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Kompozice obsahujici jodid a derivat
kyseliny hyaluronové s oxida¢nim tcdinkem,
zpusob jeji pripravy a pouziti

Anotace:

Vynalez se tyka pfipravy a pouziti riznych forem
obsahujicich jodidy a derivat kyseliny hyaluronové
- chloramid hyalurononanu. Tyto kompozice po
smichdni ve vodném prostiedi uvoliiuji slouc¢eniny
jodu v oxida¢nim stupni vys$§im nez -1, tudiz
vykazuji Sirokospektralni antimikrobidlni aktivitu.
Diky biokompatibilité a stabilit€ jsou tyto
kompozice vhodné pro aplikace v oblasti krytii ran
nebo na piipravu Siroké skaly implantabilnich
zdravotnickych prostiedki.
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Kompozice obsahujici jodid a derivat kyseliny hyaluronové s oxidaénim u¢inkem, zptisob
jeji pripravy a pouziti

Oblast techniky

Vynalez se tyka kompozic obsahujicich jodid a derivat kyseliny hyaluronové nazyvany
chloramid hyaluronanu, ve kterém je vétSina atomu vodikti amidické skupiny -NH-CO-
nahrazena za atomy chloru -NCI-CO-. Tato sm¢s v pfitomnosti vody generuje jod v oxida¢nim
stupni vy$Sim nez -1, ktery ma Sirokospektralni antimikrobialni ucinky. Finalni kompozice
zahmuji formy jako jsou napiiklad tenky film, lyofilizat, vrstva ze staplovych vlaken, nekonecné
vlakno, tkanina, splétand textilic nebo nanovlakenna vrstva, ve kterych bude jodid a chloramid
hyaluronanu aplikovan do zdravotnickych prostiedka nebo 1 1€ki.

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

- oxida¢ni nebo antimikrobialni nebo antifungalni nebo antiviralni aktivita
- biokompatibilita a biodegradovatelnost

- moznost pfipravy ruznych forem s vyhovujici stabilitou

- vyznamna podpora procesu hojeni

Dosavadni stav techniky

Kyselina hyaluronova

Kyselina hyaluronova nebo jeji sodna sul je nesulfatovany glykosaminoglykan, ktery je slozeny
ze dvou opakujicich se jednotek D-glukuronové kyseliny a N-acetyl-D-glukosaminu, viz
vzorec I,

kde
R! je vodik nebo sodik.

Molekulova hmotnost nativni kyseliny hyaluronové se pohybuje v rozsahu 5.10* az 5.10° g.mol .
Tento hydrofilni polysacharid hraje vyznamnou roli v fad¢ biologickych procesu jako je
organizace proteoglykanl, hydratace a diferenciace bunck a tvofi vyznamnou soucast kuze,
synovialni tekutiny kloubui a pojivovych tkani. Tento polymer se v biologickych systémech
pfirozené vyskytuje, tudiz je moZné ho charakterizovat jako biodegradovatelny a bio-
kompatibilni. Proto je vhodnym substratem pro oblast nosicu biologicky aktivnich latek v Siroké
skale biomedicinskych aplikaci.

Chemické modifikace kyseliny hyaluronové a jeji formy
Je znamo mnoho zpusobu, jak chemicky modifikovat kyselinu hyaluronovou za ucelem zmény

jejich fyzikalnich a biologickych vlastnosti (Burdick J. A. a Prestwich G. D. Adv. Mater. 23, 41-
56, 2011). V pfipade¢, Ze je pro urcitou aplikaci zadana zasadni zména v rozpustnosti, ngjcastéjsi
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feseni je kovalentni navazani hydrofobniho fetézce formou biodegradovatelné esterové vazby na
strukturu polymeru (Kettou S. a kol. PV 2009-399, Buffa R. a kol. WO 2010105582). Z takto
modifikovanych materiali Ize pak vytvaiet rizné formy, jako jsou napiiklad vldkna (Séudlova J.
a kol. EP 2925916 Al), pleteniny a splétané textilie (Pitucha T. a kol., CZ 306354), samonosné
filmy (Foglarova M. a kol. PV 2015-166; Foglarova M. a kol. Carbohydrate Polymers, 144, 68-
75, 2016) nebo vrstvy z nanovlaken (Ruzickova J. a kol. PV 2013-913). Netkané textilie jsou
tvofeny spojenim staplovych mikrovlaken, kterd jsou pifipravovana metodou mokrého
zvlakiiovani v nestacionarni koagula¢ni lazni (Zapotocky V. a kol. International Journal of
Biological Macromolecules, 95, 903-909, 2017.

Oxidace s trichlorisokyanurovou kyselinou nebo s dichlorisokyanuratem sodnym

Trichlorisokyanurova kyseliny (TCC) se Casto pouziva na N-chloraci strukturn¢ jednodussich
amidi na N-chloramidy (Hiegel G. A. a kol, Synthetic Communications, 35, 2099-2105, 2005)
vét§inou v nevodnych rozpoustédlech. V pfitomnosti vody je zase TCC Casto zmifiovana v
kombinaci se stabilnimi radikaly typu piperidinyloxy (TEMPO) na selektivni oxidaci primarnich
hydroxylovych skupin. Pro kyselinu hyaluronovou bylo napfiklad pouziti TCC s TEMPO ve
vod¢ popsano v patentu (Buffa R. a kol. WO 2011069475A3), kde nebyla pozorovana tvorba
zadnych chloramidu, ale jenom oxidace primarni hydroxylové skupiny na aldehyd a
karboxylovou kyselinu. Takze v pfipadé substrati obsahujicich velké mnozstvi sekundamich 1
primarnich alkoholu (polysacharidy) se pfi pouziti TCC a jeho analogu daji ocekavat reakce na
hydroxylovych skupinach. Monosodna stl TCC znama jako dichlorisokyanurat sodny (DCC-Na)
je mén¢ reaktivni analog TCC, ktery je ale 1épe rozpustny ve vodé. Bylo popsano pouziti DCC-
Na na oxidaci n¢kolika aminti a amida, které ale neobsahuji hydroxylové skupiny (Sun X. a kol ,
Ind. Eng. Chem. Res., 49, 22, 2010). Vysledné chloroaminy byly pak polymerizovany a finalni
substraty byly uspés$né testovany jako antibakterialni, antifungalni a antivirdlni substance ve
form¢ latexové emulze (Cao Z. a kol, App. Mat. Inter. 1, 2, 494-504, 2009).

Z téchto vystupu lze usoudit, Ze pouziti TCC nebo jeho analogi na selektivni pfipravu N-
chlorované¢ho amidu hyaluronanu ve vod¢ neni ocekavatelné z divodu predpokladané reakce s
hydroxy skupinami hyaluronanu.

Oxidace polysacharidii chlornanem nebo kyselinou chlornou.

