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Ptiprava hyalurenanu modifikovaného cyklodextrinem a jeho aplikace

Oblast techniky

Vynalez spada do oblasti hio-medicinskych pfipravk( zaloZenych na hyaluronanu nebo

jeho solich a na jejich derivatech s cyklodextriny vzniklych chemickou reakei.

Dosavadni stav techniky

Kyselina hyaluronova je vyznamnym polysacharidem a v piirodé se nachazi zejména ve
formé soli -- hyaluronatu sodného, ktery je stabilng)si nez volna kysclina pfi fyziologickem pH
Kyselina hyaluronova a hyaluronat je souhrnné nazyvan hyaluronan. Zikladni jednotkou
hyaluronanu je disacharid tvofeny kyselinou D-glukuronovou a N-acetyl-D-glukosaminem, ktere
jsou mezi sebou spojeny glykosidickou vazbou f(1—3) ' (obr. 1).

Volny hyaluronan se v organismu nachdzi v synovialni tekuting® kloubu, v oku a ve
formé komplexu s riiznymi glykoproteiny a protcoglykanovymi podjednotkami v mimobunééné

matrix vy&sich zivodichil, predevsim v pojivovych tkanich™.

Obr. 1 Kyselina hyaluronova

Hyaluronan se ve tkanich vyskytuje v Sirokém spektru molekulovych hmotnosti
od nékolika set aZ po milieny g/mol, a jeho strukturou jsou podminény unikatni biologicke
fyzikalng chemické vlastnosti. Jako vysokomolekularni reguluje obsah vody v extracelularni
matrix, jako napf. v pokozce, kloubu apod_"’_ V zavislosti na své molekulové hmotnosti vykazuje
charakteristické pasivni i aktivni biologické vlastnosti. Je imunologicky aktivni a vaze se na

proteiny v mimobundéné matrix a na povrch bunék, coz hraje roli napfiklad v bunétném délen,

v embryonalnim vyvoji", ve vyvoji rakoviny ™™ a pii zanétech™ ™. Nemodifikovany

3

hyaluronan nadel dlezité uplatnéni v transportu lé¢iv a vchirurgii * . Je pouZivan
p p p

v oftalmelogi™, pfi 1é¢hé ran™" a za jeho pFitomnosti se zvySuje ucinek nékterych leki™
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Hyaluronan poskytuje dostateéné mnozstvi vhodnych funkénich skupin k umelemu
navazani ¢iv. Jeho uziti mize byt rozéifeno chemickou modifikaci polysacharidu, napfiklad
navazanim cyklodextrinu.

Cyklodextriny (obr.2) jsou cyklické oligosacharidy tvofené o-D-glukopyranosami
spojenymi c(1—4) vazbou, které obsahuji relativné hydrofobni centralni kavitu a hydrofilni
vnéjéi povich. Podle poétu a-D-glukopyranosovych jednotek v molekule cyklodextrinu se
rozliduje nékolik druhli, mezi nejznaméjsi a nejfrekventovanéjsi patii a,B,y-cyklodextrin. Ve
farmaceutickém primyslu jsou cyklodextriny hlavné uZivany jako komplexacni Einidla pro
zvyseni rozpustnosti malorozpustnych latek (napf. léiv), ke zvyseni jejich chemické a fyzikalni
stability, k prenosu lé€iv k a pres biologické membrany, k redukei lokalniho podrazdéni po kozni
& oralni aplikaci, k redukei nebo eliminaci nepifjemnych pachli a chuti a k prevenci interakci
lédivo-ledivo nebo légivo-pomocna latka™. Zvyieni O&innosti je pak mozné pfidavkem malého

mnozstvi vodou rozpustného polymeru, ktery zarovei stabilizuje komplex™
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Obr. 2 p-cyklodextnn
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Soltés er al publikoval popis pripravy derivatu hyaluronanu s navazanym
cvklodextrinem ™. Hyaluronat se rozpustil v dioxanu s diethyl azodikarboxylatem, k této
disperzi se pridal p-cyklodextrin opét v dioxanu s pfidavkem trifenylfosfinu. Po odpafeni
dioxanu se produkt vysrazel etanolem a rozpustil ve vodé a posléze zakoncentroval na ultrafiltru.
Obsah cyklodextrinu se stanovil acidobazickou titraci. Ve stejné publikaci je také zminéna
moznost pipravy derivatu hyalurcnanu s B-cyklodextrinem vyuzivajici epichlorhydrin, ale ani

svidi

v odkazovaném ¢lanku ™" neni tato pfiprava popsana a tudiz ji nelze povaZovat za soucasny
stav techniky.

