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Hydrogel na bazi zesitovaného hydroxyfenylového deriviatu kyseliny hyaluronové

Oblast techniky

Technické feSeni se tyka hydro gelu na bazi zesitovaného hydroxyfenylového derivatu kyseliny
hyaluronové ve smési s chondroitin sulfatem se zlepSenou mirou degradace.

Dosavadni stav techniky

Kyselina hyaluronova (téz hyaluronan, HA) je polysacharid ze skupiny glykosaminoglykand,
ktery se sklada z disacharidickych jednotek slozenych z D-glukuronové kyseliny a N-acetyl-D-
glukosaminu. Jedna se o polysacharid, ktery je snadno rozpustny ve vodném prostiedi, kde v
zavislosti na molekulové hmotnosti a koncentraci vytvari viskézni roztoky az viskoelastické
hydrogely. HA je pfirozenou slozkou mezibunécné hmoty tkani. Vazbou na specifické povrchové
bunééné receptory je molekula hyaluronanu schopna interagovat s bunkami ve svém okoli a
regulovat jejich metabolické procesy (Xu, Jha et al. 2012). Z téchto dlivodli jsou materidly
obsahujici hyaluronan pfipadné jeho derivaty €asto vyuzivany pro vyrobu pfipravki pouzivanych
v biomedicinskych aplikacich. Hydrogely na bazi hyaluronanu v organismu podstupuji
ptirozenou degradaci plsobenim specifickych enzymil (hyaluroniddz), popf. plsobenim
reaktivnich forem kysliku (ROS), diky ¢emuz dochazi po jejich implantaci do organismu k jejich
postupnému vstiebani (Stem, Kogan et al. 2007).

Pro dosazeni mechanicky odolngjsich materialli a z divodu zpomaleni jejich biodegradace byla
vyvinuta fada typ hydrogelli obsahujicich kovalentné zesitény hyaluronan. Takové hydrogely
jsou vyuZzivany jako materialy pro viskosuplementaci synovialni tekutiny, augmentaci mékkych
tkani, slouZi jako podplrné struktury pro kultivaci a implantaci bunék apod. (Tognana, Borrione
et al. 2007, Buck Ii, Alam et al. 2009, Li, Raitcheva et al. 2012, Salwowska, Bebenek et al.
2016).

V minulosti byly rovnéz vyvinuty rGzné typy derivatlh hyaluronanu, které jsou schopny
podstupovat prechod sol-gel za fyziologickych podminek in situ (Burdick and Prestwich 2011,
Prestwich 2011). Pro tyto ucely lze vyuzit napt. fenolické derivaty hyaluronanu. Calabro er al.
(Calabro, Akst et al. 2008, Lee, Chung et al. 2008, Kurisawa, Lee et al. 2009) popisuji ve spisech
EP1587945B1 a EP1773943B1 postup piipravy fenolickych derivati hyaluronanu reakci
karboxyld pritomnych ve struktufe D-glukuronové kyseliny hyaluronanu, s aminoalkyl-derivaty
fenolu napf. tyraminem. Produktem této reakce jsou amidy hyaluronanu (Darr and Calabro
2009).

Zesiténi fenolickych derivatd hyaluronanu miize byt iniciovano piidavkem peroxidazy (napf.
kienové peroxidazy) a zfedéného roztoku peroxidu vodiku. Kienova peroxidaza (Horseradish
peroxidase, HRP, E.C. 1.11.1.7) je v soucasné dob¢ vyuzivana jako katalyzator organickych a
biotransformacnich reakci (Akkara, Senecal et al. 1991, Higashimura and Kobayashi 2002, Ghan,
Shutava et al. 2004, Shutava, Zheng et al. 2004, Veitch 2004). Hydrogely na bazi
hydroxyfenylovych derivati hyaluronanu mohou byt vyuZivany jako injekéné aplikovatelné
matrice pro fizené uvoliiovani biologicky aktivnich latek nebo jako materialy vhodné pro
kultivaci a implantaci bun¢k (Kurisawa, Lee et al. 2010). Wolfova er al. popisuji ve spisu
CZ303879 konjugat hyaluronanu a tyraminu obsahujici alifaticky linker vloZzeny mezi fetézec
polymeru a tyramin. Pfitomnost alifatického linkeru umoziuje vyssi efektivitu sitovaci reakce a
dodava siti vyssi elasticitu.

Chondroitin sulfat (ChS) je dal$im zastupcem glykosaminoglykand, ktery je ¢asto vyuzivan pro
pripravu materialli uréenych pro vyuziti v 16¢bé degenerativnich chorob, napf. osteoartrozy (OA).
Retézec ChS je tvoren disacharidickymi jednotkami slozenymi z N-acetylgalktozaminu (GalNAc)
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a kyseliny iduronové (IdoA). Disacharidické jednotky ChS mohou byt sulfatovany v poloze 4 a 6
GalNAc a popripad¢ i v poloze 2 IdoA. Chondroitin sulfat je linearni, sulfatovany a negativné-
nabity glykosaminoglykan sloZzeny z opakujicich se monomernich jednotek N-acetyl-D-
galaktosaminu a D-glukuronové kyseliny vzajemné propojenych B(1—3) a P(1—4) O-
glykosidickymi vazbami (strukturni vzorec chondroitin sulfatu viz nize).

R O‘“ L
: l Q.ﬂ* ,,-e-O ‘w-w"’\}

HQ \;\’:}».-»*L *‘A—"’“’ '.‘*\““ 8
or® DA

kde
R' je H nebo Na,
R? je H, O-SO»-OH nebo O-SO,-ONa

Zdrojem chondroitin sulfatu jsou Zivocisné pojivové tkané, kde se vaze na proteiny a tvofi tak
soucast proteoglykanti. Sulfatace chondroitinu se uskute¢iuje pomoci sulfotransferaz v riznych
polohach a rizném zastoupeni. Jedinecny vzorec sulfatace jednotlivych poloh v polymernim
tetézci koduje specifickou biologickou aktivitu chondroitin sulfatu. Ten je dilezitym stavebnim
blokem chrupavky v kloubech, kterym dodava odolnost v tlaku a obnovuje rovnovahu ve slozeni
kloubového maziva (Baeurle S. A., Kiselev M. G., Makarova E. S., Nogovitsin E. A. 2009.
Polymer 50: 1805). Chondroitin sulfat se spoleén¢ s glukosaminem pouziva jako vyzivovy
dopIn¢k na léceni, nebo také prevenci vzniku osteoartritidy u lidi (napt. Flextor®, Advance
Nutraceutics, Ltd.) nebo u zvifat (napt. Gelorend°s®, Contipro Pharma, Ltd.). Z farmaceutického
hlediska se chondroitin sulfat povazuje za 1é¢ivo se zpozdénym nastupem ucinku tlumeni bolesti
pii degenerativnim onemocnéni kloubtl (Aubry-Rozier B. 2012. Revue Médicale Suisse 14: 571).

In vitro a in vivo studie ukazaly, Ze ChS inhibuje U¢inek hyaluronidaz. Inhibi¢ni ¢inek ChS na
enzymy je zpusoben tvorbou elektrostatickych (iontovych) interakci. Také bylo prokazano, ze
ChS je schopen zachycovat ROS a tim chranit pfed degradaci slozky extracelularni matrix (Bali,
Cousse et al. 2001, Xiong and Jin 2007).

