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(57) Anotace:
Reseni se tyka biodegradabilnich vidken, kterd jsou
zalozena na hydrofobizovaném hyaluronanu, konkrétn¢
na bézi hyaluronanu C,)- Cjs-acylovaného na
hydroxylovych skupinach kyseliny hyaluronové, a jejich
pouziti. Dale se fe3eni tyka pfipravy téchto vléken, kterd
je realizovéna pomoci metody mokrého zvlakfiovani v
koagulaéni 14zni obsahujici vodny roztok organické
kyseliny, produktem jsou poté nekone¢né monofily, které
1ze nasledné zpracovat na nité a dile na tkaniny,
pleteniny ¢i netkané textilie. Tyto tkaniny, pleteniny ¢i
netkané textilie jsou pouZitelné napiiklad pro vyrobu
implantovatelnych chirurgickych materiald pro humanni
a veterinarni medicinu.
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Vlakna zalozena na hydrofobizovaném hyaluronanu, zpiisob jejich pfipravy a pouZiti,

textilie na jejich bazi a pouziti

Oblast techniky

Vynalez se tyka pfipravy biodegradabilnich viaken, ktera jsou zaloZzena na
hydrofobizovaném hyaluronanu. Pfiprava viaken je realizovana pomoci metody
mokrého zvlakiiovani (wet spinning), produktem jsou poté nekone&né monofily, které
Ize nasledné zpracovat na nité a dale na tkaniny, pleteniny, &i netkané textilie.
Vysledna vldkna maji vynikajici zpracovatelské viastnosti (pevnost, taznost).
Aplika¢ni vyuZiti téchto viaken je sméfovano do mediciny, zejména do oblasti

chirurgickych material(i, tkariového inZenyrstvi a systému pro fizené uvoliiovani l&giv.

Dosavadni stav techniky

Hyaluronan (HA) je linearni polysacharid slozeny z opakujicich se disacharidickych
jednotek tvofenych kyselinou glukuronovou, ktera je B-1,3 glykosidickou vazbou
spojena s N-acetyl-glukosaminem. Disacharidové podjednotky jsou mezi sebou
svazany vazbou B-1,4. Jedna se o latku, ktera se pfirozené nachazi Vv organismu,
kde plni zejména funkci organizatora extracelularni matrix (EMS). Navic diky tomu,
Ze interaguje s receptory bunék, je hyaluronan schopen nejenom je poutat k EMS,
nybrz také prostiednictvim této interakce buriky i uréitym zpisobem regulovat. Navic
diky svému sloZeni je hyaluronan schopen vazat znaéné mnozstvi vody a tudiz tkané
hydratovat a zabezpecit tak nejenom transport Zivin a kysliku k jednotlivym burikam,
nybrz také prenos regulaénich faktord mezi burikami [1]. Dalsi velkou vyhodou
hyaluronanu je skute¢nost, Ze se primyslové da ziskavat v prakticky neomezeném
mnoZstvi a ve velmi vysoké &istot& pomoci fermentace streptokokd [2].

To, Ze hyaluronan je latka t&lu vlastni, ktera neni navic imunogenni, teratogenni &i
jinak toxicka, interaguje se specifickymi bun&¢nymi receptory, silné hydratuje tkané a
lubrikuje klouby &i pohyb vitka po oéni bulvé ji pfeduréuje pro fadu aplikaci
v mediciné [3 5]

Jednou ze zajimavych aplikaénich forem by mohly byt rtizné textilni vyrobky, tkaniny,
pleteniny &i netkané textilie pro externi & interni uziti. To v8ak vyzaduje, aby byla
k dispozici viakna, ktera na jedné strané budou schopna vazat na sv(j povrch &i nést

ve sve struktufe biologicky aktivni latky a navic se diky své chemické strukture budou
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v organismu fizené rozkladat a sou¢asné budou mit takové fyzikalni a mechanické
vliastnosti, které dovoli jejich textilni zpracovani. V sou¢asné dobé lze v literatuie
nalézt popis pouZiti mokrého zvlakiovani (wet spinningu) k vyrobé vidken a filmu
z hyaluronatu draselného (Rupprecht [6]) nebo vapenatého (Sheehan [7]). Zvlaknéni
je vtomto pfipadé provadéno do roztoku ethanolu s obsahem 0,1 M KCl nebo
odpovidajici vapenaté soli. Pfipravena vlakna jsou velmi dobfe rozpustna ve vodé a
jiz ve vlhkém prostfedi se rozpadaji, pficemz fadové v nékolika desitkach sekund
ztraceji jak svij tvar, tak i mechanické vlastnosti. Vy$e uvedené vlastnosti zcela
zasadnim zplsobem omezuji aplikaéni mozZnosti nativniho hyaluronanu. Dosud
neexistuje na trhu Zadny pfipravek, ktery by nativni viakna pfipravena z hyaluronanu
vyuZival.

Pfiprava vlaken z nativniho hyaluronanu je chranéna patentem WO 2009/050389.
Viakna jsou ziskavana sraZenim v lazni koncentrované kyseliny octové (80%\ az
90%). Nasledné jsou vidkna su$ena a dlouzena. Vzhledem ktomu, Ze jsou
pfipravovana z nativniho hyaluronanu, jsou velmi dobfe rozpustna ve vodé.
K omezeni rozpustnosti autofi uvadgji, Ze Ize vlakno povrchové upravit pomoci
hydrofobnich latek rostlinného nebo Zivog&igného plvodu. Oproti tomu, jsou nami

pfipravena vlakna z hydrofobizovaného hyaluronanu nerozpustna ihned po pfipravé,

~ nemusi se tedy pozdéji pfidavat daldi latky pro povrchovou Gpravu, a proto je cely

proces technologicky i ekonomicky vyrazné jednodussi.

_— ,«/

Patentova pfihlaska PV 2010 1001 vyuziva k pfipravé viaken z kyseliny hyaluronove
také kyselinu 1 az 99% hm avsak ve smési s alkoholem 1 az Qaﬁ/o ‘ k?e§y ma vlaknim
dodavat vyssi pevnost Narokuji si také pouZiti kyseliny fosforecne a metalizac¢nich
[4zni. Pro koagulaci upfednostiiuji kyselinu mravenéi, octovou, propionovou se smési
s methanolem,ethanolem, propan-1-olem nebo propan-2-olem. Opét se jedna o
rozpustna viakna oproti nami pou2|temu hydrofobizovanému HA. Stejné vymezeni se
tyka i patentové pfihlasky U8201 1/0263724 A1.

VySe popsana rozpustnost vlaken z nativniho hyaluronanu m(ize byt odstranéna
pouzitim vhodnycfs chemicky modifikovanych derivati na bazi hyaluronanu.

V patentu EP 216453 A2 autofi zvlakriovali pomoci wet spinningu estery kyseliny
hyaluronové v lazni ethanol+DMSO. Konkrétné se jednalo o ethyl ester (HYAFF7) a
benzyl-ester (HYAFF11). Esterifikuje se karboxylova skupina, esterifikace probiha

vazbou aktivovaného alkylu na karboxylovou skupinu kyseliny glukuronové, ktera je
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ovéem podle soutasnych poznatk( [8] vyznamna pro specifickou vazbu kyseliny
hyaluronové a buné&éné receptory (CD44).

Naproti tomu hydrofobizované hyaluronany, ze kterych vychazime vramci této
pfihlasky vynalezu, jsou modifikovany pouze na hydroxylovych skupinach, proto tedy
biologické vlastnosti karboxylové skupiny zUstavaji zachovany v plném rozsahu, tak ;
jako v pripadé nativniho hyaluronanu.

Jelikoz pouzitd lazenh ve vySe uvedeném patentu neumozZiuje dosahnout
mechanickych vlastnosti poZadovanych pro tvorbu nekoneéného monofilu, autofi
patentl je vyuZivaji pouze pro tvorbu netkanych textilii.

| dali patenty od firmy Fidia Advanced Biopolymers se zabyvaji, tvorbou viaken a
netkanych textili zesterd kyseliny hyaluronové, jednd se o tyto patenty
WO 93/11803, WO 98/08876, US 5658582, US 006632802 B2, US 2004/0192643
A1. Priprava viaken je stejna u vS8ech patentl. Nejprve se rozpousti estery kyseliny
hyaluronové v DMSO, nasleduje koagulace do absolutniho ethanolu. Délka vlaken se
pohybuje v rozmezi 5 az 100 mm. Jejich kratka délka je dana znaénou kiehkosti
vldken, kterou zplsobuje pouzitd koagulaéni lazeri - absolutni ethanol, jak je
dokazano i v nadem pfikladu 20. Proto si také autofi téchto patentl narokuji pouze
netkané textilie, jelikoZz svym technologickym postupem, zejména zvolenou sraZeci
lazni, nejsou schopni vyrobit nekoneéné viakno. V piipadé nasi piihlagky vynalezu je
zavérem pfiprava nekoneénych vldken a jejich zpracovani do podoby pravidelné
strukturované textilie (tkanina, pletenina), u kterych Ize predpokladat homogenni
distribuci monofilamentu a vy$si tahové a flexibilni vlastnosti.

