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Zpisob pFipravy vysoce substituovanych amidi kyseliny hyaluronové

Oblast techniky
Technickeé feSeni se tyka zplisobu ptipravy amidovych derivatii kyseliny hyaluronové s vysokym

stupném substituce, které jsou dale pouzitelné v medicing, farmacii a pro pfipravu hydrogeli
v tkdnovém inZenyrstvi.

Dosavadni stav techniky

Kyselina hyaluronova je linearni heteropolysacharid skladajici se z opakujicich se disacharido-
vych jednotek kyseliny D—glukuronové a N-acetyl-D—glukosaminu. Jedna se o nerozvétveny
polysacharid, ktery pokud je izolovany z pfirodniho zdroje, miize dosahovat molekulové hmot-
nosti v rozmezi od 5 x 10* do 5 x 10° g.mol™ v zavislosti na zpiisobu izolace a vychozim materia-
lu.

Kyselina hyaluronova je hlavni slozkou mezibuné¢né hmoty a diky svym viskoelastickym vlast-
nostem je dileZitou soucasti reologickych, fyziologickych a biologickych funkei v t&le. Diky své
vysoké lubrikaéni kapacité, schopnosti vysoké sorpce a zadrZovani vody je &asto aplikovana
v ofni chirurgii. Likviduje volné kyslikové radikaly a ovliviiuje proliferaci i diferenciaci bunék.
Déle zabrafiuje ukladani kolagenu a tim podporuje hojeni ran a zamezuje vzniku jizev.

Pro Siroké klinické pouziti nativni kyseliny hyaluronové je problematicka ptedevsim jeji velmi
rychla degradace v roztoku a pomé&rné $patné mechanické vlastnosti. Zlepseni téchto vlastnosti a
zaroveii zvySeni odolnosti proti degradaci Ize dosahnout chemickou modifikaci hyaluronanu.

Z tohoto divodu byla v poslednich letech pozornost zaméfena na pfipravu syntetickych hyaluro-
novych derivati, které jsou rozpustné ve vodnych roztocich, a po ur&itych tpravach mohou byt
aplikovatelné jako biodegradabilni a biokompatibilni materidly v medicing, chirurgii a tkafiovém
inZenyrstvi. Jednou z vhodnych uprav materialu jsou sifovaci reakce, kdy se z modifikované
kyseliny hyaluronové vytvaii hydrogely.

Hydrogely jsou hydrofilni sit¢ polymert, které mohou byt pouzivany pro kontrolni distribuci
Iéki, bioaktivnich a jinych latek v organismu, jako skafoldy nebo kozni plniva. Diilezitou pod-
minkou pro pfipravu hydrogeli je stabilita derivati, které jsou pouzity jako vstupni prekurzory
pro sit'ovaci reakci.

Pro tvorbu hydrogeli byla vyzkousena fada modifikovanych derivatd hyaluronanu. Jednémi
znich byly i amidové derivaty. Tyto derivaty si zaslouZily velkou pozornost z diivodu jejich po-
mérné vysoké stability vii¢i degradaci a hydrolyze ve fyziologickych podminkach v prostiedi bez
enzymatické aktivity.

Soucasny stav pfipravy amidovych derivati hyaluronanu pro naslednou gelaci je zalozen na pou-
zivani riznych reakénich podminek, které viak vedou pouze k relativng nizkym stuptiim amida-
ce (do 30 %) (WO 2000/001733 (A1)). Velkou nevyhodou nékterych sou¢asnych postupii je pfe-
devsim to, Ze vlastni amidaci pfedchazi deacetylace hyaluronanu (WO 2000/001733 (A1)). Ami-
dovy derivat hyaluronanu je nasledovng sitovan az do vzniku hydrogelu. Sitovani azidé a alky-
ni, které jsou navazany na polysacharid pres amidickou vazbu, je nejéast&ji katalyzovano méd-
nymi kationty, které jsou toxické. Cim nizsi Je stupeii substituce amidovych derivatd vstupujicich
do reakce, tim vét3i mnozstvi katalyzatoru musi byt pouzito (WO 2008/031525 Al)).
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Podstata vynélezu

