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Nové zesiténé hyaluronové kyseliny, ziskatelné reakei
aktivovanych karboxylovych skupin pfirozené rovné
hyaluronové kyseliny z extraktivniho nebo biosyntetického
zdroje, s polyaminem, zejména rovnym alkyldiaminem.
Zesiténé hyaluronové kyseliny mohou byt volitelngé
sulfatovény nebo hemisukcinylovany a jsou vhodné jako
nahrada synovidlni tekutiny, o¢niho sklivce, jako matrixové
formy 1éCiv s fizenym uvoltiovanim, jako hojiva a
protipfilnava ¢inidla a pro vyrobu cévnich protéz,
biohybridnich organt, hojivych pfipravki, oftalmickych a
otologickych prostedki, protéz, implantatd, implantdtd a
1é&ebnych pripravk.
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Zesiténé hyaluronové kyseliny

Oblast techniky

Piedkladany vynalez se tyka zesiténych hyaluronovych kyselin (HK),
podle volby hemisukcinylovanych nebo sulfatovanych, jejich soli s biologicky
vhodnymi nebo farmakologicky aktivnimi kationty a jejich komplexu s t€zkymi

kovy jako je méd, zinek a zZelezo.

Dosavadni stav techniky

Hyaluronova kyselina je glykosaminoglykan, sestavajici z disacharidovych
jednotek kyseliny D-glukuronové a N-acetylglukosamin-2-acetamid-2-deoxy-

-D-glukézy, spojenych B(1-->3)glykosidovymi vazbami.

Pfirodni kyselina hyaluronova ma pfimou, nikoli zesiténou strukturu o
molekulové hmotnosti 50 000 az 8 000 000 ¢i vice, v zavislosti na zdroji a

zpuisobu extrahovani.

Hyaluronova kyselina je pfitomna v synovialni tekutiné, pojivové tkani a

v o¢nim sklivei vy§§ich zivocicht, stejné jako u nékterych bakterii.

Smé&si hyaluronatu sodného o riznych molekulovych hmotnostech (ve
formé& roztokd, majicich rizné viskozity, geld o rozdilnych viskoelastickych
charakteristikach, filmG ¢i membran nebo houbilek) se pouzivaji v huménni
mediciné a chirurgii napfiklad jako néhrady synovidlni tekutiny, tkanova
protipfilnava agens, nahrady sklivce, umélé slzy, <cinidla pro tkafovou
rekonstituci v podminkach in vivo (naptiklad jako vné€bunélné matrice pro
formovani kostnich segmentd s naslednou kolonizaci osteoblastd a kalcifikaci;
pojivové pokozkové tkané s naslednou kolonizaci fibroblast), jako materialy
pro pfipravu umélé kGze, vhodné k 1é¢bé popalenin nebo pro plastickou

chirurgii; jako piekryvaci agens pro biologicky sluditelné cévni protézy, jako
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nosi¢e farmakologicky aktivnich ptisad v prostfedcich se fizenym uvoliiovanim

aktivni slozky a podobné.

V dermatologii a kosmetice se, vzhledem ke svym viskoelastickym a
zvlhCujicim vlastnostem a vysoké biologické sluditelnosti, uvedené smési
pouzivaji jednak jako zaklad pro zvlh¢ujici, mistné nana§ené prostiedky a také

jako agresivni 1é€ebné-operacni pfipravky ("vypliova Cinidla").

Pouziti pfirodni, pfimé (linedrni) kyseliny hyaluronové pro zmifiované
ucely je samozfejm€ omezeno jejim rychlym rozpadem (degradaci in vivo
pusobenim enzymovych systémd jako je hyaluronidaza, glukosidaza a
glukuronidaza, s naslednym snizenim molekulové hmotnosti a progresivnim
zhor§enim viskoelastickych vlastnosti a, obecné, fyzikalnich charakteristik
koneénych smési a pripravkd (mechanické sily, pruZnosti, velikosti péri) a

podobné.

Pro prekonani tohoto problému, hlavné pak s cilem zvysit $kalu smési a
jejich pruznost nanaSeni, byly navrZeny chemicky pozménéné hyaluronové

kyseliny.

Bylo predlozeno zesité€ni s polyfunkénimi epoxidy (US 4 716 224, 4 772
419, 4 716 154), polyalkoholy (US 4 957 744), divinylsulfonem (US 4 582 865,
4 605 601, 4 636 524), aldehydy (US 4 713 448, 5 128 326, 4 582 568),
biskarbodiimidy (US 5 356 883) a s polykarboxylovymi kyselinami
(EP-A-718312).