Dale jsou patentové chranéna smésna viakna, kde derivaty hyaluronanu predstavuji

TR,
v
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vedlej§i komponentu, s obsahem max. do 10“'f’1m%. Zbytek zviakfiovaci suroviny
zaujimaji jiné polysacharidy, napfiklad gelan, pfihlaSka vyndlezu WO 2007/006403.
Autofi svym technologickym postupem nejsou schopni zvlaknit hyaluronan jako
nosny polymer, proto ho do vlaken pfidavaji v malém mnozstvi k jinému nosnéj§imu
polymeru.

Obdobna situace je popsana ve WO 2007/009728 A2, kde autofi zviakniuji
karboxymethylcelulosu s derivaty kyseliny hyaluronové. Komponenty jsou rozpustény
v DMSO a jsou vysrazeny v koagulaéni lazni chloridu zine¢natého v ethanolu, nebo
bromidu zine¢natém v ethanolu. Autofi zde jiz neuvadi, jak velké mnoZstvi zinku
zUstava obsazeno ve vldknech. Vy$s§i obsah zinku coby téZkého kovu je pfitom

cytotoxicky. To dokazuiji i vlakna pfipravena dle pfikladu 6 a prilozeny graf viability 5.
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Prihlaska vynalezu US 2011/0237539 A1 si narokuje vyrobu hemostatickych vlaken
na bazi polysacharid(. Autofi uvadéji smési materiall: alginat, chitosan, kyselina
hyaluronova a Zelatina. Jako koagulaéni roztok pro smés kyseliny hyaluronové a
chitosanu si narokuji suspenzi hydroxidu sodného, methanolu a vody. Pro smes
Zelatiny a chitosanu si narokuji stejnou lazen hydroxidu sodného, methanolu a vody.
Pro zvlaknéni smési kyseliny hyaluronové a alginatu si narokuji suspenzi chloridu
vapenatého, ethanolu a vody. OvSem opét pouZivaji kyselinu hyaluronovou jako
jednu z komponent, proto neni kyselina hyaluronova brana jako nosny polymer
vytvorenych vlaken.

Z hlediska aplikaci viaken pfipravenych zesteru hyaluronanu jsou patentovana
kratka vidkna, zejména netkané textilie (US 5’65 82), také jsou kratka vlakna
vyuZita k pfipravé gazy, Sicich materiald, sm, netkanych textilii (WO 98/08876,
US 006632802 B2), nebo také k pripravé obvazového materialu (WO 2007/003905).
Pfihlaska vynalezu US 2004/0192643 A1 také udava vysledky z preklinické a klinické
studie materialu HYAFF7 a HYAFF 11 proti po-operaénim srlstiim. Material testuji
ve formé gazy a netkané textilie.

Odkazy:
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patent US20020076810 A1,

2. Lee SA, \\‘/anSteenberg M., Rupprecht A.; Spectroscopic studies of the
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3. Guillaumie F., Furrer P., Felt-Bayens O., Fuhlendorff B. L., Nymand S;
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Materials Research Part A; 2009; 1421-1430.

4. Miller R.J., Avila L.Z.; Chemistry and Biology of Hyaluronan : Medicinal Uses
of Modified Hyaluronate. Elsevier Ltd. 2004. 505-528.

5. Juhlin L.; Hyaluronan in skin; Journal of Internal Medicine; 1997; 242; 61-66.

6. Rupprecht A.; Wet Spinning of Hyaluronic Acid. Preparation of Oriented
Samples; Acta Chemica Scandinavica; 1979; 33; 779-780.
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8. Banerji S., Wright A.J. a kol.; Structures of the Cd44-hyaluronan comlex
provide insight into a fundamental carboxyhydrate-protein interaction: Nature
structural and molecular biology; 2007; 14; 234-2309.

9. Kas Jan, KodiCek Milan, Valentova Olga; Laboratorni techniky biochemie,
VSCHT Praha, 138-139. ISBN: 80-7080-586-2.

Podstata vynalezu

Nedostatky vyplyvajici ze stavu techniky, jako je okamzitd rozpustnost viaken
pfipravenych z nativniho hyaluronanu, jsou vtomto vynalezu vyfeseny pouzitim
hydrofobizovaného hyaluronanu. K modifikaci hyaluronanu dochazi prednostné na
primarnim alkoholu N-acetyl-glukosaminu, ale k acylaci miize téZ dochazet na
sekundarnich alkoholech kyseliny glukuronové. Acylaénimi &inidly jsou anhydridy
mastnych kyselin s pfednostni délkou fetézce Cyy — Cia. Stupel substituce
hydrofobizovanych hyaluronan(i vhodnych pro zvlakfiovani je pro:

derivaty Cq1 — C12 s vyhodou 30 % a vyssi

derivaty Cy3 - C15 s vyhodou 20 % a vy$si

derivaty C1g — C1g s vyhodou 5 % a vy§si.

Terminem ,stuperi substituce* se rozum| poCet Cq1— Cyg-acylll pfipojenych na 100
dimerl hyaluronanu. Napfiklad 5(% znamena, Ze 5 zkazdych 100 dimerd
hyaluronanu je substituobano C+1— Cig-acyly. Pfi substituci je atom vodiku z primarni
OH skupiny N-acetyl-glukosaminu nebo ze sekundarnich OH skupin kyseliny
glukuronové nahrazen Cq; — C4g-acylem.

Zpusob pfipravy vldken na bazi hyaluronanu C11— Cyg-acylovaného na
hydroxylovych skupinach kyseliny hyaluronové, s vyhodou acylovaného prednostné
na primarnim alkoholu N-acetyl-glukosaminu, podle vynalezu probiha tak, Ze se
pripravi zvlaknovaci roztok obsahujici acylovany hyaluronanu o koncentraci
v rozmezi 0,01 wf,%~hmetnl az 15 % hmotn. ve smési vody a propan-2-olu, kde obsah
vody je v rozmezi 30 i%wobji az 90 % obj. obsah propan-2-olu je 10;9/o~ObH az70 %
obj. Ve vyhodném provedeni se pouZije palmitoyl-hyaluronan. Tento zvlakriovaci
roztok se zavadi do koagulaéni 1azné obsahujici vodny roztok organické kyseliny
nebo jeji soli alkalickych kovi nebo kovl alkalickych zemin, kde kyselina je vybrana
ze skupiny zahrnujici kyselinu mlécnou, vinnou, citronovou, jablednou, askorbovou,

Stavelovou nebo jejich kombinaci, za vzniku viaken. Vldkna se nasledné& promyji



alkoholem, napfiklad ethanolem, propan-1-olem nebo propan-2-olem, a susi.
Pfipadné se viakna po promyti mohou i dlouzit. Koncentrace vodfrlgého roztoku
organické kyseliny v koagulaéni lazni je pro kyselinu mléénou 0 51%"50 % hmotn.,
pro kyselinu vinnou 0,014 az 57 %hmotn pro kyselinu citronovou 0,5 ?/4 az 42y 4
5 %hmotn , pro kyselinu jable¢nou 0,5 ‘°/J az 50 %’hmotn pro kysellnu askorbovou 0, 514
" % az 25 % hmotn. a pro kyselinu $tavelovou 0,5 ,‘%Q az 60 %hmotn. S vyhodou je
koagulacni lazen tvofena nasycenym vodnym roztokem &ganické kyseliny.
V jednom vyhodném provedeni je koagulaéni lazen tvofena nasycenym vodnym
roztokem kyseliny mlééné. Pfed zavedenim do koagulaéni lazné se zvlaknovaci
10 roztok s vyhodou odplyni. Teplota koagula¢ni lazné je v rozmezi 15 do 45 °C a doba
t pobytu vldken v koagulaéni lazni je v rozmezi od 10 sekund az 24 had
Dale se vynalez tykd vlaken na bazi hyaluronanu Ci;— Cys-acylovaného na
hydroxylovych skupinach kyseliny hyaluronové, ktera maji primér 50 az 300 ym a
pevnost v tahu v rozmezi 0,3 az 1 cN/dtex a taZznost v rozmezi 10 aZ 40 %. Vlakna
15 se mohou pouzit pro vyrobu pletenych, tkanych nebo netkanych textilii. Textilie
~ zvldken podle vynalezu se mohou pouZit napfiklad pro vyrobu implantovatelnych
chirurgickych material(i pro humanni a veterinarni medicinu.
Dulezité je, Ze oproti derivatim popsanym v patentovych spisech EP 216’\453 A2,
- WO 93/11803, WO 98/08876, US 5658682 US 006632802 B2 a US 2004/0192643
20' A1 zlstavaji zachovany veskeré pntomne karboxylové skupiny kyseliny glukuronové,
~ coz jsou skupiny odpovédné za biologické vlastnosti.
Navic je také vyuZito novych a efektivnéj§ich srazecich lazni se snizenou $kodlivosti
) na lidské zdravi a Zivotni prostred| Jedna se o netoxické, nevybu$né a nehorlavé

/
——em . » rOZtoKy oproti laznim vyuzivanym v PV 2010-1001.