Nizky stupeii amidovych derivati hyaluronanu miZe byt navy3en aplikaci specifickych reakénich
podminek. Hlavni podstatou tohoto vynélezu je postup p¥ipravy amidii kyseliny hyaluronové, pii
kterém dochazi k selektivni amidaci karboxylové skupiny kyseliny hyaluronové za vzniku vysoce
substituovanych produkti. Princip reakce spo&iva v aktivaci karboxylové skupiny hyaluronanu
pomoci ethylchlorformiatu, v pfitomnosti baze, pfi¢emz vznikly intermediat — aktivovany hyalu-
ronan — nasledné reaguje s primarnim aminem R-NH, za vzniku amidu kyseliny hyaluronové
obecného vzorce I podle schématu 1:

0]

R
COOH HO /“\ o N(i o
O HO H
o A o o’ N0 HO
HO ~ O O
OH NH > o o o—
/ OH /NH

aprotické prostfedi, baze, RNH,
CH3CO
@

Schéma | Amidace kyseliny hyaluronové

kde R je alkylovy linearni nebo rozvétveny fetézec C; az Cso, voliteln& s obsahem aromatickych
nebo heteroaromatickych skupin. Pfiprava probiha s vyhodou v polarnim aprotickém prostiedi,
zejména v dimethylsulfoxidu. Kyselina hyaluronova je s vyhodou v kyselé formé a ma stiedni
molekulovou hmotnost v rozmezi 1 x 10* az 5 x 10° g.mol™, zejména 3,5 x 10° az 5 x 10° g.mol™.

Ve vyhodném provedeni vynalezu probiha reakce pfi teploté 25 °C po dobu 8 az 24 h, s vyhodou
po dobu 12 h.

Stupeti substituce kyseliny hyaluronové ve zplsobu pfipravy podle vynalezu je s vyhodou fizen
molarnim mnoZstvim pfidaného aminu R-NH,, pfi¢emz primarni amin se s vyhodou ptida do
reakce v ¢ase 0,1 az 2 h po ptidavku ethylchlorformiatu a v molarnim mnozstvi 3 aZ 5 ekviva-
lentl vzhledem k latkovému mnozstvi dimeru hyaluronanu. Primarnim aminem R-NH, miiZe byt
naptiklad CH=C-CH,-NH,, NH,~CH,—CH,~CH,-N3; nebo NH,(CH,)s—CH3.

Ve vyhodném provedeni vynalezu je latkové mnozstvi pfidaného ethylchlorformiatu v molarnim
poméru 3 az 5 ekvivalentli vzhledem k latkovému mnozstvi dimeru hyaluronanu. Bazi pouZitou
ve zplisobu podle vynalezu miize byt trialkylamin, naptiklad triethylamin, a to s vyhodou v latko-
vém mnoZzstvi v molarnim poméru 3 az 5 ekvivalentii baze vzhledem k latkovému mnozstvi di-
meru hyaluronanu.

Vyhodou oproti znAmym analogiim je volitelné vysoky stupefi substituce, ktery vede k vyrazné
zméné fyzikalné—chemickych vlastnosti. Blokovani karboxylové skupiny hyaluronanu v sit'o-
vanych produktech ma za nasledek nizsi bobtnavost, a tudiz lepsi mechanickou stabilitu pfipra-
venych sitovanych produkti.

Amidové derivaty hyaluronanu pfipravené timto zpiisobem vykazuji kontrolovatelny stupeii sub-
stituce v rozmezi 10 az 99 %. Stupeii substituce je kontrolovany molarnim pomérem primarniho
aminu, ethylchlorformiatu a baze, pficemz pravé vhodné€ zvolenym mnozstvim primarniho aminu
R-NH,, jako posledni slozky, ktera se pfidava do reakéni smési, lze stupefi substituce kyseliny
hyaluronové s vyhodou fidit v rozmezi 10 az 99 %.

Amidové derivaty jsou vysoce stabilni vii€i degradaci a hydrolyze, a proto mohou byt pouzity pro
tvorbu stabilnich hydrogelti. V pfipadé vysokého stupné substituce je k sitovaci reakci tfeba jen
velmi malé mnozstvi katalyzatoru.
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Piiklady uskuteénéni vynalezu

