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(57)  Anotace:

Reseni se tyka hydrofobizovanych esterovych derivatii
kyseliny hyaluronové obsahujici alkylarylové nebo
alkylheteroarylové substituenty obecného vzorce I, kde
R! je H' nebo jeji stil, R? je H nebo —CO(CH,)CH, R’
nebo —CO-C¢H,.,O(CH,),CH;, nebo —CO-(CH,),NC,,Hg,
kde R je H nebo CH; x je celé &islo v rozmezi 4 az 21,
s vyhodou 4 aZ 15 nebo y je celé &islo v rozmezi 8 az 21,
s vyhodou 8 az 15 nebo z je celé &islo v rozmezi 3 az 16,
s vyhodou 7 az 11, nejlépe 10; a (CH,),. nebo (CH,),.
nebo |(CH,),. je linearni nasycend nebo nenasycena Cast
fetézce, pri¢emZ alespoii v jedné opakujici se jednotce je
jeden nebo vice nebo ~CO(CH,),CeHa.,R® nebo —CO-
C6H4_pO(CH2)yCH3, nebo —CO-(CHz)ZNCqu; R3 je H
nebo R a kde n je celé &islo v rozmezi 1 az 495 dimert.
Dale se fedeni tyka zphsobu jejich pfipravy a jejich
pouziti pro enkapsulaci biologicky aktivnich
aromatickych latek nerozpustnych ve vodg za vzniku
nanomicelarni kompozice, ktera se pak pouZzije pro
farmaceutické a kosmetické aplikace.
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Hydrofobizované esterové derivaty kyseliny hyaluronové nebo jejich soli, zplsob jejich

pfipravy, nanomicelarni kompozice, zplisob jejich pfipravy a pouZziti

Oblast techniky

Vynalez se tykad hydrofobizovanych esterovych derivati kyseliny hyaluronové nebo
jejich soli obsahujici alkylarylové nebo alkylheteroarylové substituenty, zplisobu jejich
piipravy a jejich pouziti pro enkapsulaci biologicky aktivnich aromatickych latek
nerozpustnych ve vod€. Hydrofobni substituenty hyaluronanu mohou ve vodnych roztocich
agregovat, vytvaket nepolarni domény, ve kterych mohou byt nekovalentné enkapsulovéany
kosmeticky nebo farmaceuticky aktivni latky pomoci fyzikdlnich n-m interakci. Vynélez se také
tykd nanomicelarni kompozici, zplsobu jejich pfipravy a pouziti pro farmaceutické a

kosmetické aplikace.

Dosavadni stav techniky

Kyselina hyaluronova (nebo také hyaluronan neboli HA vzorce 1 niZe) je polysacharid
tvofeny opakujicimi se disacharidovymi jednotkami glukuronové kyseliny a N-
acetylglukosaminu spojenych B-(1,4) a B-(1,3) glykosidovymi vazbami. Molekulova hmotnost
se pohybuje v rozmezi 10* - 107 g/mol. HA je hlavni komponentou extraceluldrni matrix a je
esencidlni pro spravny bun&ny rést, strukturni stabilitu organii a organizaci tkani.
Z farmaceutického hlediska je HA slibnd latka diky svym vlastnostem, jako je biodegradabilita,
biokompatibilita a netoxicita.
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Modifikace kyseliny hyaluronové

Kyselina hyaluronova miize byt modifikovana na hydroxylovych ¢i karboxylovych skupinéach.

K modifikaénim reakcim HA jsou pouZivana rlizna aktivaéni inidla, kterd vSak maji mnohé
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nevyhody. Podle US 2007/0224277 se N,N '-karbonyldiimidazol (CDI) jako ¢inidlo vyuZzivéa

pro pfipravu estert hyaluronanu (Schéma 1).

0 0
HACOOH + N7 N/U\N/\N — R%N\\ ROH HA—/<O
N \ @N_F 0—R,
co, HN\/j/N

Schéma 1: Schéma tvorby esteru pomoci CDI

Nicméné i CDI méa mnohé nevyhody: je nachylné k hydrolyze a s vodou reaguje bouilivé za
vzniku COz a imidazolu (viz Schéma 2) [1]. Musi byt proto pouzivan v prostiedi bezvodych
organickych rozpoustédel, jako napt. CHCI3, THF, benzenu nebo DMF, ve kterych je vSak HA
(kysela i nativni forma) velmi obtiZn€ rozpustni. Acylimidazolové derivaty jsou vSeobecné
relativné stabilni, a tedy i méné reaktivni, coz miize zplsobit vznik vedlejsich produkta [2].
Pouziti vyrazného nadbytku CDI reakci urychli, ale nadbyte¢ny CDI ztistdva v reakéni smési a
brani acylaci [3].
o

/\N/U\N/\\N + HO0 —=2 N NN+ CO,
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N

Schéma 2: Hydrolyza CDI s vodou

K urychleni reakce jsou proto b&Zné ptidavany organokatalyzatory jako 1-hydroxy-benzotriazol
(HOB), ¢i 1,8-diazabicyklo[5.4.0lundec-7-en (DBU) aj. PouZiti téchto cinidel vak s sebou
nese mnohé nevyhody, jako je riziko exploze (HOB) ¢i toxicita (DBU) (Larrivee-Aboussafy
et al., 2010). Podle US 2007/0224277 mize byt esterifikace doprovazena, pti pouziti CDI jako
aktivaéniho ¢inidla, kross-linka¢ni reakei mezi hydroxylem a karboxylem HA. Patentovy
dokument US 2012/8324356 popisuje esterifikaci HA pomoci CDI ve formamidu, ktery je vSak
teratogenni. CDI neni pouzZitelny ani pro reakce ve vodném prostiedi, protoZe rychle degraduje
(viz Schéma 2 vyse). Podle patentového dokumentu WO 2012/013670 nebylo vyssiho stupné
substituce dosazeno ani pfi esterifikaci v THF, kde SS ziskaného produktu byl 2 %. Podle US
2012/0289478 byl ziskan produkt s SS= 7 % pfi hydrofobizaci kyselinou 3.4-
dihydroxyskoticovou, ale také ve formamidu.

Modifikace karboxylovych skupin HA neni vyhodnd, pokud je zamyslend aplikace

derivatu HA spojena s terapii, ve které hraji dilezitou roli HA receptory, protoZze chemicka
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modifikace karboxylovych skupin HA méni jeji biologické chovani v organismu. HA nebyva
po takové modifikaci rozpoznavana receptory pro HA [4]. V patentovém dokumentu US
1986/4851521 je popsano, ze estery HA modifikovanych pies karboxylovou skupinu HA jsou
Spatné rozpustné ve vodé (v zavislosti na stupni substituce a Mw). Tato vlastnost limituje
vyuziti t&chto derivati jako nosi¢l aktivnich latek, protoze pii nékterych. zejména
farmaceutickych aplikacich (napf. intravendznich podanich) je nezbytné, aby byly polymerni
nosice zcela dobfe rozpusténé ve vodném prostiedi a neagregovaly ve vétsi celky.

Dalsim b&Zné pouZivanym aktivaénim ¢inidlem pro hydrofobizace HA je 1-ethyl-3-(3-
dimethylaminoisopropyl)karbodiimid (EDC). EDC je ve vodném prostfedi pouzivan spolu
s organokatalyzatorem N-hydroxysukcinimidem (NHS) [1], ale i pfesto modifika¢ni reakce
poskytuji jen derivaty s nizkym stupném substituce. Navic pfi pouziti EDC maZe dojit k tvorbé
nezadoucich vedlejSich produktd a to intramolekuldrnim pfesmykem vznikajiciho acylu
intermediatu: NHS-ester, anhydridy karboxylovych kyseliny, N-acylmocoviny, nezreagované
kyseliny a hydrolyzovany terc. butyl ester [5]. Dalsi velkou nevyhodou pouziti EDC/NHS je
také nezbytnost kontroly pH reakce. NHS-intermediat vznika pti kyselém pH (3.5 — 4,5),
zatimco nukleofilni atak aminu Zada neutralni ¢i zasadité pH, ve kterém je NHS-intermediat
hydrolyticky labilni [6]. Tyto reakéni podminky (zejména kyselé pH) navic zptisobuji degradaci
HA. Kromé vyse zminénych ¢inidel mize byt HA aktivovana také pomoci 4-(4,6-dimethoxy-
1,3,5-triazin-2-yl)-4-methylmorfolinium chloridu (DMTMM). Pro modifikace HA byl popsan
jako optimalni nevyhodny aZ 4 nasobny molarni nadbytek DMTMM viici HA a dlouha reak¢ni
doba (az 5 dni), (EP 2008/1992364, D'Este, Eglin & Alini, 2014).

N,N'-Dicyklohexylkarbodiimid (DCC) je kondenza¢ni ¢inidlo pouzivané pfi pfimych
kondenzacich karboxylovych kyselin s aminy a alkoholy. DCC je ve vod€ nerozpustny, proto
reakce se provadi v polamich aprotickych organickych rozpoustédlech (napfiklad v DMSO
nebo DMF). V tomto prostiedi je sodnd stl kyseliny hyaluronové nerozpustnd a musi byt
prevedena na kyselou formu &i tetrabutylamoniovou sil. Nevyhodou tohoto postupu je, Ze
zplisobuje degradaci fetézce HA [7]. Samotny DCC vykazuje nizkou reaktivitu, a proto se
pouzivéa spolu s organokatalyzatory, naptiklad 1,1,3,3-tetramethyl-4-(4-pyridyl)guanidinem
[8], ktery je viak komer¢né nedostupny nebo 4-dimethylaminopyridinem (DMAP). Ve velkém

molarni mnoZstvi DCC dochazi k intra- i intermolekularnimu kross-linku HA.

Amfifilni graft polymer HA s aromatickym fetézcem jako nosi¢
Piiprava amfifilniho graft polymeru kyseliny hyaluronové byla provedena pomoci

poly(e-kaprolaktonu) (PCL), ktery byl pFipraven polymerizaci benzylalkoholu a e-kaprolaktonu



(viz vzorec 2 nize). Tato syntéza vykazuje mnoho nevyhod: vyuzivd kyselou formu
hyaluronanu a vysokou teplotu (80 °C po dobu 4 h), coz degraduje polysacharidovy fetézec,
dalsim problémem je pouziti bezvodého DMSO a inertni atmosféry, coZ je v primyslovém
méFitku neuskuteCnitelné. Posledni nevyhodou je nemoZnost presné definovat délku
alifatického Fetézce b&hem polymerizace. PCL je synteticky polymer, pfi jeho syntéze se
pouZzivd vysoce toxicky Kkatalyzitor (2-ethylhexanoat cinaty), jenz neni doporuceny
pro biomedicinské aplikace, coz je zasadni problém kvili registratni dokumentaci [9]. Velikou

nevyhodou polymernich micel je relativng vysoké CAC (0,05 g.ml™")
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vzorec 2: HA modifikovana polykaprolaktonem

Pyrenem substituovany hyaluronan byl pfipraven a popsan v publikaci [10]. 1-
Pyrenmethylamin je navazan na karboxylovou skupinu HA a blokuje terapeuticky vyznamné
karboxylové skupiny HA [11]. Podobné vysledky byly ziskdny s konjugatem 1-
pyrenylbutyrové kyseliny a hyaluronanu pro cileni do nadorovych bungk [12]. Bohuzel,
derivaty pyrenu zplsobuji nadory u mysi po dermdlni i podkozni expozici (Report on
Carcinogens, 12. vydani, 2011, US Department of Health and Human Services, Public Health
Service, National Toxicology program). Micely na bazi PEG, kyseliny skoficové a HA
vykazovaly pomalé uvoliiovani 1é¢iva a dosahovaly malého priméru. Hlavni nevyhodou téchto
polymernich micel je vysoké CAC (0,366 mg/ml), nizka stabilita v krevnich proteinech,
zejména albuminu, o- a B- globulinu a y- globulinu [13], ktera je zplisobena jejich adsorbei na

povrch micel [14].

Polymerni micely na bazi graftované HA vsak také maji néjaké nevyhody:



1) znamé polymerni micely HA patfici do stavu techniky nejsou vhodné pro pouziti in
vivo, protoZze mohou mit nezadouci vlastnosti, napiiklad vysokou toxicitu diky pouZitému

linkeru 1-pyrenmethylaminu.
2) hodnota CAC je vysokd, naptiklad od 0,12 nebo 0,30 mg/ml a vy$si [15]

Blokové kopolymery na bazi hyaluronanu

(Di)-blokové kopolymery byly syntetizovdny na reduktivnim konci hyaluronanu nebo
jinych polysacharidi pomoci oximové vazby (,.click reakcim®), v dextranu, hyalurononu nebo
chitosanu [16]. BohuZel, pro tuto modifikaci je nutné HA pievést na jeji kyselou formu [17],

coz zpusobuje degradaci Fetézce. Pro tento typ ko-polymeru hodnota CAC nenf znama.

Amfifilni kopolymery jako nosice
Xu et al. publikovali amfifilni kopolymery poly(e-kaprolaktonu) (PCL) a
poly(ethylenglykolu) (PEG), ale nevyhodou blokovych kopolymert oproti graft polymerim je

vysokd kritickd agregaéni koncentrace (CAC) [18].

Aromatické blokové kopolymery jako nosice

Znamé jsou naptiklad polymerni micely na bazi poly(ethylenglykol)-b-poly(karbonat-
ko-L-laktid)blok kopolymeru [19] ¢i micely aromaticky esterifikovaného poly(ethylenglykol)-
poly(B-benzyl L-aspartat)blok kopolymeru [20]. PEG je synteticky nebiodegradabilni polymer
[21]. Nevyhodou syntetickych polymert je, Ze jejich charakter je t&lu cizi a Ze miZe dochdzet

k jejich nechténé akumulaci v organismu.

Patentovy dokument W02014082609 popisuje acylované derivaty HA, které v3ak
nevykazuji potfebnou miru enkapsulace biologicky aktivnich latek, zvlasté téch, jenz obsahuji
aromatickou strukturu nebo obsahuji vy3si poget nasobnych vazeb. Jejich vazebnd kapacita neni

dostate¢na pro aplikaéni vyuziti.

Podstata vynalezu

Vzhledem k tomu, Ze HA nemiZe byt pouzita k agregaci a enkapsulaci hydrofobnich
16¢iv ve své nativni formé&, musi byt k tomuto Gcelu provedena jeji modifikace. Vhodnou
modifikaci mohou byt pro rizné aplikace zlepSeny i dalsi pfirozené fyzikalné-chemické
vlastnosti HA jako jeji rozpustnost, viskozita ¢i amfifilita. Jak bylo popsano vyse, syntetické
polymery HA stavu techniky maji znaéné nevyhody pro jejich pouzZiti k enkapsulaci biologicky

aktivnich aromatickych latek nerozpustnych ve vodé. Proto byly piipraveny hydrofobizované



esterové derivaty kyseliny hyaluronové nebo jejich soli obecného vzorce I podle vynalezu,

obsahujici alespon jeden alkylarylovy nebo alkylheteroarylovy substituent

(I)'

kde

R! je H" nebo jeji s,

R? je H nebo —CO(CH2)}xCsHs-pR® nebo —CO-CsHs-pO(CH2)yCH3, nebo —CO-
(CH2)NCi2Hs, ,

kde R® je H nebo CHs; x je celé Cislo v rozmezi 4 aZ 21, s vyhodou 4 aZ 15 nebo y je celé
Cislo v rozmezi 8 az 21 s vyhodou 8 az 15, nebo z je celé ¢islo v rozmezi 3 az 16, s vyhodou
7 az 11, nejlépe 10, a -(CHz)x- nebo -(CHz)y- nebo -(CH2).~ je linedrni nasycena nebo
nenasycena Cast fetézce, pii¢emz alespoil v jedné opakujici se jednotce je jeden nebo vice
—CO(CHa)xCsHa-pR> nebo ~CO-CsHs-pO(CHa),CH3, nebo —~CO-(CH2),NC j2Hg;

R? je H nebo R?;

a kde n je celé ¢islo v rozmezi 1 az 495 dimerd.

