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Zpusob ptipravy derivati kyseliny hyaluronové pomoci O-acyl-O’-alkylkarbonaty v

pritomnosti substituovaného pyridinu

Oblast techniky

Vynilez se tyka nového zpiisobu modifikace kyseliny hyaluronové za vzniku derivatd,
kde dochazi k substituci -OH skupiny polysacharidu skupinou -O-CO-R. Modifikace kyseliny
hyaluronové je provedena pomoci O-acyl-O’-alkylkarbondtu v ptitomnosti substituovanyho
pyridinu, které spolu tvoti komplex (O-acyl-O-alkylkarbonat — substituovany pyridin),
v polarnim aprotickém prosttedi za pfitomnosti organické baze. V pfipadé, e &inidlo
obsahuje dvé nebo vic acylalkylkarbonatovych skupin, vznikaji sitované derivaty kyseliny

hyaluronové s molekutovou hmotnosti tadove vy3si v porovnani s vychozim polysacharidem,

Dosavadni stav techniky

Polysacharidy jsou polymery sloZené z jednoduchych menosacharidii (monomernich
Jednotek) spojenych glykosidickou vazhou. Podle poctu opakujicich se jednotek rozlisujeme
oligosacharidy (2 az 10 jednotek) a polysacharidy (10 a vice jednotek). Vyznam
polysacharidd je znaény. Polysacharidy pini funkci nutri¢ni, ochrannou, stavebni (celuléza,
chitin) nebo zasobni (3krob). Polymery obecnd jsou charakterizovany primémou
molekulovou hmotnosti, kterd se b&ng pohybuje okolo 16.10° g.mol” az 16.10° gmol’.

Poéet opakujicich se jednotek je dan stupném polymerizace.

Vyznamnym polysacharidem je kyselina hyaluronova:

OH
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komponovana z opakujicich se jednotek B~(1,3)-D-glukuronové kyseliny a B-(1,4)-N-acetyl-
“D-glukosaminu. Vyznaguje se velkou molekulovou hmotnosti $.10° az 5.10° g.mol™, ktera
zavisi na zplisobu izolace a vychozim materiglu. Kyselina hyaluronova, respektive jeji sl
hyaluronan, je nezbytnou soudsti pojivovych tkani, synovidlni tekutiny kloubt, hraje
vyznamnou roli v fadé biologickych procesi jako je hydratace, organizace proteoglykan,
diferenciace bungk, proliferace a angiogeneze, Tento znagng hydrofilni polysacharid je ve

vodé rozpustny ve formé soli v celé &ifi pH.




Kyselina hyaluronova je zdstupcem skupiny glykosaminoglykant, ktera dale zahrnuje

chondroitin sulfat, dermatan sulfat, keratan sulfat a heparan sulfat,
Acylace kyseliny hyaluronové

Acylace polysacharidi je nejéastéji vyuzivana metoda k zavedeni alkylového fetézce,
ktery méni viastnosti pfevazné hydrofilnich latek na latky hydrofobni. Reakce se nejcastéji
provadi piisobenim anhydridd pfisluinych kyselin, chlorida kyselin nebo samotnou kyselinou

za ptidavku katalyzator.

Piprava acyl-derivati oligomert kyseliny hyaluronové je patentovana Couchmannem
a kol. (US patent 4761401; 1988), kde acylace probihd jak na hydroxylové, tak na amino
skuping deacetylovaného hyaluronanu, O-acylace zahmuje reakei s organickou kyselinou za
ptidavku kyselého katalyzatoru (minerlni kyseliny, organické nebo Lewisovy kyseliny) a
aktiva¢niho ¢inidla (N, V'-dicyklohexylcarbodiimid, 2-chlor-1-methyl pyridiniumiodid a N, N-
-karbony! diimidazol), nebo pouZiva anhydridti a chloridi kyselin v pritomnosti béze.
Michinori a kol. (JP patent 7309902, 1995) pipravili acylovanou kyselinu hyaluronovou
reakei s anhydridy karboxylovych kyselin nebo jejich acylhalogenidy ve vodném prostiedi
obsahujicim s vodou misitelné organické rozpoustédlo v pfitomnosti  katalyzatoru,
Saponifikaci acylovych skupin kyseliny hyaluronové bylo docileno derivatii s libovolnym
poctem acylovych skupin. Chlorid kyseliny retinové a anhydrid kyseliny maselné pouzil k
piipravé specifickych derivati hyaluronové kyseliny i Perbellini a kol. (WO 2004/056877
Al). Pro syntézu v prostfedi N,N- dimethylformamidu byla pouzita kyselina hyaluronova ve

formé tetrabutylamonnych soli.
Sitovdnf kyseliny hyaluronové

Sitovani neboli ,crosslinking“ kyseliny hyaluronové bylo popséno nékolika zplsoby.
Mezi nejjednodussi zpiisoby patti sitovani pomoci POCl; (US 5 783 691). Balasz a kol.
sitovali kyselinu hyaluronovou pomoci divinylsulfonu (US 4 582 865). Dal8imi reaktivnimi
elektrofily vhodnymi pro sitovani jsou aldehydy (US 4 713 448). Velmi roz$itenymi ¢inidly
schopnymi reagovat se dvéma polymery jsou epoxidy nebo bisepoxidy (WO 86/00912, WO -
2007/129828), kde nejznaméjsim zastupcem této skupiny je epichlorhydrin.