Piiklad 1
Amidace kyseliny hyaluronové propargylaminem

0,5 g kyseliny hyaluronové (kysela forma) o molekulové hmotnosti 1 x 10° g.mol™ a polydisper-
zit¢ 1,9 bylo rozpusténo v 50 ml DMSO pfi teploté 60 °C. Po rozpusténi se roztok kyseliny
hyaluronové necha ochladit na laboratorni teplotu. Po ochlazeni se pfida 0,922 ml triethylaminu
(5 eq) a reakéni smés se necha michat 10 minut. Poté se pfida 0,378 ml ethylchlorformiatu (3 eq)
a reakéni smés se necha hodinu michat. Poté se do reakéni smési pfida 0,125 g (1,36 mmol) hyd-
rochloridu propargylaminu a reakéni sm&s se micha dalsich 24 h pti laboratorni teploté, smés se
nafedi na celkovy objem 200 ml a ptelije do dialyza¢nich stfev (cut—off 12 az 14 x 10* g.mol™),
kde se dialyzuje 3x po 24 h proti 0,1% roztoku NaCl a NaHCO; (celkovy objem 10 1) a dale 3x
po 24 h proti demi vodé&. Dialyzovany derivat se odpati do sucha a vysusi pomoci acetonu. Struk-
tura derivatu byla potvrzena NMR analyzou.

Vytézek reakce: 0,3957 g

Mw derivatu po reakci: 8 x 10* g.mol™.

Stupen substituce = 44 %.

'"H NMR ptitazené pomoci HSQC (500 MHz, NaOD, § ppm):

2,01 (s, 3H, 8a), 3,36 (bs, 1H, 2b), 3,46 (bs, 1H, Sa), 3,54 (bs, 1H, 4a), 3,70 (bs, 2H, 3a a 3b),
3,82 (bs, 1H, 4b), 3,90 (bs, 1H, 5b), 3,91 (d, 1H, 1a), 4,10 (d, 1H, 1B), 4,50 (bs, 2H, la a 1b)
DOSY NMR:

log D (2,03 ppm CH;—~CO-NH-Polymer) ~ 10,5 m*/s

log D (2,7 ppm ~-CH,NH-R) ~ 10,5 m%/s

log D (3,0 ppm —CH,NH-R) ~ 10,5 m?/s

Ptiklad 2
Amidace kyseliny hyaluronové propargylaminem

0,5 g kyseliny hyaluronové (kysela forma) o molekulové hmotnosti 248 x 10° g.mol™ a polydis-
perzité 1,6 bylo rozpuiténo v 50 ml DMSO pii teploté 60 °C. Po rozpusténi se roztok kyseliny
hyaluronové neché ochladit na laboratorni teplotu. Po ochlazeni se pfidd 0,922 ml triethylaminu
(5 eq) a reak¢ni smés se necha michat 10 minut. Poté se ptida 0,378 ml ethylchlorformiatu (3 eq)
a reak¢ni smés se nechd hodinu michat. Poté se do reakéni smési ptida 0,125 g (1,36 mmol) hyd-
rochloridu propargylaminu a reakéni smés se micha dalSich 24 h pfi laboratorni teploté, smés se
nafedi na celkovy objem 200 ml a pielije do dialyza¢nich stfev (cut—off 12 az 14 x 10> g.mol™),
kde se dialyzuje 3x po 24 h proti 0,1% roztoku NaCl a NaHCO; (celkovy objem 10 1) a dale 3x
po 24 h proti demi vod€. Dialyzovany derivat se odpafi do sucha a vysusi pomoci acetonu. Struk-
tura derivatu byla potvrzena NMR analyzou.

Vytézek reakce: 0,3957 g

Mw derivétu po reakei: 12 x 10* g.mol™.

Stuperi substituce = 98 %.

'"H NMR pfifazené pomoci HSQC (500 MHz, NaOD, & ppm): viz pfiklad 1
DOSY NMR: viz priklad 1
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Piiklad 3
Amidace kyseliny hyaluronové propargylaminem

0,5 g kyseliny hyaluronové (kysela forma) o molekulové hmotnosti 366 x 10° g.mol™ a polydis-
perzité¢ 1,6 bylo rozpusténo v 50 ml DMSO pfi teploté 60 °C. Po rozpusténi se roztok kyseliny
hyaluronové necha ochladit na laboratorni teplotu. Po ochlazeni se ptida 0,922 ml triethylaminu
(3 eq) a reak&ni smés se necha michat 10 minut. Poté se ptida 0,378 ml ethylchlorformiatu (3 eq)
a reakéni smés se necha hodinu michat. Poté se do reakéni smési ptida 0,125 g (1,36 mmol) hyd-
rochloridu propargylaminu a reakéni smés se micha dalsich 12 h pfi laboratorni teploté, smés se
nafedi na celkovy objem 200 ml a pfelije do dialyzaénich stfev (cut—off 12 az 14 x 10° g.mol™),
kde se dialyzuje 3x po 24 h proti 0,1% roztoku NaCl a NaHCO; (celkovy objem 10 1) a dale 3x
po 24 h proti demi vodé. Dialyzovany derivat se odpafi do sucha a vysusi pomoci acetonu. Struk-
tura derivatu byla potvrzena NMR analyzou.

