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Antimikrobidlni kompozice obsahujici polysacharid, stabilizator a trijodid, zpiisob jeji
pripravy a pouZiti

Oblast techniky

Vynalez se tyka antimikrobialni kompozice obsahujici polysacharid nebo jeho derivat nebo smés
polysacharidii a/nebo jejich derivatli, stabilizator a trijodid sodny nebo draselny. Slozeni
kompozice méa za nasledek stabilizaci rGznych typl pevnych forem obsahujicich polysacharid
a/nebo jeho chemicky modifikovany derivat, a/nebo jejich smés, a jod ve formé trijodidového
aniontu (I;7). Jako stabilizatory vyrazné potlacujici rozpad trijodidového aniontu na jod (I,) a
jodid (I') jsou tspésné pouzity heterocyklické slou€eniny kationické povahy obecného vzorce X,

vzorec (X),

kde R je — alkylovy, aromaticky, heteroaromaticky, linearni nebo rozvétveny fetézec Ci — Cao,
voliteln¢ s obsahem N nebo O atomi

R' je — alkylovy, aromaticky, heteroaromaticky, linearni nebo rozvétveny tetézec C, — Cso
volitelné s obsahem N nebo O atomii, nebo —H, pficemz R! ve slou¢eniné podle vzorce X jsou
nezavisle na sobé¢ stejné nebo odlisné,

a'Y je chloridovy, bromidovy nebo jodidovy aniont.

Dale se vynalez tyka zplisobu piipravy pevnych forem, kde 1ze pouzit dva postupy.
Postup 1: Trijodid a stabilizator jsou sorbovany na povrch jiz hotové finalni formy.
Postup 2: Trijodid a stabilizator jsou pfidany do systému pied vytvorenim finalni formy.

Rozdil mezi Postupy 1 a 2 tkvi v tom, ze v Postupu 2 je trijodidovy aniont se stabilizatorem
distribuovan v objemu materialu homogennéji, zatimco v Postupu 1 je trijodidovy aniont se
stabilizatorem distribuovan ptednostné na povrchu pfislu§né formy.

Pod pojmem "forma" se rozumi typy materialt jako napiiklad tenky film, lyofilizat, vrstva ze
staplovych vlaken, nekone¢né vldkno, tkanina, splétand textilic nebo nanovlakenna vrstva.

Dale se vynalez tyka aplikaci pfipravenych pevnych forem pro oblasti, kde je vyzZadovan

biokompatibilni a biodegradovatelny material s antiseptickym ucinkem. Tyto oblasti zahrnuji
kryty ran nebo implantabilni zdravotnické prostiedky.

Dosavadni stav techniky

Alginat sodny je anionicky polysacharid se Sirokou Skalou biomedicinskych aplikaci. Jeho hlavni
vyhodou je biokompatibilita a schopnost tvofit gely, proto se Casto pouziva pii pfipravé
hydrogelli, v oblasti hojeni ran a v tkanovém inzenyrstvi (Lee K. Y. a David J. Mooney D. J.,
Progress in Polymer Science 37, 1, 106-126, 2012).

Karboxymethyl celuloza je anionicky polysacharid pouzivany hlavné v potravinafstvi k
zahu§tovani a stabilizaci emulzi. U nepotravinaiskych vyrobkil nasel uplatnéni napiiklad u
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lubrikantdi, natérovych hmot, projimadel a ¢isticich prostfedkli. Tento polysacharid se hojné
pouziva i v oblasti hojeni ran, kde je asi nejvétsi vyhodou cena a zajimavé mechanické vlastnosti
(Ramli A., Wong T. W., International Journal of Pharmaceutics, 403, 7, 73-82, 2011).

Oxyceluloza je celuldza oxidovana v poloze 6 cyklu na karboxylovou kyselinu. Jedna se tedy o
anionicky polysacharid, ktery je znamy hlavné svymi hemostatickymi 0€inky, a proto se hojné
pouziva pro celou fadu medicinskych a farmaceutickych aplikaci. Jednou z nich je i hojeni ran,
kde je kromé hemostatickych vlastnosti velkou vyhodou také biodegradovatelnost a sorpéni
vlastnosti (Bajerova M. a kol, Advances in polymer technology, 28,199-208, 2009).

Hydroxyethyl celuloza je derivat celulozy modifikovany na nékterych OH skupinach -CH,—CH,—
OH skupinou. Neni azZ tak dobfe rozpustna v protickych systémech jako naptiklad oxyceluldza,
ale diky svym gela¢nim vlastnostem je Siroce pouzivana v kosmetice, roztocich na CiSténi a
lubrikantech. Pro hojeni ran se pouziva hlavné v kombinaci s jinymi polysacharidy jako
gellanova guma (Schmidt R. a Winter G., EP 1888134 A2)

Kyselina hyaluronova je nesulfatovany glykosaminoglykan, skladajici se ze dvou opakujicich se
jednotek D—glukuronové kyseliny a N-acetyl-D—glukosaminu.

5 OH
R cocC &
O~ M HO
Ho%&l M
NHAc

kde
R' je H nebo Na.

Tento hydrofilni polysacharid s molekulovou hmotnosti v rozsahu 5.10% az 1.10° g.mol™" tvoi
soucast kliZze, pojivovych tkani, synovidlni tekutiny kloubli a hraje vyznamnou roli v fadé
biologickych procestli jako je organizace proteoglykan(i, hydratace a diferenciace bun¢k (Balazs
E., Structural Chemistry, 20, 341-349, 2009; Aya K. L. a Stern R. Wound Repair and
Regeneration 22, 579-593, 2014). Vzhledem k tomu, Ze se jedna o polymer télu vlastni a tudiz
biodegradovatelny, je vhodnym substratem pro tkanové inzenyrstvi, nebo jako nosi¢ biologicky
aktivnich latek (Mortisen D. a kol. Biomacromolecules, 11(5), 1261-1272, 2011; Collins M. N. a
Birkinshaw C, Carbohydrate Polymers, 92, 1262-79, 2013). Velmi znama je napiiklad injek¢ni
aplikace kyseliny hyaluronové do osteoartritickych kloubdi, kde bylo pozorovano vyrazné
zlepSeni jejich funkénosti (Muzzarelli R. A. a kol., Review: Carbohydrate Polymers, 89, 723—
739, 2012). Tento polymer je také znamy tim, ze diky svym biologickym vlastnostem vyznamné
podporuje proces hojeni ran (Nyman E. a kol. J. Plast. Surg. Hand Surg. 47(2), 89-92,2013)

Chemické modifikace kyseliny hyaluronové a jeji formy

Je znamo mnoho zpisobll, jak chemicky modifikovat kyselinu hyaluronovou za uc¢elem zmény
jejich fyzikalnich a biologickych vlastnosti (Burdick J. A. a Prestwich G. D. Adv. Mater. 23, 41—
56, 2011). V piipadé, Ze je pro urcitou aplikaci Zadana zasadni zména v rozpustnosti, nejcastéjsi
feSeni je kovalentni spojeni hydrofobniho fetézce formou biodegradovatelné esterové vazby na
strukturu polymeru (Kettou a spol. PV 2009-399, Buffa a kol. WO 2010/105582). Z takto
modifikovanych materialfi lze pak vytvatet riizné formy, jako jsou napftiklad vlakna (Séudlova a
kol. EP 2925916 A1), pleteniny a splétané textilie (Pitucha a kol., CZ 306354), samonosné filmy
(Foglarova a kol. PV 2015-166; Foglarova M. a kol. Carbohydrate Polymers 2016, 144, 68-75)
nebo vrstvy z nanovlaken (RuZickova J. a kol. PV 2013-913). Netkané textilie jsou tvofeny
spojenim staplovych mikrovlaken, ktera jsou pfipravovana metodou mokrého zvlakinovani v
nestacionarni koagula¢ni lazni. Koagula¢ni lazen je tvofena 100% alkoholem C,—Cs. VysraZena
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vlakna jsou pak mletim kracena, zfiltrovana na substrat, suSena a lisovana. Takto je mozné
pfipravit netkané textilie z HA s molekulovou hmotnosti 60 az 3000 kg.mol™'. Vysledna vrstva
milZe zlstat pfilnuta na substrat anebo byt ze substratu oddélena jako samonosna vrstva s ploSnou
hmotnosti vys§i nez 5 g.m™.

