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(54) Nazev prihlasky vynalezu:
Derivat kyseliny hyaluronové se sniZzenou
polaritou, zpusob jeho pripravy, kompozice
a pouZiti

(57)  Anotace:
Reseni se tyka piipravy derivatu kyseliny
hyaluronové, ktery ma nékteré karboxylové skupiny
(-COOH) nahrazené primarni hydroxylovou
skupinou (-CH,-OH). Postup pfipravy je zaloZzen na
aktivaci karboxylové skupiny pomoci ¢inidla 4-
(4,6-dimethoxy-1,3,5-triazin-2-yl)-4-
methylmorpholinium chlorid a nasledné redukci
s NaBHy. Derivaty kyseliny hyaluronové
pfipravené dle vynalezu jsou biokompatibilni a
biodegradovatelné, pficemz vykazuji zvysenou
odolnost vii¢i tepelné a enzymatické degradaci.

Vzorece pro anctaci (Z): Z=R'-(A)-(Bx-R

kde

A je struktumi fragment linedmiho fevézce:

HO'

B je strulcturni fragment [inearniho fetézce:

HO

R' je strukturni frazment konce linedmiko fetézce:

nebo

nebo

OH NHCOCH,

M miiFe bt vodik nebo libovolay katian alkalicksho kovu,

X je index oznalujici podet strukhurmich fragmenti A v ramei fatézce,

Y je index oznafujici podet strulcurnich fragmenti B v ramei fetézce, pfitems soucaené plaf, 2e:
- strulkchurni fragmenty A 2B jsou v Lineamim retézci rozmistény aihodné, a
- soudet inde) X + Y je v rozzabu 300 a2 2500, a

- pomirindexi X/ Yievrezmea 3/1azl 4
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Derivat kyseliny hyaluronové se snizenou polaritou, zpisob jeho piipravy, kompozice a
pouziti

Oblast techniky

Vynalez se tyka redukovaného derivatu kyseliny hyaluronové nebo jeji soli ve formé linearniho
fetézce se sniZzenou polaritou, ktera je zpisobena modifikaci karboxylové skupiny na primarni
alkohol podle strukturniho vzorce I:

R'-(A)x-(B)y-R* (D

kde A je strukturni fragment linearniho fetézce:

CH

N

OH NHCOCH

B je strukturni fragment linearniho fetézce:

NHCOCH 4

nebo

R? je strukturni fragment konce linearniho polymeru:
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GH NHCOCH , 5H

M mize byt vodik, libovolny kation kovu, naptiklad kation alkalického kovu,
X je index oznacujici pocet strukturnich fragmentli A v ramci fetézce,

Y je index oznacujici pocet strukturnich fragmentli B v ramci fetézce,
priéemzZ soucasné plati, Ze:

—  strukturni fragmenty A a B jsou v linearnim fetézci rozmistény nahodné, a
—  soucet indexdt X +Y je v rozsahu 500 az 2500, a
—  pomér indexit X/Y je v rozmezi 3/1 az 1/4.

Takto modifikovany polysacharid vykazuje zvySenou odolnost vii¢i tepelné a enzymatické
degradaci pfi soucasném zachovani bezpecnosti a biokompatibility typické pro nativni kyselinu
hyaluronovou.

Dale se vynalez tyka zplsobu pripravy polysacharidu podle strukturniho vzorce I, kde je
modifikace kyseliny hyaluronové uskute¢néna pomoci 4-(4,6-dimethoxy-1,3,5-triazin-2-yl)-4-
methylmorfolinium chloridu (DMTMM) a tetrahydridoboritanu sodného (NaBH4) ve smési
voda/acetonitril.

Dale se vynalez tyka pouziti polysacharidu podle strukturniho vzorce I v oblastech, kde jsou
vyzadovany tyto vlastnosti, nebo jejich kombinace:

— pouziti biokompatibilniho a biodegradovatelného polysacharidu;

— zvySena odolnost viici tepelné degradaci oproti nativni kyseliné hyaluronové;

— zvysena odolnost vii¢i enzymatické degradaci oproti nativni kyseliné hyaluronové;
— moZnost regulace rychlosti degradace;

— zvysena viskozita roztoki;

— snizena bobtnavost roztokovych nebo tuhych forem.

Dosavadni stav techniky

Kyselina hyaluronova

Kyselina hyaluronova nebo jeji sodna stl je nesulfatovany glykosaminoglykan slozeny ze
dvou opakujicich se jednotek D-glukuronové kyseliny a N-acetyl-D-glukosaminu (vzorec II).
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(In)

Molekulova hmotnost nativni kyseliny hyaluronové mize dosahnout v lidském organismu az
5000 kg.mol™!'. Tento polysacharid tvofi vyznamnou soudast pojivovych tkani, kiize a synovialni
tekutiny kloubi a hraje vyznamnou roli v fadé biologickych procest jako je hydratace, diferenciace
bunék a organizace proteoglykanti. Kyselina hyaluronova se v biologickych systémech pfirozené
vyskytuje, tudizZ je pfirozené bio-degradovatelna a bio-kompatibilni. Proto je vhodnym substratem
pro Sirokou skalu biomedicinskych aplikaci.

V dalSich kapitolach jsou popsané postupy, které modifikuji karboxylové skupiny u riznych typid
substratli (nizkomolekularni latky aZ polysacharidy) v protickych, aprotickych nebo solvent-free
podminkach, kdy v nékterych pripadech dochazi kinverzi konfigurace na uhliku vedle
karboxylové skupiny.

Z pohledu mozného pouziti reakénich podminek pro redukci hyaluronové kyseliny na derivat
obecného vzorce I je dllezité vzit v potaz:

— vhodnost rozpoustédla pro rozpusténi kyseliny hyaluronové;

— mozZnost, Ze reakéni podminky zplisobi kromé redukce karboxylu i1 vyznamnou degradaci
molekulové hmotnosti kyseliny hyaluronové;

— moZnost, Ze reakéni podminky zplisobi kromé redukce karboxylu i jiné modifikace kyseliny
hyaluronové (inverze konfigurace, reakce na hydroxylovych nebo amidickych skupinach).

Redukce karboxylovych kyselin s borany:

Efektivni redukci nizko-molekularnich alifatickych i1 aromatickych karboxylovych kyselin na
ptislusné alkoholy lze uskutecnit s nadbytkem (3 az 4 ekvivalenty) pinakol boranu pti 20 °C bez
ptitomnosti rozpoustédel a katalyzatoru (Harinath A. a kol: Chem. Comm., 10, 55, 1386-9, 2019).
Tento ptistup ale nelze pouzit pro molekuly obsahujici velké mnozstvi hydroxylovych skupin, které
by rychle reagovaly s boranem za vzniku vodiku.

Jednoduché alifatické alfa-hydroxy karboxylové kyseliny je mozné redukovat v tetrahydrofuranu
pomoci systému (NaBHs + 1), kde se predpoklada vznik diboranu B:Hg nebo jeho analogii
(Burgess K. a kol.: Tetrahedron Letters, 36, 16, 2725 az 2728, 1995).

V patentu (Getman D. P. a kol.: US 20026388132 byla popsana selektivni redukce alifatickych
karboxylovych kyselin, které ve své struktute obsahuji karbamatovou skupinu. Redukce na alkohol
probiha s boranem v tetrahydrofuranu.

Selektivni redukce alifatickych karboxylovych kyselin, které ve své struktufe obsahuji
hydroxylové skupiny a ethery byla popsana v ¢lanku (Murray J. a kol: Chem. Comm., 50, 88,
13608 az 13611, 2014). Reakce probiha 12 hodin pii 0 az 60 °C v inertni atmosféie a jako redukéni
¢inidlo byl pouzity systém (NaBHs + I») v tetrahydrofuranu.

Stejné cinidlo (NaBH4 + L)) bylo pouzito pro selektivni redukce alifatickych karboxylovych
kyselin, které ve své struktufe obsahuji hydroxylové skupiny a laktony (CN 110845454, 2020).
Reakce probiha 2 hodiny v tetrahydrofuranu pti 25 °C.
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Redukce alifatickych karboxylovych kyselin, které ve své struktute obsahuji éterické skupiny, byla
popsana v ¢lanku (Kano S. a kol: Synthesis, 9, 695 az 697, 1980). Jako ¢inidlo byly pouzité borany
generované systémem (NaBHs + TiCly). Reakce probiha 14 hodin v 1,2-dimethoxyethanu pti
20 °C.

Pouziti boranli generovanych systémem (NaBH4 + H,SO4) na redukei alifatickych karboxylovych
kyselin obsahujicich éterické skupiny byla popsana v patentu (Haldar P. a kol.: US 2011250454),
Reakce probihala 45 minut v tetrahydroforanu a diethyletheru v teplotnim rozmezi 0 az 35 °C.

Redukei alifatickych karboxylovych kyselin, které ve své struktufe obsahuji acetylové a jiné
esterové skupiny lze uskutecnit pomoci komplexu dimethylsulfid/boran v tetrahydrofuranu
(Williams S. J. a kol.: Journal of the American Chemical Society, 122, 10, 2223 az 2235, 2000).
Reakce probiha pii 20 °C s tim, Ze je pottebny delsi reakeni €as (az 72 hodin).

Obecneé lze konstatovat, Ze pti redukcich karboxylovych kyselin bud’ pfimo s borany, nebo s borany
v komplexu s dimethylsulfidem, nebo s borany generovanymi in situ, je pouZiti protickych
rozpoustédel nevhodné s ohledem na rychlou reakci boranii s vodikem rozpoustédla za vzniku
molekularniho vodiku. Tyto reakce probihaji efektivné bud’ v aprotickych systémech (étery), nebo
bez ptitomnosti rozpoustédla.

Redukce karboxylovych kyselin s aluminium hydridy

Redukei alifatickych karboxylovych kyselin, které ve své strukture obsahuji esterové skupiny, lze
uskutecnit pomoci dvou-krokové syntézy, kde se v prvnim kroku aktivuje karboxylova skupina
pomoci oxalyl dichloridu v N,N-dimethylformamidu, tetrahydrofuranu, dichlormethanu a
acetonitrilu pri -78 az + 20 °C, a v druhém kroku se aktivovana karboxylova skupina redukuje s
lithium tri-(terc-butoxy)aluminum hydridem v tetrahydrofuranu, dichlormethanu a acetonitrilu pfi
20 °C v case 1,5 hodiny (Chany A. C. a kol.: Organic and Biomolecular Chemistry, 13, 35, 9190
az 9193, 2015).