Vytézek reakce: 0,3957 g

Mw derivatu po reakci: 177,4 x 10° g.mol™.

Stuperi substituce = 50 %.

'H NMR ptitazené pomoci HSQC (500 MHz, NaOD, & ppm): viz piiklad 1
DOSY NMR: viz priklad 1

Priklad 4
Amidace kyseliny hyaluronové propargylaminem

0,5 g kyseliny hyaluronové (kysela forma) o molekulové hmotnosti 393 x 10° g.mol™ a polydis-
perzité 1,6 bylo rozpusténo v 50 ml DMSO pii teploté 60 °C. Po rozpusténi se roztok kyseliny
hyaluronové necha ochladit na laboratorni teplotu. Po ochlazeni se pfida 0,922 ml triethylaminu
(5 eq) a reakéni smés se necha michat 10 minut. Poté se pfida 0,378 ml ethylchlorformiatu (3 eq)
a reakéni smés se necha hodinu michat. Poté se do reakéni smési pfida 0,111 g (1,32 mmol) hyd-
rochloridu propargylaminu a reakéni smé&s se micha dalsich 12 h pfi laboratorni teplot€, smés se
nafedi na celkovy objem 200 ml a pielije do dialyza¢nich stfev (cut—off 12 az 14 x 10° g.mol™),
kde se dialyzuje 3x po 24 h proti 0,1% roztoku NaCl a NaHCO; (celkovy objem 10 1) a déle 3x
po 24 h proti demi vodé¢. Dialyzovany derivat se odpaii do sucha a vysusi pomoci acetonu. Struk-
tura derivatu byla potvrzena NMR analyzou.

Vytézek reakce: 0,4452 g

Mw derivatu po reakei: 24 x 10* g.mol .

Stuperi substituce = 60 %.

"H NMR ptitazené pomoci HSQC (500 MHz, NaOD, & ppm): viz pfiklad 1
DOSY NMR: viz ptiklad 1

Ptiklad 5
Amidace kyseliny hyaluronové propargylaminem

0,5 g kyseliny hyaluronové (kyselé forma) o molekulové hmotnosti 485 x 10* g.mol™ a polydis-
perzité 1,6 bylo rozpusténo v 50 ml DMSO pii teploté 60 °C. Po rozpusténi se roztok kyseliny
hyaluronové necha ochladit na laboratorni teplotu. Po ochlazeni se pfidd 0,922 ml triethylaminu
(5 eq) a reakéni smés se necha michat 10 minut. Poté se pfida 0,378 ml ethylchlorformiétu (3 eq)
a reakéni smés se necha hodinu michat. Poté se do reakéni smési pfida 0,111 g (1,32 mmol) hyd-
rochloridu propargylaminu a reakéni smé&s se micha dalsich 12 h pfi laboratorni teploté, smés se
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nafedi na celkovy objem 200 ml a ptelije do dialyzaé¢nich stfev (cut—off 12 az 14 x 10° g.mol™),
kde se dialyzuje 3x po 24 h proti 0,1% roztoku NaCl a NaHCO; (celkovy objem 10 1) a dale 3x
po 24 h proti demi vodg. Dialyzovany derivat se odpafi do sucha a vysusi pomoci acetonu. Struk-
tura derivatu byla potvrzena NMR analyzou.

Vytézek reakce: 0,4452 g

Mw derivétu po reakei: 133,4 x 10° g.mol ™.

Stuperi substituce = 88 %.