Kyselina hyaluronova a trijodid

Formy jodu s vys$§im oxida¢nim stupném nez —1 (I") jsou dobfe znamy jako biokompatibilni
antiseptické a dezinfekeéni latky. Jednou z nejrozsifenéjSich forem je trijodid (oxidaéni stupen —
1/3), ktery podléha vratnému rozpadu na molekulamni jod (L) a jodid (I'). Molekularni jod
prechazi do plynného skupenstvi, tudiz tuhé materialy s obsahem trijodidu postupné ztraceji své
oxidacni schopnosti pravé diky sublimaci L. Z tohoto dlivodu se trijodid nejvic pouziva ve formé
roztokll. Piikladem je takzvany Lugollv roztok — trijodid draselny ve vodé, ktery je diky své
biokompatibilité¢ a U¢innosti vhodny pro Sirokou $kalu aplikaci spojenych s antiseptickym nebo
dezinfekénim u¢inkem. Jeho mirnou nevyhodou je, Ze miiZze zpiisobovat tvorbu jizev a taky
docasné zménit barvu kize. Tyto nedostatky byly pfekonany pfidavkem kyseliny hyaluronové,
ktera vyrazné potlacuje tvorbu jizev a obecné vyznamné napomaha procesu hojeni. Spis CZ
12015 popisuje piipravek pro prevenci adheze bandaze, ktery obsahuje fyziologicky pfijatelnou
stil kyseliny hyaluronové o molekulové hmotnosti 200 000 az 2 500 000, jod a jodid draselny.
Pripravek je ve formé sterilniho vodného roztoku nebo gelu a je schopen urychlit hojeni rany.
Toto pouZiti roztoku kyseliny hyaluronové a trijodidu draselného (pod komerénim nazvem
Hyiodine®) pro topické aplikace na hojeni ran bylo publikovano i v nékolika pracich (Bezdékova
B. a kol. Veterinarstvi 54, 516-519, 2004; Frankova J. a kol. Journal of Materials Science:
Materials in Medicine 17, 891-898, 2006; Slavkovsky R. a kol. Clinical and Experimental
Dermatology 35, 4, 373-379, 2010). Autofi ziskali vyborné vysledky pravé diky unikatni
kombinaci biokompatibilniho a antimikrobialniho trijodidu a podporou hojicitho procesu
zplsobenou piitomnosti biokompatibilni kyseliny hyaluronové.

Z hlediska skladovani, transportu a moznych dal§ich aplikaci in situ je ale vyznamnym omezenim
pouziti trijodidu s polysacharidem ve form¢ roztoku. Jednak objem materialu (roztoku) je
vyrazné vét§i neZ objem analogické pevné formy a také jiné mozZnosti pouZiti in situ jsou diky
tvarové nestalosti roztoku (jeho rozteceni) zna¢né limitované. Navic je kapalna forma omezena
formou obalu, kde diky oxida¢ni aktivité trijodidu je velmi obtizné pouzivat pro delsi skladovani
jiné typy obalovych materialQi nez standardni, ale kiehké silikatové sklo. Snaha pfipravit material
s obsahem polysacharidu a trijodidu v pevné form¢ nebyla GspéSna z divodu nestability
samotného trijodidu v nepfitomnosti rozpoustédla. Pfitomnost rozpoustédla brzdi proces
sublimace molekularniho I, a umoznuje jeho zpétné vazani s I" na formu trijodidu Is~. Proto
samotny Lugolliv roztok pii odpafovani rozpoustédla rychle ztraci aktivni slozku (L), ktera
sublimuje z pevného materialu, coz z pohledu dlouhodobé&jsiho skladovani néjaké finalni formy s
obsahem trijodidu je problém zcela zasadni.

Spis CZ 22394 popisuje antimikrobialni smés pro podporu hojeni ran a kryt pro podporu hojeni
ran s antimikrobidlnim u¢inkem. Uvedena smés obsahuje fyziologicky aktivni siil kyseliny
hyaluronové¢, pfipadné dalsi polysacharidy a latky s antimikrobialni aktivitou, a dale elektrolyt,
napf. jodid draselny. Smés mulze byt ve formé chemické nebo fyzikalni smési, pfi¢emz
chemickou smési je s vyhodou vodny roztok a fyzikalni smési je s vyhodou vrstva
polysacharidovych vlaken, ktera ve své struktufe obsahuji antimikrobialni latku. Kryt je vhodny
pro hojeni povrchovych ran. Nevyhodou tohoto feSeni je zejména nezbytna piitomnost
antimikrobialni latky jiné nez trijodid, coz s sebou nese riziko lokalniho podrazdéni pokozky,
toxicity nebo alergické reakce.

Vyse uvedené nedostatky odstraniuje feSeni popsané v tomto vynalezu, které popisuje piipravu
pevnych forem obsahujicich polysacharid, trijodid a stabilizator, ktery vyznamné zpomaluje
sublimaci aktivniho jodu z pevného materiadlu. Toto feSeni umoZziuje daleko S§irSi mozZnosti
aplikace nez samotny vodny roztok polysacharidu a trijodidu.
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Podstata vynalezu

Predmétem vynalezu jsou formulace obsahujici polysacharid a/nebo jeho chemicky
modifikovany derivat nebo smés polysacharidii a/nebo derivatd polysacharidd, trijodid sodny
nebo draselny a stabilizator obecného vzorce X,

vzorec (X),

kde R je — alkylovy, aromaticky, heteroaromaticky, linearni nebo rozvétveny fetézec Ci — Cao,
voliteln¢ s obsahem N nebo O atomd,

R' je - alkylovy, aromaticky, heteroaromaticky, linearni nebo rozvétveny fetézec C; — Cao,
volitelné s obsahem N nebo O atomii, nebo vodik, pfi¢emz R! ve slou¢eniné podle vzorce X jsou
nezavisle na sobé€ stejné nebo odlisné,

a'Y je chloridovy, bromidovy nebo jodidovy aniont.

Finalni materialy jsou pfipravené v podobé riznych pevnych forem jako napiiklad samonosné
filmy, lyofilizat, vrstva ze staplovych vlaken (netkana textilie), nekone¢né vlakno, tkanina,
pletenina, splétana textilie nebo vrstva nanovlaken.

Pouzity polysacharid nebo jeho chemicky modifikovany derivat maji molekulovou hmotnost v
rozmezi 5.10° az 1.10° g.mol™!, zdrojem trijodidového aniontu je jodid draselny nebo sodny a
molekularni jod L.

Polysacharld zahrnuje napfiklad:
kyselinu  hyaluronovou,  algindt  sodny,  oxycelulozu,  karboxymethylcelulozu,
hydroxyethylcelulozu, nebo chemicky modifikovany derivat kyseliny hyaluronové, ktery ma
nékteré —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 uhliki C; — C;s,

— nebo smési riznych polysacharidii a/nebo derivatl polysacharidii s volitelnym pomérem
jednotlivych slozek. Mimoto kompozice nebo finalni zdravotnicky prostiedek miiZze obsahovat
i dalsi latky, napiiklad (ale nejen) polyethylenoxid, kyselinu octovou atd.

Dale se vynalez tyka zplsobu pfipravy, kde l1ze na zavedeni stabilizovaného trijodidu pouzit dva
pfistupy.