Vyhodnym provedenim vynalezu je derivat kyseliny hyaluronové nebo jeho sul
obecného vzorce 1 vyse, kde R? je CO(CH,)xCsHa-pR> nebo —~CO-CeHs-pO(CH2)yCH;3_nebo
—CO-(CH2),NCi2H; alespoit v jedné opakujici se jednotce, pficemz R? je H. Vyhodn4 je tedy
substituce primarmi hydroxylové skupiny v pozici 6 glukosaminové ¢asti HA.

Dal3im provedenim vynalezu je derivat kyseliny hyaluronové obecného vzorce [ vyse,
ktery je ve formé soli, kde R! je vybran ze skupiny obsahujici n&ktery z ionti alkalickych kovi
nebo iontii kova alkalickych zemin, s vyhodou Na*, K*, Mg?*, Ca®* nebo Li*.

Jesté dalSim provedenim vyndlezu je derivat kyseliny hyaluronové nebo jeho sil
obecného vzorce 1 vyse, kde mnozstvi ~CO(CH2)xCsHs-pR> nebo ~CO-CsHa-pO(CHz),CH3,
nebo —CO-(CH2),NC1:Hg v hydrofobizovaném esterovém derivatu HA obecného vzorce I je od
0,1 do 50% na 100 dimer( hyaluronové kyseliny nebo jeji soli, s vyhodou 2 az 18 %, vyhodnéji
8 aZz 15 %. Derivaty HA podle vynalezu s timto stupném substituce vykazuji vybornou

rozpustnost ve vodé. Chemickd struktura je ukdzana na Obr. | az 5.



Hydrofobizované esterové derivaty kyseliny hyaluronové nebo jejich soli podle
vyndlezu jsou vi¢i buitkdm necytotoxické a to ani pfi delSim piisobeni, jak je i doloZeno
v prikladech a na Obr. 6, 7 a 8 dale. Dal3i vyhodou hydrofobizovanych esterovych derivati HA
nebo jejich soli podle vynélezu je, Ze si zachovavaji i po modifikaci HA volné karboxylové
skupiny, které jsou zodpovédné za rozpoznani vazebnych mist pro HA receptory. Tim, Ze si
zachovavaji biologické vlastnosti, jsou s vyhodou pouzitelné jako nanomiceldrni polymerni
nosice biologicky aktivnich hydrofobnich latek ve vodném prostiedi pro cileni 1é¢ivé latky do
pozadovanych mist, protoze mohou byt napiiklad rozpoznavany CD44 receptory, které jsou

ptitomny u fady nadori.

Hydrofobizované derivaity HA podle vyndlezu kombinuji vlastnosti tohoto
polysacharidu a biokompatibilnich substituentd. Polymerni nosi¢e z nich vzniklé mohou rozsifit

terapeutické aplikace na trhu.

Dalgim provedenim vynalezu je zplsob syntézy derivatu HA obecného vzorce 1 podle
vyndlezu, jehoZ podstata spoCiva v tom, ze aromatickd kyselina obecného vzorce II nebo

obecného vzorce ] nebo obecného vzorce IV

! 0
§5C§3H4—— [CHZ}:{‘& CHs(CHz)Y-O‘—@—<
OH OH

(), nebo (), nebo

(Iv),

kde R’, x, v az jsou, jak definovany vyse,

je aktivovana pomoci benzoylchloridu vzorce V
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v piitomnosti organické baze, s vyhodou v pfitomnosti tercidlntho aminu, vyhodné&ji N,N-
diisopropylethylaminu (DIPEA); smé&si vody a vodou misitelného polarniho nebo

nepolarniho rozpoustédla za vzniku reaktivniho anhydridu obecného vzorce VI,

ey

(vh),

kde R*je «(CHa)x C¢Ha-pR>, nebo — CsHa-pO(CH2),CHs, nebo -(CHz),NCizHg, kde R,
X, yazjsou, jak definovany vyse,
ktery reaguje s kyselinou hyaluronovou nebo jeji soli v pfitomnosti organické béze, s
vyhodou v pFitomnosti tercidlntho aminu vybraného ze skupiny obsahujici triethylamin
(TEA), N,N-diisopropylethylaminu  (DIPEA) nebo 1,4-diazabicyklo[2.2.2]oktanu
(DABCO); s vyhodou N,N-diisopropylethylaminu (DIPEA), vyhodnégji triethylamin
(TEA), smési vody a vodou misitelného poldmiho rozpoustédia.
Aktivace aromatické nebo heteroaromatické kyseliny benzoylchloridem (A) s
naslednou aplikaci na esterifikaci kyseliny hyaluronové nebo jeji soli je zndzorn€no na chématu

1 (B) nize:
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R', R%, R? jsou, jak definovéano vyse.

S vyhodou se aktivace aromatické kyseliny obecného vzorce 11 nebo Il nebo 1V se provadi
po dobu 5 az 120 minut pfi teploté v rozmezi od -10 °C do 40 °C, s vyhodou po dobu 30 minut
od 0 °C do25°C.

Podle vyhodného provedeni zpisobu podle vynalezu je mnoZstvi reaktivniho anhydridu
obecného vzorce V vyie, kde R* je ~(CH2)x-CsHa-pR> nebo -(CH2),NC1;Hs, pticemz R’ a x
nebo z jsou, jak definovano vyse, odpovida 0,01 az 3 ckvivalentlim, s vyhodou 0,5 aZ 1
ekvivalentim, vyhodné&ji 0,7 ekvivalentii na dimer kyseliny hyaluronové nebo jeji soli.

Podle dalsiho vyhodného provedeni zptisobu podle vynalezu je mnoZstvi reaktivniho
anhydridu obecného vzorce V, kde R* je — CsHy-O(CHa)yCHs, pii¢emZ y je jak definovano
vyde, odpovidd 0,01 az 3 ekvivalentim, s vyhodou 1,5 az 2,5 ekvivalentim, vyhodng&ji 2,0
ekvivalentli na dimer kyseliny hyaluronové nebo jeji soli.

Podle jest¢ daldiho vyhodného provedeni zpisobu podle vyndlezu tvorba

hydrofobizovaného esterového derivitu kyseliny hyaluronové nebo jeho soli je provad€na po
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dobu 1 az 48 hodin pii teploté v rozsahu od 0 do 60 °C, s vyhodou 2 az 20 hodin pfi 25 °C,
vyhodnéji 2 hodiny pii 25°C.

Vyhodou zplsobu pfipravy derivati HA podle tohoto vyndlezu je jeho jednoduchost,
pouziti G¢innych reak¢nich ¢inidel, ktera nezpiisobuji vedlejsi reakce. NepouZzivaji se ani
toxickd rozpoustédla nebo karcinogenni latky. Také reakeni casy jsou kratké a reakeni

podminky mirné, proto nedochazi k degradaci fet€zce HA.

Aktivace karboxylové skupiny alkylového fetézce s aromatickym susbtituentem
v prikladech probihd ve smési voda a s vodou misitelném protickém nebo aprotickém polarnim
rozpoustédle, napiiklad propan-2-olu (IPA), dimethylsulfoxidu (DMSO) nebo tetrahydrofuranu
(THF), s vyhodou propan-2-olu. Obsah rozpoustédla je v rozsahu 45 az 55 obj.%, a obsah vody
v roztoku je v rozsahu 45 az 55 0bj.%.V roztoku je mnoZstvi HA pro chemickou modifikaci v

rozsahu | az 5 hmot.% s vyhodou 2,5 hmot.%.

Aktivace aromatické nebo heteroaromatické kyseliny probihd po 0,5 do 6 h s vyhodou
3 hod. 15 min pti 0 °C az 60 °C, vyhodné&ji pti 10 °C pro 11-(4-methylfenyl)undekanovou

kyselinu a derivaty kyseliny 3-alkyl-hydroxybenzoové.

Vhodna molekulova hmotnost kyseliny hyaluronové pro danou reakci je v rozmezi 6 x
10° az 2,50 x 10° g/mol, s vyhodou 1,5 x 10% az 1,9 x 10° g/mol nebo 495 dimers. Jind
molekulovd hmotnost nebo HA sil neni pro reakci prekazkou. Vyhodou zptisobu podle
vynéalezu oproti znamym chemickym modifikacim kyseliny hyaluronové je velmi mald

degradace polysacharidu vzhledem k mirnym reakénim podminkam.

Esterifikace hyaluronanu je dale uskuteénéna piidanim organické baze, jako je terciarni
amin vybrany ze skupiny obsahujici NN '-diisopropylethylamin (DIPEA), 1,4-
diazabicyklo[2.2.2]oktan (DABCO) nebo triethylamin (TEA), s vyhodou DIPEA. Esterifikace
funguji s 0,01 az 6 ekvivalenty baze, vyhodngji 4,0 ekvivalenty. Bliz§im studiem reakce bylo
zjidténo, Ze stupeil substituce je zavisly na ekvivalentnim mnoZzstvi aktivovaného alkylového
fetézce s arylovym nebo heteroarylovym substituentem. Chemické modifikace kyseliny
hyaluronové funguji s 0,01 az 3 ekvivalenty aktivované aromatické nebo heteroaromatické

kyseliny, vyhodné&ji 0,7 do 1,5 ekvivalentu na dimer hyaluronanu.

Pro nazornost jsou zde uvedeny hydrofobizované esterové derivaty HA majici alespori jeden
alkylarylovy nebo alkylheteroarylovy substituent obecnych vzorch VII, VIII a IX, kde R', R3,

R®, X, y a z jsou, jak definovény vyse.
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Jesté  dalsim  provedenim vyndlezu jsou nanomicelarni kompozice na bazi
hydrofobizovaného esterového derivatu kyseliny hyaluronové nebo jeho soli podle obecného
vzorce (), jak je definovan vyse, pfi¢emZ obsahuje nanomicely, které obsahuji hydrofobni jadro
tvofené ~CO(CH2)yCsHa-pR® nebo ~COCsH4-pO(CH2)yCH;3 nebo -(CH2),NCi2Hs skupinami,
kde x je celé &islo v rozmezi 4 a7 21, s vyhodou 4 aZ 15 a R® je H nebo CHs, nebo y je celé &islo
v rozmezi 8 az 21, s vyhodou 8 az 135, nebo z je celé ¢islo v rozmezi 3 aZ 16, s vyhodou 7 az
11, nejlépe 10, navazanymi na kyselinu hyaluronovou a hydrofilni obal tvofeny hydrofilnimi
funkénimi skupinami kyseliny hyaluronové a jednu nebo vice biologicky aktivnich

aromatickych latek fyzikainé vazanych v nanomicele.

Dalsim vyhodnym provedenim nanomiceldrni kompozice podle vynalezu je kompozice
obsahujici 0,3 az 8,0 hmotn. %, s vyhodou 2,5 az 8,0 hmotn. %, vyhodng&ji 5.0 aZ 8,0 hmotn.
% biologicky aktivnich aromatickych latek vzhledem k hmotnostnimu obsahu

hydrofobizovaného esterového derivatu kyseliny hyaluronové nebo jeho soli, piiCemz
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biologicky aktivni aromaticka latka je vybrana ze skupiny zahrnujici farmaceuticky a
kosmeticky aktivni latky, zejména vitaminy, léCiva, s vyhodou cytostatika, steroidy, déle

fytoextrakty, fytokomplexy nebo tytoaktivni latky apod.

S vyhodou se jedna o resveratrol, koenzym Q10, retinyl palmitat. Nanomiceldrni kompozice

podle vynalezu se pouziji pro farmaceutické a kosmetické aplikace.

Jesté daldim vyhodnym provedenim vynélezu je nanomiceldrni kompozice, kterd obsahuje
vy$8i koncentraci hydrofobizovaného esterového derivatu kyseliny hyaluronové nez je jeho
kritickd agregatni koncentrace. Jeho koncentrace v kompozici podle vynalezu ve
vodném roztoku je v rozmezi 0,003 mg.ml' az 20 mg.ml', s vyhodou 1 az 10 mg.ml™.
Nanomicely obsahujici hydrofobizované esterové derivaty kyseliny hyaluronové podle
vynalezu zfistavaji i pii koncentraci 0,003 mg.ml ! ve vodném roztoku intaktni, tedy neagreguji

S€.

Jedté dalim provedenim vyndlezu je zplsob pfipravy nanomicelarni kompozice, ktery
spoCivd v tom, Ze se hydrofobizovany esterovy derivat kyseliny hyaluronové nebo jeho sil
podle obecného vzorce (I) rozpusti ve vodé a biologicky aktivni aromatickd latka se rozpusti
v organickém rozpoustédle vybraném ze skupiny obsahujici trichlormethan, methanol nebo
propan-2-ol, pfi¢emz oba roztoky se smichaji, poté se organické rozpoustédlo odstrani.
Organické rozpoustédlo se s vyhodou odstrani vakuovou evaporaci, nasledné se vodnd faze

rehydratuje, ziskané nanomicelarni Utvary se zfiltrujf a nakonec lyofilizuji.

Hydrofobizované esterové derivaty HA podle vyndlezu, napiiklad derivaty 11-(4-
methylfenyl)undekanoyl hyalurondtu ~ (UNFEHA) (viz Priklady 39,42,49) nebo 4-
oktyloxybenzoyl hyalurondtu (OBEHA) (viz Ptiklady 43, 44), vykazuji az dvakrat vySsi
enkapsulaci aktivni latky (Obr. 9), ve srovnéani s derivaty s alifatickym fetézcem HA-C18:1 (viz
Priklady 45,46 a 50), HA-C16 (viz Piiklad 47) nebo HA-C6 (viz P¥iklad 48), které jsou uvedeny
v dokumentu W02014082609. Hydrodynamicka velikost (cca 40 az 200 nm, Obr. 10) a
rozpustnost vzniklych agregati ve vodném nebo fyziologickém prostredi je vhodna pro
topickou i parenteralni aplikaci nosi¢ loadovanych aktivnimi latkami. Nosi¢e jsou
necytotoxické a mohou podporovat aktivitu vazané latky. Stabilita nosi¢l v pFitomnosti

bilkovin krevniho séra se s vyhodou zvy3uje s délkou substituentu (Obr. 11).

Derivaty HA s alkylarylovymi nebo alkylheteroarylovymi substituenty podle vynalezu
mohou enkapsulovat biologicky aktivni aromatické latky, 1é¢iva a dalsi komponenty, pfiCemz

biologicky aktivni aromaticka latka je vybrdna ze skupiny zahrnujici farmaceuticky a
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kosmeticky aktivni latky, s vyhodou vitaminy, 1éCiva s vyhodou cytostatika, steroidy, déle

fytoextrakty, fytokomplexy nebo fytoaktivni latky apod.

Definice pojmi:

Cast substituentu ,,CeHap-,, znamend fenylovy zbytek nebo Ph, pFicemz ¢asti substituentu jsou

k nému navazany v pozici para.

Cast substituentu ,NC2Hg* znamena karbazylovy zbytek, ktery je ke zbytku substituentu

navazan pted heteroatom N.

Termin ,,aktivovana kyselina® je produkt reakce mezi benzoylchloridem a substituovanou
kyselinou benzoovou nebo fenyl(tolyl)alkylovou kyselinou, anebo smé&sného anhydridu
kyseliny benzoové a kyseliny fenyl-alkylové, kyseliny alkyl-oxo-benzoové nebo karbazol N-

alkylové kyseliny.

Termin ,.organickd baze“ je alifaticky amin, s vyhodou tercidlni amin majici rozvétvenou,
nasycenou nebo nenasycenou, substituovanou nebo nesubstituovanou C;-Cio alkylovou

skupinu.

Termin ,.kriticka agregaéni koncentrace (CAC) je koncentrace polymeru, pfi niZ se v roztoku
polymeru za¢inaji tvofit hydrofobni domény agregaci nepoldrnich funk¢nich skupin. Pod touto

koncentraci jsou jednotlivé polymerni Fetézce v systému ve formé nezagregovanych fetézci.
Termin ,.laboratorni teplota™ odpovida 20 az 25°C.

Termin ,,biologicky aktivni aromaticka latka® znamena latku, kterd vykazuje biologickou
aktivitu pii kosmetické nebo farmaceutické aplikaci a obsahuje delokalizovany systém n

elektronti v planarni molekule.

Stupeii substituce (SS) znamena (primérny) pocet substituenti —CO(CHz)x CeHs-p- CH3, nebo
~COCsHs-pO(CH2)yCH3 nebo CO-(CH2),NC12Hg na 100 dimer HA nebo jeji soli.
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Polymerni nanomicely jsou agregity koloidnich rozmérii tvofené polymernimi fetézci
amfifilnich polymerii ve vodném prostiedi, kdy jadro micely tvofi nepolarni funk¢ni skupiny

polymeru, zatimco obal micely tvofi poldrni ¢dst polymeru.

