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7 Anotace:
Reseni se tyka derivéatu hyaluronanu podle obecného vzorce
(1), kde Ar je fenyl a R, je ethylen, nebo Ar je indola R je
ethylen, nebo Ar je indol a R, je karboxyethylen, akde R; je
alkyl o podtu uhlikd 3az 7, akde n je v rozmezi od 1 do 7500.
Dile je popsan zplisob jeho piipravy, hydrogel na bazi tohoto
derivatu, zpiisob pripravy hydrogelu a pouziti hydrogelu ve
tkaf ovém inZenyrstvi, kosmetice, medicing nebo regenerativni
medicing, zejména ve formé scaffoldi pro 1é¢bu defektl
kloubni chrupavky nebo kostnich tkani.
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Derivaty na bazi Kyseliny hyaluronové schopné tvofit hydrogely, zpusob jejich pFipravy,
hydrogely na bazi téchto derivati, zpusob jejich pFipravy a pouziti

Oblast techniky

Vynalez se tykd nového derivatu hyaluronanu vhodného pro pfipravu hydrogeld a zplisobu jeho
pfipravy. Déle hydrogell na bazi tohoto derivatu, jejich vlastnosti, vyuziti a zpisobu pfipravy.

Dosavadni stav techniky

Hyaluronan je polysacharid, ktery se sklada z disacharidickych jednotek slozenych z D—gluku-
ronové Kyseliny a D-N-acetylglukosaminu vézanych alternujicimi B—1,4 a B—1,3 glykosidickymi
vazbami. Hmotnostni primér molekulové hmotnosti (pokud bude v dal$im textu zmifiovana
molekulova hmotnost, bude se vzdy jednat o hmotnostni pramér molekulové hmotnosti) in vivo
byva v rozsahu 3 kDa az 20 MDa. Jedna se o polysacharid, ktery je snadno rozpustny ve vodném
prostredi, kde v zavislosti na molekulové hmotnosti a koncentraci vytvafi velmi viskozni roztoky.

Hydrogely jsou materialy, které jsou tvofeny ve vodé nerozpustnou siti alespoti ¢aste¢né hydro-
filnich polymerd'. Cest, kterymi lze vytvofit nerozpustnou sit’ pivodné hydrofilniho polymeru, je
nékolik. Jedna se o hydrofobizaci polymeru® &i vyuziti ve vodé rozpustného derivatu polymeru
nesouciho reaktivni funkéni skupiny, které se mohou G¢astnit dalSich chemickych reakci vedou-
cich ke vzniku trojrozmémé polymerni sit&*.

Pfiprava rozpustnych derivati hyaluronanu a jejich nasledné zesiténi bylo popsano fadou auto-
ri”®. Rovnéz bylo v minulosti popséno vyuziti fenolického derivatu hyaluronanu pro sitovaci
reakce a pripravu hydrogelt. Calabro et al.,™* popisuji zpiisob pripravy fenolickych derivati
hyaluronanu reakci karboxyli, pfitomnych ve struktufe D—glukoronové kyseliny hyaluronanu,
s aminoalkyl—derivaty fenolu. Produktem této reakce jsou amidy hyaluronanu. Pro popsany prii-
béh syntézy je kliCova aktivace karboxylu hyaluronanu, ke které je v tomto pfipadé vyuzita
reakce s dehydrata¢nimi ¢inidly typu karbodiimidd (napf. EDC). Jako aminoalkylfenol je nejéas-
t&ji vyuzivan tyramin®.

Obecné je zesiténi fenolickych derivati hyaluronanu iniciovano piidavkem peroxidazy (napf.
kfenové peroxidazy — HRP) a zfedéného roztoku peroxidu vodiku. Kienova peroxidéza (Horsera-
dish peroxidase, HRP, E.E.1.11.1.7) je v soutasné dobg Siroce vyuZzivana jako katalyzator orga-
nickych a biotransforma&nich reakei’ . Vyznacuje se velmi Sirokou substratovou specifitou, a je

proto schopna oxidovat fadu organickych a anorganickych slougenin'™.

