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Anotace:

Pfiprava zesitovaného biokompatibilniho po-
lysacharidového gelového prostfedku obsahu-
je: vytvofeni vodného roztoku ve vodé roz-
pustného, zesitovatelného polysacharidu, ze-
sifovani polysacharidu; iniciaci zesitovani v
pfitomnosti polyfunkéniho zesitovaciho ¢inid-
la; sterické zabranéni ukondéeni zesifovaci re-
akce pred vyskytem gelovaténi, ziskani akti-
vovaného polysacharidu; a znovu zavedenf
stericky nebranénych podminek pro aktivova-
ny polysacharid, aby pokracovalo jeho zesité-
ni na viskoelasticky gel. Vynalez také posky-
tuje gelovy prostiedek pfipraveny takovym
postupem, jakoZ i gelové prostiedky pro rlizna
medicinska poufiti.
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Polysacharidovy gelovy prostiedek

Oblast techniky

Vynalez se tyka oblasti biokompatibilnich polysacharidovych gelovych prostfedki a
zvlasté novych zplsobl pro zesit'ovani téchto prostfedkd a takto ziskanych novych
gelovych struktur. Nové struktury umozZiuji zdokonaleni vlastnosti doposud
znamych gell tak i dovoluji nové uZiti téchto prostiedkl, jako takovych a téch

obsahujicich aktivni slozku.

Dosavadni stav techniky

Vodu vazajici gely jsou 8iroce pouzivany v oblasti biomediciny. Pfi pouziti
biokompatibilnich polymerli obecné je nizky stupefl zesit'ovani vyuZivan k udrzeni
biokompatibility. Avdak pro viastni efekt vyuZiti aktivni slozky je Casto Zadana vetsi
hustota gelu, ale v takovych piipadech se biokompatibilita ¢asto ztraci. Dalsi cennou
vlastnosti vodu vazajicich gel nebo hydrogelli je, Ze peptidy a vétsi biologicky
aktivni latky mohou byt uzavieny uvnitf a tak vytvofi trvale propustny (uvolfiujici)
prostfedek. Av8ak praktické problémy jsou obsaZzeny v dosaZeni dostatecného Casu
zadrzeni aktivni latky, poté kdy je aktivni latka propousténa se stejnou rychlosti jako
je rozpousténa nebo uzavirana do prostiedku. Dale jestlize takovy gel byl pfi pokusu
zhust'ovan k prodlouzeni &asu zadrzeni, mohl by bobtnat v zvifecich tkanich, které
jsou volné pfistupné vodé.

Jednim ze $iroce uzivanych biokompatibilnich gelli pro medicinském pouziti je
kyselina hyalurova. TfebaZe je pfitomna vtotoZzném prostfedku v kazdém zivéem
organismu, dava minimum reakci moznosti pro pokrocilé medicinském pouziti.
V disledku toho byla subjektem mnoha modifikacnich pokust. TakZe byla
zesit'ovana &inidly jako aldehydy, epoxidy, polyaziridylovymi slouceninami a
divinylsulfony (Laurent a spol., Acta Chem. Scand 18 (1964) C.1,s. 274; EP 0 161
88781; EP 0 265 116A4; a US 4, 716,154).

V WO 87/07898 byla objevena reakce polysacharid(i s polyfunkénimi epoxidy,
odstranéni prebytku epoxidu a zavére¢na susici operace vede k filmu, prasku nebo

k podobnému suchému produktu. Avdak neni v ném zadny navrh pro zfedéni a pro
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naslednou rekoncetraci vedouci k Zadané hustoté nebo konsistenci, ktera je pak
castecné stala.

V US 5,128,3265 je popsano mnozstvi modifikovanych hyalurovych kyselin a jejich
vyuziti jako depotnich farmak. Popsana metoda ,nabiti“ gelovych pripravkl je
zaloZena je na difusi aktivni latky do gelu a jejim naslednym uvolfiovanim z tohoto
gelu se stejnou difusni konstantou. Na proti predkladany vynalez zahrnuje rozpusténi
aktivni latky, nasledné zahusténi nebo zkoncentrovani geloveho prostfedku az do té
doby kdy neprobiha zadna nebo velmi mala difuse.

V US 5,399,351 jsou popsany smési gelli a polymerni roztoky, tyto roztoky jsou
pouzivany k zlepgeni reologickych vlastnosti gelu. Avsak také v tomto pfipadé byly

objeveny zpétné zhusténé gely, jak mize byt usouzenou z napr. od. 6. fad. 53-58.

Podstata vynalezu.

Podle predkladaného vynalezu bylo neocekavane nalezeno, Ze polysacharidové
gelové prostiedky, majici novou strukturu a tim nové vy&nivajici vlastnosti, mizou
byt ziskany pouzitim novym technik pro jejich zesit'ovani. Nova technika zesit'ovani
dovoluje mnohostranné fizeni struktury a viastnosti vyrabénych polysacharidovych
gelovych prostiedkil, coz umoziuje pfipravit konecny prostiedek na zakazku pro
zamysleny ucel.