Ekvivalent (ekv) se vztahuje na dimer kyseliny hyaluronové, neni-li uvedeno jinak. Procenta

se uvadéji jako hmotnostni procenta, pokud neni uvedeno jinak.

{“ichled obrazki na vvkresech

Obr. 1. HSQC 6-fenylhexanoyl hyaluronétu

Obr. 2. DOSY 8- fenyloktanoyl hyaluronatu

Obr. 3. 'HNMR 11-(4-methylfenyl)undekanoyl hyaluronatu (UNFEHA)

Obr. 4. HSQC 11-(4-methylfenyl)undekanoyl hyalurondtu (UNFEHA)

Obr. 5. 'HNMR 4-oktyloxybenzoyl hyaluronitu (OBEHA)

Obr.6. Vliv 4-fenylbutanoyl derivatu kyseliny hyaluronové na viabilitu Swiss 3T3 buné¢né linie

Obr. 7. Vliv 11-(4-methylfeny)undekanoyl derivatu kyseliny hyaluronové na viabilitu Swiss
3T3 bunécné linie
Obr. 8. Vliv 4-oktyloxybenzoyl derivatu (OBEHA) kyseliny hyaluronové na viabilitu Swiss
3T3 bunécné linie
Obr. 9. Porovnani UV/Vis spekter stanoveni resveratrolu v HA-O-CO(CH)10Ce¢Ha-p-

CH3 (UNFEHA) a derivatu HA-C18:1 podle W0O2014082609.

Obr. 10. DLS analyza a SEM s polymernimi micelami z derivatu UNFEHA. Enkapsulovén

je resveratrol.

Obr, 11. Graficky vysledek stability micel tvofenych jednotlivé derivaty kyseliny hyaluronové
nebo jejich solemi podle obecného vzorce I, kde HA-O-CO(CH)x CeHa-p-CH3z a x=3,5,7 a

10 v roztoku bovinniho sérového albuminu (v koncentraci 40 mg/ml).
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Priklady provedeni vynalezu

Priklad 1: Syntéza 4-fenylbutanoyl derivatu kyseliny hyaluronové pomoci baze DIPEA
0,5064 g (1,25 mmol, 6 x 10* g/mol) hyaluronanu sodného bylo rozpusténo v 8 ml
demineralizované vody. Po tplném rozpusténi HA bylo k roztoku pridano 0.435ml (DIPEA;
2,5 mmol, 2 ekv. dimeru HA), absolutni propan-2-ol (4 ml) a 2 mg (0,0125 mmol) 4-
dimethylaminopyridinu (DMAP) (0,01 ekv.). Zaroveii byla rozpusténa 0,4105 g .4- kyselina
fenylbutanova (2,5 mmol, 2 ekv) v absolutnim propan-2-olu (4 ml), poté byla do roztoku
pfidana baze 0,435 ml (DIPEA; 2 ekv) a 0,29 ml benzoylchloridu (2,5 mmol, 2 ekv). Po
piidavku benzoylchloridu byla reakéni smé& michdna pravé 30 min za laboratorni teploty.
Smé&sny anhydrid kyseliny benzoové a kyseliny 4-fenyl-butanové (2 ekv) byl ptidan k roztoku
hyaluronanu. Reakce probihala pfi laboratorni teploté po dobu 2 hod.. Poté bylo k reakéni smési
pfiddno 100 ml absolutniho propan-2-olu a nasyceny roztok NaCl (cca 0,5 ml), aby doslo
k vysrazeni produktu. Tato smés byla ponechana dekantovat. Po dekantaci byla vét3ina
tekutiny slita a sraZzenina byla promyta vodnym roztokem propan-2-olu (85% obj., 4 x 25 ml),
a poté absolutnim propan-2-olem (4 x 25 ml) pro odstranéni vody. SraZenina byla suSena 15

hod. pti 40 °C.

"H NMR (D0) signaly acylu: § 1,9 ppm (bs, 2H, CH>), 8 2,35 — 2,5 ppm (bs, 2H, CH>), § 2,6
— 2,73 ppm (bs, 2H, CHy), 3 7.1 — 8,2 ppm (m, SH, CsHs). Signaly HA: 8 2,1 ppm (s, 3H,
NHCH3), (m, 10H, skeletal HA), & 4,5 ppm (d. 2H, diasterotopicky, HA)

SS 34 % ("H NMR)
Piiklad 2: Syntéza 4-fenylbutanoyl derivatu kyseliny hyaluronové pomoci baze DABCO

0,507 g (1,25 mmol, 6 x 10° g/mol) hyaluronanu sodného bylo rozpuiténo v 8 ml
demineralizované vody. Po tplném rozpusténi HA bylo k roztoku ptidano 0,28 g (2,5 mmol, 2

ekv dimeru HA) 1,4-diazabicyklo[2.2.2]oktanu (DABCO); absolutni propan-2-ol (4 ml) a2 mg
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4-dimethylaminopyridinu (DMAP) (0,0125 mmol, 0,01 ekv.). Zarovei byla rozpusténa 0.4105
g kyselina 4-fenylbutanova (2,5 mmol, 2 ekv.) v absolutnim propan-2-olu (4 ml), poté bylo do
roztoku ptidano 0,28 g (2,5 mmol) 1.4-diazabicyklo[2.2.2]oktanu (DABCO; 2 ekv) a 0,29 ml
benzoylchloridu (2,5 mmol, 2 ekv). Po pfidavku benzoylchloridu byla reakéni smés michdna
pravé 30 min. za laboratorni teploty. Takto aktivovand kyselina 4-fenylbutanové (2 ekv) byla
pfiddna k roztoku hyaluronanu. Reakce probihala pti 25°C, po dobu 2 hod. Poté bylo k reak¢ni
smési pfiddno 100 ml absolutniho propan-2-olu a nasyceny roztok NaCl (cca 0,5 ml), aby doSlo
k vysrazeni produktu. Tato smés byla nechana dekantovat. Po dekantaci byla vétSina tekutiny
slita a sraZenina byla promyta vodnym roztokem propan-2-olu (85% obj., 4 x 25 ml), a poté
absolutnim propan-2-olem (4 x 25 ml) pro odstranéni vody. SraZenina byla susena 15 hod. pfi
40 °C.

1H NMR (D;0) signaly acylu: 8 1,9 ppm (bs, 2H. CHz), 2,35 -2,5 ppm (bs, 2H, CH), 8 2,6
— 2,73 ppm (bs, 2H, CHz), 8 7,1 — 8.2 ppm (m, 5H, C¢Hs). Signaly HA: 8 2,1 ppm (s, 3H,
NHCH3), (m, 10H, skeletal HA), 8 4,5 ppm (d, 2H, diasterotopicky, HA)

SS 2% (‘"H NMR)

Priklad 3: Syntéza 4-fenylbutanoyl derivatu kyseliny hyaluronové pomoci baze TEA

0,50 g (1,25 mmol, 18 x 10* g/mol) hyaluronanu sodného bylo rozpuiténo v 8 ml
demineralizované vody. Po upiném rozpusténi byla ptidana 0,35 ml triethylamin (TEA, 3.75
mmol nebo 3.0 ekv.), absolutni propan-2-ol (6 ml) a 0,0015 g 4-dimethylaminopyridinu
(DMAP, 0,0125 mmol, 0,01 ekv.). Zaroven byla rozpusténa kyselina 4-fenylbutyrova (0.3 g,
1,8 mmol, 1,5 ekv.) v absolutnim propan-2-olu (4 ml), poté byly do roztoku ptidany (TEA, 3,75
mmol nebo 3.0 ekv.) a 0,22 ml benzoylchloridu (1,8 mmol, 1,5 ekv.). Po ptidavku
benzoylchloridu byla reak¢éni smés michana pravé 30 min. za laboratorni teploty. Takto
aktivovana 4-fenylbutyrova kyselina (1,5 ekv) byla pfidana k roztoku hyaluronanu. Reakce
probihala pfi laboratorni teploté 2 hod. Poté bylo k reakéni smési pfidano 100 ml absolutniho
propan-2-olu a nasyceny roztok NaCl (cca 0,5 ml), k vysrazeni produktu. Tato smés byla
ponechdna dekantovat. Po dekantaci byla vétdina tekutiny slita a sraZenina byla promyta
vodnym roztokem propan-2-olu (85% obj., 4 x 25 ml), a poté absolutnim propan-2-olem (4 x

25 ml) pro odstranéni vody. SraZenina byla suSena 15 hod. pfi 40 °C.
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1H NMR (D:0) signély acylu: 5 1,9 ppm (bs, 2H, CHy), & 2,35 2,5 ppm (bs, 2H, CHa), 5 2,6
— 2,73 ppm (bs, 2H, CHz), & 7,1 — 8,2 ppm (m, SH, Ce¢Hs). Signaly HA: 6 2,1 ppm (s, 3H,
NHCHB3), (m, 10H, skeletal HA), & 4,5 ppm (d, 2H. diasterotopicky, HA)

SS 43 % (‘"H NMR)

Priklad 4: Syntéza 4-fenylbutanoyl derivatu kyseliny hyaluronové pomoci baze TEA

0,501 g (1,25 mmol, 1,8 x 10* g/mol) hyaluronanu sodného bylo rozpusténo v 8 ml
demineralizované vody. Po Gplném rozpuiténi byl pfidan izopropanol (4 ml), 0,29 ml
triethylaminu (TEA, 2,5 mmol, 2 ekv) a 0,0015 g dimethylaminopyridinu (DMAP, 0,0125
mmol, 0,01 ekv). Zaroven byla rozpuiténa kyselina 4-fenylmaselna (0,4105 g, 2,5 mmol, 2 ekv)
v izopropanolu (4 ml), poté byly do roztoku piidany TEA (0,29 ml, 2.5 mmol, 2 ekv) a
benzoylchlorid (2,5 mmol, 2,0 ekv). Po pfidavku benzoylchloridu byla reakéni smés michéana
pravé 30 min za laboratorni teploty. Takto aktivovana kyselina 4-fenylméselnd (2 ekv.) byla
ptiddna k roztoku hyaluronanu a reakce probihala pfi laboratorni teploté 2 h. Poté bylo k reakini
smési pidano 100 ml absolutniho isopropanolu a nasyceny roztok NaCl (cca 0,5 ml), aby doslo
k vysrazeni produktu. Tato smés byla nechdna dekantovat. Po dekantaci byla vétsina tekutiny
slita a sraZenina byla promyta vodnym roztokem isopropanolu (85% obj., 4 x 25 ml) a poté
absolutnim isopropanolem (4 x 25 ml) pro odstran&ni vody. Srazenina byla sudena 15 h pfi 40
°C.

SS 29 % ("H NMR).

"H NMR (D20) signély acylu: 8 1,9 ppm (bs, 2H, CHy), & 2,35 -2,5 ppm (bs, 2H, CHy), 6 2,6
— 2,73 ppm (bs, 2H, CHa), 8 7,1 - 8,2 ppm (m, SH, C¢Hs).

Priklad 5: Syntéza 4-fenylbutanoyl derivatu kyseliny hyaluronové pomoci baze TEA

0,5040 g (1,25 mmol, 1.8 x 10* g/mol) hyaluronanu sodného bylo rozpusténo v 8 ml
demineralizované vody. Po Gplném rozpuiténi byly pfidany izopropanolu (4 mi), 0,35 ml
triethylaminu (TEA, 2,5 mmol, 2 ekv) a 0,0015 g dimethylaminopyridinu (DMAP, 0,0125
mmol, 0,01 ekv). Zaroven byla rozpusténa kyselina 4-fenylmaselna (0,532 g, 3,15 mmol, 2,5
ekv) v izopropanolu (4 ml), poté byly do roztoku pfiddny TEA (0,35 ml, 2,5 mmol, 2 ekv) a
benzoylchlorid (3,12 mmol, 2,5 ekv). Po ptidavku benzoylchloridu byla reakéni smés michana

pravé 30 min za laboratorni teploty. Takto aktivovana kyselina 4-fenylmdselnd (2.5 ekv.) byla
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pridana k roztoku hyaluronanu a reakce probihala pti laboratorni teploté 2 h. Poté bylo k reak¢ni
smési pfidano 100 ml absolutniho isopropanolu a nasyceny roztok NaCl (cca 0,5 ml), aby doslo
k vysrazeni produktu. Tato smés byla ponechana dekantovat. Po dekantaci byla vétSina tekutiny
slita a srazenina byla promyta vodnym roztokem isopropanolu (85% obj., 4 x 25 ml) a poté
absolutnim isopropanolem (4 x 25 ml) pro odstranéni vody. SraZenina byla suena 15 h pii 40
°C.

SS 20 % ("H NMR).

"H NMR (D20) signaly acylu: 8 1,9 ppm (bs, 2H, CH), § 2,35 -2,5 ppm (bs, 2H, CH2), 8 2,6
~2,73 ppm (bs, 2H, CHy), 8 7.1 — 8,2 ppm (m, 5H, C¢Hs).

Priklad 6: Syntéza 6-fenylhexanoyl derivatu kyseliny hyaluronové pomoci baze DIPEA

0,503 g (1,25 mmol, 1,5 x 10* g/mol) hyaluronanu sodného bylo rozpusténo v 8 ml
demineralizované vody. Po GpIném rozpusténi byla pfidana baze 0,5 ml (DIPEA, 2,5 mmol, 2,0
ekv.), absolutni propan-2-ol (4 ml) a 0,0015 g 4-dimethylaminopyridinu (DMAP, 0,0125 mmol,
0,01 ekv.). Zaroveii byla rozpusténa 0,16 g kyselina 6-fenylhexanové (0,87 mmol, 0,7 ekv.)
v absolutnim propan-2-olu (4 ml), poté byly do roztoku ptidany 0,5 mi DIPEA (2.5 mmol, 2,0
ekv.) a 0,29 ml benzoylchlorid (0,87 mmol, 0,7 ekv.). Po ptidavku benzoylchloridu byla reak¢ni
smés michana pravé 30 min. za laboratorni teploty. Takto aktivovana 6- kyselina fenylhexanova
(0,2 ekv) byla pfidana k roztoku hyaluronanu. Reakce probihala pti laboratorni teploté 2 hod.
Poté bylo k reakéni smé&si pridano 100 ml absolutniho propan-2-olu a nasyceny roztok NaCl
(cca 0,5 ml), aby doslo k vysrazeni produktu. Tato smés byla nechéna dekantovat. Po dekantaci
byla vétsina tekutiny slita a sraZenina byla promyta vodnym roztokem propan-2-olu (85% obj.,
4 x 25 ml) a poté absolutnim propan-2-olem (4 x 25 ml) pro odstranéni vody. SraZenina byla

suSena 15 hod. pfi 40 °C.
SS: 32 % ('"H NMR) HSQC je ukazano v Obr. 1.

"H NMR (D;0) signély acylu: 8 1,2 — 1,4 ppm (bs, 2H, CH>), § 1,5 — 1,72 ppm (bs, 2H, CHa),
2,25 ~2,5 ppm (bs, 4H, CH>), 6 2,55 - 2,7 ppm (bs, 2H, CH2), 8 7,1 — 8,2 ppm (m, 5H, C¢Hs).

Priklad 7: Syntéza 6-fenylhexanoyl derivatu kyseliny hyaluronové pomoci baze DIPEA
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0.5 g (1,25 mmol, 6 x 10° g/mol) hyaluronanu sodného bylo rozpuiténo v 8 ml
demineralizované vody. Po Gplném rozpusténi byla pfidana baze 0,44ml (DIPEA, 2,5 mmol, 2
ekv.), absolutni propan-2-ol (4 ml) a 0,0015 mg 4-dimethylaminopyridinu (DMAP, 0,0125
mmol, 0,01 ekv.). Zaroveii byla rozpusténa kyselina 6-fenylhexanova (0,481 g, 2,5 mmol, 2
ekv.) v absolutnim propan-2-olu (4 ml), poté byly do roztoku pfidany 0,44 ml DIPEA (2,5
mmol,2 ekv.) a 0,29 ml benzoylchloridu (2,5 mmol, 2 ekv.). Po pfidavku benzoylchloridu byla
reakéni smés michana pravé 30 min. za laboratorni teploty. Takto aktivovanad 6- kyselina
fenylhexanova (2,0 ekv.) byla pfidana k roztoku hyaluronanu. Reakce probihala pti laboratorni
teploté 2 hod.. Poté bylo k reakéni smési ptidano 100 ml absolutniho propan-2-olu a nasyceny
roztok NaCl (cca 0,5 ml), aby doslo k vysrazeni produktu. Tato sm&s byla nechéna dekantovat.
Po dekantaci byla vétsina tekutiny slita a srazenina byla promyta vodnym roztokem propan-2-
olu (85% obj., 4 x 25 ml) a poté absolutnim propan-2-olem (4 x 25 ml) pro odstranéni vody.