Postup 1 — nanos: Prvnim pfistupem je ptiprava roztoku stabilizatoru podle obecného vzorce X a
trijodidu sodného nebo draselného ve smési rozpoustédel etanol/voda, nacez se tento roztok
aplikuje na hotovou formu zdravotnického prostfedku na bazi polysacharidu nebo jeho derivatu
a/nebo smési polysacharidii a/nebo jejich derivat. Doba aplikace je s vyhodou v rozmezi 10
minut az 72 hodin pfi teploté v rozmezi 5 az 40 °C. Aplikace se s vyhodou milize provést bud’
nastfikem roztoku na zdravotnicky prostiedek, nebo ponofenim zdravotnického prostredku do
roztoku, s vyhodou na 5 aZ 15 hodin. Konkrétnéji 1ze postup provést tak, ze se 0,2 az 10% roztok
(w/w) trijodidu a stabilizatoru X v molarnim poméru 1/1 az 1/5, s vyhodou 1/1,1 ve smési
rozpoustédel etanol / voda v objemovém poméru 3/1 az 9/1, aplikuje na povrch jiz hotové finalni
formy polysacharidu nebo jeho derivatu nebo smési polysacharidii, a to s vyhodou bud’
sprejovym nastiikem roztoku trijodidu a stabilizatoru, nebo ponofenim findlni formy
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polysacharidu nebo jeho derivatu nebo smési polysacharidd a/nebo derivatii do roztoku trijodidu
a stabilizatoru.

Postup 2: Druhy pfistup spociva ve vytvoreni smési obsahujici systém polysacharidu a/nebo
derivatu polysacharidu a/nebo jejich smési, trijodid draselny nebo sodny a stabilizator obecného
vzorce X, nacez se ze smesi vytvori finalni forma kompozice. Konkrétnéji se postupuje tak, ze se
trijodid v koncentraci 0,2 az 10 % (pocitano na celkovou hmotnost vSech polysacharidli a/nebo
jejich derivatd) a stabilizator X v molarnim poméru trijodid/stabilizator v rozsahu 1/1 az 1/5, s
vyhodou 1/1,1, ptidaji do 0,2 az 6% (w/w) roztoku polysacharidu nebo jeho derivatu nebo smési
polysacharidii a/nebo derivatl ve vod¢ a kyseliné octové v objemovém poméru 20/1 az 200/1 s
vyhodou 100/1. Po diikladné homogenizaci a piipadné po piidavku dalSich latek se vytvori
finalni forma kompozice.

Aplikaci Postupu 2 vznika material, kde je trijodidovy aniont se stabilizatorem homogennéji
distribuovan v celém objemu materialu. Tento postup lze pouzit naptiklad pro pfipravu materialu
ve formé lyofilizatu.

Aplikaci Postupu 1 vznika material, kde je trijodidovy aniont se stabilizatorem hlavné na nebo v
blizkosti povrchu piislusné formy. Tento postup lze pouZit pro rozmanité formy: samonosné
filmy, lyofilizat, vrstva ze staplovych vlaken (netkané textilie), nekone¢né vlakno, tkanina,
pletenina, splétana textilie nebo vrstva nanovlaken.

Jako stabilizatory obecného vzorce X mohou byt pouzity naptiklad tyto chemické slouceniny:
Thiamin B1, oxythiamin hydrochlorid OB1, 5-(2-hydroxyethyl)-3,4-dimethylthiazolium jodid
TH a 3-benzyl-5-(2-hydroxyethyl)-4—methylthiazolium bromid BTH.

~OH OH

OH OH

. ( -
N
HC— /) R/ B
NH_ Chy
0O (0B1)

vzorec (B1), (TH), (OB1), (BTH)

Ucinnost stabilizatorti byla jasné prokazana pti pokusech o ptipravu lyofilizatd s obsahem I5” bez
ptitomnosti thiazoliovych soli. Obsah aktivniho jodu po procesu lyofilizace (vysoké vakuum) byl
radové 100krat niZsi nez u analogickych lyofilizati, které stabilizator obsahovaly.

Vynalez se také tyka zdravotnického prostiedku, ktery obsahuje antimikrobialni kompozici
definovanou vyse a je ve form¢ krytu ran nebo implantovatelného zdravotnického prostredku.
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Objasnéni vvkresu

Obr. 1, 2 — Porovnani antimikrobialni aktivity lyofilizati na bazi hyaluronové kyseliny (HA)
ptipravenych Postupem 2 (trijodid a stabilizator distribuovany homogennéji). Jako kontroly byly
testovany materialy bez trijodidu (HA-TH, HA-BTH, HA-B1 a HA), které nevykazaly inhibi¢ni
aktivitu. Materialy s antimikrobialni latkou trijodid (HA-TH-I;, HA-BTH-I; a HA-B1-I5)
inhibovaly riist mikroorganismili. V§echny materialy byly testovany pro kmeny Escherichia coli
(obr. 1) a Staphylococcus aureus (obr. 2).

Obr. 3 — Porovnani hojiciho G¢inku lyofilizatd HA—vitamin Bl-trijodid pfipraveného v piikladu
13 (v obrazku je ¢ast rany hojena timto pfipravkem oznacena jako HyB.) a lyofilizatl na bazi
hyaluronanu s obsahem antimikrobidlniho oktenidinu (v obrazku oznaceny jako SL) v ¢asech 0, 2
a 5 dnl na pacientovi s otevienou ranou na dolni koncetin€ (postup popsany v piikladu 42).
Obrazek ukazuje srovnatelnou G¢innost obou materiald.

Piiklady uskuteénéni vynalezu

DS = stupen substituce polysacharidu = 100% * (molarni mnozstvi modifikované jednotky
polysacharidu) / (molarni mnoZstvi opakujicich se jednotek polysacharidu)

Zde pouzivany vyraz ckvivalent (ekv) se vztahuje na opakujici se jednotku piislusného
polysacharidu, neni-li uvedeno jinak.

Procenta se uvadéji jako hmotnostni procenta, pokud neni uvedeno jinak.

MnozZstvi aktivniho jodu v % — vyjadfuje ekvivalent miry oxida¢ni aktivity materialu, ktera je
ekvivalentni oxidacni aktivit¢ materialu s piislusSnym hmotnostnim procentem I,. Stanoveno
standardni redoxni titraci s thiosiranem sodnym.

Molekulova hmotnost polysacharidii je hmotnostné stiedni stanovena pomoci metody SEC-
MALLS.

Piiklad 1
Pfiprava ethylesteru hyaluronanu

Do roztoku hyaluronanu (1 g, 300 kg.mol™) ve 40 ml vody se pfidal NaOH az do pH = 9. Pak se
ptidalo 20 ml dimethylsulfoxidu a 0,08 ml ethyljodidu a smés se michala 3 dny pii 45 °C.
Vysledna smés pak byla sraZzena 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 a kol. PV 2009-399).

Piiklad 2
Pfiprava benzylesteru hyaluronanu

Do roztoku hyaluronanu (1 g, 300 kg.mol™) ve 40 ml vody se pfidal NaOH az do pH = 9. Pak se
ptidalo 20 ml dimethylsulfoxidu a 0,08 ml benzylbromidu a smés se michala 4 dny pti 20 °C.
Vysledna smés pak byla srazena 140 ml 100% isopropanolu, odfiltrovana tuha latka byla promyta
isopropanolem a suSena ve vakuu. Produkt (920 mg) byl analyzovan pomoci NMR. DS esteru
3 % (stanoveno NMR, lit. Kettou a kol. PV 2009-399).
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Piiklad 3
Piiprava 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.
Paralelné byla rozpusténa kyselina laurova (4 ekvivalenty) v 30 ml tetrahydrofuranu a 7 ml
triethylaminu a do tohoto roztoku bylo pfidano 4,8 ml ethyl-chloroformiatu pfi 0 az 5°C po dobu
15 minut. Vnikla suspenze byla piefiltrovana do roztoku hyaluronanu a reakce byla michana 5
hodin pfi 20 °C. Vysledny roztok byl pak sraZen pfidavkem 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 %.

Piiklad 4

Pfiprava palmitoyl hyaluronanu

Do roztoku hyaluronanu (10 g, 250 kg.mol™") v 300 ml destilované vody bylo p¥idano 300 ml
tetrahydrofuranu. Poté bylo do roztoku pridano 2,5 ekvivalentdi triethylaminu, 0,04 ekvivalentu
4—dimetylaminopyridinu a 2 ekvivalenty anhydridu kyseliny palmitové. Vysledny roztok byl
michan pii laboratorni teploté 3 hodiny. Roztok byl pak sraZen 1 litrem 100% isopropanolu,
promyt 80% isopropanolem a susen pii 40 °C 2 dny. Stupen substituce byl 30 % (stanoveno
NMR).

