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alkalické soli alebo soli alkalickych zemin.
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Oblast techniky

Technické rieSenie sa tyka hydrogélu na baze zosietovaného hydroxyfenylového derivatu kyseliny
hyalurénovej v zmesi s chondroitin sulfdtom so zlepSenou mierou degradacie.

Doterajsi stav techniky

Kyselina hyalurénova (tiez hyaluronan, HA) je polysacharid zo skupiny glykozaminoglykanov, ktory sa
sklada z disacharidickych jednotiek zloZenych z kyseliny D-glukurénovej a N-acetyl-D-glukozaminu. Ide o
polysacharid, ktory je fahko rozpustny vo vodnom prostredi, kde v zavislosti od molekulovej hmotnosti a
koncentrdcie vytvdra viskdzne roztoky aZ viskoelastické hydrogély. HA je prirodzenou zlozkou medzibunkovej
hmoty tkaniv. Vdzbou na Specifické povrchové bunkové receptory je molekula hyaluronanu schopna
interagovat s bunkami vo svojom okoli a regulovat ich metabolické procesy (Xu, Jha a kol. 2012). Z tychto
dévodov su materialy obsahujuce hyaluronan, pripadne jeho derivaty ¢asto vyuZivané na vyrobu pripravkov
pouZivanych v biomedicinskych aplikdciach. Hydrogély na baze hyaluronanu v organizme podstupuju
prirodzenu degradaciu pdsobenim Specifickych enzymov (hyaluroniddz), pripadne pdsobenim reaktivnych
foriem kyslika (ROS), vdaka ¢omu dochadza po ich implantacii do organizmu k ich postupnému vstrebaniu
(Stern, Kogan a kol. 2007).

Na dosiahnutie mechanicky odolnejSich materidlov a z dévodu spomalenia ich biodegradacie bol vyvinuty
rad typov hydrogélov obsahujucich kovalentne zosieteny hyaluronan. Takéto hydrogély su vyuZivané ako
materidly na viskosuplementdciu synovidlnej tekutiny, augmentaciu makkych tkaniv, sliZia ako podporné
Struktury na kultivaciu a implantaciu buniek a pod. (Tognana, Borrione a kol. 2007, Buck li, Alam a kol. 2009,
Li, Raitcheva a kol. 2012, Salwowska, Bebenek a kol. 2016).

V minulosti boli taktiez vyvinuté rézne typy derivatov hyaluronanu, ktoré s schopné podstupovat
prechod sol-gel za fyziologickych podmienok in situ (Burdick and Prestwich 2011, Prestwich 2011). Na tieto
ucely je moZné vyuzit napr. fenolické derivaty hyaluronanu. Calabro a kol. (Calabro, Akst a kol. 2008, Lee,
Chung a kol. 2008, Kurisawa, Lee a kol. 2009) opisuju v spisoch EP1587945B1 a EP1773943B1 postup pripravy
fenolickych derivatov hyaluronanu reakciou karboxylov pritomnych v Strukture D-glukurdnovej kyseliny
hyaluronanu s aminoalkyl-derivatmi fenolu, napr. tyraminom. Produktom tejto reakcie si amidy hyaluronanu
(Darr a Calabro 2009).

Zosietenie fenolickych derivatov hyaluronanu méze byt iniciované pridavkom peroxidazy (napr. chrenovej
peroxiddzy) a zriedeného roztoku peroxidu vodika. Chrenovd peroxiddza (Horseradish peroxidase, HRP,
E.C.1.11.1.7) je v sucasnej dobe vyuZivana ako katalyzator organickych a biotransformacnych reakcii (Akkara,
Senecal a kol. 1991, Higashimura a Kobayashi 2002, Ghan, Shutava a kol. 2004, Shutava, Zheng a kol. 2004,
Veitch 2004). Hydrogély na baze hydroxyfenylovych derivatov hyaluronanu mézu byt vyuZivané ako injekéne
aplikovatelné matrice na riadené uvolfiovanie biologicky aktivnych Idtok alebo ako materidly vhodné na
kultivdciu a implantaciu buniek (Kurisawa, Lee a kol. 2010). Wolfova a kol. opisuju v spise CZ303879 konjugat
hyaluronanu a tyraminu obsahujuci alifaticky linker vioZzeny medzi retazec polyméru a tyramin. Pritomnost
alifatického linkera umozZriuje vyssiu efektivitu sietovacej reakcie a dodava sieti vyssiu elasticitu.

Chondroitin sulfat (ChS) je dalsim zadstupcom glykozaminoglykdnov, ktory je ¢asto vyuZivany na pripravu
materidlov uréenych na vyuzitie v liecbe degenerativnych chordb, napr. ostecartrozy (OA). Retazec ChS je
tvoreny disacharidickymi jednotkami zloZzenymi z N-acetylgalaktozaminu (GalNAc) a kyseliny idurénovej
(IdoA). Disacharidické jednotky ChS méZu byt sulfatované v polohe 4 a 6 GalNAc a pripadne aj v polohe 2
IdoA. Chondroitin sulfat je linearny, sulfatovany a negativne nabity glykozaminoglykan zloZeny z opakujucich
sa monomérnych jednotiek N-acetyl-D-galaktozaminu a kyseliny D-glukurénovej navzajom prepojenych

B(1—3) a B(1—4) O-glykozidickymi vazbami (pozri Strukturny vzorec chondroitin sulfatu).

2
> OR
R'ooc R
\[o 0 0
HO 0 d
2
OR NHAC

kde
R! je H alebo Na,
R? je H, 0-S0,-OH alebo 0-50,-Ona.
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Zdrojom chondroitin sulfatu su Zivoéisne spojivové tkaniva, kde sa viaze na proteiny a tvori tak sucast
proteoglykdnov. Sulfatacia chondroitinu sa uskuto¢riuje pomocou sulfotransferdz v réznych polohach a
réznom zastupeni. Jedine¢ny vzorec sulfatacie jednotlivych poléh v polymérnom retazci kdduje Specifickd
biologicku aktivitu chondroitin sulfatu. Ten je ddlezitym stavebnym blokom chrupky v kiboch, ktorym dodava
odolnost v tlaku a obnovuje rovnovahu v zloZzeni kibového maziva (Baeurle S. A., Kiselev M. G., Makarova E.
S., Nogovitsin E. A. 2009. Polymer 50: 1805). Chondroitin sulfat sa spoloc¢ne s glukozaminom pouZiva ako
vyZivovy doplnok na liecenie alebo tieZ na prevenciu vzniku osteoartritidy u ludi (napr. Flextor®, Advance
Nutraceutics, Ltd.) alebo zvierat (napr. Geloren®, Contipro Pharma, Ltd.). Z farmaceutického hladiska sa
chondroitin sulfat povaZuje za lieCivo s oneskorenym nastupom ucinku timenia bolesti pri degenerativnom
ochoreni kibov (Aubry-Rozier B. 2012. Revue Médicale Suisse 14: 571).

In vitro a in vivo studie ukazali, Ze ChS inhibuje G¢inok hyaluroniddz. Inhibi¢ny ucinok ChS na enzymy je
spdsobeny tvorbou elektrostatickych (idnovych) interakcii. TieZz bolo preukdzané, Ze ChS je schopny
zachycovat ROS, a tym chranit pred degradéciou zlozky extracelularnej matrice (Bali, Cousse a kol. 2001, Xiong
and Jin 2007).