SraZenina byla su$ena 15 hod. pii 40 °C.
SS 52 % ('"HNMR)

'H NMR (D:0) signaly acylu: § 1,2 — 1,4 ppm (bs, 2H, CHa), 8 1,5 — 1,72 ppm (bs, 2H, CH>),
52,25 2,5 ppm (bs, 4H, CH>), 8 2,55 - 2,7 ppm (bs, 2H, CH>), & 7,1 — 8.2 ppm (m, 5H, C¢Hs).

Piiklad 8: Syntéza 6-fenylhexanoyl derivatu kyseliny hyaluronové pomoci pomoci baze
DIPEA

0,5 g (1,25 mmol, 1.5 x 10* g/mol) hyaluronanu sodného bylo rozpuiténo v 8 ml
demineralizované vody. Po uplném rozpusténi byly pfidany tetrahydrofuran (4 ml), NN —
diisopropylethylamin 0,44 ml (DIPEA, 2,5 mmol, 2 ekv) a 0,0015 g dimethylaminopyridinu
(DMAP, 0,0125 mmol, 0,01 ekv). Zaroveri byla rozpusténa kyselina 6-fenylhexanova (0,4105
g, 2,5 mmol, 2 ekv.) v tetrahydrofuranu (4 ml), poté byly do roztoku ptidany 0,44 ml DIPEA
(2,5 mmol, 2 ekv.) a benzoylchlorid (2,5 mmol, 2 ekv). Po piidavku benzoylchloridu byla
reak¢ni smé&s michdna pravé 30 min za laboratorni teploty. Takto aktivovand kyselina 6-
fenylhexanova (2.0 ekv.) byla pfidana k roztoku hyaluronanu. Reakce probihala pfi laboratorni
teploté 2 h. Poté bylo k reakéni smési ptidano 100 ml absolutniho isopropanolu a nasyceny
roztok NaCl (cca 0,5 ml), aby do3lo k vysraZeni produktu. Tato smé&s byla ponechina
dekantovat. Po dekantaci byla vétsina tekutiny slita a sraZenina byla promyta vodnym roztokem
isopropanolu (85% obj., 4 x 25 ml) a poté absolutnim isopropanolem (4 x 25 ml) pro odstran€ni

vody. Srazenina byla susena 15 h pii 40 °C.
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SS 45 % ('H NMR)

1H NMR (D20) signély acylu: & 1.2 — 1,4 ppm (bs, 2H, CH2), § 1,5 — 1,72 ppm (bs, 2H, CH2),
8 2,25 - 2,5 ppm (bs, 4H, CH2), § 2,55 — 2,7 ppm (bs, 2H, CH2), § 7,1 - 8,2 ppm (m, 5H,
CeHs).

Priklad 9: Syntéza 8-fenyloktanoyl derivatu kyseliny hyaluronové pomoci baze DIPEA

0,5 g (1.25 mmol, 1.5 x 10* g/mol) hyaluronanu sodného bylo rozpuiténo v 8§ ml
demineralizované vody. Po plném rozpusténi byla ptidana baze 0,43 ml (DIPEA, 2 ekv.),
absolutni propan-2-ol (4 ml) a 0,0015 g 4-dimethylaminopyridinu (DMAP, 0,0125 mmol, 0,01
ekv.). Zaroveit byla rozpusténa kyselina 8-fenyloktanova (0,048 g, 0,25 mmol, 0,2 ekv.) v
absolutnim propan-2-olu (4 ml), poté byly do roztoku pfidany DIPEA (0,2 ekv.) a 0,029 ml
benzoylchloridu (0,25 mmol, 0,2 ekv). Po ptidavku benzoylchloridu byla reak&ni smés michana
pravé 30 min za laboratorni teploty. Aktivovana kyselina 8-fenyloktanova (0,2 ekv) byla
pfidana k roztoku hyaluronanu. Reakce probihala 2 hod pri laboratorni teploté. Poté bylo k
reak¢ni smési pridano 100 ml absolutniho propan-2-olu a nasyceny roztok NaCl (cca 0,5 ml),
aby doslo k vysrazeni produktu. Tato smés byla nechéna dekantovat. Po dekantaci byla vétSina
tekutiny slita a srazenina byla promyta vodnym roztokem propan-2-olu (85% obj., 4 x 25 ml) a
poté absolutnim propan-2-olem (4 x 25 ml) pro odstranéni vody. SraZenina byla su$ena 15 hod.

pii 40 °C.
SS 14 % ('"H NMR)

'H NMR (D;0) signaly acylu: & 1,2 — 1,4 ppm (bs, 6H, CHz), 1,48 — 1,67 ppm (bs, 4H, CHp),
6 2,25 — 2,48 ppm (bs, 2H, CHz). 6 2,54 — 2,68 ppm (bs, 2H, CHz), & 7,1 — 8,1 ppm (m, 5H,
CeHs).

Priklad 10: Syntéza 8-fenyloktanoyl derivatu kyseliny hyaluronové pomoci baze DIPEA

0,5 g (1,25 mmol, 1,5 x 10* g/mol) hyaluronanu sodného bylo rozpuiténo v 8 ml
demineralizované vody. Po uplném rozpusténi byla pfidana baze 0,43 ml (DIPEA, 2 ekv.),
absolutni propan-2-ol (4 ml) a 0,0015 g 4-dimethylaminopyridinu (DMAP, 0,0125 mmol, 0,01
ekv.). Zaroven byla rozpusténa kyselina 8-fenyloktanova (0,08 g, 0,25 mmol, 0,3 ekv.) v
absolutnim propan-2-olu (4 ml), poté byly do roztoku ptidany DIPEA (0.43ml, 2 ekv.) a 0, 041

ml benzoylchloridu (0,37 mmol, 0,3 ekv). Po pfidavku benzoylchloridu byla reakéni smés
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michana pravé 30 min za laboratorni teploty. Aktivovana kyselina 8-fenyloktanova (0.3 ekv)
byla pFidana k roztoku hyaluronanu. Reakce probihala 2 hod pfi laboratorni teploté. Poté bylo
k reakéni smési piidano 100 ml absolutniho propan-2-olu a nasyceny roztok NaCl (cca 0,5 ml),
aby doslo k vysrazeni produktu. Tato smés byla nechana dekantovat. Po dekantaci byla vétSina
tekutiny slita a sraZenina byla promyta vodnym roztokem propan-2-olu (85% obj., 4 x 25 ml) a
poté absolutnim propan-2-olem (4 x 25 ml) pro odstranéni vody. SraZenina byla suSena 15 hod.

pii 40 °C.
SS 11 % ("H NMR) DOSY je ukézéno v Obr. 2.

'H NMR (D:0) signaly acylu: § 1,2 — 1,4 ppm (bs, 6H, CH»), 1,48 — 1,67 ppm (bs, 4H, CH>),
82,25 — 2,48 ppm (bs, 2H, CH>), 3 2,54 — 2,68 ppm (bs, 2H, CHz), 6 7,1 — 8,1 ppm (m, 5H,
CeHs).

Priklad 11: Syntéza linkeru: kyseliny 11-(4-methylfenyl)undekanové
krok 1) protekce

Syntéza methyl-(11-bromundekanoatu): 7,173 g (37,71 mmol, 2 ekv.) monohydratu kyseliny
p-toluensulfonové bylo rozpusténo v 20 ml methanolu. K tomuto roztoku bylo pfiddno 5 g
(18,86 mmol kyseliny) 11-bromundekanové. Vysledny roztok byl refluxovan 5 hod.. Po
ochlazeni reakéni smési byl methanol odpafen na RVO, ziskany olej byl nafedén vodou (20 ml)
a extrahovan diethyletherem (DEE) (3 x 20 ml). Spojené organické podily byly extrahovany
vodou (2 x 40 ml) a solankou (1 x 30 ml). Organicka faze byla suSena nad Na;SO;4 a odpaiena
na RVO. Produktem byl zluty olej. Vytézek byl 94 %.

/\E}COOH k.p-toluensulfonova monohydrat /M,COOMG
Br >
Br

9 MeOH 9
reflux

"H NMR (CDCl): § 1,25 — 1,34 ppm (m, 10H, CH>), 8 1,42 ppm (kv, 2H, CH>), § 1.62 ppm
(kv, 2H, CHa), 8 1,85 ppm (kv, 2H, CHy), § 2,30 ppm (t, 2H, CH>), 8 3,40 ppm (t, 2H, CHy), 6
3,67 ppm (s, 3H, CHa).



krok 2) Friedel-Craftsova alkylace: syntéza methyl-(11-(4-methyfenyl)undekanodatu): 2.4 g
(18 mmol) bezvodého AICl3 bylo rozsuspendovano v 25 ml bezvodého toluenu a vznikla
suspenze byla vychlazena na 4 °C. Do michané suspenze byl v pétiminutovych intervalech ve
tfech davkach priddn methyl-(11-bromundekanoat) (2,9 ml, 12 mmol). Smés byla zahtata na 60
°C a pti této teploté byla michdna 2 hod. Po ochlazeni byla reakéni smés nalita na led. Vodna
faze byla extrahovana diethyletherem (3 x 25 ml), spojené organické podily byly extrahovany
10% vodnym roztokem NaHCO; (1 x 50 ml). Organicka faze byla suSena nad Na;SOj a
odpafena na RVO. Produkt je nazloutly olej. Vytézek byl 95 %.

CH, O—CHj;
0 CH,
. /\F/}Coowle AlCl :% } = ‘
Br My 1) 4 °C,15 min Y
2) 60 °C, 2h

'HNMR (CDCL): 8 1,05 — 1,35 ppm (m, 12 H, CHy), § 1,45 — 1,65 ppm (m, 4H, CH), & 2.2
2,3 ppm (m, SH, CHa, CHs), 2,55 ppm (t, 2H, CHy), 3.65 ppm (m, 3H, CH2), § 6,9 7.2 ppm
(m, CH).

krok 3) deprotekce, syntéza 11-(4-methylfenyl)undekanové Kkyseliny: methyl-(11-(4-
methylfenyl)undekanoat) (3,328 g, 11,36 mmol) byl emulgovén v 10% roztoku NaOH v MeOH
(30 ml). Reakéni smés byla refluxovana 1 hod.. Po 10 min zahfivéani vznikla bild sraZenina. Po
ukondeni zah¥ivani byl z reakéni smési odpafen MeOH. SraZenina byla zalita 20 ml H20 a
pomoci koncentrované HCI1 bylo pH upraveno na hodnotu 2 az 3. Produkt byl extrahovan
diethyletherem (3 x 30 ml). Spojené organické podily byly promyty 10% NaHCOs (1 x 20 ml),
H20 (1 x 20 ml) a suSeny nad Na>SOs. Organicka faze byla susena nad NaSO4 a odpafena na
RVO. Produkt je nazloutly olej. Vytézek byl 87 %.
O—CH; OH

= cH
O:‘\I/--— :I = | M3 1) 10% roztok NaOH v MeOH ~ © = | ’
- 2) H,0, HCI TR

'"H NMR (CDCl3): 8 1,05 — 1,35 ppm (m. 12 H, CHy), 8 1,45 — 1,65 ppm (m, 4H, CHy), 8 2,25
~2.,38 (m, 5H, CHa, CHs), § 2,55 ppm (t. 2H, CHa), § 6,9 — 7.2 ppm (m, CH).

Priklad 12: Syntéza 11-(4-methylfenyl)undekanoyl deriviatu Kyseliny hyaluronové
(UNFEHA), pomoci baze DIPEA



1,8 ¢ (4,50 mmol, 15 x 10° g/mol) hyaluronanu sodného bylo rozpusténo v 18 ml
demineralizované vody. Po GipIném rozpusténi byla pfiddna bdze DIPEA (2 ekv.), absolutni
propan-2-ol (9 ml) a 0,006 g DMAP (0,045 mmol, 0,01 ekv.). Zaroveii byla rozpudt€na kyselina
11-(4-methylfenyl)undekanova (0,871 g, 3,15 mmol, 0,7 ekv.) v absolutnim propan-2-olu (9
ml), poté byly do roztoku pfidany DIPEA (2 ekv.) a benzoylchlorid (3,15 mmol, 0.7 ekv.). Po
piidavku benzoylchloridu byla reakéni smés michana pravé 30 min pfi teploté cca 0 °C. Takto
aktivovand 11-(4-methylfenyl)undekanova kyselina (0.7 ekv.) byla pfiddna k roztoku
hyaluronanu. Reakce probihala pfi laboratorni teploté 2 hod. Poté bylo k reak¢ni smési pfidano
150 ml absolutniho propan-2-olu a nasyceny roztok NaCl (cca 2 ml), aby doslo k vysrazeni
produktu. Tato smés byla nechina dekantovat. Po dekantaci byla vétSina tekutiny slita a
sraZenina byla promyta vodnym roztokem propan-2-olu (85% obj., 4 x 50 ml) a poté absolutnim
propan-2-olem (4 x 50 ml) pro odstranéni vody. SraZenina byla susena 24 hod. pii 40 °C.

SS 13 % ('H NMR)

"H NMR (D;0) signaly acylu: & 0,95 — 1,4 ppm (bs, 12H, CHz), 8 1.4 — 1,7 ppm (bs, 4H, CHa),
3 2,3 ppm (bs, 3H, CH3), 8 2,35 — 2,48 ppm (bs, 2H, CH2), 6 2.5 — 2,67 ppm (bs, 2H, CH>), §
7.4 — 8,2 ppm (m, CelHs).

Piiklad 13: Syntéza 11-(4-methylfenyl)undekanoyl derivatu Kyseliny hyaluronové
(UNFEHA), pomoci baze DIPEA

1.8 g (4,50 mmol, 15 x 10° g/mol ) hyaluronanu sodného bylo rozpusténo v 18 ml
demineralizované vody. Po uplném rozpudténi byla ptidana baze DIPEA (2 ekv), v
dimethylsulfoxidu (9 ml) a DMAP (0,045 mmol, 0,01 ekv.). Zaroveti byla rozpusténa kyselina
1 1-(4-methylfenyl)undekanova (0,871 g, 3,15 mmol, 0,7 ekv) v dimethylsulfoxidu (9 ml), poté
byly do roztoku pfidany 1,16 g DIPEA (9 mmol,2 ekv.) a 0,37 ml benzoylchiorid (3,15 mmol,
0,7 ekv.). Po piidavku benzoylchloridu byla reak&ni smés michana pravé 30 min. pfi laboratorn{
teploté (25 °C). Takto aktivovana kyselina [1-(4-methylfenyljundekanova (0,7 ekv) byla
pfidana k roztoku hyaluronanu. Reakce probihala pfi laboratorni teplot€ 2 hod. Poté bylo
k reakéni smési pfidano 150 ml absolutniho propan-2-olu a nasyceny roztok NaCl (cca 2 ml),
aby doslo k vysraZeni produktu. Tato smés byla ponechdna dekantovat. Po dekantaci byla
vétSina tekutiny slita a sraZenina byla promyta vodnym roztokem propan-2-olu (85% obj., 4 x
50 ml) a poté absolutnim propan-2-olem (4 x 50 ml) pro odstranéni vody. SraZenina byla susena
15 hod. pfi 40 °C.

SS 8 % ("H NMR)



'H NMR (D:0) signély acylu: § 0,95 — 1,4 ppm (bs, 12H, CHz), 8 1,4 — 1,7 ppm (bs, 4H, CHy),
8 2,3 ppm (bs, 3H, CH3), 8 2,35 — 2,48 ppm (bs, 2H, CHz), 6 2,5 — 2,67 ppm (bs, 2H, CH>), 6
7.4 - 8,2 ppm (m, Cglls).