Priklad 5

Ptiprava roztoku thiamin—KI; v etanol/voda 3/1

150 mg I a 225 mg KI bylo rozpusténo v 21 ml ethanolu. 210 mg thiamin hydrochloridu bylo
rozpus§téno v 7 ml destilované vody. Oba roztoky byly smichany pfi teploté 20 °C a skladovany
pfi teploté 0 az 5 °C.

Piiklad 6

Ptiprava roztoku thiamin—KI; v etanol/voda 6/1

150 mg > a 225 mg KI bylo rozpusténo v 25,7 ml ethanolu. 210 mg thiamin-hydrochloridu bylo
rozpusténo v 4,3 ml destilované vody. Oba roztoky byly smichany pii teploté 20 °C a skladovany
pfi teploté 0 az 5 °C.

Piiklad 7

Ptiprava roztoku thiamin—KIs v etanol/voda 9/1

150 mg I> a 225 mg KI bylo rozpusténo v 27 ml ethanolu. 210 mg thiamin-hydrochloridu bylo

rozpus§téno v 3 ml destilované vody. Oba roztoky byly smichany pfi teploté 20 °C a skladovany
pti teploté 0 az 5 °C.
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Priklad 8
Pfiprava roztoku thiamin—Nals v etanol/voda 3/1

150 mg I, a 203 mg Nal bylo rozpusténo v 21 ml ethanolu. 210 mg thiamin-hydrochloridu bylo
rozpusténo v 7 ml destilované vody. Oba roztoky byly smichany pfi teploté 20 °C a skladovany
pfi teploté 0 az 5 °C.

Piiklad 9
Pfiprava roztoku thiamin—Nals v etanol/voda 6/1

150 mg I> a 203 mg Nal bylo rozpusténo v 25,7 ml ethanolu. 210 mg thiamin-hydrochloridu bylo
rozpusténo v 4,3 ml destilované vody. Oba roztoky byly smichany pii teploté 20 °C a skladovany
pfi teploté 0 az 5 °C.

Priklad 10
Pfiprava roztoku thiamin—Nals v etanol/voda 9/1

150 mg I, a 203 mg Nal bylo rozpusténo v 27 ml ethanolu. 210 mg thiamin-hydrochloridu bylo
rozpus§téno v 3 ml destilované vody. Oba roztoky byly smichany pfi teploté 20 °C a skladovany
pfi teploté 0 az 5 °C.

Piiklad 11
Ptiprava lyofilizatl ethylester hyaluronanu—thiamin—I; (HA-B1-I5)

Do roztoku derivatu hyaluronanu piipraveného podle prikladu 1 (0,4 g) ve 100 ml destilované
vody a 0,5 ml kyseliny octové se piidalo 40 mg KI a 27 mg I, a smés se michala 24 hodin pfi
laboratorni teplot€. Do vzniklého roztoku byl pak pfidan roztok 38 mg thiamin-hydrochloridu v 1
ml destilované vody a roztok byl po homogenizaci hned zamrazen na —50 °C a lyofilizovan.
MnozZstvi aktivniho jodu bylo stanoveno pomoci reduktivni titrace s thiosiranem sodnym na
4,2 %.

Priklad 12
Ptiprava lyofilizat benzylester hyaluronanu—thiamin-Is (HA-B1-I3)

Do roztoku derivatu hyaluronanu pfipraveného podle ptikladu 2 (0,4 g) v 100 ml destilované
vody a 5 ml kyseliny octové se pridalo 40 mg KI a 27 mg b a smes se michala 24 hodin pii
laboratorni teplot€. Do vzniklého roztoku byl pak pfidan roztok 38 mg thiamin-hydrochloridu v 1
ml destilované vody a roztok byl po homogenizaci hned zamraZzen na —50 °C a lyofilizovan.
MnozZstvi aktivniho jodu bylo stanoveno pomoci reduktivni titrace s thiosiranem sodnym na 4%.
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Piiklad 13
Ptiprava lyofilizath hyaluronan—thiamin-I; (HA-B1-I3)

Do roztoku hyaluronanu (0,4 g, 500 kg.mol™") v 100 ml destilované vody a 1 ml kyseliny octové
se ptidalo 40 mg KI a 27 mg I, a smés se michala 24 hodin pfi laboratorni teploté. Do vzniklého
roztoku byl pak pfidan roztok 38 mg thiamin-hydrochloridu v 1 ml destilované vody a roztok byl
po homogenizaci hned zamraZzen na —50 °C a lyofilizovan. MnozZstvi aktivniho jodu bylo
stanoveno pomoci reduktivni titrace s thiosiranem sodnym na 4 %.

Priklad 14
Ptiprava lyofilizatl hyaluronan—thiamin-I; (HA-B1-I3)

Do roztoku hyaluronanu (0,4 g, 500 kg.mol™") v 200 ml destilované vody a 2 ml kyseliny octové
se ptidalo 40 mg KI a 27 mg I, a smés se michala 24 hodin pfi laboratorni teploté. Do vzniklého
roztoku byl pak pridan roztok 179 mg thiamin-hydrochloridu v 3 ml destilované vody a roztok
byl po homogenizaci hned zamraZzen na —-50 °C a lyofilizovan. MnoZzstvi aktivniho jodu bylo
stanoveno pomoci reduktivni titrace s thiosiranem sodnym na 3,5 %.

Piiklad 15
Ptiprava lyofilizatl hyaluronan—thiamin-I; (HA-B1-I3)

Do roztoku hyaluronanu (0,4 g, 500 kg.mol™") v 100 ml destilované vody a 1 ml kyseliny octové
se ptidalo 40 mg KI a 27 mg I, a smés se michala 24 hodin pfi laboratorni teploté. Do vzniklého
roztoku byl pak pfidan roztok 36 mg thiamin-hydrochloridu v 1 ml destilované vody a roztok byl
po homogenizaci hned zamraZzen na —50 °C a lyofilizovan. MnozZstvi aktivniho jodu bylo
stanoveno pomoci reduktivni titrace s thiosiranem sodnym na 3,5 %.

Priklad 16
Pfiprava lyofilizath hyaluronan—thiamin-I; (HA-B1-I3)

Do roztoku hyaluronanu (0,4 g, 80 kg.mol™") v 20 ml destilované vody a 0,1 ml kyseliny octové
se piidalo 40 mg KI a 27 mg I, a smés se michala 24 hodin pii laboratorni teploté. Do vzniklého
roztoku byl pak pfidan roztok 36 mg thiamin hydrochloridu v 1 ml destilované vody a smés byla
po homogenizaci hned zamrazena na —50 °C a lyofilizovana. MnoZstvi aktivniho jodu bylo
stanoveno pomoci reduktivni titrace s thiosiranem sodnym na 2 %.

Priklad 17

Pfiprava lyofilizath hyaluronan—thiamin—I; (HA-B1-I3) nanos

Hyaluronan ve form¢ lyofilizat byl Gipln€ ponofen do roztoku Nal; v etanol/voda 3/1 (ptfiklad 8)
na 24 hodin pii teploté€ 20 °C. Pak byl lyofilizat ponofen do isopropanolu na 2 sekundy, vybran a

vysuSen pfiloZzenim filtraéniho papiru z obou stran materialu. MnozZstvi aktivniho jodu bylo
stanoveno pomoci reduktivni titrace s thiosiranem sodnym na 1,5 %.
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Piiklad 18
Pfiprava lyofilizatl hyaluronan—thiamin—I; (HA-B1-I3) nanos

Hyaluronan ve formé lyofilizati byl Gplné ponofen do roztoku Nals v etanol/voda 9/1 (ptiklad
10) na 24 hodin pfi teploteé 40 °C. Pak byl lyofilizat ponofen do isopropanolu na 2 sekundy,
vybran a vysusen ptiloZzenim filtra¢niho papiru z obou stran materialu. Mnozstvi aktivniho jodu
bylo stanoveno pomoci reduktivni titrace s thiosiranem sodnym na 2 %.