'HNMR pfifazené pomoci HSQC (500 MHz, NaOD, & ppm): viz pfiklad 1
DOSY NMR: viz piiklad 1

Ptiklad 6
Amidace kyseliny hyaluronové 3—azidopropylaminem

1,0 g kyseliny hyaluronové (kyseld forma) o molekulové hmotnosti 42 x 10’ g.mol™ a poly-
disperzité 1,6 bylo rozpusténo v 50 ml DMSO pti teploté 60 °C. Po rozpusténi se roztok kyseliny
hyaluronové necha ochladit na laboratorni teplotu. Po ochlazeni se pfida 0,922 ml triethylaminu
(3 eq) a reak¢ni smés se necha michat 10 minut. Poté se pfida 0,378 ml ethylchlorformiatu (3 eq)
a reak¢ni smés se necha hodinu michat. Poté se do reakéni smési p¥ida 0,228 g (2,65 mmol) 3—
azidopropylaminu a reakéni smés se micha dalSich 12 h pfi laboratorni teploté, smés se nafedi na
celkovy objem 200 ml a prelije do dialyzagnich stiev (cut—off 12 az 14 x 10° g.mol™), kde se
dialyzuje 3x po 24 h proti 0,1% roztoku NaCl a NaHCO; (celkovy objem 10 1) a déle 3x po 24 h
proti demi vod¢. Dialyzovany derivat se odpaii do sucha a vysusi pomoci acetonu. Struktura deri-
vatu byla potvrzena NMR analyzou.

Vytézek reakce: 0,8001 g

Mw derivétu po reakci: 2 x 10* g.mol™.

Stuperi substituce = 75 %.

"H NMR ptitazené pomoci HSQC (500 MHz, NaOD, & ppm):
1,8 (g, 3H, 2), 2,01 (s, 3H, 8a), 3,19 (bs, 1H), 1a), 3,30 (bs, 1H, 2b), 3,36 (bs, 2H, 3), 3,50
(bs, 3H, 1B,6a,5a), 3,57 (bs, 1H, 3b), 3,70 (bs, 4H, 6a,3b,4b3a), 3,89 (bs,
5H,6a,3b,4b,3a,5b), 4,50 (bs, 2H, 1a a 1b)

DOSY NMR:
log D (2,03 ppm CH;~CO-NH-Polymer) ~ —10,5 m?/s
log D (2,7 ppm —CH, NH-R) ~ — 10,5 m%/s
log D (3,0 ppm —CH,NH-R) ~ — 10,5) m%s

Priklad 7
Amidace kyseliny hyaluronové 3—azidopropylaminem

1,0 g kyseliny hyaluronové (kysela forma) o molekulové hmotnosti 42 x 10° g.mol™ a polydis-
perzité 1,6 bylo rozpusténo v 50 ml DMSO pii teplot 60 °C. Po rozpusténi se roztok kyseliny
hyaluronové necha ochladit na laboratorni teplotu. Po ochlazeni se ptida 0,922 ml triethylaminu
(3 eq) a reak¢ni smés se necha michat 10 minut. Poté se pfida 0,378 ml ethylchlorformiatu (4 eq)
a reakéni smés se nech hodinu michat. Poté se do reakéni smési ptida 0,228 g (2,65 mmol) 3—
azidopropylaminu a reakéni smés se micha dalSich 12 h pfi laboratorni teploté, smés se nafedi na
celkovy objem 200 ml a pfelije do dialyzagnich stiev (cut—off 12 az 14 x 10° g.mol™), kde se
dialyzuje 3x po 24 h proti 0,1% roztoku NaCl a NaHCO; (celkovy objem 10 1) a dale 3x po24h
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proti demi vodé&. Dialyzovany derivat se odpafi do sucha a vysusi pomoci acetonu. Struktura de-
rivatu byla potvrzena NMR analyzou.

Vytézek reakce: 0,8067 g

Mw derivatu po reakei: 2 x 10* g.mol ™.

Stuperi substituce = 50 %.

"H NMR ptifazené pomoci HSQC (500 MHz, NaOD, 8 ppm): viz piiklad 6

DOSY NMR: viz ptiklad 6

Piiklad 8
Amidace kyseliny hyaluronové 3—azidopropylaminem

1,0 g kyseliny hyaluronové (kysela forma) o molekulové hmotnosti 42 x 10* g.mol™ a polydis-
perzité 1,6 bylo rozpusténo v 50 ml DMSO pfi teplot& 60 °C. Po rozpusténi se roztok kyseliny
hyaluronové nechd ochladit na laboratorni teplotu. Po ochlazeni se pfida 0,922 ml triethylaminu
(3 eq) a reakéni smés se necha michat 10 minut. Poté se pfida 0,378 ml ethylchlorformiatu (5 eq)
a reakéni smés se necha hodinu michat. Poté se do reakéni smési pfida 0,228 g (2,65 mmol) 3—
azidopropylaminu a reakéni smés se micha dal§ich 12 h pfi laboratorni teploté, smés se nafedi na
celkovy objem 200 ml a pelije do dialyzaénich stfev (cut—off 12 az 14 x 10° g.mol ™), kde se
dialyzuje 3x po 24 h proti 0,1% roztoku NaCl a NaHCO; (celkovy objem 10 1) a déale 3x po 24 h
proti demi vodg. Dialyzovany derivat se odpafi do sucha a vysusi pomoci acetonu. Struktura de-
rivatu byla potvrzena NMR analyzou.