Uvedené zesiténé hyaluronové kyseliny se pouzivaji jako biologické
materialy pro implantaty, protézy a léCebné piipravky, jako jsou matrice s

fizenym uvolilovanim lé¢iva, jako jsou hojiva, protipfilnavd a obvazova &inidla.




Sulfatace nezesiténé hyaluronové kyseliny je obecné predlozena v US 5
013 724, tykajici se pfedevsim sulfatovani heparini, heparan a dermatan(i pro

pouZiti jako protitrombotickych a protisrazlivych ¢inidel.

Hemisukcinylaéni reakce kyseliny hyaluronové (HK) nebyla nikdy
pfedlozena. Pfiklad zavedeni této skupiny je uveden v EP-B-200 574, narokujici
kompozitni biologické materialy, sestavajici ze sukcinylovaného kolagenu a

chitosanu.

Zesiténi karboxyalkylcelulozy prostfednictvim diaminﬁ' nebo polyamint je
uvedeno v EP-A-566 118 (Kimberly Clark Corp.) pro pfipravu absorbujicich
materiald s HK jako sitovacim ¢inidlem pomoci zahfivani. Takovy postup se zda
ekonomicky vyhodny a vhodny pro vyrobu ve velkém méritku, vyZadovaném

pro tento typ vyrobku.

EP-A-462 426 (Fidia) predklada perforované biologicky sluditelné
membrany a jejich pouziti jako umélé kize. Kolageny zesiténé diaminy a
kyselinou hyaluronovou jsou vSeobecné uvadény jako mozné materidly pro

uvedené membrany.

Podstata vynalezu

Nyni bylo zji§téno, Ze nové zesiténé hyaluronové kyseliny, které lze
ziskat reakci vhodné aktivovanych karboxylovych skupin hyaluronové kyseliny s
polyaminem, stejné jako jejich sole a komplexy s vhodnymi organickymi nebo
‘anorganickymi kationty, maji vyhodné fyzikalng& chemické a biologické

vlastnosti pro pouziti v biomediciné a kosmetice.

Hlavni fyzikalné-chemické a biochemické charakteristiky sloucenin podle

vynalezu jsou:

- vysoka biologicka slucitelnost,
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- vysoka odolnost viéi enzymatickému odbouravani, zejména po
sulfatovani,

- vysoké kapacita absorbovani vody, s vytvafenim viskoelastickych
charakteristik zavislych na stupni zesiténi, stejné€ jako na stupni
sulfatovani a/nebo stupni hemisukcinylace,

- schopnost chelatovat kovové ionty jako je zinek nebo méd’; uvedené

derivaty maji velice dobrou stélost.

Biologické chovani je nové a prekvapujici; je znamo, Ze sulfatace (nebo
supersulfatace) glykosaminoglykand jako je heparin, dermatansulfat, chondroitin
a ptirodni kyselina hyaluronova zvySuje jejich protisrazlivé ucinky (inhibice
faktort Xa a Ila a/nebo zména jejich poméru) oproti vychozimu produktu (US 5

013 724).

Slouceniny podle vynalezu maji, pokud jsou sulfatované, slabou
protisrazlivou aktivitu, ovSem naprosto piekvapiva je nepfitomnost aktivace
desti¢ek a sraZzeni (méfeno jako protipfilnava aktivita, P.R.P. model u kralikd
podrobenych stresu chovani, popsanému v "Abstract IL 15" - International
Conference on Advances in Biomaterials and Tissue Engineering, 14.-19. Juin
1998, Capri, Italie) jak u zesiténé hyaluronové kyseliny podle vynalezu (o
riznych stupnich zesiténi), tak u odpovidajicich sulfatovych esteri; tato

vlastnost zcela chybi u pfirodni kyseliny hyaluronové a esterovych derivata.

Zadné az do ted znamé polymerni materialy pro 1ééebné pouziti oCividné

tuto vlastnost nesdileji.

Vynalez se tykd novych zesiténych hyaluronovych kyselin, ziskatelnych
reakci aktivovanych karboxylovych skupin ptfirodni rovné kyseliny hyaluronové
z extrakéniho nebo biosyntetického zdroje, s polyaminem a zejména pak s

rovaym alkyldiaminem.




Podle upfednostiiovaného ztélesnéni je zesitend hyaluronova kyselina
podle vynalezu dale podrobena sulfataci a hemisukcinylaci. Ziskané produkty a
jejich sole nebo komplexy maji zcela nové vlastnosti (napfiklad bobtnavost,
pohyblivost vody v gelu, chemotaktickou aktivitu v endotelidlnich busikach,

viskoelastické vlastnosti).