25
tfida nebezpec-
nosti H véty P véty
kyselina mraveng¢i P210,P260, P280, P305+P351+P338,
dle PV2010-1001 C, hoflavy H226, H314 P301+P330+P331
7 kyselina octova P210,P260, P280, P305+P351+P338,
N dle PV2010-1001 C, hotlavy H226, H314 P301+P330+P332
kyselina propionova P280, P301+P330+P331,
dle PV2010-1001 C H314 P305+P351+P338
tfida nebezpeé-
nosti H véty P véty
kyselina citronova Xi H319 P280, P305+P351+P338
H302, H318,
kyselina D,L jableéna Xn, Xi H315, H335 P261, P280, P305+P351+P338
H319, H335,
kyselina vinna Xi H315 P280, P305+P351+P338
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kyselina mlé¢na Xi H315, H318 P280, P305+P351+P338
Kyselina askorbova - - -
Kyselina $tavelova Xn H302, H312 P302+P352

Vlakna z hydrofobizovaného hyaluronanu maji ve srovnani s vlakny z nativniho
hyaluronanu vyrazné lep8i textiln&-zpracovatelské vlastnosti, které jsou dany
prfedevSim zvySenou taznosti. V tomto feSeni jiz nedochazi k lamani viaken a je
mozné vidkna vyrobit v délce nékolika stovek metr(i az kilometrd, pfi¢emz Ize vlakna
dale zpracovavat bé&Znymi textilnimi technikami jako je tkani, pleteni atd. na
provoznich strojich.

Taznost je velmi dileZita pro zpracovani vldken. Pfi tkani dochazi k dynamickému
namahani osnovy a utku pfi tvorbé proslupu a prohozu Gtku. U pleteni se vyskytuje
dynamické namahani nité pfi odtahu civky a utahovani o¢ka [U&ebni texty Technické
university Liberec]. Hodnoty taZnosti vlaken jsou pfevaZné dany pouZitym
acylovanym hyaluronanem a pfedpoklad k dobré taznosti vychazi z jeho chemické
struktury [Rogovin Z.A. Chemie a technologie umélych viaken, 1956].

PouZiti narokovanych organickych kyselin jako sraZecich lazni neni zcela ziejmé,
jelikoZ oproti zmifiovanym kyselinam v patentové pFihléécé’“ﬁ.ls\‘/2010-1 001 (kyselina
mravenci, octova, propionova) se jedna o kyseliny vtuhém skupenstvi. Pokusy
pripravit viakna pouze ve vodé nebo pouze v alkoholu nebyly Uspésné. Bylo tedy
zapotiebi experimentalné vyzkouSet nejvhodnéjsi smési z hlediska pevnosti a
taznosti vlaken, tak aby bylo moZné ziskana vidkna textilné zpracovavat na
provoznich textilnich strojich.

Dalsim piikladem nejednoznacnosti je i pouZiti kyseliny mlééné jako sraZeci lazné.
Kyselina mié¢na je bézné k dostani jako 80% vodny roztok, tento roztok je velmi
viskdzni, proto srazeni vlaken do tohoto roztoku neni mozné.

Experimentalné se ukazalo jako optimalni toto koncentraéni sloZeni:

kyselina mlééna — s vyhodou 0,5%‘3?;30% vodny roztok

kyselina vinna — s vyhodou 0,01% az nasyceny roztok (57%)
kyselina citronova — s vyhodou 05%% aZz nasyceny roztok (42%)
kyselina jableéna — s vyhodou 0,54 a2 50%

kyselina askorbova — s vyhodou 0,5[:%% aZ nasyceny roztok (25%)

nebo jakakoliv kombinace vy$e uvedeného.

e



10

15

20

o
-

-

R
IR
- ..

3

Prekvapive je, Ze pii pouZiti siln&j$i kyseliny (mravenéi, citronové, miééné, jableéné,
vinné) by se dalo oCekavat, Ze sila kyseliny bude mit vliv na snizeni molekulové
hmotnosti acylovaného hyaluronanu (kyseld hydrolyza sacharid). Snizeni
molekulové hmotnosti vede ke sniZeni pevnosti viaken [Hladik V., Textilni viakna,
1970]. Ale pouze pii pouziti vodného roztokul kyseliny mravenéi i smési mravendi
s alkoholem (propan-2-ol) v poméru 4:1 (viz"/‘QF/’lV2010-1001) se vznikajici vlakna
z hydrofobizovaného HA nepodafilo odvijet pomoci navijecich valch k dal$im
operacim. Viakno se pfi pokusu o odvijeni (zvy$eni naroku na pevnost) trhalo. Nizka
pevnost je zplsobena poklesem molekulové hmotnosti.

Ovsem pfi pouZiti narokovanych lazni (kyselina vinna, citronova, mlééna, jablecna,
askorbova) neni pevnost nikterak nizka. Z vysledki mé&feni na SEC-MALLS vidken
pfipravenych pomoci rliznych lazni vyplyva, Ze u vlaken pfipravenych pomoci
kyseliny citronové, mlééné, jableéné, vinné se sice Mw snizuje, ale vlastnosti viaken

zGstavaji zachovany.

pfipraveno dle I\I[II\;vD:IiA p Ka [?:?\I\;:fe sxt] taf;‘gﬁ

E;;L"rg":;""any prikladu 1 253 i ) )
kyselina mravendi prikladu 25 88 3,75 | nebylo moZné proméfit
Kyselina octova pFikladu 26 167 4,76 5,60 16,13
Kyselina propionova pfikladu 24 193 4,88 3,00 11,00
kyselina askorbova prikladu 10 120 41 9,37 21,07
Kyselina miééna pfikladu 12 137 3,86 577 21,90
Kyselina jable¢na pfikladu 11 130 3,46 7,50 25,83
Kyselina citronova pfikladu 5 106 3,15 7,80 20,53
Kyselina vinna piikladu 8 95 3,01 493 16,49

Podstata vynalezu

tedy spodiva ve wvyuziti

uvedenych hydrofobizovanych

hyaluronanli v kombinaci s uvedenymi laznémi, diky ¢emuz tato vldkna vykazuji
noveé, vylepSené vlastnosti v podobé& nerozpustnych, biodegradabilnich nekonednych
vlaken se zvySenou taZnosti. Diky tomuto Ize tato vlakna zpracovavat béznymi
textilnimi technologiemi, jako je tkani, pleteni atd. Zpracovani je mozné na béznych
provoznich zafizenich (pfiklad 29), coZ doposud s vlakny z nativniho HA nebo

z derivatd HA nebylo mozné. V patentové pFthéécé‘?I—D'V 2010-1001 jsou uvedeny
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prakticky pouze ru¢né vytvorfené tkaniny. Ale na vlakna zpracovavana textilnimi stoji
jsou kladeny vy$$i naroky na pevnosti a pfedevsim taznosti.
Z hlediska odbouratelnosti v organismu se jako nejvyhodnéjsi vychozi acylovany
hyaluronan jevi palmitoyl hyaluronan. Kyselina palmitova je soucasti ZivocCiSného
(télesného) tuku. Palmitatovy fetézec se bézné v téle odbourava 3-oxidaci.
Vlakna jsou pfipravovana pomoci technologie mokrého zvlakfiovani (wet spinning).
Specifické pro pfipravu téchto vlaken jsou koagulaéni lazné, které jsou slozeny z:

- vodnych roztoki organickych kyselin

- vodnych roztok( soli organickych kyselin

- nebo jakakoliv kombinace vySe uvedenych
Koncentrace roztokd pro pfipravu viaken se pohybuje od 0,01% aZ po nasycené.
S vyhodou se vyuZiva nasycenych roztoki.
Vlakna ziskana ze sraZeci lazné jsou dale promyvana niz§im alkoholem (ethanol,
propan-1-ol, propan-2-ol) a s vyhodou mohou byt dlouzena. Ziskana vidkna maji
v priméru 50“‘::300 pm, dle pouzitych vldknicich parametr(i (viaknici tryska, extruzni
rychlost a rychlost navijeni, pomér dlouZeni) a jsou vyrabéna jako nekoneéné
monofilamenty a dale zakrucovana do formy skanych kabilkdl vhodnych pro strojové
zpracovani textilnimi technikami. Vlakna jsou ve vodé nerozpustna, pouze botnaji.
Nevykazuji cytotoxické vlastnosti a jsou enzymaticky degradovatelna. Pevnost i
taZnost je vyhovujici pro jejich dalsi zpracovani, jako je zakrucovani do niti nebo pro

pfipravu pletenych, tkanych ¢&i netkanych textilii.