Kyselina chlorna nebo jeji soli se Casto pouzivaji na oxidaci hydroxylovych skupin polysacharidu
zejména v kombinaci s radikaly typu piperidinyloxy (TEMPO) (Bragd P. a kol, W02002/48197,
Buffa R. a kol., W02011/069475A3). Obecné lze konstatovat, ze v piipad¢ polysacharidu
obsahuyjicich amidickou skupinu nebyl vznik pfislusnych chloramidu v drtivé vétSiné piipadu
pozorovan. Star§i zdroje pfitomnost chloramidu hyaluronanu viibec nezmirfiuji (Green S. P. a
kol., J. Rheumatology, 17, 1670-5, 1990, Lindvall S. a kol., Chem.-Biol. Interac. 90, 1-12, 1994,
Baker M. S. a kol., Arthritis and Rheumatism, 32, 4, 461-7, 1989). Jedna se o ¢lanky, kde byly
studovany degradace hyaluronanu s kyselinou chlornou nebo jejimi solemi vznikajicimi reakei
myeloperoxidazy (MPO) s peroxidem vodiku a s chloridy. Existuji 1 prace, kde byly studovany
degradace hlavné glykosaminoglykantu obsazenych v extracelularni matrix za ucelem simulace
zanétlivych procesu. Hlavnim vystupem mély byt informace o samotném zanétlivém procesu a
chemickych strukturach, jejichz pfitomnost se da ocekavat in vivo. V novgjsich zdrojich se uz
zminky o chloramidech hyaluronanu vyskytuji. Naptiklad v publikaci (Hawkins C. L. a kol., Free
Radical Biology & Medicine, 24, 9, 1396-1410, 1998) byl studovan mechanizmus degradace
kyseliny hyaluronové, chondroitin sulfatu a jinych i nizko-molekulovych substratii obsahujicich
amidickou skupinu. Jako oxida¢ni ¢inidlo byl pouzit HOCI/CIO . Autofi pfedpokladaji vznik
chloramidu hyaluronanu jenom jako nestabilniho intermediatu, ktery ale nebyl pifimo detekovan.
Duvodem je jeho rychlé homolytické nebo redukéni Stépeni v obou pripadech za vzniku radikalua,
které pak dal reaguji cestou vedouci k degradaci polymeru. V dal$im ¢lanku (Parsons B. J. a kol.,
Biochem. J., 381, 175-184, 2004) je popsan vznik chloramidu hyaluronanu, chondroitin sulfatu a
jinych substrati pomoci MPO (enzymu myeloperoxidazy), peroxidu vodiku a chloridi. Autofi
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pfedpokladaji, Ze pfislusné chloramidy maji urcitou Zivotnost a detailn€ popisuji jejich degradaci
pomoci dalSich ¢inidel. Velmi zajimavy je ¢lanek (Rees M. D. a kol., J. Am. Chem. Soc., 125,
13719-13733, 2003), kde jsou popsany reakce mono, oligo i polysacharidi obsahujicich
amidickou skupinu s NaClO. Detailn¢ je rozebrana stabilita chloramidi hyaluronanu a
chondroitin sulfatu se stupném modifikace 35% respektive 16% bez a s pritomnosti dalSich
¢inidel jako Cu** i v kombinaci s kyslikem. Bylo zjisténo, Ze pfitomnost nékterych kovu vyrazné
urychluje degradaci. I bez kovi byla pozorovana rychla degradace polymernich chloramida
hyaluronanu a chondroitin sulfatu pfi 50 °C. Pfi nizSich teplotach byla degradace vyznamné
pomalejsi. Bylo taky pfimo pozorovano, ze MPO v pfitomnosti peroxidu vodiku a fyziologického
mnozstvi chloridi, generuje s glykosaminoglykany malé mnoZstvi jejich chloramidu, z ¢eho
autofi usuzuji, ze tyto chloramidy jsou generovany i in vivo.

Z téchto vystupt lze predpokladat, Ze chloramid hyaluronanu o nizkém stupni modifikace je sice
znamy, ale neocekava se jeho dostatena stabilita k tomu, aby mél tento material potencial na
pripravu n¢jakych kompozic pro pouziti v biomedicinskych aplikacich.

Kyselina hyaluronova a trijodid

Formy jédu s vys$§im oxidacnim stupném nez -1 ( I' ) jsou dobfe znamy jako biokompatibilni,
antiseptické a dezinfekéni slouceniny. Jednou z nejrozsifenéjSich forem je trijodid (oxidacni
stupen -1/3), ktery podléha vratnému rozpadu na molekularni jod ( I, ) a jodid ( I ). Molekularni
jod piechazi do plynného skupenstvi, tudiz tuhé materialy s obsahem trijodidu postupné ztraceji
své oxidacni schopnosti pravé diky sublimaci I». Z tohoto divodu se trijodid nejvic pouziva ve
form¢ roztoku. Prikladem je takzvany Lugoliiv roztok — trijodid draselny ve vod¢, ktery je diky
sv¢ biokompatibilit¢ a ucinnosti vhodny pro Sirokou skalu aplikaci spojenych s antiseptickym
nebo dezinfekénim ucinkem. Jeho mirnou nevyhodou je, Ze miiZze zpusobovat tvorbu jizev a taky
docasn¢ zménit barvu kuze. Tyto nedostatky byly pfekonany pfidavkem kyseliny hyaluronove,
ktera vyrazné potlacuje tvorbu jizev a obecné vyznamné napomaha procesu hojeni. Spis CZ
12015 popisuje piipravek pro prevenci adheze bandaze, ktery obsahuje fyziologicky pfijatelnou
sul kyseliny hyaluronové o molekulové hmotnosti 200 000 az 2 500 000 g.mol, 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 n€kolika pracich (Bezd¢kova
B. a kol. Veterindrstvi 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 vyborn¢ vysledky hojeni chronické rany pravé
diky unikatni kombinaci biokompatibilniho a antimikrobialniho trijodidu a podporou hojiciho
procesu zpusobenou 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 nékteré moznosti pouziti in situ jsou diky
tvarov¢ nestalosti roztoku (jeho rozte€eni) znacné limitované. Navic je kapalnd forma omezena
pouzitym materialem obalu, kde diky oxida¢ni aktivité trijodidu je velmi obtizné pouzivat pro
delsi skladovani jiné typy obalovych materialti nez standardni, ale kichké silikatové sklo. Snaha
pripravit material s obsahem polysacharidu a trijodidu v pevné form¢ nebyla uspésna z divodu
nestability samotného trijodidu v nepfitomnosti rozpoustédla. Pfitomnost rozpoustédla brzdi
proces sublimace molekularniho I a umoziuje jeho zpétné vazani s I' na formu trijodidu I5.
Proto samotny Lugoluv roztok pii odparfovani rozpoustédla rychle ztraci aktivni slozku ( I» ),
ktera sublimuje z pevného materialu, coZz z pohledu dlouhodobéjsiho skladovani néjaké finalni
formy s obsahem trijodidu je problém zcela zasadni.

Spis CZ 22394 popisuje antimikrobidlni smés pro podporu hojeni ran a kryt pro podporu hojeni
ran s antimikrobidlnim ucinkem. Uvedena smés obsahuje fyziologicky aktivni sil kyseliny
hyaluronové, pripadné dalsi polysacharidy a latky s antimikrobialni aktivitou, a dale elektrolyt,
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napt. jodid draselny. Kompozice muze byt ve formé chemické nebo fyzikalni smési, pfiCemz
chemickou smési je s vyhodou vodny roztok a fyzikalni smési je s vyhodou vrstva
polysacharidovych vlaken, ktera ve své struktufe obsahuje antimikrobialni latku. Kryt je vhodny
pro hojeni povrchovych ran. Nevyhodou tohoto feSeni je zejména nezbytna piitomnost
antimikrobialni latky jiné neZ trijodid, coz s sebou obnasi riziko lokalniho podrazdéni pokozky,
nezadané toxicity nebo alergické reakcee.