Redukei hexasacharidu kyseliny hyaluronové modifikované na karboxylu jako methyl ester byla
popsana v ¢lanku (Onoera K. a kol.: Agricultural and Biological Chem., 27, 2, 143 az 149, 1963).
Jako ¢inidlo bylo pouzito LiAlH4 v tetrahydrofuranu.

I pti redukcich karboxylovych kyselin s hydridy na bazi hliniku je pouziti protickych rozpoustédel
nevhodné s ohledem na rychlou reakci aluminium hydridd s vodikem rozpoustédla za vzniku
molekularniho vodiku. Redukce probihaji efektivné v aprotickych rozpoustédlech typu
tetrahydrofuran, dichlormethan anebo acetonitril.

Redukce karboxylovych kyselin s boron hydridy

Redukei alifatickych karboxylovych kyselin, které ve své struktufe obsahuji primarni aminy a
hydroxylové skupiny, lze uskutecnit pomoci aktivace karboxylu s chlortrimethylsilanem a
nasledné redukci s lithium borohydridem v tetrahydrofuranu pod inertni atmosférou (Jing, Q. a
kol.: Bioorganic and Medicinal Chemistry Letters, 23, 20, 5674 az 5679, 2013).

V ¢lanku (Montchamp J.-L. a kol.: Journal of the American Chemical Society, 114, 12,4453, 1992)
byla popsana redukce alifatickych karboxylovych kyselin, které ve své struktute obsahuji také
hydroxylové skupiny a étery, pomoci aktivace karboxylu s triethyl orthoformiatem a 4-
methylmorfolinem-N-oxidem. Nasledna redukce byla uskute¢néna pomoci NaBHs s oxidem
osmicelym v ethanolu a vodé. Jako vedlejsi produkt byla pozorovana racemizace v poloze alfa
karboxylu.
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NaBHs byl pouzit na redukci Siroké skaly karboxylovych kyselin po in situ aktivaci s ¢inidlem
benzotriazol-1-yloxytris(dimethylamino)fosfoniumhexafluorfosfat. ~Reakce probiha rychle
v mirnych podminkach v tetrahydrofuranu s pfidavkem N,N-diisopropylethylaminu za vzniku
alkoholil s vysokym vytézkem (McGeary R. P.: Tetrahedron Letters, 39, 3319 az 3322, 1998).

Karboxylové skupiny tetrasacharidu esterifikované na methyl estery, ktery obsahuji 1 nechranéné
hydroxylové skupiny, lze redukovat pomoci NaBH4 v methanolu. Redukee na ptislusny alkohol
probiha 1 hodinu pti 20 °C (D'Acquarica I. a kol.: Tetrahedron, 58, 51, 10127 az 10136, 2002).

Alifatické karboxylové kyseliny s obsahem amidickych a pyrazolovych skupin lze redukovat po
aktivaci s 1,1'-karbonyldiimidazolem pomoci NaBH4 v systému tetrahydrofuran, voda. Redukce
probiha pii 0 °C v ¢ase 30 minut (EP 20122511265).

Podobny pfistup byl popsan v ¢lanku (Stolz F. a kol.: European Journal of Organic Chemistry, 15,
3304 az 3312, 2004), kde byly alifatické karboxylové kyseliny obsahujici také etherové skupiny
redukovany pomoci NaBHs po aktivaci karboxylu s 1,1'-karbonyldiimidazolem. Reakce byla
uskute¢néna v systému ethanol, dichlormethan, N,N-dimethylformamid.

Redukce karboxylovych kyselin, které obsahuji také alkiny, ethery a N-heterocykly, byly popsany
v patentu (CN 112778310, 2021). Karboxyl byl aktivovan za vzniku methylesteru a nasledna
redukce byla uskute¢néna s NaBDy v tetrahydrofuranu po 2 hodinach pii 20 °C.

Disacharid s volnymi hydroxylovymi skupinami a s cholesterolem vazanym na redukujici konec
O-glykosidickou vazbou byl redukovan na karboxylu po jeho esterifikaci s diazomethanem
v methanolu. Jako ¢inidlo byl pouzit NaBH4 a reakce probihala 2 hodiny v methanolu pii okolni
teploté (Yoshikawa K. a kol.: Chemical and Pharmaceutical Bulletin, 46, 7, 1102 az 1107, 1998).

Ethylchlorformiat jako aktivacni ¢inidlo pro alifatické karboxylové kyseliny obsahujici v molekule
1 epoxidy byl pouzit také v patentu WO 2005/056548. Samotna aktivace je uskute¢néna
v dichlormethanu a nasledna redukce s NaBH, je provedena pti 0 az 20 °C s ptidavkem ethanolu.

Podobny byl postup i vdalsim patentu WO 2015/123133, kde se alifatické karboxylové
kyseliny obsahujici v molekule pyrazol aktivovaly pomoci ethylchlorformiatu v tetrahydrofuranu
a nasledna redukce s NaBH, pti 20 °C probéhla také s pridavkem ethanolu.

Kromé ethylchlorformiatu lze na aktivaci karboxylovych kyselin pouzit i jeho analogy jako
methylchlorformiat (CN 104672288, 2017), nebo isobutylchlorformiat (EP 20173239143). V obou
pripadech je aktivace uskute¢néna v tetrahydrofuranu a nasledna redukce s NaBHs probiha
v tetrahydrofuranu nebo v jeho smési s vodou.

Aktivaci karboxylovych kyselin, kde je v molekule pritomny oxazol 1ze uskutecnit pomoci SOCl,
v dichlormethanu. Nasledna redukce s LiB(Et);H, probiha v tetrahydrofuranu pfi teploté varu
(Kanemasa S., Onimura K., Tetrahedron, 48, 40, 8645 az 8658, 1992).

Aktivaci karboxylovych kyselin na monosacharidech, kde jsou vSechny hydroxylové skupiny
chranéné jako acetyly, lze uskutecnit pomoci PCls v diethyletheru (Soroka N. V. a kol.:
Carbohydrate Research, 340, 4, 539 az 546, 2005). Nasledna rychla redukce s NaBH4 probiha ve
smési tetrahydrofuran/voda pti 0 °C.

Pokud jsou ptitomné nechranéné hydroxylové skupiny, lze redukei karboxylu uskutecnit po
aktivaci s acetylchloridem. Nasledna redukce s NaBH4 probiha v ethanolu pfi nizsi teploté (Lundt
I. A kol: Tetrahedron, 50, 46, 13285 az 13298, 1994), (Lundt I. a kol: Synthesis, 7, 714 az 720,
1993).
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Obecné lze konstatovat, ze pri redukcich karboxylovych kyselin s hydridy na bazi boru je nutna
aktivace karboxylu na jeho reaktivnéjsi (elektrofilnéjsi) derivat. Aktivace probiha zpravidla
v aprotickych podminkach a nasledna redukce s NaBH4 probiha vétsinou ve smésich s protickymi
rozpoustédly typu methanol, ethanol nebo voda. Jako redukované substraty byly pouzity i1
slouceniny obsahujici hydroxylové a amidické skupiny.

Redukce po aktivaci karboxylt s halogenovanymi 1,3,5-triaziny:

Aktivaci alifatickych karboxylovych kyselin a N-chranénych aminokyselin 1ze uskutecnit spolu
s redukci pomoci NaBHs4 v jednom stupni reakce a bez rozpoustédla. Jako aktivator byla pouzita
smés 2,4,6-trichlor-1,3,5-triazinu a trifenylfosfinu (Subin J. a kol: RSC Adv., 4, 46947 az 46950,
2014).

Podobny ptistup byl popsany v ¢lanku, kde byl na aktivaci karboxylové kyseliny s obsahem
laktonu pouzit 2,4,6-trifluor-1,3,5-triazin v dichlormethanu pfi teplotach -20 az -10 °C a nasledna
rychla redukce pomoci NaBH, pti 20 °C (Kokotos G. a kol.: Journal of Organic Chemistry, 61, 20,
6994 az 6996, 1996).

Halogenované 1,3,5-triaziny jsou velmi reaktivni, a tudiz aktivace karboxylovych sloucenin
probiha v aprotickych systémech nebo bez rozpoustédla.

Enzymatické redukce

Alifatické karboxylové kyseliny s obsahem etherli a acetamidll 1ze redukovat ve vodé pomoci
enzymu Gloeosporium olivarum pii 27 °C. Reak¢ni ¢as 768 hodin je ale extrémné dlouhy, pficemz

byla pozorovana i racemizace alfa pozice redukovaného karbonylu (Tsuda Y. a kol.: Chemical and
Pharmaceutical Bulletin, 33, 5, 1955 az 1960, 1985).

Dalsi enzym schopny redukovat alifatické karboxylové kyseliny s obsahem éterickych skupin je
Glomerella cingulata. Tento enzym funguje pii 27 °C ve vodg, reakéni Cas je az 624 hodin, pficemz
byla pozorovana i racemizace alfa pozice karbonylu (Tsuda Y. a kol.: Agricultural and Biological
Chemistry, 48, 5, 1373 az 1374, 1984.

Pti pouziti enzymu Glomerella cingulata s ptidavkem KH>PO4, MgSOys, peptonu a sachardzy je
reak¢ni ¢as jenom 24 hodin ve vodé pti 27 °C (Tsuda Y.: Chemical and pharmaceutical bulletin,
35, 6, 2554 az 2557, 1987).

Obecné 1ze konstatovat, Ze redukce lze provést i v mirnych podminkach ve vodé pomoci enzymu,
avsak je nutné pocitat s delSim reakénim Casem a taky s racemizaci alfa pozice karbonylu.

Redukce polysacharidil po aktivaci s karbodiiminy

Aktivace karboxylové skupiny polysacharidli (heparin, chondroitin sulfat) s velkym nadbytkem 1-
ethyl-3-(3-dimethylaminopropyl)karbodiimidu a nasledna redukce s velkym nadbytkem NaBH4
byla popsana v ¢lanku (Inoue Y. a kol.: Carbohydrate Research, 111, 113 az 125, 1982). Reakce
probihaji ve vodé a mezi redukovanymi substraty nebyla zminéna kyselina hyaluronova.