Piehled obrazki na vykresech

Obr. 1 znazorfiuje monofil pfipraveny dle pfikladu 12, zobrazeny pomoci skenovaci
elektronové mikroskopie.

Obr. 2 a ébr. 3 znazoriuji grafy vypovidajici o vlivu acylovanych hyaluronand
vyuzivanych k vyrob& vldken na viabilitu bunék. Konkrétné obr. 2 znazorriuje
vysledky z testl vlivu palmitoylu hyaluronanu pfipraveného dle piikladu 1 na viabilitu.
V grafu je vynesena viabilita bunék (v procentech kontroly v ¢ase 0) v zavislosti na
¢ase (hodiny). Obrazek 3 znazorfiuje vysledky z testd vlivu palmitoylu hyaluronanu
pfipraveného dle pfikladu 4 na viabilitu. V grafu je vynesena viabilita bunék (v
procentech kontroly v Ease 0) v zavislosti na ¢ase (hodiny).

Obr. 4 az 8 znazorfiuji grafy vypovidajici o vysledcich vlivu vidken ziskanych

z riznych srazecich lazni na viabilitu bunék. Konkrétné obr. 4 znazorfiuje vysledky
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vlivu vlaken pfipravenych podle pfikladu 3 (srazeci lazen vodny roztok kyseliny
citronové) na viabilitu bunék, Qbr 5 znazorfiuje vysledky vlivu vidken pfipravenych
podle prikladu 12 (srézeci lazefi vodny roztok kyseliny mlééné) na viabilitu bunék,
E)br. 6 znazornuje vysledky vlivu vidken pfipravenych podle pfikladu 8 (srazeci lazen
vodny roztok kyseliny vinné) na viabilitu bunék, ,é)br. 7 znazoriuje vysledky vlivu
vlaken pfipravenych podle pfikladu 11 (srazeci lazef vodny roztok kyseliny jable¢né)
na viabilitu bunék.

Obr. 8 znazornuje graf vypovidajici o vlivu degradaénich produkt viaken na viabilitu
bunék.

Obr. 9 znazorAuje nité z palmitoylu hyaluronanu. Vlevo nit ze dvou monofili, vpravo
nit ze tfi monofild.

Obr. 10 znazorfiuje ukazku zpracovani viaken z hydrofobniho hyaluronanu do
zatazné jednolicni pleteniny (bila ¢ast).

Obr. 11 znazorfiuje ukazku zpracovani vlaken z hydrofobniho hyaluronanu do
zatazné oboulicni pleteniny.

Obr. 12 znazoriuje ukazku zpracovani vlaken z hydrofobniho hyaluronanu do

tubularni pleteniny.

Priklady provedeni vynalezu

Molekulovd hmotnost byla méfena pomoci HPLC od firmy Shimadzu, ktery je
doplnén detektorem rozptylu svétla miniDAWN firmy Watt Technologies (tzv. metoda
SEC-MALLS). Pokud neni uvedeno jinak, uvedené molekulové hmotnosti jsou

hmotnostné stredni.

Identifikace a stanoveni stupné substituce bylo provedeno pomoci NMR. Stuperi
substituce (DS) byl vypoéten z integralu signald pfislusného substituentu (tzn.C16
acyl) a signalu CH3-GIcN pfi 2,0 ppm. Stupen substituce 100 % odpovida navazani
jednoho substituentu na jednu dimerovou jednotku hyaluronanu. NMR spektra
acylovanych hyaluronan(i byla naméfena na BRUKER AVANCE 500 (500 MHz)
v D20, ve smeési D,O/2-propanol-dg v poméru 4:1. Chemické posuny byly kalibrovany
vlaéi vnitfnimu standardu deuterované 3-trimethyisilylpropanové kyselingé (TSPA).
Byla proméfena tato spektra: 'H NMR, °C NMR, HH COSY, HSQC a DOSY-NMR.
Pro zpracovani experimentalnich dat byl pouzit software firmy Bruker TOPSPIN 1.2 a
software SpinWorks 3.1.
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Acylované hyaluronany (palmitoylhyaluronan, stearoylhyaluronan) byly pfipravovany
obdobnym zpisobem dle pfikladu 1. Stupefi substituce se fidi pouzitymi ekvivalenty,

uvedené rozmezi je nasledujici:

HDA 0,5 eq HDA 1 eq HDA 2 eq

DS €12 % DS 12 %;;iéo % DS 35 %-55 %

Acylované undekanoylhyaluronanu byly pfipraveny obdobnym zplisobem dle
pfikladu 2.

Snimky ze skenovaciho elektronového mikroskopu byly pofizeny na pistroji Tescan
VEGA Il LSU s wolframovou katodou a maximalnim rozliSeni 3 nm. Urychlovaci
napéti primarniho svazku bylo 5 kV, pracovni vzdalenost 34 mm snimky byly
pofizeny v rezimu vysokého vakua.

Priklad 1

Hyaluronan sodny (15 g; 250 kDa) byl rozpustén ve 300 ml destilované vody, po
UpIném rozpusténi hyaluronanu sodného (HA-Na) bylo k roztoku pfidano 300 ml
tetrahydrofuranu (THF). Poté byl do roztoku pfiidan triethylamin (TEA) (2,5 eq),
dimethylaminopyridin (DMAP) (0,04 eq) a anhydrid kyseliny palmitové (HDA) (2 eq).
Tento roztok byl michan 2 h pii laboratorni teploté a poté 0,5 h pfi 45 °C (teplota
roztoku). Do homogenniho roztoku bylo nasledné pfidano 300 ml destilované vody
s 5 eq NaCl (vztazeno na HA-Na) a 300 ml destilované vody na vyplachnuti reakéni
bariky. Roztok byl promichan a posléze vysrazen 900 ml 100% propan-2-olem,
promyt 1x 100% propan-2-olem (500 ml) a 4x 80% propan-2-olem (500 mil) a 2x
100% propan-2-olem (500 ml). VIhky palmitoyl hyaluronan byl susen v su$arné 48
hodin pfi 40 °C. Vlykazoval stupeil substituce 36 % (stanoveno z NMR) a Mw 250
kDa.

Pfiklad 2

95,0 g hyaluronanu sodného (12,5 mmol, 250 kDa) bylo rozpousténo ve 100 ml
destilované vody. Poté bylo pfidano 70 ml THF. Poté se do roztoku pridaly TEA (7,0
ml; 4 eq.) a DMAP (153,0mg; 0,1 eq.). Soutasné byla rozpusténa kyselina
undekanova (9,3 g; 4 eq) v 30 ml THF, poté se do roztoku pfidal TEA (7,0 ml; 4 eq.)
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a ethyl-chlorformiat (4,76 ml, 4 eq.). Aktivace kyseliny probihala pfi 055- °C po dobu
15 min. Po aktivaci kyseliny byla srazenina, tj. smésny anhydrid kyseliny undekanové
a ethyl-chlorformiatu, Zzfiltrovana do pfipraveného roztoku HA. Reakce probihala po
dobu 5 hpq pfi pokojové teploté. Poté se reakéni smés nafedila 50 ml vody s
pridavkem 4,0 g NaCl. Acylovany hyaluronan byl z reakéni smési izolovan srazenim
za pouZiti 4-ndsobku absolutniho propan-2-olu. Po dekantaci se sraZenina
opakované promyla nejprve vodnym roztokem propan-2-olu (80%obj.) a potom
absolutnim propan-2-olem. SraZenina byla poté su§ena po dobu 48 h}ad pfi teploté
40 °C. Stanoveny stuperi substituce byl 37 % (stanoveno z NMR).

Priklad 3

Navazka 1 g palmitoylu hyaluronanu o stupni substituce 36 % a Mw 250 kDa byla
rozpusténa ve smési 10 mi demi vody a 10 ml propan-2-olu. Vznikly 5,3% roztok byl
odplynén centrifugaci a pomoci davkovate NEXUS 6000 byl extruzni rychlosti
200 pl-min™" pfivadén do koagula¢ni 1azné. Koagula¢ni lazer tvofil nasyceny vodny
roztok kyseliny citronové o laboratorni teplot&. Vlakno prochazelo 0,4 m dlouhou
lazni rychlosti 1,2 m'min” a pomoci soustavy navijecich valcl bylo odtahovano a

navijeno na valec z &asti ponofeny do 100% propan-2-olu, kde dochazelo

k promyvani, cca 1 hpd.
Priklad 4

Navazka 1,3 g palmitoylu hyaluronanu o stupni substituce 15 % a Mw 250 kDa byla
rozpusténa ve smési 10 ml demi vody a 10 ml propan-2-olu. Vznikly 6,8% roztok byl
odplynén centrifugaci a pomoci davkovaée NEXUS 6000 byl extruzni rychlosti
200 pl-min”™ pfivadén do koagulaéni lazné. Koagula¢ni lazen tvofil nasyceny vodny

roztok kyseliny citronové o laboratorni teploté. Viakno prochazelo 0,4 m dlouhou

lazni rychlosti 1,2 m-min”" a pomoci soustavy navijecich valcl bylo odtahovano a
navijeno na valec zc&asti ponofeny do 100% propan-2-olu, kde dochazelo
k promyvani, cca 1 hbd.