Pouzitim EDC je mozné zvysit reaktivitu karboxylové skupiny kyseliny hyaluronové,
ktera je pak schopna sitovacich reakei s polyanionickymi slouéeninami (US 4 937 270).
Jinym  zdstupcem polynukleofilnich reaktantii jsou pelyhydrazidy (WO 2006/001046).
Zpisob sitovani kyseliny hyaluronové pomoci polyanhydridu, poly(alkyloylchloridu),




polyepoxidu, polykarbodiimidu byl shrmut v patentu (WO 00/46252). Pii reakci bis
karbodiimidu s kyselinou hyaluronovou (WO 2005/067994) dochazi k sitovani pomoci
reaktivniho elektrofilniho ¢inidla. Moznosti sitovat pomoci redox reakei je zachycena v
patentu (EP 1683812 Al), kde vznika disulfidické pfemosténi z thiolovych derivaté kyseliny
hyaluronové. Zvlastni skupinu sitovéni tvoii fotochemické reakee. Je Znamo, 7e vinylenovi
skupina skoficové kyseliny nebo jeji aryl-substituovany analog je schopny fotochemicky
cyklizovat na cyklobutan. Tuto skutednost vyuZili autofi patentu (EP 1217008 A1), ktefi N-
-deacylovany derivit hyaluronové kyseliny acylovali na dusiku glucosaminové ¢Easti
polysacharidu s chloridem kyseliny skoficové. Samotné sitovani probéhlo ozafovanim
svétlem vinové délky 280 nm. Kromé skoficoveé kyseliny je taky moZné pouzit jiné
fotoreaktivni skupiny navézané na kyselinu hyaluronovou (WO 97/18224, EP 0763754 A2),
které ozdfenim svétlem vhodné vinové délky davaji sitované derivaty. Patenty, které se
vénovaly acylaci a sifovani kyseliny hyaluronové v piitomnosti baze nebo v bazickém
rozpoustédle, byly publikovany Yui a kol (US 6 673 919), resp. Nguyenem a kol. (US
5690961).

Priprava O-acyl-O -alkylkarbondti

Klasickou metodou pfipravy acylalkylkarbonati je reakce karboxylovych kyselin
s alkylchlorformidty v p¥itomnosti bize (nejCasteji tercidrniho aminu — triethylamin (TEA),
pyridin, N-methylmorfolin, N-methylpyridin, diazabicykloundecen (J. Org. Chem. 26(7),
1961; 2161) v prostfedi polimiho aprotického rozpoustédla (J. Org. Chem.; 1958: 23(8);
1149- 1152 chcastép pouZivanymi rozpoustédly jsou dlethylether (J. Org. Chem.; 1959;
24(6), 774~ 778) toluen (J. Org Chem.; 1958; 23(8); 114911152 ) tetrahydrofuran (J. Org.
Chem.; 1960; 25(10); 1703+ 1707 J. Am. Chem. Soc. 1967, 89(19), 5012- 5017) chloroform,
dimethylaminoformamid (European Patent 0700973, J. Am. Chem. Soc. 1952, 74, 676), N-
methylpyrrolidin a N,N'~dimethylacetamid (US Patent 5,550,225; Aug 27, 1996). Reakce je
Casto providéna pH sniZené teploté 0°C a¥ -10°C. Duvodem je nebezpedi rozkladu
vznikajicich acylalkylkarbonatd.

Tarbell v sérii studii prokézal, Ze se vesmés jedn4 o stabilni slouCeniny, které lze
v mnoha pfipadech izolovat v &isté forms (J, Org. Chem.; 1957; 22(3); 245~250). V pfipadé
izolace acylalkylkarbonatd zahrnuje proces i promyti reakéni smési roztokem NaHCO,,
destilovanou vodou a roztokem HCL To ukazuje na velice dobrou odolnost nékterych
acylalkylkarbonati vi¢i plisobeni bazi a kyselin pfi laboratorni teploté. Tarbell ve svych
studiich  také prokdzal, Ze piipravu acylalkylkarbonatll reakei alkylchlorformiatu

s karboxylovou kyselinou lze provadét za laboratorni teploty, popt. ve vroucim diethyletheru.




Tento tradi¢ni zpusob ptipravy byl modifikovan i pro provedeni ve vodném prostiedi
(patent DE 1,133,727). Pfislusna kyselina je rozpudténa ve vod¢ a je neutralizovana roztokem
hydroxidu sodného. Kroztoku je piidina baze (N.N—dimethylcyklohexylamin, N,N-
dimethylaminopyridin, methylamin, NH;) a alkylchloroformidt. Reakee probiha pi 0°C a
reakéni pH je udrzovano mezi 6 az 7. Nevyhodou tohoto postupu je konkurencni reakce
acylalkylkarbonatii se venikajicim alkoholem. Jako reakéni prostfedi je vyhodné pouzit
inertni rozpoustédlo naptiklad chloroform (J. Org. Chem. 1993, 60, 7072-‘71074).

Acylace hydroxysioucenin pomoci 0-acyl-O -alkylkarbondti

Acylalkylkarbonaty byly vyuzivany jako acylacni Einidla pii tvorb€ amidi od podatku
50. let dvacatého stoleti (J. Am. Chem. Soc.; 1951; 73(7), 3547‘3547). Protoze byly plivodng
povaZovany za nestabilni slougeniny, byly generovény in sitw béhem reakce. Podrobnéjsi
studium tohoto typu litek oviem naznagilo, ¥e se miize jednat o stabilni slou¢eniny, a to
zeymena v piipadech, kdy jsou acylalkylkarbonaty odvozeny od karboxylovych kyselin
s vysokym bodem tani (J. Org. Chem.; 1958; 23(8); 11491;152.). Pozdéji byla pfipravena a
izolovana cela fada acylalkylkarbondt s riznym typem substituce jak vacylové, tak
karbondtové ¢asti molekuly. Déle bylo prokézano, Ze se v mnoha ptipadech mie jednat o
velice stabilni slou¢eniny. Naptiklad k dosazeni jejich termického rozkladu &asto dochazi a?
pfi teplotach vyrazné ptesahujicich 10Q':/’C. Toto oviem plati pouze za predpokladu, e _
vylou¢ime katalyticky efekt bazi, poptipads rozpoustédel (J. Org. Chem.; 1959; 24(6); 774~
778).