Piiklad 14: Syntéza 11-(4-methylfenyl)undekanoyl derivatu Kkyseliny hyaluronové
(UNFEHA), pomoci baze DIPEA

1.8 g (4,50 mmol, 15 x 10° g/mol) hyaluronanu sodného bylo rozpusténo v 18 ml
demineralizované vody. Po uplném rozpusténi byla ptidana baze 1,17 g DIPEA (9 mmol, 2
ekv.) v tetrahydrofuranu (9 ml) a DMAP (0,045 mmol, 0,01 ekv.). Zaroveil byla rozpusténa
kyselina 11-(4-methylfenyl)undekanova (0,871 g, 3,15 mmol, 0,7 ekv.) v tetrahydrofuranu (9
ml), poté byly do roztoku pridiny DIPEA (2 ekv) a benzoylchlorid (3,15 mmol, 0,7 ekv.). Po
piidavku benzoylchloridu byla reakéni smés michana praveé 30 min pfi teploté€ cca 0 °C. Takto
aktivovana Kkyselina 11-(4-methylfenyl)undekanova (0,7 ekv.) byla ptiddna k roztoku
hyaluronanu. Reakce probihala pfi laboratorni teploté 2 hod. Poté bylo k reak&ni smési pfidano
150 ml absolutniho propan-2-olu a nasyceny roztok NaCl (cca 2 ml), aby doSlo k vysrazeni
produktu. Tato smés byla nechdna dekantovat. Po dekantaci byla vétsina tekutiny slita a
srazenina byla promyta vodnym roztokem propan-2-olu (85% obj., 4 x 50 ml) a poté absolutnim
propan-2-olem (4 x 50 ml) pro odstranéni vody. Srazenina byla susena 15 hod. pfi 40 °C.

SS 17 % ("HNMR)

"H NMR (D>0) signaly acylu: 6 0,95 — 1,4 ppm (bs, 12H, CH>), 3 1,4 — 1.7 ppm (bs, 4H, CH>),
8 2,3 ppm (bs, 3H, CH3), 8 2,35 — 2,48 ppm (bs, 2H, CH2), 8 2,5 — 2,67 ppm (bs, 2H, CH»), 5
7.4 — 8.2 ppm (m, C¢Hs).

Priklad 15: Syntéza 11-(4-methylfenyl)undekanoyl derivitu Kkyseliny hyaluronové
(UNFEHA)

2,00 g (5.0 mmol, 1,5 x 10* g/mol) hyaluronanu sodného bylo rozpusténo v 20 ml
demineralizované vody. Po Gplném rozpusténi byl do roztoku HA ptidan isopropanol (10 ml),
1,25 g nebo 1,74 ml DIPEA (10 mmol, 2 ekv) a 6,1 mg DMAPu (0,5 mmol, 0,01 ekv.). V 10
ml IPA bylo rozpusténo 0,96 g kyseliny 11-(4-methylfenyl)undekanové (3,5 mmol, 0,7 ekv),
poté bylo do roztoku pridano 1,74 ml N,N-diisopropylethylaminu (10 mmol, 2 ekv.) a 0,40 ml
benzoylchloridu (3,50 mmol, 0,7 ekv.). Pii aktivaci byla reakéni smés michana pfi 10 °C po 30

min. Roztok aktivované kyseliny 11-(4-methylfenyl)undekanova (0,7 ekv), byl pfimichan do
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roztoku hyaluronanu. Reakce probihala pfi laboratorni teploté 2 hod. Poté byl k reak¢ni smési
pridan nasyceny roztok chloridu sodného (cca 2 ml) a ddle 150 ml 100% isopropanolu, aby
doslo k vysrazeni produktu. Tato smés byla nechdna dekantovat. Po dekantaci byla vétSina
tekutiny slita a sraZenina byla promyta vodnym roztokem propan-2-olu (85% obj., 4 x 50 ml) a
poté absolutnim propan-2-olem (4 x 50 ml) pro odstranéni vody. SraZenina byla suSena 15 h pfi
40 °C.

SS 10 % (*H NMR na Obr. 3 a HSQC na Obr. 4).

"H NMR (D:0) signaly acylu: § 0,95 — 1.4 ppm (bs, 12H, CH>), § 1,4 — 1,7 ppm (bs, 4H, CH>),
8 2,3 ppm (bs, 3H, CH3), 8 2,35 — 2,48 ppm (bs. 2H, CHz), § 2,5 - 2,67 ppm (bs, 2H, CH2), 6
7.4 — 8,2 ppm (m, C¢Hs).

Priklad 16: Syntéza 11-(4-methylfenyl)undekanoyl derivatu Kkyseliny hyaluronové
(UNFEHA)

0.43 g (1,075 mmol, 1,5 x 10* g/mol) hyaluronanu sodného bylo rozpusténo v 18 ml
demineralizované vody. Po (ipIném rozpusténi byla ptidana baze 0,37 ml (DIPEA, 2,15 mmol,2
ekv.), absolutni propan-2-ol (9 ml) a 0,006 g DMAP (0,045 mmol, 0,01 ekv). Zaroven byla
rozpusténa kyselina 11-(4-methylfenyl)undekanova (0,29 g, 1,07 mmol, 1,0 ekv.) v absolutnim
propan-2-olu (9 ml), poté bylo do roztoku pfidano 0,37 ml DIPEA (2,15 mmol, 2 ekv.), a 0,12
ml benzoylchloridu (3,15 mmol, 1,0 ekv.). Po ptidavku benzoylchloridu byla reak¢ni smés
michdna pravé 30 min pfi teplot¢ cca 0 °C. Takto aktivovand kyselina 11-(4-
methylfenyl)undekanova (1,0 ekv.) byla pfidana k roztoku hyaluronanu. Reakce probihala pfi
laboratorni teploté 2 hod. Poté bylo k reakéni smési pfidano 150 ml absolutniho propan-2-olu
a nasyceny roztok NaCl (cca 2 ml), aby doslo k vysrazeni produktu. Tato smés byla nechdna
dekantovat. Po dekantaci byla vétSina tekutiny slita a sraZenina byla promyta vodnym roztokem
propan-2-olu (85% obj., 4 x 50 ml) a poté absolutnim propan-2-olem (4 x 50 ml) pro odstranéni

vody. SraZenina byla susena 15 hod. pfi 40 °C.

SS 33 % ('H NMR)



'H NMR (D:0) signély acylu: 8 0,95 — 1,4 ppm (bs, 12H, CHz), & 1.4 - 1,7 ppm (bs, 4H, CHy),
52,3 ppm (bs, 3H, CH3), § 2,35 — 2,48 ppm (bs, 2H, CH2), 6 2,5 — 2,67 ppm (bs, 2H, CH>), &
7.4 — 8,2 ppm (m, CsHs).

Priklad 17: PFiprava 4-alkyl-oxy-benzoové Kyseliny (RO-CsHs-COOH)

Stru¢nég, 2,0 g kyseliny 4-hydroxybenzoové (14,5 mmol) bylo rozpusténo ve 10% roztoku
NaOH ve vodé (1,252 g NaOH v 12,5 ml vody). Poté bylo ptidano 50ml DMSO pti teploté
80°C. Do reakce byl pfidavan n-alkyl-bromid (15,5 mmol, 1,1 ekv). Reak¢éni smés byla michana
4 hod. pfi laboratorni teploté. Reakéni smés byla vlita do ledové vody (120 ml), Pomoci
koncentrované HCI bylo pH prevedeno do kyselé oblasti (pH 2). Precipitat byl filtrovan pies
fritu pomoci sniZeného tlaku. Produkt byl rekrystalizovén s roztokem acetonitril: vodu (50/50

obj/obj).

% 1) NaOH, n-alkylbromid, DMSO : H,0O 0
OH 2) led, HCI

OH

a)  kyselina 4-oktyl-oxy-benzoovia: 'H NMR (CDCl3): § 0,89 ppm (t, 3H, CH3), 8 1,2 —
1,4 ppm (m, 8H, CH2), 8 1,47 ppm (kv, 2H, CHz), 6 1,81 ppm (kv, 2H, CH2), 6 4,02 ppm (t,
2H, CHy), § 6,93 ppm (d. 2H, CH), & 8,05 ppm (d, 2H, CH), § 11,88 ppm (s, 1H, COOH).
Vytezek: 84%
b)  Kyselina-4-(decanoyl-oxy)benzoova: '"H NMR (CDCl3): 3 0,8 ppm (t. 3H, CH3), § 1,2
- 1,4 ppm (m, 10H, CHa), § 1,47 ppm (kv, 2H, CHz), 6 1.8 ppm (kv, 2H, CHz), 6 4,02 ppm (t,
2H, CH>). 8 6,93 ppm (d, 2H, CH), & 8,05 ppm (d, 2H, CH), 6 11,88 ppm (s, 1H, COOH).
Vytezek: 60%
c) Kyselina-4-(dodekanoyloxy)benzoova: 'H NMR (CDCls): § 0,8 ppm (t, 3H, CHs), 8
1,2 - 1,4 ppm (m, 12H, CHz), 8 1.47 ppm (kv, 2H, CHz), 8 1,8 ppm (kv, 2H, CH2), 6 4,02 ppm
(t, 2H, CHy), 8 6,93 ppm (d, 2H, CH), 6 8,05 ppm (d, 2H, CH), 6 11,88 ppm (s, 1H, COOH).
Vytezek: 45%

Piiklad 18: Syntéza 4-oktyloxybenzoyl derivatu (OBEHA) kyseliny hyaluronové pomoci
baze DIPEA
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0.5 g (1,25 mmol, 6 x 10° g/mol) hyaluronanu sodného bylo rozpusténo v 8 ml
demineralizované vody. Po aplném rozpusténi byla ptidana baze 4,4 ml DIPEA (2,5mmol, 2
ekv.), absolutni propan-2-ol (4 ml) a dimethylaminopyridin (DMAP, 0,0125 mmol, 0,01 ekv.).
Zaroven byla rozpusténa Kkyselina 4-oktyl-oxybenzoovd (0,6960 g, 2,5 mmol, 2 ekv)
v absolutnim propan-2-olu (8 ml), poté bylo do roztoku ptidano 6,6 ml DIPEA (3,75 mmol, 3
ekv.) a 0,25 ml benzoylchloridu (2,5 mmol, 2 ekv.). Po pfidavku benzoylchloridu byla reakéni
smés michdna pravé 30 min. za laboratorni teploty. Takto aktivovand kyselina 4-oktyl-
oxybenzoova (2 ekv.) byla piidana k roztoku hyaluronanu. Reakce probihala pti 37°C, 12 hod.
Poté bylo k reakéni smési pridano 100 ml absolutniho propan-2-olu a nasyceny roztok NaCl
(cca 0,5 ml), aby doSlo k vysrdZeni produktu. Tato smé&s byla ponechana dekantovat. Po
dekantaci byla vétSina tekutiny slita a sraZenina byla promyta vodnym roztokem propan-2-olu
(85% obj.. 4 x 25 ml) a poté absolutnim propan-2-olem (4 x 25 ml) pro odstranéni vody.
SraZenina byla suSena 15 hod. pii 40 °C.

SS 0,57 % (‘"H NMR)

"H NMR (D:20) signdly acylu: § 0,85 ppm (s, 3H, CH3), & 1,19 — 1,40 ppm (m, 12H, CH), &
1,45 ppm (bs, 2H, CH>), 6 1,70 — 1,84 ppm (bs, 2H, CH»), 8 4,09 — 4,24 (bs, 2H, CH»), 7,28
— 8,21 (m, 4H, CeHa).

Priklad 19: Syntéza 4-oktyloxybenzoyl derivitu (OBEHA) kyseliny hyaluronové pomoci
baze TEA

0,1 g (0,25 mmol, 6 x 103 g/mol) hyaluronanu sodného bylo rozpusténo v 2 ml
demineralizované vody. Po Gplném rozpusténi byla ptidana baze 0,102 ml (TEA, 3 ekv),
absolutni propan-2-ol (4 ml) a 2 mg dimethylaminopyridinu (DMAP, 0.0125 mmol, 0,01 ekv.).
Zaroven byla rozpusténa 0,094 g kyseliny 4-oktyloxybenzoové (0,375 mmol, 1,5 ekv.) v
absolutnim propan-2-olu (2 ml), poté byly do roztoku ptidany 0,102 ml TEA (3 ekv.) a 0,044
ml benzoylchlorid (0,375 mmol, 1,5 ekv). Po pfidavku benzoylchloridu byla reak¢ni smés
michana 30 min. za laboratorni teploty. Takto aktivovand kyselina 4-oktyloxybenzoova (1,5
ekv.) byla p¥idana k roztoku hyaluronanu. Reakce probihala 3 hod pfi laboratorni teploté. Poté
bylo k reakéni smési pfidano 25 ml absolutniho propan-2-olu a nasyceny roztok NaCl (cca 0,5
ml), aby doslo k vysraZzeni produktu. Tato smés byla nechana dekantovat. Po dekantaci byla

vétSina tekutiny slita a sraZzenina byla promyta vodnym roztokem propan-2-olu (85% obj., 4 x
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25 ml) a poté absolutnim propan-2-olem (4 x 25 ml) pro odstranéni vody. SraZenina byla
susena 15 hod. pii 40 °C.

SS 5,7 % (1HNMR)

IH NMR (D20) signaly acylu: § 0,86 ppm (s, 3H, CH3), § 1,21 — 1,40 ppm (m, 8H, CH2), 6
1,41 - 1,51 ppm (bs, 2H, CH2), 5 1,70 — 1.85 ppm (bs, 2H, CH2), 6 4,09 — 4,24 ppm (bs, 2H,
CH2), 8 7,35 - 8,19 ppm (m, 4H. C6H4).

Priklad 20: Syntéza 4-oktyloxybenzoyl derivatu (OBEHA) kyseliny hyaluronové pomoci
baze TEA

1.0 g (2,5 mmol, 6 x 10° g/mol) hyaluronanu sodného bylo rozpusténo v 2 ml demineralizované
vody. Po uplném rozpusiténi byla pfidana baze 1,02 ml (TEA, 3 ekv), absolutni propan-2-ol (4
ml) a 2 mg dimethylaminopyridinu (DMAP, 0,0125 mmol, 0,01 ekv.). Zarovefi byla rozpusténa
0,94 g kyseliny 4-oktyloxybenzoové (3,75 mmol, 1,5 ekv.) v absolutnim propan-2-olu (2 ml),
poté byly do roztoku pfidany 1,02 ml (TEA, 3 ekv), a 0,53 ml benzoylchloridu (0,375 mmol,
1,5 ekv). Po pridavku benzoylchloridu byla reakéni smés michdna 3 hod. 15 min za 5°C. Takto
aktivovana kyselina 4-oktyloxybenzoova (1,5 ekv.) byla pfiddna k roztoku hyaluronanu.
Reakce probihala 19 hod pfi laboratorni teploté. Poté bylo k reakéni smési pfidano 25 ml
absolutniho propan-2-olu a nasyceny roztok NaCl (cca 0,5 ml), aby doslo k vysrazeni produktu.
Tato smé&s byla nechana dekantovat. Po dekantaci byla vétsina tekutiny slita a sraZenina byla
promyta vodnym roztokem propan-2-olu (85% obj., 4 x 25 ml) a poté absolutnim propan-2-

olem(4 x 25 ml) pro odstranéni vody. Srazenina byla susena 15 hod. pfi 40 °C.

SS 6,7 % (‘HNMR)

"H NMR (D:0) signély acylu: 8 0,86 ppm (s, 3H, CH3), 8 1,21 — 1,40 ppm (m, 8H, CH>), & 1,41
- 1,51 ppm (bs, 2H, CH>), 8 1,70 — 1,85 ppm (bs, 2H, CHy). 6 4,09 — 4,24 ppm (bs, 2H, CHz),
87,35 -8,19 ppm (m, 4H, CsH4).