Spis CZ 303548 popisuje elegantni moznost, jak se vyhnout problému stability antimikrobialnich
kompozic obsahujicich aktivni jod v oxidagnim stupni vy$§im nez -1. Reseni spo&iva v tom, e se
aktivni jod generuje aZ in situ pomoci reakce jodidu s jodi¢nany. Problém je v tom, Ze pouZité
oxidaéni ¢inidlo (jodi¢nan alkalickych kovil) ma velmi silné oxida¢ni ucinky a pokud se v
procesu tvorby aktivniho jodu dostane do kontaktu s tkani dfiv, nez stihne reagovat s jodidy,
zpusobuje poskozeni tkané. Jinak feceno, ¢ast kompozice, ktera zabezpecuje oxidaci jodidu na
jod s oxida¢nim stupném vy$§im nez -1, neni biokompatibilni.

Vyse uvedené nedostatky odstraiuje feseni popsané v tomto vynalezu, které popisuje piipravu
pln¢ biokompatibilnich forem obsahujicich dvé ¢asti:

1. jodid
2. biokompatibilni oxidacni ¢inidlo

Slozky 1 a 2 mohou byt jako tuhé v jedné finalni kompozici, nebo jako kapalné ve dvou
oddélenych kompozicich, pficemz ke vzniku a uvolfiovani jodu s oxidacnim stupném vys§im nez
-1 dochazi, kdyz se ob¢ slozky smichaji v pfitomnosti rozpoustédla. Stabilita finalni kompozice
pri skladovani a transportu je zabezpecCena tim, Zze aktivni (prchavy) jod s oxida¢nim stupném
vyS$§im nez -1 vznika az in situ v pfitomnosti vodné¢ho prostiedi. Biokompatibilni oxidacni
¢inidlo ve form¢ chloramidu kyseliny hyaluronové s vys$§im stupném modifikace (nad 50 %)
slouzi jako generator aktivniho jodu pomoci rychlé reakce s jodidy a soucasné je zdrojem
aktivniho chloru. Chloramid kyseliny hyaluronové s niz§im stupném modifikace (maximalné
35 %) uz popsan byl, ale z divodu souvisejicich s oéekavanou nevyhovujici stabilitou, nebyla
popsana zadna aplikace. Vysledna kompozice slozek 1 a 2 je unikatni tim, Ze soucasné spliuje
nasledujici pozadavky:

- plna biokompatibilita a biodegradovatelnost ve vSech stadiich aplikace

- inhibice ristu Sirok¢ skaly mikroorganismu, hub nebo virti (obsahuje aktivni jod i chlor)
- pozitivni ucinky na procesy spojené s hojenim (pfitomnost kyseliny hyaluronové)

- moznost piipravy Siroké §kaly forem s vyhovujici stabilitou

Tato kombinace je obecné zadouci pro vnéj§i 1 vnitini aplikace vyzZadujici antimikrobialni a
soucasn¢ biokompatibilni kryty ran, vyplné, antiadhezni pfepazky, membrany, kapsy nebo obaly.

Tento vynalez fe§i pfipravu a pouZiti stabilnich, biokompatibilnich a biodegradovatelnych
kompozic obsahujicich chloramid hyaluronanu a jodid, které po aplikaci diky pfitomnosti chloru
a jodu v oxidacnich stupnich vys$§im nez -1 vykazuji Sirokospektralni antimikrobialni, antiviralni
a soucCasn¢ 1 hojivé ucinky. Dale popisuje pfipravu Siroké Skaly forem s velkou variabilitou
velikosti povrchu a doby degradace.

Podstata vynalezu

Predmétem vynalezu jsou kompozice obsahujici jodid a derivat kyseliny hyaluronové, ve kterém
je vétsina atomil vodikd amidické skupiny -NH-CO- nahrazena za atomy chloru -NCI-CO-,
pfi¢emz vyrazem ,,vét§ina® se mini 50 az 100 %. Takto modifikovany polymer - chloramid
hyaluronanu - v roztoku rychle reaguje s jodidy (druhou ¢asti kompozice) za vzniku slou¢enin
jodu s oxidacnim stupném vysSim nez -1, jako napfiklad Is nebo I, a nativni kyseliny
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hyaluronové. Reakei popisuje nasledujici schéma II.
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Finalni kompozice miuzZou zahmovat i modifikovanou kyselinu hyaluronovou s chemickou
modifikaci na karboxylové a/nebo hydroxylové skuping.

Derivatem kyseliny hyaluronové miiZe byt 1 chloramid modifikované kyseliny hyaluronové, kde
vodiky amidické skupiny -NH-CO- jsou substituovany atomy chloru podle strukturniho vzorce
-NCI-CO-, a sou¢asné ma chloramid nékteré¢ -OH skupiny nahrazeny skupinou -O-CO-R?* a/nebo
nckter¢ -CH»-OH skupiny nahrazeny za skupinu -CH=0 a/nebo néckteré CO-OH skupiny
nahrazeny skupinou -CO-OR?, kde R? je linearni nebo aromaticky fetézec s obsahem uhlika C; -
Ci7. Piiklady chloramidi modifikované kyseliny hyaluronové zahmuji ethylester, benzyl ester,
lauroyl, formyl, palmitoyl, hexanoyl. Jodid je s vyhodou vybran ze skupiny zahrnujici jodid
sodny, jodid draselny, jodid vapenaty a jodid hofecnaty nebo jejich smés. Polysacharid, tj.
chloramid, ma s vyhodou molekulovou hmotnost v rozmezi 5 az 500 kg.mol!'. Molami pomér
chloramidu k jodidu v kompozici je s vyhodou v rozmezi 1:1 az 1:5

Antimikrobialni kompozice muze obsahovat i aditivum, a to v koncentraci maximalné¢ 90 %
hmotn., pficemZ toto aditivum je vybrano ze skupiny zahrnujici polyethylen oxid, vodu, chlorid
sodny, chlorid vapenaty, glycerol, kyselinu hyaluronovou, chondroitin sulfat, kyselinu
hyaluronovou modifikovanou ve form¢ esteru, kyselinu hyaluronovou modifikovanou ve formé
aldehydu, alginat sodny, karboxymethyl celulézu, oxycelulozu, hydroxyethyl celulozu, estery
mastnych kyselin, chlorid sodny, chlorid draselny nebo chlorid vapenaty. Vyse uvedena
modifikovana kyselina hyaluronova ma nékteré OH skupiny nahrazeny skupinou -O-CO-R?
a/nebo nékteré -CH»-OH skupiny nahrazeny za skupinu -CH=0 a/nebo nékteré -CO-OH skupiny
nahrazeny skupinou -CO-OR?, kde R? je linearni nebo aromaticky fetézec s obsahem uhliku C; —
Cir.