Vyuzitie kombindcie hyaluronanu a chondroitin sulfatu na pripravu prostriedku na ochranu fudskych alebo
ZivoCisnych buniek a tkaniv pred traumatizaciou opisuje dokument EP0136782 (1983). Podobne dokument
US6051560 (1992) opisuje vyuZitie zmesi hyaluronanu a chondroitin sulfatu ako viskosuplementacnych
materidlov pocas oftalmologickych zakrokov. Patent W0030417024 opisuje viskdznu kompoziciu obsahujucu
terapeuticky u¢inné mnozstvo zmesi ChS a HA na vyrobu liekov uréenych na lie¢bu kibov ludi s poskodenim
chrupky spésobenym chondromaldciou alebo OA stupfia | a Il, ktord vyuZiva intraartikularne podanie zmesi.
V patentovej literature sa taktieZ najdu dokumenty, ktoré opisuju prostriedok na parenterdlne podanie
vhodny na prevenciu a lie¢bu poskodenia kibovej chrupky u fudi alebo zvierat, ktory sa sklada z terapeuticky
ucinného mnoistva chondroitin sulfatu, hyaluronanu a glukozaminu (W02004034980, 2002). Dokument
EP2219595 opisuje formuldciu na baze polysacharidov, najma glykozaminoglykdnov, a ich zmesi s
flavonoidmi, ktord tvori hydrogély s predizenym ¢asom biodegradacie. Uvedeny dokument opisuje aj
hydrogél obsahujuci hyaluronan, derivat hyaluronanu zosieteny butdndiol 1,4-diglycidyléterom a ChS, ktory
vykazuje zvy$end odolnost proti degradacii pdsobenim enzymu hyaluronidazy.

Podstata technického rieSenia
Technické rieSenie sa tyka hydrogélu na baze zosietovaného hydroxyfenylového derivatu kyseliny

hyalurénovej, ktorého podstatou je, Ze obsahuje molekuly hydroxyfenylového derivatu hyalurénovej kyseliny
(HA-TA) alebo jeho farmaceuticky prijatelnu sol’ podla vieobecného vzorca (I)

1 2
20" <
\Q) O HO O
HO O O}
OH NH )

AcC

(D,
kde n je v rozmedzi 2 az 7 500 a
kde R! je H* alebo i6n alkalickej soli alebo soli alkalickych zemin a R? je OH alebo tyraminovy substituent podla
vseobecného vzorca (I1):

/NH/\/\)J\NH (In),

pri¢om v rdmci jednej molekuly hydroxyfenylového derivatu hyalurénovej kyseliny alebo jeho farmaceuticky
prijatelnej soli podla vieobecného vzorca (1) aspofi jeden R? je tyraminovy substituent podla véeobecného
vzorca (ll) a pricom asporni dva tyraminové substituenty podla vseobecného vzorca (II) su spojené
prostrednictvom kovalentnej vazby v ktorejkolvek ortopolohe fenylovych skupin, a dalej obsahuje
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chondroitin sulfat alebo jeho farmaceuticky prijatelnu sol vybranu zo skupiny obsahujucej alkalické soli alebo
soli alkalickych zemin.

Alkalické soli alebo soli alkalickych zemin hydroxyfenylového derivdtu hyalurénovej kyseliny podla
vieobecného vzorca (1) alebo chondroitin sulfatu s vyhodne vybrané zo skupiny obsahujicej Na*, K*, Ca?,
Mg?*.

Koncentracia chondroitin sulfatu alebo jeho farmaceuticky prijatelnej soli je v rozsahu 0,5 az 50 mg/ml
hydrogélu podla technického riesenia, vyhodne v koncentracii 1 az 20 mg/ml, vyhodnejsie 5 mg/ml.

Obsah zosietovaného hydroxyfenylového derivatu hyaluronanu je v rozsahu 5 az 30 mg/ml, vyhodne 10
mg/ml hydrogélu podla technického riesenia.

Podla dalSieho vyhodného uskutotnenia technického rieSenia hydrogél dalej obsahuje kyselinu
hyalurénovu alebo jej farmaceuticky prijatelnd sol' v koncentracii 1 az 20 mg/ml, vyhodne 5 az 10 mg/ml,
vyhodnejsie 5 mg/ml hydrogélu podla technického riesenia.

Kovalentna vazba méze byt v rdmci jednej molekuly derivatu kyseliny hyalurénovej podla vseobecného
vzorca (1) v ktorejkolvek ortopolohe fenylovych skupin aspor dvoch tyraminovych substituentov vieobecného
vzorca (l1), ktoré sa v tejto molekule nachadzaju. Ide o takzvané intramolekularne zosietovanie. Tiez mdze byt
kovalentnd vdzba v ktorejkolvek ortopolohe fenylovych skupin aspon dvoch tyraminovych substituentov
vieobecného vzorca (l1), ktoré sa nachadzaju v réznych molekuldch derivatu kyseliny hyalurénovej podla
vieobecného vzorca (I). To predstavuje navzajom prepojenu siet medzi molekulami derivatu HA.

Priklad kovalentne zosieteného hydroxyfenylového derivatu hyaluronanu (crossHA-TA) je schematicky
ukdzany, pozri vzorec (lIl):

H3C CH,
—o o
o COOH . NH NH HoocC
o OH o— o0 (o]
7 on o) OH HO o HO 0.
OH
HN NH
(TIm)
0 NH HN YO0
OH OH

Takéto hydrogély podla technického riesenia vykazujd zvysend odolnost proti biodegradaénym pochodom
vznikajucim posobenim hydrolytickych enzymov a reaktivnych foriem kyslika.

Podla vyhodného uskutoénenia je hmotnostne strednd molarna hmotnost (Mw) hydroxyfenylového
derivatu hyaluronanu podla vieobecného vzorca (1) v rozsahu 5 x 10* a7 1,5 x 10° g.mol?, vyhodne 2,5 x 10°
aZ 1 x 10° g.mol?, vyhodnejsie 8 x 10°g.mol ™. Pl je v rozsahu 1 aZ 3.

Podla dalsieho uskuto¢nenia technického riesenia je stupen substiticie (DS) hydroxyfenylového derivatu
hyaluronanu vseobecného vzorca (1) v rozsahu 0,5 az 10 %, vyhodne 1 aZ 4 %, vyhodnejsie 1 %.

Podla dalsieho vyhodného uskutoénenia je Mw chondroitin sulfatu v rozsahu 5 x 103 aZz 95 x 103 g.mol?,
dalej vyhodne 10 x 10° aZ 40 x 103 g.mol™.

Podla vyhodného uskutocnenia hydrogél obsahuje hyaluronan (HA) alebo jeho farmaceuticky prijatelnu
sol's Mw v rozsahu 5 x 10* az 2,5 x 10° g.mol, vyhodne 1,5 x 10° az 2,5 x 10° g.mol, vyhodnejsie 2,0 x 108
g.molt.

Takéto hydrogély podla technického riesenia mdzu byt pouZité v kozmetike, medicine a regenerativnej
medicine, najma na pripravu materidlov na regenerdciu tkaniva, augmentaciu tkaniva, pripravu scaffoldov
pre tkanivové inZinierstvo, ako matrica na riadené uvolfiovanie biologicky aktivnych I3dtok a lie€iv a
viskosuplementdciu synovialnej tekutiny.
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Prehl'ad obrazkov na vykresoch

Obr. 1: Porovnanie rychlosti degraddcie roztokov HA s pridavkom ChS pomocou ROS
Obr. 2: Porovnanie rychlosti degraddcie materidlov pomocou ROS
Obr. 3: Kumulativna degradacia hydrogélu [%] BTH 30 U/mg

Priklady uskutocnenia

DS = stuperi substitucie = 100 % * moldrne mnoZstvo modifikovanych disacharidickych jednotiek hyalu-
ronanu/molarne mnozstvo vsetkych disacharadickych jednotiek derivatu hyaluronanu. Stuperi substittcie bol
stanoveny pomocou 'H NMR spektroskopiou.

Hmotnostne strednd moldarna hmotnost (Mw) a index polydisperzity (Pl) boli stanovené metddou
SEC-MALLS.

Infradervené spektra pripravenych derivatov boli ziskané metédou FT-IR.

Bol pouZity chondroitin sulfdt vo farmaceutickej kvalite na injekéné podanie od Bioiberica, ES.