Syntéza derivatu hyaluronanu a B-cyklodextrinu navazangho pomoci spaceru tvofeneho
dihydrazidem kyseliny adipové byla popsana ve zvefejnén¢ mezindrodni prihlasce

WO0166601™". Nejprve reaguje dihydrazid kyseliny adipové s hyaluronanem v piitomnosti 1-
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~ethyl-3-(3-dimethylaminopropyljkarbodiimidu  a derivat se izoluje dialyzou Hydroxylove
skupiny cyklodextriny jsou aktivovany 1-kyano-4-dimethylaminopyridinium tetrafluoroboratem
s triethylaminem. Derivat hyaluronanu pak reaguje s takto aktivovanym cyklodextrinem.
Podobné pak reaguji dalii derivaty cyklodextrinu jako napf. hydroxyethyl-, hydroxypropyl- a

sulfobutyl-cyklodextrin.
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Podstata vynalezu

Podstatou vynalezu je zpisob pripravy modifikovaného hyaluronanu, kde hyaluronan je
modifikovany cyklodextriny «, B, y nebo jejich derivaty pfipravenymi reakei pfislusného
cyklodextrinu nebo jeho derivatu s 1-chldr-2,3-epoxypropanem a hyaluronanem. Navazany
cyklodextrin vnese do struktury hyaiuronanu hydrofobni kavitu, ktera ovlivni fyzikalni a
chemicke vlastnosti hyaturonanu natolik, Ze vyznamné rozsifi jeho moznosti uziti ve farmacii a v
lekafstvi. Rozpusing, CasteCné rozpustny nebo nerozpustny piipravek tvofeny derivatem
hyaluronanu modifikovaného cyklodextriny mize byt pouzit jako nosi¢ nizkomolekularnich
aktivnich latek k cilenému transportu a fizenému uvoliiovani. Takto modifikovany hyaluronan
mize byt dale vyuzivan jako latka vhodna pro tvorbu filmu, tuhych pén a nanosu pro bandaze
ran a skefoldu ve tkafiovém inzenyrstvi.

Podstatnou vyhodou tohoto vynalezu oproti stavajicim syntézam je, Ze v molekule
hyaluronanu zistavaji zachovany karboxylové skupiny a tim i jeho polyelektrolytovy
(polyanionicky) charakter, coz je velmi dilezit¢ pro zachovani biologickych vlastnosti
hyaluronanu. Hyaluronan je 1 po derivatizaci degradovatelny hyaluronidasou a je rozpoznatelny
pfisluSnymi bunéénymi receptory.

Tento zpisob vyroby zahrnuje navazani cyklodextrinu nebo jeho amino & hydrazino
derivatu na hyaluronan pomoci bifunkénihe Cinidla. Bifunkéni Cinidlo (1-halogen-2,3-
-epoxypropan) obsahujici epoxidovou a halogenovou skupinu aktivuje v silng alkalickém (pH>8)
nebo silné kyselém prostiedi (pH<5) cyklodextrin nebo jeho derivaty (amino-cyklodextrin,
hydrazin-cyklodextrin, amino-alkyl-cyklodextrin, karboxyalkyl cyklodextrin, 6-O-0-D-glykosyl-
-p-cyklodextrin, hydroxylethyl cyklodextrin, sukciny! cyklodextrin, hydroxypropyl cyklodextrin
a sulphobutyl-cyklodextrin), ktery nasledné reaguje s hydroxylovou skupinou hyaluronanu o
rizné molekulove hmotnosti (1 000 - 10 000 000 g.mol™) za vzniku éterové, esterové nebo

aminove vazby (cetkové schéma reakce je zobrazeno na obr.3). Pfiprava probiha ve dvou krocich.
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Obr. 3 Schéma reakee

V prvnim kroku probiha aktivace hydroxylové skupiny cyklodextrinu, ktera se s vyhodou
provadi v alkalickém vodném roztoku pii pH vyssim ncz 8. Reakce cyklodextrinu s aktivacnim
cintdlem se s vyhodou provadi pii zvySené teploté v rozsahu 30 a7 50 °C. Pro aktivaci
cyklodextrinu dle vynalezu se vyuziva 1-chlor-2, 3-epoxypropan. Aktivace hydroxylove skupiny
cyklodextrinu se také provadi v kyselém vodném roztoku pit pH mizsim nez 5.