Vyuziti kombinace hyaluronanu a chondroitin sulfatu pro ptipravu prostiedku pro ochranu
lidskych ¢i zivocisnych bunck a tkani pfed traumatizaci popisuje dokument EP0136782 (1983).
Obdobn¢ dokument US6051560 (1992) popisuje vyuziti smési hyaluronanu a chondroitin sulfatu
jako viskosuplementacnich materiald béhem oftalmologickych zakroki. Patent WO030417024
popisuje viskézni kompozici obsahujici terapeuticky uc¢inné mmozstvi smési ChS a HA pro
vyrobu 1éCiv urCenych pro 1écbu kloubti lidi s poskozenim chrupavky zplsobenym
chondromalacii nebo OA stupné I a I, ktera vyuziva intraartikularni podani smési. V patentové
literatufe rovnéZ nalezneme dokumenty, které popisujici prostfedek pro parenteralni podani
vhodny pro prevenci a 1écbu poskozeni kloubni chrupavky u lidi ¢i zvitat, ktery se sklada z
terapeuticky u¢inného mmozstvi chondroitin = sulfatu, hyaluronanu a  glukosaminu
(W02004034980, 2002). Dokument EP2219595 popisuje formulaci na bazi polysacharidd,
zejména glykosaminoglykant, a jejich smési s flavonoidy, ktera tvoii hydrogely s prodlouzenou
dobou biodegradace. Zminény dokument popisuje i hydrogel obashujici hyaluronan, derivat
hyaluronanu zesitény butanediol 1,4-diglycidyl etherem a ChS, ktery vykazuje zvySenou odolnost
viici degradaci plisobenim enzymu hyaluronidazy.

Podstata technického feSeni

Technické feSeni se tyka hydrogelu na bazi zesitovaného hydroxyfenylového derivatu kyseliny
hyaluronové, jehoz podstatou je, Ze obsahuje molekuly hydroxyfenylového derivatu hyaluronové
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kyseliny (HA-TA) nebo jeho farmaceuticky piijatelnou stil podle obecného vzorce 1

Q OR' g
’ f V(‘ Tf
HO X *.;««@m 9

@,

kde n je v rozmezi 2 az 7500 a kde R! je H* nebo iont alkalické soli nebo soli alkalickych zemin a
R? je OH nebo tyraminovy substituent podle obecného vzorce II:

pficemz v ramci jedné molekuly hydroxyfenylového derivatu hyaluronové kyseliny nebo jeho
farmaceuticky pfijatelné soli podle obecného vzorce 1 alespoti jeden R? je tyraminovy substituent
podle obecného vzorce 11 a piicemz alespon dva tyraminové substituenty podle obecného vzorce
1T jsou spojeny prostiednictvim kovalentni vazby v kterékoliv ortho poloze fenylovych skupin,

a dale obsahuje chondroitin sulfat nebo jeho farmaceuticky ptijatelnou stil vybranou ze skupiny
obsahujici alkalické soli nebo soli alkalickych zemin.

Alkalické soli nebo soli alkalickych zemin hydroxyfenylového derivatu hyaluronové kyseliny
podle obecného vzorce I nebo chondroitin sulfatu jsou s vyhodou vybrany ze skupiny obsahujici
Na*, IC*, Ca®*, Mg™*.

Koncentrace chondroitin sulfatu nebo jeho farmaceuticky ptijatelné soli je v rozsahu 0,5 az 50
mg/ml hydro gelu podle technického feseni, s vyhodou v koncentraci 1 az 20 mg/1, vyhodnéji 5
mg/ml.

Obsah zesitované¢ho hydroxyfenylového derivatu hyaluronanu je v rozsahu 5 az 30 mg/ml, s
vyhodou 10 mg/ml hydrogelu podle technického feseni.

Podle dal§iho vyhodného provedeni technického fteseni hydrogel dale obsahuje kyselinu
hyaluronovou nebo jeji farmaceuticky piijatelnou stl v koncentraci 1 az 20 mg/ml, s vyhodou 5
az 10 mg/ml, vyhodnéji 5 mg/ml hydrogelu podle technického feseni.

Kovalentni vazba miize byt v ramci jedné molekuly derivatu kyseliny hyaluronové podle
obecného vzorce 1 v kterékoliv ortho poloze fenylovych skupin alesponn dvou tyraminovych
substituentll obecného vzorce II, které se v této molekule nachazeji. Jedna se o takzvané
intramolekularni zesitovani. Také miZze byt kovalentni vazba v kterékoliv ortho poloze
fenylovych skupin alespon dvou tyraminovych substituentli obecného vzorce II, které se
nachazeji v riznych molekulach derivatu kyseliny hyaluronové podle obecného vzorce 1. To
predstavuje vzajemné propojenou sit’ mezi molekulami derivatu HA.

Priklad kovalentné zesiténého hydroxyfenylového derivatu hyaluronanu. (crossHA-TA) je
schématicky ukdzan nize viz vzorec I1I:
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Takové hydrogely podle technického feseni vykazuji zvysSenou odolnost vii¢i biodegrada¢nim
pochodlim vznikajicim plisobenim hydrolytickych enzymt a reaktivnich forem kysliku.

Podle vyhodného provedeni je stfedni molekulovda (Mw) hydroxyfenylového derivatu
hyaluronanu podle obecného vzorce I v rozsahu 5 x 10* az 1,5 x 10° g.mol’!, s vyhodou 2,5 x 10°

az 1 x 10° g.mol™!, vyhodnéji 8 x10° g.mol ™. PI je v rozsahu 1 az 3.

Podle dalsiho provedeni vyndlezu je stupen substituce (DS) hydroxyfenylového derivatu
hyaluronanu obecného vzorce [ v rozsahu 0,5 az 10%, s vyhodou 1 az 4%, vyhodnéji 1%.

Podle dalsiho vyhodného provedeni je Mw chondroitin sulfatu rozsahu 5 x 10° az 95 x 10° g.mol’
!, dale vyhodné 10 x 10° az 40 x 10° g.mol ™",

Podle vyhodného provedeni hydro gel obsahuje hyaluronan (HA) nebo jeho farmaceuticky
piijatelnou stil 0 Mw v rozsahu 5 x 10* az 2,5 x 10° g.mol, s vyhodou 1,5 x10° az 2,5 x 10°
g.mol™!, vyhodng&ji 2,0 x 10° g.mol .

Takové hydrogely podle technického feSeni mohou byt pouZity v kosmetice, mediciné¢ a
regenerativni medicing, zejména pro piipravu materialdl pro regenerace tkané, augmentace tkang,
ptipravu scaffoldi pro tkanové inZenyrstvi, jako matrice pro fizené uvolnovani biologicky
aktivnich latek a 1éCiv a viskosuplementaci synovialni tekutiny.

Struc¢ny popis obrazkl

Obr. 1: Porovnani rychlosti degradace roztokti HA s ptidavkem ChS pomoci ROS

Obr. 2: Porovnani rychlosti degradace materialti pomoci ROS

Obr. 3: Kumulativni degradace hydrogelu [%] BTH 30 U/mg

Piiklady provedeni technického FeSeni

DS = stupeni substituce = 100 % * molarni mnozstvi modifikovanych disacharidickych jednotek
hyaluronanu / molarni mnozstvi vSech disacharadickych jednotek derivatu hyaluronanu. Stupen
substituce byl stanoven pomoci *H NMR spektroskopii.
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Hmotnostn¢ stiedni molarni hmotnost (Mw) a index polydisperzity (PI) byly stanoveny metodou
SEC-MALLS.

Infracervena spektra p¥ipravenych derivatii byla ziskana metodou FT-IR.

Byl pouzit chondroitin sulfat ve farmaceutické kvalité pro injekéni podani od Bioiberica, ES.