Priklad 1
Syntéza tyraminovaného derivatu HA (HA-TA)
Syntéza 6-amino-N-[2(4hydroxyfenyl)etyllhexanamidu

6-[(terc-Butoxykarbonyl)amino]lhexanova kyselina (1,00 g, 4,3 mmol) bola rozpustend v 50 ml tetra-
hydrofurdnu (THF). K roztoku kyseliny bol pridany 1,1'-karbodiimidazol (0,70 g, 4,3 mmol). Zmes bola
zahrievana na 50 °C podas Sestdesiatich minat. Potom bola reakéna naddoba premyta inertnym plynom. K
reakénej zmesi bol pridany tyramin (0,59 g, 4,3 mmol). Zmes bola dalej zahrievana dalSie 2 hodiny. Potom bol
destildciou za znizeného tlaku odstraneny THF. Odparok bol rozpusteny v 50 ml etylacetatu. Roztok bol
premyty 150 ml Cistenej vody (rozdelené do troch dielov). Organickd vrstva bola vysusend nad molekulovym
sitom. Etylacetdt bol odstraneny destildciou za zniZzeného tlaku. Odparok bol rozpusteny v 50 ml MeOH a k
roztoku boli pridané 2 ml trifluéroctovej kyseliny (TFA). Roztok bol zahrievany 6 hodin pod spatnym
chladi¢om. Rozpustadlo bolo odstranené destilaciou za znizeného tlaku. Odparok bol rozpusteny v 50 ml
etylacetatu. Roztok bol premyty 150 ml Cistenej vody (rozdelené do troch dielov). Organicka vrstva bola
vysusend nad molekulovym sitom. Etylacetat bol odstraneny destilaciou za znizeného tlaku.
m = 0,75 g (70 % tedrie)
'HNMR (D,0, ppm) &: 1,17 (m, 2 H, y-CH,- hexdnovej kyseliny); 1,48(m, 2 H, B- CH,- hexdnovej kyseliny); 1,58
(m, 2 H, 6-CH;- hexanovej kyseliny); 2,17 (t, 2 H, - CH,-CO-); 2,73 (m, 2 H, -CH;-Ph); 2,91 (m, 2 H, -CH;-NH,);
3,42 (m, 2 H, -CH,- NH-CO-); 6,83 (d, 2 H, arom); 7,13 (d, 2 H, arom).
13C NMR(D,0, ppm) 8: 24 (y-C- hexanovej kyseliny); 26 (6-C- hexanovej kyseliny); 33 (B-C- hexdnovej kyseliny);
35 (-C-CO-); 39 (-C-NH,); 40 (C-Ph); 63 (-C-NH-CO- ); 115 (C3 arom); 126 (C1 arom); 130 (C2 arom.); 153 (C4
arom.); 176 (-CO-).

Priprava aldehydického derivatu (HA-CHO)

Hylauronan (10,00 g, My = 2 x 108 g.mol?) bol rozpusteny v 750 ml 2,5 % (w/w) roztoku Na;HPO, . 12 H,0.
Roztok bol vychladeny na 5 °C. K vzniknutému roztoku bolo pridanych 2,60 g NaBr a 0,05 g 4-acetami-
do-2,2,6,6-tetrametylpiperidin-1- oxylu. Po dokladnej homogenizacii roztoku boli k reakénej zmesi pridané 3
ml roztoku NaClO (10 — 15 % dostupného Cl). Reakcia pokracovala za stdleho miesania 15 min. Reakcia bola
ukonéend pridavkom 100 ml 40 % roztoku propdn-2-olu. Produkt bol precisteny ultrafiltraciou a izolovany
precipitaciou propan-2-olom.

IC (KBr): 3417, 2886, 2152, 1659, 1620, 1550, 1412, 1378, 1323, 1236, 1204, 1154, 1078, 1038, 945, 893 cm™.
IH NMR (D,0) &: 2,01 (s, 3 H, CH3-), 3,37 - 3,93 (m, skelet hyaluronanu), 4,46 (s, 1H, anomér), 4,54 (s, 1H
anomér, -O-CH(OH)-), 5,27 (geminalny glykol -CH- (OH);).

a) Priprava tyraminovaného derivatu HA s Cs spacerom (Mw = 3 x 10° g.mol?, DS = 2 %)

Aldehydicky derivat HA (= 3 x 10° g.mol?, DS = 9 %) (5,00 g) bol rozpusteny v 500 ml demineralizovanej
vody. Pomocou kyseliny octovej bolo pH roztoku upravené na 3. K roztoku HA-CHO bol pridany 6-amino-N-
-[2-(4- hydroxyfenyl)etyl]lhexanamid (medziprodukt (1)) (1,25 g, 5 mmol). Zmes bola mieSana 2 hodiny pri
laboratdrnej teplote. Potom bol do reakénej zmesi pridany komplex pikolin-boran (0,270 g, 2,5 mmol). Zmes
bola mieSana dalsich 12 hodin pri laboratdérnej teplote. Produkt bol precisteny ultrafiltraciou a izolovany z
retentdtu precipitaciou propan-2-olom. Precipitat bol zbaveny vihkosti a zvyskového propan-2-olu susenim v
teplovzdus$nej susiarni (40 °C, 3 dni).
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IC (KBr): 3425, 2893, 2148, 1660, 1620, 1549, 1412, 1378, 1323, 1236, 1204, 1154, 1078, 1038, 945, 893 cm™.
'H NMR (D,0) &: 1,25 (t, 2 H, y-CH,- aminohexanovej kyseliny), 1,48 (m, 2 H, - CH2- aminohexdnovej kyseliny)
1,51 (m, 2 H, P-CH2-aminohexdnovej kyseliny), 2,01 (s, 3 H, CHs-), 2,65 (m, 2H, Ph-CH;-), 2,73 (m, 2H, &-CH;-
aminohexanovej kyseliny), 3,37 — 3,93 (m, skelet hyaluronanu), 4,46 (s, 1H, anomér), 4,54 (s, 1H anomér., -O-
-CH(OH)-), 6,59 (d, 2H, arom.), 7,01 (d, 2H. arom).

SEC MALLS: Mw = 2,78 x 10° g.mol?

DS (*HNMR): 2,1 %

b) Priprava tyraminovaného derivatu HA s Cs spacerom (Mw = 8 x 10° g.mol?, DS = 1 %)

Aldehydicky derivat HA (Mw = 8 x 10° g.mol?, DS = 5 %) (5,00 g) bol rozpusteny v 500 ml demineralizova-
nej vody. Pomocou kyseliny octovej bolo pH roztoku upravené na 3. K roztoku HA-CHO bol pridany 6-amino-
-N-[2-(4- hydroxyfenyl)etyl]hexanamid (medziprodukt (1)) (0,625 g, 2,5 mmol). Zmes bola miesana 2 hodiny
pri laboratdrnej teplote. Potom bol do reakénej zmesi pridany komplex pikolin-boran (0,270 g, 2,5 mmol).
Zmes bola miesand dalSich 12 hodin pri laboratdrnej teplote. Produkt bol precisteny ultrafiltraciou a izolovany
z retentdtu precipitaciou propan-2-olom. Precipitdt bol zbaveny vlhkosti a zvySkového propan-2-
-olu susenim v teplovzdusnej susiarni (40 °C, 3 dni).

IC (KBr): 3425, 2893, 2148, 1660, 1620, 1549, 1412, 1378, 1323, 1236, 1204, 1154, 1078, 1038, 945, 893
cmt,

!H NMR (D;0) &: 1,25 (t, 2 H, y-CH,- aminohexanovej kyseliny), 1,48 (m, 2 H, §- CH,- aminohexanovej kyseliny),
1,51 (m, 2 H, B-CHz- aminohexanovej kyseliny), 2,01 (s, 3 H, CHs-), 2,65 (m, 2H, Ph-CH3-), 2,73 (m, 2H, e-CH;-
aminohexanovej kyseliny), 3,37 - 3,93 (m, skelet hyaluronanu), 4,46 (s, 1H, anomér), 4,54 (s, 1H anomér., -O-
-CH(OH)-), 6,59 (d, 2H, arom.), 7,01 (d, 2H. arom).