Pfiklad 5
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Navazka 1,32 g palmitoylu hyaluronanu o stupni substituce 46 % a Mw 250 kDa byla
rozpusténa ve smési 11 mi demi vody a 11 ml propan-2-olu. Vznikly 6,3% roztok byl
odplynén centrifugaci a pomoci davkovate NEXUS 6000 byl extruzni rychlosti
200 pl-min”' ptivadén do koagulaéni lazné. Koagulaéni lazefi tvofil nasyceny vodny
roztok kyseliny citronové o laboratorni teploté. Vlakno prochazelo 0,4 m dlouhou
lazni rychlosti 1,2 m'min™ a pomoci soustavy navijecich valct bylo odtahovano a
navijeno na valec z &asti ponofeny do 100% propan-2-olu, kde dochazelo

k promyvani, cca 1 héd.
Priklad 6

Navazka 0,95 g stearoylu hyaluronanu o stupni substituce 35 % a Mw 130 kDa byla
rozpuéténa ve smési 10 ml demi vody a 10 ml propan-2-olu. Vznikly 5% roztok byl
odplynén centrifugaci a pomoci davkovace NEXUS 6000 byl extruzni rychlosti
200 pl-min™ pfivadén do koagulaéni lazné. Koagulaéni lazen tvofil nasyceny vodny
roztok kyseliny citronové o laboratorni teploté. VIakno prochazelo 0,4 m dlouhou
[azni rychlosti 1,2 m-min”' a pomoci soustavy navijecich valci bylo odtahovano a
navijeno na valec z ¢asti ponofeny do 100% propan-2-olu, kde dochazelo
k promyvani, cca 1 hpd.

Priklad 7

Navazka 0,5 g undekanoylu hyaluronanu o stupni substituce 37 % a Mw 250 kDa
byla rozpuéténa ve smési 10 ml demi vody a 10 ml propan-2-olu. Vznikly 2,7 %
roztok byl odplynén centrifugaci a pomoci davkovace NEXUS 6000 byl extruzni
rychlosti 200 pl-min™" piivadén do koagulaéni lazné. Koagulagni lazef tvofil nasyceny
vodny roztok kyseliny citronové o laboratorni teploté. Vlakno prochazelo 0,4 m
dlouhou lazni rychlosti 1,2 m-min" a pomoci soustavy navijecich valci bylo
odtahovano a navijeno na valec z ¢asti ponofeny do 100% propan-2-olu, kde
dochazelo k promyvani, cca 1 hbd.

Priklad 8

Navazka 1,32 g palmitoylu hyaluronanu o stupni substituce 46 % a Mw 250 kDa byla
rozpusténa ve smési 11 ml demi vody a 11 ml propan-2-olu. Vznikly 6,3% roztok byl
odplynén centrifugaci a pomoci davkovade NEXUS 6000 byl extruzni rychlosti

200 pl'min™' pfivadén do koagulaéni lazn&. Koagulaéni lazeri tvofil nasyceny vodny
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roztok kyseliny vinné o laboratorni teploté. VIakno prochazelo 0,4 m dlouhou lazni
rychlosti 1,2 m'min™ a pomoci soustavy navijecich valc bylo odtahovano a navijeno
na valec z &asti ponofeny do 100% propan-2-olu, kde dochazelo k promyvani, cca 1

hbd.
Priklad 9

Navazka 1,1 g palmitoylu hyaluronanu o stupni substituce 52 % a Mw 250 kDa byla
rozpusténa ve smési 10 ml demi vody a 10 ml propan-2-olu. Vznikly 5,7% roztok byl
odplynén centrifugaci a pomoci davkovace NEXUS 6000 byl extruzni rychlosti
200 pl'min™' privadén do koagulaéni lazné. Koagulaéni lazeri tvofil nasyceny vodny
roztok kyseliny citronové o laboratorni teploté. Vlakno prochazelo 0,4 m dlouhou
lazni rychlosti 1,2 m'min”' a pomoci soustavy navijecich valc bylo odtahovano a
navijeno na valec z ¢&asti ponofeny do 100% propan-2-olu, kde dochazelo
k promyvani, cca 1 hbd.

Priklad 10

Navazka 1,32 g palmitoylu hyaluronanu o stupni substituce 46 % a Mw 250 kDa byla
rozpusténa ve smési 11 ml demi vody a 11 ml propan-2-olu. Vznikly 6,3% roztok byl
odplynén centrifugaci a pomoci davkovade NEXUS 6000 byl extruzni rychlosti
200 pl-min™' pfivadén do koagulaéni lazné. Koagulaéni lazen tvofil nasyceny vodny
roztok kyseliny askorbové o laboratorni teploté. Vlakno prochazelo 0,4 m diouhou
lazni rychlosti 1,2 m'min™ a pomoci soustavy navijecich valct bylo odtahovano a
navijeno na valec z d&asti ponofeny do 100% propan-2-olu, kde dochazelo

k promyvani, cca 1 hd.
Priklad 11

Navazka 1,32 g palmitoylu hyaluronanu o stupni substituce 46 % a Mw 250 kDa byla
rozpusténa ve smési 11 ml demi vody a 11 ml propan-2-olu. Vznikly 6,3% roztok byl
odplynén centrifugaci a pomoci davkovade NEXUS 6000 byl extruzni rychlosti
200 pl-min’ pfivadén do koagulaéni 1azné. Koagulaéni lazeri tvofil 50% vodny roztok
kyseliny jableéné o laboratorni teploté. Viakno prochazelo 0,4 m dlouhou lazni
rychlosti 1,2 m'min”" a pomoci soustavy navijecich vaic( bylo odtahovano a navijeno
na valec z ¢asti ponofeny do 100% propan-2-olu, kde dochazelo k promyvani, cca 1
hod.
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Priklad 12

Navazka 1,32 g palmitoylu hyaluronanu o stupni substituce 46 % a Mw 250 kDa byla
rozpuiténa ve smési 11 ml demi vody a 11 ml propan-2-olu. Vznikly 6,3% roztok byl
odplynén centrifugaci a pomoci davkovate NEXUS 6000 byl extruzni rychlosti
200 pl-min” privadén do koagulagni 1azné. Koagulaéni lazef tvofil 20% vodny roztok
kyseliny mlééné o laboratorni teploté. Vlakno prochazelo 0,4 m dlouhou lazni
rychlosti 1,2 m-min”' a pomoci soustavy navijecich valcl bylo odtahovano a navijeno
na valec z ¢asti ponofeny do 100% propan-2-olu, kde dochazelo k promyvani, cca 1

hbd.
Pfiklad 13

Navazka 1,32 g palmitoylu hyaluronanu o stupni substituce 46 % a Mw 250 kDa byla
rozpusténa ve smési 11 ml demi vody a 11 ml propan-2-olu. Vznikly 6,3% roztok byl
odplynén centrifugaci a pomoci davkovace NEXUS 6000 byl extruzni rychlosti
200 p|~min'1 pfivadén do koagula¢ni lazné. Koagulaéni lazen tvoiil 20% vodny roztok
kyseliny mlééné o laboratorni teploté. Vlakno prochazelo 0,4 m dlouhou lazni
rychlosti 1,2 m'min™ a pomoci soustavy navijecich valci bylo odtahovano a navijeno
na vélec z &asti ponofeny do 100% propan-2-olu, kde dochazelo k promyvani, cca 1
hbd. Posledni valec byl od pfedposledniho urychlen na 1,4 m-min™", dochazelo tedy

k dlouzeni vlaken asi 0 20 %.
Priklad 14

Navazka 1,32 g palmitoylu hyaluronanu o stupni substituce 46 % a Mw 250 kDa byla
rozpusténa ve smési 11 ml demi vody a 11 ml propan-2-olu. Vznikly 6,3% roztok byl
odplynén centrifugaci a pomoci davkovate NEXUS 6000 byl extruzni rychlosti
200 pl-min” pfivadén do koagulaéni lazné. Koagulaéni lazefi tvofil 50% vodny roztok
kyseliny $tavelové. Vlakno prochazelo 0,4 m dlouhou lazni rychlosti 1,2 m'min” a
pomoci soustavy navijecich valcd bylo odtahovano a navijeno na valec zcCasti

