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hlaty(rét a farmaceuticky prostiedek

Oblast techniky

Vynalez se tyka clathratovych komplext mezi derivaty kyseliny
hyaluronové, ziskanych pomoci fyzikalné chemického zesiténi derivatd

hyaluronové kyseliny o vysoké molekulové hmotnosti &i jejich soli.

Dosavadni stav techniky

Arthritida je jednou z nejrozS$ifenejSich chorob v lidské populaci.
Mezi pfiblizné stovkou ruznych typl arthritidy patfi osteoarthritida (OA)
k tém, jejichZ snaha o zvlédnuti vyzaduje nejvice finanénich investic a
predstavuje tedy nejvét8i ekonomické bfemeno (L. S. Simon, Osteo-
arthritis 25, 345, 1999).

Pri osteoarthritide (OA) se synovialni tekutina stava hojngjsi a
méne viskozni, zatimco koncentrace synovidlniho hyaluronanu (HA) a
jeho molekulova hmotnost se snizuji. (J. G. Peyron, J. Rheum. 20,
dodatek 39, 10, 1993). Tyto zmény jsou povazovany =za
spoluzodpovédné za néaslednou urychlenou degradaci chrupavky.
Nitrokloubni (injekéni) podavani HA o vysoké molekulové hmotnosti
pacientam  (tato |é6ba se obvykle nazyvd ‘"viskodoplnéni"
"viscosupplementation") je popsano jako jako uéinny postup pfi |é&bé
traumatizovanych arthritickych kloubl (T. Kikuchi se spoluautory,

Osteoarthritis and Cartilage 4, 99, 1996).

Prdmérna molekulovéd hmotnost synoviélniho HA se u zdravych lidi

-~ pohybuje v rozmezi od 1,6 x 10° do 1,9 x 10% zatimco jeho koncentrace
se rovna 2 az 3 mg/ml (E. Balazs se spoluautory, Arthritis Rheum.10,
357, 1967). Hodnoty moleku\‘l‘ovychch hmotnosti obchodné dostupnych

HA pfipravkl, ziskanych z rlznych (pfirodnich) zdrojd, jako napfiklad z
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bakterii Streptococcus zooepidemicus nebo Streptococcus equii, z
kohoutich hfebenl a podobné, se pohybuji v rozmezi od stovek tisic do

priblizné 1 az 2 miliont (Obr. 1).

HA o vysoké molekulové hmotnosti vaze vzhledem ke své
hmotnosti az tisicinasobek vody a vytvafi pseudoplasticke,
elastoviskozni roztoky, které se chovaji jako mékké gely, projevujici tak
zvanou na stfihu zavislou viskozitu a frekvenéné zavislou pruznost (N.
E. Larsen a E. A. Balazs, Adv. Drug Delivery Rev.7, 279, 1991). Pfi malé
veliciné stfihového napéti vykazuji roztoky HA o vysoké molekulové
hmotnosti vysokou vyskozitu a nizkou pruznost, zatimco pfi rostoucich
hodnotach stfihového napéti se tyto roztoky stavaji pruznéjsimi (L. S.
Simon, Osteoarthritis 25, 345, 1999). Takové nikoli Newtonovské
chovani synovialni tekutiny je nezbytné pro mazani kloubd béhem
(rychlého) pohybu. Povrch chrupavky je pokryty tenkym filmem
synovialni tekutiny (SF), kterd uhlazuje (jemné) nerovnosti kloubni
struktury. Nedostateénost této vrstvy vede ke zvy$eni koeficientu treni
mezi pohyblivymi <&astmi kloubu, coz vyvolava silnou bolest (M.

Nishimura se spoluautory, Biochim. Biophys. Acta 1380, 1, 1998).

Ultradisté  (pfipravené pro injekéni  aplikaci)  pfipravky
elastoviskoznich roztokG sodné soli hyaluronanu (HEALON®,
Pharmacia, Uppsala, Svédsko) nalezly §ir§i pouziti zvlasté v oftalmologii
(viskochirurgie) (A. Nimrod se spoluautory, J. Ocular Pharmacol. 8, 161,
1992) a rovnéz v revmatologii (viskodoplnéni) (J. G. Peyron, J.
Rheumatology 20, doplnék 39, 10, 1993; T. Kokuchi se spoluautory,
Osteoarthritis and Cartilage 4, 99, 1996).

Nedavno byl v USA a v nékterych jinych zemich schvalen pro
nitrokloubni podavani pacientdm s OA jiny pfipravek. Tento novy
vyrobek, obsahujici HA o vysoké molekulové hmotnosti, pochazejici z
kohoutich hfebenld a nazyvany HYLAN® (Biomatrix Inc., Ridgefield, NJ,




USA), zahrnuje pfidavné zesitény HA (L. S. Simon, Osteoarthritis 25,
345, 1999). Logickym vykladem (tohoto zlep$eni) je skuteénost, Ze
casové obdobi, béhem néhoz vykazuje nitrokloubné vliozeny hyaluronan
svou aktivitu, je pomérné kratké. Biologicky polo¢as HA po nitrokloubni
aplikaci do kolenniho kloubu kréalika byl pfiblizné 13 hodin (T. J. Brown
se spoluautory, Exp. Physiol. 76, 125, 1991). (Obrat endogenniho
hyaluronanu v kloubech predstavuje 12 az 48 hodin; J. Drobnik, Adv.
Drug Delivery Rev. 7, 295, 1991). Vodou rozpustné pfipravky HYLAN® s
ultravysokou molekulovou hmotnosti (primérné kolem 6 x 10°%), které
byly pfipraveny chemickym zesiténim HA za pomoci formaldehydu,
vykazuji vyznamné del8i obdobi biologického polo¢asu (L. S. Simon,
Osteoarthritis 25, 345, 1999). Pfipravky HYLAN®, pfipravené timto
zplUsobem, tj. za pouziti chemického zesiténi, predstavuji nejucinnéjsi
(biologické) materialy pro viskodoplnéni. V jinych (vodou nerozpustnych)
pfipravcich HYLAN® (gely, membrany, mikrolastice) je HA zesitény
prostfednictvim zavedenych vinylsulfonovych skupin za vzniku
"nekoneéné" poly(makro)molekularni sité (N. E. Larsen a E. A. Balazs,
Adv. Drug Delivery Rev.7, 279, 1991).