Priklad 19

Ptiprava lyofilizath hyaluronan—thiamin—I; (HA-B1-I3) nanos

Hyaluronan ve formé lyofilizat byl aplné ponofen do roztoku KIs v etanol/voda 6/1 (piiklad 6)
na 10 minut pfi teploté 40 °C. Pak byl lyofilizat ponoten do isopropanolu na 2 sekundy, vybran a
vysuSen pfiloZzenim filtraéniho papiru z obou stran materialu. Mnozstvi aktivniho jodu bylo
stanoveno pomoci reduktivni titrace s thiosiranem sodnym na 1,5 %.

Priklad 20

Pfiprava lyofilizatl hyaluronan—thiamin-I3 (HA-B1-I3) nanos

Hyaluronan ve formé lyofilizath byl aplné ponofen do roztoku KIs v etanol/voda 9/1 (ptiklad 7)
na 48 hodin pii teploté 5 °C. Pak byl lyofilizat ponofen do isopropanolu na 2 sekundy, vybran a
vysuSen pfiloZzenim filtraéniho papiru z obou stran materialu. Mnozstvi aktivniho jodu bylo
stanoveno pomoci reduktivni titrace s thiosiranem sodnym na 2 %.

Piiklad 21

Pfiprava lyofilizath hyaluronan—thiamin—I; (HA-B1-I3) nanos

Hyaluronan ve formé lyofilizath byl aplné ponofen do roztoku KIs v etanol/voda 3/1 (ptiklad 5)
na 10 hodin pii teploté€ 20 °C. Pak byl lyofilizat ponofen do isopropanolu na 2 sekundy, vybran a
vysuSen pfiloZzenim filtraéniho papiru z obou stran materialu. MnozZstvi aktivniho jodu bylo
stanoveno pomoci reduktivni titrace s thiosiranem sodnym na 1 %.

Priklad 22

Ptiprava lyofilizath hyaluronan—thiazolium jodid-I; (HA-TH-I5).

Do roztoku hyaluronanu (0,4 g, 500 kg.mol™') ve 100 ml destilované vody a 1 ml kyseliny octové
se piidalo 40 mg KI a 27 mg b a smés se michala 24 hodin pti laboratorni teploté. Do vzniklého
roztoku byl pak ptidan roztok 35 mg 5—(2-hydroxyethyl)-3,4-dimethylthiazolium jodidu v 1 ml

destilované vody a roztok byl po homogenizaci hned zamrazen na -50 °C a lyofilizovan.
MnozZstvi aktivniho jodu bylo stanoveno pomoci reduktivni titrace s thiosiranem sodnym na 3 %.
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Piiklad 23
Pfiprava lyofilizatl hyaluronan—benzylthiazolium bromid-I; (HA-BTH-I)

Do roztoku hyaluronanu (0,4 g, 500 kg.mol™') ve 100 ml destilované vody a 1 ml kyseliny octové
se ptidalo 40 mg KI a 27 mg I, a smés se michala 24 hodin pfi laboratorni teploté. Do vzniklého
roztoku byl pak piidan roztok 37 mg 3-benzyl-5-(2-hydroxyethyl)-4-methylthiazolium
bromidu v 1 ml destilované vody a roztok byl po homogenizaci hned zamrazen na -50 °C a
lyofilizovan. MnozZstvi aktivniho jodu bylo stanoveno pomoci reduktivni titrace s thiosiranem
sodnym na 3,5 %.

Priklad 24
Ptiprava lyofilizatl hyaluronan—oxythiamin-I; (HA-OB1-I3)

Do roztoku hyaluronanu (0,4 g, 500 kg.mol™") ve 100 ml destilované vody a 1 ml kyseliny octové
se pfidalo 4,0 mg KI a 2,7 mg I, a smés se michala 24 hodin pfi laboratorni teploté. Do vzniklého
roztoku byl pak pfidan roztok 45 mg oxythiamin-hydrochloridu v 1 ml destilované vody a roztok
byl po homogenizaci hned zamrazen na —-50 °C a lyofilizovan. MnoZzstvi aktivniho jodu bylo
stanoveno pomoci reduktivni titrace s thiosiranem sodnym na 0,5 %.

Piiklad 25
Ptiprava netkané textilie ze staplovych vlaken hyaluronan—thiamin—I; (HA-B1-I3) nanos

1% vodny roztok HA byl vytlacen skrz trysku s vnitinim primérem 0,6 mm do nestacionarni
koagula¢ni lazn€ tvofené¢ 100% isopropanolem o pokojové teploté obtékajici trysku rychlosti
3 m.s™'. Roztok je vysrazen do podoby vlaken o délce 3 az 4 cm. Surova vlakna jsou kracena v
mixéru po dobu 30 s pii poméru 1 g vlaken na 1 1 koagula¢ni lazn€. Vysledna vldkenna disperze s
délkou vlaken 3 az 4 mm je zfiltrovana pres substrat tvofeny PAD pleteninou a vysuSena na
suSici desce umoznujici tvarovou fixaci vzniklé textilie v pribéhu suseni. Vysledna vrstva byla ze
substratu oddélena jako samonosna vrstva. Takto vznikla textilie byla zformatovana na
pozadovanou velikost a ponofena do roztoku Nals + B1 v etanol/voda 9/1 (ptiklad 10). Textilie
byla umisténa na tfepacku a vystavena piisobeni roztoku Nal; + B1 60 minut pfi teploté 20 °C a
otackach tiepacky 80 kmiti.min™'. Takto upravena textilie je vysuSena pfi laboratorni teploté.
MnozZstvi aktivniho jodu bylo stanoveno pomoci reduktivni titrace s thiosiranem sodnym na
1,8 %.

Priklad 26

Pfiprava netkané textilie ze staplovych vldken z palmitoyl hyaluronanu—thiamin-I; (HA-B1-I5)
nanos

1% roztok palmitoylu HA (pfiprava popsana v piikladu 4) rozpusténého ve smési vody a
isopropanolu s objemovym pomérem 1:1 byl vytlacen skrz trysku s vnitinim priimérem 0,6 mm
do nestacionarni koagulacni lazné tvorené 90% isopropanolem o pokojové teploté obtékajici
trysku rychlosti 3 m/s. Roztok je vysrazen do podoby vladken o délce 3 az 4 cm. Surova vlakna
jsou dale dehydratovana ve 100% acetonu a kracena v mixéru po dobu 10 sekund pfi poméru
0,9 g vlaken na 11 100% isopropanolu. Vysledna vlakenna disperze s délkou vlaken 3 aZ 4 mm je
zfiltrovana pres substrat tvofeny PAD pleteninou a vysuSena pfi teploté 40 °C na suSici desce
umoziujici tvarovou fixaci vzniklé textilie v pribéhu suSeni. Vysledna vrstva byla ze substratu
oddélena jako samonosna vrstva. Takto vznikla textilie byla zformatovana na poZadovanou
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velikost a ponotfena do roztoku Nals; + B1 v etanol/voda 9/1 (piiklad 10). Textilie byla umisténa
na tiepacku a vystavena plsobeni roztoku Nal; + B1 70 minut pii teploté¢ 20 °C a otackach
trepacky 80 kmitl/min. Takto upravena textilie je vysuSena pii laboratorni teploté. MnoZstvi
aktivniho jodu bylo stanoveno pomoci reduktivni titrace s thiosiranem sodnym na 1,5 %.