Kyselina hyaluronova redukovana na karboxylu se stupném modifikace 20 % (pomér
redukovanych a neredukovanych disacharidi je 1/4), byla popsana jako produkt pfi analytickém
potvrzeni pritomnosti O-acylisomocoviny jako vedlejsiho produktu ptipravy amidii na karboxylu
kyseliny hyaluronové pomoci aktivace s 1-ethyl-3-(3-dimethylaminopropyl) karbodiimidem
(PonedelkinaI. Y. a kol.: Russian Journal of Bioorganic Chemistry, 31, 1, 82 az 86, 2005). Redukce
O-acylisomocoviny byla provedena s extrémnim nadbytkem NaBH,; (40nasobek hmotnosti
sacharidu). Reakce probiha pii teploté mistnosti 2,5 hodiny a pH se udrzuje na hodnotach 7 az 8§
ptidavkem 4molarniho roztoku HCIl. Racemizace v poloze alfa karboxylu a ani vliv reakénich
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podminek na degradaci molekulové hmotnosti kyseliny hyaluronové nebyly sledovany (hodnoty
molekulové hmotnosti nebyly uvedeny ani pro vstupni material).

V patentu (US 20050203056) je narokovana kyselina hyaluronovana, kde jsou -OH skupiny
sulfatované na skupinu -OSOs;Na v riznych polohach s vysokym stupném modifikace a soucasné
jsou redukovany vsechny karboxyly na primarni alkohol (stupeni modifikace 100 %). Struktura
narokovan¢ho materialu zahrnuje i racemizaci v poloze 5 sacharidického cyklu (poloha alfa
piivodni karboxylové kyseliny) a soucasné i pritomnost neredukovaného anomerniho konce
polysacharidu. V postupu ptipravy byl pouzit velky nadbytek 1-ethyl-3-(3-dimethylaminopropyl)
karbodiimidu jako aktivatoru (5 az 20 eq) a taky velky nadbytek NaBH4 (10 az 300eq), ptic¢emz
reakce probihala 2 hodiny pii teploté 50 °C a pH v rozmezi 4 a 5.

Pouziti acetonitrilu na aktivaci karboxyld nebo redukci s NaBH..

V ¢lanku (Petukhov P. A. a kol.: Tetrahedron, 53, 7, 2535 az 2550, 1997) byla popsana redukce
oximll s NaBHy v acetonitrilu,_kde vznikajici intermediat R=N-O-BH3Na reaguje s acetonitrilem
tak, Ze dva nebo tfi vodiky (vazané na atom boru) jsou nahrazeny skupinou -N=CH-CH3. Dochazi
tedy k adici nékteré z forem borohydridl na trojnou vazbu acetonitrilu. Autofi dokonce pozorovali
a prokazovali pomoci NMR i1 vznik komplexu ethylamin-BHj3 pfi vyssi teploté.

Pouziti acetonitrilu jako ko-solventu pti syntéze benzylamidl kyseliny hyaluronové pomoci
aktivace s déinidlem na  bazi 1,3,5-triazinu  (4-(4,6-dimethoxy-1,3,5-triazin-2-yl)-4-
methylmorfoliniumchlorid) bylo podrobné studovano v diplomové praci (Rydergren S.: Chemical
modification of Hyaluronan using DMTMM-activated amidation, 2013). Bylo pozorovano, ze
zvysujici se pritomnost acetonitrilu (0 az 30 % obj.) ve vodném fosfatovém pufru dramaticky
snizuje stupen modifikace na finalni benzylamid (pfi 0 % obj. acetonitrilu bylo dosazeno 35%
stupné modifikace a pii 30 % obj. acetonitrilu bylo dosazeno jenom 5% stupné modifikace). Vznik
amidll je podminén vznikem stejného reaktivniho intermediatu (achéma 1, ester) jako vznik
primarniho alkoholu pfi postupu narokovaném v tomto vynalezu (achéma 1).

R—NH,

Schéma 1.
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Obecné 1ze konstatovat, Ze polysacharidy na bazi kyseliny hyaluronové dle strukturniho vzorce I
nebyly dosud popsany. Zminény byly podobné polysacharidy s nizSim stupném modifikace anebo
s vyrazné niz8i molekulovou hmotnosti zplisobenou drsn€j$imi podminkami pouzitymi pfi
modifikaci (ptiklady 1 az 4). Uspésny zpiisob pripravy pouzitim aktivatoru (4-(4,6-dimethoxy-
1,3,5-triazin-2-yl)-4-methylmorfolinium chloridu v kombinaci s NaBH4 ve vodé a acetonitrilu je
prekvapivy z ditvodu mozné reakce acetonitrilu s NaBHs (Petukhov P. A. a kol.: Tetrahedron, 53,
7, 2535 az 2550, 1997) a taky z divodu potlaceni tvorby reaktivniho intermediatu - esteru
(Rydergren S.: Chemical modifikation of Hyaluronan using DMTMM-activated amidation, 2013)
nutného pro uspésnou redukei. Prekvapivost pouziti acetonitrilu jesté umocnuji priklady uvedené
v tomto vynalezu, které popisuji, Ze pritomnost jinych ko-solventi bud’ vyznamné snizuji stupen
modifikace, naptiklad DMF (ptiklad 7), terc-butanol (priklad 8), glycerol (ptiklad 9), ethylenglykol
(ptiklad 10) nebo zadny ko-solvent k vodé (priklad 6), anebo snizuji molekulovou hmotnost
tinalniho polymeru, naptiklad DMSO (priklad 15), formamid (priklad 11), methanol (ptiklad 12),
dioxan (ptiklad 13).

Tento vynalez teSi pfipravu a pouziti polysacharidu na bazi kyseliny hyaluronové se sniZenou
polaritou zpiisobenou vyménou polarnéjSich karboxylovych skupin za méné polarni primarni
alkoholy. Soucasné lze ocekavat, Ze nahrazeni glukuronové kyseliny za glukdzu ve struktute
polymeru bez jinych vedlejSich reakci (inverze konfigurace, reakce na hydroxylovych nebo
amidickych skupinach) umoznuje zachovat vysokou biokompatibilitu a biodegradabilitu. MoZnost
pripravit materidly s molekulovou hmotnosti az 1000 kg.mol! umoziuje aplikovat tento material
do oblasti, kde je vyzadovan del§i biokompatibilni polymer se zvySenou odolnosti vici
enzymatickému anebo termalnimu Stépeni, pripadné s nizsi bobtnavosti.

Podstata vynalezu

Predmétem vynalezu je derivat kyseliny hyaluronové nebo jeji soli, ktery ma formu linearniho
fetézce a ve kterém jsou nekteré karboxylové skupiny nahrazeny skupinou -CH,-OH podle
strukturniho vzorce I,

R'-(A)x-(B)y-R? ()

kde A je strukturni fragment linearniho fetézce:

CH

OH NHCOCH 5

B je strukturni fragment linearniho fetézce:
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OH
COO M
B = O
/‘\O .
OH NHCOCH 5

R! je strukturni fragment konce linearniho fetézce:

nebo

R? je strukturni fragment konce linearniho fetézce:

CH

OH
" oH

OH NHCOCH 4 oH

nebo

M miize byt vodik nebo libovolny kation alkalického kovu,

X je index oznacujici pocet strukturnich fragmentli A v ramci fetézce,

Y je index oznacujici pocet strukturnich fragmentli B v ramci fetézce,

ptri€emzZ soucasné plati, Ze:
— strukturni fragmenty A a B jsou v linearnim fetézci rozmistény nahodné, a
— soucet indext X +Y je v rozsahu 500 az 2500, a

— pomér indexdt X /Y je vrozmezi 3/1 az 1/4.

Derivat podle vynalezu lze pouzit pro viskosuplementace, dermalni vyplné proti vraskam, vyplné
fascii, o¢ni kapky, nebo pro ptipravu implantabilnich zdravotnickych prostiedka.

Dale se vynalez tyka zplsobu pripravy polysacharidu podle strukturniho vzorce I, kde je
modifikace kyseliny hyaluronové uskute¢néna pomoci aktivatoru 4-(4,6-dimethoxy-1,3,5-triazin-
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2-y1)-4-methylmorfoliniumchloridu (DMTMM) a tetrahydridoboritanu sodného (NaBH,) ve smési
voda a acetonitril, pfi€emZ pritomnost acetonitrilu hraje vyznamnou roli pro moznost dosaZeni
vy$$i molekulové hmotnosti a soucasné vyznamnéjsiho stupné modifikace. Konkrétné zpiisob
ptipravy spociva v tom, Ze se ptipravi vodny roztok kyseliny hyaluronové o molekulové hmotnosti
v rozmezi 400 az 2200 kg.mol™', s vyhodou 800 az 1400 kg.mol™, jehoZ koncentrace je v rozmezi
0,3 aZ 2 % hmotn., s vyhodou 0,7 az 1,3 % hmotn., pfida se acetonitril v mnozstvi 50 az 100 %,
s vyhodou 75 az 90 % objemu vodniho roztoku, pak se prida 4-(4,6-dimethoxy-1,3,5-triazin-2-yl)-
4-methylmorfoliniumchlorid v mnozstvi 0,7 az 2,3, s vyhodou 0,9 az 1,2 hmotnostniho ekvivalentu
vzhledem ke kyseliné hyaluronové a smés se nechéa reagovat 15 az 30 hodin, s vyhodou 20 az
25 hodin, pfi teploté 15 az 25 °C. Pak se pfida 0,5 az 2,3, s vyhodou 0,7 az 1,1 hmotnostniho
ekvivalentu NaBHj a roztok se micha 2 az 30 hodin, s vyhodou 4 az 8§ hodin pri teploté 15 az 25 °C.
Nasledné se do roztoku postupné ptidava kyselina octova az do dosazeni hodnoty pH v rozmezi
4,5 az 5,5 a smés se micha 1,5 az 3 hodiny pfi teploté¢ 15 az 25 °C. Finalni reakéni smés se pak
izoluje, naptiklad sraZenim, naptiklad isopropanolem, ethanolem, acetonem nebo acetonitrilem,
s vyhodou isopropanolem, nebo chromatograficky, za vzniku Zadaného redukovaného produktu ve
formé prasku.