Ve druhém kroku se pak hyaluronan rozpusti ve vodé a piida se roztok aktivovaného
cyklodextrinu a reakéni smés se michd pii teploté vrozmezi od 10 do 70 °C. Produkt se
z reak&ni smési izoluje dialyzou.

Produkt je dale upravovan do formy vlaken, folii, mikrostér, hub a membran, které
mohou byt dale pouzivany pro tvorbu nahrady tkani. Na produkt je pak mozno vazat biologicky

aktivni latky jako léciva, dezintekéni prostiedky a antioxidanty (kys. ferulova, doxorubicin).

Priklady provedeni vynalezu

Priklady 1 az 3: Vliv molekulové hmotnosti hyaluronanu na reakei

17,016 g p-cyklodextrinu se rozpustilo v 8¢ ml demineralizovane vody pri 40 °C a
piidalo se 8 ml IM NaOH. Do roztoku f-cyklodextrine se pfidalo 822 ml  |-chlor-2,3-
-gpoxypropanu a roztok se michal 10 min,

Roztok hyaluronanu se pfipravil rozpudténim 4 g hyaluronanu o riznych molekulovych
hmotnostech (viz. Tabulka I) v 400 ml demineralizované vody. Roztok se zahidl na 40 °C a
phidal roztok aktivovaného cyklodextrinu. Reakéni smés se udrzovala pii 40 °C za intenzivniho
michani po dobu 20 h a nasledné dialyzovala proti demineralizované vodé pres dialyzaéni stfeva
(Cut off 12 000 - 14 000) a lyofilizovala.

Obsah B-cyklodextrinu se stanovil na zakladé absorpce fenolftalemu v kavité

cyklodextrinu. Molekulova hmotnost se stanovila pomoci SEC-MALLS,
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Graf 1. FTIR spektra pfipravenych derivata k prikladum 1 ¢--), 2(—), 3 ( )

Tabulka [
Priklady 1-3: Rummé vychozi molekulové hmotnosti
Priklad M, (HA) M, (Prod) Rozpustny pedil c(CDY Bobtnavost
(g. mol™) (g. mol™) (%) % (%)
l 96210 107000 59,2 5,87 4539.76
2 380000 341500 73,00 1,17 72783
3 1109000 262000 27,82 0,0 336,62

Piiklady 4 az 6; Vliv pfidaného mnozstvi 1-chlor-2,3-cpoxypropanu

B-cyklodextrin se rozpustil v demineralizované vody pfi 40 °C a pfidal se 1 ml 1M NaQH.
Do roztoku f-cyklodextrinu se pfidalo rizné mnoZstvi 1-chlor-2,3-epoxypropanu (viz Tabulka
I1) a po 5 minutach intenzivniho michani pi1 40 °C se roztok phidal postupné k roztoku
hyaluronanu.

Roztok hyaluronanu (0,5 g) o koncentraci | hm. % se zahfal na 40 °C a intenzivng michal
s roztokem cyklodextrinu po dobu 20 h. Reakce se ukonila dialyzou proti demineralizované

vod€ pfes dialyzaéni stfeva (Cut off 12000-14000). Produkt se izoloval lyofilizaci.
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Graf 2. FTIR spektra pfipravenych derivatt k pfikladtim 4 (—), 5(—), 6 ( )

Tabulka I1

Pfiklady 4-6: Ruzna mnozstvi pfidaného 1-chlbr-2,3-spoxypropanu

¥ (1-chlor-2,3-

phklad m(B-CD)  -epoxypropan) Pomér M, (HA) M, (Prod) c{CD) Rozpustny podil Bobtnavost
(g) (ml) Epich/CD (g. mol™) (. mol") (%) (%) (%)
4 2,127 1,365 0,64 380000 226600 043 39,11 §32,1
5 1,418 0,685 0,48 380000 638350 0,40 54,78 21728

6 0,709 0,17 0,24 380000 439400 033 68,28 rozpustny

Priklady 7 az 9: Viiv doby reakce p¥i hazické aktivaci cyklodextrinu

17,016 g B- cyklodextrinu se rozpustilo v 80 ml demineralizované vody pfi 40 °C a

piidalo se 8 ml 1M NaOH. Do roztoku p-cyklodextrinu se pfidalo 8,22 ml

-epoxypropanu a roztok se michal po razné dlouhou dobu (viz Tabulka III).