Priklad 27
Pfiprava nanovlakenné vrstvy hyaluronan—thiamin-Is (HA-B1-I3) nanos

Pro pfipravu nanovlakenné vrstvy s obsahem kyseliny hyaluronové byl pfipraven vodny roztok s
nasledujicim slozenim. Koncentrace HA o molekulové hmotnosti 82 kg.mol™ v susiné byla
80 %, polyethylenoxid o molekulové hmotnosti 400 kg.mol™ tvofil 5 %, polyvinylalkohol o
molekulové hmotnosti 200 kg.mol™ tvofil 15 %, celkova koncentrace susiny byla 6 %. Roztok
byl naplnén do stiikacky a elektrostaticky zvlaknén na deskovy kolektor za pouZiti bezjehlové
linearni trysky, napéti 45 kV a vzdalenosti 18 cm mezi emitorem a kolektorem Vladkna maji
rozmér 110 £ 27 nm. Tento material byl upIn€ ponofen do roztoku Nal; + B1 v etanol/voda 6/1
(ptiklad 9) na 48 hodin pfi teplot¢ 20 °C. Pak byl vybran a ponofen do isopropanolu na 2
sekundy, vybran a vysuSen pii laboratorni teploté. Mnozstvi aktivniho jodu bylo stanoveno
pomoci reduktivni titrace s thiosiranem sodnym na 8 %.

Piiklad 28
Pfiprava samonosného filmu z hyaluronan—thiamin—I; (HA-B1-I3) ndnos

Piprava filmu probihala ve specializovaném su$icim zafizeni, kde byl film suSen v uzavieném
prostoru. Zafizeni 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 240 mg hyaluronanu sodného o molekulové hmotnosti
330 kg.mol ™" byla rozpusténa ve 24 ml demi-vody a ponechana michat minimalné 18 hodin. Poté
byl 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
20 hodin. Po ususeni byl film sejmut z podlozky a uchovan pro dalsi pouZiti. Tento material byl
pak Upln€ ponoten do roztoku Nals + B1 v etanol/voda 6/1 (piiklad 9) na 72 hodin pfi teploté
20 °C. Pak byl vybran a ponoten do isopropanolu na 2 sekundy, vybran a vysusen pfi laboratorni
teploté. Mnozstvi aktivniho jodu bylo stanoveno pomoci reduktivni titrace s thiosiranem sodnym
na 0,1 %.

Priklad 29
Pfiprava samonosného filmu z palmitoyl hyaluronanu—thiamin-Is (palmHA-B 1-I3) nanos

Zatizeni pro pfipravu filmd je popsano v piikladu 27. Navazka 240 mg palmitoyl derivatu
hyaluronanu sodného popsaného v piikladu 4 byla rozpusténa ve 24 ml vodného roztoku 2-
propanolu (50% w/w) a nechana michat minimaln¢ 18 hodin. Poté byl roztok nadavkovan do
suSiciho zafizeni na podlozku (hydrofobizované sklo) a usuSen v uzavieném prostoru pii teploté
spodni desky 50 °C a teploté horni desky 40 °C. Doba suSeni byla 20 hodin. Po ususeni byl film
sejmut z podlozky a uchovan pro dalsi pouziti. Tento material byl pak uplné ponotfen do roztoku
Nals + B1 v etanol/voda 6/1 (ptiklad 9) na 72 hodin pii teploté 20 °C. Pak byl vybran a ponoten
do isopropanolu na 2 sekundy, vybran a vysuSen pii laboratorni teploté. Mnozstvi aktivniho jodu
bylo stanoveno pomoci reduktivni titrace s thiosiranem sodnym na 0,2 %.
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Priklad 30
Pfiprava samonosného filmu z lauroyl hyaluronanu—thiamin-Is (laurHA-B1-I3) nanos

Zatizeni pro pfipravu filmuje popsano v piikladu 27. Navazka 240 mg lauroyl derivatu
hyaluronanu sodného popsaného v piikladu 3 byla rozpusténa ve 24 ml vodného roztoku 2-
propanolu (50% w/w) a nechana michat minimaln¢ 18 hodin. Poté byl roztok nadavkovan do
suSiciho zafizeni na podlozku (hydrofobizované sklo) a usuSen v uzavieném prostoru pii teploté
spodni desky 50 °C a teploté horni desky 40 °C. Doba suseni byla 20 hodin. Po ususSeni byl film
sejmut z podloZky a uchovan pro dalsi pouziti. Tento material byl pak Gpln€ ponoten do roztoku
Nal; + B1 v etanol/voda 6/1 (ptiklad 9) na 24 hodin pii teploté 20 °C. Pak byl vybran a ponoten
do isopropanolu na 2 sekundy, vybran a vysusen pii laboratorni teploté. MnozZstvi aktivniho jodu
bylo stanoveno pomoci reduktivni titrace s thiosiranem sodnym na 0,3 %.

Piiklad 31
Ptiprava vrstvy ze staplovych vlaken hyaluronan—thiamin—I; (HA-B1-1I3) nanos

Netkana textilie byla vytvofena spojenim staplovych mikrovlaken, ktera jsou pfipravovana
metodou mokrého zvlakinovani v nestacionarni koagulacéni lazni. Byla pouZita kyselina
hyaluronova o molekulové hmotnosti 1000 kg.mol™'. Koagula¢ni lazen je tvofena isopropanolem.
Vysrazena vlakna byla pak mletim kracena, zfiltrovana na substrat, suSena a lisovana. Vysledna
vrstva byla ze substratu oddélena jako samonosna vrstva. Tento material byl pak uplné ponofen
do roztoku Nals + Bl v etanol/voda 9/1 (ptiklad 10) na 1 hodinu pii teplot¢ 20 °C. Pak byl
vysuSen pii laboratorni teploté. Mnozstvi aktivniho jodu bylo stanoveno pomoci reduktivni
titrace s thiosiranem sodnym na 1,8 %.

Priklad 32
Pfiprava pleteniny z vlaken hyaluronan—thiamin—I; (HA-B1-I3) nénos

Pro tvorbu pleteniny bylo pouzito nekone¢né vlakno z hyaluronanu o molekulové hmotnosti
600 kg.mol™" jemnost vlakna byla 10 tex, pevnost 1,1 N a taznost 9,8 %. T¥i vlakna byla sdruZena
a zakroucena na prstencovém stroji pii podavani 10 m/min a otackach vietene 3000 min';
vysledny zakrut m¢l hodnotu 300 m™. Z niti byla na dvoulizkovém osnovnim pletacim stroji
vyrobena oboulicni pletenina v trikotové vazb¢é s uzavienymi ocky. Pletenina byla nasledné
vyprana v ethanolu pfi teploté 40 °C po dobu 20 min. Vysledny pruh pleteniny mél Sirku 11 mm,
plosnou hmotnost 99 g.m™ a hustotu oek 36 cm™. Tento material byl pak uplné ponofen do
roztoku KIz + B1 v etanol/voda 6/1 (pfiklad 6) na 24 hodin pfi teploté 20 °C. Pak byl vybran a
ponofen do isopropanolu na 2 sekundy, vybran a vysuSen pii laboratorni teploté. Mnozstvi
aktivniho jodu bylo stanoveno pomoci reduktivni titrace s thiosiranem sodnym na 0,1 %.

Piiklad 33
Pfiprava pleteniny z vlaken palmitoyl hyaluronan—thiamin—Is (palmHA-B1-I3) nanos

Pro tvorbu pleteniny bylo pouZito nekone¢né vlakno z palmitoyl hyaluronanu o molekulové
hmotnosti 320 kg.mol ™" a stupni substituce 30 % (stanoveno pomoci NMR); jemnost vlakna byla
9 tex, pevnost 0,6 N a taznost 21 %. Tii vlakna byla sdruZena a zakroucena na prstencovém stroji
pfi podavani 10 m/min a otackach vietene 3000 min™'; vysledny zakrut m¢l hodnotu 300 m™'. Z
niti byla na dvoultiZkovém osnovnim pletacim stroji vyrobena oboulicni pletenina v trikotové
vazb€ s uzavienymi ocky. Pletenina byla nasledné vyprana v ethanolu pfi teploté¢ 40 °C po dobu
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20 min. Vysledny pruh pleteniny mél §itku 11 mm, plosnou hmotnost 91 g.m™ a hustotu oéek
36 cm™. Tento material byl pak upIné ponofen do roztoku KIs + B1 v etanol/voda 9/1 (piiklad 7)
na 15 hodin pfi teploté 20 °C. Pak byl vybran a ponofen do isopropanolu na 2 sekundy, vybran a
vysuSen pii laboratorni teploté. Mnozstvi aktivniho jodu bylo stanoveno pomoci reduktivni
titrace s thiosiranem sodnym na 0,3 %.