Podrobnéji, jeden pfedmét predkladaného vynalezu je poskytnuti postupu pro
pfipravu zesitovaného polysacharidového gelového prostiedku, kde biokompability
muze byt zachovana i pies vysoky stuperi zesit‘'ovani nebo polymerizace.

Dalsim pfedmétem predkladaného vynalezu je poskytnuti polysacharidoveho
gelového prostiedku s viskoelastickymi vlastnostmi i pfes podstatny stupen
zesitovani.

Dalgim predmétem predkladaného vynalezu je poskytnuti polysacharidového
gelového prostiedku, ktery je vice nebo méné nevratné zhustény nebo
koncentrovany tzn. ktery ¢aste¢né nebobtna nebo jenom do limitovaného stupné pfi
styku s vodou. '
Daldim predmétem predkladaného vynalezu je poskytnuti polysacharidového
gelového prostfedku uzavirajiciho biologicky aktivni latku pro pouziti tohoto jako

trvale propustného prostfedku nebo depotniho prostiedku.
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Dalsim predmétem predkladaného vynalezu je poskytnuti polysacharidového
gelového prostfedku obsahujiciho rGzné biologicky aktivni latky pro pouziti
medicinskych nebo profylaktickych prostiedkl pro rizné acely.

Dal$im predmétem piedkladaného vynalezu je poskytnuti pouziti zminéného
prostfedku pro vyrobu medicinskych nebo profylaktickych prostfedk(l a pro jejich
podavani savcim, zviaste lidem.

Daléim predmétem predklddaného vynalezu je poskytnuti ¢astecné zesitovaneho
aktivovaného polysacharidového prostiedku ziskaného jako intermediat v postupu
podle vynalezu vy$e zminéného, tento intermediat mize byt do zesit'ovan in situ a v
jakékoli Zadaném posici.

Tyto a daldi predméty vynalezu budou zfejmé vtomto nize predkladaném
detailn&jéim popisu. Podle jednoho aspektu pfedkladaneho vynalezu je takto ziskan
postup pro piipravu zesit'ovaného biokompatibilniho gelového prostredku, kteryzto
postup zahrnuje:

Tvorbu vodného roztoku ve vodé rozpustnych, zesit'ovatelnych polysacharidy;
Iniciaci sit'ovani polysacharidu v pfitomnosti polyfunkéniho sit‘ovaciho Cinidla;
Sterické zabranéni ukon&eni sit'ovaci reakce pred vyskytem gelovaténi, takto je
ziskan aktivovany polysacharid; a znovuzavedeni stericky odbranénych podminek
pro aktivovany sacharid tak, aby pokragovalo zesit'ovani tohoto az
k viskoelastickému gelu.

Dale novy postup podle predkladaného vynalezu dovoluje zesit'ovani ve vodé
rozpustnych, ze sit‘'ovatelnych polysacharidli alespori ve dvou krocich nebo stupnich,
kde zesitovaci reakce je preru$ena pied zahdjenim gelovaténi, preruseni je
dosazeno sterickym branéni zesitovaci reakce. Zesit'ovaci reakce pak pokracuje
v druhém kroku znovuzavedenim stericky odbranénych podminek.

Takto, za prvé je neotekavané nalezeno, ze aktivovany polysacharid je ziskan
sterickou piekazkou zesit'ovani nebo polymerizace, které muze proto pokracovat
pouze znovuzavedenim stericky odbranénych podminek. Za druhé je také
neodekavané nalezeno, Ze polysacharidovy gelovy prostfedek takto ziskany, netvori
kompaktni, hustou strukturu, ktery by byl ziskan je provedenim odpovidajici
zesit'ovaci reakce v jednom jednoduchém kroku vedoucimu k piné zesit'ovanému
gelu, ale dosti viskoelasticky gel. Kromé toho, jak bylo vy$e zminéno, ziskana nova
gelova struktura podle pfedkladaného vynalezu piedstavuje Castecné nevratnou

gelovou strukturu, ktera nebobtna do znatelného stupné pii kontaktu s vodou, nebo s
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dalsim vodnim mediem. To obecn& znamena, Ze nabobtnani je mensi nez 10
objemovych procent objemu, ktery byl ziskan narokovanym postupem.

Ackoli vynalez neni spojen s jakoukoli teorii, je mozné, Ze ziskana nova gelova
struktura podle predkladaného vynalezu je spiSe kombinaci zesit'ovani mezi
existujicimi polymernimi fetézci a nez prodlouzenim existujicich fetézcll tim spise, Ze
velmi husta sit' poskytuje velmi rigidni strukturu. Coz miZe znamenat, Ze takovy
mechanismus je skutednosti, protoze viskoelasticky gel je ziskatelny timto
vynalezem.

Zde uzivany termin ,sterické branéni zesit'ovaci reakce® by mohl byt interpretovan
v §irokém smyslu tj. nemusi byt to nezbytné Uplna zébrana, ale v mnoha pfipadech
spiSe &astetnou prekazku zminéné reakce. Dulezité je, Ze rychlost zesit'ovani je
tasteéné redukovana, coz dava moznost zavérecné zesit'ovaci reakci probihat na
pozadovaném reakéni miste.