Chloramid hyaluronanu se pfipravi prostfednictvim ¢inidel obsahujicich chlor vazany na dusik, s
vyhodou pomoci trichlorisokyanurové kyseliny nebo pomoci soli dichlorisokyanurové kyseliny.
Priprava (modifikace) je uskutecnéna ve vod€ pii pH 2,5-7.5, s vyhodou pii pH 4,0 az 6,0.
Nizsiho pH je dosaZeno pfidanim kyseliny octové v mnozstvi 0,2 az 7 ekv, s vyhodou 2 - 4 ekv.
Jako vychozi substrat lze pouzit kyselinu hyaluronovou, nebo jeji chemicky modifikovany
derivat o molekulové hmotnosti 40 az 2200 kg.mol . Pfiprava finalnich kompozic pak dale
zahrnuje tvorbu:

- pevnych forem s obsahem jodidu a chloramidu hyaluronanu, které¢ muzou byt pfipraveny v
podob¢ napriklad samonosnych filmu, lyofilizati, vrstev ze staplovych vlaken (netkana
textilie), nekone¢nych vlaken, tkanin, pletenin, splétanych textilii nebo vrstvy nanovlaken,
ve viech pripadech volitelné s obsahem dalSich aditiv, pfi¢emZ zastoupeni chloramidu ve
finalni kompozici v pfepoctu na suchy material je v rozsahu 10 az 90 % a zastoupeni jodidu
v pfepoctu na suchy material je v rozsahu 10 az 90 %, a pficemZ pevna forma muze byt
tvofena i dvéma nebo vice riznymi vrstvami, které jsou k sob¢ slisovany;

- kapalnych nebo gelovych forem voliteln€ s obsahem dal§ich aditiv, kde je slozka s obsahem
jodidu oddélena od slozky s obsahem chloramidu hyaluronanu a tyto slozky se smichaji az
t¢sné pred finalni aplikaci, pfi¢emz zastoupeni chloramidu ve finalni kompozici v piepoctu
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na suchy material je v rozsahu 10 az 90 % a zastoupeni jodidu ve finalni kompozici v
prepoctu na suchy material je v rozsahu 10 az 90 %.

Dale se vynalez tyka pouziti finalni kompozice hlavn¢ v oblastech, kde jsou vyzadovany
nasledujici vlastnosti, nebo jejich libovolné kombinace:

- oxida¢ni nebo antimikrobialni nebo antifungalni nebo antiviralni aktivita
- biokompatibilita a biodegradovatelnost

- moznost piipravy raznych forem s vyhovujici stabilitou

- vyznamna podpora procesu hojeni

- kontrola fizeni rychlosti biodegradace

Finalni kompozice lze pouzit v biomedicinskych aplikacich napfiklad jako kryty ran,
implantabilni zdravotnické pfipravky, pfipravky proti akné, antibakterialni vyplné€, antiadhezni
prepazky, membrany, kapsy, obaly, pfipravky pro prevenci vzniku sristi po provedeni
anastomoz, pripravky pusobici preventivné proti dehiscencim, nebo v kombinaci s jinymi latkami
prostiedky pro plastiky defekti bfisni stény.

Kontrolu fizeni rychlosti biodegradace finalni kompozice lze docilit bud’ kombinaci chloramidu
hyaluronanu s aditivy s pomalej$i degradabilitou, napfiklad s alginatem sodnym nebo
karboxymethyl celulézou, a/nebo sitovanim samotné¢ho chloramidu hyaluronanu napiiklad
pomoci vicevalentnich kationti typu Ca*.

Tento vynalez tedy fesi pfipravu a pouZiti stabilnich, biokompatibilnich a biodegradovatelnych
kompozic obsahujicich jodidy, jako je jodid draselny nebo sodny nebo vapenaty nebo hotecnaty
nebo jejich smés, a chloramid hyaluronanu, které vykazuji antimikrobialni a soucasné i1 hojivé
ucinky. Dale popisuje pripravu Siroké skaly forem s velkou variabilitou velikosti povrchu,
mechanickych, pripadné reologickych vlastnosti a doby degradace.

Realizace feseni popsan¢ho v tomto vynalezu neni technologicky komplikovana a nevyZzaduje
pouziti méné dostupnych chemikalii, rozpoustédel nebo izolac¢nich postupi.

Objasnéni vvkresu

Obr. 1A, Obr. 1B - Antimikrobialni aktivita kompozice ve form¢ lyofilizatu na bazi chloramidu
hyaluronanu a jodidu draselného pfipraven¢ho podle Prikladu 20.

Obrazky zobrazuji inhibici ristu mikroorganismi Bacillus subtilis, Escherichia coli,
Pseudomona aeruginosa, Candida albicans (vie Obr. 1A), Staphylolococus epidermidis (Obr.
1B) v piitomnosti kompozice obsahujici kombinaci rozpustnych lyofilizati na bazi chloramidu
hyaluronanu a rozpustnych lyofilizati obsahujici sm€s hyaluronanu a jodidu draselné¢ho v
poméru 5/1 piipravenych podle piikladu 20 (dv€ opakovani: vlevo a uprostied) v porovnani s
kontrolou (vpravo), kterou byl lyofilizat z nativni kyseliny hyaluronové s pifidavkem jodidu
draseln¢ho v poméru 5/1 pripraveného podle prikladu 19. Na Obr. 1B je srovnani jednoho
opakovani (vlevo) a kontroly (vpravo).

Postup stanoveni antimikrobialni aktivity je popsan v piikladu 43.

Piiklady uskuteénéni vynalezu

DS = stupenl substituce = 100 % * (molarni mnozstvi modifikovanych jednotek polymeru) /
(molarni mnozstvi vSech jednotek polymeru)
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Zde pouzivany vyraz ckvivalent (ekv) se vztahuje na opakujici se jednotku pfislusného
polysacharidu, neni-li uvedeno jinak, napfiklad na dimer kyseliny hyaluronové.

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

Molekulova hmotnost polymert je hmotnostn¢ stfedni stanovena pomoci metody SEC-MALLS.
Priklad 1

Priprava ethylesteru hyaluronanu

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

Priklad 2
Priprava benzylesteru hyaluronanu

Do roztoku hyaluronanu (1 g, 300 kg.mol ') ve 40 ml vody se piidal NaOH az do pH = 9. Pak se¢
piidalo 20 ml dimethylsulfoxidu a 0,08 ml benzylbromidu a smés se michala 4 dny pii 20 °C.
Vysledna smés pak byla srazena 140 ml 100% isopropanolu, odfiltrovana tuha latka byla promyta
isopropanolem a suSena ve vakuu. Finalni produkt ziskany v mnozstvi 920 mg byl analyzovan
pomoci NMR.

DS esteru 3 % (stanoveno NMR, lit. Kettou a kol. PV 2009-399).

Priklad 3
Priprava lauroyl hyaluronanu

Do roztoku hyaluronanu (5 g, 250 kg.mol') ve 100 ml destilované vody bylo pfidano 70 ml
tetrahydrofuranu, 4 ekvivalenty triethylaminu a 0,1 ekvivalentu 4-dimetylaminopyridinu.
Paralelné byla rozpusténa kyselina laurova (4 ekvivalenty) ve 30 ml tetrahydrofuranu a 7 ml
triethylaminu a do tohoto roztoku bylo pfidano 4,8 ml ethyl-chloroformiatu pti 0-5 °C po dobu 15
minut. Vznikla suspenze byla ptefiltrovana do roztoku hyaluronanu a reakéni smés byla michana
5 hodin pii 20 °C. Vysledny roztok byl pak sraZen ptidavkem 400 ml 100% isopropanolu, promyt
80% isopropanolem, pak 100% isopropanolem. Srazenina byla pak suSena pii 40 °C 2 dny.
Stuperti substituce byl stanoven z NMR na 37 %.