OvS8em pfi sumarizaci ves$kerych udaju z literatury, tykajicich se
preklinickych a klinickych zkou$ek, zahrnujicich injikace roztokd
HYLAN® (N. E. Larsen a E. A. Balazs, Adv. Drug Delivery Rev.7, 279,
1991; S. Al-Assaf se spoluautory, Radiat. Phys. Chem. 46, 207, 1995;
M. Wobig se spoluautory, Clin. Ther. 20, 410, 1998; L. S. Simon,
Osteoarthritis 25, 345, 1999), je mozné dojit k zavéru, ze spolu s jejich
vyznamnymi uziteénymi vlastnostmi, jako jsou biologicka slucitelnost,
biologicka odbouratelnost, (Uplnd) resorpce, nulova imunogennost, velmi
mala a zfidka projevovana pyrogenita, je jejich zfejmou nevyhoodu velmi
vysoka viskozita. Vzhledem ke skuteénosti, ze nitrokloubné (injekéné)
podavané hyaluronany o uItra\}ysoké molekulové hmotnosti (HYLAN®)

jsou enormné viskoznimi pseudoplastickymi gely, je jejich prostupnost




do uzkych $térbin a/nebo zafez( v poskozené kloubni strukture zjevné z
velké ¢asti snizena.

Existuje proto potfeba dostupné hyaluronové kyseliny, majici
vysokou molekulovou hmotnost a poskytujici vySe zminéné uziteé¢né

vlastnosti, soucasné vSak nevykazujici nadbyteé¢nou viskozitu.

Podstata vynalezu

Autofi vynalezu neodekavané zjistili, Ze je mozné vysSe uvedené
nevyhody prekonat za pouziti nového postupu fyzikalné chemického
zesiténi vhodnych derivatl hyaluronové kyseliny o vysoké molekulové

hmotnosti nebo jejich soli.

Predkladany vynalez se tedy tyka clathratu, vytvoreného:

+ derivatem kyseliny hyaluronové (a),

« derivatem kyseliny hyaluronové (b1), odliSnym od (a) a schopnym
vytvaret clathrat s (a), a/nebo

« slozkou (b2), neobsahujici astici kyseliny hyaluronové, ale

schopnou vytvaret s (a) clathrat.

Pozadované zvyseni molekulové hmotnosti HA, nebo vytvoreni
(tfirozmérné) polymerni sité formovanim clathratovych komplexd se
bude s vyhodou provadét in situ v misté/poloze pozadovaného pusobeni.
Tak je mozné ziskat vhodny tekuty pfipravek pro viskodoplnéni
(napifiklad pro |é¢bu OA), a/nebo mékky/pruzny a dokonce
pevny/neohebny gel (vhodny napi. pro "remodelaci" chybéjici (Casti)
tkané. Postup pro ptipravu vy$e zminénych clathratovych komplexd se
tyké tak zvanych (samo)spojujicich se supramolekularnich sloucenin
(self-associating supramolecular compounds). U&inné&jsi viskodoplrovaci

lé&by je mozné dosahnout za pouziti plvodniho pfistupu, zahrnujiciho:




i) dvé nasledné nitrokloubni injikace spojujicich se sloucéenin (a),
(b1) a/nebo (b2). Jako vysledek zvySené prostupnosti a
propustnosti injikovanych tekutin o nizké viskozité je béhem jejich
spojovani vytvaren pozadovany produkt viskodopinéni pfimo v
cilovém misté; nebo

ii) nitrokloubni podani vyse uvedenych spojujicich se slouéenin spolu
s vhodnou slouceninou o nizké molekulové hmotnosti, jmenovité s
aktivni pfisadou, jejiz prvotni roli je znemoznovat proces
spojovani, kompetovat s nim. (Béhem injikace takového "koktejiu"
molekuly €inidla (Iéku) (o nizké molekulové hmotnosti) nejprve
uplné znemoznuji proces spojovani, ovsem béhem eliminace
(exkrece) léku z kloubniho prostiedi nastane pozadované in situ

samospojeni polymernich slozek).

Pfedkladany vynélez se tedy tykd 2 odliSnych typd
farmaceutickych prostredkl, s vyhodou ve formé injikovatelnych roztokd,
obsahujicich jako aktivni slozku slouceninu (a), (b1) a/nebo (b2) a lek
obsahujici uvedeny clathréat, voliteiné s obsahem dals$i aktivni pfisady.

Tento |ék je vyhodné dan spojenim uvedenych farmaceutickych
prostfedkl a obsahuje clathrat, ktery je vytvaren in situ, na misté

pUsobeni, pfi¢emzZ uvedeny |ék volitelné obsahuje jinou aktivni pfisadu.

Pifehled obrazki na vykresech

Obr. 1 predstavuje chemickou strukturu hyaluronové kyseliny a

B-cyklodextrinu.

Obr. 2 zobrazuje chemickou strukturu slouceniny (a). a
schématické prostorove znazorneni (A) amantadinu; chemickou strukturu

slouéeniny (b) a schématické\prostorové znazornéni (B) B-cyklodextrinu




a schématické prostorové znazornéni (A---B) jejich clathratového

komplexu.

Obr. 3 predstavuje schématické prostorové znazornéni
clathratovych komplext, tvofenych derivatem kyseliny hyaluronové s

B-cyklodextrinem a derivatem kyseliny hyaluronové s amantadinem.

Upfednostiiovanymi clathraty podle pfedkladaného vynalezu jsou

ty, zvolené ze skupiny, sestavajici z:

« clathratu (A), pfiCemz slozkou (a) je derivat hyaluronové
kyseliny s cyklodextrinem a slozkou (b1) je hyaluronova kyselina s
amantadinem;

« clathratu (B), pficemz slozkou (a) je hyaluronova kyselina s
cyklodextrinem a slozkou (b2) je vodou rozpustny pfirodni,
polosynteticky anebo synteticky polymer,

« clathratu (C), pfi€emz sloZzkou (a) je hyaluronova kyselina
s amantadinem a slozkou (b2) je polymerizovany cyklodextrin.