1-chlér-2 3-

Roztok hyalurenanu se pfipravil rozpusténim 4 g hyaluronanu v 400 ml demineralizované

vody. Roztok se zahtal na 40 °C a pridal se roztok aktivovaného cyklodextrinu. Reakéni smés se

udrzovala pfi 40 °C za intenzivniho michani po dobu 20 h a nasledné dialyzovala proti

demineralizovan¢ vodé pres dialyzacni stfeva (Cut off 12 000 — 14 000) a lyofilizovata.
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Graf 3. FTIR spektra pfipravenych derivatd k prikladim 7 (—), 8(—), 9( )

Tabulka 111

Priklady 7-0: Riizna doba reakce |-chlor-2,3-epoxypropanu s cyklodextrinem

Piklad Doba M, (HA) M,, (Prod) (CD) Rozpustny podil  Bobtnavost
{h) (. mol") (g. mol™) % {%) (%)
7 0,16 310000 341500 1,17 73,00 728
8 | 310000 383800 1,02 66,20 483
9 2 310000 201000 1,65 69,50 486

Priklady 10 az 12 : Vliv doby reakce v kyselém pH

4,254 g B-cyklodextrinu se rozpustilo ve 20 ml demineralizované vody pii 40 °C a
nasledné se pfidal Iml IM HCI. 2,055 ml 1-chlor-2,3-epoxypropanu se pfidalo do okyseleného
roztoku cyklodextrinu za intenzivaiho michani. Reakéni smés se michala dobu uvedenou
v tabulce IV, a po jejim uplynuti se piidal roztok hyaluronanu.

Roztok hyaluronanu se pfipravil rozpusténim 1 g hyaluronanu o molekulové hmotnosti
350000 g.mol " ve 100 ml demineralizované vody. Po pfidani roztoku hyaluronanu do roztoku
aktivovaneho cyklodextrinu se roztok udrzoval pfi 40 °C za stalého michani pii této teploté 20 h.
Reakéni produkt se izoloval dialyzou proti demineralizované vodé pies dialyzaéni streva (Cut off

12000 - [4000).
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Tabulka IV

Piiklady 10-12: Rizna doba aktivace v kyselém prostredi

Priklad Doba M, (HA) M, (Prod) ¢ (CD) Rozpustny podil  Bobtnavost

) gmoly  (gmol") % (%) (%)
10 05 350 0060 562300 447 4200
11 | 350 000 550800 8.4 30 6389
12 2 350000 638000 83 50,5 2804

Priklady 13 ai 15: Ruzni mnoZstvi f-cyklodextrinu

Ruzna mnozstvi B-cyklodextrinu se rozpustila v 10 ml demineralizované vody pfi 40 °C a
nasledné se pfidal Iml IM NaOH a do roztoku se ptidalo ekvivalentni mnozstvi 1-chlor-2.3-
epoxypropanu  za intenzivniho michani (Reakéni smés a vysledky jsou uvedeny v tabulee V).
Reakéni smés se michala po 10 min a poté se pfidal roztok hyaluronanu.

Roztok hyaluronanu se pfipravil rozpusténim 0,5 g hyaluronanu o molekulové hmotnosti
350000 g.mol™ ve 50 ml demineralizované vody. Po pfidani roztoku hyaluronanu do roztoku
aktivovancho cyklodextrinu se roztok udrzoval pfi 40 °C a udrzoval za stalého michani pfi této
teploté 20 h. Reakéni produkt se izoloval dialyzou proti demineralizované vodé pres dialyzaéni

stfeva (Cut off 12000 — 14000).