Uvedené esterifikaéni postupy se provadéji znamymi zpusoby (pouZiti
reagencii pyridinu/SOj;; kyseliny chlorsulfonové; sukcinanhydridu, v homogenni

nebo heterogenni fazi, pti pH od 6,5 do 8).

Ptiklady postupu hemisukcinylace kolagenu jsou uvedeny ve WO
88/10123 a v US 4493829.

Polyaminem, ktery ma byt pouzity jako situjici &inidlo podle vynalezu, je

s vvhodou diamin o vzorci

R NH-A-NHR,,
kde A je rovny nebo vétveny C,-C,, alkylenovy fetézec, s vyhodou C,-C
fetezec, podle volby substituovany hydroxyskupinami, karboxyskupinami,
halogenovymi skupinami, alkoxyskupinami a aminoskupinami,
polyoxyalkylenovy fetézec

[(CHy)y-0-(CH), I,
kde n je 2 nebo 3, m je celé ¢islo od 2 do 10; C,-C, cykloalkylova skupina;
arylova nebo hetarylova skupina, s vyhodou 1, 4 substituovany nebo 1,3
disubstituovany benzen; R a R,, stejné nebo rozdilné, jsou vodikovymi, C,-C,

alkylovymi, fenylovymi nebo benzylovymi skupinami.

Upfednostiiovanym A jsou  C,-C, alkylen nebo  fetézec

[(CH,),-O0-(CH,) 1, R, aR,jsous vyhodou atomy vodiku.

Polamin reaguje s hyaluronovou kyselinou nebo jejimi solemi, jejichz

karboxylové skupiny byly pfedem aktivovany.




Aktivace se mlze provadét béZnymi metodami;, napiiklad a s vyhodou
témi obvykle pouzivanymi, v bezvodém aprotickém rozpoustédle, k vytvofeni
amidovych vazeb v peptidové syntéze latkami jako karbonyldiimidazol;
karbonyltriazol, hydroxybenzotriazol; N-hydroxysukcinimid; p-nitrofenol +
p-nitrofenyltrifluoracetat; chlormethylpyridyliumjodid; S vyhodou
chlormethylpyridyliumjodid a podobné;, tyto aktivatory umoZiiuji nejlepsi

vytézky a nejvétsi reprodukovatelnost pokud jde o stupeti zesiténi.

Hyaluronové kyselina je s vyhodou prevadéna do formy sole s lipofilnim
kationtem, naptiklad tetralkylamoniovym kationtem nebo jinymi lipofilnimi
organickymi bazemi, schopnymi indukovat vhodnou rozpustnost v polarnim

aprotickém rozpoustédle jako je dimethylformamid, tetrahydrofuran a podobné.

Transformace anorganickych soli, jako sodnych soli, na vhodné
organické kationty, mliZe byt provadéna dobfe znamymi metodami iontové
vymény v homogenni fazi, nebo vysrazenim kyselé slozky, jejim znovunabytim a

naslednou tvorbou sole s pozadovanou organickou bazi.

Aktivaéni reakce karboxylovych skupin se obvykle provadi v homogenni

fazi a v bezvodém polarnim aprotickém rozpoustédle.

Situjici polyamin se pfidava k roztoku aktivovaného esteru ve stejném
bezvodém rozpousSté€dle za udrZzovani teploty v rozmezi od 0 do 30°C. Doba
reakce se pohybuje od 1 do 12 hodin v zavislosti na pfitomnosti vhodnych bazi

jako je triethylamin.

Obecné se pozadovany konelny produkt znovu ziskdva pfidanim

odliSného rozpoustédla za snizeného tlaku a naslednym béznym zpracovanim.

Stupeil zesiténi se mdze pohybovat v §irokych mezich a miZe byt upraven
zménou mnozstvi aktivaéniho ¢inidla kyrboxylovych skupin, pfi¢emz aktivace a

sitovaci reakce jsou témer kvantitativni.




V disledku toho je pozadovany stupeii zesiténi (C.L.D., 'procento
karboxylovych skupin zapojenych v zesitovani) vyborné reprodukovatelny, jak
je prokazano udaji z NMR (nuklearni magnetické rezonance). Konelné
produkty, ziskané za podobnych urCujicich podminek maji proto konstantni

charakteristiky.

Vychozi hyaluronovou kyselinou maze byt jakakoli hyaluronova kyselina,
majici molekulovou hmotnost od 5 000 do 8 000 000 a s vyhodou od 10 000 do
200 000, extrahovana z béZnych zdroji, nebo ziskatelnda kvaSenim

mikroorganismi skupiny Streptococcus nebo jinych technickych kmena.