Pfirodnimi polymery, které je mozné pouzit jako slozku (b2) v
clathratu (B), jsou napfiklad kolagen, spole¢né srazeniny kolagenu a
gykosaminglykanu, celuléza, polysacharidy jako chitin, chitosan, pektin
nebo kyselina pektinova, agaréza, xanthan, gellan, estery kyseliny

alginové a jeji sole, polymannan nebo polyglykany, skrob a pfirodni

gumy.

Polosyntetické polymery, které Ize pouzit jako slozku (b2) v
clathratu (B), mohou byt zvoleny napfiiklad ze skupiny, sestavajici z
kolagenu zesiténého Cinidly, jako jsou aldehydy nebo jejich prekursory,
z dikarboxylovych kyselin nebo jejich halogenidd, diamind, derivatu

celulézy, hyaluronové kyselimy, chitinu, chitosanu, gellanu, xanthanu,




pektinu nebo kyseliny pektinové, polyglykand, polymannanu, agaru,

agarézy, prirodni gumy a glykosaminglykanu.

Koneéné priklady syntetickych polymer(, které lze pouzit jako
slozku (b2) v clathratu (B), jsou napfiklad ty, zvolené ze skupiny,

sestavajici z poloxameru.

Clathrat je inkluzni komplex, tvofeny molekulou, jmenovité
hostujici molekulou, uzavienou v kleci, vytvofené jinou molekulou, a to

hostitelskou molekulou.

Konkrétnéji teorie vytvareni clathratu zahrnuje komplexaci

hostujici a hostitelské molekuly, popsanou néasledujici rovnici:

hostitelska mol. + hostujici mol. —» hostitel—host

Pokud se stechiometrie vzajemné reagujicich  molekul
[hostitelské]:[hostujici], kde hranaté zavorky oznacuji molarni
koncentraci, rovna poméru 1:1, mlze byt v pripadé termodynamické

rovnovahy komplexaéni konstanta "K" definovéna nésledovné:

[hostitel—host]

K=
[hostitelska m.] x [hostujici m.]

Tato rovnice vyjadfuje, ze v pfipadé ekvimolarni smeési ( [hostitel-
ska m.] = [hostujici m.] = 1 mol x [') zavisi (moléarni) koncentrace

vytvofeného komplexu [hostitel—host] pouze na velikosti parametru K.

Hodnota log K komplexace clathratu (A) mezi B-cyklodextrinem
(B-CD), kde PB-CD predstavuje hostitelskou molekulu, a hostujici
molekulou amantadinu, nebo'\ﬁostujici molekulou ve formé hydrochloridu

1-aminoadamantanu (AMANT), tedy lékem, patficim mezi |éky proti




Parkinsonové chorobé [C. J. Gean a F. H. Meyers, POCKET DRUG
GUIDE- druhé vydani, Williams & Wilkons, Baltimore, MD, USA, (19 pfi
25 °C, pH 7,2)], se rovna 3,92 + 0,02 nebo 5,04 ([M. V. Rekharsky a Y.
Inoue, Chem. Rev. 98, 1875, 1998). Proces komplexace amantadinové

molekuly s molekulou B-CD je znazornén na Obr. 2.

Adamantylova skupina (téméf kulovitého tvaru) je jednou =z
nejlepsich hostujicich struktur, ktera pevné sedi v hostitelské dutiné
molekuly B-CD (W. C. Cromwell se spoluautory, J. Phys. Chem. 89, 326,
1985; C. Amiel a B. Sébille, J. Inclusion Phenom. Mol. Recognit. Chem.
25, 61, 1996). Hodnota rovnovazné komplexacni konstanty K rdznych
adamantanovych derivatd s nesubstituovanymi a se substituovanymi
B-cyklodextriny se pohybuje v rozmezi od 10* do 10° mol x |''. Jedna z
nejvyssich hodnot log K, a to 7,8 £ 0,1 pfi 25 °C, se ziska komplexaci

indolu s a-CD (M. V. Rekharsky a Y. Inoue, Chem. Rev. 98, 1875, 1998).

Obr. 3 schématicky znazorhuje proces asociace (spojovani)
takovych dvou derivatud hyaluronanu o vysoké molekulové hmotnosti.
Jejich makromolekularni retézce nesou bud substituenty hostujiciho typu
(AMANT), nebo hostitelského typu (B-CD), které jsou schopné se do
sebe velmi pevné =zaklinit (jako hacek do ocka). V pripadé
mnohocetného zaklinéni hostitelské a hostujici ¢asti hyaluronanovych
derivatl, jak k tomu dochazi v pfipadé clathratovych komplext podle

predkladaného vynalezu, bude vytvofen staly makromolekularni agregat.

V clathratu podle predkladaného vynalezu se molarni pomér
derivatu hyaluronové kyseliny s cyklodextrinem a hyaluronové kyseliny s
amantadinem s vyhodou pohybuje od 10:90 do 90:10 a |épe od 80:20 do
50:50, zatimco molekulova hmotnost tohoto komplexu je pro mékké gely
s vyhodou v rozmezi od 500 do 25 000 a lépe od 2 000 do 20 000. U




tvrdych gell ovSem tato hodnota presahuje horni hranici a neni

stanovitelna.

Molekulova hmotnost vychozi hyaluronové kyseliny, pouzité pro
pfipravu clathratu podle tohoto vynalezu, je s vyhodou v rozmezi od 100
do 2 000.

Derivaty hyaluronové kyseliny s cyklodextriny jsou s vyhodou ty,
které se ziskaji prfimou esterifikaci karboxylové skupiny hyaluronové
kyseliny s cyklodextrinem, priCemz k substituci dochazi na primarnich
hydroxylovych skupindch (-CH,-OH) a-D-glukopyranosylovych jednotek
cyklodextrinu postupem, ktery je popsany v publikaci "Cyclodextrin
derivative of hyaluronan" L. Solt€sem a spoluautory (Carbohydrate
Polymers 39, 17-24, 1999).

Podle jiného uprednostiiovaného ztélesnéni jsou
cyklodextrinovymi estery hyaluronové kyseliny ty, které se ziskaji reakci
cyklodextrind a hyaluronovych kyselin za pfitomnosti mezernikové

skupiny (spaceru).