Tabulka V
Priklady 13-15: Vliv mnoZstvi i-cyklodextrinu
Priklad m (B-CD) V(EP) M, (HA) M, (Prod) <(CD) Rozpustny podil Bobtnavost

(1) mh)  (gmol) (gmol™y (%) (%) (%)
13 2,127 1365 350000 226600 57 3011 2382
14 1,418 0,685 350000 638350 4.1 5478 rozpusténo
15 o700 0345 350000 701650 1.8 68,96 rozpuiténo

Priklady 16 az 18: Piiprava derivitu s y-cyklodextrinem
19,444 g y-cyklodextrinu se rozpustile v 80 ml demivody pii 40 °C a nasledné se pridal
IM NaOH (8 ml) a za intenzivniho michani se pfidavalo do roztoku 9,395 mi 1-chlor-2,3-

-epoxypropanu. Po 10 minutach se pfidal roztok hyaluronanu.
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Roztok hyaluronanu se piipravil rozpusténim 4 g hyaluronanu o riznych molekulovych

hmotnostech (viz. Tabulka V1) v 400 ml demineralizované vody. Po pfidani roztoku hyaluronanu

do reak¢ni smési cyklodextrinu se roztok udrzoval pii teploté 40 °C a intenzivné michal po dobu

20 h. Reakéni produkt se izoloval dialyzou proti demineralizované vodé pres

(Cut oft 12000-14000).
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Graf 4, FTIR spektra pripravenych derivatu k prikladum 16 (—), 17(—), 18 (-)

Tabulka VI
Priklady 16-18: Dervat s y-cyklodextrinem

dialyzaéni stfeva

Priklad M, (HA) M, (Prod)  Rozpustny podil ¢(CD) Bobtnavost

(@ mol"y (g mol) (%) % (%)
16 96210 131900 61,90 LI 018
17 310000 243600 41,90 2,6 1029
18 1109000 450600 61,60 42 228

Prikiady 19 az 21: PFiprava derivitu s a-cyklodextrinem

14,5872 g ¢-cyklodextrinu se rozpustilo v 80 ml demivody pfi 40 ©

C a nasledné se

piidalo 8 ml IM NaOH a 7,046 ml epichlorhydrinu do roztoku za intenzivniho michani. Po 10

minutach se piidal roztok hyaturonanu

Roztok hyaluronanu se pfipravil rozpu§ténim 4 g hyaluronanu o riznych molekulovych

hmotnostech (viz. Tabulka VII) v 400 ml demineralizované vody. Po

pridani roztoku
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hyaluronanu do reakéni smési cyklodextrinu se roztok udrzoval pfi teploté 40 °C a intenzivné
michal po dobu 20 h. Reakéni produkt se izoloval dialyzou proti demineralizované vodé pies

dialyzaéni steva (Cut off 12000-14000).
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Graf 5. FTIR spektra pfipravenych derivatl pro pfiklady 19 (—), 20 (--), 21 ( )

Tabulka VII

Priklady 19-21: Derivat s a-cyklodextrinem

Priklad M,, (HA) M, (Prod)  Rozpustny podil c(CD) Bobtnavost

(g mol) (g mol”) (%) % (%)
19 96210 100200 60,70 0,06 940
20 310000 427800 69,00 1,76 1271
21 1109000 241700 54,57 4,26 440

Priklad 22: Tvorba porézniho nerozpustného materiilu

Derivat pripraveny dle prikladu 3 se rozpustil v demineralizované vodeé, nalil na Petriho
misku a vysusil pii teploté 55 °C. Vznikla folie se nasledné ponofila na 24 h
do demineralizované vody, kde nabobtnala a po zamraZeni se lyofilizovala.

Derivat pfipraveny dle piikladu 3 se rozpustil v demineralizované vodé, zamrazil pfi
teplot¢ -30 °C a lyofilizoval Tato porézni struktura se impregnovala 80% 2-propanolem a
stabilizovala ptisobenim teploty 55 °C po dobu 12 h. Poréznost materialli se charakterizovala

pomoci rastrovaci elektronové mikroskopie
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Obr. 4 SEM fotografie porézniho nerozpustného materialu dle pfikladu 22 pfi rizném zvéteni A x 50;
B x 400

Priklad 23: Navizani léciva

K roztoku derivatu y I1A-CD (10 mg/2,5 m! pufru o pH = 10,5) se pfidalo 1,5 ml roztoku
2-amino-4,6-dimethylpyrimidinu o koncentract 7,3mg/250 ml pufru o pH = 10,5, 2-Amino-4,6-
-dimethylpyrimidin je Ié¢ivo s antimikrobialnimi a antituberkoloznimi Géinky. MnoZstvi
navazaneho leéciva se kvantifikovalo pomoci fluorimetru pii vinovych délkach A= 290 nm a
dem= 344 nm.