SEC MALLS: Mw = 8,09 x 10° g.mol?

DS (*HNMR): 1,1 %

¢) Priprava tyraminovaného derivitu HA s Cs spacerom (Mw = 1,5 x 10° g.mol?, DS = 0,5 %)

Aldehydicky derivat HA (Mw = 1,5 x 10° g.mol?, DS = 0,5 %) (5,00 g) bol rozpusteny v 500 ml
demineralizovanej vody. Pomocou kyseliny octovej bolo pH roztoku upravené na 3. K roztoku HA-CHO bol
pridany 6-amino-N-[2-(4- hydroxyfenyl)etyllhexdn-amid (medziprodukt (1)) (0,625 g, 2,5 mmol). Zmes bola
miesana 2 hodiny prilaboratdrnej teplote. Potom bol do reakénej zmesi pridany komplex pikolin-boran (0,270
g, 2,5 mmol). Zmes bola mieSana dalSich 12 hodin pri laboratérnej teplote. Produkt bol precisteny
ultrafiltraciu a izolovany z retentatu precipitdciou propdn-2-olom. Precipitdt bol zbaveny vlhkosti a
zvyskového propan- 2-olu suSenim v teplovzdusnej susiarni (40 °C, 3 dni).

I (KBr): 3425, 2893, 2148, 1660, 1620, 1549, 1412, 1378, 1323, 1236, 1204, 1154, 1078, 1038, 945, 893 cm™.
H NMR (D,0) &: 1,25 (t, 2 H, y-CH,- aminohexanovej kyseliny), 1,48 (m, 2 H, §- CH,- aminohexdnovej
kyseliny)1,51 (m, 2 H, B -CH,- aminohexdnovej kyseliny), 2,01 (s, 3 H, CHs-), 2,65 (m, 2H, Ph-CH;-), 2,73 (m,
2H, e-CH;- aminohexanovej kyseliny), 3,37 — 3,93 (m, skelet hyaluronanu), 4,46 (s, 1H, anomér), 4,54 (s, 1H
anomér., -O-CH(OH)-), 6,59 (d, 2H, arom.), 7,01 (d, 2H. arom.).

SEC MALLS: Mw = 1,5 x 10° g.mol™

DS (*H NMR): 0,5 %

d) Priprava tyraminovaného derivatu HA s Cs spacerem (Mw = 5 x 10* g.mol?, DS = 10 %)

Aldehydicky derivat HA (Mw = 5 x 10* g.mol?, DS = 10 %) (5,00 g) bol rozpusteny v 500 ml
demineralizovanej vody. Pomocou kyseliny octovej bolo pH roztoku upravené na 3. K roztoku HA-CHO bol
pridany 6-amino-N-[2-(4-hydroxy- fenyl)etyllhexanamid (medziprodukt (1)) (0,625 g, 2,5 mmol). Zmes bola
miesana 2 hodiny prilaboratdrnej teplote. Potom bol do reakénej zmesi pridany komplex pikolin-boran (0,270
g, 2,5 mmol). Zmes bola mieSana dalSich 12 hodin pri laboratérnej teplote. Produkt bol precisteny
ultrafiltraciou a izolovany z retentdtu precipitdciou propdn-2-olom. Precipitdt bol zbaveny vihkosti a
zvyskového propan- 2-olu suSenim v teplovzdusnej susiarni (40 °C, 3 dni).

IC (KBr): 3425, 2893, 2148, 1660, 1620, 1549, 1412, 1378, 1323, 1236, 1204, 1154, 1078, 1038, 945, 893
cmt,

IH NMR (D;0) &6: 1,25 (t, 2 H, y-CH,- aminohexdnovej kyseliny), 1,48 (m, 2 H, 6- CH,- aminohexdnovej kyseliny),
1,51 (m, 2 H, B-CH,- aminohexanovej kyseliny), 2,01 (s, 3 H, CHs-), 2,65 (m, 2H, Ph-CH5-), 2,73 (m, 2H, &-CH,-
-aminohexdnovej kyseliny), 3,37 - 3,93 (m, skelet hyaluronanu), 4,46 (s, 1H, anomér), 4,54 (s, 1H anomér.,
-O-CH(OH)-), 6,59 (d, 2H, arom.), 7,01 (d, 2H, arom.).

SEC MALLS: Mw =5 x 10* g.mol™?

DS (*H NMR): 10 %
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Priklad 2
Priprava hydrogélov na baze hydroxyfenylového derivatu HA-TA s koncentraciou 20 mg/ml
Hydrogély boli pripravené zmiesanim dvoch prekurzorovych roztokov A a B, na ich pripravu bol pouZity
vodny roztok NaCl (9 g/I). Na pripravu prekurzorovych roztokov bol pouZity hydroxyfenylovy derivat HA-TA s
Mw = 2,78 x 10° g.mol™! a DS 2,1 %. ZloZenie roztokov je uvedené v nasledujucej tabulke (tabulka 1).
Tabulka 1 ZloZenie prekurzorovych roztokov na pripravu hydrogélov na baze hydroxyfenylového derivatu
HA-TA s koncentraciou 20 mg/ml

Roztok A Roztok B
HRP....oovreen. 0,48 U/ml H,0,........ 2,0 mmol/I
HA-TA............ 20 mg/ml HA-TA..... 20 mg/ml
NaCl.....ccc..... 9g/l NaCl........ 9g/l

Zmie$anim roztoku A a roztoku B v pomere 1 : 1 boli pripravené hydrogély s finadlnym zloZzenim, uvedenym
v nasledujucej tabulke (tabulka 2), kde crossHA-TA je kovalentne zosietenym hydroxyfenylovym derivatom
hyaluronanu.

Tabulka 2 Findlne zloZenie hydrogélov na baze hydroxyfenylového derivatu HA-TA s koncentraciou 20 mg/ml

ZloZenie hydrogélov
HRP...ooiiiiiiiiineeiiene 0,24 U/ml|
crossHA-TA.............. 20 mg/ml
NaCl......cccooeveeiennnn. 9g/l

Priklad 3
Priprava hydrogélov, obsahujucich ChS s koncentraciou 0,5 mg/ml

Hydrogély boli pripravené zmiesanim dvoch prekurzorovych roztokov A a B, na pripravu ktorych bol
pouzity vodny roztok NaCl (9 g/1). Na pripravu prekurzorovych roztokov bol pouzity hydroxyfenylovy derivat
HA-TA s Mw = 2,78 x 10° g.mol? a DS 2,1 % a ChS s Mw = 10 x 10% — 40 x 103 g.mol . ZloZenie roztokov je
uvedené v nasledujucej tabulke (tabulka 3).

Tabulka 3 ZloZenie prekurzorovych roztokov na pripravu hydrogélov obsahujice ChS s koncentraciou 0,5
mg/ml

Roztok A RoztokB

HRP........ 0,48 U/ml [ P10 PO 2,0 mmol/I
HA-TA....20 mg/ml HA-TA........... 20 mg/ml
Chs........ 0,5 mg/ml ChS.....occn.. 0,5 mg/ml
NaCl....... 9g/l NaCl............ 9g/l

Zmie$anim roztoku A a roztoku B v pomere 1 : 1 boli pripravené hydrogély s findlnym zloZzenim, uvedenym
v nasledujucej tabulke (tabulka 4), kde crossHA-TA je kovalentne zosietenym hydroxyfenylovym derivatom
hyaluronanu.