Ptiklad 1
Syntéza tyraminovaného derivatu HA (HA-TA)
Syntéza 6-amino-N-[2(4hydroxyfenyl)ethyl Jhexanamidu

6-[(terc. butoxykarbonyl)amino]hexanova kyselina (1,00 g, 4,3 mmol) byla rozpusténa v 50 ml
tetrahydrofuranu (THF). K roztoku kyseliny byl pfidan 1,1'karbodiimidazol (0,70 g, 4,3 mmol).
Smés byla zahfivana na 50 °C po dobu Sedesati minut. Poté byla reakéni nadoba promyta
nertnim plynem. K reakéni smési byl pfidan tyramin (0,59 g, 4,3 mmol). Smés byla dale
zahfivana dal§i 2 hodiny. Poté byl destilaci za snizené¢ho tlaku odstranén THF. Odparek byl
rozpustén v 50 ml ethylacetatu. Roztok byl promyt 150 ml ¢isténé vody (rozdéleno do ti dila).
Organicka vrstva byla vysusena nad molekulovym sitem. Ethylacetat byl odstranén destilaci za
snizen¢ho tlaku. Odparek byl rozpustén v 50 ml MeOH a k roztoku byly pfidany 2 ml
trifluoroctové kyseliny (TFA). Roztok byl zahfivan 6 hodin pod zpétnym chladicem.
Rozpoustédlo bylo odstranéno destilaci za snizené¢ho tlaku. Odparek byl rozpustén v 50 ml
ethylacetatu. Roztok byl promyt 150 ml ¢iSténé vody (rozdéleno do tii dilt). Organicka vrstva
byla vysusena nad molekulovym sitem. Ethylacetat byl odstranén destilaci za snizeného tlaku, m
=0,75 g (70 % teorie)

"H NMR (DO, ppm) 8: 1,17 (m, 2 H, y-CH,-hexanové kyseliny); 1,48(m, 2 H, B-CH2-hexanové
kyseliny); 1,58 (m, 2 H, 8-CH»-hexanové 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),

BC NMR(D-O, ppm) 3: 24 (y-C-hexanové kyseliny); 26 (3-C-hexanové kyseliny); 33 (B-C-
hexanové kyseliny); 35 (-C-CO-); 39 (-C-NHb»); 40 (C-Ph); 63 (-C-NH-CO-); 115 (C3 arom); 126
(Cl arom); 130 (C2 arom.); 153 (C4 arom); 176 (-CO-).

Pfiprava aldehydického derivatu (HA-CHO)

Hylauronan (10,00 g, M. = 2 x 10° g.mol!) byl rozpustén v 750 ml 2,5% (w/w) roztoku
Na;,HPO, . 12 H»0. Roztok byl vychlazen na 5 °C. K vzniklému roztoku bylo ptidano 2,60 g
NaBr a 0,05 g 4-acetamido-2,2,6,6-tetramethylpiperidin-l-oxylu. Po dikladné homogenizaci
roztoku byly k reak¢ni smési pfidany 3 ml roztoku NaClO (10-15 % dostupného Cl»). Reakce
pokracovala za stalého michani 15 min. Reakce byla ukon¢ena pfidavkem 100 ml 40% roztoku
propan-2-olu. Produkt byl pfecistén ultrafiltraci a izolovan precipitad propan-2-olem.

IC (KBr): 3417, 2886, 2152, 1659, 1620, 1550, 1412, 1378, 1323, 1236, 1204, 1154, 1078,
1038,945 ,8393 cm.

'H NMR (D-0) 6: 2,01 (s, 3 H, CHs-), 3,37 - 3,93 (m, skelet hyaluronanu), 4,46 (s, 1H, anomer),
4,54 (s, 1H anomer., -O-CH(OH)-), 5,27 (geminalni glykol -CH-(OH)>).

a) Pfiprava tyraminovaného derivatu HA s Cs spacerem (Mw = 3 x 10° gmol, DS = 2 %)
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Aldehydicky derivat HA (= 3 x 10° gmol!, DS = 9 %) (5,00 g) byl rozpustén v 500 ml
demineralizované vody. Pomoci kyseliny octové bylo pH roztoku upraveno na 3. K roztoku HA-
CHO byl pfidan 6-amino-N-[2-(4-hydroxyfenyl)ethyl]hexanamid (meziprodukt (I)) (1,25 g, 5
mmol). Smes byla michana 2 hodiny pfi laboratorni teploté. Poté byl do reakéni smési pridan
komplex pikolin-boran (0,270 g, 2,5 mmol). Smés byla michana dal§ich 12 hodin pii laboratorni
teploté. Produkt byl piecistén ultrafiltraci a izolovan z retentatu precipitaci propan-2-olem.
Precipitat byl zbaven vlhkosti a zbytkového propan-2-olu susenim v horkovzdus$né susarné (40
°C, 3 dny).

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, ¥ -CH»- aminohexanové Kyseliny), 1,48 (m, 2 H, § -CH2-
aminohexanové kyseliny) 1,51 (m, 2 H, f -CHz- aminohexanové kyseliny), 2,01 (s, 3 H, CHs-),
2,65 (m, 2H, Ph-CH»-), 2,73 (m, 2H, e-CH»- aminohexanové kyseliny), 3,37 - 3,93 (m, skelet
hyaluronanu), 4,46 (s, 1H, anomer), 4,54 (s, 1H anomer., -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) Piiprava tyraminovaného derivatu HA s Ce spacerem (Mw = 8x 10° g.moll, DS = 1 %)
Aldehydicky derivat HA (Mw =~ 8 x 10° g.mol’!, DS = 5 %) (5,00 g) byl rozpustén v 500 ml
demineralizované vody. Pomoci kyseliny octové bylo pH roztoku upraveno na 3. K roztoku HA-
CHO byl pfidan 6-amino-N-[2-(4-hydroxyfenyl)ethyllhexanamid (meziprodukt (I)) (0,625 g, 2,5
mmol). Smes byla michana 2 hodiny pfi laboratorni teploté. Poté byl do reakéni smési pridan
komplex pikolin-boran (0,270 g, 2,5 mmol). Smés byla michana dal§ich 12 hodin pii laboratorni
teploté. Produkt byl piecistén ultrafiltraci a izolovan z retentatu precipitaci propan-2-olem.
Precipitat byl zbaven vlhkosti a zbytkového propan-2-olu susenim v horkovzdu$né susarné (40

°C, 3 dny).

IC (KBr):: 3425. 2893,2148, 1660, 1620, 1549, 1412, 1378, 1323, 1236, 1204, 1154, 1078,
1038,945 ,8393 cm.

'H NMR (D-0) &: 1,25 (t, 2 H, v -CH,- aminohexanové Kyseliny), 1,48 (m, 2 H, 3 -CH2-
aminohexanové kyseliny) 1,51 (m, 2 H,  -CHz- aminohexanové kyseliny), 2,01 (s, 3 H, CHs-),
2,65 (m, 2H, Ph-CH»-), 2,73 (m, 2H, e-CH»- aminohexanové kyseliny), 3,37 - 3,93 (m, skelet
hyaluronanu), 4,46 (s, 1H, anomer), 4,54 (s, 1H anomer., -O-CH(OH)-), 6,59 (d, 2H, arom.), 7,01
(d, 2H. arom).

SEC MALLS: Mw = 8,09 x 10° g.mol’!

PS (‘\HNMR): 1,1 %

¢) Pfiprava tyraminovaného derivatu HA s Cs spacerem (Mw = 1,5 x 10° g.moll. DS = 0,5 %)
Aldehydicky derivat HA (Mw = 1,5 x 10° g.mol, DS = 0,5 %) (5,00 g) byl rozpustén v 500 ml
demineralizované vody. Pomoci kyseliny octové bylo pH roztoku upraveno na 3. K roztoku HA-
CHO byl pfidan 6-amino-N-[2-(4-hydroxyfenyl)ethyllhexanamid (meziprodukt (I)) (0,625 g, 2,5
mmol). Smés byla michana 2 hodiny pfi laboratorni teploté. Poté byl do reakéni smési ptidan
komplex pikolin-boran (0,270 g, 2,5 mmol). Smés byla michana dal§ich 12 hodin pii laboratorni
teploté. Produkt byl piecistén ultrafiltraci a izolovan z retentatu precipitaci propan-2-olem.
Precipitat byl zbaven vlhkosti a zbytkového propan-2-olu susenim v horkovzdusné susarné (40

°C, 3 dny).