Podle zviasté uprednostiiovaného fesSeni je mezernikovou
skupinou (spacerem) dihydrazid kyseliny adipové. V takovém pfipadé
postup ptipravy derivatd hyaluronové kyseliny s cyklodextrinem podie

predkladaného vynalezu zahrnuje kroky, v nichz:

a) se vytvori pocatecni hydrazidova skupina (-CO-NH-NH) mezi
dihydrazidem kyseliny adipové /NH,-NHCO(CH2),CONH-NH,/ a

karboxylovymi skupinami predem aktivované hyaluronové kyseliny;

b) Uspésnou reakci druhé hy'drazidové funkéni skupiny (NH,-NHCO-)
dihydrazidového adipét5vého derivatu hyaluronové kyseliny s

predem aktivovanymi primarnimi hydroxyly cyklodextrinu se vytvofi




- 10 - I

konecny produkt, ktery se muze znazornit jako
HA-CO-NH-NH-(CH2),CONH-NH-COO-CYKLODEXTRIN.

V tomto postupu se krok (a) s vyhodou provadi v pfitomnosti
vodného pufraéniho roztoku pfi pH 5,5 a sestavd z pridani
2(N-morfolino)ethansulfonatu sodného a dihydrazidu kyseliny adipové k
hyaluronové kyseling, aktivované 1-ethyl-3(3-dimethylaminopropyl)-
karbodiimidem. Derivat hyaluronové kyseliny s dihydrazidem kyseliny
adipové se z reakéni smési s vyhodou ziskava dialyzou a lyofilizaci
(sublimaénim susenim). Krok (b) se s vyhodou provadi pfidanim
adipatového dihydrazidového derivatu kyseliny hyaluronové k vodnému
roztoku cyklodextrinu, predem aktivovanému tetrafluorboritanem
1-kyano-4-dimethyl-aminopyridinia v  acetonitrilu za  pFitomnosti
triethylaminu a reakce se zastavuje prfidavkem ethanolaminu. Produkt se

pak ziskava dialytickou ultrafiltraci a nakonec lyofilizaci.

Cyklodextriny pro pfipravu derivatd hyaluronové kyseliny,
pouzitych v clathratu (A) a (B), jsou s vyhodou zvoleny ze skupiny,
sestavajici z: a-cyklodextrinu, [B-cyklodextrinu, y-cyklodextrinu,

propyl-p-cyklodextrinu, sulfobutyl-B-cyklodextrinu a amino- nebo

hydrazino-B-cyklodextrinu.

Tyto derivaty kyseliny hyaluronové maji s vyhodou stupen
substituce karboxylovych funkénich skupin (tedy procenta karboxylovych
skupin hyaluronové kyseliny, reagujicich s cyklodextrinem, vypoc&itana
vzhledem k celkovému podtu funkénich skupin karboxylové kyseliny,
pfitomnych v uvedené molekule) v rozmezi od 0,5 a 50 a jesté |épe od 2
do 20 %.

Zpusob vyroby deriva’tg kyseliny hyaluronové s amantadinem,
pouzivanych pro pfipravu clathratd (A) a (C) podle predkiadaného
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vynalezu, zahrnuje zejména vytvofeni amidové vazby mezi pfedem
aktivovanou hyaluronovou kyselinou a amantadinem ve vodném roztoku

v pritomnosti pufru.

Podle  uprednostiovaného  ztélesnéni je  amantadinovym
aktivatorem 1-ethyl-3(3-dimethylaminopropyl)karbodiimid a pufrem je

2(N-morfolino)-ethansulfonat sodny.

Derivaty hyaluronové kyseliny s amantadinem maji s vyhodou
stupef substituce (jmenovité procentni mnozstvi karboxylovych skupin
hyaluronové kyseliny, které reagovaly s amantadinem, vypod&itané z
celkového mnozstvi karboxylovych funkénich skupin, pfitomnych v

uvedené molekule) se v rozmezi od 0,5 do 25 a Iépe od 2 do 10 %.

Predkladany vynalez se déle tykd farmaceutickych prostiedkd,
obsahujicich jako aktivni pfisadu derivat hyaluronové kyseliny s
cyklodextrinem, nebo alternativné derivat hyaluronové Kkyseliny s

amantadinem v kombinaci s vhodnymi pfidavnymi latkami a/nebo fedidly.

Farmaceutické prostfedky podle pfedkladaného vynalezu mohou
byt vhodné pro oralni, parenteralni a mistni 1éébu a mohou byt pouzity
zejména ve vS8ech oblastech, v nichz je potfebné obnoveni
viskoelastiénosti; dulezita je také snadnost injikace. Zahrnuji prostiedky
pro obecnou chirurgii (jako materialy pro vypiné umélych protéz), pro
maxilofacialni chirurgii (napfiklad materialy pro injekce k vypinéni
vrasek, materialy pouzivané pfi nahradé mékkych tkani a pro rust tkani),
arthroskopickou chirurgii (napfikliad jako lubrikaéni materialy), nebo pro
viskodoplnéni kloubl, a to i kloubld o mensi velikosti jako jsou klouby
¢lankd  prstd, kotnikd a _ oblasti  spankd a dolni  Celisti

(temporomandibularni).
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Nadto muaze byt derivat hyaluronové kyseliny s cyklodextrinem
pouzit k podporfe vyroby farmaceutickych forem, zahrnujicich pfenos
nebo frizené uvolnéni |éklt a/nebo bioclogicky aktivnich sloucenin,
pouzivanych pfi 1é€bé poruch v oboru dermatologie, oéniho [ékarstvi,
gynekologie, onkologie, cévniho |ékafstvi, neurologie, orthopedie a
revmatologie. Takovymi aktivnimi slou¢eninami mohou byt protiinfekéni
Cinidla, protimikrobialni Ccinidla, protizanétliva ¢inidla, cytostatika,
cytotoxické slouceniny, protivirové slouceniny a anestetickd &inidla a
rastové faktory. Derivat mulze byt ve spojeni s radioaktivnimi
slouéeninami i neradioaktivnimi slouéeninami pouzit v kontrastnich
systémech, jako znacCka pfi diagnostice in vivo, k identifikaci a 1é¢bé

rakovinnych nebo poskozenych tkani.