Tabulka 4 Finadlne zloZenie hydrogélov obsahujice ChS s koncentraciou 0,5 mg/ml

ZloZenie hydrogélov
HRP....coviiiiiinienn 0,24 U/ml
crossHA-TA......... 20 mg/ml
ChS..ccoviiiiiie, 0,5 mg/ml
NaCl....ccconenne 9g/l

Priklad 4
Priprava hydrogélov, obsahujucich ChS s koncentraciou 3,3 mg/ml
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Hydrogély boli pripravené zmiesanim dvoch prekurzorovych roztokov A a B, na pripravu ktorych bol
pouzity vodny roztok NaCl (9 g/1). Na pripravu prekurzorovych roztokov bol pouZity hydroxyfenylovy derivat
HA-TA s Mw = 2,78 x 10° g.mol™ a DS 2,1 % a ChS s Mw = 10 x 103 - 40 x 103 g.mol . ZloZenie roztokov je
uvedené v nasledujucej tabulke (tabulka 5).

Tabulka 5 ZloZenie prekurzorovych roztokov na pripravu hydrogélov obsahujace ChS s koncentrdciou 3,3
mg/ml

Roztok A Roztok B

HRP .o, 0,48 U/ml Ha02u i, 2,0 mmol/I
HA-TA o, 20 mg/ml HA-TA oo 20 mg/ml
ChS..viiieeee, 3,3 mg/ml ChS..iiiieee, 3,3 mg/ml
NaCli.oooiiiiiieiienee, 9g/l NaCli.oiiiiiiiieiieeens 9g/l

ZmieSanim roztoku A a roztoku B v pomere 1 : 1 boli pripravené hydrogély s findlnym zloZzenim, uvedenym
v nasledujucej tabulke (tabulka 6), kde crossHA-TA je kovalentne zosietenym hydroxyfenylovym derivatom
hyaluronanu.

Tabulka 6 Finadlne zloZenie hydrogélov obsahujice ChS s koncentraciou 3,3 mg/ml

ZloZenie hydrogélov
HRP...ooiiiiiiniiiiiiiin, 0,24 U/ml
CrossHA-TA............... 20 mg/ml
ChS...covviiiiiiiiei, 3,3 mg/ml
NaCl..oooieeiiiieieennn, 9g/l

Priklad 5
Priprava hydrogélov, obsahujucich ChS s koncentraciou 10 mg/ml

Hydrogély boli pripravené zmiesanim dvoch prekurzorovych roztokov A a B, na pripravu ktorych bol
pouzity vodny roztok NaCl (9 g/1). Na pripravu prekurzorovych roztokov bol pouZity hydroxyfenylovy derivat
HA-TA s Mw = 2,78 x 10° g.mol a DS 2,1 % a ChS s Mw = 10 x 103 - 40 x 103 g.mol . ZloZenie roztokov je
uvedené v nasledujucej tabulke (tabulka 7).

Tabulka 7 ZloZenie prekurzorovych roztokov na pripravu hydrogélov obsahujace ChS s koncentrdciou 10
mg/ml

Roztok A Roztok B

HRP..ooiiiiiiiie e, 0,48 U/ml Ha07u i, 2,0 mmol/I
HA-TA o 20 mg/ml HA-TA e, 20 mg/ml
ChS.iiie, 10 mg/ml ChS.ieee, 10 mg/ml
NaCli.oiiiiiiicciienee, 9g/l NaCli.iiiiiiiiiiiceeee, 9g/l

Zmie$anim roztoku A a roztoku B v pomere 1 : 1 boli pripravené hydrogély s findlnym zloZzenim, uvedenym
v nasledujucej tabulke (tabulka 8), kde crossHA-TA je kovalentne zosietenym hydroxyfenylovym derivatom
hyaluronanu.

Tabulka 8 Finadlne zloZenie hydrogélov obsahujice ChS s koncentraciou 10 mg/ml

ZloZenie hydrogélov

HRP.coiiiiiin e 0,24 U/ml
CrossHA-TA......cccecveenennn. 20 mg/ml
ChS.iicicce e, 10 mg/ml
NaCl..ooiiiieiieiieiceee 9g/l
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Priklad 6
Priprava hydrogélov, obsahujucich ChS s koncentraciou 50 mg/ml

Hydrogély boli pripravené zmiesanim dvoch prekurzorovych roztokov A a B, na pripravu ktorych bol
pouzity vodny roztok NaCl (9 g/1). Na pripravu prekurzorovych roztokov bol pouZzity hydroxyfenylovy derivat
HA-TA s Mw = 2,78 x 10° g.mol a DS 2,1 % a ChS s Mw = 10 x 10% — 40 x 103 g.mol . ZloZenie roztokov je
uvedené v nasledujucej tabulke (tabulka 9).

Tabulka 9 ZloZenie prekurzorovych roztokov na pripravu hydrogélov obsahujuce ChS s koncentraciou 50
mg/ml

Roztok A Roztok B

HRP. oo 0,48 U/ml HaO2u o, 2,0 mmol/I
HA-TA o 20 mg/ml HA-TA e 20 mg/ml
ChS.iiiieiee 50 mg/ml ChS..iies 50 mg/ml
NaCl..ooiiiiiiiiecieiins 9g/l NaCl..ooiiiiiiiiieiiciee 9g/l

Zmiesanim roztoku A a roztoku B v pomere 1 : 1 boli pripravené hydrogély s findlnym zloZenim, uvedenym v
nasledujucej tabulke (tabulka 10), kde crossHA-TA je kovalentne zosietenym hydroxyfenylovym derivatom
hyaluronanu.

Tabulka 10 Findlne zloZenie hydrogélov obsahujlice ChS s koncentraciou 50 mg/ml

ZloZenie hydrogélov
HRP....oovviiiiiinienn 0,24 U/ml
crossHA-TA............. 20 mg/ml
ChS..iiiiis 50 mg/ml
NaCli.ooooiiiiiiens 9g/l

Priklad 7
Priprava hydrogélov, obsahujucich HA s koncentraciou 5 mg/ml

Priprava hydrogélov, obsahujucich nezosietenu kyselinu hyalurénovu zahrfiala 3 zakladné kroky:

1. Priprava hydrogélu obsahujuceho zosieteny derivat crossHA-TA

Hydrogél obsahujuci zosieteny derivat crossHA-TA bol pripraveny zmieSanim dvoch prekurzorovych
roztokov A a B, ktoré boli pripravené rozpustenim jednotlivych zloZiek vo fosfatom pufrovanom fyziologickom
roztoku (PBS). Na pripravu prekurzorovych roztokov bol pouZity hydroxyfenylovy derivdt HA-TA s
Mw = 8,09 x 105 g.mol-1 a DS 1,1 %. ZloZenie roztokov je uvedené v nasledujucej tabulke (tabulka 11).

Tabulka 11 ZloZenie prekurzorovych roztokov na pripravu zosieteného derivatu crossHA-TA

Roztok A Roztok B

HRP oo, 12,8 mU/ml Ha02u i 0,6 mmol/I
HA-TA e 20 mg/ml HA-TA .o 20 mg/ml
NaCl.oiiiiiiiiieiie i 8g/l NaCl.oiiiiiiiciiciicie e 8g/l

KClie e, 0,2g/l KCluueiiieei e, 0,2g/l
Na,HPQO,4.12H,0................ 2,85 g/' Na;HPQO4.12H,0................ 2,85 g/'
KH2PO4o oo, 0,2 g/' KH2POgueiiin 0,2 g/'

ZmieSanim roztoku A a roztoku B v pomere 1 : 1 bol pripraveny hydrogél so zloZzenim uvedenom v
nasledujucej tabulke (tabulka 12).
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Tabulka 12 ZloZenie zosieteného derivatu crossHA-TA

ZloZenie zosieteného derivatu crossHA-TA
HRP. o 0,24 U/ml
CrossHA-TA.....ccoeiieiieiee 20 mg/ml
NaCl.eoiiiiieiieiie e 8g/l

e T 0,2 g/l
Na;HPO4.12H,0....ccvvvivivie, 2,85 g/'
KH2POgoooiiiiiii 0,2 g/'

2. Priprava roztoku hyaluronanu

Roztok HA s koncentraciou 5 mg/ml bol pripraveny rozpustenim nativneho hyaluronanu s Mw 1,91 x 10°
g.mol* v PBS.