Priklad 21: Syntéza 4-oktyloxybenzoyl derivatu (OBEHA) kyseliny hyaluronové pomoci
baze TEA

0,50 g (1,25 mmol, 1.5 x 10* g/mol) hyaluronanu sodného bylo rozpusténo v 10 ml
demineralizované vody. Po Uplném rozpusténi byla pfidana baze 0,170 ml (TEA, 1 ekv),
absolutni propan-2-ol (10 ml) a 8 mg dimethylaminopyridinu (DMAP, 0,0625 mmol, 0,05

ekv.). Zarovef byla rozpusténa 0,313 g kyseliny 4-oktyloxybenzoové ( 1,25 mmol, 1,0 ekv.)
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v absolutnim propan-2-olu (2 ml), poté byly do roztoku pfidany 0,170 ml TEA (1 ekv.) a 0,144
ml benzoylchloridu (1,25 mmol, 1,0 ekv). Reakéni smés byla michdna 30 min. za laboratorni
teploty. Takto aktivovana kyselina 4-oktyloxybenzoova (1,0 ekv.) byla pfidina k roztoku
hyaluronanu. Reakce probihala 3 hod pfi laboratorni teploté. Poté bylo k reakéni smési pridano
25 ml absolutniho propan-2-olu a nasyceny roztok NaCl (cca 0,5 ml), aby do$lo k vysraZeni
produktu. Tato smés byla nechdna dekantovat. Po dekantaci byla vétsina tekutiny slita a
srazenina byla promyta vodnym roztokem propan-2-olu (85% obj., 4 x 25 ml) a poté absolutnim

propan-2-olem(4 x 25 ml) pro odstranéni vody. SraZenina byla suSena 15 hod. pfi 40 °C.

SS 4,4 % (‘HNMR)

"H NMR (D;0) signaly acylu: & 0,86 ppm (s, 3H, CH3), 8 1,21 — 1,40 ppm (m, 8H, CHy), 6 1,41
— 1,51 ppm (bs, 2H, CH>), 8 1,70 — 1,85 ppm (bs, 2H, CHz), 3 4,09 — 4,24 ppm (bs, 2H, CH>),
87,35 - 8,19 ppm (m, 4H, CsHa).

Priklad 22: Syntéza 4-oktyloxybenzoyl derivatu (OBEHA) kyseliny hyaluronové pomoci
baze TEA

0,5 g (1,25 mmol, 1,5 x10%/mol) hyaluronanu sodného bylo rozpusténo v 10 ml
demineralizované vody. Po dplném rozpusténi byla pfidéna baze 0,5 ml (TEA, 3 ekv.) v
absolutnim propan-2-olu (4 ml) a 8 mg dimethylaminopyridinu (DMAP, 0,0125 mmol, 0,05
ekv.). Zaroven byla rozpusténa kyselina 4-oktyloxybenzoova (0.469 g, 1,87 mmol, 1.5 ekv.)
v absolutnim propan-2-olu (10 ml), poté byly do roztoku pfidany TEA (3 ekv.) a benzoylchlorid
(1,87 mmol, 1,5 ekv.). Po pridavku benzoylchloridu byla reakéni smés michéna pravé 4 hod pfi
60°C. Takto aktivovand 4-oktyloxybenzoova kyselina (1.5 ekv.) byla pfiddna k roztoku
hyaluronanu. Reakce probihala pii laboratorni teplotu 24 hod. Poté bylo k reakéni smési pFidano
100 ml absolutniho propan-2-olu a nasyceny roztok NaCl (cca 0,5 mi), aby doglo k vysrézeni
produktu. Tato smés byla nechéna dekantovat. Po dekantaci byla vétSina tekutiny slita a
sraZenina byla promyta vodnym roztokem propan-2-olu (85% obj.. 4 x 25 ml) a poté absolutnim

propan-2-olem(4 x 25 ml) pro odstranéni vody. SraZenina byla suSena 15 hod. pfi 40 °C.

SS 3.8 % ('"HNMR)

"H NMR (D:0) signaly acylu: § 0,86 ppm (s, 3H, CH3), 8 1,21 — 1.40 ppm (m, 8H, CH), § 1.41
— 1,51 ppm (bs, 2H, CHy), 8 1,70 — 1,85 ppm (bs, 2H, CHz), § 4,09 — 4,24 ppm (bs, 2H, CHz),
87,35 - 8,19 ppm (m, 4H, CsHs).
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Priklad 23: Syntéza 4-oktyloxybenzoy! derivatu (OBEHA) kyseliny hyaluronové pomoci
baze TEA

0.1 g (025 mmol, 1,5x10* g/mol) hyaluronanu sodného bylo rozpusténo v 10 ml
demineralizované vody. Po uplném rozpuiténi byla piidana baze 0,102 ml (TEA, 2
ekv.),absolutni propan-2-ol (4 ml) a 2 mg dimethylaminopyridinu (DMAP, 0,0125 mmol, 0,05
ekv.). Zarovei byla rozpusténa kyselina 4-oktyloxybenzoova (0,125 g, 0,5 mmol, 2 ekv.)
v absolutnim propan-2-olu (10 ml), poté byly do roztoku priddny TEA (2 ekv.) a 0,44 ml
benzoylchloridu (0,375 mmol, 2 ekv.). Po pfidavku benzoylchloridu byla reak¢ni smés michana
pravé 30 min za laboratorni teploty. Takto aktivovana 4-oktyloxybenzoova kyselina (2 ekv.)
byla ptidana k roztoku hyaluronanu. Reakce probihala pfi 60°C, 24 hod. Poté bylo k reakéni
smési pfidano 100 ml absolutniho propan-2-olu a nasyceny roztok NaCl (cca 0,5 ml), aby doslo
k vysrazeni produktu. Tato smés byla ponechdna dekantovat. Po dekantaci byla vétSina tekutiny
slita a sraZenina byla promyta vodnym roztokem propan-2-olu (85% obj., 4 x 25 ml) a poté
absolutnim propan-2-olem (4 x 25 ml) pro odstranéni vody. SraZenina byla susena 15 hod. pfi
40 °C.

SS 5,0 % ('"HNMR)

'"H NMR (D:0) signély acylu: § 0,86 ppm (s, 3H, CH3), & 1,21 — 1,40 ppm (m, 8H, CH2), 5 1.41
— 1,51 ppm (bs, 2H, CHy), 8 1,70 — 1,85 ppm (bs, 2H, CHz), 6 4,09 — 4,24 ppm (bs, 2H, CHa),
837,35 -8,19 ppm (m, 4H, CsHa).

Piklad 24: Syntéza 4-oktyloxybenzoyl derivatu (OBEHA) kyseliny hyaluronové pomoci
baze TEA

0,5 g (1,25 mmol, 1,15 x10° g/mol) hyaluronanu sodného bylo rozpuSténo v 10 ml
demineralizované vody. Po Gplném rozpusténi byla pfiddna baze 0,5 ml (TEA, 3 ekv.) v
absolutnim propan-2-olu (4 ml) a 8 mg dimethylaminopyridinu (DMAP, 0,0125 mmol, 0.05
ekv.). Zaroveii byla rozpusténa kyselina 4-oktyloxybenzoova (0,469 g, 1,87 mmol, 1,5 ekv.)
v absolutnim propan-2-olu (10ml), poté byly do roztoku pfidany TEA (3 ekv.) a benzoylchlorid
(1,87 mmol, 1,5 ekv.). Po ptidavku benzoylchloridu byla reakéni smés michana pravé 3 hod.

15 min za 10°C. Takto aktivovana 4-oktyloxybenzoovéa kyselina (1,5 ekv.) byla pfidana



k roztoku hyaluronanu. Reakce probihala za laboratorni teploty po dobu 20h. Poté bylo
k reakéni smési pFidano 100 ml absolutniho propan-2-olu a nasyceny roztok NaCl (cca 0,5 ml),
aby doslo k vysraZeni produktu. Tato smé&s byla nechana dekantovat. Po dekantaci byla vétSina
tekutiny slita a sraZenina byla promyta vodnym roztokem propan-2-olu (85% obj., 4 x 25 ml)
potom absolutnim propan-2-olem (4 x 25 ml) pro odstranéni vody. SraZenina byla suSena 15

hod. pii 40 °C.

SS 22,7 % ('"HNMR)

"H NMR (D;0) signaly acylu: & 0,86 ppm (s, 3H, CH3), 8 1.21 — 1,40 ppm (m, 8H, CH>), 1,41
~ 1,51 ppm (bs, 2H, CHz), 8 1,70 — 1,85 ppm (bs, 2H, CH>), 8 4,09 — 4,24 ppm (bs, 2H, CH>),
07,35 ~8,19 ppm (m, 4H, CsHa).

Piiklad 25: Syntéza 4-oktyloxybenzoyl derivatu (OBEHA) kyseliny hyaluronové pomoci
baze TEA

1,0 g (2,5 mmol, 42 x 10* g/mol) hyaluronanu sodného bylo rozpusténo v 8 ml
demineralizované vody. Po Gplném rozpusténi byla pfidana baze 1,02 ml (TEA, 7,5 mmol 3
ekv.), absolutni propan-2-ol (4 ml) a 16 mg dimethylaminopyridinu (DMAP, 0,0125 mmol,
0,01 ekv.). Zaroven byla rozpusténa kyselina 4-oktyl-oxybenzoova (0,93 g, 3,75 mmol, 1,5
ekv.) v absolutnim propan-2-olu (8 ml), poté byly do roztoku ptidany 1,02 ml TEA (7,5 mmol,
3 ekv.) a 0,43 ml benzoylchloridu (3,75 mmol, 1,5 ekv.). Po pfidavku benzoylchloridu byla
reakéni smés michana pravé 3 hod. 15 min. za 10°C. Takto kyselina aktivovana 4-oktyl-
oxybenzoova (1,5 ekv.) byla pfidana k roztoku hyaluronanu. Reakce probihala pfi laboratorni
teploté 20 h. Poté bylo k reakéni smési ptidano 100 ml absolutniho propan-2-olu a nasyceny
roztok NaCl (cca 0,5 ml), aby doslo k vysrazeni produktu. Tato smés byla ponechdna
dekantovat. Po dekantaci byla vét$ina tekutiny slita a sraZzenina byla promyta vodnym roztokem
propan-2-olu (85% obj., 4 x 25 ml) a poté absolutnim propan-2-olem (4 x 25 ml) pro odstranéni

vody. SraZenina byla susena 15 h pfi 40 °C.
SS 16 % ("H NMR) na Obr. 5.

"H NMR (D:0) signaly acylu: 8 0,85 ppm (s, 3H, CH3), 8 1,19 — 1,40 ppm (m, 12H, CH>), 8
1,45 ppm (bs, 2H, CH), & 1,70 — 1,84 ppm (bs, 2H, CHa), & 4,09 —4.24 (bs, 2H, CH>), 6 7,28
~ 8,21 (m, 4H, CsHa).
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Ptiklad 26: Syntéza 4-oktyloxybenzoyl derivatu (OBEHA) kyseliny hyaluronové pomoci
baze TEA

0,5 g (1,25 mmol) 1,98 x 10° g/mol hyaluronanu sodného bylo rozpudténo v 10 ml
demineralizované vody. Po Gplném rozpusténi byla pfidana baze 0,5 ml TEA (3,75 mmol, 3
ekv.) v absolutni propan-2-olu (4 ml) a 8 mg dimethylaminopyridinu (DMAP, 0,0125 mmol,
0,05 ekv.). Zaroven byla rozpusténa kyselina 4-oktyloxybenzoova (0,469 g, 1,87 mmol, 1,5
ekv.) v absolutnim propan-2-olu (10 ml), poté byly do roztoku pfidiny TEA (3 ekv.) a
benzoylchlorid (1,87 mmol, 1,5 ekv.). Po pfidavku benzoylchloridu byla reakéni smés michéna
pravé 3h 15 min za 10°C. Takto aktivovana 4-oktyloxybenzoova kyselina (1.5 ekv.) byla
pfidana k roztoku hyaluronanu. Reakce probihala za laboratorni teploty 20 h. Poté bylo k
reakéni smési pridano 100 ml absolutniho propan-2-olu a nasyceny roztok NaCl (cca 0.5 ml),
aby doslo k vysrazeni produktu. Tato smés byla nechéna dekantovat. Po dekantaci byla vétSina
tekutiny slita a srazenina byla promyta vodnym roztokem propan-2-olu (85% obj., 4 x 25 ml)
potom absolutnim propan-2-olem(4 x 25 ml) pro odstranéni vody. SraZenina byla suSena 15
hod. pti 40 °C.

SS 35 % ('"H NMR)

'"H NMR (D:0) signaly acylu: 8 0,85 ppm (s, 3H, CH3), 8 1,19 — 1,40 ppm (m, 12H, CHy), 3
1,45 ppm (bs, 2H, CH2), 5 1,70 — 1,84 ppm (bs, 2H, CH2), 6 4,09 — 4,24 (bs, 2H, CH>), 6 7,28
- 8,21 (m, 4H, CsHa).

Priklad 27. Syntéza 4-dekanoyloxybenzoyl derivatu kyseliny hyaluronové pomoci baze
TEA

0.5 g (1,25 mmol, 1.5 x 10* g/mol) hyaluronanu sodného bylo rozpuiténo v 8 ml
demineralizované vody. Po aplném rozpusténi byla ptidana baze 1,2 ml TEA (6,25mmol, 6
ekv.), absolutni propan-2-ol (4 ml) a dimethylaminopyridin (DMAP 0,065 mmol, 0,05 ekv.).
Zarovel byla rozpudténa kyselina 4-dekanoxybenzoova (0.8 g, 2,5 mmol, 2.0 ekv.)
v absolutnim propan-2-olu (8 ml), poté byly do roztoku ptidany 1,2 ml TEA (6,25 mmol, 6
ekv.), a benzoylchlorid (2,5 mmol. 2,0 ekv.). Po pfidavku benzoylchloridu byla reak¢ni smés

michéna pravé 2h min. za 10°C. Takto aktivovana kyselina 4-dekanoxybenzoova (2,0 ekv.)
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byla pfidana k roztoku hyaluronanu. Reakce probihala pti laboratorni teploté 20 hod. Poté bylo
k reak&ni smési pridano 100 ml absolutniho propan-2-olu a nasyceny roztok NaCl (cca 0,5 ml),
aby doslo k vysrazeni produktu. Tato smés byla nechana dekantovat. Srazenina byla promyta
vodnym roztokem propan-2-olu (85% obj., 4 x 25 ml) a poté absolutnim propan-2-olem (4 x

25 ml) pro odstranéni vody. Srazenina byla suSena 15 hod. pfi 40 °C.

SS 10 % ("H NMR)

"H NMR (D;0) signély acylu: 8 0,83 ppm (bs, 3H, CH3), § 1,18 — 1,50 ppm (m, 18H, CHb), &
1,69 ppm (m, 2H, CH>), 8 4,12 ppm (bs, 2H, CHz), 3 6,82 — 8,18 ppm (m, 4H, CsHa).

Priklad 28. Syntéza 4-dodecyloxybenzoyl derivatu Kyseliny hyaluronové pomoci baze
TEA

0,5 g (1,25 mmol, 1,5 x 10" g/mol) hyaluronanu sodného bylo rozpuiténo v 8 ml
demineralizované vody. Po uplném rozpusténi byla ptidana baze 1,2 ml TEA (6,25mmol, 6
ekv.), absolutni propan-2-ol (4 ml) a dimethylaminopyridin (DMAP, 0,0065 mmol, 0,05 ekv.).
Zarovei byla rozpusténa kyselina 4-dodecyl-oxy-benzoova (0, 9 g, 2,5 mmol, 2.0 ekv.)
v absolutnim propan-2-olu (8 ml), poté byly do roztoku pfidany 2 ml TEA (6,25mmol. 6 ekv.),
a benzoylchlorid (2,5 mmol, 2,0 ekv.). Po pfidavku benzoylchloridu byla reakéni smés michana
pravé 30 min. za 10°C. Takto aktivovand kyselina 4-dodecyloxybenzoova (2,5 ekv.) byla
pfidana k roztoku hyaluronanu. Reakce probihala pfi laboratorni teploté 20 hod. Poté bylo
k reakéni smési pidano 100 ml absolutniho propan-2-olu a nasyceny roztok NaCl (cca 0,5 ml),
aby doslo k vysrazeni produktu. Tato smés byla nechana dekantovat. SraZzenina byla promyta
vodnym roztokem propan-2-olu (85% obj.. 4 x 25 ml) a poté absolutnim propan-2-olem (4 x

25 ml). SraZenina byla susena 15 hod. pii 40 °C.
SS 7% ('HNMR)

'"H NMR (D-0) signdly acylu: & 0,83 ppm (bs, 3H, CH3), 6 1,18 — 1,50 ppm (m, 18H, CHz), 3
1,69 ppm (m, 2H, CHy), 8 4,12 ppm (bs, 2H. CHz), 6 6,82 — 8,18 ppm (m, 4H, CcHa).