Vytézek reakce: 0,8067 g

Mw derivatu po reakci: 2 x 10* g.mol™.

Stupeii substituce = 40 %.

"H NMR ptitazené pomoci HSQC (500 MHz, NaOD, & ppm): viz piiklad 6
DOSY NMR: viz priklad 6

Priklad 9
Amidace kyseliny hyaluronové 3—azidopropylaminem

1,0 g kyseliny hyaluronové (kysela forma) o molekulové hmotnosti 72 x 10° g.mol™ a polydis-
perzité 1,7 bylo rozpusténo v 50 ml DMSO pfi teploté 60 °C. Po rozpusténi se roztok kyseliny
hyaluronové necha ochladit na laboratorni teplotu. Po ochlazeni se pfida 0,922 ml triethylaminu
(3 eq) a reakéni smés se necha michat 10 minut. Poté se pfida 0,378 ml ethylchlorformiatu (5 eq)
a reakéni smés se necha hodinu michat. Poté se do reakéni smési ptida 0,228 g (2,65 mmol) 3—
azidopropylaminu a reakéni smés se micha dalSich 24 h pfi laboratorni teplot€, smé&s se nafedi na
celkovy objem 200 ml a pfelije do dialyza¢nich stfev (cut—off 12 az 14 x 10° g.mol™), kde se
dialyzuje 3x po 24 h proti 0,1% roztoku NaCl a NaHCO; (celkovy objem 10 1) a dale 3x po 24 h
proti demi vodg. Dialyzovany derivat se odpafi do sucha a vysusi pomoci acetonu. Struktura de-
rivatu byla potvrzena NMR analyzou.

Vytézek reakce: 0,7826 g

Mw derivétu po reakei: 52 x 10° g.mol™.

Stupeti substituce = 54 %.

'H NMR ptitazené pomoci HSQC (500 MHz, NaOD, & ppm): viz piiklad 6
DOSY NMR: viz ptiklad 6
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Piiklad 10
Amidace kyseliny hyaluronové 3—azidopropylaminem

1,0 g kyseliny hyaluronové (kysela forma) o molekulové hmotnosti 7 x 10* g.mol™ a polydisper-
zit¥ 1,7 bylo rozpusténo v 50 ml DMSO pii teploté 60 °C. Po rozpusténi se roztok kyseliny
hyaluronové neché ochladit na laboratorni teplotu. Po ochlazeni se p¥id4 0,922 ml triethylaminu
(3 eq) a reakéni smés se nechd michat 10 minut. Poté se ptida 0,378 ml ethylchlorformiétu (5 eq)
a reakéni smés se nechd hodinu michat. Poté se do reakéni smési ptida 0,228 g (2,65 mmol) 3—
azidopropylaminu a reakéni smés se micha dal3ich 24 h pfi laboratorni teplots, smés se natedi na
celkovy objem 200 ml a pielije do dialyzagnich stfev (cut—off 12 az 14 x 10° g.mol™), kde se
dialyzuje 3x po 24 h proti 0,1% roztoku NaCl a NaHCO; (celkovy objem 10 1) a dale 3x po24 h
proti demi vod€. Dialyzovany derivat se odpafi do sucha a vysusi pomoci acetonu. Struktura de-
rivatu byla potvrzena NMR analyzou.

Vytézek reakce: 0,7826 g

Mw derivatu po reakci: 35 x 10° g.mol .

Stupeii substituce = 60 %.

