni latky, s vyhodou vitaminy, 1éCiva, s vyhodou cytostatika, dale steroidy, fytoextrakty,
fytokomplexy nebo fytoaktivni latky.

8. Zpusob pfipravy filmu podle kteréhokoliv z pfedchazejicich naroku 1 az 7, vyznacujici se tim,
ze se pripravi roztok obsahujici Cio-C2 acylovany derivat kyseliny hyaluronové podle obecného
vzorce I ve smési vody a Ci-Cs alkoholu, s vyhodou propan-2-olu, ktery se micha, nacez se nanese
na podlozku a susi se v uzavieném prostoru, nacez se sejme z podlozky.

9. Zpusob pripravy filmu podle naroku 8, vyznaé€ujici se tim, ze pomér smési C,-Cs alkoholu,
s vyhodou propan-2-olu, a vody je v rozsahu 25 az 55 % obj. ku 45 az 75 % obj., pficemz mnozstvi

Cio-Cx acylovaného derivatu kyseliny hyaluronové v roztoku je v rozsahu 0,5 az 3 % hmotn.

10. Zpusob pfipravy filmu podle naroku 8 nebo naroku 9, vyznacujici se tim, Ze se micha po dobu
20 az 72 hodin, s vyhodou 20 az 48 hodin.
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11. Zpusob pripravy filmu podle kteréhokoliv z naroka 8 az 10, vyznacujici se tim, Ze se susi pri
teploté v rozsahu 20 °C az 50 °C, s vyhodou 30 °C az 40 °C; po dobu 3 az 6 hodin, s vyhodou 4 az
5 hodin.

12. Zpusob pripravy filmu podle kteréhokoliv z naroku 8 az 10, vyznaé€ujici se tim, Ze se susi
v teplotnim gradientu, kde spodni plocha filmu spoc€ivajici na podloZce se zahfiva na teplotu, ktera
je alesponi o 1 °C vyssi, nez je teplota, na kterou se zahfiva nebo chladi protilehla, homi plocha
filmu.

13. Zpusob pfipravy filmu podle naroku 12, vyznacdujici se tim, Zze se teplota spodni plochy filmu
spocCivajici na podlozce zahfiva na teplotu v rozsahu 20 °C az 60 °C a protilehla hori plocha filmu
s¢ zahfiva nebo chladi na teplotu v rozsahu 10 °C az 59 °C.

14. Zpusob pfipravy filmu podle naroku 12 nebo naroku 13, vyznacujici se tim, ze se film v
teplotnim gradientu susi po dobu 6 az 12 hodin, s vyhodou 6 hodin.

15. Zpusob pfipravy filmu podle kteréhokoliv z naroku 8 az 14, vyznacujici se tim, Ze se do roztoku
vmicha biologicky aktivni latka vybrana ze skupiny zahrnujici farmaceuticky a kosmeticky aktivni
latky, s vyhodou vitaminy, 1éCiva jako cytostatika, steroidy, dale fytoextrakty, fytokomplexy nebo
fytoaktivni latky.

16. Zpusob pripravy filmu podle kteréhokoliv z naroku 8 az 15, vyznacujici se tim, ze podlozkou
je polymer vybrany ze skupiny obsahujici polyvinylalkohol, polypropylen, polyethylen,
polyoxymetylen nebo polystyren, nebo hydrofobizované sklo, pfi¢emz kontaktni uhel smaceni

povrchu podlozky demi vodou je v rozsahu 30° az 120°, s vyhodou 50° az 70°.

17. Pouziti filmu podle kteréhokoliv znaroku 1 az 7, pro vyrobu medicinskych nebo
biotechnologickych vyrobki.

18. Pouziti filmu podle naroku 17, pro vyrobu zdravotnického prostiedku, s vyhodou antiadhezni

bariéry.

5 vykresu
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Obr. 2

Obr. 3
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Obr. 6

Viabilita THP-1 po inkubaci s folii
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Obr. 11
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