Zesiténa kyselina hyaluronovd podle vynalezu mdZe byt podrobena
sulfataci s vhodnym reakénim ¢&inidlem, s vyhodou s komplexem pyridin/oxid

sirovy v dimethylformamidu.

Reakce se provadi v heterogenni fazi pii teploté 0 az 10°C po dobu od

pfiblizné 0,5 do priblizné 6 hodin.

Stuperi ziskatelné sulfatace mize byt v Sirokém rozmezi hodnot a lze ho

upravit zménou reakeni doby a teploty.

Obecné se mize stuperi sulfatace (definovany jako ekviv. sulfatové
skupiny/g) pohybovat od 1x10° do 6x10° lépe pak &ni priblizn& 2x107°
ekviv./g pro C.L.D.=0,5.

Zesitena kyselina hyaluronova podle vynadlezu muZe byt rovnéz
podrobena hemisukcinylaénim reakcim za zndmych podminek (vodna
heterogenni faze, za dikladného michani, pfidani pevného sukcinahhydridu v
naslednych davkach, v hmotnostnich pomérech od 1:1 do 1:5; udrzovéani pH na
hodnoté 7 az 8,5 pomoci alkalického ¢inidla, pfi teplotach od 5 do 30°C).
Stupefi hemisukcinylace mdze byt v Sirokém rozmezi v =zavislosti na

nasledujicich parametrech: reakéni dobé a teploté; rychlosti michani




vicefazového systému a rychlosti pfidavani pevného suikcinanhydridu. Prfi
udrzovani téchto parametri na konstantni urovni poskytuje reakce
reprodukovatelné produkty. Zesiténé hyaluronové kyseliny, volitelné
sulfatované nebo hemisukcinylované, podle vynilezu vykazuji schopnost

vytvafet komplexy s kovovymi ionty jako je méd’, zinek a Zelezo.

Tyto komplexy lze snadno ziskat rozpu$ténim nebo rozptylenim aZz do
Gplného nabobtnani derivatu hyaluronové kyseliny ve vodé a pfidanim za
michani, s vyhodou pfi teploté mistnosti, koncentrovaného roztoku organicke &1
anorganické sole médi, zinku nebo Zeleza, napfiklad CuCl,, ZnCl, & Fe,(S0,);;
po 12 aZz 24 hodinach michani se komplex zpétné ziskd odstfedénim nebo
vysrazenim po zméné rozpousStédla (napf. pfidani ethanolu nebo acetonu),
anebo odpafenim za sniZeného tlaku; takto ziskany surovy produkt se dukladné

promyje destilovanou vodou k odstranéni pfebytku iontu.
Poté se komplexy lyofilizuji.

Obsahh kovovych iontd zavisi na pouzitych provoznich podminkach:
molarnich pomérech polymeru a iontu, koncentraci a pH roztoku; reakénich
dobach a zejména stupni zesit€ni. Ten mize dosahnout maximalniho objemu 1

kovového iontu na disacharidovou jednotku, netcastnici se zesitovani.

Dualezita vyhoda vynalezu spofiva v moznosti ziskani, vhodnou zménou
stupné zesiténi a/nebo stupné sulfatace &i sukcinylace, derivati kyseliny
hyaluronové v S§iroké Skale odliSnych forem, charakterizovanych ruznymi
vliastnostmi (jako viskoelasti¢nosti, kovovymi ionty, schopnosti vytvaret

hydrogely, filmy, houbiCky, mechanickou silou a podobné).

To umoZiuje pouziti derivatd kyseliny hyaluronové podle vynélezu v
riznych lékafskych a farmaceutickych oblastech, v oblasti veterindrni nebo

humani mediciny:
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1) jako nitrokloubni nahrady synovialni tekutiny pro 1é&bu
osteoarthritickych stavy;

2) jako nahrad sklivce pro 1é¢bu patologickych zmén a vedlejsich u&inkd
spojenych s chirurgii oka,

3) jako zakladu ptipravki umélych slz pro 1é¢bu suchého oka;

4) jako matrix pro fizené uvolilovani 1é€iv (napt. protizanétlivych 1é&iv,
antibiotik, B-adrenergnich agonisti a antagonistd, inhibitord
aldosareduktasy, antialergik, 1é&iv pisobicich proti akné,
proti pleSatosti, novotvarim, glaukomu, sv&déni, lupence, proti
mazotoku, protiviedovych 1é¢iv, protivirovych &inidel, ristovych
faktor(i a podobné) jejich jednoduchym uzavienim do hydrogeld,
ziskanych ze slou¢enin podle vynalezu. Jinou moznosti je vazba lé&iva
kovalentnimi vazbami k matrixu kyseliny hyaluronové, pomoci:

a) esterifikace nebo amidace skupin COOH, které se netidastni
zesiténi s polyaminy, pokud je 1é¢ivem alkohol nebo amin;
b) esterifikace volnymi hydroxyskupinami derivatl kyseliny

hyaluronové, pokud ma 1é¢ivo volné karboxylové skupiny.