Postup popsany v tomto vynalezu je oproti analogickym postuplim redukujicim karboxylové
skupiny polymert technologicky mnohem vyhodnéjsi hlavné z pohledu pouziti vyrazné mensiho
mnozstvi aktivatoru a redukéniho €inidla (fadové jeden ekvivalent oproti fadové desitkam az
stovkam ekvivalentil). Na prikladech uvedenych v tomto vynalezu (ptiklady 18 az 24) bylo taky
prokazano, ze kombinace aktivacniho ¢inidla DMTMM a acetonitrilu jako ko-solventu prekvapiveé
jako jedina dosahla vyznamné¢jSich stupnd modifikace (pomér indexi X/Y je vic nez 1/4, DS vic
nez 20 %, s vyhodou X/Y je alespon 1/3, 1j. DS alespoii 25 %) a soucasné vyrazné vysSich hodnot
molekulové hmotnosti (500 az 1000 kg.mol™"). Aplikace aktivaéniho ¢inidla DMTMM s jinymi ko-
solventy anebo aplikace standardniho aktivacniho ¢inidla EDC s riiznymi ko-solventy (vcetné
acetonitrilu) nebo bez ko-solventil, vede k materialim s molekulovou hmotnosti 20 az 200 kg.mol!
(priklady 7 az 17). Molekulova hmotnost vysledného produktu podle vynalezu je vyS$si nez
200 kg/mol a miize dosahnout az 1000 kg/mol, s vyhodou je v rozmezi 300 az 1000 kg/mol,
nejvyhodnéji 500 az 1000 kg/mol.

Vyse popsany postup lze na finalnim produktu opakovat pro ziskani vyssiho stupné modifikace a
soucasné¢ zachovani vysoké molekulové hmotnosti, a to 2 az Skrat.

Predmétem vynalezu jsou i kompozice obsahujici polysacharid podle strukturniho vzorce I, které
se vyznacuji zvySenou odolnosti vii¢i poklesu molekulové hmotnosti pfi plisobeni tepla anebo
enzym §tépicich kyselinu hyaluronovou. Rozdily v odolnosti oproti nativni kyseliné hyaluronové
jsou popsany v prikladech 45 a 46 (tepelna odolnost) a v prikladu 47 (enzymaticka odolnost).
Kompozice podle vynalezu obsahuje derivat kyseliny hyaluronové podle strukturniho vzorce I v
koncentraci 0,01 az 99 % a aditivum vybrané ze skupiny zahrnujici vodu, chlorid sodny, chlorid
vapenaty, glycerol, kyselinu hyaluronovou, chondroitin sulfat. V jednom provedeni ma kompozice
s vyhodou formu roztoku nebo gelu ve vodném rozpoustédle. Vodnym rozpoustédlem je minéna
napriklad ¢ista voda, nebo voda obsahujici jakékoliv chemicky nereaktivni ptisady typu léciva,
vitaminy, rlstové faktory, etanol, glycerol apod. V dalSim provedeni ma kompozice formu
pevného substratu, naptiklad lyofilizatu nebo prasku.

Dale se vynalez tyka pouziti polysacharidu strukturniho vzorce I v oblastech, kde jsou vyzadovany
tyto vlastnosti, nebo jejich kombinace:

— pouziti biokompatibilniho a biodegradovatelného polymeru;

— zvySena odolnost vii¢i tepelné degradaci oproti nativni kyseliné hyaluronové;

— zvysena odolnost vli¢i enzymatické degradaci oproti nativni kyseliné hyaluronové;
— moZnost regulace rychlosti degradace;

— zvysena viskozita roztoki;

— snizena bobtnavost roztokovych nebo tuhych forem.

-10 -
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Diky zvysené odolnosti je mozné finalni kompozice s vyhodou pouzit hlavné v aplikacich jako
viskosuplementace, dermalni vyplné proti vraskam, roztoky pro vyplné fascii, o¢ni kapky, roztoky
pro uchovavani kontaktnich ¢ocek, nebo pro pripravu implantabilnich zdravotnickych prostiedk.

Objasnéni vykresu

Obr. 1 — Vliv materialil pfipravenych podle ptikladi 20 a 23 na viabilitu fibroblasti 3T3.
Obr. 2 — Vliv materialil ptipravenych podle ptikladi 23 a 28 na viabilitu keratinocytii HaCaT.

Obr. 3 — Vliv materialii ptipravenych podle ptikladi 21 a 28 na viabilitu keratinocytll HaCaT po
vysuseni.

Obr. 4 — Porovnani rychlosti degradace 0,5 % roztokd materialii piipravenych podle ptikladi 20,
22 a 28 (plna cara) s nativni kyselinou hyaluronovou (pteruSovana ¢éara) po zahtivani na 80 °C ve
fosfatovém pufru (pH 7,4).

Obr. 5 — Porovnani rychlosti degradace materialu pripravené¢ho podle ptikladu 39 (plna céra)
s nativni kyselinou hyaluronovou (pferusovana cara) po zahtivani na 120 °C ve form¢ prasku.

Obr. 6 — Porovnani rychlost enzymatické degradace roztokit materialii ptipravenych podle prikladi
22 a 28 (plné cary) s nativni kyselinou hyaluronovou (pteruSované cary) po aplikaci enzymu
bovinni testikularni hyaluronidazy (BTH).

Obr. 7 — In vivo biokompatibilita a bezpecnost v subkutanni aplikaci materialii ptipravenych podle

ptikladd 21 a 37.

Priklady uskuteénéni vynalezu

DS = stupen substituce = 100 % * (molarni mnozstvi modifikované jednotky
polysacharidu)/(molarni mnoZstvi vSech jednotek polysacharidu);

ekv. = molarni ekvivalent vztazZeny na molarni mnozstvi disacharidu;

DMTMM = 4-(4,6-dimethoxy-1,3,5-triazin-2-yl)-4-methylmorfolinium chlorid;

EDC = 1-ethyl-3-(3-dimethylaminopropyl) karbodiimid;

HA = kyselina hyaluronova;

Mw = molekulova hmotnost;

NMR analyza (500 MHz, D,O/NaOD, 6 ppm): 3,16 (1H; cyklus glukézy, poloha 2);
BTH bovinni testikularni hyaluronidaza.

Zde pouzivany vyraz ekvivalent (ekv.) se vztahuje, neni-li uvedeno jinak, na opakujici se jednotku
ptislusného polysacharidu, naptiklad na disacharid kyseliny hyaluronové. Procenta se uvad¢ji jako
hmotnostni procenta, pokud neni uvedeno jinak. Molekulova hmotnost vychozich polysacharidi
je hmotnostné stfedni stanovena pomoci metody SECMALLS.

Soli kyseliny hyaluronové je minéna siil, ktera vznika z kyseliny hyaluronové po nahrazeni protonti
karboxylové skupiny jinymi kationty, naptiklad kationty alkalického kovu.

Priklad 1 (srovnavaci priklad)

Redukce kyseliny hyaluronové pomoci EDC a NaBH4 ve vodé

-11 -
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Do roztoku HA (100 mg, 1350 kg.mol™") v 15 ml vody se ptidavala HCI do pH 4,7. Potom se ptidal
EDC (448 mg), pricemZ se hodnota pH drzela na 4,7 postupnym piidavkem HCI. Smés se pak
michala 24 hodin pii 20 °C. Pak se ptidal desetkrat roztok NaBH4 (0,179 g v 2,5 ml vody, celkem
25 ml roztoku) a suspenze se michala dalsi 2 hodiny pii 50 °C. Nésledn¢ se k roztoku ptidala HCI
do pH 7,0 a smés se micha 2 hodiny pii 20 °C. Vysledny roztok se pak dialyzoval a nasledné¢
odpafil za sniZeného tlaku, tuhy podil se odfiltroval a susil za snizeného tlaku. Produkt byl
analyzovan pomoci NMR, DS 85 % a SECMALLS, Mw 32 kg.mol .

Priklad 2 (srovnavaci priklad)

Redukce kyseliny hyaluronové pomoci EDC a NaBH4 ve vodé

Do roztoku HA (100 mg, 1800 kg.mol ') v 10 ml vody se ptidal EDC (100 mg), pficemz se hodnota
pH drZela na 4,5 postupnym ptidavkem HCI. Smés se pak michala 2 hodiny pti 20 °C. Pak se pridal
NaBH, (300 mg) a suspenze se michala dalsi 2 hodiny pti 20 °C. Vysledny roztok se pak dialyzoval
a nasledné odpafil za snizeného tlaku, tuhy podil se odfiltroval a susil za sniZeného tlaku. Produkt
byl analyzovan pomoci NMR, DS 77 % a SECMALLS, Mw 137 kg.mol ..

Priklad 3 (srovnavaci priklad)

Redukce kyseliny hyaluronové pomoci EDC a NaBH4 ve vodé

Do roztoku HA (100 mg, 1800 kg.mol ™) v 10 ml vody se ptidal EDC (300 mg), pficemz se hodnota
pH drZela na 4,5 postupnym ptidavkem HCI. Smés se pak michala 2 hodiny pti 20 °C. Pak se pridal
NaBH, (300 mg) a suspenze se michala dalsi 2 hodiny pti 20 °C. Vysledny roztok se pak dialyzoval
a nasledné odpafil za snizeného tlaku, tuhy podil se odfiltroval a susil za snizeného tlaku. Produkt
byl analyzovan pomoci NMR, DS 77 % a SECMALLS, Mw 63 kg.mol ..

Priklad 4 (srovnavaci priklad)

Redukce kyseliny hyaluronové pomoci EDC a NaBH4 ve vodé a acetonitrilu

Do roztoku HA (100 mg, 1800 kg.mol ) v 10 ml vody a 8,6 ml acetonitrilu se pfidal EDC (300 mg),
pticemz se hodnota pH drzela na 4,5 postupnym ptidavkem HCI. Smés se pak michala 2 hodiny
pti 20 °C. Pak se ptidal NaBH4 (100 mg) a suspenze se michala dalsi 2 hodiny pti 20 °C. Vysledny
roztok se pak dialyzoval a nasledné odparil za snizeného tlaku, tuhy podil se odfiltroval a susil za
snizeného tlaku. Produkt byl analyzovan pomoci NMR, DS 77 % a SECMALLS, Mw 44 kg.mol .

Priklad 5 (srovnavaci priklad)

Redukce kyseliny hyaluronové pomoci DMTMM a NaBH4 ve vodé

Do roztoku HA (10 mg, 180 kg.mol ™) v 0,7 ml vody se ptidal DMTMM (10 mg) a smés se michala
24 hodin pti 20 °C. Pak se ptida NaBH4 (10 mg) a roztok se micha dalSich 20 hodin pii 20 °C.
Nasledné se k roztoku pridava CH;COOH do pH 4,9 a smés se micha 2 hodiny pti 20 °C. Vysledny

roztok se pak srazi 3 ml isopropanolu, tuhy podil se filtruje a susi za snizeného tlaku. Produkt byl
analyzovan pomoci NMR, DS 20 %.