ponofeny do 100% propan-2-olu, kde dochazelo k promyvani, cca 1 hpq.
Priklad 15

Navazka 1,3 g palmitoylu hyaluronanu o stupni substituce 15 % a Mw 250 kDa byla
rozpusténa ve smési 10 ml demi vody a 10 ml propan-2-olu. Vznikly 6,8% roztok byl
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odplynén centrifugaci a pomoci davkovade NEXUS 6000 byl extruzni rychlosti
200 pl-min™ pfivadén do,kcL)alguJ"a’cnl lazné. Ko?g’rl)el?pl lazen tvofil roztoisnlfyfsjlny
mlé&né ve sloZeni: 80 hm% propan-2-ol, 18 hm% kyselina mlééna, 2 hm% voda o
laboratorni teploté. Vlakno prochazelo 0,4 m dlouhou lazni rychlosti 1,2 m'min” a
pomoci soustavy navijecich valci bylo odtahovano a navijeno na valec z Casti

ponofeny do 100% propan-2-olu, kde dochazelo k promyvani, cca 1 hpd.
Priklad 16

Navazka 0,95 g stearoylu hyaluronanu o stupni substituce 35 % a Mw 130 kDa byla

- rozpu$téna ve smé&si 10 ml demi vody a 10 ml propan-2-olu. Vznikly 5% roztok byl

odplynén centrifugaci a pomoci davkovate NEXUS 6000 byl extruzni rychlosti
200 pl'min” pfivadén do koag';uléapgm lazné. Kyag{g}lggﬁm lazen tvofil roztok l(ys‘eﬂny
mlééné ve sloZeni: 80 hm% propan-2-ol, 18 hm% kyselina mlééna, 2 hm% voda o
laboratorni teploté. Viakno prochazelo 0,4 m dlouhou lazni rychlosti 1,2 m-min” a
pomoci soustavy navijecich valcl bylo odtahovano a navijeno na valec z &asti

ponofeny do 100% propan-2-olu, kde dochazelo k promyvani, cca 1 hpd.

Priklad 17

Navazka 0,5 g undekanoylu hyaluronanu o stupni substituce 37 % a Mw 250 kDa
byla rozpusténa ve smési 10 ml demi vody a 10 ml propan-2-olu. Vznikly 2,7 %
roztok byl odplynén centrifugaci a pomoci davkovaée NEXUS 6000 byl extruzni
rychlosti 200 pl-min™' pivadén do. koaqulacnl lazné. Koagula¢ni lazen tvoril roztok

Doy L St

kysehny mlééné ve sloZeni: 80 hm% propan-2-ol (100%), 18 hm% kyselina mlécna,
2 hm% voda o laboratorni teploté. Viakno prochazelo 0,4 m dlouhou lazni rychlosti
1,2 m'min”' a pomoci soustavy navijecich valc bylo odtahovano a navijeno na valec

z &asti ponofeny do 100% propan-2-olu, kde dochézelo k promyvani, cca 1 hid.
Priklad 18

Navazka 1,3 g palmitoylu hyaluronanu o stupni substituce 15 % a Mw 250 kDa byla
rozpusténa ve smési 10 ml demi vody a 10 ml propan-2-olu. Vznikly 6,8% roztok byl
odplynén centrifugaci a pomoci davkovace NEXUS 6000 byl extruzni rychlosti
200 pl min™ pnvaden do koagulacni Iazne Koagulacnl lazen tvofil roztok o sloZeni
33 hm% kyselmy benzoové a 67 hm% propan -2-olu o laboratorni teploté. Viakno

prochazelo 0,4 m dlouhou lazni rychlosti 1,2 m-min”" a pomoci soustavy navijecich
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valcl bylo odtahovano a navijeno na z ¢asti valec ponofeny do 100% propan-2-olu,

kde dochazelo k promyvani, cca 1 hpd.
Soli organickych kyselin
Priklad 19

Navazka 1 g palmitoylu hyaluronanu o stupni substituce 36 % a Mw 250 kDa byla
rozpusténa ve smési 10 ml demi vody a 10 ml propan-2-olu. Vznikly 5,3% roztok byl
odplynén centrifugaci a pomoci davkovaée NEXUS 6000 byl extruzni rychlosti
200 plmin™ pfivadén do koagulacni lazné. Koagulaéni lazen tvofil nasyceny vodny
roztok citronanu (tri)sodného o laboratorni teploté. Viakno prochazelo 0,4 m dlouhou
lazni rychlosti 1,2 m'min” a pomoci soustavy navijecich vaict bylo odtahovano a
navijeno na valec zc&asti ponofeny do 100% propan-2-olu, kde dochazelo
k promyvani, cca 1 hfd.

Priklad 20

Navazka 1 g palmitoylu hyaluronanu o stupni substituce 36 % a Mw 250 kDa byla
rozpusténa ve smési 10 ml demi vody a 10 mi propan-2-olu. Vznikly 5,3% roztok byl
odplynén centrifugaci a pomoci davkovade NEXUS 6000 byl extruzni rychlosti
200 pl-min™" piivadén do koagulaéni lazné. Koagulaéni lazefi tvoril nasyceny vodny
roztok octanu horfe€natého o laboratorni teploté. Viakno prochazelo 0,4 m dlouhou
lazni rychlosti 1,2 m'min™ a pomoci soustavy navijecich valcu bylo odtahovano a do
nadoby obsahujici 100% propan-2-olu, kde dochazelo k promyvani, cca 1 hpq.

Priklad 21

Navazka 1 g palmitoylu hyaluronanu o stupni substituce 36 % a Mw 250 kDa byla
rozpusténa ve smési 10 mi demi vody a 10 ml propan-2-olu. Vznikly 5,3% roztok byl
odplynén centrifugaci a pomoci davkovade NEXUS 6000 byl extruzni rychlosti
200 pl'min™" pfivadén do koagulaéni lazné. Koagulaéni lazefi tvofil nasyceny vodny
roztok octanu sodného o laboratorni teploté. Vlakno prochazelo 0,4 m dlouhou lazni
rychlosti 1,2 m'min™ a pomoci soustavy navijecich valci bylo odtahovano a do

nadoby obsahujici 100% propan-2-olu, kde dochazelo k promyvani, cca 1 héd.

Srovnavaci priklady 22-24
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Priklad 22

Srovnani s lazni pouzitou v dokumentech WO 93/11803, WO 98/08876,
US 5658582, US 006632802 B2, US 2004/0192643 A1.

Navazka 1 g palmitoylu hyaluronanu o stupni substituce 36 % a Mw 250 kDa byla
rozpusténa ve smési 10 ml demi vody a 10 ml propan-2-olu. Vznikly 5,3% roztok byl
odplynén centrifugaci a pomoci davkovaée NEXUS 6000 byl extruzni rychlosti
200 pl-min”' pfivadén do koagulaéni lazné. Koagulaéni lazef tvofil roztok absolutniho
ethanolu. Vzniklé vlakno nebylo moZné odtahovat soustavou navijecich valct, jelikoz
dochazelo k jeho trhani. Podafilo se ziskat maximaliné 100 mm dlouhé kousky, které

byly vytazeny pomaoci pinzety.
Prikiad 23
Srovnani s lazni pouzitou v dokumentech WO2009/050389‘,'PV 2010-1001.

Navazka 1,32 g palmitoylu hyaluronanu o stupni substituce 46 % a Mw 250 kDa byla
rozpusténa ve smési 11 ml demi vody a 11 ml propan-2-olu. Vznikly 6,3% roztok byl
odplynén centrifugaci a pomoci davkovaée NEXUS 6000 byl extruzni rychlosti
200 pl-min”' pfivadén do koagulaéni lazné. Koagulaéni lazen tvofil alkoholovy roztok
0 slozeni 98% kyseliny octové a 100% propa-2-olu (obj. pomér 4:1) o laboratorni
teploté. Viakno prochazelo 0,4 m dlouhou lazni rychlosti 1,2 m-min a pomoci
soustavy navijecich valct bylo odtahovano a navijeno na valec z ¢asti ponofeny do

100% propan-2-olu, kde dochazelo k promyvani, cca 1 hpq.

Priklad 24

s

Srovnani s lazni pouzitou v dokumentd PV2010-1001.