Produkty spadajici do (a) mohou byt ziskany za pouziti stejného zplsobu
aktivace karboxylovych skupin, jaky byl popsan difive, v disledné bezvodém

médiu, nebo transesterifikaci.

5) Pro pfipravu pfipravku na rany nebo kozni viedy, ptsobiciho 1é&ivé,
ve form¢ filmi o rGzné tloustce, vice & méné propustnych pro plyny,
houbitek a podobné. Takové piipravky s vyhodou obsahuji vhodna
lé¢iva jako jsou antibiotika, 1é¢ivé faktory. Hodi se také pro

kultivaci epitelidlnich bunék, keratinocyt a podobné.

6) Pro veSkeré aplikace, u nichz bylo jiz dfive navrzeno pouziti znamych
hyaluronovych kyselin, naptiklad pro pfipravu pevnych &i polopevnych
forem ¢i modelovatelnych forem pro vyrobu cévnich protéz

(protipfilnavych obvazl krevnich cév, umélych srde¢nich ventild
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a pod.) biohybridnich orgdnl (umélé slinivky, umélych jater);
oftalmologickych vyrobkid (nahrad o&nich o&ek, kontaktnich go&ek);
otologickych vyrobkd (pro udni lékafstvi); obecn& protipfilnavych
implantatt k pouZiti v bfidni, gynekologické, plastické, ortopedické,
neurologické, oftalmologické, hrudni, otorhinolaryngologické chirurgii;

lé¢ebnych ptipravkd jako jsou stenty, katetry, kanyly a podobns.

PouZiti zesiténé hyaluronové kyseliny a z ni ziskanych biomateriald jsou
znama a popsand, naptiklad ve WO 97/39788, WO 97/22629, WO 97/18244,
WO 97/7833, EP 763754, EP 718312, WO 96/40005, WO 96/33751, US 5 532
221, WO 95/1165 a EP 320 164.

ZvlaStni zajem se vénuje pouZiti zesitdnych hyaluronovych kyselin podle
vynalezu v kosmetické dermatologii, napfiklad jako zvlihdujicich &inidel, zakladd

ruznych kosmetologickych prostfedkd, injikovatelnych plnidel a podobné.

Formalni vyrobky, ziskané z derivatu zesitdné kyseliny hyaluronové podle
vynalezu, mohou byt podrobeny sterilizaci (napiiklad zahfatim na 120°C nebo
pisobenim ethylenoxidu) bez jakékoli zmény technologickych vlastnosti, co? je
samoziejmé dalsi vyhodou, poskytovanou predkladanym vynalezem.

Predkladany vynalez je podrobngji popsan v nasledujicich ptikladech.

Priklady provedeni vyndlezu

Priklad 1

Sodné siil kyseliny hyaluronové (1x10™ mol. vzhledem k disacharidoveé
jednotce) byla pfeménéna na tributylamoniovou sl (TBA sil) podle jedné z

nasledujicich metod:
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a) 1% vodny roztok hyaluronatu sodného se ptevede do H' formy pomoci
silné H" kationtové pryskyfice (amberlite IR 120); na konecny roztok
se plisobi 0,5% roztokem TBA-OHpftiblizn& do pH=9.

b) 1% vodny roztok hyaluronatu sodného se pfevede na roztok TBA sole
pusobenim slabé kationtové pryskyfice v TBA* form& (Amberlite IRC
50).

V obou pfipadech se kone¢ny roztok lyofilizuje. TBA sil se poté rozpusti
v 15 ml bezvodého dimethylformamidu (DMF) pod dusikovou atmosférou a k
tomuto roztoku TBA sole se pfi 0°C po kapkach ptida roztok 0,02 g
chlormethylpyridiliumjodidu(CMPJ) ve 2 ml bezvodého DMF.