Obecné Ize fici, e stabilita acylalkylkarbonati vykazuje zavislost na pKa karboxylové
kyseliny. Stabilit¢ acylalkylkarbonatd byla vénovéna zna¢na pozornost a na zakladé mnoha
studuji byl vypracovin model, jim# je popsin mechanismus jejich rozkladu (J. Org.
Chem.Volume 26, Number 7, 1961; 2161, J. Org. Chem.; 1958: 23(8) 1149+ 1152 J. Org.
Chem.; 1959; 24(6); 774- 778 J. Org. Chem.; 1960 25(10); 1703- 1707 J. Org. Chem.; 1964;
29(5); 1168- 1169 J. Org. Chem,; 1967; 32; 2188*2193 J. Org. Chem.Volume 26, Number 7,
1961; 2161, I. Org. Chem.;1958, vol. 23, p. 1152, J. Am. Chem. Soc.; 1962; 84(21); 4113~ =
4115, J. Org. Chem.; 1958; 23(12); 2044., J. Org. Chem.; 1964: 29(11), 3422-32123.).
K rozkladu acylalkylkarbondtd miZe dochizet dvéma cestami, jeZ si navzajem konkuruji.
Presmyk vede ke vzniku esteru za uvolndni COQ,, zatimco disproporciaéni reakce dava
vzniknout kromé CQ, i symetrickému anhydridu a diakylkarbonatu,

Ze struktury acylalkylkarbonitt vyplyva, Ze v jejich molekule se nachazeji dvé centra,

kterd mohou podiéhat nukleofilnimu ataku — karbonyl karboxylovy a karbonyl karbondtovy.




N

Pomér rychlosti prilb¢hu obou konkuren¢nich reakei. a tim i pomér, v jakém budou vznikat
rozkladné produkty, je uréen typem substituce obou center (J. Org. Chem.; 1959; 24(6); 774- -
778, J. Org. Chem.; 1960: 25(10y; 1703-1707., J. Org. Chem.Volume 26, Number 7, 1961;
2161). Bylo prokazano, Ze tento pomér neni ovlivnén ziedénim, teplotou ani pfitomnosti baze,
Tyto faktory mohou mit vliv jen na rychlost procesu jako celku (J. Org. Chem.; 1960; 25(10);
1703- 17{)7 ; J. Org. Chem.Volume 26, Number 7, 1961: ; 2161).

Naproti tomu na vyuZiti acylalkylkarbonatd jako Klasickych O-acylatnich &inidel
panuji rozporuplné nézory. Vyraznou nevyhodou pro pouZiti smésnych anhydrida v tomto
typu reakei jsou vedlej$i reakce probihajici mezi nezreagovanym acylalkylkarbonatem a
alkoholem, ktery je uvolnén rozpadem karbondtu (J. Org. Chem.; 1957; 22(3); 245&250)
Tomuto neZidoucimu vlivu lze predchazet pouZitim vysokého nadbytku alkoholu, jehoZ ester
hodlame pnpravlt (idedlni je situace, kdy jej miZzeme pouzit jako rozpoustédlo J. Org. Chem.
1995,60, 7072- 7074) nebo pouZitim takového vychoziho acylalkylkarbonatu, ktery obsahuje
sekundarni ¢i terciarni alkohol.

Ptes vySe zminéné nevyhody se v patentové literatufe objevuje fada pikladd, kdy jsou
acylalkylkarbonaty vyuZity jako klasicka O-acylaéni ¢inidla. Philipe popisuje ve svém patentu
(US Patent’ 5550 \225) regioselektivni acylaci D-maltézy sm&nymi anhydridy mastnych
kyselin za vzniku monoestert D-maltézy vpoloze 6‘. Aktivace kyselin je provadéna
nejéastéji triethylaminem, pyridinem, 4-dimethylaminopyridinem, tributylaminem nebo N-

methylmorfolinem, v pfitomnosti alkylchlorformiatu  (napf. isopropylchlorformiatu)

!

v organickém rozpoustédle, napt, v tetrahydrofuranu. Samotni acylace je provadéna
v bezvodém pyridinu p#i laboratorni teploté. Nevyhodou tohoto Feden je toxicita pyridinu a
Spatna rozpustnost kyseliny hyaluronové v pyridinu.
V patentové literatute jsou popsany 1 postupy acylace polyoli, které jako reakéni
medium vyuZivaji vodu. Lalezari uvadi ve svych patentech (US Patent"73,498,708, wQ
- 91/01322) postup, kdy je reakce provadéna ve smési led- voda, v ni7 je rozpustena piisluina
kyselina, triethylamin, alkylchloroformiat a sacharid Tato prace (US Patent 5498 ,708)
zahmuje polyalkoholy s uhlikovym fetdzcem s tfemi a vice navazanymi hydroxy skupinami,
pocinaje jednodu3$imi trioly jako glycerol a polysacharidy jako $krob, celuléza, amyloza,
insulin, agar konde. Substituenty na kysliku chlormraven¢anu mohou byt alkyly s poctem
uhliku 2-10 nebo aryly. V experimentélni éasti je zmingna pfiprava samotného smiSeného
anhydridu za pfitomnosti triethylaminu v ledové vods, Pfipravené ¢inidlo je v esterifikaéni
reakei, kterd probih4 pii pokojové teploté ve vodg, ve 4 az 10-nasobném nadbytku oproti
esterifikovanému sacharidu,
PouZiti acylalkylkarbonatt jako esterifikatnich ginidel ve vodném prostedi je

popsano i jako cesta pipravy strukturng modifikovanych 3krobii (US Patent 3,720,662).




Reakee je provadéna za mimych podminek (20-40°C) a postup vyZaduje udrsovat pH reakce
vrozmezi 7 - 9,5. Proces muze probihat i v heterogenni fézi (suspenze Skrobu) nebo i bez
pouZiti rozpoustédla.

PV 2006-605 popisuje zpasob modifikace polysacharidi, zejména kyseliny
hyaluronové, substituci —OH skupiny polysacharidu skupinou —O-CO-R pomoci
acylalkylkarbonatti v polarnim aprotickém prostfedi za ptitomnosti-organické baze:

R-CO-0-CO-0-R; + HA-OH — HA-0-CO-R + CO; + R,OH (reakce 1).
Tato reakce probiha jen velmi nepatmé, a proto nevyhodou PV 2006-605 je velmi nizky
stupeni substituce, coz ma vliv i na vlastnosti kone¢ného produktu, ktery je modifikovan jen
nepatrné.