Priklad 4
Priprava formyl hyaluronanuu

Do jednoprocentniho vodného roztoku HA (1 g, 200 kg.mol '), s obsahem NaCl 1%, KBr 1%, N-
acetylamino-TEMPO (0,01 ekv) a NaHCOs (20 ¢kv.), se postupné pridaval vodny roztok NaClO
(0,5 ekv) pod dusikem. Sm¢s se michala 12 h pf#i teploté 10 °C, pak se piidal 0,1 g etanolu a smés
byla michana jesté¢ 1 hodinu. Vysledny roztok pak byl zfedén destilovanou vodou na 0,2 % a
dialyzovan oproti smési (0,1% NaCl, 0,1% NHCOs) 3-krat 5 litrd (1 x denn¢) a pak oproti
destilované vod¢ 7-krat 5 litra (2 x denné). Vysledny roztok byl nakonec odparen a analyzovan.
DS 9% (stanoveno z NMR)
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Priklad 5
Priprava chloramidu hyaluronanu

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

Priklad 6
Priprava chloramidu hyaluronanu

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

Priklad 7
Priprava chloramidu hyaluronanu

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

Priklad 8

Priprava chloramidu hyaluronanu

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

Priklad 9

Priprava chloramidu hyaluronanu

5 g hyaluronanu (Mw 180 kg.mol') bylo rozpusténo ve 250 ml destilované vody. Pak byly
pfidany 3 ml kyseliny octové a po 15 minutach michani pfi 20 °C bylo pfidano 3,2 g (1 ekv.)
sodné soli dichlorisokyanurové kyseliny. Smés byla pak 24 hodin michana pii 20 °C, pak srazena
2,5 litrem isopropanolu a filtrovana. Tuhy podil byl promyt 2 litry isopropanolu a susen ve vakuu
20 hodin. DS 83% (stanoveno z NMR).

Priklad 10

Priprava chloramidu hyaluronanu
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5 g hyaluronanu (Mw 2200 kg.mol') bylo rozpusténo ve 250 ml destilované vody. Pak bylo
pfidano 5 ml kyseliny octové (7 ekv) a po 15 minutach michani pfi 20 °C bylo pfidano 3.2 g (1
ckv.) sodné soli dichlorisokyanurové kyseliny. Smés byla pak 24 hodin michana pfi 20 °C, pak
srazena 2,5 litrem isopropanolu a filtrovana. Tuhy podil byl promyt 2 litry isopropanolu a susen
ve vakuu 20 hodin. DS 95% (stanoveno z NMR).

Priklad 11
Priprava chloramidu hyaluronanu

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

Priklad 12
Priprava chloramidu hyaluronanu

5 g hyaluronanu (Mw 2200 kg.mol') bylo rozpu$téno ve 250 ml destilované vody. Pak byly
pfidany 2 ml kyseliny octov¢ a po 15 minutach michani pfi 20 °C bylo pfidano 4.8 g (1,5 ekv.)
sodné soli dichlorisokyanurové kyseliny. Smés byla pak 24 hodin michana pii 20 °C, pak srazena
2.5 litrem isopropanolu a filtrovana. Tuhy podil byl promyt 2 litry isopropanolu a susen ve vakuu
20 hodin. DS 96% (stanoveno z NMR).

Priklad 13
Priprava chloramidu hyaluronanu

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

Priklad 14
Priprava chloramidu hyaluronanu

5 g hyaluronanu (Mw 2200 kg.mol') bylo rozpu$téno ve 250 ml destilované vody. Pak byly
pfidany 2 ml kyseliny octové a po 15 minutach michani pfi 20 °C bylo pfidano 0,87 g (0,3 ekv.)
trichlorisokyanurové kyseliny. Smés byla pak 24 hodin michana pii 20 °C, pak srazena 2,5 litrem
isopropanolu a filtrovana. Tuhy podil byl promyt 2 litry isopropanolu a susen ve vakuu 20 hodin.
DS 71% (stanoveno z NMR).

Priklad 15
Priprava chloramidu hyaluronanu

5 g hyaluronanu (Mw 2200 kg.mol') bylo rozpu$téno ve 250 ml destilované vody. Pak byly
pfidany 2 ml kyseliny octové a po 15 minutach michani pfi 20 °C bylo ptidano 3,2 g (1 ekv.)
sodné soli dichlorisokyanurové kyseliny. Smés byla pak 5 hodin michana pfi 20 °C, pak srazena
2,5 litrem isopropanolu a filtrovana. Tuhy podil byl promyt 2 litry isopropanolu a susen ve vakuu
20 hodin. DS 52% (stanoveno z NMR).
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Priklad 16
Priprava chloramidu hyaluronanu

5 g hyaluronanu (Mw 2200 kg.mol') bylo rozpu$téno ve 250 ml destilované vody. Pak byly
pridany 2 ml kyseliny octové a po 15 minutach michani pii 20 °C bylo pfidano 3,2 g (1 ekv.)
sodné soli dichlorisokyanurové kyseliny. Smés byla pak 48 hodin michana pii 20 °C, pak srazena
2.5 litrem isopropanolu a filtrovana. Tuhy podil byl promyt 2 litry isopropanolu a susen ve vakuu
20 hodin. DS 85% (stanoveno z NMR). NMR roztok (7mg produktu v 0,7ml D-0) byl mé&fen po
dalsich 5 dnech stani pfi 20 °C. DS bylo stanoveno na 84%. Tuhy podil ve form¢ prasku stal pii
20 °C 100 dnu, pak byl vzorek rozpustén v D,O. DS bylo stanoveno na 84%.

Priklad 17

Priprava chloramidu hyaluronanu

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

Priklad 18

Priprava chloramidu hyaluronanu

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

Priklad 19

Priprava lyofilizatu hyaluronanu s jodidem draselnym

Roztok 1 g hyaluronanu (Mw 2200 kg.mol') v 50 ml destilované¢ vody byl smichan s roztokem
0,2 g jodidu draseln¢ho v 5 ml destilované vody a smés se michala 10 minut. Pak byl vysledny
roztok zamrazen pfi -50 °C a lyofilizovan.

Priklad 20

Priprava lyofilizatu (chloramid hyaluronanu + hyaluronan + jodid draselny) - generator jodu

15 mg lyofilizatu pfipraven¢ho podle piikladu 19 a 15 mg lyofilizatu pfipravené¢ho podle piikladu
25 bylo preloZeno na sebe (spodni vrstva - lyofilizat podle prikladu 19) a mechanicky slisovano
pomoci hladkého sklenéného valce, ktery byl aplikovan po dobu 1 minuty pii 20 °C. Vysledny
material byl skladovan v suchych podminkach.