3. Homogenizacia hydrogélu a roztoku hyaluronanu

Findlny hydrogél bol pripraveny zmie$anim zosieteného derivatu crossHA-TA a roztoku HA v pomere
1 : 1 s naslednou homogenizdciou zmesi. Findlne zloZenie materidlu je uvedené v nasledujucej tabulke
(tabulka 13).

Tabulka 13 Findlne zloZenie hydrogélu, obsahujice HA s koncentraciou 5 mg/ml

Findlne zloZenie
HRP....ooviiiiiiiinene 0,12 U/ml
crossHA-TA.............. 10 mg/ml
HA e 5 mg/ml
NaCl...ooooiiiies 8g/l

(o TR 0,2g/l
Na;HPO4.12H,0....... 2,85 g/|
KHaPO................ 0,2 g/l

Priklad 8
Priprava hydrogélov, obsahujucich HA s koncentraciou 20 mg/ml

Priprava hydrogélov, obsahujucich nezosietenu kyselinu hyalurénovu zahrfiala 3 zadkladné kroky:

1. Priprava hydrogélu obsahujuceho zosieteny derivat crossHA-TA

Hydrogél obsahujuci zosieteny derivat crossHA-TA bol pripraveny zmieSanim dvoch prekurzorovych
roztokov A a B, ktoré boli pripravené rozpustenim jednotlivych zloZiek vo fosfatom pufrovanom fyziologickom
roztoku (PBS). Na pripravu prekurzorovych roztokov bol pouZity hydroxyfenylovy derivdt HA-TA s
Mw = 8,09 x 10° g.mol™? a DS 1,1 %. ZloZenie roztokov je uvedené v nasledujlcej tabulke (tabulka 14).

Tabulka 14 ZloZenie prekurzorovych roztokov na pripravu zosieteného derivatu crossHA-TA

Roztok A Roztok B

HRP. ..ot 12,8 mu/ml HaOgeiiiiiiiiiiic, 0,6 mmol/I
HA-TA e 20 mg/ml HA-TA e 20 mg/ml
NaCl..oiiiiiiiicieeie e, 8g/l NaCl.iioiiiieieciiiniincee 8g/l

o T 0,2g/l o T 0,2g/!
NazHPO4. 12H,0.......cooee... 2,85 g/| NazHPO4.12H,0................... 2,85 g/l
KH2PO4go oo, 0,2 g/' KH2PO4geooooiiiiii, 0,2 g/'

ZmieSanim roztoku A a roztoku B v pomere 1 : 1 bol pripraveny hydrogél so zloZzenim uvedenom v
nasledujucej tabulke (tabulka 15).

10
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Tabulka 15 ZloZenie zosieteného derivatu crossHA-TA

ZloZenie zosieteného derivatu crossHA-TA
HRP..ooviiiii i, 0,24 U/ml
CrossHA-TA.......ccceeene. 20 mg/ml
NaCl..ooieieeiiiniicne 8g/l
KCloveeeeeveeeeeeveenenn. 0,2g/l
Na,HPO,.12H,0............ 2,85/
KH2POguvvoveeeeeeenn. 0,2g/l

2. Priprava roztoku hyaluronanu

Roztok HA s koncentraciou 40 mg/ml bol pripraveny rozpustenim nativneho hyaluronanu s Mw 1,91 x 10°
g.mol vo fosfatovom pufri (PBS).

3. Homogenizacia hydrogélu a roztoku hyaluronanu

Findlny hydrogél bol pripraveny zmie$anim zosieteného derivatu crossHA-TA a roztoku HA v pomere
1 : 1 s naslednou homogenizdciou zmesi. Findlne zloZenie materidlu je uvedené v nasledujucej tabulke
(tabulka 16).

Tabulka 16 Findlne zloZenie hydrogélu, obsahujdce HA s koncentraciou 20 mg/ml

Findlne zloZenie
HRP..ooiiiiiercciis 0,12 U/ml
CrossHA-TA.......ccevvennes 10 mg/ml
HA e, 20 mg/ml
NaCli.oooiiiiiiieiiee, 8g/l
Koo, 0,2g/l
Na;HPO,.12H,0............ 2,85 g/|
-0 VI 0,2g/!

Priklad 9
Priprava hydrogélov, obsahujucich HA s koncentraciou 5 mg/ml a ChS s koncentraciou 5 mg/ml

Priprava hydrogélov, obsahujucich nezosietend kyselinu hyalurénovu a chondroitin sulfdt zahrfiala 3
zakladné kroky:

1. Priprava hydrogélu obsahujuceho zosieteny derivat crossHA-TA

Hydrogél obsahujuci zosieteny derivat crossHA-TA bol pripraveny zmieSanim dvoch prekurzorovych
roztokov A a B, ktoré boli pripravené rozpustenim jednotlivych zloZiek vo fosfatom pufrovanom fyziologickom
roztoku (PBS). Na pripravu prekurzorovych roztokov bol pouZity hydroxyfenylovy derivdt HA-TA s
Mw = 8,09 x 10° g.mol™? a DS 1,1 %. ZloZenie roztokov je uvedené v nasledujlcej tabulke (tabulka 17).

Tabulka 17 ZloZenie prekurzorovych roztokov na pripravu zosieteného derivatu crossHA-TA

Roztok A Roztok B

HRP ..o, 12,8 mu/ml HaOzooviiiciiieccin, 0,6 mmol/I
HA-TA. e 20 mg/ml HA-TA o 20 mg/ml
NaCl.iiiiiiicieeiiciiee e 8g/l NaCl.oiiiiiieieciicie e 8g/l

o T 0,2g/l KClveoeeeeeeeeeeeee e 0,2g/l
NazHPO4.12H,0. ..o, 2,85 g/l NazHPO4 12H,0. ... 2,85 g/l
KH2PO4uioiiiiiiiiiiiiiiiiie e, 0,2 g/| KH2PO4uuoeiiiiiiiiiiieeeae 0,2 g/|

ZmieSanim roztoku A a roztoku B v pomere 1 : 1 bol pripraveny hydrogél so zloZzenim uvedenom v
nasledujucej tabulke (tabulka 18).

11
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Tabulka 18 ZloZenie zosieteného derivatu crossHA-TA

ZloZenie zosieteného derivatu crossHA-TA

2. Priprava roztoku s obsahom hyaluronanu a chondroitin sulfatu

Roztok HA s koncentraciou 10 mg/ml a ChS s koncentraciou 10 mg/ml bol pripraveny rozpustenim
nativneho hyaluronanu s Mw 1,91 x 10° g.mol? a chondroitin sulfatu ChS s Mw = 10 x 10° — 40 x 103 g.mol™
vo fosfatovom pufri (PBS).

3. Homogenizacia hydrogélu a roztoku s obsahom hyaluronanu a chondroitin sulfatu

Findlny hydrogél bol pripraveny zmieSanim zosieteného derivatu crossHA-TA a roztoku HA a ChS v pomere
1 : 1 s naslednou homogenizdciou zmesi. Findlne zloZenie materidlu je uvedené v nasledujucej tabulke
(tabulka 19).

Tabulka 19 Finadlne zloZenie hydrogélu, HA s koncentraciou 5 mg/ml a ChS s koncentraciou 5 mg/ml

Findlne zloZenie
HRP..oovvviiiiiiiiiiiiiiiiinne 0,12 U/ml
CrossHA-TA.......ccevveines 10 mg/ml
HA e, 5 mg/ml
ChS. i 5 mg/ml
NaCl..oooiiiiieiiene, 8g/l

o T 0,2g/l
Na;HPO,.12H,0............. 2,85 g/|
KH2POuvveovvreenenas 0,2g/l

Priklad 10
Priprava hydrogélov, obsahujucich HA s koncentraciou 5 mg/ml a ChS s koncentraciou 10 mg/ml

Priprava hydrogélov, obsahujucich nezosietenu kyselinu hyalurénovu a chondroitin sulfat zahrfiala 3
zakladné kroky:

1. Priprava hydrogélu obsahujuceho zosieteny derivat crossHA-TA

Hydrogél obsahujuci zosieteny derivat crossHA-TA bol pripraveny zmieSanim dvoch prekurzorovych
roztokov A a B, ktoré boli pripravené rozpustenim jednotlivych zloZiek vo fosfatom pufrovanom fyziologickom
roztoku (PBS). Na pripravu prekurzorovych roztokov bol pouZity hydroxyfenylovy derivdt HA-TA s
Mw = 8,09 x 10° g.mol™? a DS 1,1 %. ZloZenie roztokov je uvedené v nasledujlcej tabulke (tabulka 20).