Regeni uvedena vtéto &asti popisuji acylace polysacharidd, kters obsahuji volné
hydroxy skupiny, na kterych dana reakce probihd. Mezi nevvhody t&chto fedeni patif nizky
stupedl  substituce  polymerdt, ktery je zplsoben nestabilitou pouZitého &inidla
(acylalkylkarbonatu), Také skutenost, Ze nékteré acylace probihaji v heterogennim systému,
neprospiva vyrazngjsi modifikaci. Zplisob podle vyndlezu se zabyva modifikaci kyseliny
hyaluronové, probihé v homogennim systému a déva oproti zndamym analogiim vyrazng vy33i
stupné substituce,

Podstata vynalezu

Podstatou vynélezu je zpiisob pipravy derivati kyseliny hyaluronové reakci kyseliny
hyaluronové pomoci O-acyl-O’-alkylkarbonatu v ptomnosti substituovaného pyridinu
v aprotickém prosttedi. Reakce probiha v DMSO v pritomnosti externi baze za vzniku O-
-acylovanych produkt. Ve zpisobu podle vynlezu je kyselina hyaluronovd s vyhodou ve
formé volné kyseliny, ma molekulovou hmotnost v rozsahu 1.10% a7 5.10° gmol” s vyhodou
10° gmol”, a polydisperzitu v rozsahu 1,02 az 5,0. Zde uvadiné molekulové hmotnosti
kyseliny hyaluronové a jejich derivatt jsou hmotnostné stfedni molekulové hmotnosti.
Kyselina hyalurenova miide byt i ve forme soli, napf. ve formé sodné, draselné, vapenaté
nebo jiné soli. Aprotické prostiedi zahrnuje DMSO, jako rozpoustédlo, a bazi. Navrhovany
postup vede oproti zndmym analogim k vy$sim stupiiim substituce a krat¥im reakénim
Casim. Navdzani acylového zbytku esterickou vazbou na polysacharid probiha pii 20 az
80°C, svyhodou pii 20°C. V pfipadé nepfitomnosti substituovaného pyridinu  byly
pozorovany vyrazné niZ3f stupné substituce. P¥isluini acylace probihd bud’ pfimo na nekteré
hydroxy skuping, anebo na karboxylitové skuping glukoronové &asti polysacharidu a

nasledné intramolekulové na hydroxy skuping — viz Schéma 1.
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Schéma 1: Detailni schéma modifikace Kys. hyaluronové

Ve zpisobu podle vynalezu se pfipravi &isty acylalkylkarbonat pii teploté -40 az 0 °C,
s vyhodou pfi —15 °C v éteru, acetonu nebo dichloromethanu, reakei piislusné karboxylové
kyseliny s alkylchloroformiatem nebo jeho analogem, kde misto halogenu je jina odstupujici
skupina (substituovany chinolin, izochinolin nebo jejich 1,2-dihydro analogy). Kyselina
hyaluronovi se rozpusti v polarnim aprotickém rozpoustédle, s vyhodou v DMSO, pak se
pfidd  baze, s vyhodou triethylamin,  substituovany pyridin, svyhodou 4-NN-
‘dialkylaminopyridin a nakonec O-acyl-O’-alkylkarbonaty. Vyslednd homogenni smés se pak
michd bez pfistupu vzdusné vihkosti pfi teploté 20 az 80 °C, s vyhodou pfi 20 °C, po dobu
0,1 haz 96 h, s vyhodou 1 h.

O-acyl-O’-alkylkarbonaty obecného vzorce R-CO-0-CO-O-R! zahmuji derivaty, kde
R a R' maji linedmni nebo rozvétveny fetézec C; — Cyy volitelné s obsahem aromatickych nebo
heteroaromatickych skupin. Pouzité acylalkylkarbonaty jsou svyhodou nejprve  zvlast
pipraveny a izolovany, a pak pfiddny v Cisté formé do reakeni smési obsahujici viechny
ostatni reakéni komponenty jako DMSO, kyselinu hyaluronovou, bizi a substituovany
pyridin. V analogickych postupech se do finalni reakce piidéva hruba reakéni smas Cerstve
piipravenych acylalkylkarbonata. PouZité baze zahmuji dusikaté organické baze obecného
vzorce R;N, kde R je alkyl C; - Csp s linedrnim nebo rozvétvenym fet€zcem volitelns

s obsahem aromatickych nebo heteroaromatickych skupin.




Substituovany pyridin je znam tim, Je po pfidani k acylalkylkarbonatiim vyrazng
urychluje jejich rozklad na pislusny ester a CO,, a to dokonce i pii teplotach kolem 0 °C
(reakee 2), pficemz vznikly ester R-CO-O-R' ui nemize reagovat jako acyla¢ni ¢inidlo
(reakce 3):

R-CO-O-CO-O-R' + DMAP — R-CO-O-R' + €0, pii nizkych teplotich  (reakce 2)
R-CO-O-R' +HA-OH — HA-O-CO-R nereaguje (reakce 3)

Proto se pouZiti substituovaného pyridinu pro acylaci acylalkylkarbonaty odbornikovi
Jevi jako nevhodné, protoze se pfedpoklada rychly rozklad éinidla (acylalkylkarbonatu), které
tedy nemiiZe acylovat.