Priklad 20a

Priprava lyofilizatu (chloramid hyaluronanu + hyaluronan + jodid draselny) - generator jodu

30 mg lyofilizatu pfipravencho podle prikladu 19 a 3 mg lyofilizatu pfipravenc¢ho podle piikladu

-10 -
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25 bylo preloZeno na sebe (spodni vrstva - lyofilizat podle prikladu 19) a mechanicky slisovano
pomoci hladkého sklenéného valce, ktery byl aplikovan po dobu 1 minuty pii 20 °C. Vysledny
material byl skladovan v suchych podminkach.

Priklad 20b
Priprava lyofilizatu (chloramid hyaluronanu + hyaluronan + jodid draselny) - generator jodu

3 mg lyofilizatu pfipraven¢ho podle prikladu 19 a 30 mg lyofilizatu pfipraveného podle piikladu
25 bylo preloZeno na sebe (spodni vrstva - lyofilizat podle prikladu 19) a mechanicky slisovano
pomoci hladkého sklenéného valce, ktery byl aplikovan po dobu 1 minuty pfi 20 °C. Vysledny
material byl skladovan v suchych podminkach.

Priklad 21

Priprava samonosného filmu (chloramid hyaluronanu + lauroyl hyaluronat + jodid
draselny) - generator jodu

Samonosné filmy pfipravené podle piikladi 31 a 32 byly pielozeny na sebe (spodni
vrstva - lauroyl hyaluronat + jodid draselny) a mechanicky slisovany pomoci hladkého
sklenéného valce, ktery byl aplikovan po dobu 1 minuty pii 20 °C. Vysledny material byl
skladovan v suchych podminkach.

Priklad 22
Priprava chloramidu ethyl esteru hyaluronanu

0,5 g ethylesteru hyaluronanu pfipraven¢ho podle piikladu 1 bylo rozpusténo ve 25 ml
destilované vody. Pak byly pfidany 0,2 ml kyseliny octové a po 15 minutach michani pii 20 °C
bylo pfidano 0,32 g (1 ekv.) sodné soli dichlorisokyanurové kyseliny. Smés byla pak 24 hodin
michana pfi 20 °C, pak srazena 250 ml isopropanolu a filtrovana. Tuhy podil byl promyt 0.2 litry
isopropanolu a susen ve vakuu 20 hodin. DS 80% (stanoveno z NMR).

Priklad 23
Priprava chloramidu benzyl esteru hyaluronanu

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

Priklad 24

Priprava chloramidu formyl hyaluronanu

0,5 g formylu hyaluronanu pfipraven¢ho podle piikladu 4 bylo rozpusténo ve 25 ml destilované
vody. Pak byly pfidany 0,2 ml kyseliny octové a po 15 minutach michani pii 20 °C bylo pfidano
0,32 g (1 ekv.) sodné soli dichlorisokyanurové kyseliny. Smés byla pak 24 hodin michana pii

20 °C, pak srazena 0,25 litru isopropanolu a filtrovana. Tuhy podil byl promyt 0,2 litry
isopropanolu a susen ve vakuu 20 hodin. DS 75% (stanoveno z NMR).

-11 -
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Priklad 25
Priprava lyofilizatu chloramidu hyaluronanu

Roztok 1 g chloramidu hyaluronanu pfipravené¢ho podle ptikladu 16 v 50 ml destilované vody byl
po homogenizaci hned zamrazen pii -50 °C a lyofilizovan. DS bylo stanoveno pomoci NMR na
83 %.

Priklad 26
Priprava lyofilizatu chloramidu ethyl esteru hyaluronanu

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

Priklad 27
Priprava lyofilizatu chloramidu benzyl esteru hyaluronanu

Roztok 0,2 g chloramidu benzyl esteru hyaluronanu pfipravené¢ho podle prikladu 23 v 10 ml
destilované vody byl po homogenizaci hned zamrazen pfi -50 °C a lyofilizovan. DS bylo
stanoveno pomoci NMR na 67 %.

Priklad 28
Priprava netkané textilie ze staplovych vlaken z chloramidu hyaluronanu

K piipravé 2 % roztoku byl pouzit chloramid hyaluronan (pfiklad 14) se stupném substituce 71 %
NMR. Tato slozka byla navaZzena a v potfebném mnozstvi doplnéna destilovanou vodou. Cela
sm¢s byla promichavana na michaéce pri pokojové teploté pii nastavenych otackach 500 RPM po
dobu michani 24 hodin. Vysledny roztok byl Ciry, mirné viskozni. Zplsob pfipravy staplovych
vlaken je zaloZen na sraZeni polymerniho roztoku v proudu mobilni koagulaéni lazn¢ obsahuyjici
100 % isopropanol. Roztok byl davkovan pii pokojové teploté skrz extruzni trysky do proudu
koagula¢ni lazné skrz zvlaknovaci trubice (1 trubice/primér 8 mm), pfi nastavené prutocné
rychlosti lazné 1,15 m/s. SraZenim bylo docileno tvorby staplovych vlaken. Vznikla vldkna byla
unasena v proudu lazné¢ a zachytavana na separacnich hiebincich, pfenesena do zraci 1azn€ s
obsahem 100 % isopropanolu. Surova vlakna ve zraci lazni byla hned pomleta v mixéru s
rotujicimi ¢epelemi pii poméru 0,5 g vlaken na 350 ml zraci 1lazn€. Vysledna vlakenna disperze
byla ptefiltrovana pies porézni substrat pfes filtracni ram. V daném experimentu byl pouZit ram o
velikosti 64 cm”. Piefiltrovana vlakna byla pomoci PAD pleteniny pfenesena na susici zafizeni s
fixaci netkané textilie. Pied vloZenim na suSici zafizeni byly pomoci valecku odstranény zbytky
srazedla. Netkana textilie byla susena pfi teplot¢ 40 °C po dobu 30 minut. Vysledna vrstva byla
ze substratu odd¢€lena jako samostatna vrstva a zvaZena na analytickych vahach. Plo§na hmotnost
textilie ¢inila 50,2 g/m?. Stuperi substituce byl u vzniklé netkané textilie stanoven pomoci NMR
na 64 %.

Priklad 29
Priprava nanovlakenné vrstvy z chloramidu hyaluronanu
Pro pfipravu nanovlakenné vrstvy s obsahem kyseliny hyaluronové byl pfipraven vodny roztok s

nasledujicim sloZenim. Koncentrace chloramidu hyaluronanu pfipraveného postupem 5 v susing
byla 37,5 %, koncentrace nativniho hyaluronanu o molekulové hmotnosti 80 kg.mol! byla
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37,5 %, polyethylenoxid o molekulové hmotnosti 600 kg.mol! tvofil 25 %. Celkova koncentrace
susiny byla 5 %. Roztok byl naplnén do stfikacky a elektrostaticky zvlaknén na deskovy kolektor
za pouziti bezjehlové linearni trysky, napéti 50 kV a vzdalenosti 16 cm mezi emitorem a
kolektorem. Vlakna maji rozmér 110 + 27 nm. DS bylo stanoveno pomoci NMR na 30 %.