Podobné termin ,znovuzavedenim stericky odbranénych podminek® by mohi byt
giroce interpretovan, coz obecné znamena,ze stericky odbranéné podminky nemusi
byt pfesné ty samé sterické podminky, které byly pouzity. pii pocatecni zesit‘ovaci
reakci. Tedy co je obecn& dlleZité je, Ze stericky odbraneéné podminky davaji
moznost probihat rychlejim reakcim, nez pfi stericky obranénych podminkach.
Stericka zabrana zesitovaci reakce miZe byt ziskana rlznymi zpUsoby, ale
vyhodnym provedenim vynalezu, z tohoto hlediska, je representovano pfipadem, kde
stericka zabrana obsahuje nafedéni vodniho media, v kterém je zesit'ovaci reakce
provadéna, pro dosazeni nizsi koncentrace polysacharidu v mediu.

Znovuzavedeni stericky odbranénych podminek je mozné také raznymi zpUsoby, ale
vyhodnym provedenim vynalezu, z tohoto hlediska, je representovano piipadem,
ktery obsahuje odpafeni vodniho media, v kterém je zesit'ovaci reakce provadéna,
pro dosaZeni vy$si koncentrace polysacharidu v mediu. Daldi vyhodné provedeni,
z tohoto hlediska, je representovano pfipadem obsahujicim dialysu vodniho media,
v kterém je zesit'ovaci reakce provadéna.

Podle vyhodného provedeni vynélezu, sterickd zabrana zesit'ovaci reakce je
dosazena pfed spotfebovanim sit'ovaciho ginidla. To obecné také znamena, ze
znovuzavedeni stericky odbranénych podminek je iniciovano v pfitomnosti

nespotfebovaného sit'ovaciho ¢inidla.
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Sterickd zabrana zesit'ovaci reakce mUlzZe byt nastartovana nebo vytvorena
v rozsahu 50 — 90% celkového ¢asu gelovaténi pouzitého v procesu podle vynalezu,
ohled je také bran na vhodnou elasticitu a konsistenci pro dalsi pouZiti prostiedku.
Tvaréi myslenka by mohla byt aplikovana na jakykoli biokompatibilni polysacharid,
ktery je zesit'ovatelny a rozpustny ve vodném mediu. Tedy, termin ,ve vodé
rozpustny“ by mohl byt interpretovany v Sirokém smyslu, voda neni nevyhnutelné
nutna. Toto znamend, Ze vodné roztok znamena jakykoli roztok, v kterém je voda
hlavni komponentou. Preferovanou podskupinou polysacharidd ve spojenim
s vynalezem je glukosaminglukany, zkterych hyalurovd kyselina je obzviasté
zajimavy priklad.

Sitovaci ¢inidla uzivana ve spojenim s vynalezem jsou jakakoli dfive znamé sitovaci
ginidla uZiteéna ve spojeni s polysacharidy, s ohledem na zaji$téni, Ze nezbytné
predpoklady biokompatibility jsou spinény. S vyhodou jsou jakékoli sitovaciho cinidla
vybrana ze skupiny skladajici se z aldehydl, epoxidd, polyaziridylovych sloucenin,
glycidyl etherl a divinylsulfoni. Z téchto glycidyl ethery representuji zviasté
preferovanou skupinu, z které1,4-butandiol diglycidyl ether miZe byt povysen na
preferovany pfiklad. V tomto spojeni to by mohlo znamenat, Ze ,polyfunkéni®
znamena difunkéni.

Podateéni sitovaciho reakce mlze probihat v pfitomnosti polyfunkéniho sitovaciho
&inidla pii rlznych hodnotach pH, zejména zavisi zdali by mohla byt zahajena
etherova nebo esterova reakce.To s vyhodou znamena, Ze sitovaciho reakce je
zahajena v alkalickém pH zvla$té nad pH 9 napf. vrozmezi pH 9-12, kde vznikaji
ethery. Pro vznik esterli sitovaciho reakce s vyhodou probiha v kyselém pH, zvlasté
pfi pH 2-6.

Jeden zajimavy aspekt vynalezu je representovan pfipadem, kde pfipraveny
zesitovany gelovy prostiedek je pouZit jako takovy, vynalez umoziuje vyrobu
viskoelastického prostfedku. Takovy viskoelasticky prostfedek je na pfiklad uziteCny
v oéni chirurgii, jako synovilni nahrada, jako o¢ni kapky, atd. a jak bylo uvedeno,
vwée predkladany vynalez &ini mozZnou pfipravu viskoelastickych viastnosti na
zakazku pravé pro takové pouziti. Tedy uZitim sterické technologie podle
predlozeného vynalezu je mozné ziskat prodlouZenim fetézce, rozvétveni fetézce,
zesifovani, atd. a vice fidit proces neZ u pfedchozich technik s vice nebo méné
nahodnymi reakénimi misty napojeni. Dale skrze tento fakt, ze ziskané gely

v souladu s vynalezem si neponechavaji svij ptivodni objem v pfitomnosti vodného
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media, nové produkty nezpusobuji Zadné interferujici a negativni objemové efekty
v téchto nebo dal$ich medicinskych pouZiti.