V navrhovaném postupu se podaiilo vhodnym vyb&rem experimentalnich podminek
(reakce 5) vyhnout rychlému neZadoucimu rozkladu O-acyl-O -alkylkarbonati  se
substituovanym pyridinem na nereaktivni estery, pfiem? dosaZeny stupefi substituce je

vyrazné vyssi nez v analogickych ptikladech znamych v literatufe (reakce 4)

R-CO-0-CO-O-R' + HA-OH — HA-0-CO-R reaguje jenom nepatrng (reakce 4)
HA-OH + baze + subst.pyr. + R-CO-0-CO-0-R' — HA-O-CO-R + CO, + R'OH (reakee 5)

V ptipadg, Ze ¢inidlo (acylalkylkarbonat) odpovida obecnému vzorci R(CO-0-CO-0-
RYq, kde n > 1, tj. ¢inidlo obsahuje dv& nebo vice acylalkyikarbonatovych skupin, napiiklad
R(CO-0-CO-0-RYy,, vznikaji sitované derivaty kyseliny hyaluronové polymer-O-CO-R-
-CO-O-polymer.

Piiklady provedeni vynalezu

DS = stupef substituce = 100 % . moldrni mnoZstvi navazaného substituentu / molami

mnoZstvi viech dimerd polysacharidu
Priklad 1

Priprava O-ethyl-O -palmitoylkarbondtu

Do roztoku kyseliny palmitové (1 g) v etheru (50 ml) byl ptidan triethylamin (1,3 eq)
a smés se michala 5 minut pfi teplots mistnosti. Pak byla ochlazena na —15 °C a 5 minut se
pfidaval ethylchloroformiat (1,3 eq), ptitems teplota nepresdhla —10 °C. Vznikla suspenze se
michala 2 h za pomalého zahtati smési na -5 °C, pak byla rychle odfiltrovana, filtrat odpaien

a skladovan pii -15 °C,
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"C NMR (CDCL) (8168ppm - C0O-0-COOEH, 148ppm - COO-CO-OEt, 66ppm ~COO-CH,-
CHj, 34ppm -CH,-COOQ-, 23-33ppm -C-CH,-C- | Sppm ~COO-CH,-CHjy, 14ppm —CH,-
CH,-CH,).

‘HNMR (CDCly) § 4.32 (g, 2H, -COO-CH,-CH;), 2.46 ( t, 2H, ~CH,-COO0-), 1.68 ( m, 2H,
~CH,-CH;-C00-), 1.63 (m, 2H, -CH;-CH;-CH:-C0O0-), 1.37 (t, 3H, -COO0-CH,-CH3),
1.25-1.40 (m, 22H, -C-CH,-C-), 0.90 (t, 3H, -CH,-CH,-CH,).

Ptiklad 2
Priprava O-(2-antrach inonkarbonyl)-O -ethylkarbondtu

Do roztoku kyseliny (1 g) 2-antrachinonkarboxylové v acetonu (50 ml) byl ptidan
triethylamin (1,3 eq) a smés se michala 5 minut pii teploté mistnosti. Pak byla ochlazena na
-15°C a 5 minut se pridaval ethylchloroformidt (1,3 eq), pfiemz teplota nepfesghla -10 °C.
Vznikld suspenze se michala 2 h za pomalého zahtéti smési na —5 °C, pak byla rychle
odfiltrovana, filtrat odpafen a skladovan pfi-15 °C.
C NMR (CDCl;) (5182ppm Car-CO-Ca, 181ppm Ca-CO-Cp,, 159ppm Ca-COO-COOEH,
148ppm Ca,-COO-COOEY, 135-125ppm —Ca,, 62ppm -COO0-CH;-CHj3, 15ppm -COO-CH;-
‘CH,).

Piiklad 3
FPFiprava O-(2-acetoxybenzoyl)-Q “ethylkarbond

Do roztoku kyseliny acetylsalicylové (1 g) v etheru (50 ml) byl pfidan triethylamin
(1,3 eq) a smés se michala 5 minut pii teploté mistnosti. Pak byla ochlazena na —|5 °Cas
minut se pfidaval ethylchloroformiét (1,3 eq), ptitemz teplota nepfesahla 10 °C. Vznikla
suspenze se michala 2 h za pomalého zahfati smési na —5 °C, pak byla rychle odfiltrovina,
tiltrat odpafen a skladovén pti —15 °C,
C NMR (CDCL;) (8169ppm ~CO-O-COOE, 15 &ppm CH;-CO-, 151ppm C,-0-CO-,
149ppm ~COO-CO-OFt, 135ppm Cy, 132ppm Gy, 126ppm C,,, 124ppm C,,, 120ppm C,,,
66ppm -COQO-CH,-CH, 2 Ippm CH3-CO-, 14ppm ~COO-CH,-CH3).
'H NMR (CDCL) 8 8.04 (d, LH, AtH-6), 7.64 (t, 1H, ArH-4), 7.32 (1, 1H, ArH-5), 7.12 (d,
LH, AtH-3), 4.38 (g, 2H, —COO-CH,-CH;), 2.35( s, 3H, CH3-CO-), 1.40 ( t, 3H, -COO-CH;-
CHy)




Ptiklad 4
Pfiprava 0,0 “-his(etoxykarbonyljadipdr

Do roztoku kyseliny adipové (1 g) v etheru (50 ml) byl ptidan triethylamin (2,6 eq) a
smeés se michala 30 minut pfi teploté mistnosti. Pak byla ochlazena na —15°C a 5 minut se
ptidaval ethylchloroformiat (2,6 eq), piicemz teplota nepfesahla —10 °C. Vznikla suspenze se
michala 2 h za pomalého zah#4ti smési na 5 °C, pak rychle odfiltrovana, tuhy podil byl
promyt 3 x 30 ml chladného etheru, filtrét odpafen a skladovan pii ~15 °C.
C NMR (CDCL) (3 167ppm —~CO-0-COOEH, 149ppm - COO-CO-OEt, 66ppm -COO-CH;-
‘CH3, 34ppm -CO-CH,-CH,- , 23ppm -CO-CH,-CH,-, 14ppm —~COO-CH,-CH;).
'"H NMR (CDCL) 6 4.30 (g, 2H, -COO0-CH,-CH;), 2.49 (m, 2H, —CO-CHy-CHy), 1.74 ( m,
2H, -CO-CHp-CHy- ),1.40 ( t, 3H, ~COO-CH,-CH3)