K roztoku derivatu § HA-CD o koncentraci 0,01mmol/l se pfidalo rizné mnozstvi
ferulové kyseliny. Maximalni pfidané mnoZstvi bylo 1,2E-05 mmol/l. Toto mnozstvi s¢ beze
zbytku navazalo v kompliexu HA-CD s ferulovou kyselinou. Komplexace byla ovéfena méfenim

UV-VIs spektrofotometru a spektrofluorofotometru.
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PATENTOVE NAROKY

. Zpisob pfipravy hyaluronanu modifikovaného cyklodextriny , B, y nebo jejich derivaty,

vyznadujici se tim, Ze hyaluronan se modifikuje cyklodextriny o, f3, y nebo jejich
derivaty piipravenymi reakei pfislusného cyklodextrinu nebo jeho derivatu s I-chlor-

-2,3-epoxypropanem a hyaluronanem.

Zpiisob pripravy modifikovancho hyaluronanu podle niroku 1, vyznadujici se tim, 7e
reakce se provadi v alkalickém prostfedi s pH vy$Sim nez 8 nebo v kyselém prostiedi

s pH niz8im nez 5.

Zplsob piipravy modifikovaného hyaluronanu podle naroku |, vyznaéujici se tim, e

hyaluronan ma molekulovou hmotnost v rozmezi [ 000 az 10 000 000 g.mol ",

Zplsob piipravy modifikovaného hyaluronanu podle néroku 1, vyznadujici se tim, Ze

hyaluronan je ve formé volné kyseliny nebo jakikoli farmakologicky prijatelné soli.

Zplsob pripravy modifikovaného hyaluronanu podle niroku |, vyznaéujici se tim, Ze
derivat je vybran ze skupiny latek obsahujici amino, hydrazino a alkyl-amino skupinu,
jako napfiklad amino-cyklodextrin, hydrazin-cyklodextrin, amino-alkyl-cyklodextrin,
karboxyalkyl cyklodextrin, 6-0-0-D-glykosyl--cyklodextrin, hydroxylethyl cyklodextrin,
sukcinyl cyklodextrin, hydroxypropyl cyklodextrin a sulphobutyl-cyklodextrin.

Zpisob pripravy modifikovaného hyaluronanu podle naroku |, vyzmatujici se tim, Ze
reakéni pomér eyklodextrinu ku 1-halogen-2,3-epoxypropanu je vrozmezi 0,051 az

0.4:1, vvhodné 0,106:1.

Zpisob pripravy modifikovaného hyaluronanu podle naroku 1, vyznafujici se tim, ze
reakéni pomér cyklodextrinu ku dimeru hyaluronanu je v rozmezi 0,3:1 az 2:1, vyhodné

151
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Pripravek tvofeny hyaluronanem modifikovanym cyklodextriny o, §, ¥ nebo jejich
derivaty pfipravenymi reakei piisludného cyklodextrinu nebo jeho derivatu s 1-chlor-
-2,3-epoxypropanem a hyaluronanem vyznacujici se tim, Ze je zpracovany do formy folii,

vlaken, mikrosfér, hub, membran.

Pfipravek podle naroku 8, vyznacujici se tim, Z¢ je rozpustny ve vodé.

. Pfipravek podle naroku 8, vyznacujici se tim, Z¢ je nerozpustny ve vodé.

Pfipravek podle naroku 8, vyznacujici se tim, 7e je moZno jej pouZit jako prostiedek

pro tvorbu nahrady tkani.

.Pripravek podle naroku 11, vyznalujici se tim, Ze struktury prostfedku pro tvorbu

nahrady tkani tvofi kryci a antiadhezni materidly pro pouziti v dermatologii,

traumatotogii nebo ortopedii.

Piipravek podie naroku 8, vyznatujici se tim, ze jsou na ngj vazany biologicky aktivni

latky.

Pripravek podle naroku 13, vyznacujici se tim, Ze biologicky aktivni latky jsou 1éCiva,

dezinfekéni prostiedky nebo antioxidanty.
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