V souladu s predkladanym vynalezem je také mozné uzaviit do polysacharidového
gelového prostiedku jakoukoli biologicky aktivni latku , pro kterou je polysacharidovy
gelovy nosi¢ zadany nebo piijatelny. V tomto kontextu uZivana ziedéni-koncentracni
technika v narokovaném postupu umoziuje uzavieni biologicky aktivni latky pfed
podstoupeni polysacharidu stericky odbranénim podminkam. Tedy, ackoli stericky
odbranéné podminky obecné znamenaji koncentra¢ni operace, takova operace
znamenaji, Ze biologicky aktivni latka bude v pfitomnosti faze, ktera je kompaktnéjsi
neZ tato latka, bude uzaviena do nosi¢e. Dale biologicky aktivni latka miZe byt
zadrzena mnohem déle v porovnani s predchozimi gelovymi zesitovanymi reakcemi.
Timto je mozné ziskat lepsi trvale propustny profil pro aktivni latku.

Ve spojeni s inkorporaci biologicky aktivni latky do prostiedku a prizplisobeni
podminek fyziologickému pH a iontovym podminkam, je s vyhodou vytvofen pro
drzeni preparatu pfipraveného pro medicinské pouZiti. Takove fyziologicke nastaveni
je také preferovano, co se tyée reakénich podminek pii druhém stupni postupu, bylo
nalezeno, Ze za pravé téchto podminek rekce probiha velmi dobre.

Viynalez by nemél byt limitovan v Zadném jak pro biologicky aktivni latku tak
v porovnanim uZiti latky v pfednostnich pfipadech. Dale podminka 1é¢by mohou byt
rozhoduijici pro vybrani specifické latky.

Jakékoliv zplisobem zajimave latky ve spojenim s vynalezem mohou byt vybrany ze
skupiny hormontl, cytokinas, vakcin, buné&k, tkafnovych rustovych latek. Unikatni
kombinace vlastnosti nového gelového prostiedku podle predkladaného vynalezu
&ini toto extremné vyhodné ve spojeni s t&mito latkami, . zejména diky vynikajicim
depotnim a trvale propustnym viastnostem a nebobtnajicim vlastnostem.

Jedna zajimava skupina z biologicky aktivnich latek jsou tkanové rastové latky pro
néz je polysacharidovy gel vhodny nosi¢. Dal$i detaily ohledné téchto produktt
muUZou byt nalezeny v W094/21199. Podrobnégji, preferované tkanové rastové latky
obsahuji polymer vybrany z kolagenu, &krobu, dextranomeru, polylaktidl a jejich
kopolymer( a poly-B-hydroxybutyratu a jeho kopolymeru.

Ve spojeni s hormony, erytropoeitin a calcitonin jsou zvlasté preferované.

Zplisob podle predlozeného vynalezu také umoziuje inkorporaci biologicky aktivnich
latek chemickou reakci s polysacharidovou gelovou strukturou, nebo se sitovacim

ginidlem, za predpokiadu, Ze aktivni latka obsahuje stémi to reaktivni skupinu.
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Unikatni vlastnosti nebo kombinace viastnosti tim mohou byt ziskany v takovém
pifipadé napf. rychlost uvolfiovani aktivni latky bude fizena degradaci nebo
rozkladem polymerni sité, spiSe nez rozpoustéci a migracni rychlosti pro latku pro
latku ve vztahu s gelovou siti.

Modifikace pravé zminéné techniky v souladu s vynalezem znamena, ze funkéni
skupiny aktivni latky smi byt nejdiive reagovany se sitovacim Cinidlem pro
polysacharid. To samé sitovaci inidlo je pouZito, jako je uZivano pro zesifovani
polysacharidu.

Od té doby co postup z pfedkladaného vynalezu poskytuje nové polysacharidové
gelové prostiedky nebo struktury, dal$i aspekt vynalezu je representovan
pfipravenym neobvyklym polysacharidovym gelovym prostiedkem. Po této strance
pole chranéni zahrnuje nejen polysacharidovy gelovy prostiedek pfipraveny kdykoli
dle jmenovaného postupu, ale také jakékoli polysacharidovy gelovy prostiedek, ktery

je ziskatelny podobnou technikou.

Priklady pouZiti

Vynalez bude nyni ilustrovan nasledujicimi piiklady, které jej vSak Zadnym zpusobem
neomezuiji.

Ptiklad 1

Aktivace polymeru

a, za alkalickych podminek

Polysacharid ve form& 10 g hyalurové kyseliny pfipravené fermentaci Streptokokem
byl rozpustén v 100 ml 1% NaOH pH > 9. Sitovaci Cinidlo ve formé 1,4-butandiol
diglycidyl etheru bylo pfidano o koncentraci 0,2%. Roztok byl inkubovan 4 hodiny pii
40 °C.