Navazka 1,32 g palmitoylu hyaluronanu o stupni substituce 46 % a Mw 250 kDa byla
rozpusténa ve smési 11 ml demi vody a 11 ml propan-2-olu. Vznikly 6,3% roztok byl
odplynén centrifugaci a pomoci davkovate NEXUS 6000 byl extruzni rychlosti
200 pl-min'1 pfivadén do koagulaéni lazné. Koagulacéni lazen tvofil alkoholovy roztok
o sloZeni 98% kyseliny mravenéi a 100% propa-2-olu (obj. pomér 4:1) o laboratorni
teplot&. Vliakno prochazelo 0,4 m dlouhou lazni rychlosti 1,2 m'min” a pomoci
soustavy navijecich valcl bylo odtahovano. Pfi odtahu se vlakno velmi ¢asto trhalo

(nedostatecna pevnost) byly ziskany 300 mm kousky.
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Priklad 25

Navazka 1,32 g palmitoylu hyaluronanu o stupni substituce 46 % a Mw 250 kDa byla
rozpudténa ve smési 11 ml demi vody a 11 ml propan-2-olu. Vznikly 6,3% roztok byl
odplynén centrifugaci a pomoci davkovate NEXUS 6000 byl extruzni rychlosti
200 pl'min™ pfivadén do koagulagni lazné. Koagulacni lazen tvofil vodny roztok 80%
kyseliny propionové o laboratorni teploté. Vlakno prochazelo 0,4 m dlouhou lazni
rychlosti 1,2 m'min™' a pomoci soustavy navijecich valcl bylo odtahovano a navijeno

na valec z ¢asti ponofeny do 100% propan-2-olu, kde dochazelo k promyvani, cca

1 hpd.
Priklad 26

Navazka 1,32 g palmitoylu hyaluronanu o stupni substituce 46 % a Mw 250 kDa byla
rozpusténa ve smési 11 ml demi vody a 11 ml propan-2-olu. Vznikly 6,3% roztok byl
odplynén centrifugaci a pomoci davkovace NEXUS 6000 byl extruzni rychlosti
200 pl-min” pfivadén do koagulaéni lazné. Koagulaéni lazefi tvofil vodny roztok 80%
kyseliny octové o laboratorni teploté. Vlakno prochazelo 0,4 m dlouhou lazni rychlosti
1,2 m'min™" a pomoci soustavy navijecich valcl bylo odtahovano a navijeno na valec

z &asti ponofeny do 100% propan-2-olu, kde dochazelo k promyvani, cca 1 hbd.
Priklad 27

Navazka 1,32 g palmitoylu hyaluronanu o stupni substituce 46 % a Mw 250 kDa byla
rozpusténa ve smési 11 ml demi vody a 11 ml propan-2-olu. Vznikly 6,3% roztok byl
odplynén centrifugaci a pomoci davkovaée NEXUS 6000 byl extruzni rychlosti
200 pl-min’ pfivadén do koagulaéni lazné. Koagulaéni lazer tvofil vodny roztok 80%
kyseliny mravenci o laboratorni teplot€. Vlakno prochazelo 0,4 m dlouhou lazni
rychlosti 1,2 m-min™ a pomoci soustavy navijecich valct bylo odtahovano. Pfi odtahu

se vlakno velmi &asto trhalo (nedostate¢na pevnost) byly ziskany 300 mm kousky.

Priklad 28

Biodegradabilita viaken byla testovana v prostiedi enzymi hyaluronidazy (bovinni
testikularni hyaluronidazy, Sigma Aldrich) a esterazy (esteraza zkraliCich jater,
Sigma Aldrich).
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Metodou sledovani degradace viaken v pfitomnosti enzymd je stanoveni
rozpustného podilu (oligosacharidd hyaluronanu) pomoci Somogyiho — Nelsonova
ginidla [9]. Pfi stanovovani enzymatické degradace vldken bylo postupovano
nasledovné:

Vidkna piipravena obdobnym zplsobem jako v pfikladu 12, byla odméfena na
konstantni délku 400 mm, pfi konstantni hmotnosti 10 mg, smotana do panenky,
viozena do 500 pl mikrozkumavky eppendorf a zalita steriinim PBS po dobu
24 hodin, aby se vlakna proplachla. Po odsati proplachového PBS byla zkumavka
dopln&na &erstvym pufrem (500 pl). Od kazdého vldkna byly pfipraveny vzdy 3
vzorky:

A) vlakno jen v PBS (kontrola);

B) vlakno v PBS s bovinni testikularni hyaluronidazou (200 U)

C) vlakno v PBS s hyaluronidazou (BTH; 200 U) a s kralici jaterni esterazou (CHE;
20 V).

ProtoZe i enzymy mohou byt zdrojem redukujicich koncf, byla pro v8echna vlakna
pfipravena je$té kontrola na pozadi, tj. samotny PBS, PBS+BTH a PBS+BTH+CHE.
Absorbance pozadi byla pii méfeni odeéitana od absorbance vzorku s viakny.

Po pfidani enzymu k viaknim a po promichani byly odebirany vzorky v ¢asech 0, 2,
4 a 6 hodin. Odebrané vzorky (60 pl) byly uloZzeny do -20°C v 200
mikrozkumavkach. Pfed vlastni analyzou byly vzorky podrobeny tepelné degradaci
(60 minut, 100 °C), aby byl minimalizovan vliiv rizné MW od$tépenych fragmentu.
Volné redukujici konce byly stanoveny reakci se Somogyiho a Nelsonovym Cinidlem
[9] v nasledujici modifikaci: 50 pl vzorku bylo smichano se stejnym objemem Cerstve
pfipraveného Somogyiho &inidla. Smés byla po promichani 15 minut inkubovana v
termobloku pfi 100 °C. Po ochlazeni bylo pfidano 100 ul Nelsonova €inidla, vzorky
byly promichany, kratce odstfedény, 125 pl barevného produktu bylo pfeneseno do
mikrotitraéni 96-jamkové desticky a byla zméfena absorbance pii 540 nm. Po
odedteni pozadi byly z kalibragni pfimky zjiStény hodnoty ekvivalenti glukozy

(= poéet volnych redukujicich konct).

Vysledky z degradaci — zavislost rychlosti enzymatické degradace na stupni

substituce acylovaného hyaluronanu

koncentrace voinych
redukujicich konct (mM)
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acylovany st.
hyaluronan substituce |lazen srazeci 0 hod |2 hod |4 hod |6 hod
20 i,% vodny roztok
Palmitoyl HA 15 % kyseliny mlé¢né 0,0026 10,8271 {0,9501 | 1,2202
20 . % vodny roztok
Palmitoyl HA 36 % kyseliny mlééné 0 0,1826 | 0,3464 | 0,3826
201 % vodny roztok
Palmitoyl HA 52 % kyseliny miééné 0,0026 10,2014 {0,2764 |0,2943
\ 20 % vodny roztok
Stearoyl HA 37% kyseliny mlééné 0,86 0,182 ]0,23 0,302
20.% vodny roztok
Undekanoyl HA 37% kyseliny mlééné 0,129 0,469 [0,578 |0,585

Zavérem tedy je, Ze pfipravena vlakna jsou biodegradabilni. Rychlost degradace je

dana pouzitym acylovanym hyaluronanem a jeho stupném substituce.

Priklad 29

Cytotoxicity acylovanych hyaluronan( a vlaken byly sledovany pomoci MTT testu na
kulture mysich koznich fibroblastd 3T3 po dobu 72 hodin. Acylovany hyaluronan i
vlakna byly navaZeny a v laminarnim boxu byly ponofeny do izopropanolu, dokud
Suché jsou
transportovany do rlstového média (3600 pg/ml vidken a 1000 pg/ml acylovaného

hyaluronanu) a ponechana pfes noc botnat. Vldkna byla rozmixovana ultraturaxem

nebyl izopropanol odparen. acylované hyaluronany/vlakna

do ziskani homogenni suspenze. Dal$i testovaci moznosti byl také extrakt z viaken

nebo filtrat smési, prefiltrovany pfes 100um filtr. Avak tyto Gpravy nemély viiv na

~ viabilitu, proto byla dalsi vlakna testovana pouze jako rozmixovana suspenze.

Z vysledki viabilitnich zkousek vyplyva, Ze ani acylovany hyaluronan ani pfipravena

vlakna nijak signifikantné neovliviiuji viabilitu bunék.
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Priklad 30

Vlakna byla degradovana za pouZiti enzymu hyaluronidazy a esterazy. Ke 20 mg
smotkim viaken v 750 pl PBS bylo pfidano 20 U esterazy a 200 U hyaluronidazy.
Vladkna s enzymy byla ponechana 72 hodin pfi teploté 37 °C. Nasledne byla tato
smés pouzita k ovlivnéni bunék. Testované koncentrace byly dle koncentrace viaken,
z niz byl pfipraveny supernatant, 1000, 500 a 100 ug/ml. Bunécna linie a postup
test(l viabilit je stejny jako v pfikladu 25. Byla provedena 3 nezavisld opakovani a

data byla statisticky vyhodnocena Studentovym testem.

Z vysledkil viability degradaénich produktdl vyplyva, Ze ani degradacni produkty

viaken nijak signifikantné neovliviiuji viabilitu bunék.