Prostifedky, kombinujici biologické materidly na béazi hyaluronové
kyseliny podle predkladaného vynalezu s |éky a/nebo biologicky
aktivnimi slou€eninami, jsou vhodné pro novy Ié¢ebny pfistup, pfi némz
po uvolnéni farmakologicky aktivni prisady nasleduje samospojeni
slozek polymeru in situ. Farmakologicka aktivita uvolfované slouceniny
je tedy spojena s lubrikaénim uéinkem a s ucéinkem chranicim tkané,
které poskytuje material zesitény in situ. Takovy pfistup je vhodny v
oborech jako je dermatologie, ortopedie a revmatologie (napfiklad pro
léCbu osteoarthritidy a revmatoidni arthritidy) a oéni |1ékarstvi (napfiklad

pri 1éEbé& oéni infekce a zanétu).

Jak bylo dfive stanoveno, vy$e uvedené farmaceutické prostiedky
jsou v rozsahu pifedkladaného vynalezu s vyhodou ve formé
injikovatelnych roztokud, a s vyhodou se pouzivaji v pfidruzeni, spojeni,
tak, aby dos8lo k vytvofeni I|éCiva s obsahem clathratu podle

predkiadaného vynalezu, ktery je formovan in situ.

Lécivo podle predkladaného vynélezu muZe kromé clathratu

obsahovat také aktivni pfisadu, kterd je s vyhodou zvolena ze skupiny,
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sestavajici z nesteroidnich nebo steroidnich protizanétlivych lékd,
antibiotik a protirakovinnych [ékl. Tyto léky o nizké molekulové
hmotnosti mohou na nejprve slouzit jako kompetujici latky (blokujici
latky) spojeni dvou derivatd hyaluronové kyseliny a postupné jsou

vyplavovany, coz umozniuje tvorbu clathratu.

Zviasté se uprednostiuje 1ék podle predkladaného vynélezu, ktery

obsahuje piroxicam.

Lék podle pfedklédaného vynalezu muze obsahovat kromé dfive
uvedenych aktivnich pfisad, nebo misto nich, biologicky aktivni
slouCeninu, zvolenou ze skupiny, sestavajici z rUstovych faktord,
cytokint a/nebo bunééného materidlu, zvoleného ze skupiny, sestavajici

z osteocytl, chondrocytd, kmenovych bunék a mesenchymalnich bunék.

V léku podle pfedkladaného vyndlezu jsou aktivni pfisady s

vyhodou navazany na cyklodextrin.

vvvvvv

kyseliny) biologickych materiald a |ékd je 1étba pacientl, stejné jako
zlepseni jejich zdravotniho stavu pfi diagnozach jako je zanét kloubl -
arthritida, jako jsou oéni z&néty (konjunktivitis), zhoubné néadory, kozni

poranéni a podobné.

Nize uvedené pfiklady ozfejmuji vyrobu derivatd hyaluronové
kyseliny s cyklodextrinem a s amantadinem, stejné jako tvorbu clathréatu,

ale neomezuji rozsah vynalezu.

Priklady provedeni vynalezu

V nasledujicich pr“'l’kladech' 1 a 2 byla pouzita hyaluronova kyselina
0 vysoké molekulové hmotnosﬁ, zatimco v pfikladech 3 az 7 byla pouzita

jeji sodna sul.
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Molekularni parametry, tykajici se hodnoty molekulové hmotnosti
pouzité hyaluronové kyseliny, byly né&sledovné: ¢&iselné stredni
molekulova hmotnost (M,) = 350,7 (326,5); hmotnostné stifedni
molekulova hmotnost (M,) = 647,1 (6594 a 666,0) a z-stfedni
molekulova hmotnost (M,)= 1 050,4 (1 066,1). Parametry < Rg,?>"?, a to
kvadraticky stfedni polomér setrvaénosti a A,, jmenovité druhy virialni
koeficient, stanoveny ve vodném roztoku chloridu sodného (0,15 mol/l),
se rovnaly 97,4 (97,2) nm, respektive 1,94 x 10° mol.ml/g2

Piiklad 1
Priprava HA-B-CD derivatu za pouziti mezernikové skupiny

Hyaluronova kyselina (106 mg) se rozpusti v vodném roztoku pufru
2-(N-morfolino)-ethansulfonatu sodného (MES; 0,05 mol/l; 57 ml; pH =
5,5). Nasledné se do roztoku pfidaji mezernikova skupina, tj. hydrazid
kyseliny adipové (ADH; 600 mg) a aktivator (karboxylovych skupin
hyaluronové kyseliny), tj. 1-ethyl-3-(3-dimethylaminopropyl)karbodiimid
(EDC; 127 mg). Po pfidani celého mnozstvi EDC se reakéni smés

podrobi dialyze a meziprodukt HA-ADH se ziska lyofilizaci.

K vodnému roztoku B-CD (100 mg/30 ml) se pridé aktivator
hydroxylovych  skupin, tetrafluorboritan 1-kyano-4-dimethylamino-
pyridinia (CDAP; 20 mg) v roztoku acetonitrilu (2 ml) s pridavkem
triethylaminu (0,2 mol; pH 7,8). Po uplynuti 2 minut se pfida vodny
roztok HA-ADH (90 mg/10 ml). Reakce se zastavi po uplynuti 2 hodin
pfidavkem ethanoaminu (2 ml). Reakéni smés se dialyzuje a produkt se
nasledné ¢&isti opakovanou ultrafiltraci a koneéné lyofilizaci (tento
postup je vhodny pro zavedeni jakékoliv homo-bifunkéni mezernikové

skupiny, obsahujici (dve) koncové aminové nebo hydrazinové skupiny).
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Priklad 2

Postup je stejny jako v Prikladu 1, ovéem misto B-cyklodextrinu
jsou pouzity «a-CD, y-CD nebo kterykoliv ze substituovanych
cyklodextrind, jako hydroxyethyl-B-CD, hydroxypropyl-g-CD, (&astedné
substituovany) sulfobutyl--CD a podobné.