B, za kyselych podminek

Experiment byl proveden jako v 1a pii kyselém pH mezi 2 — 6 pfidanim 1% kyseliny
octové do roztoku jako nahrady viz. 1a

Priklad 2

Ptiprava viskoelastického gelu

Inkubaty dle 1a a 1b byly nafedény na objem, ktery je dvojnésobek Zadaného
objemu nebo 0,5-1% a byly zneutralizovany. Gel byl rotatné odpafen do
viskoelastického gelu.

Priklad 3




Pfiprava gelu obsahujici dextranomerni &astice.

Inkubaty dle 1a a 1b byly nafedény na 1% koncentraci 20 g suchych
dextranomernich &astic bylo michano s roztokem, astice byly uzavieny zesit'ovanim
polymeru hyalurové kyseliny v nékolika minutach v dasledku koncentrace
(zhudt'ovani) hyalurové kyseliny, které je dosaZeno absorpci vody dextranomernimi
kulickami.

Ziskané viskoelastické gely jsou stalé, autoklavovateiné a vhodné pro injektaz
pomoci podkoznich jehel.

Priklad 4

Piprava gelu obsahujici erytropoeitin (EPO) pro pouziti jako depotniho léku.

inkubat ziskany v pfikladu 1a byl nafedén na koncentraci 1% a pH bylo upraveno
piidanim citratového pufru, podle instrukei vyrobce (Ortho Biotech Inc., Raritan USA),
pro dobrou stabilitu ve vodnim roztoku. 5 x 10 8 U, imunologickych jednotek EPO
bylo pfidano za michani. Po odpafeni roztoku na étvrtinovy objem, polymer byl
zesit‘'ovany na depotni pfipravek a 20 000 IU bylo ziskano zpét.

Priklad 5

Ptiprava gelu obsahuijici calcitonin pro pouZiti jako depotniho léku.

Calcitonin z lososa 100IU/ml (Miacalcic® Sandoz) byl smichan s 2% polymernim
roztokem v souladu s experimentem 1b a roztok byl rotacné odpafen na koncentraci
5% (2501U/ml). KA s chronickou kulhavosti v pravé pfedni noze byl lé€en injekci 2
ml s.c. tydné po dva tydny. Po Sesti tydnech byl kan zbaven bolesti. Sérum kalcia
bylo snizeno pouze 0 12%.

Pfiklad 6

Pfiprava gelu obsahujici heparin k uvolfiovani v trvalé ceste.

V nafedéném aktivovaném polymeru dle piikladu 4 byl rozpustén v 5% mnozstvi k
polymeru. ObdrZend smés byla ekvilibrovana 1 hodinu, nadez byla odpafena na
&tvrtinovy objem. Koagulace inhibujici uvoliovani z prostiedku nebyla pozorovana
béhem 16 dni inkubace v fysiologickém roztoku.

Priklad 7

Piprava gelu s kovalentné vazanym heparinem v stericky fizené posici.

Aktivovany gel dle prikladu 1 byl precipitovan v methanolu za silného michani.
Ziskany pradkovy precipitat byl suSen pfes noc. Heparin byl aktivovan v souladu

s piikladem 1. Po inkubaci ( 4 hodiny pfi 40°C) polymerni precipitat byl smichan a
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roztokem aktivovaného heparinu. Smés byla inkubovana pfes noc a nasledujici den
byl gelovy roztok neutralizovan, vysrazen a promyt od reakcnich zbytk{.

Vytvofeny gel byl schopny vazat ristovy faktor, mezi jinymi zakladni Fibroblasticky
ristovy faktor (bFGF), ale neukazuje zadnou inhibici koagulace zdraveé krve.

Ptiklad 8

Ptiprava gelu obsahujici positivni nabité skupiny chitosanu

Inkubace smési 7,5 g polymeru hyalurové kyseliny a 2,5 g chitosanu (See Cure®
Protan) byla provedena v souladu s pfikladem 1. Po rozpuséténi a neutralizaci byl
ziskan kopolymerizovany viskoelasticky roztok. Roztok mél hojivé podplirne
vlastnosti po aplikaci pro léceni pietrvavajicich bolesti.

Priklad 9

Pfiprava stericky spojovaného gelu

7,56 g hyalurové kyseliny bylo aktivovano vsouladu s piikladem 1a. Stejnym
zpUsobem bylo aktivovano 2,5 g dextranu. Hyalurova kyselina byla precipitovana
v methanolu, precipitat pak smichan s 500 mi nafedéného 0,5% roztoku dextranu. Po
michani a upravé pH a koncentraci soli byl ziskan viskoelasticky gel. 5 mi tohoto
roztoku bylo zavedeno do pouzdra Achillovi glachy, které opakovné vykazovalo zanét
ve formé bolestivosti a ,skiipani*. Po &tyfech tydnech problémy Achillovi Slachy
zmizely.