Ptiklad 5
Acylace kyseliny hyaluronové pomoci O-ethyl-O’-palmitoylkarbondty

Do roztoku kyseliny hyaluronové (0,10 g, 20 kDa) v dimethylsulfoxidu (10 ml) byl
pfidan triethylamin (4 eq) a 4-dimethylaminopyridin (0,4 eq) a smés se michala 1 h pki teploté
mistnosti. Do vysledného roztoku byl pak pfidan O-cthyl-O'-palmitoylkarbonat (2 eq, piiklad
1) a smés se michala pfi teplot¢ 20 °C 1 h bez piistupu vzduiné vihkosti, Roztok byl pak
ochlazen na teplotu mistnosti, pfidal se dvacetindsobek demineralizovang vody a smés byla
7-krat dialyzovana proti 5 1 demineralizované vody. Vysledny roztok byl filtrovén a odpafen
za vzniku 0,095 g produktu ve formé prithledného filmu.
DS 5% (stanoveno z NMR, podrobng pfiklad 8)

Pfiklad 6
Acylace kyseliny hyaluronoveé pomoci O-ethyl-O "palmitoylkarbondty

Do roztoku kyseliny hyaluronové (0,10 g, 20 kDa) v dimethylsulfoxidu (10 ml) byl
pfidan triethylamin (4 eq) a 4-dimethylaminopyridin (2 €q) a smés se michala 1 h pfi teplota
mistnosti. Do vysledného roztoku byl pak pfidén O-ethyl-O’-palmitoylkarbonét (2 eq, ptiklad
1) a smés se michala pfi teplotd 20 °C 1 h bez piistupu vzduiné vlhkosti. Roztok byl pak
ochlazen na teplotu mistnosti, pfidal se dvacetinasobek demineralizované vody a smés byla
7-krat dialyzovana proti 5 | demineralizované vody. Vysledny roztok byl filtrovan a odparen
za vzniku 0,098 g produktu ve forme prihledného filmu.
DS 153% (stanoveno z NMR, podrobna ptiklad 8)
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Piiklad 7
Acylace kyseliny hyaluronové pomoci O-ethyl-O -palmitoyikarbondtu

Do roztoku kyseliny hyaluronové (0,10 g, 20kDa) v dimethylsulfoxidu (10 ml) byl
pfidan triethylamin (4 eq) a 4-dimethylaminopyridin (2 eq) a smés se michala | h pii teplote
mistnosti. Do vysledného roztoku byl pak pfidén O-ethyl-O"-palmitoylkarbonat (2 eq, ptiklad
1) a smés se michala pti teploté 60°C 1 h bez pfistupu vzdu$né vlhkosti. Roztok byl pak
ochlazen na teplotu mistnosti, pfidal se dvacetindsobek demineralizované vody a smeés byla
7-krat dialyzovana proti 5 1 demineralizované vody. Vysledny roztok byl filtrovén a odpafen
za vzniku 0,096 g produktu ve formé prithledného filmu.
DS 10% (stanoveno z NMR, podrobng priklad 8)

Ptiklad 8
Acylace kyseliny hyaluronové pomoci O-ethyl-O -palmitoyliarbondtu
Do roztoku kyseliny hyaluronové (0,10 g: 20kDa) v dimethylsulfoxidu (10 m) byl

pfidan triethylamin (4 eq) a 4-dimethylaminopyridin (2 eq) a smés se michala 1 h pri teploté
mistnosti. Do vysledného roztoku byl pak pfiddn O-ethyl-O’-palmitoylkarbonat (2 eq, ptiklad
1) a smés se michala pii teploté 20 °C 24h bez pfistupu vzduSné vihkosti. Roztok byl pak
ochlazen na teplotu mistnosti, pfidal se dvacetinisobek demineralizovangé vody a smés byla
7-krat dialyzovand proti 5 | demineralizované vody. Vysledny roztok byl filtrovan a adpafen
za vzniku 0,098 g produktu ve formé prithledného filmu.
DS 15% (stanoveno z NMR)
Analyticka data hyaluronanu acylovaného kyselinou palmitovou:
'HNMR (D,0) & 4.28 (m, 2H, ~COO-CH;-polymer), 2.40 ( m, 2H, ~CH,-COO0-), 1.65
(m, 2H, ~-CH,-CH,-C0O0-), 1.60 ( m, 2H, ~CHy-CH;-CH2-COO-), 1.25-1.40 (m, 22H, —C-
‘CH;-C-), 0.90 ( m, 3H, ~CH,-CH,;-CH»).
DOSY NMR (Dy0) logD (2.0ppm, CH3-CO-NH-polymer) ~ -11.3m%s

logD (1.65ppm, -CH,-CH-COO0-) ~ -11.5m%/s

logD (1.25-1 40ppm, -C-CHy-C-) ~ -11.5m?s,

logD (H;0) ~ -8.6m%s,
IR(KBr)1735cm’!

Priklad 9
Acylace kyseliny hyaluronové pomaci 0,0 -bis(etoxykarbonyl)adipdtu

Do roztoku kyseliny hyaluronové (0,10 g, 30 kDa) v dimethylsulfoxidu {10 ml) byl
pfidan triethylamin (4 eq) a 4-dimethylaminopyridin (0,2 eq) a smés se michala 1 1 pfi teploté
mistnosti. Do vysiedného roztoku byl pak pFiddn 0.0 "-bis(etoxykarbonyl)adipat (2 eq,
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pfiklad 4) a smés se michala pii teplot® 20 °C | h bez pfistupu vzdusné vihkosti. Roztok byl
pak ochlazen na teplotu mistnosti, pridal se dvacetindsobek demineralizované vody a smés
byla 7-krat dialyzovana proti 5 | demineralizované vody. Vysledny roztok byl filtrovan a
odpafen za vzniku 0,1 g produktu ve forme prithledného filmu.