IC (KBr):: 3425, 2893, 2148,1660, 1620, 1549, 1412, 1378, 1323, 1236,1204, 1154, 1078, 1038,
945 ,893 cm'".
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'H NMR (D-0) &: 1,25 (t, 2 H, v -CH,- aminohexanové Kkyseliny), 1,48 (m, 2 H, 5 -CH,-
aminohexanové kyseliny) 1,51 (m, 2 H, f -CHz- aminohexanové kyseliny), 2,01 (s, 3 H, CHs-),
2,65 (m, 2H, Ph-CH»-), 2,73 (m, 2H, e-CH»- aminohexanové kyseliny), 3,37 - 3,93 (m, skelet
hyaluronanu), 4,46 (s, 1H, anomer), 4,54 (s, 1H anomer., -O-CH(OH)-), 6,59 (d, 2H, arom.), 7,01
(d, 2H. arom).

SEC MALLS: Mw = 1,5 x 10° g.mol’!

DS (‘"HNMRI1: 0,5 %

d) Piiprava tyraminované¢ho 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) byl rozpustén v 500 ml
demineralizované vody. Pomoci kyseliny octové bylo pH roztoku upraveno na 3. K roztoku HA-
CHO byl pfidan 6-amino-N-[2-(4-hydroxyfenyl)ethyl]hexanamid (meziprodukt (I)) (0,625 g, 2,5
mmol). Smes byla michana 2 hodiny pfi laboratorni teploté. Poté byl do reakéni smési pridan
komplex pikolin-boran (0,270 g, 2,5 mmol). Smés byla michana dal§ich 12 hodin pii laboratorni
teploté. Produkt byl piecistén ultrafiltraci a izolovan z retentatu precipitaci propan-2-olem.
Precipitat byl zbaven vlhkosti a zbytkového propan-2-olu susenim v horkovzdusné susarné (40
°C, 3 dny).

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, v -CH,- aminohexanové Kkyseliny), 1,48 (m, 2 H, 5 -CH,-
aminohexanové kyseliny) 1,51 (m, 2 H, B -CH»- aminohexanové kyseliny), 2,01 (s, 3 H, CHs-),
2,65 (m, 2H, Ph-CH»-), 2,73 (m, 2H, e-CH»- aminohexanové kyseliny), 3,37 - 3,93 (m, skelet
hyaluronanu), 4,46 (s, 1H, anomer), 4,54 (s, 1H anomer., -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%

Priklad 2

Priprava hydrogelti na bazi hydroxyfenylového derivatu HA-TA o koncentraci 20 mg/ml
Hydrogely byly pripraveny smichanim dvou prekurzorovych roztokli A a B, pro jejichz pripravu
byl pouzit vodny roztok NaCl (9 g/1). Pro piipravu prekurzorovych roztok@ byl pouzit

hydroxyfenylovy derivat HA-TA o Mw = 2,78 x 10° g.mol! a DS 2,1%. SloZeni roztokd je
uvedeno v nasledujici tabulce (Tabulka 1).

Roztok A Roztok B

HRP.......ooooviviiiiiiiiies i 0,48 U/ml |5 E1 O U 2,0 mmol/1
HA-TA .....ooviviviiiies s 20 mg/ml HA-TA oooieiiviiiiiees e 20 mg/ml
INaCl...coovviiiiiniiiins cvvevieenn 9¢/1 INaCl ..ooovviiiiviiiiiies vvreeenieen, 9¢/1

Tabulka 1: SloZeni prekurzorovych roztokll pro pfipravu hydrogeli na bazi hydroxyfenylového derivatu
HA-TA o koncentraci 20 mg/ml

Smichanim roztoku A a roztoku B v poméru 1:1 byly pfipraveny hydrogely s finadlnim sloZenim, uvedenym
v nasledwjici tabulce (Tabulka 2), kde crossHA-TA je kovalentné zesiténym hydroxyfenylovym derivatem
hyaluronanu.
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SloZeni hydrogelil
HRP....oooiiiniiiiiiiiiiin e 0,24 U/ml
crossHA-TA ... o 20 mg/ml
INACT ..o e 9 g/l

Tabulka 2: Finalni sloZeni hydrogeli na bazi hydroxyfenylového derivatu HA-TA o koncentraci 20 mg/ml

Priklad 3
Piiprava hydrogell,, obsahujici ChS o koncentraci 0,5 mg/ml

Hydrogely byly pfipraveny smichanim dvou prekurzorovych roztokli A a B, pro jejichz pfipravu byl pouzit
vodny roztok NaCl (9 g/1). Pro pfipravu prekurzorovych roztokll byl pouzit hydroxyfenylovy derivat HA-
TA o Mw = 2,78 x 10° g.mol"! a DS 2,1% a ChS o Mw = 10 x 10° - 40 x 10° g.mol'!. SloZeni roztoki je
uvedeno v nasledujici tabulce (Tabulka 3).

Roztok A Roztok B

HRP ..o i 0,48 U/ml HoOn o i 2,0 mmol/1
HA-TA . 20 mg/ml HA-TA. .. 20 mg/ml
ChS .t 0,5 mg/ml ChS . 0,5 mg/ml
INaCl.....oooiiiiiiiiies e 9¢/1 NaCl.....ccoiiiiiiiiiiiiis s 9¢/1

Tabulka 3: SloZeni prekurzorovych roztokii pro piipravu hydrogelu obsahujici ChS o koncentraci 0,5
mg/ml

Smichanim roztoku A a roztoku B v poméru 1:1 byly pfipraveny hydrogely s findlnim sloZzenim, uvedenym
v nasleduyjici tabulce (Tabulka 4), kde crossHA-TA je kovalentné zesiténym hydroxyfenylovym derivatem
hyaluronanu.

SloZeni hydrogeli
HRP.....ccooiiiiiiiiiiiiiiiiies e 0,24 U/ml
crossHA-TA ... 20 mg/ml
ChS L 0,5 mg/ml
INaCl.....coiiiiiiiiciiii e 9¢/1

Tabulka 4: Finalni sloZeni hydrogeli obsahujici ChS o koncentraci 0,5 mg/ml

Priklad 4

Piiprava hydrogell, obsahujici ChS o koncentraci 3,3 mg/ml

Hydrogely byly pfipraveny smichanim dvou prekurzorovych roztokii A a B, pro jejichZ pfipravu byl pouzit
vodny roztok NaCl (9 g/1). Pro pfipravu prekurzorovych roztokl byl pouzit hydroxyfenylovy derivat HA-

TA o Mw = 2,78 x 10° g.mol"! a DS 2,1% a ChS o Mw = 10 x 10° - 40 x 10° g.mol'!. SloZeni roztoki je
uvedeno v nasledujici tabulce (Tabulka 5).
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Roztok A Roztok B

HRP ..o i 0,48 U/rnl HoOz.iiiiiiiiiiiiiiiiciis e 2,0 mmol/1
HA-TA i i 20 mg/ml HA-TA s e 20 mg/ml
ChS .t 3,3 mg/ml ChS . 3,3 mg/ml
INaCl.....oooiiiiiiiiies e 9¢/1 NaCl.....ccoiiiiiiiiiiiiiies e, 9¢/1

Tabulka 5: SloZeni prekurzorovych roztokl pro pfipravu hydrogelt obsahujici ChS o koncentraci 3,3
mg/ml

Smichanim roztoku A a roztoku B v poméru 1:1 byly pfipraveny hydrogely s findlnim sloZenim, uvedenym
v nasledwyjici tabulce (Tabulka 6), kde crossHA-TA je kovalentné zesiténym hydroxyfenylovym derivatem
hyaluronanu.