Pfiklad 3

Pfiprava HA-B-CD derivatu za pouziti vazby prostfednictvim

aminové nebo hydrazinové skupiny

Pfi tomto pouziti se aminovy nebo hydrazinovy derivat B-CD
pfipravuje vyménou napfiklad tosylové skupiny. Reakce hyaluronové
kyseliny s aminovym nebo hydrazinovym derivatem B-CD probiha za
stejnych podminek, jaké byly popsany v Prikladu 1, tj. za pouziti
aktivace karboxylovych skupin hyaluronové kyseliny prostfednictvim
EDC.

Piiklad 4

Postup je stejny jako v Prikladu 3, ovéem misto B-CD se pouzivéa

o-CD nebo y-CD a podobné.
Priklad 5
Priprava derivatd HA-AMANT
Hyaluronovéa kyselina (130 mg) se rozpusti v pufru MES (0,05

mol/l; 20 ml; pH 5,5). K roztoku se za stalého michani prida amantadin,

tj. hydrochlorid 1-amino-adamantanu (AMANT; 270 mg), rozpustény v 35
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ml stejného pufru MES a nasledné se pfridd EDC, aktivator
karboxylovych skupin hyaluronové kyseliny (150 mg). Reakéni smés se
micha pfi teploté mistnosti po dobu pfiblizné 20 hodin. Hodnota pH se
udrzuje v rozmezi 6,0 az 6,5 za pouziti zfredéné HCI (0,01 mol/l). Po
skonCeni reakce se roztok zfiltruje (za pouziti filtraéniho papiru
"Whatman ¢. 3"), filtrat se dale d&isti opakovanou (pétinasobnou)
ultrafiltraci (za pouziti membrany "Amicon PM-10"). Vysledny produkt
(HA-AMANT) se ziska (s vytézkem 105 mg) lyofilizaci. Molekularni
parametry pripraveného derivatu HA-AMANT jsou uvedeny v Tabulce 1.

Pfiklad 6

Asociace/komplexace typu host-hostitel dvou derivatd hyaluronové

kyseliny (o vysoké molekulové hmotnosti)

HA-AMANT (syntetizovany tak, jak bylo popsano v Prikladu 5) a
HA-B-CD (a syntetizovany tak, jak bylo popsédno v "Cyclodextrin
derivative of hyaluronan®, L. Soltéz se spoluautory, Carbohydrate
Polymers 39, 17-24, 1999) byly rozpustény ve vodném roztoku chloridu
sodného (0,15 mol/l) a smiseny takovym zpUsobem, Ze jejich molarni
pomér [HA-AMANT]/[HA-B-CD] cinil 80 : 20 nebo 50 : 50. Hodnota
hmotnostné stfedni molekulové hmotnosti (M, ), ziskana pro ekvimolarni
smés téchto dvou biologickych polymert za pouziti MALLS, byla 556,0,
coz bylo vyznamné vy$si nez hodnoty M jednotlivych sloZek, stejné jako
prosty aritmeticky soucet jejich hodnot (Tabulka 1). Podobné
hodnota < Rg,>>" = 80,6 nm, stanovena pro ekvimolarni smés, byla
podstatné vyS$si nez tato hodnota ziskana u oddélenych Z&istych
makrobiomolekul, ktera ¢&inidla 23,8 (25,2) nm pro HA-AMANT a 40,2 nm

pro HA-B-CD.

Priklad 7
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Postup byl shodny s postupem, popsanym v Pfikladu 6, ale v
tomto zvlastnim pfipadé se roztok vzorku, pfipraveného podle popisu v
Piikladu 6, smisi s roztokem vzorku, pfipraveného postupem popsanym
v Prikladech 1 az 5.

Pfiklad 8

Asociace/komplexace typu host-hostitel derivatu HA-o-CD s

polyethylenglykolovym dendrimerem.

HA-a-CD (syntetizovany tak, jak bylo popsano v Pfikladu 1), o
molekulové hmotnosti 150 000, se rozpusti se vodném roztoku chloridu
sodného (0,15 mol/l) a smisi se s jinym roztokem chloridu sodného (0,15
mol/l) a polyethylenglykolového (PEG) dendrimeru (vyrabéného formou
Shearwater, USA) o molekulové hmotnosti 20 000. Hmotnosté stfedni
molekulova hmotnost ekvimolarni smési téchto dvou biopolymerl &ini
820 000.

Pfiklad 9

Asociace/komplexace typu host-hostitel polymerizovaného B-CD s
HA-AMANT.

Polymerizovany B-CD (vyréabény firmou CYCLOLAB, Madarsko), o
molekulové hmotnosti 135 000, se rozpusti ve vodném roztoku chloridu
sodneho (0,15 mol/l) a smisi se s jinym roztokem chloridu sodného
(0,15 mol/l) a HA-AMANT (pfipravenym tak, jak bylo popsano v Pfikladu
5) o molekulové hmotnosti 91 200. Hmotnostné stifedni molekulova

hmotnost ekvimolarni smési téchto dvou biopolymerl &ini 427 000.

.
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Molekularni parametry syntetizovanych (bio)polymerd mérenych

jednotlivé a po jejich spojeni/smiseni.

HA-B-CD HA-AMANT [HA-AMANT]/ | [HA-AMANTJ/

[HA-8-CD] | [HA-B-CD]
80:20 50:50

Parametr |SEC-MALLS|{SEC-MALLS| MALLS | MALLS MALLS

M, 302,9 156,1

M., 185,3 86,8 91,2 |293,0 556,0

M, 106,2 51,0

<Rg,2>"?| 40,2 23,8 252 | 69,6 80,6

(nm)

Z kvantitativniho hlediska hodnoty <Rg,*>"? stejné jako hodnoty

M.,

stanovené pro asociaty po smichani obou biopolymerd, vyznamné

piekroily tytéz hodnoty, uréené pro oddélené mérené makromolekularni
slozky. Vzhledem k tomu, ze v pfipadé jednoduchého sedéteni ([1] + [1]),
by hodnoty, ziskané pro parametry, mély velikost: <Rg,>"? = 64,0
(65,4) nm a M, = 272,1 (276,5), je potom sklon k vytvareni vétsich
obou typl makromolekularnich derivatu

agregatl po komplexaci

hyaluronové kyseliny vyznamny.