Priklad 34
Ptiprava lyofilizatl alginat—thiamin—I3

Do roztoku alginatu sodného (0,4 g, 400 kg.mol™) ve 100 ml destilované vody a 1 ml kyseliny
octové se pfidalo 40 mg KI a 27 mg I> a smés se michala 24 hodin pfi laboratorni teploté. Do
vzniklého roztoku byl pak pfidan roztok 38 mg thiamin—hydrochloridu v 1 ml destilované vody a
roztok byl po homogenizaci hned zamrazen na —50 °C a lyofilizovan. MnoZstvi aktivniho jodu
bylo stanoveno pomoci reduktivni titrace s thiosiranem sodnym na 4,4 %.

Piiklad 35
Ptiprava lyofilizatl oxyceluloza—thiamin—I3

Do roztoku oxycelulozy (0,4 g, 50 kg.mol™") ve 100 ml destilované vody a 1 ml kyseliny octové
se ptidalo 40 mg KI a 27 mg I, a smés se michala 24 hodin pfi laboratorni teploté. Do vzniklého
roztoku byl pak pfidan roztok 38 mg thiamin-hydrochloridu v 1 ml destilované vody a roztok byl
po homogenizaci hned zamraZzen na —50 °C a lyofilizovan. MnozZstvi aktivniho jodu bylo
stanoveno pomoci reduktivni titrace s thiosiranem sodnym na 3,3 %.

Priklad 36
Ptiprava lyofilizath hydroxyethylcelul6za—thiamin—I3

Do roztoku hydroxyethylcelulozy (0,4 g, 720 kg.mol™) ve 100 ml destilované vody a 1 ml
kyseliny octové se pridalo 40 mg KI a 27 mg I, a smés se michala 24 hodin pii laboratorni
teploté. Do vzniklého roztoku byl pak pfidan roztok 38 mg thiamin-hydrochloridu v 1 ml
destilované vody a roztok byl po homogenizaci hned zamrazen na -50 °C a lyofilizovan.
MnozZstvi aktivniho jodu bylo stanoveno pomoci reduktivni titrace s thiosiranem sodnym na
6,1 %.

Priklad 37
Ptiprava lyofilizath karboxymethylcelul6za—thiamin—I3

Do roztoku karboxymethylcelulozy (0,4 g, 250 kg.mol™) ve 100 ml destilované vody a 1 ml
kyseliny octové se pridalo 40 mg KI a 27 mg I, a smés se michala 24 hodin pii laboratorni
teploté. Do vzniklého roztoku byl pak pfidan roztok 38 mg thiamin-hydrochloridu v 1 ml
destilované vody a roztok byl po homogenizaci hned zamrazen na -50 °C a lyofilizovan.
MnozZstvi aktivniho jodu bylo stanoveno pomoci reduktivni titrace s thiosiranem sodnym na
4,6 %.
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Priklad 38
Ptiprava lyofilizatl oxycelul6za/hyaluronan—thiamin—Is

Do roztoku oxyceluldzy (0,3 g, 50 kg.mol™) a kyseliny hyaluronové (0,1 g, 500 kg.mol™") ve
100 ml destilované vody a 1 ml kyseliny octové se pfidalo 40 mg KI a 27 mg I a smés se
michala 24 hodin pii laboratorni teplot¢. Do vzniklého roztoku byl pak pifidan roztok 38 mg
thiamin—hydrochloridu v 1 ml destilované vody a roztok byl po homogenizaci hned zamraZen na
=50 °C a lyofilizovan. MnoZstvi aktivniho jodu bylo stanoveno pomoci reduktivni titrace s
thiosiranem sodnym na 4 %.

Priklad 39
Ptiprava lyofilizatl alginat/hyaluronan—thiamin-Is

Do roztoku alginatu sodného (0,3 g, 400 kg.mol™) a kyseliny hyaluronové (0,1 g, 500 kg.mol™)
ve 100 ml destilované vody a 1 ml kyseliny octové se piidalo 40 mg KI a 27 mg I, a smés se
michala 24 hodin pfi laboratorni teploté. Do vzniklého roztoku byl pak piidan roztok 38 mg
thiamin—hydrochloridu v 1 ml destilované vody a roztok byl po homogenizaci hned zamraZen na
=50 °C a lyofilizovan. MnoZstvi aktivniho jodu bylo stanoveno pomoci reduktivni titrace s
thiosiranem sodnym na 4,3 %.

Priklad 40
Ptiprava lyofilizath karboxymethylceluléza/hyaluronan—thiamin-Is

Do roztoku karboxymethyl celulézy (0,3 g, 250 kg.mol!) a kyseliny hyaluronové (0,1 g,
500 kg.mol™") ve 100 ml destilované vody a 1 ml kyseliny octové se pfidalo 40 mg Kl a 27 mg I,
a smés se michala 24 hodin pfi laboratorni teploté. Do vzniklého roztoku byl pak ptidan roztok
38 mg thiamin-hydrochloridu v 1 ml destilované vody a roztok byl po homogenizaci hned
zamrazen na —50 °C a lyofilizovan. Mnozstvi aktivniho jodu bylo stanoveno pomoci reduktivni
titrace s thiosiranem sodnym na 4,2 %.

Piiklad 41
Testovani antimikrobialni aktivity in vitro (obrazek 1 a 2):

Suspenze jednotlivych testovanych mikroorganismi byly piipraveny o piiblizné koncentraci 10°
CFU/ml. Na povrch trypton sojového agaru v Petriho miskach bylo vyo¢kovano 100 pl suspenze
(ptiblizny pocet mikroorganismii aplikovanych na misku byl 10* CFU). Suspenze byla
rovnomémné rozetfena po povrchu celé misky sterilni klickou. Po vsaknuti suspenze do agaru
byly na jeho povrch sterilné preneseny testované vzorky ve form¢ ¢tvereckll. Misky s testovacimi
kmeny bakterii byly uloZeny ke kultivaci pii 37 °C na dobu 24 hodin. Byly testovany lyofilizaty s
antimikrobialni latkou HA-B1-Is, HA-TH-I: a HA-BTH-I3;, (pfipraveny podle prikladi
13,22,23), pficemz jako kontroly byly pouZity analogické lyofilizaty bez aktivni latky HA-TH,
HA-BTH a samotna HA. Byly pfipraveny ¢tverecky o hmotnosti 15 az 20 mg a pfibliznych
rozmérech 15 x 15 x 2 mm s obsahem trijodidu draselného 0,7 aZ 1,3 mg nebo bez jeho obsahu.
Pro testovani u€innosti byla zvolena difuzni plotnova metoda (2D uspotadani). Ke kultivaci byla
pouzita neselektivni plida (trypton—sojovy agar). Vzorky Cctvere¢kii byly testovany na 2
mikroorganismech — Escherichia coli (G- ty€inka) a Staphylococcus aureus (G+ koky). 7
Obrazkid 1 a 2 je jasn€ patrnd vyrazn€ vyS§i u€innost lyofilizatl podle vynalezu ve srovnani s
lyofilizaty bez trijodidu, resp. se samotnou HA.
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Priklad 42
Testovani snasenlivosti a vlivu na hojeni rany (obrazek 3).

Cilem jednotydenniho sledovani bylo porovnani efektu lyofilizath HA-B1-I3 (pfipraven podle
ptikladu 13) na pribéh hojeni rany. Studie byla zaméfena pfedevSim na toleranci preparatu a
srovnani jeho efektivity se standardnim prostfedkem pro hojeni ran s prokazanym u¢inkem, coz
je kryti obsahujici aktivni vrstvu, ktera je kombinaci hyaluronanu a antimikrobialni latky
oktenidinu (HA-oktenidin). Pro testovani byla pouzita bandaz totoZzného sloZeni jako u kryti
HA-oktenidin, ale aktivni vrstva byla nahrazena lyofilizatem HA-B1-Is. Studie byla provedena
na nemocném, kde polovina rany byla vZdy oSetfena bandazi obsahujici lyofilizat HA-B1-Is, (v
obrazku 3 oznacena jako HyB,) druhé polovina pak standardnim krytim HA-oktenidin.