SloZeni hydrogelil

HRP ..ot e 0,24 U/ml
crossHA-TA ... L 20 mg/ml
ChS s e 3,3 mg/ml
INACT. ..o e 9 g/l

Tabulka 6: Finalni sloZeni hydrogeli obsahujici ChS o koncentraci 3,3 mg/ml

Priklad 5
Piiprava hydrogelt, obsahujici ChS o koncentraci 10 mg/ml

Hydrogely byly pfipraveny smichanim dvou prekurzorovych roztokii A a B, pro jejichZ pfipravu byl pouZit
vodny roztok NaCl (9 g/1). Pro pfipravu prekurzorovych roztokll byl pouzit hydroxyfenylovy derivat HA-
TA o Mw = 2,78 x 10° gmol"! a DS 2,1% a ChS o Mw = 10 x 10° - 40 x 10° g.mol'!. SloZeni roztoki je
uvedeno v nasledujici tabulce (Tabulka 7).

Roztok A Roztok B

HRP ..o i 0,48 U/ml HoOn i i, 2,0 mmol/1
HA-TA . 20 mg/ml HA-TA. s 20 mg/ml
ChS .t 10 mg/ml ChS s 10 mg/ml
INaCl.....ooiiiiiiciiies e 9 g/l NaCl.....ccoiiiiiiiiiiiiis s 9¢/1

Tabulka 7: SloZeni prekurzorovych roztoki pro pfipravu hydrogeli obsahujici ChS o koncentraci 10 mg/ml

Smichanim roztoku A a roztoku B v poméru 1:1 byly pfipraveny hydrogely s findlnim sloZenim, uvedenym
v nasledwyjici tabulce (Tabulka 8), kde crossHA-TA je kovalentné zesiténym hydroxyfenylovym derivatem
hyaluronanu.
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SloZeni hydrogeli

HRP ..o e 0,24 U/ml
crossHA-TA . ....ccccviiiciiens e 20 mg/ml
ChS i i 10 mg/ml
INACL.....cooiiiiiiiiii e 9¢/1

Tabulka 8: Finalni sloZeni hydrogelii obsahujici ChS o koncentraci 10 mg/ml

Priklad 6
Ptiprava hydrogelt, obsahujici ChS o koncentraci 50 mg/ml

Hydrogely byly pfipraveny smichanim dvou prekurzorovych roztokli A a B, pro jejichz pfipravu byl pouzit
vodny roztok NaCl (9 g/1). Pro pfipravu prekurzorovych roztokll byl pouzit hydroxyfenylovy derivat HA-
TA o Mw = 2,78 x 10° g.mol! a DS 2,1% a ChS o Mw = 10 x 10° - 40 x 10° g.mol’!. SloZeni roztokd je
uvedeno v nasledujici tabulce (Tabulka 9).

Roztok A Roztok B

HRP ..ociiiiiiiiis s 0,48 U/ml HoO2. e i 2,0 mmol/1
HA-TA it e 20 mg/ml HA-TA s e 20 mg/ml
ChS . 50 mg/ml ChS . 50 mg/ml
INaCl.....ooiiiiiiis i 9¢/1 INaCl.....coooiiiiiiiiiiies i 9¢/1

Tabulka 9: SloZeni prekurzorovych roztokd pro pfipravu hydrogelti obsahujici ChS o koncentraci 50 mg/ml

Smichanim roztoku A a roztoku B v poméru 1:1 byly pfipraveny hydrogely s findlnim sloZenim, uvedenym
v nasledujici tabulce (Tabulka 10), kde crossHA-TA je kovalentné zesiténym hydroxyfenylovym derivatem
hyaluronanu.

SloZeni hydrogeli

HRP ....ocooiiniiiiiniiiiiiies v 0,24 U/ml
crossHA-TA. .....n o 20 mg/ml
ChS . 50 mg/ml
INACL.....coiiiiiiiiiis e 9¢/1

Tabulka 10: Finalni slozeni hydrogelti obsahujici ChS o koncentraci 50 mg/ml

Priklad 7
Priprava hydrogelti, obsahujici HA o koncentraci 5 mg/ml

Priprava hydrogell, obsahujicich nezesiténou kyselinu hyaluronovou zahrnovala 3 zakladni

-10 -
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kroky:
1) Piiprava hydrogelli obsahujiciho zesitény derivat crossHA-TA

Hydrogel obsahujici zesitény derivat crossHA-TA byl pfipraven smichanim dvou
prekurzorovych roztokQi A a B, které byly pfipraveny rozpuSténim jednotlivych slozek ve
fosfatem pufrovaném fyziologickém roztoku (PBS). Pro pfipravu prekurzorovych roztokd byl
pouzit hydroxyfenylovy derivat HA-TA o Mw = 8,09 x 10° g.mol! a DS 1,1 %. SloZeni roztoki
je uvedeno v nasledujici tabulce (Tabulka 11).

Roztok A Roztok B

HRP......oooivviieie i, 12,8 mU/ml [H2Oz ooovvvvvivininininn,

HA-TA ....ooooviiiiiiiiiees s 20 mg/ml HA-TA ooeeiiieiiee s 20 mg/ml
INACl..oiviviiniinnierniccin e 8¢/l INaCl ..ooovvieivvivviiniiies v 8 g/l
KCT e vvveaens 0,2 g/1 KCT oovviviiiviiiiiiviiee e 0,2 g/1
NaHPO4. 12H20 .ouiiees e, 2,85 g/l Na,HPO.4.12H20 ....c.... .. 2,85 g/1
KH2P04 ................................... 0,2 g/ 1 KH2P04 ............................... 0,2 g/ 1

Tabulka 11: SloZeni prekurzorovych roztoki pro ptipravu zesiténého derivatu crossHA-TA

Smichanim roztoku A a roztoku B v poméru 1:1 byl piipraven hydrogel o sloZeni uvedeném v
nasledujici tabulce (Tabulka 12).

SloZeni zesiténého derivatu crossHA-TA
HRP .ooovvivieieeeeeies vvveeee 0,24 U/ml
CrossHA-TA ......ccccceee s 20 mg/ml
INACL...ovveiiiniieciniiccinee veveieenns 8¢/l
KCL.oiiiieooeciveieeeiieiniies vevevrinans 0,2 g/1
Na,HPO4.12H20 ..ot v 2,85 ¢g/1
KHoPOs.ovieviiiiiiiiicies v 0,2 g/ 1

Tabulka 12: Slozeni zesiténého derivatu crossHA-TA
2) Ptiprava roztoku hyaluronanu

Roztok HA o koncentraci 5 mg/ml byl pfipraven rozpousténim nativniho hyaluronanu o Mw
1,91x10° g.mol! v PBS.

3) Homogenizace hydrogelu a roztoku hyaluronanu
Finalni hydrogel byl pfipraven smichanim zesiténé¢ho derivatu crossHA-TA a roztoku HA v

poméru 1:1 s naslednou homogenizaci smési. Finalni sloZeni materialu je uvedeno v nasledujici
tabulce (Tabulka 13).

-11 -
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Finalni slozeni

HRP ...oooiiiiniiiiiiiiiiices v 0,12 U/ml
CcrossHA-TA. .....ccccvvvees v 10 mg/ml
HA o e, 5 mg/ml
INACl..oovviiiiniieiinicciriees vvieenns 8 g/l

KCT i e 0,2 g/1
Na;HPO4. 12H20 s e 2,85 g/l
KIH2PO4.cneiiiiiiieiciiins e 0,2 g/1

Tabulka 13: Finalni slozeni hydrogelu, obsahujici HA o koncentraci 5 mg/ml

Priklad 8
Priprava hydrogeli, obsahujici HA o koncentraci 20 mg/ml

Priprava hydrogell, obsahujicich nezesiténou kyselinu hyaluronovou zahrnovala 3 zakladni
kroky:

1) Piiprava hydrogelli obsahujiciho zesitény derivat crossHA-TA

Hydrogel obsahujici zesitény derivat crossHA-TA byl pfipraven smichanim dvou
prekurzorovych roztok@h A a B, které byly piipraveny rozpusténim jednotlivych slozek ve
fosfatem pufrovaném fyziologickém roztoku (PBS). Pro piipravu prekurzorovych roztokl byl
pouzit hydroxyfenylovy derivat HA-TA o Mw = 8,09 x 10° g.mol! a DS 1,1 %. SloZeni roztokd
je uvedeno v nasledujici tabulce (Tabulka 14).