Vysledky z testl viability degradaénich produktd, kde:

oznaceni | Vlakno dle pfikladu lazen
a 3 Vodny roztok kyseliny citronové
b 8 Vodny roztok kyseliny vinné
C 12 Vodny roztok kyseliny miééné
k kontrola VIakno z nativniho hyaluronanu
Priklad 31

Mechanicky byla vlakna testovana v tahu, na jednosloupovém trhacim stoji Instron
3343, pouzita hlava 100 N. Béhem zkousky dochazi nejprve k pfednapnuti viakna
rychlosti 1 mm - min™ a2 do sily 0,05 N. Po napnuti jsou sila i deformace automaticky
vynulovany, nasledné prob&hne zkouska, rychlosti 10 mm - min" aZ do pretrhu

vldkna. Tahové zkousky probihaly pfi laboratorni teploté a laboratorni relativni

A vihkosti.

Pevnost a deformace pfi pretrhu byly brany z medianu alespori 5 platnych méfeni.
Vlakna dosahuji pevnosti 3 az 10 ¢cN - dtex! v zavislosti na koncentraci acylovaného
hyaluronanu a na stupni substituce acylovaného hyaluronanu, a také na mire
dlouzeni. Deformace dosahuje hodnot 5 az 40 % v zavislosti na vySe uvedenych

parametrech. Uvedené hodnoty pevnosti a taznosti v tabulkach jsou stiedni.

fipraveno dle Mw HA Ka pevnost | taznost
prip kDa] | P [cNidtex]|  [%]
Hydrofobizovany HA pfikladu 1 253 - - -
kyselina mravendi pfikladu 27 88 3,75 | nebylo mozné proméit
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Kyselina octova pfikladu 26 167 476 0,56 16,13
Kyselina propionova prikladu 25 193 4,88 0,30 11,00
kyselina askorbova pfikladu 10 120 41 0,94 21,07
Kyselina miécna prikladu 12 137 3,86 0,58 21,90
Kyselina jablecna prikladu 11 130 3,46 0,75 25,83
Kyselina citronova prikladu 5 106 3,15 0,78 20,53
Kyselina vinna pfikladu 8 95 3,01 0,49 16,49

Tabulka s hodnotami pevnosti a deformace vidken z palmitoylu hyaluronanu

pfipravenych obdobnym zplisobem jako v pfikladu 12 a 13.

st.
Lazen Dle Koncentrace | substituce | Jemnost| Pevnost | Taznost
prikladu [%] [%] [tex] | cNidtex [%]

20 % vodny roztok

mlééné 13 57 52 12,2 0,93 39
20 % vodny roztok

mlééné 12 7 15 16,3 0,56 13
20 % vodny roztok

mlééné 12 7.4 8 16,1 0,47 5
20 % vodny roztok

mlécné 12 6 41 15 0,55 37
20 % vodny roztok '

mlé¢né 12 6 36 17 0,47 29
20 % vodny roztok

mlééné 13 6,3 48 11,2 0,86 20
20 % vodny roztok

mlééné 13 6,3 48 11 0,86 17

10

15

Z méfeni mechanickych viastnosti viaken a experimentalnich zkousek vyplyva, ze

vlakna jsou schopna textilniho zpracovani.

Priklad 32

Vlakna z palmitoylu hyaluronanu (vlakna pfipravena obdobnym zplUsobem jako je

uvedeno v pfikladu 12) byla seskana na skacim zafizeni pfi otackach vietene

1400 otmin”' a rychlosti podavani monofilamentu 4 m-min™'. Nit& z palmitoylu

hyaluronanu jsou znazornény na obr. 9.

Priklad 33

Vlakna, pfipravena obdobnym zplisobem jako v pfikladu 12 byla textilné zpracovana

na provoznim plochém zatazném pletacim stroji Shima-Seiki s automatickou volbou
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jehel do formy zatazné jednolicni pleteniny ((forazek 10) a dale pak do formy

zatazné oboulicni pleteniny (obrazek 11).

Vlakna, pfipravena obdobnym zpiisobem jako v piikladu 12, byla textilné Zpracovana

na provoznim okrouhlém zatazném pletacim stroji Harry Lucas do formy okrouhlé
pleteniny (obrazek 12).
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PATENTOVE NAROKY

1. Zplsob pfipravy viaken na bazi hyaluronanu Ci1— Cqs-acylovaného na
hydroxylovych skupinach hyaluronanu vyznaéujici se tim, Ze se pfipravi
zvlakiovaci roztok obsahuijici acylovany hyaluronan o koncentraci v rozmezi 0,01 ;‘"{
)%;—hmotn{ az 15 % hmotn. ve smési vody a propan-2-olu, kde obsah vody je
v rozmezi 30 Y%-obH az 90 % obj. obsah propan-2-olu je 10 Yo-ob{ az 70 % obj,,
nadez se zviaknovaci roztok zavadi do koagulaéni lazné obsahujici vodny roztok
organické kyseliny nebo jeji soli alkalickych kovi nebo kovu alkalickych zemin,
kde kyselina je vybrana ze skupiny zahrnujici kyselinu mlé¢nou, vinnou,
citronovou, jable&nou, askorbovou, $tavelovou nebo jejich kombinaci, za vzniku

vlaken, ktera se nasledné promyji alkoholem a susi.

2. Zpusob pfipravy podle naroku 1, vyznaéujici se tim, Zze hyaluronan je acylovany

pifednostné na primarnim alkoholu N-acetyl-glukosaminu.

3. Zplsob pfipravy podle naroki 1 nebo 2, vyznaéujici se tim, ze hyaluronan je
vybran ze skupiny zahrnujici hyaluronany Cii— Ci2-acylované se stupnem
substituce 30 % a vy$§im, Cy3— Cis-acylované se stupném substituce 20 % a

vy$§im, a C4g— Cqg-acylované se stupném substituce 5 % a vysSim.

4. Zplsob pripravy podle kteréhokoli z pfedchozich narokil, vyznadujici se tim, ze

hyaluronan je palmitoyl hyaluronan.

5. Zplsob piipravy podle kteréhokoli z pfedchozich narokd, vyznaéujici se tim, ze
koncentrace vodného roztoku organické kyseliny v koagulaéni lazni Je pro
kyselinu mléénou 0,5 %4 30 % hmotn.,  pro kyselinu vinnou 0,01 %4 a2 57 %hmotn
pro kyselinu citronovou 0,5 % az 42 %hmotn pro kyselinu jable€nou 0,5 %! az 507"
%hmotn., pro kyselinu askorbovou 0 5 °/d az 25 % hmotn., pro kyselinu

Stavelovou 0,5 % az 60 %hmotn.

6. ZpUsob pfipravy podle kteréhokoli z pfedchozich naroki, vyznadujici se tim, ze

koagulaéni lazeri je tvofena nasycenym vodnym roztokem organické kyseliny.

7. ZpUsob pfipravy podle kteréhokoli z pfedchozich narokd, vyznadujici se tim, ze

koagulaéni lazer je tvofena nasycenym vodnym roztokem kyseliny mlé¢né.
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8. ZpUsob piipravy podle kteréhokoli z pfedchozich narokd, vyznacujici se tim, ze

se zvlakiovaci roztok pred zavedenim do koagulaéni lazné odplyni.

9. Zpusob pfipravy podle kteréhokoli z pfedchozich narokd, vyznacujici se tim, ze
teplota koagulaéni lazné je vrozmezi 15 do 45 °C a doba pobytu vlaken

v koagulaéni lazni je v rozmezi od 10 sekund az 24 hgd.

10.ZpUsob pfipravy podle kteréhokoli z pfedchozich narok(, vyznacujici se tim, ze
se vlakna promyji alkoholem vybranym ze skupiny zahrnujici ethanol, propan-1-ol

a propan-2-ol.

11.Zplsob ptipravy podle kteréhokoli z pfedchozich narok(, vyznadujici se tim, Ze

se vlakna po promyti alkoholem dlouzi.

12.Vlakno na bazi hyaluronanu Cq1— Cqs-acylovaného na hydroxylovych skupinach
hyaluronanu, vyznaéujici se tim, ze ma primér 50 az 300 ym a pevnost v tahu

v rozmezi 0,3 aZ 1 cN/dtex a taznost v rozmezi 10 az 40 %.

13.Pouziti viakna definovaného v naroku 12 pro vyrobu pletenych, tkanych nebo
netkanych textilii.

14. Textilie na bazi viaken definovanych v naroku 12.

15.Pouziti textilii na bazi vlaken definovanych v naroku 12 pro vyrobu

implantovatelnych chirurgickych materialt pro humanni a veterinarni medicinu.
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Obr. 6
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SEM HV: 5,00 kV WD: 36877 VEGAW\ TESCANSEM HV: 5.00 kv WD: 34265 mm IR VEGAW TESCAN
SEM MAG: 26 x Del: SE Defecior 2mm 7 SEM MAG: 44 x Det: SE Deleclor 1mm ?’
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