Priklad 6 (srovnavaci priklad)
Redukce kyseliny hyaluronové pomoci DMTMM a NaBH, ve vodé
Do roztoku HA (10 mg, 1350 kg.mol™?) v 0,7 ml vody se ptidal DMTMM (10 mg) a smés se

michala 24 hodin pii 20 °C. Pak se pridal NaBH4 (10 mg) a roztok se michal dalsich 20 hodin pfi
20 °C. Nasledné¢ se k roztoku ptidala CH;COOH do pH 5,0 a smés se michala 2 hodiny pii 20 °C.
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Vysledny roztok se pak vysrazel 3 ml isopropanolu, tuhy podil se odfiltroval a susil za snizeného
tlaku. Produkt byl analyzovan pomoci NMR, DS 9 %.

Priklad 7 (srovnavaci priklad)
Redukce kyseliny hyaluronové pomoci DMTMM a NaBH4 ve vodé a DMF

Do roztoku HA (10 mg, 1350 kg.mol™") v I ml vody a 0,86 ml DMF se ptidal DMTMM (10 mg) a
smés se michala 24 hodin pti 20 °C. Pak se pfidal NaBH4 (10 mg) a roztok se michal dalsich
20 hodin pti 20 °C. Nasledné se k roztoku ptidala CH3COOH do pH 5,0 a smés se michala 2 hodiny

pti 20 °C. Vysledny roztok se pak vysrazel 3 ml isopropanolu, tuhy podil se odfiltroval a susil za
snizeného tlaku. Produkt byl analyzovan pomoci NMR, DS 22 %.

Priklad 8 (srovnavaci priklad)
Redukce kyseliny hyaluronové pomoci DMTMM a NaBH, ve vode¢ a terc-butanolu

Do roztoku HA (10 mg, 1350 kg.mol™") v I ml vody a 0,86 ml terc-butanolu se ptidal DMTMM
(10 mg) a smés se michala 24 hodin pti 20 °C. Pak se ptidal NaBH4 (10 mg) a roztok se michal
dalsich 20 hodin pti 20 °C. Nasledné se k roztoku ptidala CH:COOH do pH 5,1 a smés se michala

2 hodiny pfi 20 °C. Vysledny roztok se pak vysrazel 3 ml isopropanolu, tuhy podil se odfiltroval a
susil za snizeného tlaku. Produkt byl analyzovan pomoci NMR, DS 15 %.

Priklad 9 (srovnavaci priklad)
Redukce kyseliny hyaluronové pomoci DMTMM a NaBH, ve vodé a glycerolu

Do roztoku HA (10 mg, 1350 kg.mol") v 1 ml vody a 0,86 ml glycerolu se ptidal DMTMM (10 mg)
a smés se michala 24 hodin pti 20 °C. Pak se pridal NaBH4 (10 mg) a roztok se michal dalSich 20
hodin pii 20 °C. Nasledné¢ se k roztoku ptidala CH3COOH do pH 4,5 a smés se michala 2 hodiny
pti 20 °C. Vysledny roztok se pak vysrazel 3 ml isopropanolu, tuhy podil se odfiltroval a susil za
snizeného tlaku. Produkt byl analyzovan pomoci NMR, DS 7 %.

Priklad 10 (srovnavaci priklad)
Redukce kyseliny hyaluronové pomoci DMTMM a NaBH4 ve vodé a ethylenglykolu

Do roztoku HA (10 mg, 1350 kg.mol!) v 1 ml vody a 0,86 ml ethylenglykolu se ptidal DMTMM
(10 mg) a smés se michala 24 hodin pti 20 °C. Pak se ptidal NaBH4 (10 mg) a roztok se michal
dalsich 20 hodin pii 20 °C. Nasledné se k roztoku pridala CH3COOH do pH 4,7 a smés se micha

2 hodiny pii 20 °C. Vysledny roztok se pak vysrazel 3 ml isopropanolu, tuhy podil se odfiltroval a
susil za snizeného tlaku. Produkt byl analyzovan pomoci NMR, DS 14 %.

Priklad 11 (srovnavaci priklad)

Redukce kyseliny hyaluronové pomoci DMTMM a NaBH, ve formamidu

Do roztoku HA (10 mg, 1350 kg.mol!) v 1 ml formamidu se ptidal DMTMM (10 mg) a smés se
michala 24 hodin pii 20 °C. Pak se ptidal NaBH4 (10 mg) a roztok se michal dalsich 20 hodin pfi
20 °C. Nasledn¢ se k roztoku pridalo 0,02 ml CH:COOH a smés se michala 2 hodiny pti 20 °C.
Vysledny roztok se pak vysrazel 3 ml isopropanolu, tuhy podil se odfiltroval a susil za snizeného

tlaku. Produkt byl analyzovan pomoci NMR, DS 43 % a Mw 142 kg.mol.

Priklad 12 (srovnavaci priklad)
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Redukce kyseliny hyaluronové pomoci DMTMM a NaBH, ve vodé a methanolu

Do roztoku HA (10 mg, 1350 kg.mol™') v 1 ml vody a 0,86 ml methanolu se ptidal DMTMM
(10 mg) a smés se michala 24 hodin pti 20 °C. Pak se ptidal NaBHs4 (10 mg) a roztok se michal
dalsich 20 hodin pti 20 °C. Nasledné se k roztoku ptidala CH:COOH do pH 5,0 a smés se michala
2 hodiny pfti 20 °C. Vysledny roztok se pak vysrazel 3 ml isopropanolu, tuhy podil se odfiltroval a
susil za sniZeného tlaku. Produkt byl analyzovan pomoci NMR, DS 39 % a Mw 126 kg.mol™'.

Priklad 13 (srovnavaci priklad)
Redukce kyseliny hyaluronové pomoci DMTMM a NaBHj, ve vodé a dioxanu

Do roztoku HA (10 mg, 1350 kg.mol') v 1 ml vody a 0,86 ml dioxanu se ptidal DMTMM (10 mg)
a smés se michala 24 hodin pti 20 °C. Pak se pridal NaBH4 (10 mg) a roztok se michal dalSich
20 hodin pti 20 °C. Nasledné se k roztoku ptidala CH3COOH do pH 5,3 a smés se michala 2 hodiny
pti 20 °C. Vysledny roztok se pak vysrazel 3 ml isopropanolu, tuhy podil se odfiltroval a susil za
snizeného tlaku. Produkt byl analyzovéan pomoci NMR, DS 33 % a Mw 196 kg.mol .

Priklad 14 (srovnavaci priklad)
Redukce kyseliny hyaluronové pomoci DMTMM a NaBH, ve vodeé a tetrahydrofuranu

Do roztoku HA (10 mg, 1350 kg.mol!) v I ml vody a 0,86 ml tetrahydrofuranu se ptidal DMTMM
(10 mg) a smés se michala 24 hodin pti 20 °C. Pak se ptidal NaBH4 (10 mg) a roztok se michal
dalsich 20 hodin pti 20 °C. Nasledné se k roztoku ptidala CH:COOH do pH 5,1 a smés se michala
2 hodiny pfi 20 °C. Vysledny roztok se pak vysrazel 3 ml isopropanolu, tuhy podil se odfiltroval a
susil za snizeného tlaku. Produkt byl analyzovan pomoci NMR, DS 24 %.

Priklad 15 (srovnavaci priklad)

Redukce kyseliny hyaluronové pomoci DMTMM a NaBH4 ve vodé a DMSO

Do roztoku HA (1 g, 1350 kg.mol ™) v 140 ml vody a 100 ml DMSO se ptidal DMTMM (2 g) a
smés se michala 24 hodin pti 20 °C. Pak se pridal NaBH, (2 g) a roztok se michal dalSich 20 hodin
pti 20 °C. Nasledné se k roztoku ptidala CH;COOH do pH 5,4 a smés se michala 2 hodiny pfi

20 °C. Vysledny roztok se pak vysrazel 350 ml isopropanolu, tuhy podil se odfiltroval a susil za
snizeného tlaku. Produkt byl analyzovan pomoci NMR, DS 43 % a SECMALLS, Mw 186 kg.mol
1

Priklad 16 (srovnavaci priklad)

Redukce kyseliny hyaluronové pomoci DMTMM a NaBH4 ve vodé a DMSO

Do roztoku redukované HA ptipravené podle predchazejiciho prikladu (500 mg, 186 kg.mol ™)
v 70 ml vody a 50 ml DMSO se ptidal DMTMM (1 g) a smés se michala 24 hodin pii 20 °C. Pak
se pridal NaBHs (1 g) a roztok se michal dalSich 20 hodin pti 20 °C. Nasledn¢ se k roztoku pridala
CH3;COOH do pH 5,4 a smés se michala 2 hodiny pti 20 °C. Vysledny roztok se pak vysrazel
250 ml isopropanolu, tuhy podil se odfiltroval a susil za snizené¢ho tlaku. Produkt byl analyzovan
pomoci NMR, DS 61 % a SECMALLS, Mw 128 kg.mol™.

Priklad 17 (srovnavaci priklad)

Redukce kyseliny hyaluronové pomoci DMTMM a NaBH4 ve vodé a DMSO
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Do roztoku HA (500 mg, 1350 kg.mol™) v 70 ml vody a 50 ml DMSO se ptidal DMTMM (1 g) a
smés se michala 24 hodin pti 20 °C. Pak se ptidal NaBH4 (1 g) a roztok se michal dalSich 20 hodin
pti 20 °C. Nasledné se k roztoku ptidala CH;COOH do pH 5,2 a smés se michala 2 hodiny pfi
20 °C. Vysledny roztok se pak vysrazel 250 ml isopropanolu, tuhy podil se odfiltroval a susil za
snizeného tlaku. Produkt byl analyzovan pomoci NMR, DS 42 % a SECMALLS, Mw 198 kg.mol .

Priklad 18

Redukce kyseliny hyaluronové pomoci DMTMM a NaBHj, ve vodé a acetonitrilu

Do roztoku HA (100 mg, 1350 kg.mol™") v 14 ml vody a 8 ml acetonitrilu se ptidal DMTMM
(100 mg) a smés se michala 24 hodin pti 20 °C. Pak se pridal NaBH4 (100 mg) a roztok se michal
dalsich 20 hodin pti 20 °C. Nasledné se k roztoku ptidala CH;COOH do pH 5,1 a smés se michala
2 hodiny pfti 20 °C. Vysledny roztok se pak vysrazel 35 ml isopropanolu, tuhy podil se odfiltroval
a susil za snizeného tlaku. Produkt byl analyzovan pomoci NMR, DS 25 % a SECMALLS, Mw
922 kg.mol™.