Priklad 29. PFiprava kyseliny 11-(9-karbazolyl)undekanové:

Krok 1: Alkylace karbazolu: 1,008 g (5,985 mmol) karbazolu a 1,8 ml (7,459 mmol) methyl
11-bromundekanodtu bylo piidano v acetonitrilu, dale 0,4805 g K»CO; (17,95 mmol) bylo

rozsuspendovano v smes. Reakce byla zahF{vana k refluxu 28 h, po chlazeni na laboratorni
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teplotu byla zfiltrovéna pres skladany filtr, organicka faze byla odpatena, v baiice zlstala smés

bilych a zlutych krystalil a jasné zluta kapalina, Vytézek: 0,70 g.

Krok 2, §tépeni: 0,6820 g (17,05 mmol) NaOH bylo rozpusténo v 6,85 ml MeOH, v tomto
roztoku bylo smichdno 0,9995 g methylesteru kyseliny 11-(9-karbazolyl)undekanové:, prasek
byl dispergovan a zahfivan k refluxu Sh. Disperze byla vlita na fritu. Filtrat byl okyselen
koncentrovanou HCI, potom byl filtrovan pfes fritu za snizeného tlaku, promyt EtOH, ¢ast

krystalki prosla pres fritu.  Vytézek: 0,5651 g.

'H NMR (CDCl): 6 0,83 ppm (bs, 3H, CH3), § 1,2 — 1,30 ppm (m, 13H, CHz), & 1,6 ppm (m,
2H, CHz), 3 1.9 ppm (m, 2H, CHy), 64,3 ppm (m, 2H, CH>), § 7.2 ppm (m, 2H, 6 7,3 ppm (m,
4H, CHa), . § 8,0 ppm (m, 2H, CsHy)

Priklad 30. Syntéza kyseliny 11-(9-karbazolyl)undekanové derivatu kyseliny hyaluronové
pomoci baze DIPEA

0,4996 g (1,25 mmol, 1,5 x 10* g/mol) hyaluronanu sodného bylo rozpoudténo v 8 ml demi
H>O, poté byly pfidany 0,3231g DIPEA (2,5 mmol, 2ekv.) a AIPA (2 ml) a DMAP (1,8 mg,).
0,2 g kyseliny1 1-(9-karbazolyl)undekanové (0,6242 mmol, 0,5 ekv.) bylo rozpusténo v 8
ml AIPA po cca 5 min. bylo pfidano 0,3231g DIPEA (2,5 mmol, 2ekv.), a ptidavek 0,07 ml
benzoylchloridu (0,62 mmol, 0,5 ekv). Po pfidavku benzoylchloridu byla smés michana 30 min.
pfi laboratorni teploté. Takto aktivovand kyselinal 1-(9-karbazolyl)undekanova (0,5 ekv) byla
pfidana k roztoku hyaluronanu. Reakce probihala pti laboratorni teploté 3 hod. Poté bylo k
reak¢ni smési pridano 100 ml absolutniho propan-2-olu a nasyceny roztok NaCl (cca 0,5 ml),
aby doSlo k vysrdzeni produktu. Tato smé&s byla ponechana dekantovat. Po dekantaci byla
vétsina tekutiny slita a sraZenina byla promyta vodnym roztokem propan-2-olu (85% obj., 4 x
25 ml) a poté absolutnim propan-2-olem (4 x 25 ml) pro odstranéni vody. SraZenina byla suSena

15 hod. pti 40 °C.

SS =4 % (DS urcovéno podle pikit na 0.83 (2H) a 2,1 (3H) ppm

'H NMR (D;0): signély acylu: 5 0,83 ppm (bs, 3H, CHs), § 1,2 — 1,30 ppm (m, 13H, CHz), §
1,6 ppm (m, 2H, CH2), $ 1,9 ppm (m, 2H, CH2),  3.2-4,0 ppm ). 6 7.2 ppm (m, 2H, & 7.3 ppm
(m, 4H, C6H4), . 8.0 ppm (m, 2H, CsHa). Signdly HA: 6 2.1 ppm (s, 3H, NHCH3), (m, 10H,
skeletal HA), 6 4,5 ppm (d. 2H, diasterotopicky, HA)
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Priklad 31. Syntéza Kkyseliny 11-(9-karbazolyl) undekanové derivatu  Kyseliny

hyaluronové pomoci bize DIPEA

0,51 g (1,25 mmol, 1,5 x 10* g/mol) hyaluronanu sodného bylo rozpoudténo v 8 ml demi H20,
poté byly pridany 0,3231¢ DIPEA (2.5 mmol, 2 ekv.), a AIPA (2 ml) a DMAP (1,8 mg,). 0,2 g
kyseliny 11-(9-karbazolyl)undekanové (1,25 mmol, 1 ekv) bylo rozpusténo v 8 ml AIPA. Po
cca 5 min. bylo pfidano 0,3231g DIPEA (2,5 mmol, 2 ekv.), a piidavek 0,14 ml benzoylchloridu
(1,25 mmol, 1 ekv). Po ptidavku benzoylchloridu byla smés michdna 30 min. pfi laboratorni
teploté. Takto aktivovana kyselina 11-(9-karbazolyl)undekanova (1 ekv.) byla pfidana k
roztoku hyaluronanu. Reakce probihala p#i laboratorni teploté 3 hod. Poté bylo k reak¢ni smési
ptidano 100 ml absolutniho propan-2-olu a nasyceny roztok NaCl (cca 0,5 ml), aby doslo k
vysrazeni produktu. Tato smés byla ponechdna dekantovat. Po dekantaci byla vétsina tekutiny
slita a sraZenina byla promyta vodnym roztokem propan-2-olu (85% obj., 4 x 25 ml) a poté

absolutnim propan-2-olem (4 x 25 ml) pro odstranéni vody. SraZenina byla sudena 15 hod. pfi
40 °C.

SS =15 % (DS urovano podle pikii na 0,83 (2H) a 2,1 (3H) ppm)

1H NMR (D:0): signaly acylu: & 0,83 ppm (bs. 3H, CH3), 6 1,2 — 1,30 ppm (m, 13H, CH2), 5
1,6 ppm (m. 2H, CH2), 8 1,9 ppm (m, 2H, CH2), § 3.2-4,0 ppm (8 7.2 ppm (m, 2H, 8 7,3 ppm
(m, 4H, C6H4), & 8,0 ppm (m, 2H, C¢Hy). Signaly HA: 8 2,1 ppm (s, 3H, NHCH3), (m, 10H,
skeletal HA), 8 4,5 ppm (d, 2H, diasterotopicky, HA)

Priklad 32: Cytotoxicita 4-fenylbutanoyl derivatu kyseliny hyaluronove

Cytotoxicita esteru kyseliny hyaluronové popsaného v Piikladu | byla testovdna na Swiss 3T3
buné&éné linii. Tedy, 0,1 (hm./obj.) % roztok derivatu byl rozpustén v kompletnim kultivacnim
mediu a michan pies noc. Poté byl roztok filtrovan pies sterilni filtra¢ni zafizeni (0,22 pum),
vytvafejici kone¢né koncentrace vzorku, naptiklad 1, 0,5 a 0,1 mg/ml. 3000 bunék (Swiss 3T3)
bylo nasazeno na jamku 96-ti jamkovych testovacich desticek. Buiiky byly péstovany po dobu
24 hodin pied ptiddnim testovanych roztokii. Buné¢na Zivotaschopnost byla méfena 0, 24, 48,
72 hodin po oSetfeni pomoci testu s 3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-2.5-difenyl tetrazolium
bromidem (MTT). Stru¢ng, 20 ul zasobniho roztoku MTT (5 mg/ml) bylo ptidino do 200 pl

media bunééné kultury v kazdé jamce. Destitky byly inkubovany pii 37°C v inkubatoru
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bun&énych kultur po 2,5 hodiny. MTT roztok byl odstranén a bylo pfidano 220 ul lyza¢niho
roztoku. Buiiky byly lyzovény po 30 minut p¥i laboratorni teploté na orbitdlni tfepacce a opticka
hustota byla méfena pomoci Microplate reader VERSAmax pii 570 nm. Experimentdlni
provedeni bylo doplnéno sadou kontrolnich bun¢k péstovanych v bézném mediu bez oetfeni a
blankovymi vzorky. MTT test byl vyuzit k ziskani zékladnich informaci o bun&ném
metabolismu a proliferaci. Test Zivotaschopnosti bunék byl opakovan minimdln€ tfikrat a je
vypoditan primér (v procentech) ve srovnani s kontrolou a smérodatnd odchylka primérd
(SEMs). Tedy, tento derivat byl nalezen tak, aby nebyl cytotoxicky do koncentrace 1000 pg/ml.

Graficky diikaz viability je znazornén na Obr. 6.

Priklad 33: Cytotoxicita 11-(4-methylfenyl)undekanoyl derivatu kyseliny hyaluronové
(UNFEHA)

Cytotoxicita esteru kyseliny hyaluronové popsaného v Piikladu 12 byla testovana na Swiss 3T3
buné&né linii stejnym postupem a za stejnych podminek, jak je popsano v Prikladu 32. Graficky

dukaz viability je zndzornén na Obr.7.
Priklad 34: Cytotoxicita 4-oktyloxybenzoyl derivatu kyseliny hyaluronové

Cytotoxicita esteru kyseliny hyaluronové popsaného v Piikladu 25 byla byla testovana na Swiss
3T3 bunééné linii stejnym postupem a za stejnych podminek, jak je popsano v Prikladu 23.

Graficky dlikaz viability je znadzornén na Obr. 8.

Ptiklad 35: Enkapsulace Koenzymu Q10 do 4-fenylbutanoyl derivatu Kyseliny

hyaluronové

100 mg acylového derivatu hyaluronanu ptipraveného v Pfikladu I bylo pfes noc rozpousténo
v 10 ml vody za stalého michani. K ptipravenému roztoku byl za stdlého michani postupné
pridavan roztok Koenzymu Q10 (7 mg v 5 ml isopropanolu). Propan-2-ol byl z roztoku
kontinualné odstranén vakuovou evaporaci. Po odstranéni propan-2-olu byla vodna faze
vysudena do sucha, rehydratovana na vodni lazni a zfiltrovana ptes | pm sklenény filtr. Filtrat

byl zlyofilizovan.
MnozZstvi navézaného koenzymu Q10 (HPLC stanoveni): 4.0 % (hmotn.)

Priklad 36: Enkapsulace Nilské &ervené do 4-fenylbutanoyl derivatu Kyseliny

hyaluronové
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100 mg derivatu pripraveného v Pkikladu 1 bylo rozpusténo v 10 ml demineralizované vody.
K pfipravenému roztoku byl pfidan roztok Nilské cervené (3,0 mg ve 3 ml CHCI;) a smés
roztoki byla fadn& promichana. CHCI3 byl z roztoku odstranén vakuovou evaporaci. Poté byly
pfidany dalsi 2 ml CHCl3 a CHCl; byl z roztoku opét odstranén vakuovou evaporaci. Po
odstranéni CHCl3 byla vodna faze vysuena do sucha, rehydratovdna na vodni 1azni a

zfiltrovéana pies 1 um sklenény filtr. Filtrat byl zlyofilizovan.

Mnozstvi navazané nilské Cervené (fluorescenéni stanoveni): 0,2 % (hmotn.).

P¥iklad 37: Enkapsulace FRET barviv do fenyl-alkylovych derivati kyseliny hyaluronové

200 mg derivatd HA obecného vzorce I, kde Rz je -CO(CH)xCsHapRs, kde x=3,5,7 a 10 a Rs
je —H nebo -CHj3 bylo jednotlivé rozpusténo v 20 ml demineralizované vody. 2 mg DiO (donor)
byly rozpustény v 10 ml absolutniho propan-2-olu. 2 mg Dil (akceptor) bylo rozpusténo v 15
ml absolutniho propan-2-olu. Oba roztoky (DiO a Dil) byly smiseny a polovina tohoto roztoku
byla ptilita k vodnému roztoku derivétu pripraveného v Piikladech 4,6, 9 nebo 12. Propan-2-ol
byl z roztoku odstranén vakuovou evaporaci. Poté byl ptidan zbytek roztoku (DiO a Dil) a
propan-2-ol byl z roztoku opét odstranén evaporaci. Po odstranéni propan-2-olu byla vodna
faze vysuSena do sucha, rehydratovana na vodni lazni a zfiltrovana pres 1 um sklenény filtr.

Filtrat byl zlyofilizovén.

Piiklad 38: Stanoveni stability micel nosi¢e fenyl alkylovych derivati Kkyseliny

hyaluronové s FRET barvivy fluorescen¢ni metodou

6 mg derivati piipravenych dle Piikladii 37 bylo jednotlivé rozpudténo v 4 ml roztoku
bovinniho sérového albuminu (BSA) o koncentraci 40 mg/ml ve fyziologickém roztoku. Emisni
spektra roztokil byla proméfovana na fluorometru RF-5301 (Shimadzu) pii excitaci 484 nm.
Emise byla snimana v rozmezi 495-600 nm. Méfeni probihalo pti 37 °C a v ¢asech 0 min, 15
min, 30 min, 45 min. 60 min, 75 min, 90 min, 105 min, 2 h, 3 h, 4 h, 5 h a 24 h. Stabilita micel
nosi¢e byla stanovena porovnanim intenzit pikf akceptoru a donoru. Graficky vysledek stability

jenaObr. 11.
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Piiklad 39: Enkapsulace Resveratrolu do 11-(4-methylfenyl)undekanoyl derivatu
kyseliny hyaluronové (UNFEHA)

100 mg acylového derivatu hyaluronanu pripraveného v Pfikladu 10 bylo pfes noc rozpousténo
v 10 ml vody za stalého michani. K pfipravenému roztoku byl za stdlého michani postupné
piidavan roztok resveratrolu (5 mg ve 3 ml isopropanolu). Propan-2-ol byl z roztoku
kontinualné odstranén vakuovou evaporaci. Po odstranéni propan-2-olu byla vodna fize
vysusena do sucha, rehydratovana na vodni lazni a zfiltrovéana pfes | pm sklenény filtr. Filtrat

byl zlyofilizovan.

Mnozstvi navazaného resveratrolu (UV-Vis stanoveni): 3,0 % (hm)

Piiklad 40. Stanoveni zeta potencialu nanomicel hyaluronanu

Zeta potencial byl stanoven na Zetasizeru Nano-ZS (Malvern Instruments) vybaveném He-Ne
laserem (633 nm). V 0,9% NaCl zeta potencial klesl na—30 aZ -23 mV. Absolutni hodnota zeta
potencialu tedy indikuje vysokou stabilitu ptipravenych nanomicel ve vodnych roztocich a
relativné vysokou stabilitu v solnych roztocich. Velikost nanomicel hyaluronanu UNFEHA

s enkapsulovanym resveratrolem (piikiad 39) : 40-60 nm (DLS distribuce Obr. 10).

Piiklad 41. Morfologicka analyza nanomicel hyaluronanu

Mikroskopické analyzy byly provedeny na scanning elektronovym mikroskopem. Nosi¢ s
resveratrolem piipraveno v piikladu 39 byl rozpustén na koncentraci 10 mg/ml v H2O. Z takto
pfipraveného roztoku bylo odebrano 10 ul vzorku do eppendorfky a pfiddno 10 pl 1% roztoku
kyseliny fosfowolframové. Na mfizku bylo ptenesenol0 pl roztoku, takto pfipravena mfizka
byla inkubovana 20 min pfi 40°C. Poté byl odsat piebyte¢ny roztok pomoci filtratniho papiru
a mifzka byla pfipravena k méfeni. Snimky polymernich micel s loadovanym resveratrolem

z elektronového mikroskopu jsou na Obr. 10.