U pacienta byla bandaz tolerovana bez negativnich subjektivnich i1 objektivnich problém.
Pribéh hojeni béhem sledovaného tydenniho obdobi byl srovnatelny s hojenim pii pouZiti
preparatu HA-oktenidin. Znamky infekénich nebo zanétlivych komplikaci nebyly na ranach
krytych preparatem HA-oktenidin i lyofilizitem HA-B1-I3 zaznamenany. Je tedy moZné
konstatovat, ze vliv nového komplexu HA-B1-I; je srovnatelny se standardné pouzivanym
krytim HA-oktenidin. Pfipravek podle vynalezu je ve srovnani s pfipravkem s oktenidinem
vyhodny zejména proto, Ze jod je ve srovnani s oktenidinem podstatné biokompatibilngjsi, a tudiz
mnohem vhodnéjsi napf. pro implantovatelné materialy.

PATENTOVE NAROKY

1. Antimikrobialni kompozice, vyznacujici se tim, Ze obsahuje:
jeden nebo vice polysacharidi a/nebo jeden nebo vice chemicky modifikovanych derivati
polysacharidd,

stabilizator obecného vzorce X,

vzorec (X),

kde R je — alkylovy, aromaticky, heteroaromaticky, linearni nebo rozvétveny fetézec C; — Cao,
voliteln¢ s obsahem N nebo O atomil,

R' je — alkylovy, aromaticky, heteroaromaticky, linearni nebo rozvétveny fetézec C; — Cso,
volitelné¢ s obsahem N nebo O atomi, nebo —H, pfi¢emz R' ve stabilizatoru jsou nezavisle na
sob¢ stejné nebo odlisné,
a'Y je chloridovy, bromidovy nebo jodidovy aniont,
a trijodid sodny nebo draselny.
2. Kompozice podle naroku 1, vyznacujici se tim, Ze polysacharid nebo jeho chemicky
modifikovany derivat maji molekulovou hmotnost v rozmezi 5.10° az 1.10°g.mol " a

jsou vybrany ze skupiny zahrnujici kyselinu hyaluronovou, alginat sodny,
oxycelulozu, karboxymethylcelulozu, hydroxyethylcelulozu nebo modifikovanou
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kyselinu hyaluronovou, ktera ma nékteré —OH skupiny nahrazeny skupinou —-O-CO-
R? a/nebo nékteré ~CO-OH skupiny nahrazeny skupinou —CO-OR?, kde R? je
linearni nebo aromaticky fetézec s obsahem uhlikii C; — Cis nebo jejich smes.

3. Kompozice podle naroku 1, vyznacujici se tim, Ze stabilizator je vybran ze skupiny
zahrnujici thiamin, oxythiamin-hydrochlorid, 5—(2-hydroxyethyl)-3,4—
dimethylthiazolium jodid a 3-benzyl-5—-(2-hydroxyethyl)-4-methylthiazolium
bromid.

4. Kompozice podle kteréhokoli z narokii 1 aZ 3, vyznacujici se tim, Ze je v pevné
formé¢ vybrané ze skupiny zahrnujici lyofilizat, samonosny film, netkanou textilii,
nekoneéné vlakno, tkaninu, pleteninu, splétanou textilii nebo vrstvu nanovlaken.

5. Zpisob piipravy kompozice definované v kterémkoli z narokii 1 az 4, vyznacujici se
tim, Ze stabilizator obecného vzorce X

vzorec (X),

kde R je — alkylovy, aromaticky, heteroaromaticky, linearni nebo rozvétveny fetézec C; — Cao,
voliteln¢ s obsahem N nebo O atomil

R' je — alkylovy, aromaticky, heteroaromaticky, linearni nebo rozvétveny fetézec C; —Cso,
volitelné s obsahem N nebo O atomil, nebo — H, pficemz R' ve stabilizatoru jsou nezavisle na
sob¢ stejné nebo odlisné,

a'Y je chloridovy, bromidovy nebo jodidovy aniont,

a trijodid sodny nebo draselny se piidaji do systému obsahujiciho polysacharid a/nebo jeho
chemicky modifikovany derivat a/nebo smés polysacharid a/nebo derivat polysacharidd, nacez
se vytvoii finalni forma kompozice.

6. Zplsob piipravy kompozice podle naroku 5, vyznacujici se tim, Ze trijodid sodny
nebo draselny v koncentraci 0,2 azZ 10 % hmotn. vzhledem k celkové hmotnosti vS§ech
polysacharidi a jejich derivati, a stabilizator obecného vzorce X, kde molarni pomér
stabilizator/trijodid je v rozsahu 1/1 az 5/1, s vyhodou 1,1/1, jsou ptidany do 0,2 aZ 6
% hmotn. roztoku polysacharidu a/nebo jeho chemicky modifikovaného derivatu
a/nebo smési polysacharid® a/nebo jejich derivatli ve smési rozpoustédel
voda/kyselina octova v objemovém poméru 20/1 az 200/1 s vyhodou 100/1, a ze
vzniklé smési je pak piipravena pfisluSna finalni forma kompozice.

7. Zpisob piipravy kompozice definované v kterémkoli z narokii 1 az 4, vyznacujici se
tim, Ze stabilizator obecného vzorce X
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vzorec (X),

kde R je — alkylovy, aromaticky, heteroaromaticky, linearni nebo rozvétveny fetézec C; — Cao,
voliteln¢ s obsahem N nebo O atomd,

R' je — alkylovy, aromaticky, heteroaromaticky, linearni nebo rozvétveny fetézec C; — Cso,
volitelné s obsahem N nebo O atomii, nebo —H, pfi¢emz R' ve stabilizatoru jsou nezavisle na
sob¢ stejné nebo odlisné,

a'Y je chloridovy, bromidovy nebo jodidovy aniont,

a trijodid sodny nebo draselny se aplikuji ve formé roztoku ve smési rozpoustédel etanol/voda na
hotovou formu zdravotnického prostiedku na bazi polysacharidu nebo jeho chemicky
modifikovaného derivatu nebo smési polysacharidii a/nebo jejich derivati.

8.

10.

11.

12.

13.

14.

Zplsob pripravy podle naroku 7, vyznaédujici se tim, Ze doba aplikace je 10 minut az
72 hodin a teplota je v rozmezi 5 az 40 °C.

Zplsob pripravy kompozice podle naroku 7, vyznaéujici se tim, Ze aplikace se
provede sprejovym nastfikem roztoku nebo ponofenim do roztoku na 5 az 15 hodin.

Zplsob pripravy kompozice podle kteréhokoli z naroki 7 az 9, vyznacujici se tim,
ze trijodid je v roztoku v koncentraci 0,2 aZ 10 % hmotn., molarni pomér
stabilizator/trijodid je v rozsahu 1/1 az 5/1, s vyhodou 1,1/1, a objemovy pomér
ethanol/voda je v rozsahu 3/1 az 9/1.

Zplsob pripravy kompozice podle kteréhokoli z narokil 5 az 10, vyznacujici se tim,
ze finalni forma kompozice zahrnuje lyofilizat, samonosny film, nanovlakennou
vrstvu, netkanou textilii, vlakno, pleteninu, tkaninu a splétanou textilii.

Zdravotnicky prostredek, vyznacujici se tim, Ze obsahuje antimikrobialni kompozici
definovanou v kterémkoli z narokl 1 az 4 a ze je ve form¢ krytu ran nebo
implantabilniho zdravotnického prostredku.

Pouziti kompozice definované v narocich 1 aZ 4 pro pfipravu kryti ran.

Pouziti kompozice definované v narocich 1 aZ 4 pro ptipravu implantabilnich
zdravotnickych prostiedkd.

3 vykresy
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Obr. 1
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Obr. 2
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Obr. 3
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