Pfiklad 10

Ptiprava gelu obsahujici GMCSF pro pouziti jako depotniho Iéku

Produkt byl piipraven v souladu s pfikladem 5, ale misto calcitoninu zde byl pfidan
Granulocyte makrofag — kolonie stimulacniho faktoru, GMCSF (Leucomax® )1mg/g
polymeru.

Piiklad 11

Piiprava gelu obsahuijici umrtveny virus typu chfipka A2.

Priprava byla provedena jako v piikladu 4, ale misto EPO bylo na 100 ml zfedéného
aktivnino1% polymerniho roztoku pfidano 40960 HAU umrtveného viru koriské
chiipky. Po &tyfnasobné koncetraci piipravek obsahoval 600 HAU na ml. Vakcinaci
vice nez 100 koni ve styku s epidemickou chfipkou bylo nalezeno, Ze prostiedek je
vysoce efektivni jako ochrana pred infekci, ochrana byla zachovéna po dlouhou dobu
(vice nez 6 mésicl).

Priklad 12

Pfiprava Cerstvého gelu obsahujiciho suspensi Zivych bunék
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5 ml fibroblastického kultury bylo smichano se 100 ml neutralisovaného roztoku dle
prikladu 1a. Smés byla okyslicena a ,susena” na polovi¢ni objem. Byl ziskan
viskoelasticky roztok obsahujici Zivé bunky.

Priklad 13

Piprava silné rozméinéného gelu obsahujici male peptidy.

K aktivovanému gelu dle pfikladu 1a bylo pfidano 5 mg peptidu obsahujiciho 12
aminokyselin. Gel byl odparen za michani na 10% a suspendovan v mineralnim oleji.
Po pfidani methanolu byly suché gelové Castice odfiltrovany a promyty od olejovych
zbytkU.

Priklad 14

Ptiprava gelu obsahujiciho silné rozmélnény gel s malymi peptidy dle pfikladu 13

K 1% roztoku neutralizovan polymeru aktivovaného dle pfikladu 1a byly pfidany
mikro&astecky z pfikladu 13. Gel byl pak odparen na polovinu svého objemu. Byl
pfipraven homogenni, stabilni a vhodny pro injekci gel obsahujici jemné rozptylené
mikrocastecky.

Priklad 15

Priprava gelu obsahujiciho sférické polymethylmethakrylatové (PMMA) kulicky majici
velikost 40-120 pm.

K 5 g polymeru rozpusténého na 1% a neutralizovan a aktivovaného dle pfikladu 1a
byl piidano 100 mg kulicek polymethylmethakrylatu (PMMA). Odpafenim na 3%
polymerni gel vznik! stabilniho, vhodného pro injekci, viskoelastického gelu.

Priklad 16

Pfiprava gelu obsahujicho PMMA 500 nm fragmenty, ke kterym byl pfidan
hydrofobni antigen.

Hemoglutinin antigen piipraveny z A2 viru die prikladu 11 byl absorbovan hydrofobni
interakci na 500 nm PMMA ¢astice. Tyto &astice byly pridany k 1% roztoku dle
Piikladu1i5 a objem byl zmenSen na polovinu. Vznikl stabilni homogenni
viskoelasticky gel, ktery je uzitecny jako vakcina majici vysoky adjuvas efekt.

Priklad 17

Porovnani mezi stupném na bobtnani pii volném styku s vodou mezi obvykle
pfipravenymi gely a gely pripravenymi dle presentovaného vynalezu.

Gely hyalurové kyseliny pfipravene dle Laurent a spol. a dle piikladu1 a 2 vySe
popsané byly vysuseny na polovicni bobtnajici objemy. A pak byly navraceny do

svych plvodnich roztokd. Doposavad znamé gely nabobtnaly do svych pivodnich
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objemll zatimco gelovy prostiedek dle prfikladu 1 a2 bobtnal pouze marginalné

(10%).
Priklad 18

Srovnani mezi biologickou aktivitou gelu, ktery je kopolymer hyalurové kyseliny a

EPO a gelu pfipraveného dle piikladu 1 do kterého byl EPO uzavien koncetrovanim

gelu

Ctyii pacienti léceni Eprex® (CILAG) na jejich anemii zapfiCinénou chronickou

uremii, byly lé&eni dva mésice davkami kazdy mésic podle nasledujiciho rezimu:

Pacient €. 1 2 ‘ 3 4
Davka IU 60 000 70 000 70 000 50 000
Mésic 1 | Pfimo gelovany | Pfimo gelovany | Kontrolni | Kontrolni
depot |depot
Mésic 2 Kontroni Kontrolni Koncehtrovany Koncentrovany

Piimo gelovany depot: Epoxid zesit'ovany za mirnych podminek dle prikladu 11 v

pfitomnosti EPO

Kontrolni: EPO rozpuéténé v 4% hyalurové kyseliné M.h 6x10° z kohoutiho hiebinku
pripraveného podle US 4 141 973 (Healon® Pharmacia)

Koncentrovany: EPO do aktivovaného gelu koncentraci

‘Davka byla vybrana jako celkova davka na mésic, ktera je obycejné potfebna pro

pacienta k udrzeni hladiny hemoglobinu. Hladina sera EPO byla analyzovana

v regulernich intervalech prostiednictvim imunochemické metody.