Piiklad 42: Enkapsulace Resveratrolu do 11-(4-methylfenyl)undekanoyl derivatu
kyseliny hyaluronové (UNFEHA)

100,4 mg acylového derivatu hyaluronanu pripraveného v Prikladu 12 bylo pfes noc
rozpousténo v 10 ml vody za stalého michani. K pfipravenému roztoku byl za stélého michani

postupné pridivan roztok resveratrolu (5 mg ve 3 ml ethanolu). Ethanol byl z roztoku
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kontinualné odstranén vakuovou evaporaci. Po odstranéni methanolu byla vodna fize vysusena
do sucha, rehydratovana na vodni lazni a zfiltrovana pfes | pm sklenény filtr. Filtrat byl

zlyofilizovan.

MnoZstvi navazaného resveratrolu (UV-Vis stanoveni): 2,91 % (hmotn.)

Priklad 43: Enkapsulace Resveratrolu do 4-oktyloxybenzoyl derivatu (OBEHA) Kyseliny

hyaluronové

100,4 mg acylového derivatu hyaluronanu pfipraveného v Prikladu 22 bylo pfes noc
rozpousténo v 10 ml vody za stalého michani. K pfipravenému roztoku byl za stadlého michani
postupné pFidavan roztok resveratrolu (5 mg ve 3 ml etanolu). Etanol byl z roztoku kontinuélné
odstranén vakuovou evaporaci. Po odstranéni metanolu byla vodnd faze vysuSena do sucha,

rehydratovéna na vodni lazni a zfiltrovana ptes 1 pm sklenény filtr. Filtrat byl zlyofilizovan.
MnozZstvi navazaného resveratrolu (UV-Vis stanoveni): 2,61 % (hmotn.)

Priklad 44: Enkapsulace Resveratrolu do 4-oktyloxybenzoyl derivatu (OBEHA) kyseliny

hyaluronové

103 mg acylového derivatu hyaluronanu pfipraveného v Prikladu 22 bylo pfes noc rozpousténo
v 10 ml vody za stalého michani. K pfipravenému roztoku byl za stdlého michani postupné
pfidavan roztok resveratrolu (3 mg ve 3 ml isopropanolu). Propan-2-ol byl z roztoku
kontinualné odstranén vakuovou evaporaci. Po odstranéni propan-2-olu byla vodna faze
vysusena do sucha, rehydratovana na vodni lazni a zfiltrovéana pres | pm sklenény filtr. Filtrat

byl zlyofilizovan.

MnozZstvi navazaného resveratrolu (UV-Vis stanoveni): 1,7 % (hm)

Srovnavaci pFiklad 45: Enkapsulace Resveratrolu do HA-C18:1 derivatu kyseliny

hyaluronové (podle W0O2014082609)

100,1 mg acylového derivéatu hyaluronanu pfipraveného podle W0O2014082609 bylo pies noc
rozpousténo v 10 ml vody za stalého michani. K p¥ipravenému roztoku byl za stdlého michéni

postupné piidavén roztok resveratrolu (5 mg ve 5 ml isopropanolu). Propan-2-ol byl z roztoku



41

kontinualn& odstranén vakuovou evaporaci. Po odstranéni propan-2-olu byla vodna fize
vysusena do sucha, rehydratovana na vodni lazni a zfiltrovana pfes 1 pm sklenény filtr. Filtrat

byl zlyofilizovan.
Mnozstvi navazaného resveratrolu (UV-Vis stanoveni): 1,3 % (hmotn.)

Srovnavaci priklad 46: Enkapsulace Resveratrolu do HA-C18:1 derivatu Kkyseliny
hyaluronové (podle W0O2014082609)

100,5 mg acylového derivétu hyaluronanu pfipraveného podle patentu WO2014082609A1 bylo
pfes noc rozpousténo v 10 ml vody za stalého michani. K pfipravenému roztoku byl za stalého
michéni postupné ptidavan roztok resveratrolu (5 mg ve 10 ml ethanol). Ethanol byl z roztoku
kontinuaing odstranén vakuovou evaporaci. Po odstranéni methanolu byla vodna fize vysuSena
do sucha, rehydratovana na vodni lazni a zfiltrovana pres 1 um sklenény filtr. Filtrat byl

zlyofilizovén.
Mnozstvi navazaného resveratrolu (UV-Vis stanoveni): 1,2 % (hm)

Srovnavaci pFiklad 47: Enkapsulace Resveratrolu do HA-C16 derivatu Kyseliny
hyaluronové (podle WO2014082609)

101,2 mg acylového derivatu hyaluronanu pfipraveného podle WO2014082609A1 bylo pies
inoc rozpousténo v 10 ml vody za stalého michani. K pFipravenému roztoku byl za stalého
michani postupné pFidavan roztok resveratrolu (2,2 mg ve 2 ml isopropanolu). Propan-2-ol byl
z roztoku kontinualng odstranén vakuovou evaporaci. Po odstranéni propanolu byla vodna faze
vysusena do sucha, rehydratovana na vodni lazni a zfiltrovéna pres | pm sklenény filtr. Filtrat

byl zlyofilizovéan.
Mnozstvi navazaného resveratrolu (UV-Vis stanoveni): 1,68 % (hmotn.)

Srovnavaci priklad 48: Enkapsulace Resveratrolu do HA-C6 derivatu Kyseliny
hyaluronové (podle W0O2014082609)

99,8 mg acylového derivatu hyaluronanu pfipraveného podle patentu WO2014082609 bylo
pfes noc rozpousténo v 10 ml vody za stalého michani. K pfipravenému roztoku byl za stalého
michani postupné pfidavan roztok resveratrolu (3,3 mg ve 3 ml methanolu). Methanol byl z

roztoku kontinualng odstranén vakuovou evaporaci. Po odstranéni methanolu byla vodna féze
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vysuSena do sucha, rehydratovana na vodnf lazni a zfiltrovana ptes | pm sklenény filtr. Filtrat

byl zlyofilizovén.
Mnozstvi navazaného resveratrolu (UV-Vis stanoveni): 0,7 % (hmotn.)

Priklad 49: Enkapsulace retinyl palmititu do 11-(4-methylfenyl)undekanoyl derivatu
kyseliny hyaluronové (UNFEHA)

100,4 mg acylového derivatu hyaluronanu ptipraveného v Piikladu 12 bylo pfes noc
rozpousténo v 10 ml vody za stalého michani. K pFipravenému roztoku byl za stdlého michéani
postupné pfidavan roztok retinyl palmitatu (12,4 mg ve 5 ml isopropanolu). Isopropanol byl z
roztoku kontinudlné odstranén vakuovou evaporaci. Po odstranéni metanolu byla vodnd faze
vysuSena do sucha, rehydratovana na vodni lazni a zfiltrovana pres 1 pm sklenény filtr. Filtrat

byl zlyofilizovan.

Mnozstvi navazaného retinyl palmitat (Superkritické fluidni chromatografie stanoveni): 7,22 %

(hmotn.)

Srovnavaci piiklad 50: Enkapsulace retinyl palmititu do HA-C18:1 derivatu kyseliny
hyaluronové (podle W0O2014082609)

101,6 mg acylového derivétu hyaluronanu pfipraveného podle patentu WO02014082609 bylo
pies noc rozpousténo v 10 ml vody za stalého michani. K ptipravenému roztoku byl za stalého
michani postupné pfidavan roztok retiny! palmitatu (6 mg ve 5 ml isopropanolu). Propan-2-ol
byl z roztoku kontinudln& odstranén vakuovou evaporaci. Po odstranéni isopropanolu byla
vodna faze vysuSena do sucha, rehydratovana na vodni ldzni a zfiltrovdna pres 1 pm sklenény

filtr. Filtrat byl zlyofilizovan.

Mnozstvi navézaného retinyl palmitat (Superkritické fluidni chromatografie stanoveni): 3,14

% (hmotn.).
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PATENTOVE NAROKY

. Hydrofobizovany esterovy derivat kyseliny hyaluronové nebo jeho soli obecného vzorce 1

(),

o

kde

R' je H' nebo jeho siil,

R? je H nebo —CO(CH2)xCéHs-pR® nebo —CO-CeHs-pO(CH,),CH3, nebo —CO-
(CH2),NC2Hs,

kde R® je H nebo CHs; x je celé &islo v rozmezi 4 az 21, s vyhodou 4 aZ 15 nebo y je celé
Cislo v rozmezi 8 az 21, s vyhodou 8 az 15 nebo z je celé ¢islo v rozmezi 3 az 16, s vyhodou
7 az 11, nejlépe 10; a -(CH2)x- nebo -(CHz)y- nebo -(CHz2).- je linedrni nasycend nebo
nenasycena Cast fetézce, pii¢emz alespon v jedné opakujici se jednotce je jeden nebo vice
—~CO(CH>)xC¢Ha-pR® nebo ~CO-CeHa-pO(CH2)yCH3, nebo ~CO-(CH,)10NC12Hs;

R? je H nebo R?;

a kde n je celé Cislo v rozmezi 1 az 495 dimert.

. Derivat podle naroku 1, kde R? je CO(CH2)xCeéH4-pR® nebo —CO-CsHs-pO(CHa)yCHj,
nebo —CO-(CH2),NC2Hs alespoti v jedné opakujici se jednotce, pfitemz R je H.

. Derivat podle naroku 1, kde R' je vybréan ze skupiny obsahujici néktery z ionti alkalickych

kovii nebo ionti kovi alkalickych zemin, s vyhodou Na*, K*, Mg?*, Ca** nebo Li*.

. Derivat podle naroku 1, kde mnozstvi —CO(CH2)«CsHas-pR®> nebo —CO-CeHa-p
O(CH»),CH3, nebo -CO-(CH2).NC2Hs v derivatu kyseliny hyaluronové nebo jeho soli
obecného vzorce I je od 0,1 do 50% na 100 dimerti hyaluronové kyseliny nebo jeji soli, s

vyhodou 2 az 18 %, vyhodnéji 8 az 15 %.



44

5.

Zplisob syntézy derivatu podle kteréhokoliv z ndrokli 1 az 4, vyznacujici se tim, Ze

aromaticka kyselina obecného vzorce Il nebo obecného vzorce III nebo obecného vzorce

v

0

RSC;H,— {CHE}X—&

OH

(I, nebo

(Iv),

kde R°, x, y a zjsou, jak definovany v néroku 1,

je aktivovana pomoci benzoylchloridu vzorce V

Cl

V),

o)
CH3(CH2)V—O©——/<

OH

(1,  nebo

v piitomnosti organické baze, s vyhodou v pfitomnosti tercidlniho aminu, vyhodné&ji N, N-

diisopropylethylaminu (DIPEA); smé&si vody a vodou misitelného polarniho nebo

nepolarniho rozpoustédla za vzniku reaktivniho anhydridu obecného vzorce VI,



10.

11.
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(vi),

kde R*je -(CHa)x CsHa-p R, nebo — C¢Hs-pO(CH.),CH3, nebo -(CH,),NCizHs, pfitemz
R’x, y nebo z jsou definovany v naroku 1,

ktery reaguje s kyselinou hyaluronovou nebo jeji soli v pfitomnosti organické baze, s
vyhodou v pfitomnosti tercidlniho aminu vybraného ze skupiny obsahujici triethylamin
(TEA), N N-diisopropylethylaminu (DIPEA) nebo 1,4-diazabicyklo[2.2.2]oktanu
(DABCO); s vyhodou N,N-diisopropylethylaminu (DIPEA); vyhodnégji triethylaminu
(TEA), smési vody a vodou misitelné¢ho polarniho nebo nepolarniho rozpoustédla.
Zpisob podle naroku 5, vyznacujici se tim, Ze aktivace aromatické kyseliny obecného
vzorce Il nebo III nebo IV se provéadi po dobu § az 120 minut pfi teploté v rozmezi od -10
°C do 40 °C, s vyhodou po dobu 30 minut od 0 °C do 25 °C

Zpisob podle naroku 5 nebo naroku 6, vyznadlujici se tim, Ze mnoZstvi reaktivniho
anhydridu obecného vzorce V, kde R* je -(CH2)x-CsHs-p R’ nebo -(CH2),NCi2Hs,
odpovidd 0,01 az 3 ekvivalentim, s vyhodou 0,5 az 1 ekvivalentim, vyhodné&ji 0,7
ekvivalentl na dimer kyseliny hyaluronové nebo jeji soli.

Zphsob podle naroku 5 nebo naroku 6, vyznacujici se tim, Ze mnoZstvi reaktivniho
anhydridu obecného vzorce V, kde R* je —C¢H4-O(CH2)yCHs, odpovida 0,01 az 3
ekvivalentim, s vyhodou 1,5 az 2,5 ekvivalentim, vyhodné&ji 2,0 ekvivalenty na dimer
kyseliny hyaluronové nebo jeji soli.

Zpisob podle kteréhokoliv z nérokt 5 az 8, vyznacujici se tim, Ze tvorba derivatu kyseliny
hyaluronové nebo jeji soli je provadéna po dobu 1 az 48 hodin pi1 teploté v rozsahu od 0 do
60 °C, s vyhodou 2 hodiny pfi 25 °C.

Zptsob podle kteréhokoliv z nérokii 5 az 9, vyznacujici se tim, Ze vodou misitelné polarni
nebo nepoldrni rozpoustédlo je vybrdno ze skupiny obsahujici propan-2-ol,
dimethylsulfoxid, tetrahydrofuran, s vyhodou propan-2-ol.

Nanomiceldmi kompozice na bédzi hydrofobizovaného esterového derivatu kyseliny
hyaluronové podle obecného vzorce (1), vyznacujici se tim, Ze obsahuje nanomicely, které
obsahuji hydrofobni jadro tvotené —CO(CH2)xCsHa-pR® nebo —COCsH4-pO(CH2),CH3

nebo -(CH2).NC2Hs skupinami, kde x je celé ¢islo v rozmezi 4 aZz 21, s vyhodou 4 az 15 a
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R’ je H nebo CHs, nebo y je celé &islo v rozmezi 8 az 21, s vyhodou 8 az 15, nebo z je celé
Cislo v rozmezi 3 az 16, s vyhodou 7 az 11, nejlépe 10, navdzanymi na kyselinu
hyaluronovou a hydrofilni obal tvofeny hydrofilnimi funkénimi skupinami kyseliny
hyaluronové a jednu nebo vice biologicky aktivnich aromatickych latek fyzikalng vazanych

v nanomicele.

Nanomiceldmi kompozice podle niroku 11, vyznacujici se tim, Ze obsahuje 0,3 az
8,0 hmotn. %, s vyhodou 2,5 az 8,0 hmotn. %, vyhodné&ji 5,0 aZ 8,0 hmotn. % biologicky
aktivnich latek vzhledem k hmotnostnimu obsahu hydrofobizovaného esterového derivatu
kyseliny hyaluronové nebo jeho soli, pfiemz biologicky aktivni aromaticka latka je
vybrana ze skupiny zahrnujici farmaceuticky a kosmeticky aktivni latky, zejména vitaminy,

1é¢iva s vyhodou cytostatika, steroidy.

Nanomicelami kompozice podle ndroku 11 nebo naroku 12, vyznaéujici se tim, Ze
biologicky aktivni aromaticka latka je vybrana ze skupiny obsahujici resveratrol, koenzym

Q10, retinyl palmitét.

Nanomiceldmni kompozice podle kteréhokoli z narokti 11 az 13, vyznadujici se tim, Ze
koncentrace derivatu kyseliny hyaluronové v kompozici ve vodném roztoku je v rozmezi

0,003 mg.ml™ az 20 mg.ml"', s vyhodou 1 aZ 10 mg.ml™".

Zplisob piipravy nanomicelarni kompozice definované v kterémkoli z ndrokt 11 az 14,
vyznacujici se tim, Ze derivat kyseliny hyaluronové podle obecného vzorce (1) se rozpusti
ve vodé a biologicky aktivni aromaticka latka se rozpusti v organickém rozpoustédle
vybrané ze skupiny obsahujici trichlormethan, methanol nebo propan-2-ol, pficemz oba

roztoky se smichaji, poté se organické rozpoustédlo odstrani.

Zplisob piipravy podle ndroku 15, vyznacujici se tim, Ze organické rozpoustédlo se odstrani
vakuovou evaporaci, nasledn€ se vodna faze rehydratuje, ziskané nanomicelarni titvary se

zfiltruji a nakonec lyofilizuji.

Pouziti nanomiceldrni kompozice definované v kterémkoliv z naroki 11 az 16 pro

farmaceutické a kosmetické aplikace.
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