Roztok A Roztok B
HRP....oovviiiiiiiiiinciiees e, 12,8 mU/ml 1§ C10 ORI UUPUROOO 0,6 mmol/1
HA-TA oo e 20 mg/ml HA-TA .ccoiiiiiiciies e 20 mg/ml
INACl..oiviviiniinnierniccin e 8¢/l INaACl...oooviiirviniiiiniiiees e 8¢/l

KCT o e 0,2 g/1 KCT e e 0,2 g/1
NaHPO4. 12H50 .ocoiees e 2,85 g/1 NaHPO4 1210 ... e 2,85 ¢/1
KHoPO4 oo e, 0,2 g/1 KHoPOu.oiiiiiiiiie e, 0,2 g/1

Tabulka 14: SloZeni prekurzorovych roztoki pro ptipravu zesiténého derivatu crossHA-TA

Smichanim roztoku A a roztoku B v poméru 1:1 byl piipraven hydrogel o sloZzeni uvedeném v
nasledujici tabulce (Tabulka 15).

-12 -
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SloZeni zesiténého derivatu crossHA-TA
HRP ..ovvvvveveeieeiieeeiee e 0,24 U/ml
crOSsHA-TA......cccoeeeeee oo 20 mg/ml
INACl..oooiiiiiecivnniins vevvieenns 8¢/l
KCLouoviiiiiieieeciiieieeiinies veveevinens 0,2 g/1
Na,HPO4.12H:0......... e, 2,85 ¢g/1
KH2POs.oiviiviiiiiiiiiines vevvieenns 0,2 g/ 1

Tabulka 15: Slozeni zesiténého derivatu crossHA-TA
2) Ptiprava roztoku hyaluronanu

Roztok HA o koncentraci 40 mg/ml byl pfipraven rozpousténim nativniho hyaluronanu o Mw
1,91 x 10° g.mol! v fosfatovém pufru (PBS).

3) Homogenizace hydrogelu a roztoku hyaluronanu
Finalni hydrogel byl pfipraven smichanim zesiténé¢ho derivatu crossHA-TA a roztoku HA v

poméru 1:1 s naslednou homogenizaci smési. Finalni sloZeni materialu je uvedeno v nasledujici
tabulce (Tabulka 16).

Finalni slozeni

HRP ...oooiiiiniiiiiiiiiiices v 0,12 U/ml
CcrossHA-TA. .....ccccvvvees v 10 mg/ml
HA o e, 20 mg/ml
INACl..oovviiiiniieiinicciriees vvieenns 8g/l

KCT i e 0,2 g/1
Na;HPO4. 12H20 s e 2,85 g/l
KIH2PO4.cneiiiiiiieiciiins e 0,2 g/1

Tabulka 16: Finalni slozeni hydrogelu, obsahujici HA o koncentraci 20 mg/ml

Priklad 9
Priprava hydrogelt, obsahujici HA o koncentraci 5 mg/ml a ChS o koncentraci 5 mg/ml

Priprava hydrogelli, obsahujicich nezesiténou kyselinu hyaluronovou a chondroitin sulfat
zahrnovala 3 zakladni kroky:

1) Piiprava hydrogelli obsahujiciho zesitény derivat crossHA-TA

-13 -
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Hydrogel obsahujici zesitény derivat crossHA-TA byl pfipraven smichanim dvou
prekurzorovych roztok@h A a B, které byly piipraveny rozpusténim jednotlivych slozek ve
fosfatem pufrovaném fyziologickém roztoku (PBS). Pro pfipravu prekurzorovych roztokd byl
pouzit hydroxyfenylovy derivat HA-TA o Mw = 8,09 x 10° g.mol! a DS 1,1 %. SloZeni roztokd
je uvedeno v nasledujici tabulce (Tabulka 17).

Roztok A Roztok B

HRP......ooovvvveveeevieiiiinns Ho02 oo e, 0,6 mmol/1
HA-TA ....coooviiiiieiee s 20 mg/ml HA-TA ooeeiiieiiee s 20 mg/ml
INACl ..ovieiciieicieccccieeees eeeene, Bg/l INaCl oo e, Bg/l

KCT e vvvvveanns 0,2 g/1 KCT oovviviiiviiiiiiviiee e 0,2 g/1
NaHPO4. 12H20 .ouiiees e, 2,85 ¢g/1 Na,HPO.4.12H20 ....c.... .. 2,85 g/1
KH2P04 ................................... 0,2 g/ 1 KH2P04 ............................... 0,2 g/ 1

Tabulka 17: Slozeni prekurzorovych roztokil pro ptipravu zesiténého derivatu crossHA-TA

Smichanim roztoku A a roztoku B v poméru 1:1 byl piipraven hydrogel o sloZzeni uvedeném v
nasledujici tabulce (Tabulka 18).

SloZeni zesiténého derivatu crossHA-TA
HRP .oooovivivieieieiiies e 0,24 U/ml
crossHA-TA........cccceee s 20 mg/ml
INACl..ooireiiiniiecinicciniee cevvieenns Bg/l
KCLoiiiooooieeieiiiiiiies vevvvvinans 0,2 g/l
Na;HPO4. 12H:0....oooe. v 2,85 ¢g/1
KHoPOus.ovvvviiiiiiiiiies v 0,2 g/ 1

Tabulka 18: SloZeni zesiténého derivatu crossHA-TA

2) Ptiprava roztoku s obsahem hyaluronanu a chondroitin sulfatu

Roztok HA o koncentraci 10 mg/ml a ChS o koncentraci 10 mg/ml byl pfipraven rozpousténim
nativniho hyaluronanu o0 Mw 1,91 x 10 g.mol ! a chondroitin sulfatu ChS o Mw =10 x 10° - 40 x
10° g.mol™ v fosfatovém pufru (PBS).

3) Homogenizace hydrogelu a roztoku s obsahem hyaluronanu a chondroitin sulfatu

Finalni hydrogel byl pfipraven smichanim zesiténého derivatu crossHA-TA a roztoku HA a ChS

v poméru 1:1 s naslednou homogenizaci smési. Finalni sloZzeni materialu je uvedeno v nasledujici
tabulce (Tabulka 19).

Finalni slozeni

HRP ..o v 0,12 U/ml

-14 -
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CrossHA-TA.......ccovvvveee vvnn, 10 mg/ml
HA oo e 5 mg/ml
ChS i e 5 mg/ml
A [ U Bg/1
KCT.iiieieiciciciies e 0,2 g/1
Na;HPO4. 12H20 .vvvers e, 2,85 ¢/1
KHoPOus.oovoviviiiiiiiiiiiies e 0,2 g/ 1

Tabulka 19: Finalni slozeni hydrogelu, HA o koncentraci 5 mg/ml a ChS o koncentraci 5 mg/ml

Priklad 10
Priprava hydrogeld, obsahujici HA o koncentraci 5 mg/ml a ChS o koncentraci 10 mg/ml

Priprava hydrogelli, obsahujicich nezesiténou kyselinu hyaluronovou a chondroitin sulfat
zahrnovala 3 zakladni kroky:

1) Piiprava hydrogelu obsahujiciho zesitény derivat crossHA-TA

Hydrogel obsahujici zesitény derivat crossHA-TA byl pfipraven smichanim dvou
prekurzorovych roztok@h A a B, které byly piipraveny rozpusténim jednotlivych slozek ve
fosfatem pufrovaném fyziologickém roztoku (PBS). Pro piipravu prekurzorovych roztokl byl
pouzit hydroxyfenylovy derivat HA-TA o Mw = 8,09 x 10°> g.mol™ a DS 1,1 %. SloZeni roztokd
je uvedeno v nasledujici tabulce (Tabulka 20).