Reakéni smés byla poté doplnéna 0,1 ml triethylaminu a nasledné, po
kapkach, roztokem 1,3-diaminpropanu (d=0,88, ve velkém ptebytku, aby se
snadné&ji vytvofilo zesiténi aktivovanych karboxylovych skupin) ve 2 ml
bezvodého DMF. Po skonéeni adice byla reakni sm&s michana alespoii 30
minut a poté bylo rozpoustédlo odstranéno za snizeného tlaku, zbytek byl
odebran s DMF, ktery byl hned nasledn& odstranén destilaci a zbytek byl promyt
ethanolem, smési ethanolu a vody a kone¢né& vodou. Produkt byl lyofilizovan a

ziskany zbytek podroben analyzam:

InfraCervena spektra (IR, film): 1630 cm™ (-CO-NH); 1740 cm (-COOH,
polysacharid); 3200 cm™ (-NH-).
SD (stupefi nabobtnani, ve vod€ a pfi teplotd mistnosti, po 15; gravimetrické

stanoveni; pocéitano podle:

kde Ws = hmotnost hydratovaného gelu, Wd je hmotnost suchého gelu): 31 000
stupeti zesiténi: 0,05 (5 % z plivodné dostupnych karbocylovych skupin).

Priklad 2
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Postupem popsanym v ptikladu 1 a za stejnych podminek jako v ptikladu
1, za pouZiti stejné hyaluronové kyseliny a stejného aktivadniho &inidla, kdy
pouze misto 1,3-diaminopropanu byl jako aktiva&ni &inidlo pouzit
1,6-diaminohexan, byla ziskana zesitena kyselina hyaluronova, majici stupei

zesiténi 0,05,

IR (film): 1630 cm™ (-CO-NH); 1740 cm™ (-COOH polysacharid); 3200 c¢cm"!
(-NH-).

Priklad 3

Postupem popsanym v ptikladu 1 a za stejnych podminek jako v piikladu
1, kdy byl jako aktivaéni ¢inidlo pouzit 0,0'-dis(2-aminopropyl) PEG 500, byla

ziskana zesit'ena kyselina hyaluronova, majici stupeti zesiténi 0,05.

IR (film): 1630 cm™ (-CO-NH); 1740 cm™ (-COOH polysacharid); 3200 ¢m"!
(-NH-).
SD =31 000

Priklad 4

0,6 g tributylamoniové sole kyseliny hyaluronové (1x10~ mol. vzhledem
k disacharidové jednotce) bylo za michani rozpustdno ve 30 ml DMF pod
dusikovou atmosférou. K michanému roztoku, udrzovanému pfi teploté 0°C,
byly po kapkach ptidany 0,08 g chlormethylpyridyiliumjodidu (3,5.10 mol),
rozpusténé ve 2 ml DMF. Molarni pomér byl tedy ptiblizné 3:1.

Po 20 minutach byly pfidany 2 ml 1,3-diaminopropanu (0,024 mol) a
bezprostfedné& poté 0,5 ml triethylaminu. Ziskan byl pevny, Zelatinovity produkt,

ktery pak byl ponechdn nabobtnat vodou a opét promyt ethanolem.

Kone¢ny produkt vykazoval po lyofilizaci v skenovacim mikroskopu

nepravidelny profil s hladkymi zénami, stfidajicimi houbovité zény.
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Stupeil zesiténi byl 0,3 (30 % plvodné dostupnych karboxylovych
skupin). V

IR (film): 1740 cm™ (-COOH); 1630 cm™ (-CO-NH); 1610 cm™ (-COO-); 1560
cm™ (-CO-NH-).

Priklad 5

0,6 g tributylamoniové sole kyseliny hyaluronové (1x10~ mol. vzhledem
k disacharidové jednotce) bylo za michani rozpusténo ve 30 ml DMF pod
dusikovou atmosférou. K michanému roztoku, udrZovanému pfii teploté 0°C,
bylo po kapkach pfidano 0,15 g chlormethylpyridyliumjodidu (CMPJ) (6x10°
mol), rozpusténého ve 2 ml DMF. Moléarni pomér byl 2(HK.TBA):1(CMPJ). Po
20 minutach byly k roztoku pfidany 2 ml 1,3-diaminopropanu (0,024 mol).

Nasledné bylo pfidano 0,5 ml triethylaminu.
Ziskany pevny, rosolovity produkt byl dikladné promyt DMF.

Po odpafeni DMF byl produkt ponechan nabobtnat ve vod& a promyt

ethanolem pted tim, nez byl lyofilizovan.

Ziskany produkt mél stuperi zesiténi 0,5 a vykazoval ve skanovacim
mikroskopu zrnity vzhled, pieruSovany Sirokym sitovim. P¥i vy3§ich zv&tSenich
ob&€ morfologie pusobily identicky a vykazovaly kulaté vyénélky o priiméru

nékolika mikrometry.

IR (film): 1740 ¢cm™ (-COOH); 1630 ¢cm™ (-CO-NH); 1610 cm™ (-COO-); 1560
cm” (-CO-NH-).