Priklad 19
Redukce kyseliny hyaluronové pomoci DMTMM a NaBHj, ve vodé a acetonitrilu

Do roztoku HA (1 g, 1350 kg.mol ™) v 100 ml vody a 86 ml acetonitrilu se ptidal DMTMM (1 g) a
smés se michala 24 hodin pti 20 °C. Pak se ptidal NaBHs (1 g) a roztok se michal dalSich 20 hodin
pti 20 °C. Nasledné se k roztoku ptidala CH;COOH do pH 5,5 a smés se michala 2 hodiny pfi
20 °C. Vysledny roztok se pak vysrazel 350 ml isopropanolu, tuhy podil se odfiltroval a susil za
snizeného tlaku. Produkt byl analyzovan pomoci NMR, DS 30 % a SECMALLS, Mw 872 kg.mol .

Priklad 20
Redukce redukované kyseliny hyaluronové pomoci DMTMM a NaBH4 ve vodé a acetonitrilu

Do roztoku redukované HA piipravené podle pfedchazejiciho piikladu (500 mg, 872 kg.mol™)
v 50 ml vody a 43 ml acetonitrilu se pfidal DMTMM (500 mg) a smés se michala 24 hodin pfi
20 °C. Pak se ptidal NaBH4 (500 mg) a roztok se michal dalsich 20 hodin pii 20 °C. Nasledn¢ se
k roztoku ptidala CH:COOH do pH 5,5 a smés se michala 2 hodiny pii 20 °C. Vysledny roztok se
pak vysrazel 35 ml isopropanolu, tuhy podil se odfiltroval a susil za snizeného tlaku. Produkt byl
analyzovan pomoci NMR, DS 50 % a SECMALLS, Mw 690 kg.mol!.

Priklad 21

Redukce kyseliny hyaluronové pomoci DMTMM a NaBHj, ve vodé a acetonitrilu

Do roztoku HA (1 g, 1350 kg.mol™") ve 100 ml vody a 86 ml acetonitrilu se ptidal DMTMM (1 g)
asmés se michala 15 hodin pti 25 °C. Pak se ptidal NaBH, (1 g) a roztok se michal dal$ich 15 hodin
pii 25 °C. Nasledné se k roztoku pridala CH3COOH do pH 4,5 a smés se michala 2 hodiny pfi
20 °C. Vysledny roztok se pak vysrazel 350 ml isopropanolu, tuhy podil se odfiltroval a susil za
snizeného tlaku. Produkt byl analyzovan pomoci NMR, DS 29 % a SECMALLS, Mw 823 kg.mol .
Priklad 22

Redukce kyseliny hyaluronové pomoci DMTMM a NaBHj, ve vodé a acetonitrilu

Do roztoku HA (500 mg, 1350 kg.mol™) v 50 ml vody a 43 ml acetonitrilu se pfidal DMTMM

(500 mg) a smés se michala 24 hodin pti 20 °C. Pak se pridal NaBH4 (500 mg) a roztok se michal
dalsich 30 hodin pti 15 °C. Nasledné se k roztoku ptidala CH:COOH do pH 4,8 a smés se michala

=15 -



20

25

30

35

40

45

50

CZ 2021 - 563 A3

3 hodiny pti 15 °C. Vysledny roztok se pak vysrazel 250 ml isopropanolu, tuhy podil se odfiltroval
a susil za snizeného tlaku. Produkt byl analyzovan pomoci NMR, DS 31 % a SECMALLS, Mw
886 kg.mol!.

Priklad 23
Redukce kyseliny hyaluronové pomoci DMTMM a NaBHj, ve vodé a acetonitrilu

Do roztoku HA (10 g, 1350 kg.mol™!) v 1000 ml vody a 860 ml acetonitrilu se ptidal DMTMM
(10 g) a smés se michala 24 hodin pti 20 °C. Pak se ptidal NaBH4 (10 g) a roztok se michal dalSich
20 hodin pi#i 20 °C. Nasledné se k roztoku pridala CH3COOH do pH 4,9 a smés se michala
1,5 hodiny pii 25 °C. Vysledny roztok se pak vysrazel 3000 ml isopropanolu, tuhy podil se
odfiltroval a susil za sniZzené¢ho tlaku. Produkt byl analyzovan pomoci NMR, DS 29 % a
SECMALLS, Mw 850 kg.mol .

Priklad 24

Redukce kyseliny hyaluronové pomoci DMTMM a NaBHj, ve vodé a acetonitrilu

Do roztoku HA (10 g, 1350 kg.mol!) v 1000 ml vody a 860 ml acetonitrilu se ptidal DMTMM
(10 g) a smés se michala 30 hodin pti 15 °C. Pak se ptidal NaBH4 (10 g) a roztok se michal dalSich
30 hodin pri 15 °C. Nasledné se k roztoku pridala CH;COOH do pH 4,9 a smés se michala 2 hodiny
pii 20 °C. Vysledny roztok se pak vysrazel 250 ml isopropanolu, tuhy podil se odfiltroval a susil
za snizeného tlaku. Produkt byl analyzovan pomoci NMR, DS 30 % a Mw 888 kg.mol™.

Priklad 25
Redukce kyseliny hyaluronové pomoci DMTMM a NaBHj, ve vodé a acetonitrilu

Do roztoku HA (10 g, 1800 kg.mol") v 1000 ml vody a 860 ml acetonitrilu se ptidal DMTMM
(10 g) a smés se michala 24 hodin pti 20 °C. Pak se ptidal NaBH4 (10 g) a roztok se michal dalSich
20 hodin pfi 20 °C. Nasledné se k roztoku ptidala CH3COOH do pH 5,1 a smés se michala 2 hodiny
pti 20 °C. Vysledny roztok se pak vysrazel 3000 ml isopropanolu, tuhy podil se odfiltroval a susil
za snizeného tlaku. Produkt byl analyzovan pomoci NMR, DS 26 % a Mw 877 kg.mol™".

Priklad 26

Redukce redukované kyseliny hyaluronové pomoci DMTMM a NaBH,4 ve vodé¢ a acetonitrilu

Do roztoku redukované HA ptipravené podle ptikladu 25 (9,6 g) v 1000 ml vody a 860 ml
acetonitrilu se ptidal DMTMM (10 g) a smés se michala 24 hodin pri 20 °C. Pak se ptidal NaBH4
(10 g) a roztok se michal dalSich 20 hodin pti 20 °C. Nasledné se k roztoku pridala CH3COOH do
pH 4,9 a smés se michala 2 hodiny pri 20 °C. Vysledny roztok se pak vysrazel 3000 ml
isopropanolu, tuhy podil se odfiltroval a susil za snizeného tlaku. Produkt byl analyzovan pomoci
NMR, DS 43 % a Mw 729 kg.mol ™.

Priklad 27

Redukce redukované kyseliny hyaluronové pomoci DMTMM a NaBH, ve vodé a acetonitrilu

Do roztoku redukované HA (9,2 g) ptipravené podle ptikladu 26 v 1000 ml vody a 860 ml
acetonitrilu se ptidal DMTMM (10 g) a smés se michala 24 hodin pri 20 °C. Pak se pridal NaBH4

(10 g) a roztok se michal dalsich 20 hodin pti 20 °C. Nasledné se k roztoku pridava CH3COOH do
pH 5,2 a smés se michala 2 hodiny pri 20 °C. Vysledny roztok se pak vysrazel 3000 ml
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isopropanolu, tuhy podil se odfiltroval a susil za snizeného tlaku. Produkt byl analyzovan pomoci
NMR, DS 54 % a Mw 605 kg.mol ™.

Priklad 28
Redukce redukované kyseliny hyaluronové pomoci DMTMM a NaBH, ve vodé a acetonitrilu

Do roztoku redukované HA (9,0 g) ptfipravené podle ptikladu 27 v 1000 ml vody a 860 ml
acetonitrilu se pridal DMTMM (10 g) a smés se michala 24 hodin pri 20 °C. Pak se pridal NaBHy
(10 g) a roztok se michal dalsich 20 hodin pti 20 °C. Nasledné se k roztoku pridala CH3COOH do
pH 5,1 a smés se michala 2 hodiny pfi 20 °C. Vysledny roztok se pak vysrazel 3000 ml
isopropanolu, tuhy podil se odfiltroval a susil za snizeného tlaku. Produkt byl analyzovan pomoci
NMR, DS 62 % a SECMALLS, Mw 510 kg.mol .

Priklad 29
Redukce kyseliny hyaluronové pomoci DMTMM a NaBHj, ve vodé a acetonitrilu

Do roztoku HA (10 mg, 1350 kg.mol™) v 1 ml vody a 0,86 ml acetonitrilu se pfidal DMTMM
(15 mg) a smés se michala 24 hodin pti 20 °C. Pak se ptidal NaBH4 (10 mg) a roztok se michal
dalsich 20 hodin pti 20 °C. Nasledné se k roztoku ptidala CH;COOH do pH 5,1 a smés se michala
2 hodiny pfi 20 °C. Vysledny roztok se pak vysrazel 3 ml isopropanolu, tuhy podil se odfiltroval a
susil za sniZeného tlaku. Produkt byl analyzovan pomoci NMR, DS 35 % a Mw 715 kg.mol ™.

Priklad 30
Redukce kyseliny hyaluronové pomoci DMTMM a NaBHj, ve vodé a acetonitrilu

Do roztoku HA (10 mg, 1350 kg.mol™) v 1 ml vody a 0,86 ml acetonitrilu se ptidal DMTMM
(7 mg) a smés se michala 24 hodin pii 20 °C. Pak se ptidal NaBH4 (10 mg) a roztok se michal
dalsich 20 hodin pti 20 °C. Nasledné se k roztoku ptidala CH:COOH do pH 5,1 a smés se michala
2 hodiny pfi 20 °C. Vysledny roztok se pak vysrazel 3 ml isopropanolu, tuhy podil se odfiltroval a
susil za sniZeného tlaku. Produkt byl analyzovan pomoci NMR, DS 21 % a Mw 898 kg.mol™!.

Priklad 31
Redukce kyseliny hyaluronové pomoci DMTMM a NaBHj, ve vodé a acetonitrilu

Do roztoku HA (10 mg, 1350 kg.mol™) v 1 ml vody a 0,86 ml acetonitrilu se pfidal DMTMM
(10 mg) a smés se michala 24 hodin pti 20 °C. Pak se ptidal NaBH4 (15 mg) a roztok se michal
dalsich 20 hodin pri 20 °C. Nasledné se k roztoku ptidala CH:COOH do pH 5,2 a smés se michala
2 hodiny piti 20 °C. Vysledny roztok se pak vysrazel 3 ml isopropanolu, tuhy podil se odfiltroval a
susil za snizeného tlaku. Produkt byl analyzovan pomoci NMR, DS 26 % a Mw 812 kg.mol™".