Zastupuje:




Y
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PATENTOVE NAROKY

1. Clathrat, vyznacdujici se tim, Ze je utvaren spojenim
- derivatu kyseliny hyaluronové (a),
- derivatu kyseliny hyaluronové, odliSnym od (a) a schopnym
vytvaret clathrat, a/nebo
- sloZkou neobsahujici ¢astici kyseliny hyaluronové, ale schopnou

vytvaret s (a) clathrat.

2. Clathrét podle naroku 1, vyznadujici se tim, zeje
zvoleny ze skupiny, sestavajici z:

- clathratu (A), pfiéemz slozkou (a) je derivat hyaluronové kyseliny s
cyklodextrinem a sloZzkou (b1) je hyaluronova kyselina s
amantadinem;

- clathrétu (B), pfiéemz sloZzkou (a) je hyaluronova kyselina s
cyklodextrinem a sloZzkou (b2) je vodou rozpustny pfirodni,
polosynteticky anebo synteticky polymer,

- clathratu (C), pricemz slozkou (a) je hyaluronova kyselina

s amantadinem a slozkou (b2) je polymerizovany cyklodextrin.

3. Clathrat podle naroku 2, vyznacujici se tim, ze
uvedeny derivat hyaluronové kyseliny s cyklodextrinem je zvolen ze
skupiny, sestavajici z derivatu hyaluronové kyseliny s cyklodextrinem,
ziskaného pfimou esterifikaci karboxylovych skupin hyaluronové
Kyseliny s cyklodextrinem a derivatu hyaluronové Kkyseliny s

cyklodextrinem, ziskaného pomoci mezernikové skupiny.

4. Clathrat podle naroku 3, vyznacd¢ujici se tim, zZe

uvedenou mezernikovou skupinou je dihydrazid kyseliny adipové.

5. Clathrat podle kteréh\akoliv znaroki2az4,vyznadcujici

s e t i m, Ze cyklodextrin je zvolen ze skupiny, sestavajici z:
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a-cyklodextrinu, B-cyklodextrinu, y-cyklodextrinu, propyl-B-cykliodextrinu,
sulfobuty!-B-cyklodextrinu, amino-f-cyklodextrinu nebo hydrazin-f-

cyklodextrinu.

6. Clathrat podle kteréhokoliv z narokG 1 az5,vyznacujici
s e tim, ze zminéné derivaty hyaluronové kyseliny maji stupen
substituce karboxylovych funkénich skupin v rozmezi od 0,5 do 50 %.

7. Clathrat podle naroku 6, vyznacujici se tim,ze

uvedeny stupen substituce je v rozmezi od 2 do 50 %.

8. Clathrat podle naroku 2, vyznacujici se tim, ze derivat
hyaluronové kyseliny s amantadinem ma stupen substituce v rozmezi od
0,5 do 25 %.

9. Clathrat podle naroku 8, vyznacujici se tim, ze
uvedeny derivat hyaluronové kyseliny ma stupen substituce v rozmezi
od 2 do 10 %.

10. Clathréat podle kteréhokoliv z naroki 1 az9, vyznacuji-
ci se tim, ze jako vychozi reagujici slouéenina je pouzivana
hyaluronové kyselina, majici molekulovou hmotnost v rozmezi od 100
do 2 000.

11. Clathrat podle naroku 2, vyznadcujici se tim, zeje

clathratem (A).

12. Clathrat podle naroku 11, vyznadcujici se tim, Ze ma
molekulovou hmotnost v rozmezi od 500 do 25 000 a molarni pomer
derivatu hyaluronové kyseliny s cyklodextrinem vuaéi derivatu

hyaluronové kyseliny s amantadinem v rozmezi od 10 : 90 do 90 : 10.
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13. Clathratovy komplex podle naroku 12, vyznadcujici se
t i m, ze ma molekulovou hmotnost v rozmezi od 2 000 do 20 000 a

molarni pomér v rozmezi od 80 : 20 do 50 : 50.

14. Clathrat podle naroku 2, zvoleny z clathratu (B), vyznacu -
jici se tim, ze uvedené pfirodni polymery, jez maji byt pouzity jako
slozka (b2), jsou zvoleny ze skupiny, sestavajici z kolagenu, spolecnych
srazenin kolagenu a glykosaminoglykanl, celulézy, polysacharidd,
agarozy, xanthanu, gellanu, soli nebo esterd kyseliny alginové,

polymannanu, polyglykand, skrobu a pfirodnich gum.

15. Clathrat podle néroku 14, vyznadujici se tim, ze
polosyntetické polymery, jez maji byt pouzity jako slozka (b2) v clathratu
(B), jsou zvoleny ze skupiny, sestavajici z kolagenu zesiténého
sitovacimi ¢&inidly, derivatd celuldézy, hyaluronové kyseliny, chitinu,
chitosanu, gellanu, xanthanu, pektinu nebo pektinové kyseliny,
polyglykand, polymannanu, agaru, agarézy, pfirodni gumy a

glykosaminoglykanda.

16. Clathrat podle naroku 14, vyznacujici se tim, ze

syntetické polymery jsou zvoleny ze skupiny sestavajici z poloxamerd.

17. Clathrat podle nédroku 16, vyznacujici se tim, ze

poloxamerem je polyethylenglykol o molekulové hmotnosti 2 000.

18. Clathréat podle naroku 2, vyznacujici se tim, zeje
zvolen =z clathratu (C) a polymerizovanym cyklodextrinem je

polymerizovany B-cyklodextrin, majici molekulovou hmotnost 91 200.

19. Lék, vyznadu j'i ci se tim, ze jako aktivni pfisadu

obsahuje clathratovy komplex\podle kteréhokoliv z nédroku 1 az 18.
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20. Lék podle naroku 19, vyznadujici se tim, 2e dale

obsahuje aktivni pfisadu o nizké molekulové hmotnosti.

21. Lék podle naroku 20, vyznadc¢ujici se tim, ze
uvedena aktivni pfisada je =zvolena ze skupiny, sestavajici z
nesteroidnich nebo steroidnich protizanétlivych 1ékl, antibiotik a

protinadorovych lékd.

22. Lék podle kteréhokoliv z ndrokll 20a 21, vyznadcujici

s e tim, Ze uvedenou aktivni prisadou je piroxicam.