Priklad 29a
Priprava nanovlakenné vrstvy z hyaluronanu s jodidem draselnym

Pro pfipravu nanovlakenné vrstvy s obsahem kyseliny hyaluronové byl pfipraven vodny roztok s
nasledujicim sloZenim. Koncentrace nativniho hyaluronanu o molekulové hmotnosti 80 kg.mol™!
byla 62,5 %, polyethylenoxid o molekulové hmotnosti 600 kg.mol ' tvoiil 25 %, a KI tvofil
12,5 %. Celkova koncentrace susiny byla 5 %. Roztok byl naplnén do stiikacky a elektrostaticky
zvlaknén na deskovy kolektor za pouziti bezjehlové lineami trysky, napéti 56 kV a vzdalenosti
18 cm mezi emitorem a kolektorem. Vldkna maji rozmér 140 + 35 nm.

Priklad 30
Priprava samonosného filmu z chloramidu hyaluronanu

Priprava filmu probihala ve specializovaném suSicim zafizeni, kde byl film suSen v uzavieném
prostoru. Zafizeni je vybaveno spodni a horni deskou s regulovatelnou teplotou. Zafizeni je blize
popsano v (Foglarova a kol. PV201S-166; Foglarova M. a kol. Carbohydrate Polymers 2016,
144, 68-75). Navazka 200 mg chloramidu hyaluronanu popsaného v prikladu 5 byla rozpusténa
ve 20 ml demi-vody a nechana michat 2 hodiny. 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 18 hodin. Po ususeni byl film sejmut z
podlozky a uchovan pro dalsi pouZiti. DS bylo stanoveno pomoci NMR na 60 %.

Priklad 31
Priprava samonosného filmu z hyaluronanu a jodidu draselného (10/1)

Priprava filmu probihala v zafizeni popsaném v piikladu 30. Navazka 160 mg hyaluronanu
sodného a 16 mg jodidu draselného byla rozpusténa v 16 ml vody a nechana michat 15 minut.
Poté byl vysledny smésny roztok nadavkovan do susiciho zafizeni na podlozku (hydrofobizované
sklo) a ususen v uzavieném prostoru pii teploté spodni desky 50 °C a teploté horni desky 20 °C.
Doba suseni byla 7 hodin. Po ususeni byl film sejmut z podlozky a uchovan pro dalsi pouziti.

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

Priprava filmu probihala v zafizeni popsaném v piikladu 30. Navazka 150 mg lauroyl derivatu
hyaluronanu sodného popsaného v piikladu 3 byla rozpusténa v 15 ml vodného roztoku 2-
propanolu (50 % w/w) a nechana michat 18 hodin. Navazka 50 mg chloramidu hyaluronanu
popsan¢ho v prikladu 5 byla rozpusténa v 5 ml demi-vody a nechana michat 2 hodiny. Oba
roztoky byly poté¢ smiseny a nechany michat 30 minut. Poté byl vysledny smésny roztok
nadavkovan do suSiciho zafizeni na podlozku (hydrofobizované sklo) a usuSen v uzavieném
prostoru pfi teploté spodni desky 50 °C a teplot€ horni desky 20 °C. Doba suseni byla 7 hodin. Po
ususeni byl film seymut z podloZzky a uchovan pro dalsi pouziti. DS chloramidu hyaluronanu ve
vysledném materialu bylo stanoveno pomoci NMR na 25 %.
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Priklad 33

Priprava nanovlakenné vrstvy (chloramid hyaluronanu + hyaluronan + jodid draselny) - generator
jodu

Nanovlakenné vrstvy pripravené podle prikladi 29 a 29a byly pieloZzeny na sebe (spodni
vrstva - hyaluronan + jodid draselny). Material byl skladovan v suchych podminkach.

Priklad 34

Priprava dvouslozkové smési ve formé roztoku (chloramid hyaluronanu + jodid sodny 1/1) -
generator jodu

Roztok s obsahem 100 mg chloramidu hyaluronanu pfipraven¢ho podle piikladu 5 ve 3 ml
destilované vody byl smichan tésné pred aplikaci pomoci statického mixéru s roztokem
obsahujicim 29 mg jodidu sodné¢ho v 1 ml destilované vody. Ve vysledné smési okamzité¢ vznika
oranzovy trijodid a jod.

Priklad 35

Priprava dvouslozkové smési ve form¢ gelu (chloramid hyaluronanu + jodid vapenaty 1/5) -
generator jodu

Roztok s obsahem 100 mg chloramidu hyaluronanu pfipravené¢ho podle piikladu 5 v 6 ml
destilované vody byl smichan tésné pred aplikaci pomoci statického mixéru s roztokem
obsahujicim 758 mg nativniho hyaluronanu o molekulové hmotnosti 1900 kg.mol' a 142 mg
jodidu vapenaté¢ho v 35 ml destilované vody. Ve vysledné viskdézni smési okamzit€¢ vznika
oranzovy trijodid a jod.

Priklad 36

Priprava lyofilizatu oxyceluloza/chloramid hyaluronanu

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

Priklad 37

Priprava lyofilizatu alginat/ chloramid hyaluronanu

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

Priklad 38

Priprava lyofilizatu karboxymethylcelul6za/ chloramid hyaluronanu

Roztok karboxymethyl celulozy (0,3 g, Mw 30 kg.mol-1) a chloramidu hyaluronanu (0,03 g)

piipraven¢ho podle postupu 5 ve 100 ml destilované vody byl po homogenizaci hned zamrazen
pii -50 °C a lyofilizovan. DS chloramidu hyaluronanu bylo stanoveno pomoci NMR na 3 %.
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Priklad 39
Priprava lyofilizatu chondroitin sulfat/ chloramid hyaluronanu

Roztok chondroitin sulfatu (0,3 g, Mw 45 kgmol-1) a chloramidu hyaluronanu (0,1 g)
piipraven¢ho podle postupu 5 ve 100 ml destilované vody byl po homogenizaci hned zamrazen
pii -50 °C a lyofilizovan. DS chloramidu hyaluronanu bylo stanoveno pomoci NMR na 25 %.

Priklad 40
Priprava lyofilizatu hydroxyethyl celul6za/ chloramid hyaluronanu

Roztok hydroxyethyl celulozy (0,3 g, Mw 35 kg.mol-1) a chloramidu hyaluronanu (0,1 g)
pripraveného podle postupu 5 ve 100 ml destilované vody byl po homogenizaci hned zamrazen
pii -50 °C a lyofilizovan. DS chloramidu hyaluronanu bylo stanoveno pomoci NMR na 25 %.

Priklad 41
Priprava lyofilizatu formyl hyaluronan / chloramid hyaluronanu

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

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

Do roztoku chloramidu hyaluronanu (0,1 g) pfipraveného podle postupu 5, ve 100 ml destilované
vody bylo pfidano 0,01g CaCl,.2H>0 a smés se michala 1 hodinu pfi 20°C. Po homogenizaci byl
vysledny viskézni roztok zamrazen pii -50 °C a lyofilizovan. DS chloramidu hyaluronanu bylo
stanoveno pomoci NMR na 64 %.