Priklad 32
Redukce kyseliny hyaluronové pomoci DMTMM a NaBHj, ve vodé a acetonitrilu

Do roztoku HA (10 mg, 1350 kg.mol™) v 1 ml vody a 0,86 ml acetonitrilu se pfidal DMTMM
(10 mg) a smés se michala 24 hodin ptfi 20 °C. Pak se ptidal NaBH,4 (5 mg) a roztok se michal
dalsich 20 hodin pti 20 °C. Nasledné se k roztoku ptidala CH:COOH do pH 5,2 a smés se michala
2 hodiny pii 20 °C. Vysledny roztok se pak vysrazel 3 ml isopropanolu, tuhy podil se odfiltroval a
susil za snizeného tlaku. Produkt byl analyzovan pomoci NMR, DS 25 % a Mw 902 kg.mol ™.
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Priklad 33
Redukce kyseliny hyaluronové pomoci DMTMM a NaBHj, ve vodé a acetonitrilu

Do roztoku HA (10 mg, 1350 kg.mol™) v 1 ml vody a 0,86 ml acetonitrilu se pfidal DMTMM
(10 mg) a smés se michala 24 hodin pti 20 °C. Pak se ptidal NaBH4 (10 mg) a roztok se michal
dalsich 2 hodiny pti 20 °C. Nasledné se k roztoku ptidala CH:COOH do pH 5,5 a smés se michala
2 hodiny pfti 20 °C. Vysledny roztok se pak vysrazel 3 ml isopropanolu, tuhy podil se odfiltroval a
susil za sniZeného tlaku. Produkt byl analyzovan pomoci NMR, DS 30 % a Mw 912 kg.mol!.

Priklad 34
Redukce kyseliny hyaluronové pomoci DMTMM a NaBHj, ve vodé a acetonitrilu

Do roztoku HA (10 mg, 1350 kg.mol™") v 1 ml vody a 0,86 ml acetonitrilu se pfidal DMTMM
(10 mg) a smés se michala 24 hodin pti 20 °C. Pak se ptidal NaBH4 (10 mg) a roztok se michal
dalsich 30 hodin pti 20 °C. Nasledné se k roztoku ptidala CH:COOH do pH 5,1 a smés se michala
2 hodiny pii 20 °C. Vysledny roztok se pak vysrazel 3 ml isopropanolu, tuhy podil se odfiltroval a
susil za sniZeného tlaku. Produkt byl analyzovan pomoci NMR, DS 27 % a Mw 805 kg.mol™!.

Priklad 35
Redukce kyseliny hyaluronové pomoci DMTMM a NaBHj, ve vodé a acetonitrilu

Do roztoku HA (10 g, 1800 kg.mol™") v 1000 ml vody a 860 ml acetonitrilu se ptidal DMTMM
(10 g) a smés se michala 24 hodin pti 20 °C. Pak se ptidal NaBH4 (10 g) a roztok se michal dalSich
20 hodin pti 20 °C. Nasledné se k roztoku ptidala CH3COOH do pH 5,1 a smés se michala 2 hodiny
pti 20 °C. Vysledny roztok se pak vysrazel 3000 ml isopropanolu, tuhy podil se odfiltroval a susil
za snizeného tlaku. Produkt byl analyzovan pomoci NMR, DS 26 % a SECMALLS, Mw
866 kg.mol!.

Priklad 36
Redukce redukované kyseliny hyaluronové pomoci DMTMM a NaBH, ve vodé a acetonitrilu

Do roztoku redukované HA (4,5 g) ptipravené podle prikladu 35 v 500 ml vody a 430 ml
acetonitrilu se ptidal DMTMM (5 g) a smés se michala 24 hodin pii 20 °C. Pak se ptidal NaBH4
(5 g) a roztok se michal dalsich 20 hodin pfi 20 °C. Nasledn¢ se k roztoku ptidala CH;COOH do
pH 4,9 a smés se michala 2 hodiny pri 20 °C. Vysledny roztok se pak vysrazel 1500 ml
isopropanolu, tuhy podil se odfiltroval a susil za snizeného tlaku. Produkt byl analyzovan pomoci
NMR, DS 54 % a Mw 622 kg.mol ™.

Priklad 37
Redukce redukované kyseliny hyaluronové pomoci DMTMM a NaBH,4 ve vodé a acetonitrilu

Do roztoku redukované HA (3,6 g) ptipravené podle prikladu 36 v 500 ml vody a 430 ml
acetonitrilu se ptidal DMTMM (5 g) a smés se michala 24 hodin pii 20 °C. Pak se ptidal NaBH4
(5 g) a roztok se michal dalSich 20 hodin pti 20 °C. Nasledné se k roztoku ptidala CH;COOH do
pH 5,2 a smés se michala 2 hodiny pri 20 °C. Vysledny roztok se pak vysrazel 3000 ml
isopropanolu, tuhy podil se odfiltroval a susil za snizeného tlaku. Produkt byl analyzovan pomoci
NMR, DS 60 %, Mw 501 kg.mol!
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Priklad 38
Redukce redukované kyseliny hyaluronové pomoci DMTMM a NaBH, ve vodé a acetonitrilu

Do roztoku redukované HA (2,9 g) ptipravené podle prikladu 37 v 500 ml vody a 430 ml
acetonitrilu se ptidal DMTMM (5 g) a smés se michala 24 hodin pii 20 °C. Pak se ptidal NaBH4
(5 g) a roztok se michal dalsich 20 hodin pti 20 °C. Nasledné se k roztoku ptidala CH;COOH do
pH 5,1 a smés se michala 2 hodiny pri 20 °C. Vysledny roztok se pak vysrazel 3000 ml
isopropanolu, tuhy podil se odfiltroval a susil za snizeného tlaku. Produkt byl analyzovan pomoci
NMR, DS 67 % a SECMALLS, Mw 402 kg.mol .

Priklad 39
Redukce redukované kyseliny hyaluronové pomoci DMTMM a NaBH,4 ve vodé a acetonitrilu

Do roztoku redukované HA (2,2 g) ptipravené podle prikladu 38 v 300 ml vody a 258 ml
acetonitrilu se ptidal DMTMM (5 g) a smés se michala 24 hodin pii 20 °C. Pak se ptidal NaBH4
(5 g) a roztok se michal dalsich 20 hodin pti 20 °C. Nasledné se k roztoku ptidala CH;COOH do
pH 5,1 a smés se michala 2 hodiny pri 20 °C. Vysledny roztok se pak vysrazel 3000 ml
isopropanolu, tuhy podil se odfiltroval a susil za snizeného tlaku. Produkt byl analyzovan pomoci
NMR, DS 75 % a SECMALLS, Mw 390 kg.mol .

Priklad 40
Redukce kyseliny hyaluronové pomoci DMTMM a NaBHj, ve vodé a acetonitrilu

Do roztoku HA (10 g, 1800 kg.mol!) v 1000 ml vody a 860 ml acetonitrilu se ptidal DMTMM
(10 g) a smés se michala 24 hodin pti 15 °C. Pak se ptidal NaBH4 (10 g) a roztok se michal dalSich
20 hodin pfi 15 °C. Nasledné se k roztoku ptidala CH3COOH do pH 5,1 a smés se michala 2 hodiny
pii 20 °C. Vysledny roztok se pak vysrazel 3000 ml isopropanolu, tuhy podil se odfiltroval a susil
za snizeného tlaku. Produkt byl analyzovan pomoci NMR, DS 25 % a SECMALLS, Mw
997 kg.mol ™.

Priklad 41
Redukce kyseliny hyaluronové pomoci DMTMM a NaBHj, ve vodé a acetonitrilu

Do roztoku HA (0,1 g, 1350 kg.mol!) v 12 ml vody a 10,3 ml acetonitrilu se ptidal DMTMM
(0,1 g) a smés se michala 24 hodin p#i 20 °C. Pak se ptidal NaBH4 (0,1 g) a roztok se michal dalsich
20 hodin pfi 20 °C. Nasledné se k roztoku ptidala CH3COOH do pH 5,1 a smés se michala 2 hodiny
pti 20 °C. Vysledny roztok se pak vysrazel 30 ml isopropanolu, tuhy podil se odfiltroval a susil za
snizeného tlaku. Produkt byl analyzovan pomoci NMR, DS 28 % a SECMALLS, Mw 971 kg.mol .

Priklad 42

Redukce kyseliny hyaluronové pomoci DMTMM a NaBHj, ve vodé a acetonitrilu

Do roztoku HA (0,1 g, 1350 kg.mol ™) v 14 ml vody a 12 ml acetonitrilu se ptidal DMTMM (0,1 g)
a smés se michala 24 hodin pti 20 °C. Pak se ptidal NaBH4 (0,1 g) a roztok se michal dalSich
20 hodin pti 20 °C. Nasledné se k roztoku ptidala CH3COOH do pH 5,1 a smés se michala 2 hodiny
pti 20 °C. Vysledny roztok se pak vysrazel 30 ml isopropanolu, tuhy podil se odfiltroval a susil za
snizeného tlaku. Produkt byl analyzovan pomoci NMR, DS 27 % a SECMALLS, Mw
959 kg.mol™.
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Priklad 43

Testovani vlivu redukované kyseliny hyaluronové ptipravené podle ptikladd 20, 23 a 28 na
viabilitu 3T3 fibroblastli a koZnich keratinocytli HaCaT.

Mysi fibroblasty Swiss 3T3 1 lidské keratinocyty HaCaT byly kultivované v DMEM médiu
s obsahem 10% FBS (5% CO, 37 °C). Cytotoxitita byla méfena prostiednictvim MTT testu. Po
dosazeni 80% konfluence byly buiiky zpasazované a vyseté na 96-jamkovou desku v hustoté 3000
(3T3) nebo 5000 (HaCaT) bunék na jamku. Po inkubaci do druhého dne bylo kultiva¢ni médium
vyménéno za testované vzorky (CTRL = kultivacni médium). Po 24, 48 a 72 hodinach od
treatmentu bunék bylo pridano 20 pl MTT (5 mg/ml) a nasledovala 2,5 hodinova inkubace. Na
zavér bylo kultivaéni médium se vzorky z desticky vyklepnuto a byl ptidan lyzacni roztok (IPA:
DMSO (1:1), Triton X-100 (10%)). Po zlyzovani bun¢k byla méfena absorbance na spektrometru
Ensight (Perkin Elmer) pfi vinové délce 570 nm, (690 nm pozadi).