Roztok A Roztok B

HRP....oovviiiiiiiiiinciiees e, 12,8 mU/ml  [HaOz v e 0,6 mmol/1
HA-TA oot e 20 mg/ml HA-TA i e 20 mg/ml
INACl..oiviviiniinnierniccin e 8¢/l INaCl ..ooovvieivvivviiniiies v 8¢/l

KCT oo e 0,2 g/1 KCToiiiiviviieee e 0,2 g/1
NaHPO4. 12H50 .ocoiees e 2,85 g/1 NaHPO4.12H,0 ......... ... 2,85 ¢/1
KHoPO4 oo e, 0,2 g/1 KHoPO4 covvvicviiviiiieee e, 0,2 g/1

Tabulka 20: SloZeni prekurzorovych roztoki pro ptipravu zesiténého derivatu crossHA-TA

Smichanim roztoku A a roztoku B v poméru 1:1 byl piipraven hydrogel o sloZzeni uvedeném v
nasledujici tabulce (Tabulka 21).
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Slozeni zesiténé¢ho derivatu crossHA-TA
HRP ..ot v 0,24 U/ml
crossHA-TA......ccccceee e 20 mg/ml
INACl..ooireiiiniiecinicciniee cevvieenns 8 g/l
KClLuoiiiiiiniieniiins e 0,2 g/1
Na;HPO4. 12H20cieis e 2,85 ¢/1
KHoPOsonvivivciiiiies e 0,2 g/1

Tabulka 21: SloZeni zesiténého derivatu crossHA-TA

2) Ptiprava roztoku s obsahem hyaluronanu a chondroitin sulfatu

Roztok HA o koncentraci 10 mg/ml a ChS o koncentraci 20 mg/ml byl pfipraven rozpousténim
nativniho hyaluronanu o Mw 1,91 x 10° g.mol! a chondroitin sulfatu 0 Mw = 10 x 10% - 40 x 10°
g.mol! v fosfatovém pufru (PBS).

3) Homogenizace hydrogelu a roztoku s obsahem hyaluronanu a chondroitin sulfatu

Finalni hydrogel byl pfipraven smichanim zesiténého derivatu crossHA-TA a roztoku HA a ChS

v poméru 1:1 s naslednou homogenizaci smési. Finalni sloZzeni materialu je uvedeno v nasledujici
tabulce (Tabulka 22).

Finalni slozeni

HRP ..oooviiiiiiiiiiiiiieie e 0,12 U/ml
CrosSHA-TA....ccccvvvnies v, 10 mg/ml
HA oot v, 5 mg/ml
ChS .o e 10 mg/ml
INAClL...ooviiiiiecriinniecinies cevieenns 8g/l
KCTioiiiieeniieccienies e, 0,2 g/1
NaHPO4 120 .cciies e 2,85 g/1
KH2POsciieviiiieieiiiiins v 0,2 g/1

Tabulka 22: Finalni slozeni hydrogelu, HA o koncentraci 5 mg/ml a ChS o koncentraci 10 mg/ml
Piiklad 11

Ptiprava hydrogelll na bazi hydroxyfenylového derivatu HA-TA o koncentraci 5 mg/ml

Hydrogely byly pfipraveny smichanim dvou prekurzorovych roztokii A a B, pro jejichZ pfipravu byl pouzit

vodny roztok NaCl (9 g/1). Pro pfipravu prekurzorovych roztokl byl pouzit hydroxyfenylovy derivat HA-
TA o Mw = 1,5 x 10° g.mol™! a DS 0,5%. SloZeni roztoki je uvedeno v nasledujici tabulce (Tabulka 23).
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Roztok A Roztok B

HRP ..o i 0,12 U/ml HoOz.iiiviiiiiiiiiiiics e 0,5 mmol/1
HA-TA i i 5 mg/ml HA-TA e e 5 mg/ml
INaCl.....oiiiiiiiiiiies i 9¢/1 NaCl.....ccoiiiiiiiiiiiiis s 9¢/1

Tabulka 23: Slozeni prekurzorovych roztokil pro pfipravu hydrogelii na bazi hydroxyfenylového derivatu
HA-TA o koncentraci 5 mg/ml

Smichanim roztoku A a roztoku B v poméru 1:1 byly pfipraveny hydrogely s findlnim sloZzenim, uvedenym
v nasledujici tabulce (Tabulka 24), kde crossHA-TA je kovalentné zesiténym hydroxyfenylovym derivatem
hyaluronanu.

SloZeni hydrogelil

HRP ....ooiiiiiiiiiiiiiiciciee e 0,06 U/ml
crossHA-TA . ........ien o 5 mg/ml
INACT. ..o e 9 g/l

Tabulka 24: Finalni sloZeni hydrogell na bazi hydroxyfenylového derivatu HA-TA o koncentraci 5 mg/ml

Priklad 12
Pfiprava hydrogelll na bazi hydroxyfenylového derivatu HA-TA o koncentraci 30 mg/ml
Hydrogely byly pfipraveny smichanim dvou prekurzorovych roztokli A a B, pro jejichZ pfipravu byl pouzit

vodny roztok NaCl (9 g/1). Pro pfipravu prekurzorovych roztokll byl pouzit hydroxyfenylovy derivat HA-
TA o Mw = 5 x 10* g.mol! a DS 10%. SloZeni roztokil je uvedeno v nasledujici tabulce (Tabulka 25).

Roztok A Roztok B

HRP ..o i 1,2 U/ml H202 .. i 5 mmol/1
HA-TA . 30 mg/ml HA-TA. .. 30 mg/ml
INaCl.....oooiiiiiiiiies e 9 g/l NaCl.....ccoiiiiiiiiiiiiis s 9 g/l

Tabulka 25: Slozeni prekurzorovych roztokil pro pfipravu hydrogelii na bazi hydroxyfenylového derivatu
HA-TA o koncentraci 30 mg/ml

Smichanim roztoku A a roztoku B v poméru 1:1 byly pfipraveny hydrogely s finalnim slozenim,
uvedenym v nasledujici tabulce (Tabulka 26), kde crossHA-TA je kovalentné zesiténym
hydroxyfenylovym derivatem hyaluronanu.

Slozeni hydrogelil
HRP ..ooviiiiniiiiiniieie e, 0,6 U/ml
CrossHA-TA ....ccovvivvieies v, 30 mg/ml
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Tabulka 26: Finalni sloZeni hydrogeld na bazi hydroxyfenylového derivatu HA-TA o koncentraci
30 mg/ml

Priklad 13
Degradace roztoki HA s pfidavkem ChS pomoci ROS

Pro porovnani rychlosti degradace roztokli HA s ChS plisobenim ROS byly pfipraveny roztoky
hyaluronanu v fosfatovém pufru (PBS) s rtiznou koncentraci ChS. Pro piipravu roztok byla
pouzita kyselina hyaluronova o Mw 1,91 x 10° g.mol a ChS o Mw = 10 x 10° - 40 x 10° 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 E 20 mg/ml HA a 20 mg/ml ChS.