Priklad 43
Testovani antimikrobialni aktivity in vitro (obrazek 1A a 1B):

Suspenze jednotlivych testovanych mikroorganismi byly piipraveny o piiblizné koncentraci 10°
CFU/ml. Na povrch tryptonsojového agaru v Petriho miskach bylo vyockovano 100 ul suspenze
(pfiblizny podet mikroorganismu aplikovanych na misku byl 10* CFU). Suspenze byla
rovnom&rné rozetfena po povrchu celé misky sterilni klickou. Po vsaknuti suspenze do agaru
byly na jeho povrch sterilné pfeneseny testované vzorky ve formé Ctvereckl. Misky s testovacimi
kmeny bakterii byly uloZeny ke kultivaci pii 37 °C na dobu 24 hodin. Byly testovany lyofilizaty s
chloramidem hyaluronanu a jodidem draselnym piipravené podle piikladu 20 ve form¢ tverecku
o hmotnosti 25-35 mg a pfibliznych rozmérech 15 x 15 mm, pfi¢emz jako kontroly byly pouZity
analogické lyofilizaty bez obsahu chloramidu hyaluronanu pfipravené podle piikladu 19. Pro
testovani ucinnosti byla zvolena difuzni plotnova metoda (2D usporadani). Ke kultivaci byla
pouzita neselektivni puda (trypton-séjovy agar). Vzorky <tverecku byly testovany na
mikroorganismech Bacillus subtilis, Escherichia coli, Staphylococcus aureus, Candida Albicans,
Pseudomona aeruginosa, Staphylolococus epidermidis. Z Obrazku 1 je patrma vyrazné vyssi
ucinnost kompozic podle vynalezu s obsahem chloramidu hyaluronanu s jodidem ve srovnani s
kontrolou bez chloramidu hyaluronanu.

=15 -



5

10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

CZ 2018 - 428 A3

PATENTOVE NAROKY

1. Antimikrobialni kompozice obsahujici chloramid kyseliny hyaluronové nebomodifikované
kyseliny hyaluronové, kde chloramid ma vodiky amidické skupiny -NH-CO- substituované
atomy chloru podle strukturniho vzorce -NCI-CO-,vyznadujici se tim, Zze dale obsahuje jodid a
ze stupeni substituce kyseliny hyaluronové nebo modifikované kyseliny hyaluronové chlorem je
50 % az 100 %, pricemz modifikovana kyselina hyaluronova je kyselina hyaluronova, kterd ma
-OH skupiny z ¢asti nahrazeny skupinou -O-CO-R2 a/mebo -CH2-OH skupiny z ¢asti nahrazeny
skupinou -CH=0 a/mebo CO-OH skupiny z €asti nahrazeny skupinou -CO-OR2, kde R2 je
lineami fetézec s obsahem uhlikii C1 — C17 nebo aromaticky fetézec s maximalnim obsahem
uhliku C17.

2. Antimikrobialni kompozice podle naroku 1, vyznacujici se tim, Ze vodiky amidické skupiny
-NH-CO- jsou substituovany atomy chloru podle strukturniho vzorce -NCI-CO-, a souasn¢ ma
chloramid -OH skupiny z ¢asti nahrazeny skupinou -O-CO-R2 a/nebo -CH2-OH skupiny z ¢asti
nahrazeny skupinou -CH=0 a/nebo -CO-OH skupiny z ¢asti nahrazeny skupinou -CO-OR2, kde
R2 je linearni fetézec s obsahem uhliki C1 — C17 nebo aromaticky fetézec s maximalnim
obsahem uhlika C17.

3. Antimikrobialni kompozice podle naroku 1 nebo 2, vyznacujici se tim, ze modifikovana
kyselina hyaluronova je vybrana ze skupiny zahmuyjici ethylester, benzyl ester, lauroyl, formyl,
palmitoyl, hexanoyl hyaluronan, a jodid je vybran ze skupiny zahmujici jodid sodny, jodid
draselny, jodid vapenaty, jodid hofecnaty a jejich smés.

4. Antimikrobidlni kompozice podle kteréhokoli z naroki 1 az 3, vyzna€ujici se tim, Ze
chloramid ma molekulovou hmotnost v rozmezi 5 az 500 kg.mol-1.

5. Antimikrobialni kompozice podle kter¢hokoli z narokii 1 az 4, vyznacujici se tim, Ze
molarni pomér chloramidu k jodidu v kompozici je v rozmezi 1:1 az 1:5.

6. Antimikrobialni kompozice podle které¢hokoli z pfedchozich naroki, vyznacujici se tim, Ze
dale obsahuje aditivum v koncentraci maximaln¢ 90 %hm., kde aditivum je vybrano ze skupiny
zahmujici vodu, chlorid sodny, chlorid vapenaty, glycerol, kyselinu hyaluronovou, chondroitin
sulfat, alginat sodny, oxycelulézu, karboxymethylcelulézu, hydroxyethylcelulézu nebo
modifikovanou kyselinu hyaluronovou, kterd ma -OH skupiny z ¢asti nahrazeny skupinou -O-
CO-R2 a/mebo -CH2-OH skupiny z ¢asti nahrazeny skupinou -CH=0 a/nebo -CO-OH skupiny
z¢asti nahrazeny skupinou -CO-OR2, kde R2 je linearni fetézec s obsahem uhlika C1 — C17 nebo
aromaticky fetézec s maximalnim obsahem uhlika C17.

7. Antimikrobialni kompozice podle kteréhokoli z naroki 1 az 5, vyznacujici se tim, Ze je ve
form¢ pevného substratu vybraného ze skupiny zahrnujici samonosny film, lyofilizat, vrstvu ze
staplovych vlaken — tzn. netkana textilie, nekoneéné vlakno, tkaninu, pleteninu, splétanou textilii
nebo vrstvu nanovlaken, pfi¢emz zastoupeni chloramidu ve finalni kompozici v pfepoctu na
suchy material je v rozsahu 10 az 90 % hmotn. a zastoupeni jodidu v piepoctu na suchy material
je v rozsahu 10 az 90 % hmotn.

8. Antimikrobidlni kompozice podle naroku 7, vyznadujici se tim, Ze je ve form¢ pevného
substratu tvofené¢ho dvéma nebo vice vrstvami vybranymi ze skupiny zahmujici samonosny film,
lyofilizat, vrstvu ze staplovych vlaken - tzn. netkana textilie, nekonecné vlakno, tkaninu,
pleteninu, splétanou textilii a vrstvu nanovlaken.

9. Antimikrobialni kompozice podle kteréhokoli z naroki 1 az 5, vyznacujici se tim, Ze je ve
form¢é dvou oddélenych roztoku nebo gelu urcenych ke smichani bezprostiedné pred aplikaci
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finalni kompozice, kde chloramid kyseliny hyaluronové nebo chloramid modifikované kyseliny
hyaluronové je obsazen v prvnim roztoku nebo gelu a jodid je obsazen ve druhém roztoku nebo
gelu, pficemz zastoupeni chloramidu ve finalni kompozici v piepoctu na suchy material je v
rozsahu 10 az 90 % hmotn. a zastoupeni jodidu ve finalni kompozici v pfepoctu na suchy
material je v rozsahu 10 az 90 % hmotn.

10. Pouziti antimikrobidlni kompozice definované v kterémkoli z narokd 1 az 9 pro pripravu
kryti ran nebo pro pfipravu implantabilnich zdravotnickych prostiedku, pfipravku proti atopicke

dermatitid€, antibakterialnich vyplni, antiadheznich prepazek, membran, kapes nebo obalii.

2 vykresy
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Chioranud HA + Rl kontrola

R l:
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Obr. 1B
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