Na obr. 1 a 2 jsou znazornény grafy viability 3T3, resp. HaCaT, zobrazujici proliferaci bun¢k
v ase. Graf vyjadifuje zmeénu viability bunék vztaZzenou ke kontrole v daném case — tedy
neovlivnéna kontrola odpovida hodnoté 0; pokud je hodnota kladna nebo zaporna max. do -20 %,
interpretuje se to tak, ze latka nema cytotoxicky efekt.

Priklad 44
Testovani vlivu redukované HA pripravené podle ptikladii 21 a 28 na viabilitu HaCaT po vysuseni.

Buiky HaCat (linie lidskych epidermalnich keratinocytll) byly vysety na 48-jamkovou desku. Po
dosazeni 100% konfluence bylo odebrano kultivaéni médium a na monovrstvu se naneslo 150 pl
testovanych vzorki. Buiiky byly inkubovany 30 minut (37 °C, 5 % CO;). Nasledné byly vzorky
odebrany a deska bez vicka byla vlozena do klimatické komory (37 °C, 45 % vlhkost) na dalSich
30 minut. Byly pouzity 2 kontroly — buiiky ,,nasucho* bez kultivatniho média a kontrola
standardnich podminek s kultivaénim médiem.

Na zavér bylo provedeno meéreni bunééné viability pomoci metody MTT. Do kazdé jamky bylo
ptidano 550 pl kultiva¢niho média s MTT (1 mg/ml) a bunky byly inkubovany 2,5 hodiny. Po
inkubaci byly buiiky zlyzovany 550 pl isopropanol : DMSO (1 : 1), Triton X — 100 (10 %). Pomoci
spektrometru (Ensight, Perkin Elmer) byla zméfena absorbance prfi referen¢ni vinové délce 570 nm
a 690 nm pozadi. Vysledky jsou znazornény na obr. 3.

Hodnoty absorbanci jsou vztazené k neovlivnéné kontrole standardnich podminek, ktera odpovida
100 % viability.

Priklad 45

Porovnani tepelné degradace redukované HA ptipravené podle ptikladi 20, 22 a 28 s nativni HA
v roztoku.

200 mg redukované HA bylo rozpusténo ve 40 ml roztoku vodniho fosfatového pufru o pH 7,4.
Smés se michala pti 80 °C, ptic¢emz se v urcitych casovych intervalech (0 az 70 hodin) odebiraly
4 ml roztoku, které byly nasledné analyzovany pomoci metody SECMALLS na stanoveni
molekulové hmotnosti. Vysledky jsou znazornény na obr. 4.

Priklad 46

Porovnani tepelné degradace redukované HA pfipravené podle prikladu 39 s nativni HA v tuhé
tazi.
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50 mg redukované HA bylo rozdrceno na prasek, ktery se zahtival pti 120 °C dvé hodiny pod
atmosférou plynného dusiku. Stejnym zplsobem byla pak tepelné namahana nativni kyselina
hyaluronova (DS = 0 %, Mw 517 kg.mol! a 267 kg.mol"). Pomoci metody SECMALLS byla
nasledné stanovena a porovnana molekulova hmotnost derivatu a nemodifikované kyseliny
hyaluronové. Vysledky jsou znazornény na obr. 5.

Priklad 47
Porovnani enzymatické degradace redukované HA pripravené podle ptikladii 22 a 28 s nativni HA.

8 mg redukované HA bylo rozpusténo v 0,8 ml roztoku obsahujiciho 0,01 mol.l"! octanového pufiu
a 0,03 mol.I'" NaCl v D,0. Pak byla ptidana kyselina octova na dosazeni pH 5,3. Do této smési
bylo pfidano 100 jednotek enzymu BTH a smés se michala 24 hodin pri 37 °C. Finalni roztok pak
byl ochlazen na 20 °C a zméten na NMR. Hodnota primérné molekulové hmotnosti polysacharidu
byla vypoctena na zakladé poméru integralu signalti vodikii anomerniho konce pti 5,16 ppm a
integralu vodikii -CHj3 skupiny pii 2,0 ppm. Vysledky jsou znazornény na obr. 6.

Priklad 48

Biokompatibilita a bezpecnost redukované HA ptipravené podle ptikladu 21 a 37 v subkutanni
aplikaci

Vzorky redukované HA (DS 29 %, Mw 823 kg.mol’!, respektive DS 60%, Mw 550 kg.mol!), byly
rozpustény ve fyziologickém roztoku (0,9 % NaCl) na koncentraci 10 mg/ml a sterilné filtrovany
(0,22 pm). Mysim kmene C57B1/6J v celkové narkdze byly tyto roztoky aplikovany subkutanné
na 3 separatni mista na zadech (po 20 pl). Po 1, 2 a 7 dnech byly mysi v celkové narkéze usmrceny
a byly odebrany vzorky ktize a podkozi a fixovany ve 4% formaldehydu. Nasledné bylo provedeno
histologické vysetfeni stavby tkané na vzorcich barvenych hematoxylinem a eosinem.
Reprezentativni histologické snimky jsou uvedeny na obrazku ¢. 7. Ve srovnani s kontrolou
(fyziologicky roztok) nebyly po 1, 2 ani 7 dnech po podani pozorovany zadné patologické zmény
naznacujici toxicitu, drazdivost ¢i jiné negativni vlivy redukované HA pti subkutannim podani.

Priklad 49

Priprava kompozice na bazi redukované HA

50 mg redukované HA ptipravené podle ptikladu 26 (DS 43 % a Mw 729 kg.mol!") bylo rozpusténo
v 10 ml 0,9% roztoku NaCl ve vodé. Vysledny roztok byl pak ve sterilnich podminkach filtrovan

ptes nitrocelulézovy filtr 0,1 az 0,2 pum. Finalni roztok je vhodny pro intraartikularni aplikaci do
synovialni dutiny.
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PATENTOVE NAROKY

1. Redukovany derivat kyseliny hyaluronové ve formé linearniho fetézce, ktery ma nékteré
karboxylové skupiny -COOH nahrazené primarni hydroxylovou skupinou -CH,-OH strukturniho

5 vzorce I,

R'—(A)x-(B)y-R* (),
kde
A je strukturni fragment linearniho fetézce:

10 B je strukturni fragment linearniho fetézce:

]
R'= HO, hebo

NHCOGH 4

nebo

-22 -
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M mtze byt vodik nebo kation alkalického kovu,

X je index oznacujici pocet strukturnich fragmentli A v ramci fetézce,

Y je index oznacujici pocet strukturnich fragmenti B v ramci fetézce,
priéemzZ soucasné plati, Ze:

— strukturni fragmenty A a B jsou v linearnim fetézei rozmistény nahodné, a
— soucet indexd X + Y je v rozsahu 500 az 2500, a

— pomér indext X/Y je v rozmezi 3/1 az 1/4.

2. Zplsob ptipravy redukovaného derivatu kyseliny hyaluronové definovaného v naroku 1,
vyznacujici se tim, Ze se pripravi vodny roztok vychozi kyseliny hyaluronové o molekulové
hmotnosti v rozmezi 400 az 2200 kg.mol™, jehoZ koncentrace je v rozmezi 0,3 aZ 2 % hmotn., ptida
se acetonitril v mnozstvi 50 az 100 % objemu vodného roztoku, pak se prida 4-(4,6-dimethoxy-
1,3,5-triazin-2-yl)-4-methylmorfoliniumchlorid v mnozstvi 0,7 aZ 2,3 hmotnostniho ekvivalentu
vzhledem ke kyselin¢ hyaluronové a smés se necha reagovat 15 az 30 hodin pii teploté 15 az 25 °C,
pak se ptida 0,5 az 2,3 hmotnostniho ekvivalentu NaBH,4 vzhledem ke kyseliné hyaluronové a roztok
se micha 2 az 30 hodin pfi teploté 15 az 25 °C, nacez se do roztoku postupné pridava kyselina octova
az do dosazeni hodnoty pH v rozmezi 4,5 az 5,5, smés se micha 1,5 az 3 hodiny pfi teploté 15 az 25
°C, a pak se finalni produkt izoluje.

3. Zpusob ptipravy podle naroku 2, vyznacujici se tim, Ze kyselina hyaluronova ve vodném
roztoku méa molekulovou hmotnost v rozmezi 800 az 1400 kg.mol!.

4. Zpusob pripravy podle naroku 2, vyznacujici se tim, Ze acetonitril se pfida v mnozstvi 75 az
90% objemu vodného roztoku a/nebo ze  4-(4,6-dimethoxy-1,3,5-triazin-2-yl)-4-
methylmorfoliniumchlorid se ptida v mnozstvi 0,9 az 1,2 hmotnostniho ekvivalentu vzhledem ke
kyseliné hyaluronové a/nebo ze NaBH4 se pfida v mnozstvi 0,7 az 1,1 hmotnostniho ekvivalentu
vzhledem ke kyseliné hyaluronové.

5. Zpusob piipravy podle naroku 2, vyznacujici se tim, Ze se finalni produkt nasledné opétovné
podrobi dva az pét krat zpiisobu definovanému v naroku 2.

6. Kompozice pro kosmetické a/nebo zdravotnické icely vyznacujici se tim, Ze obsahuje derivat
kyseliny hyaluronové definovany v naroku 1 v koncentraci 0,01 az 99 % hmotn. a aditivum vybrané
ze skupiny zahrnujici vodu, chlorid sodny, chlorid vapenaty, glycerol, kyselinu hyaluronovou,
chondroitin sulfat.

7. Kompozice podle naroku 6, vyznacujici se tim, Ze je ve form¢ roztoku nebo gelu ve vodném
rozpoustédle.

8. Kompozice podle naroku 6, vyznacujici se tim, Ze je ve form¢ pevného substratu vybraného ze
skupiny zahrnujici lyofilizat, nebo prasek.

9. Pouziti redukovaného derivatu definovaného v naroku 1 pro viskosuplementace, dermalni
vyplné proti vraskam, vyplné fascii, o¢ni kapky, nebo pro ptipravu implantabilnich zdravotnickych
prostiedk.

10. Pouziti kompozice definované v narocich 6 az 8 pro viskosuplementace, dermalni vyplné proti

vraskam, roztoky pro vyplné fascii, oéni kapky, roztoky pro uchovavani kontaktnich coéek nebo
pro pripravu implantabilnich zdravotnickych prostedk.

4 vykresy
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