23. Lék podle kteréhokoliv z narokd 20 az 22, vyznadcujici
s e tim, ze kromé uvedené aktivni pfisady, nebo misto ni, obsahuje

biologicky aktivni slou¢eninu a/nebo bunéény material.

24. Lék podle naroku 23, vyznadujici se tim Ze
uvedena biologicky aktivni siou€enina je zvolena ze skupiny, sestavajici

z rlstovych faktord, cytokinu.

25. Lék podle naroku 24, vyznac¢ujici se tim,ze
uvedeny bunéény materidl je zvolen ze skupiny, sestavajici z osteocytq,

chondrocytl, kmenovych bunék a mesenchymalnich bunék.

26. Derivat hyaluronové kyseliny s cyklodextrinem, vyzna ¢ u -

jici se tim, ze je ziskan prostrfednictvim mezernikové skupiny.

27. Derivat hyaluronové kyseliny podle naroku 26 vyznacuji-
ci se tim, Ze uvedenou mezernikovou skupinou je hydrazid kyseliny

adipové.

28. Zpusob vyroby deriﬂ\\/\étu hyaluronové kyseliny podle naroku 27,

vyznadujici se tim,ze zahrnuje kroky, v nichz :
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a) se vytvali pocateéni hydrazidova skupina (-CO-NH-NH) mezi
dihydrazidem kyseliny adipové /NH,-NHCO(CH2),CONH-NH,/ a

karboxylovymi skupinami pfedem aktivované hyaluronové kyseliny;

b) druha hydrazidova funkéni skupina (NH,-NHCO-) dihydrazidového
adipatového derivatu hyaluronové kyseliny z kroku (a) se poneché

reagovat s pfedem aktivovanym cyklodextrinem.

29. ZpuUsob vyrbby podle naroku 28, vyznadujici se tim,
ze krok (a) se provadi v pritomnosti vodného roztoku pufru tvofeného
2(N-morfolino)ethansulfonatem sodnym pfi pH 5,5 a k hyaluronové
kyseliné aktivované 1-ethyl-3(3-dimethylaminopropyl)karbodiimidem se

prida dihydrazid kyseliny adipové.

30. ZpUsob vyroby podle kteréhokoliv z narokl 28 nebo 29, vy z-
nadujici se tim, Ze krok (b) se provadi pfidanim derivatu
hyaluronové kyseliny s dihydrazidem kyseliny adipové, ziskanym z kroku
(a), k vodnému roztoku cyklodextrinu, pfedem aktivovaného
tetrafluorboritanem 1-kyano-4-dimethylaminopyridinia v acetonitrilu v

pfitomnosti triethylaminu a reakce se zastavi pfidavkem ethanolaminu.
31. Derivat hyaluronové kyseliny s amantadinem.

32. ZpUsob vyroby derivatu hyaluronové kyseliny podle naroku 31,
vyznadujici se tim, ze zahrnuje krok, v némz se vytvari
amidova vazba mezi pfedem aktivovanou hyaluronovou kyselinou a

amantadinem ve vodném roztoku v pritomnosti pufru.

33. ZplUsob vyroby podle naroku 32, vyznadujici se tim,

?e jako amantadinovy ™ aktivator se  pouziva 1-ethyl-3(3-
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dimethylaminopropyl)karbodiimid a jako pufr se pouziva 2(N-morfo-

lino)ethansulfonat sodny.

34. Farmaceuticky prostfedek, vyznacujici se tim,ze
obsahuje jako aktivni pfisadu derivat hyaluronové Kkyseliny podle
kteréhokoliv z néarokl 26 a 27 v kombinaci s vhodnymi pfidavnymi

latkami a/nebo fedidly.

35. Farmaceuticky prostfedek, vyznacdujici se tim, ze
obsahuje jako aktivni pfisadu derivat hyaluronové kyseliny podle naroku

31 v kombinaci v vhodnymi pomocnymi latkami a/nebo Fedidly.

36. Farmaceuticky prostiedek podle naroku 34 nebo 35, vyzna -
cujici se tim, ze je vhodny pro oralni, parenteralni a mistni

podavani.

37. Mistné nebo parenteralné podavany farmaceuticky prostredek,
vyznadcujici se tim,ze v kombinaci s vhodnymi pfidavnymi
latkami a/nebo fedidly obsahuje jako aktivni pfisadu derivat hyaluronové
kyseliny s cyklodextrinem, ziskany pfimou esterifikaci hyaluronove

kyseliny s cyklodextrinem.

38. Farmaceuticky prostfedek podle naroku 36 a 37, vy zn a ¢ u-
jici se tim, ze je ve formé injikovatelného nebo nitrokloubniho

roztoku.

39. Lék podle kteréhokoliv z narokt 19 az 25, vyznadcujici
se tim, 2eje ziskan spojenim dvou farmaceutickych prostfedkl ve
formé injikovatelnych roztokd, obsahujicich jako aktivni pfisadu derivat
hyaluronové kyseliny s cyklodextrinem, respektive derivat hyaluronové
kyseliny s amantadinem, c":im?je in situ ziskan clathrat (B) podle naroku
2.
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40. Lék podle naroku 39, vyznadujici se tim, ze dale
obsahuje aktivni pfisadu, biologicky aktivni slouéeninu a/nebo bunéény

material, vazané na cyklodextrin.

41. Farmaceuticky prostfedek s fizenym uvolfiovanim, vy z n a -
Cujici se tim, Ze obsahuje jako nosné ¢inidlo derivat hyaluronové

kyseliny s cyklodextrinem.

42. Farmaceuticky prostiedek s Fizenym uvolfovanim podle
naroku 41, vyznadujici se tim, 2e obsahuje aktivni pfisadu
nebo biologicky aktivni slouceninu pro [éébu poruch v oboru
dermatologie, oc¢niho lékafstvi, gynekologie, onkologie, cévniho

lekarstvi, neurologie, orthopedie a revmatologie.
43. Kontrastni média obsahujici radiaktivni slouc¢eninu, vy z n a-

Cujici se tim, tato radioaktivni slouéenina je sdruzena s derivatem

hyaluronové kyseliny s cyklodextrinem.

Zastupuje:




Obr. 1
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