Vysledky

B&nou metodou pro vyjadreni funkéniho efektu depotnich pfipravkli je vypocitani

plochy pod kfivky (jednotky EPO x dny). Tato studie poskytuje biodostupnost ve tvaru

hladiny hemoglobinu v krvi jako O=zachovéna, + = vzrist a - =pokles.
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Tabulka

Pacient ¢/mésic 1711 12 211 2/2 311 32 41 4)2
Ploch pod kfivkou 41 424 57 534 224 952 567 656
Kontrola hemoglobinu - + - + 0 + + o+
Zaver

Uzavieni EPO v depotnim piipravku dle pfedkladaného vynalezu dava nejvyssi
mozné uvolfiovani b&hem analyzy. Pokus o provedeni reakce gelovaténi
v pritomnosti EPO znigilo hormony tak, Ze velmi nizké uvolhovani mohio byt

registrovano.

Primyslova vyuzitelnost

Vyjadreno daldim zplsobem piedlozeny vynalez také poskytuje zesitovany
polysacharidovy gelovy prostiedek, ktery je ziskavany zesitovanim zesitovatelného
polysacharidu s polyfunk&nim zesitovacim ¢inidlem ve dvou krocich, prvni zesitovaci
krok ukongeny pied vyskytnutim gelovaténi stérickou zabranou zesitovaci reakce,
druhym zesitovacim krokem je zahajen znovuzavedenim stericky odbranénych
podminek pro zesitovaci reakci, kterd pokracuje az k viskoelatickému gelu.

V8echny tyto rysy, které jsou presentované jako preferované nebo zajimave ve
spojeni s narokovanym postupem jsou aplikovatelné také na polysacharidovy gelovy
prostfedek sam o sobé a nemusi byt vice opakovan.

Daldi aspekt vynalezu je representovan prikladem, kde meziprodukt je ziskan
odlozenim konecného kroku zesitovaci reakce se stericky odbranénymi podminkami
na pozdéj$i stupeft nebo misto, na pfiklad pro koneéné pouziti prostredku. Tedy bylo
nalezeno, intermediat ziskany po sterické zabrané zesitovaci reakce ma takovou
stabilitu, Ze je mozné ukondeni zesitovaci reakce v pozdéjSim stupni.

Vynalez také uvadi do vztahu prostfedek vySe definovany a uziti medicinského a
profylaktického prostiedku.

Daléi aspekt vynalezu je pouziti prostiedku pro vyrobu medicinskych a
profylaktickych prostiedk pro jakykoli vySe zminéné specificky 1é¢ebné a
terapeutické ucely, preferované aplikace jsou tkariovy rist a hormonalni lécba savci,

obzvlaste lidi.
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Patentové naroky
1. Zplsob pfipravy zesit'ovaného biokompatibilniho polysacharidového gelového

prostredku, ktery zahrnuje:

vytvofeni vodného roztoku ve vodé rozpustného, zesit'ovaného polysacharidu,

inciaci zesit'ovani polysacharidu v pfitomnosti polyfunkéniho sit'ovaciho Cinidla

sterické zabranéni zesit‘'ovaci reakce ukoncenim pred vyskytem gelovaténi, timto

ziskani aktivovaného gelu; a

znovuzavedeni stericky odbranénych podminek pro aktivovany polysacharid takze

ukonéeni tohoto zesitovani smeéfuje k viskoelastickému gelu.

2. Zplisob podle naroku 1, vyznadujici se tim, Ze polysacharid je vybran ze skupiny

skladajici se z glukosamin glukanu.

3. Zplsob podle naroku 2, vyznacujicim se tim, Zze glukosamin glukany obsahuji

hyalurovou kyselinu.

4. Zpiisob podle narokl 1 aZ 3, vyznacujici se tim, Ze sitovaci ¢inidlo je vybrano ze
skupiny obsahujici aldehydy, epoxidy, polyaziridylové slouceniny, glycidyl ethery a

divinyl sulfony.

5. Zplsob podle naroku 4, vyznadujici se tim, Ze glycidyl ether obsahuje 1,4-

butandiol diglycidyl ether.

6. Zptisob podle narokll 1az 5, vyznacujici se tim, Ze sterické zabranéni zesitovaci
reakce obsahuje nafedéni vodniho média, v kterém je zesitovaci reakce provadéna,

svwwys

k dosaZeni niz8i koncentrace polysacharidu v médiu.
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7. ZpUsob podle narokli 1 az 6, vyznadujici se tim, Ze odbranéné podminky zahrnuji
odpateni vodniho media, ve kterém je zesitovaci reakce provadéna, k dosazeni

vy$si koncentrace polysacharidu v médiu.

8. Zpﬁsob podle narokli 1 aZ 6, vyznacujici se tim, Zze znovu zavedeni stericky
odbranénych podminek obsahuje dialyzu vodného media, ve kterém je zesitovaci
reakce provadéna.