DS 5% (stanoveno z NMR, podrobné piiklad 11)

Ptiklad 10
Acylace kyseliny hyaluronové pomoci 0,0 ~bis(etoxykarbonyl)adipdtu

Do roztoku kyseliny hyalutonové (0,10 g, 2000 kDa) v dimethylsulfoxidu (20 ml) byl
pitdan triethylamin (4 eq) a 4-dimethylaminopyridin (2 eq) a smés se michala 1 h pfi teploté
mistnosti. Do vysledného roztoku byl pak piidan O,0"-bis(etoxykarbonyl)adipat (2 eq,
pfiklad 4} a smés se michala pfi teploté 60 °C 1 h bez piistupu vzdu$né vihkosti. Roztok byl
pak ochlazen na teplotu mistnosti, pfidal se dvacetinisobek demineralizované vody a smés
byla 7-krat dialyzovana proti 5 | demineralizované vody. Vysledny roztok byl filtrovén a
odpafen za vzniku 0,11 g produktu ve formé prihledného filmu.
DS 20% (stanoveno z NMR, podrobné priklad 1 )

Priklad 11
Acylace kyseliny hyaluronové pomoci 0,0 -bis(etoxykarbonyl)adipdtu
Do roztoku kyseliny hyaluronové (0,10 g, 30 kDa) v dimethylsulfoxidu (10 ml) byl

pridan triethylamin (4 eq) a 4-dimethylaminopyridin (2 eq) a smés se michala 1 h pfi teploté
mistnosti. Do vysledného roztoku byl pak pfidan 0,0’-bis(etoxykarbonyl)adipdt (2 eq,
piklad 4) a smés se michala pii teploté 20 °C 1 h bez piistupu vzdudné vihkosti. Roztok byl
pak ochlazen na teplotu mistnosti, ptidal se dvacetinisobek demineralizované vody a smés
byla 7-krat dialyzovana proti 5 1 demineralizované vody. Vysledny roztok byl filtrovan a
odpafen za vzniku 0,12 g produktu ve form# prahledného filmu.
DS 50% (stanoveno z NMR)
Analyticka data hyaluronanu acylovaného kyselinou adipovou:
HNMR (D:0)  84.27 (m, 2H, -COO-CH,-polymer ), 2.43 ( m, 4H, -CO-CH,-CH;-),
1.68 ( m, 4H, -CO-CH,-CH- )
DOSY NMR (D;0)  logD (2.0ppm, CH;-CO-NH-polymer) ~ -11.0m¥s

logD (2.43, -CO-CHy-CHy-) ~ -11.0m%s

logD (1.68, -CO-CH;-CHs-) ~ -11.0m¥/s

logD (H;0) ~ -8.6m%/s
IR(KBr) 1738cm™
GPC SEC-MALLS  Mw produktu 1600 kDa (1600 kg mol ')




Priklad 12
Acylace kyseliny hyaluronové pomoci O-(2-antrachinonkarbonyl)-O -ethylkarbondtu
Do roztoku kyseliny hyaluronové (0,10 g, 30 kDa) v dimethylsulfoxidu (10 ml) byl

pfidan triethylamin (4 eq) a 4-dimethylaminopyridin (2 eq) a smés se michata 1 h pii teploté

mistnosti. Do vysledného roztoku byl pak ptidan O-(2-antrachinonkarbonyl)-0'-
- ethylkarbonat (2 eq, ptiklad 2) a smés se michala pfi teploté 20 °C 24 h bez ptistupu vzduiné

vlhkosti. Roztok byl pak ochlazen na teplotu mistnosti, pridal se dvacetinisobek

demineralizované vody a smés byla 7-krat dialyzované proti 5L-demineralizované vody,

Vysledny roztok byl filtrovan a odpafen za vzniku 0,1g produktu ve formé prithledného filmu.

DS 5% (stanoveno z NMR, podrobné pfiklad 13)

Priklad 13
Acylace kyseliny hyaluronové pomoci O-(2—antmchinonkarbonyl)-O'-ethylkarbondtu

Do roztoku kyseliny hyaluronové (0,10g, 200kDa) v dimethylsulfoxidu (10ml) byl
pfidan triethylamin (4eq) a 4-dimethylaminopyridin (2eq) a smés se michala 1h pii teploté
mistnosti. Do vysledného roztoku byl pak pfiddn O-(2-antrachinonkarbonyl)-Q'-
- ethylkarbonatu (2 eq, ptiklad 2) a smés se michala pfi teploté 20 °C 24 h bez ptistupu vzdusné
vihkosti. Roztok by! pak ochlazen na teplotu mistnosti, pfidal se dvacetinasobek
demineralizované vody a smés byla 7-krét dialyzovana proti 5 | demineralizované vody.

Vysledny roztok byl filtrovan a odpafen za vzniku 0,1 g produktu ve formé prihledného

filmu.

DS 5% (stanoveno z NMR)

Analyticka data hyaluronanu acylovaného kyselinou 2-antrachinonkarboxylovou:

'"H NMR (D,0) 0 8.85 (m, 1H, ArH-1), 8.50 (m, 1H, Ar#-3), 8.40 (m, 1H, ArH-4),
8.36 (m, 2H, ArH-5,8), 7.97 ( m,IZH, Arfl-6,7), 4.32 (m, 2H, -COO0-CH,-polymer )
IR(KBr) 1738em™

GPC SEC-MALLS UV aktivni litka navazana na polymer (UV detektor 280 nm)

Priklad 14
Acylace kyseliny hyaluronové pomoci O-(2-acetoxybenzoyl)-O -ethylkarbonditu

Do roztoku kyseliny hyaluronové (0,10 8 30 kDa) v dimethylsulfoxidu (10 ml) byl
pridan triethylamin (4 eq) a 4-dimethylaminopyridin (2 eq) a smés se michala 1 h pti teploté
mistnosti, Do vysledného roztoku byl pak ptiddn O-(2-acetoxybenzoyl)-0 -ethylkarbonat
(2 eq, priklad 3) a smés se michala pii teploté 20 °C 24 h bez pristupu vzduiné vihkosti.