'HNMR pitazené pomoci HSQC (500 MHz, NaOD, 3 ppm): viz pfiklad 6
DOSY NMR: viz ptiklad 6

Priklad 11
Amidace kyseliny hyaluronové 3—azidopropylaminem

1,0 g kyseliny hyaluronové (kysela forma) o molekulové hmotnosti 393 x 10° gmol a polydis-
perzité¢ 1,7 bylo rozpusténo v 50 ml DMSO pfi teplot& 60 °C. Po rozpudténi se roztok kyseliny
hyaluronové necha ochladit na laboratorni teplotu. Po ochlazeni se ptida 0,922 ml triethylaminu
(3 eq) a reakeni smés se nechd michat 10 minut. Poté se piida 0,378 ml ethylchlorformiatu (3 eq)
a reak¢éni smés se necha hodinu michat. Poté se do reakéni smési prida 0,228 g (2,65 mmol) 3—
azidopropylaminu a reakéni smés se miché dalSich 8 h pti laboratorni teploté, smés se nafedi na
celkovy objem 200 ml a pelije do dialyza¢nich stiev (cut—off 12 az 14 x 10° g.mol™), kde se
dialyzuje 3x po 24 h proti 0,1% roztoku NaCl a NaHCO, (celkovy objem 10 1) a ddle 3x po 24 h
proti demi vodé. Dialyzovany derivat se odpati do sucha a vysusi pomoci acetonu. Struktura de-
rivatu byla potvrzena NMR analyzou.

Vytézek reakce: 0,7826 g

Mw derivatu po reakci: 165 x 10° g.mol ™.

Stupeni substituce = 85 %.

'HNMR ptifazené pomoci HSQC (500 MHz, NaOD, & ppm): viz piiklad 6
DOSY NMR: viz ptiklad 6

Ptiklad 12
Amidace kyseliny hyaluronové 3-azidopropylaminem

1,0 g kyseliny hyaluronové (kysel4 forma) o molekulové hmotnosti 485 x 10° gmol™” a polydis-
perzité 1,7 bylo rozpusténo v 50 ml DMSO pfi teploté 60 °C. Po rozpusténi se roztok kyseliny
hyaluronové neché ochladit na laboratorni teplotu. Po ochlazeni se piida 0,922 ml triethylaminu
(3 eq) a reakéni smés se nechd michat 10 minut. Poté se pfida 0,378 ml ethylchlorformidtu (3 eq)
a reak¢ni smés se necha hodinu michat. Poté se do reakéni smési pfida 0,228 g (2,65 mmol) 3—
azidopropylaminu a reakéni smés se micha dalgich 10 h pfi laboratorni teploté, smés se natfedi na
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celkovy objem 200 ml a prelije do dialyza¢nich stfev (cut—off 12 az 14 x 10’ g.mol™), kde se
dialyzuje 3x po 24 h proti 0,1% roztoku NaCl a NaHCO; (celkovy objem 10 1) a dale 3x po 24 h
proti demi vod¢. Dialyzovany derivat se odpafi do sucha a vysu$i pomoci acetonu. Struktura de-
rivatu byla potvrzena NMR analyzou.

Vytézek reakce: 0,7826 g

Mw derivatu po reakci: 177 x 10° g.mol™.

Stupeii substituce = 98 %.

'HNMR piitazené pomoci HSQC (500 MHz, NaOD, & ppm): viz priklad 6

DOSY NMR: viz ptiklad 6

Ptiklad 13
Amidace kyseliny hyaluronové hexylaminem

1,0 g kyseliny hyaluronové (kysel4 forma) o molekulové hmotnosti 485 x 10° g.mol™ a polydis-
perzité 1,7 bylo rozpusténo v 50 ml DMSO pti teploté 60 °C. Po rozpusténi se roztok kyseliny
hyaluronové necha ochladit na laboratorni teplotu. Po ochlazeni se pfida 0,922 ml triethylaminu
(5 eq) a reakéni smés se necha michat 10 minut. Poté se prida 0,378 ml ethylchlorformiatu (3 eq)
a reakéni smés se nechd hodinu michat. Poté se do reakéni smési ptida 0,253 g (2,5 mmol) hexy-
laminu a reakéni smés se micha dalSich 12 h pfi laboratorni teploté, smés se nafedi na celkovy
objem 200 ml a ptelije do dialyzagnich stiev (cut—off 12 az 14 x 10° g.mol™), kde se dialyzuje 3x
po 24 h proti 0,1% roztoku NaCl a NaHCOs (celkovy objem 10 1) a déle 3x po 24 h proti demi
vodé. Dialyzovany derivat se odpafi do sucha a vysusi pomoci acetonu. Struktura derivatu byla
potvrzena NMR analyzou.