Tabulka 20 ZloZenie prekurzorovych roztokov na pripravu zosieteného derivatu crossHA-TA

Roztok A Roztok B

HRP .o 12,8 mU/ml HaO2u i, 0,6 mmol/I
HA-TA .o 20 mg/ml HA-TA e 20 mg/ml
NaCll.oiiiiiiieieciicice e 8g/l NaCl.iiiiiiiiiiiiieiincee 8g/l
KClioeeeeeeeeeeeee e, 0,2g/l o T 0,2g/l
Na;HPO4.12H;0.......cccvve 2,85g/I Na;HPO4.12H,0.....ccovvvieene 2,85 g/l
KH2PO4uoioioiiiiiiiiiiiiiei, 0,2g/l KH2PO4uo oo, 0,2 g/l

12



10

15

20

25

30

SK 9649 Y1

ZmieSanim roztoku A a roztoku B v pomere 1 : 1 bol pripraveny hydrogél so zloZzenim uvedenom v
nasledujucej tabulke (tabulka 21).

Tabulka 21 ZloZenie zosieteného derivatu crossHA-TA

ZloZenie zosieteného derivatu crossHA-TA
HRP..ooiiin i, 0,24 U/ml
CrosSHA-TA ....ooiiiiiiiiie e 20 mg/ml
NACleiiiiiiieie e 8g/l

KCloovee e 0,2/l
Na;HPO412H,0. ..o 2,85/

G -0 VR 0,2g/l

2. Priprava roztoku s obsahom hyaluronanu a chondroitin sulfatu

Roztok HA s koncentraciou 10 mg/ml a ChS s koncentraciou 20 mg/ml bol pripraveny rozpustenim
nativneho hyaluronanu s Mw 1,91 x 108 g.mol! a chondroitin sulfatu s Mw = 10 x 103 — 40 x 103 g.mol?! vo
fosfatovom pufri (PBS).

3. Homogenizacia hydrogélu a roztoku s obsahom hyaluronanu a chondroitin sulfatu

FindIny hydrogél bol pripraveny zmieSanim zosieteného derivatu crossHA-TA a roztoku HA a ChS v pomere
1 : 1 s naslednou homogenizdciou zmesi. Findlne zloZenie materidlu je uvedené v nasledujucej tabulke
(tabulka 22).

Tabulka 22 Findlne zloZenie hydrogélu, HA s koncentraciou 5 mg/ml a ChS s koncentraciou 10 mg/ml

Finalne zloZenie

Priklad 11
Priprava hydrogélov na baze hydroxyfenylového derivatu HA-TA s koncentraciou 5 mg/ml

Hydrogély boli pripravené zmiesanim dvoch prekurzorovych roztokov A a B, na pripravu ktorych bol
pouzity vodny roztok NaCl (9 g/l). Na pripravu prekurzorovych roztokov bol pouZzity hydroxyfenylovy derivat
HA-TA s Mw = 1,5 x 108 g.mol™? a DS 0,5 %. ZloZenie roztokov je uvedené v nasledujucej tabulke (tabulka 23).

Tabulka 23 ZloZenie prekurzorovych roztokov na pripravu hydrogélov na baze hydroxyfenylového derivatu
HA-TA s koncentraciou 5 mg/ml

Roztok A Roztok B

HRP ..o 0,12 U/ml HaOgeioiiiiiiiiiie, 0,5 mmol/l
HA-TA e 5 mg/ml HA-TA .o 5 mg/ml
NaCli.oiiiiiiiiieiienee, 9g/l NaCl.eiiiiiiiiiiiiieceeens 9g/l

ZmieSanim roztoku A a roztoku B v pomere 1 : 1 boli pripravené hydrogély s findlnym zloZzenim, uvedenym
v nasledujucej tabulke (tabulka 24), kde crossHA-TA je kovalentne zosietenym hydroxyfenylovym derivatom
hyaluronanu.
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Tabulka 24 Findlne zloZenie hydrogélov na baze hydroxyfenylového derivatu HA-TA s koncentraciou 5 mg/ml

ZloZenie hydrogélov

HRP.coii e, 0,06 U/ml
CrossHA-TA.....coceiiinincne 5 mg/ml
NaCl.eoiiiiieiieiie e 9g/l

Priklad 12
Priprava hydrogélov na baze hydroxyfenylového derivatu HA-TA s koncentraciou 30 mg/ml

Hydrogély boli pripravené zmiesanim dvoch prekurzorovych roztokov A a B, na pripravu ktorych bol
pouzity vodny roztok NaCl (9 g/1). Na pripravu prekurzorovych roztokov bol pouZity hydroxyfenylovy derivat
HA-TA s Mw =5 x 10* g.mol™* a DS 10 %. ZloZenie roztokov je uvedené v nasledujucej tabulke (tabulka 25).

Tabulka 25 ZloZenie prekurzorovych roztokov na pripravu hydrogélov na baze hydroxyfenylového derivatu
HA-TA s koncentraciou 30 mg/ml

Roztok A Roztok B
HRP...ooviiiiiiiiii e, 1,2U/ml HaOneiiiiiiiciie, 5 mmol/I
HA-TA e 30 mg/ml HA-TA oo 30 mg/ml
NaCl it 9g/l NaCl.eoiiiiieiiciiincee 9g/l

Zmie$anim roztoku A a roztoku B v pomere 1 : 1 boli pripravené hydrogély s findlnym zloZzenim, uvedenym
v nasledujucej tabulke (tabulka 26), kde crossHA-TA je kovalentne zosietenym hydroxyfenylovym derivatom
hyaluronanu.

Tabulka 26 Findlne zloZenie hydrogélov na baze hydroxyfenylového derivatu HA-TA s koncentraciou 30 mg/ml

ZloZenie hydrogélov

HRP.cooii i 0,6 U/ml
CrossHA-TA......ccceeveenennne. 30 mg/ml
NaCl.uiiiiiieiie e 9g/l

Priklad 13
Degradacia roztokov HA s pridavkom ChS pomocou ROS

Na porovnanie rychlosti degradacie roztokov HA s ChS pdésobenim ROS boli pripravené roztoky
hyaluronanu vo fosfatovom pufri (PBS) s roznou koncentraciou ChS. Na pripravu roztokov bola pouZita
kyselina hyalurénova s Mw 1,91 x 108g.mol? a ChS's Mw = 10 x 10° — 40 x 103 g.mol™. Roztok A obsahoval 20
mg/ml HA, roztok B 20 mg/ml HA a 0,5 mg/ml ChS, roztok C 20 mg/ml HA a 1 mg/ml ChS, roztok D 20 mg/ml
HA a 3 mg/ml ChS, roztok E 20 mg/ml HA a 5 mg/ml ChS, roztok F 20 mg/ml HA a 20 mg/ml ChS.