Gely byly podrobeny bobtnani v PBS (pufrovaném fyziologickém

roztoku) a stanovena byla maximalni schopnost bobtnani.
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SD =23 500
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1
NMR = PC; ppm, tj. dilG z milionu): 29,3 a 39,8 (-CH,-CH,-CH,-propan-
diaminové spojeni); 172,5 (-'I?-NH-CHZ-CHz-CHZ-).
0

Rheologické vlastnosti, stanovované ptistrojem Bohlin VOR Rheometer,
pfi teploté 23+0,1°C, ukazaly, Ze dynamicky modul pruznosti G' (100 Pa p¥i 10
Hz), identicky pfi dvou uvaZovanych koncentracich (10 a 20 mg/ml), je vzdy
vy$si nez viskozni dynamicky modul (G" = 40 Pa pro 20 mg pf1 10 Hz a 20 Pa
pro 10 mg pti 10 Hz).

Priklady 6 az 9

Zplsoby popsanymi v pfedchazejicich ptikladech byly ziskany zesitené
derivaty hyaluronové kyseliny o charakteristikach, které jsou shrnuty v
nasledujici tabulce 1, pfi€emZ se vychizelo z 1x10° mol (0,6 g)

tributylamoniové sole hyaluronové kyseliny.

Ziskané derivaty mély nasledujici vlastnosti:
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Priklad 10
Sulfatovani 50% zesiténé kyseliny hyaluronové

Derivat ziskany v pfikladu 5 byl dispergovan v 5 ml DMF za dtikladného

michani a pod dusikovou atmosférou.

Za teploty 0°C byl pfidan roztok 1 g SO,/pyridinu v mol DMF a michéan 3
hodiny. Reakce byla zablokovéna pfidanim pfebytku H,O (50 ml) a pH bylo

upraveno na hodnotu 9 pomoci 0,1 mol.I"! NaOH.
Produkt byl dikladn& promyt ethanolem a H,O a poté byl lyofilizovan.

Infracervené spektrum prokazuje kromé& pastt vychoziho produktu,

maximum (pik) o hodnot& 1260 cm™' a siln&i3i pas o hodnot& 1025 ¢cm™.
p JS1 P

Gel bobtna v pufrovaném fysiologickém roztoku (PBS) se stupném
nabobtnani SD = 33 000. “"C NMR spektrum o vy$i rozlijovaci schopnosti
prokazuje signaly v H,O pfi 37°C, uvedené v tabulce 2. Intensita NMR signald
pfi 29,3 a 38,8 ppm (&asti z milionu) (-CH,-) a signal pti 172,5 ppm (CONH)

potvrzuje piiblizné 50% stuped zesiténi.

Reologické vlastnosti  (tykajici se deformadniho chovani) jsou
charakterizovany dynamickymi moduly pruZnosti G' (2500 Pa u 20 mg a 1000
Pa u 10 mg pfi 10 Hz), které jsou vzdycky vy3si nez dynamické viskozni moduly
G" (600 Pa u 20 mg a 150 Pa u 10 mg pti 10 Hz) a mnohem vy§§i neZ
odpovidajici hodnoty, ziskané s nesulfatovanou hyaluronovou kyselinou (13 pfi
50% - pfiklad 5). Tato slouCenina ma dobu thrombinu (thrombin time) TT vy3si

(61+5) neZ kontrola (14,0") a odpovidajici nezesiténa sloudenina (14,6").

SlouCenina byla aktivni také v testu PRP za pouziti stresovanych kralikd.
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Tabulka 2: *C chemicky posun

C-1 C-2 C-3 C-4 C-5 |x-C=0 |y-CH,
103,5 | 57,3 | 85,4 | 71,3 78,7 | 178,0 | 25,3 ppm
c-1' |C-2 C-3' C-4' C-5' |6-C=0
105,9 | 75,2 | 76,4 | 82,8 78,6 | 176,2 ppm
1-CH2 | 2-CH2 | 3-CH2 | 6'-C=0 | zesiténi

39,8 29,3 39,8 172,5 ppm

Ptiklad 11

Za pouZiti stejné metodologie byly syntetizovany sulfatované derivaty

50% zesitovanych produktd podle ptikladu 7, 8 a 9.