Vytézek reakce: 0,7826 g
Mw derivatu po reakei: 2 x 10° g.mol™
Stuperi substituce = 88 %.
"H NMR pfitazené pomoci HSQC (500 MHz, NaOD, & ppm):
0,8 (bs, 2H, 6), 1,2 (bs, 2H, 5), 1,45 (bs, 6H, 3, 4 a 5), 1,8 (q, 3H, 8), 2,01 (s, 3H, 8a), 3,19

(bs, 1H, 1), 3,30 (bs, 1H, 2b), 3,36 (bs, 2H, 3), 3,50 (bs, 3H, 1B,6a,5a), 3,57 (bs, 1H, 3b),
3,70 (bs, 4H, 6a,3b,4b,3a), 3,89 (bs, 5H,6a,3b,4b,3a,5b), 4,50 (bs, 2H, 1a a 1b)
DOSY NMR:
log D (2,03 ppm CH;—CO-NH-Polymer) ~ — 10,5 m%/s
log D (2,7 ppm -CH,NH-R) ~ — 10,5 m’/s
log D (3,0 ppm —-CH,NH-R) ~ — 10,5) m%/s

Uvedené piiklady provedeni jsou pouze ilustrativni a nijak neomezuji ani nevyCerpavaji viechny
varianty provedeni vynalezu.

PATENTOVE NAROKY

1. Zpusob piipravy amidovych derivati kyseliny hyaluronové, vyznracujici se tim,
Ze se nejprve v piitomnosti baze aktivuje skupina COOH kyseliny hyaluronové ethylchlorformia-
tem za vzniku reaktivniho intermediatu, ktery nasledné reaguje s primarnim aminem R-NH, za
vzniku amidu kyseliny hyaluronové obecného vzorce I:
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R
/ .
o NH HO
.
Ho OH N

CH 4CO

o,

kde R je alkylovy linearni nebo rozvétveny fetézec C; aZ C;, volitelné s obsahem aromatickych
nebo heteroaromatickych skupin, pfipadné R je CH=C-CH,~NH, nebo NH,~CH,-CH,—CH,-N3;
pfiGemz stupeii substituce v rozmezi 10 az 99 % kyseliny hyaluronové je fizen molarnim mnoz-
stvim ptidaného aminu R-NHs.

2. Zptsob pfipravy podle naroku 1, vyznadujici se tim, Ze probiha v polarnim
aprotickém prostiedi, zejména v dimethylsulfoxidu.

3. Zpisob ptipravy podle kteréhokoli z narokli 1 a2, vyznadujici se tim, Ze kyseli-
na hyaluronova je v kyselé formé a ma stfedni molekulovou hmotnost v rozmezi 1 x 10* az
5x 10’ g.mol™, zejména 3,5 x 10° a2 5 x 10° g.mol ™.

4. Zpusob pripravy podle kteréhokoli z naroki 1 aZ3, vyznacdujici se tim, Zereakce
probiha pfi teploté 25 °C po dobu 8 az 24 h, s vyhodou po dobu 12 h.

S.  Zptsob ptipravy podle kteréhokoli z narokti 1 az4, vyznacéujici se tim, Ze pri-
mdarni amin se pfida do reakce v ¢ase 0,1 az 2 h po pfidavku ethylchlorformiatu.

6. Zpisob pripravy podle kteréhokoli z narokd 1 aZ 5, vyznadujici se tim, Ze pri-
marni amin se pfida do reakce v molarnim mnozstvi 3 az 5 ekvivalentt vzhledem k latkovému
mnozstvi dimeru hyaluronanu.

7. Zpusob piipravy podle kteréhokoli z narokl 1 az 6, vyznadujici se tim, Ze pri-
marnim aminem R—NHz je CHEC—CHz—-NHz, NHz—CHz—CHz—CHz—N3 nebo NHQ(CHz)s—CHg,

8. Zpusob piipravy podle kteréhokoli z narokli 1 az7, vyznacéujici se tim, Ze latko-
vé mnozstvi pfidaného ethylchlorformiatu je v molarnim poméru 3 aZ 5 ekvivalenti vzhledem
k latkovému mnozstvi dimeru hyaluronanu.

9. Zpiisob ptipravy podle kteréhokoli z narokii 1 az8, vyznadujici se tim, Ze bazi
je trialkylamin, zejména triethylamin.

10. Zpisob pfipravy podle kteréhokoli z narokii 1 az9, vyznadujici se tim, Ze latko-
vé mnozstvi pfidané baze je v molarnim poméru 3 az S ekvivalentti vzhledem k latkovému mnoz-
stvi dimeru hyaluronanu.
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