Uskutoénenie experimentu degraddcie

Rychlost degradécie bola vyjadrena ako percentualny pokles viskozity roztokov pri Smykovej rychlosti 0,1
s’ oproti potiatoénej hodnote. Meranie poklesu viskozity sa uskutoériovalo na reometri Kinexus Malvern v
konfigurdcii cone-plate. Bol pouZity kuzel' s priemerom 40 mm s vrcholovym uhlom 1°. Degraddcia materidlu
prebiehala v 10 ml striekackach, kde do 9 ml materidlu bolo pridanych 0,5 ml roztoku CuSQ, s koncentraciou
0,25 mmol/l a nasledne 0,5 ml roztoku H,0; s koncentraciou 2,5 mmol/Il. Podas prebiehajlcej degradacie
hydrogélov boli vo vopred danych ¢asovych intervaloch odoberané vzorky materidlu, pri ktorych bola
namerana viskozita pri teplote 25 °C a $mykovej rychlosti 0,1 s™1. Celkovy ¢as degraddcie bol 3 h.

Obr. 1 znazornuje degradaciu retazcov hyaluronanu, ktora je vyjadrend percentudlnym poklesom viskozity
roztokov v ¢ase. Z obr. 1 je vidiet vplyv koncentracie ChS na rychlost degradacie hyaluronanu. So zvysujicou
sa koncentraciou ChS klesa rychlost degradacie HA pdsobenim ROS. Viskozita roztoku A, ktory neobsahoval
ChS, po 3 hodindch poklesla 0 97 % oproti pociato¢nej hodnote pred degraddciou, roztoku B (s pridavkom 0,5
mg/ml ChS) uZz o 89 %, roztoku C, do ktorého bolo pridanych 1 mg/ml ChS o 84 %, roztoku D (20 mg/ml HA +
3 mg/ml ChS) o0 46 %, roztoku E (20 mg/ml HA + 5 mg/ml ChS) o 25 % a roztoku F (20 mg/ml HA + 20 mg/m|
ChS) len 0 8 %.
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Priklad 14
Degradacia hydrogélov na baze zosieteného derivatu crossHA-TA posobenim ROS

Na porovnanie rychlosti degradacie hydrogélov posobenim ROS boli pripravené 3 typy materialov.
Material A je roztok HA s koncentraciou 20 mg/ml, ktory bol pripraveny rozpustenim HA' s Mw 1,91 x 10°
g.mol! v PBS.

Materidl B je zmes zosieteného derivatu crossHA-TA a nezosietenej HA, ktory bol pripraveny podla
prikladu 7.

Materidly C a D sa skladali z nezosietenej HA, CHS a crossHA-TA a boli pripravené podla prikladov 9 a 10.

Rychlost degradacie bola vyjadrena ako percentualny pokles viskozity materidlov pri Smykovej rychlosti
0,1 s oproti potiatoénej hodnote. Meranie poklesu viskozity sa uskutoéfiovalo na reometri Kinexus Malvern
v konfiguracii cone-plate. Bol pouZity kuzel's priemerom 40 mm s vrcholovym uhlom 1°. Degradacia materialu
prebiehala v 10 ml striekackach, kde do 9 ml materidlu bolo pridanych 0,5 ml roztoku CuSO4 s koncentraciou
0,25 mmol/I a nasledne 0,5 ml roztoku H,0, s koncentraciou 2,5 mmol/l. Po uréitych ¢asoch degradécie sa
odoberali vzorky, pri ktorych bola nameranad viskozita pri teplote 25 °C a 3mykovej rychlosti 0,1 s. Celkovy
¢as degraddcie bol 3 h. Z obr. 2 je zrejmé, Ze pritomnost ChS v pripravenych hydrogéloch (C — 5 mg/ml ChS;
D — 10 mg/ml ChS) zvy3uje ich odolnost proti pésobeniu ROS.

Priklad 15
Enzymatickd degradacia hydrogélov na baze zosieteného derivdtu crossHA-TA

Na zistenie vplyvu pritomnosti ChS na rychlost degraddacie hydrogélov na baze crossHA-TA pdsobenim
bovinnej testikularnej hyaluronidazy boli pripravené 3 typy hydrogélov:

A — hydrogély bez pridavku chondroitin sulfatu, ktoré boli pripravené podla postupu v priklade 2,

B — hydrogély s pridavkom ChS s koncentraciou 3,3 mg/ml, ktoré boli pripravené podla postupu v priklade
4,

C — hydrogély s pridavkom ChS s koncentraciou 10 mg/ml, ktoré boli pripravené podla postupu v priklade

Rychlost degraddcie bola vyjadrena ako narast koncentracie produktov degradécie, spdsobenej BTH,
vyjadreny v percentdch.

Hydrogély boli ponorené do degradacného média (roztok hyaluronidazy BTH s aktivitou 30 U/mg v roztoku
hovadzieho sérového albuminu (BSA) s koncentraciou 0,1 mg/ml v 0,01 mol/I octanovom pufri (OP) pH 5,3).
Degradacia hydrogélov prebiehala v inkubatore pri 37 °C za sufasného miesania. Po uréitych ¢asovych
intervaloch sa odoberali vzorky degradacného média s produktmi degraddacie hydrogélov. Koncentracia
disacharidickych jednotiek HA v degradacnom médiu bola stanovena spektrofotometricky ako koncentracia
N-acetylglukozaminu. Obr. 3 zndzornuje ndrast koncentracie degradacnych produktov hydrogélov v médiu v
Case. Z obr. je zrejmé, Ze pritomnost ChS v hydrogéloch na baze crossHA-TA vedie k zniZeniu rychlosti
degradacie materidlov pdsobenim hyaluroniddzy.
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NAROKY NA OCHRANU

1. Hydrogél na baze zosietovaného hydroxyfenylového derivatu kyseliny hyalurénovej, vyznaé€u -
juci sa tym, Zeobsahuje molekuly hydroxyfenylového derivdtu hyalurénovej kyseliny (HA-TA) alebo
jeho farmaceuticky prijatelnu sol podla vSseobecného vzorca (I)

R R2
\Q; HO O
HO 0
OH NH o
Ac

(D,

kde n je v rozmedzi 2 aZ 7 500 a kde R? je H* alebo ién alkalickej soli alebo soli alkalickych zemin a R? je OH
alebo tyraminovy substituent podla vseobecného vzorca (11):

H/\/\/U\
NH (In),

pri¢om v rdmci jednej molekuly hydroxyfenylového derivatu hyalurénovej kyseliny alebo jeho farmaceuticky
prijatelnej soli podla vieobecného vzorca (1) je aspon jeden R? tyraminovy substituent podla vieobecného
vzorca (ll) a pricom asponi dva tyraminové substituenty podla vseobecného vzorca (II) su spojené
prostrednictvom kovalentnej vazby v ktorejkolvek ortopolohe fenylovych skupin, a dalej obsahuje
chondroitin sulfat alebo jeho farmaceuticky prijatelnu sol vybranu zo skupiny obsahujlcej alkalické soli alebo
soli alkalickych zemin.

2. Hydrogél podla ndroku 1, vyznacujuci sa tym, Ze alkalické soli alebo soli alkalickych
zemin st vybrané zo skupiny obsahujicej Na*, K*, Ca?*, Mg?*.

3. Hydrogél podla naroku 1 alebo ndroku 2, vyznacujaci sa tym, Ze koncentracia
chondroitin sulfatu alebo jeho farmaceuticky prijatelnej soli je v rozsahu 0,5 az 50 mg/ml hydrogélu, vyhodne
v koncentracii 1 az 20 mg/ml, vyhodnejsie 5 mg/ml.

4. Hydrogél podla ktoréhokolvek z ndrokov 1 aZz 3, vyznacujuci sa tym, Ze obsah
zosietovaného hydroxyfenylového derivatu hyaluronanu je v rozsahu 5 aZz 30 mg/ml, vyhodne 10 mg/ml
hydrogélu.

5. Hydrogél podla ktoréhokolvek z ndrokov1az4, vyznacujuaci sa tym, Zedalejobsahuje
kyselinu hyalurénovu alebo jej farmaceuticky prijatelnu sol' v koncentracii 1 az 20 mg/ml hydrogélu, vyhodne
5 az 10 mg/ml, vyhodnejsie 5 mg/ml hydrogélu.

3 vykresy
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