Kolorimetrické charakteristiky sulfatovanych derivatd jsou uvedeny v

tabulce 3 spole¢né s charakteristikami produktl, odvozenych od ptikladd 5 a

10.
Tabulka 3

zesitény polymer (50% st. zesité€ni) | AHa [J/g]| Tg [°C]| AHb [J/g]{ hm.% vody
zesit. hyal-1,3 (pt. 5) 276 51 42 12
zesit. hyalS-1,3 (pf. 10) 357 64 53 16
zesit. hyal-1,6 (pf. 9) 327 64 58 16
zesit. hyalS-1,6 465 64 65 20
5 zesit. hyal-P500.2NH, (pf. 7) 239 45 72 10
6 zesit. hyal-P500.2NH, 384 69 | 113 16
7 zesit. hyal-P800.2NH, (pt. 8) 179 73 30 10
8 zesit. hyalS-P800.2NH, 206 76 52 10
hyal ITBA 164 - 130 5
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AHa [J/g]: entalpie odpafeni vody

Tg [°C]: entalpie tepelného degradaéniho procesu
AHb [J/g]: teplota sklovaténi

hm. % vody: % obsah vody vzhledem k AHa

Priklad 12

Ptiprava komplext Cu, Zn a Fe

100 mg lyofilizovaného gelu z ptfikladu 5 bylo pfidano za michéani a pfi
teploté mistnosti, k 200 ml koncentrovaného roztoku chloridu médnatého v
destilované vodé€. Suspenze byla michana 24 hodin a komplex byl vysrazen
pfidanim ethanolu. Po odstfedéni byl vznikly zbytek opakované& promyt vodou a
ethanolem k odstranéni ptebytku iontd.

Konelny gel svétle zelené barvy byl lyofilizovan a analyzovan.

Stejny postup byl proveden za pouziti ZnCl, a FeCl,.

Provedené analyzy (EDAX, polarografiei, titrace 0,1 N HCI, atomova

adsorpce) prokazaly obsah mé&di 0,5 mol/disacharidové jednotky.

Zastupuje:

i LiERaA KOREJZOVA
ADVOKATKA
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PATENTOVE NAROKY

1. Zesiténé hyaluronové kyseliny, ziskatelné reakci karboxylovych skupin

hyaluronové kyseliny a polyaminu.

2. Zesiténé hyaluronové kyseliny podle ndroku 1, pfi¢emz polyaminem je

diamin.

3. Zesiténé hyaluronové kyseliny podle ndroku 2, pticemZ diamin m4

vzorec

R,NH-A-NHR,
kde A je rovny nebo vétveny C,-C,, alkylenovy fetézec, s vyhodou C,-Cq
fetezec, podle volby substituovany hydroxyskupinami, karboxyskupinami,
halogenovymi skupinami, alkoxyskupinami a aminoskupinami;
polyoxyalkylenovy fetézec

[(CH,),-0-(CH,),],,
kde n je 2 nebo 3, m je celé &islo od 2 do 10; arylova nebo hetarylovéa skupina, s
vyhodou 1, 4 substituovany nebo 1,3 disubstituovany benzen; R, a R,, stejné
nebo rozdilné, jsou vodikovymi, C,-C, alkylovymi, fenylovymi nebo

benzylovymi skupinami.

4. Zesiténé hyaluronové kyseliny podle naroku 3, pti¢emz A je rovny
C,-C, alkylen nebo fetézec o vzorci
[(CHZ)n—O_(CHZ)n]m

kde n je 2 a m je celé &islo od 2 do 10.

S. Zesiténé hyaluronové kyseliny podle kteréhokoli z narokl 1 az 4,

pfiCemz hydroxylové skupiny jsou jsou sulfatované nebo hemisukcinylované.
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6. Zesiténé hyaluronové kyseliny podle kteréhokoli z predchéazejicich

narokid ve formé gelu.

7. Zesiténé hyaluronové kyseliny podle kteréhokoli z piedchazejicich

narokd v pevnych nebo polopevnych forméach.
8. Komplexy zinku, médi nebo zeleza podle narokd 1 az 7.

9. Pouziti derivatd zesiténych hyaluronovych kyselin podle naroktt 6 a 8
jako nahrad synovialni tekutiny, o¢niho sklivce, jako matrixovych forem 1é&iv s

fizenym uvoliiovanim, jako hojivych a protipfilnavyéh ¢inidel.
10. Pouziti derivath zesiténych hyaluronovych kyselin podle naroku 7 k
vyrobé cévnich protéz, biohybridnich organd, hojivych pfipravkd, oftalmickych

a otologickych prostfedkd, protéz,, implantatd a léEebnych pripravka.

11. Biomaterialy zahrnujici zesiténé hyaluronové kyseliny podle naroka 1

Zastupuje:

JUDr. ZDENKA KOREJZOVA
ADVOKATKA




	BIBLIOGRAPHY
	DESCRIPTION
	CLAIMS