Provedeni experimentu degradace

Rychlost degradace byla vyjadiena jako procentudlni pokles viskozity roztokl pii smykové
rychlosti 0,1 s oproti pocate¢ni hodnoté. Mé&feni poklesu viskozity se provadélo na reometru
Kinexus Malvern v konfiguraci cone-plate. Byl pouzit kuzel o priméru 40 mm s vrcholovym
uhlem 1°. Degradace materialu probihala v 10 ml stfikackach, kde do 9 ml materialu bylo
pfidano 0,5 ml roztoku CuSO4 o koncentraci 0,25 mmol/l a nasledné 0,5 ml roztoku H>O; o
koncentraci 2,5 mmol/l. Béhem probihajici degradace hydrogelti byly v predem danych ¢asovych
intervalech odebirany vzorky materialu, u kterych byla naméfena viskozita pii teploté 25 °C a
smykové rychlosti 0,1 s'. Celkova doba degradace ¢inila 3 h.

Obr. 1 znazornuje degradaci fetézcli hyaluronanu, ktera je vyjadiena procentualnim poklesem
viskozity roztokli v Case. Z Obr. 1 je vidét vliv koncentrace ChS na rychlost degradace
hyaluronanu. Se zvySujici se koncentraci ChS klesa rychlost degradace HA ptisobenim ROS.
Viskozita roztoku A, ktery neobsahoval ChS se po 3 hodinach poklesla o 97 % oproti pocatecni
hodnoté pied degradaci, roztoku B (s pfidavkem 0,5 mg/ml ChS) uz o 89 %, roztoku C, do
kterého bylo ptidano 1 mg/ml ChS o 84 %, roztoku D (20 mg/ml HA + 3 mg/ml ChS) o 46 %,
roztoku E (20 mg/ml HA + 5 mg/ml ChS) o 25 % a roztoku F (20 mg/ml HA + 20 mg/ml ChS)
pouze 0 8%.

Priklad 14
Degradace hydrogelli na bazi zesiténé¢ho derivatu crossHA-TA plsobenim ROS
Pro porovnani rychlosti degradace hydrogelli pisobenim ROS byly ptipraveny 3 typy materiali.

Material A je roztok HA o koncentraci 20 mg/ml, ktery byl pfipraven rozpousténim HA o Mw
1,91 x 10° g.mol™! v PBS.

Materialy B je smés zesiténého derivatu crossHA-TA a nezesiténé HA, ktery byl piipraven dle
ptikladu 7.

Materialy C a D se skladaly z nezesittné HA, CHS a crossHA-TA a byly pfipraveny podle
prikladd 9 a 10.

Rychlost degradace byla vyjadfena jako procentualni pokles viskozity materiald pii smykové
rychlosti 0,1 s oproti po¢ate¢ni hodnoté. Méfeni poklesu viskozity se provadélo na reometru

- 18 -



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

(CZ 33324 U1

Kinexus Malvern v konfiguraci cone-plate. Byl pouzit kuzel o priméru 40 mm s vrcholovym
uhlem 1°. Degradace materialu probihala v 10 ml stiikackach, kde do 9 ml materialu bylo
pfidano 0,5 ml roztoku CuSO4 o koncentraci 0,25 mmol/l a nasledné 0,5 ml roztoku H>O; o
koncentraci 2,5 mmol/l. Po urcitych Casech degradace se odebiraly vzorky, u kterych byla
naméiena viskozita pii teploté 25 °C a smykové rychlosti 0,1 s™. Celkova doba degradace ¢inila 3
h. Z Obr. 2 je zigjmé, Ze pritomnost ChS v ptipravenych hydrogelech (C - 5 mg/ml ChS; D - 10
mg/ml ChS) zvysuje jejich odolnost viici ptisobeni ROS.

Priklad 15
Enzymaticka degradace hydrogeld na bazi zesiténého derivatu crossHA-TA

Pro zjisténi vlivu pfitomnosti ChS na rychlost degradace hydrogelli na bazi crossHA-TA
plsobenim bovinni testikularni hyaluronidazy byly pfipraveny 3 typy hydrogela:

A - hydrogely bez ptidavku chondroitin sulfatu, které byly ptipraveny dle postupu v piikladu 2

B - hydrogely s ptidavkem ChS o koncentraci 3,3 mg/ml, které byly ptipraveny dle postupu v
ptikladu 4

C - hydrogely s ptidavkem ChS o koncentraci 10 mg/ml, které byly ptipraveny dle postupu v
ptikladu 5.

Rychlost degradace byla vyjadiena jako nartist koncentrace produktii degradace, zpisobené¢ BTH,
vyjadieny v procentech.

Hydrogely byly ponoteny do degradacniho média (roztok hyaluronidazy BTH o aktivit¢ 30 U/mg
v roztoku hovéziho sérového albuminu (BSA) o koncentraci 0,1 mg/ml v 0,01 mol/l octanovém
pufru (OP) pH 5,3). Degradace hydrogelti probihala v inkubatoru pii 37° C za soucasného
michani. Po urcitych Casovych intervalech se odebiraly vzorky degrada¢niho média s produkty
degradace hydrogeld. Koncentrace disacharidickych jednotek HA v degradacnim médiu byla
stanovena spektrofotometricky jako koncentrace N-acetylglukosaminu. Obr. 3 znazornuje nardst
koncentrace degradac¢nich produkt hydrogeli v médiu v ¢ase. Z Obr. je ziejmé, Ze piitomnost
ChS v hydrogelech na bazi crossHA-TA vede ke sniZeni rychlosti degradace materialil
plsobenim hyaluronidazy.
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3280-3294.

NAROKY NA OCHRANU

1. Hydrogel na bazi zesitovaného hydroxyfenylového derivatu kyseliny hyaluronové,
vyznacujici se tim, Ze obsahuje molekuly hydroxyfenylového derivatu hyaluronové kyseliny
(HA-TA) nebo jeho farmaceuticky pfijatelnou st podle obecného vzorce 1

i 3
o oR R
2 U ‘
oo, HoO,

@,
kde n je v rozmezi 2 az 7500 a kde R! je H* nebo iont alkalické soli nebo soli alkalickych zemin

a R? je OH nebo tyraminovy substituent podle obecného vzorce II:

e N ﬁ\.‘»f""ﬂ\\\x*" g ‘;L‘ N §.§A\,«" 3

am,

pficemz v ramci jedné molekuly hydroxyfenylového derivatu hyaluronové kyseliny nebo jeho
farmaceuticky piijatelné soli podle obecného vzorce 1 je alespon jeden R? tyraminovy substituent
podle obecného vzorce I a piicemz alespon dva tyraminové substituenty podle obecného vzorce
1T jsou spojeny prostiednictvim kovalentni vazby v kterékoliv ortho poloze fenylovych skupin,

a dale obsahuje chondroitin sulfat nebo jeho farmaceuticky ptijatelnou stil vybranou ze skupiny
obsahujici alkalické soli nebo soli alkalickych zemin.

2. Hydrogel podle naroku 1, vyznacujici se tim, Ze alkalické soli nebo soli alkalickych zemin
jsou vybrany ze skupiny obsahujici Na*, K*, Ca®*, Mg**.

3. Hydrogel podle naroku 1 nebo naroku 2, vyznacujici se tim, Ze koncentrace chondroitin
sulfatu nebo jeho farmaceuticky ptijatelné soli je v rozsahu 0,5 az 50 mg/ml hydrogelu, s
vyhodou v koncentraci 1 az 20 mg/1, vyhodnéji 5 mg/ml.

4. Hydrogel podle kteréhokoliv z narokil 1 az 3, vyznacujici se tim, Ze obsah zesitovaného
hydroxyfenylového derivatu hyaluronanu je v rozsahu 5 az 30 mg/ml, s vyhodou 10 mg/ml
hydrogelu.

5. Hydrogel podle kteréhokoliv z narokii 1 az 4, vyznacujici se tim, Ze dale obsahuje kyselinu
hyaluronovou nebo jeji farmaceuticky pfijatelnou sl v koncentraci 1 az 20 mg/ml hydrogelu, s

vyhodou 5 az 10 mg/ml, vyhodnéji 5 mg/ml hydrogelu.

3 vykresy
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