Roztok byl pak ochlazen na teplotu mistnosti, pfidal se dvacetinisobek demineralizovane
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vody a smés byla 7-krat dialyzovana proti 5 | demineralizované vody. Vysledny roztok byl
filtrovin a odpaten za vzniku 0.1 g produktu ve formé prithledného filmu.
DS 10% (stanoveno z NMR, podrobng piiklad 16)

Ptiklad 15
Acylace kyseliny hyaluronoveé pomoci O-(2-acetoxybenzoyl)-O “-ethylkarbondtu

Do roztoku kyseliny hyaluronoveé (0,10 g, 200 kDa) v dimethylsulfoxidu (10 ml) byl
pfidan triethylamin (4 ¢q) a 4-diethylaminopyridin (2 €q) a smés se michala 1 h pfi teplotg
mistnosti. Do vysledného roztoky byl pak pridan O—(Z-acetoxybenzoyl)-O'-ethylkarbonét
(2 eq, priklad 3) a smés se michala pii teploté 60 °C 24 h bez piistupu vzdudné vihkosti,
Roztok byl pak ochlazen na teplotu mistnosti, ptidal se dvacetinasobek demineralizované
vody a smés byla 7-krat dialyzovana proti 5 1 demineralizované vody. Vysledny roztok byl
filtrovan a odpaten za vzniku 0, 1 g produktu ve formé prihledného filmu.
DS 10% (stanoveno z NMR, podrobné ptikiad 16)

Piklad 16
Acylace kyseliny hyaluronové pomoci O-(2-acetoxybenzoyl)-Q ethylkarbondtu

Do roztoku kyseliny hyaluronoveé (0,10 g, 200 kDa) v dimethylsulfoxidu (10 ml) byl |
pfidan triethylamin (4 eq) a chinolin (2 eq) a sm&s se michala | h pii teploté mistnosti, Do
vysledného roztoku byl pak ptidan O-(2-acetoxybcnzoyl)-0'-ethylka:rbonét (2 eq, priklad 3) a
smés se michala pfi teplot¥ 60 °C 24 h bez pristupu vzduiné vlhkosti. Roztok byl pak
ochlazen na teplotu mistnosti, pfidal se dvacetinasobek demineralizované vody a smés byla 7-
krat dialyzovana proti 5 I demineralizované vody. Vysledny roztok byl filtrovan a odpaten za
vzniku 0,1 g produktu ve forms prithledného filmu,
DS 10% (stanoveno z NMR)
Analytickd data hyaluronanu acylovaného kyselinou acetylsalicylovou:
'HNMR (H20) 0 8.01 (m, 1H, ArH-6), 7.5 ( m, 1H, ArH-4), 7.28 ( m, 1H, Arfl.S),
7.05 (m, 1H, ArH-3), 4.28 (m, 2H, -COO-CH,-polymer)
GPC SEC-MALLS UV aktivni latka navizana na polymer (UV detektor 270 nm)




FYLOUT T oK

15
PATENTOVE NAROKY

- Zpusob piipravy derivati kyseliny hyaluronové acylaci pomoci (-acyl-O'-alkylkarbonatu
obecného vzorce

R(CO-0-CO-0-RY, (D,
kdenje 1 a2 7 aR aR' predstavyji linearni nebo rozvétveny fetézec C| ~ Ciy volitelng
s obsahem aromatickych nebo heteroaromatickych skupin,
vyznadujici se tim, Ze
kyselina hyaluronovd reaguje v aprotickém prostiedi s 0-acyl-O’-alkylkarbonatem

v pfitomnosti substituovaného pyridinu obecného vzorce

R
R\R
»
R™ 'N” "R (II),

kde R zahmuje volitelng vodik nebo skupiny alkyloxy, dialkylamino a alkyl, kde alkyl
predstavuje alkylovy, lineAmni nebo rozvétveny fetézec C, e Csp volitelnd s obsahem

aromatickych nebo heteroaromatickych skupin, a kde alespori jeden R je jiny neZ vodik.

- Zptisob ptipravy podle naroku 1, vyznaéujici se tim, Ze kyselina hyaluronova je ve formé

volné kyseliny nebo soli.

- Zplsob piipravy podle kteréhokoli z nrokii 1 nebo 2, vyznadujici se tim, Ze kyselina
hyaluronovd ma molekulovou hmotnost v rozsahu 1.10* a3 5.10° gmol” a polydisperzitu

v rozsahu 1,02 az 5,0.

. Zpusob pfipravy podle kteréhokoli z nérokd 1 az 3, vyznadujici se tim, Ze aprotické
prostfedi zahrnuje DMSO, jako rozpouitédlo, a bazi.

. Zplsob ptipravy podle naroku 4, vyznadujici se tim, ¥e baze zahmuje dusikaté organické
slouceniny obecného vzorce R;N, kde R je alkylovy linearni nebo rozvétveny fetézec C| -+ .

Cso, volitelné s obsahem aromatickych nebo heteroaromatickych skupin.

. Zplsob piipravy podle kteréhokoli z ptedchozich narok, vyznacujici se tim, Ze reakce
kyseliny hyaluronové s O-acyl-O"-alkylkarbonatem v piitomnosti substituovaného pyridinu

probiha pfi teplotach 20 °C az 80 °C po dobu nejméns | minuty.
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7. Zpusob ptipravy podle kteréhokoli z pfedchozich narokd, vyznacujici se tim, e se nejprve
pfipravi a izoluje O-acyl-O-alkylkarbondt, nasledné se zvlast pfipravi reakéni smés
obsahujici kyselinu hyaluronovou v aprotickém prostiedi obsahujicim rozpoustédlo, bazi a
substituovany pyridin, a pak se k reakéni smési prida O-acyl-O'-alkylkarbondt v ¢isté forme

v mnoZstvi nejméne 0,1 ekvivalentil poéitano na dimer kyseliny hyaluronové.

8. Zpusob ptipravy podle kteréhokoli z predchozich ndrokd, vyznacujici se tim, Ze
substituovany pyridin je zastoupen vreakéni smési vrozsahu 0,01 a2 10 ekvivalentd

potitano na dimer kyseliny hyaluronové.
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