9. ZpUsob podle naroku 1 az 8, vyznalujici se tim Ze, pocatecni zesitovaci reakce
v pfitomnosti zesitovaciho ¢inidla je provadéna pii alkalickém pH, nejlépe nad pH 9,

timto jsou zahajeny etherické zesitovaci reakce.

10. Zplisob podie naroku 1 az 8, vyznacujici se tim ze, pocatecéni zesitovaci reakce
v pitomnosti zesitovaciho ¢inidla je provadéna v kyselém pH, nejlépe pii pH 2 az 6,

timto jsou zahajeny esterové zesitovaci reakce.

11. Zpiisob podle narokil 1 az 10, vyznadujici se tim, Ze stérické zabrany zesitovaci

reakce je dosazeno pied spotiebovanim zesitovaciho Cinidla.

12. Zpusob podle naroki 1 az 11, vyznadujici se tim, Ze biologicky aktivni latka je
uzaviena do zesitovaného polysacharidového gelového prostiedku, beéhem jeho

pripravy, nejlépe pii fyziologickém pH, a iontovych koncentracnich podminek.

13. Zplisob podle naroku 12, vyznadujici se tim, ze aktivni latka je uzaviena do
gelového prostfedku, svym rozpusténim nebo rozptylenim v aktivovaném
polysacharidu pfe podstoupenim vySe zminéného polysacharidu stericky

odbranénym podminkam.

14. Zptisob podle narokl 12 a 13, vyznalujici se tim, Ze biologicky aktivni latka je

vybrana ze skupiny hormont, cytokinas, vakcin, bunék a tkarnovych rastovych latek.

15. ZpUsob podle naroku 14, vyznacujici se tim, ze tkarova rastova latka obsahuje
polymer vybrany z kolagenu, Skrobu, dextranomeru, polylaktidu a jeho kopolymert, a

poly - B — hydroxybutyrat a jeho kopolymery.




15

16. Zpisob podle naroku 14, vyznadujici se tim, Ze hormon je vybran ze skupiny

obsahujici erytropoeitin a calcitonin.

17. ZpUsob podle narokl 12 az 16, vyznacujici se tim, Ze biologicky aktivni latka
obsahuje funkéni skupiny reagujici s polysacharidem a je navic uzaviena v gelu
chemickou reakci.

18. Zplisob podle naroku 17, vyznacujici se tim, Ze biologicky aktivni latka obsahuje
funk&ni skupiny ptedreagované zesitovacim €inidlem pro polysacharid, nejlépe s tim

samym zesitovacim &inidlem, které je pouZité pro zesitovani polysacharidu.

19. Zesitovany biokompatibilni polysacharidovy gelovy prostredek, pfipraveny

narokovanymi postupy Vv narocich 1 az 18.

20. Castedné zesitovany biokompatibilni aktivovany polysacharidovy gelovy
prostfedek ziskany narokovanymi postupy v narocich 1 az 18, pted pokracovanim
zesitovanim aktivovaného polysacharidu, znovu zavedenim stericky odbranénych

podminek pro zesitovaci reakci.

21. Zesitovany biokompatibilni polysacharidovy gelovy prostredek, ktery je ziskatelny
zesitovanim zesitovatelného polysacharidu s polyfunkénim zesitovacim cinidlem,
7 toho divodu ve dvou krocich, prvni zesitovaci krok ukonceny pied vyskytem
gelovaténim sterickou zabranou zesitovaci reakce a druhy zesitovaci krok pocinajici
znovu zavedenim stericky odbranénych podminek pro pokrac¢ovani zesitovaci

reakce az k viskoelastickému gelu.

22. Zesitovany biokompatibilni polysacharidovy gelovy prostredek, podie naroku 21,

charakterizovany narokovanymi rysy v harocich 2 az 11.

23. Zesitovany biokompatibilni polysacharidovy gelovy prostiedek, podle narokd 21 a

22, ktery obsahuje uvniti uzavienou biologicky aktivni latku.

24. Zesitovany biokompatibilni polysacharidovy gelovy prostredek, podle naroku 23,
vyznaduijici se tim, Ze biologicky aktivni latka je podle naroku v narocich 12 az 18.




25. Medicinsky nebo profylakticky polysacharidovy gelovy prostiedek, podle narok(
v narocich 21 az 24.

26. Prostredek, podle naroku 25, ktery je upraven jako depotni prostiedek.

27. Prostfedek, podle narokil 21 az 24, pro pouziti jako medicinsky nebo

profylakticky prostifedek.

28. Pouziti prostfedku podle narokl 21 az 24 pro vyrobu medicinského nebo

profylaktického prostiedku pro tkafovy pridavek savce, zviasté clovék.

29. Pouziti prostfedkdl podle naroki 21 aZ 24 pro pfipravu medicinského nebo

profylaktického depotniho prostiedku zviasté hormonalni I1é¢bu savce, zvliasté clovek.

30. Metodu pro medicinskou nebo profylaktickou léébu savce, zviasté clovéka, ktera
obsahuje podavani prostiedku podle naroki 25 a 26, savci potfebuje~li takovou

lécbu.
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