Jedna se o enzym obsahujici jako prostetickou skupinu hem s obsahem Zeleza. To se v neaktivo-
vaném enzymu nachazi v oxidanim stupni (III). P¥i reakci s peroxidy dochazi ke vzniku inter-
mediatu, ktery je oznafovan jako HRP-I. Zelezo hemu Fe" je oxidovano oxyferrylovou
skupinou (Fe'’=0) a na porfyrinovém kruhu zéroveii dochazi ke vzniku katonického n—radikalu.
Takto aktivovany enzym je schopen vytvaiet komplexy s molekulami substratu, ktery b&hem této
interakce podléha oxidaci'*'¢'®

Pfeména oxidované formy enzymu zpét do jeho vychozi podoby probiha ve dvou stupnich.
V prvni fazi dochazi k reakci mezi molekulou substratu (S) a HRP-I za vzniku radikalu substratu
(Re) a CasteCné redukované formy enzymu HRP-II. HRP-II si stile zachovava oxyferrylovou
skupinu (Fe"=0), ale jiz neobsahuje porfyrinovy n-radikdl. Béhem piechodu tronu a por-
fyrinovy radikal je zaroveii protein piebran jeden H'. HRP-II opét podstupuje reakci se substra-
tem za vzniku Re. Oxyferrylova skupina (Fe!V’=0) je b&hem této reakce redukovana zpét na
Fe"", Tento proces je spojen s transferem 2 H' na kyslik oxyferrylové skupiny. Jeden proton
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pochazi ze substratu (nebo solventu), druhy z proteinu. Vysledkem je vznik molekuly vody
(Rovnice I a Schéma I).

K
HRP + H,0, —— HRP-l+H,0

HRP-1+S — » HRP-Il +R-

K,
HRP-Il +S ——> HRP+R-+H,0

2R- _f . R-R

Rovnice I: Zakladni popis mechanismu katalyzy oxidace substratu pomoci HRP

Vzniklé radikaly substratu jsou v fadé piipadd schopné vzajemné reagovat za vzniku dimerti R—
R. Tento proces jiz neni enzymaticky ovlivnén a souvisi se stabilitou a reaktivitou vzniklych
radikala.'* """,

V piipadé enzymatické sitovaci reakce fenolického derivatu polysacharidu je tedy substrat (fenol
— reaktivni ligand vazany na polymer) pfeméfiovan enzymem na reaktivni radikal. Tento radikal
nasledn& miZe reagovat s dal$im fenolickym radikalem za vzniku dityraminu. Pfedpokladame-li
volnou pohyblivost molekul substratu (ligandu) enzymatické reakce a priibéh reakce presné
kopirujici rovnici I, mél by enzym (je-li pouZito dostateéné mnoZstvi peroxidu) postupné pieme¢-
nit viechny molekuly substratu na reaktivni radikaly a ty by, pfi dostateCn¢ dlouhém reak&nim
Sase, postupné viechny podlehly dimerizaci (napt. oligomerizaci). V pfipadé vazby substratu
(ligandu) na polymer, by stupeii zesiténi polymeru mél vzdy dosahnout stejné hodnoty, i kdyz
doba dosaZeni této hodnosty by se lisila podle mnoZzstvi pouZitého enzymu. V praxi tomu tak
viak neni. V literatuie’” jsou podrobnéji popsany vztahy mezi oekdvanym pomérem intramole-
kuldrnich a intermolekularnich zesiténi a molekulovou hmotnosti polymernich segmentl mezi
misty zesiténi (hustot zesiténi, délkou mezi uzly sité), pfiCemz intramolekularni interakce vedou-
ci k zesiténi jsou, na rozdil od intermolekularnich zesiténi, uvadény jako elasticky neefektivni.

Dale je z literatury zndmo, Ze v pripadé vyuziti fenolickych derivatd HA mnozstvi enzymu ovliv-
fiuje nejen rychlost sitovaci reakce, ale vyraznym zpiisobem ovliviiuje i vysledné mechanické
vlastnosti hydrogelﬁ4’6’7’28. Literatura uvéadi, Ze reologickymi méfenimi bylo zjisténo, Zze modul
pruznosti ve smyku (G°) je vysi, pokud je pouZita vy3Si koncentrace enzymu. Autofi tento jev
zdivodiiuji vyssi hustotou zesiténi hydrogeld. Pokud je nutno pfipravit maximalng tuhy hydrogel,
musi sitovaci reakce probihat za relativné vysoké koncentrace peroxidazy a tedy i rychleji. Prilis
rychly priibéh reakce pak ale mize vést ke vzniku nehomogenné zesit€ného hydrogelu. Ve vzor-
cich se tak mohou vyskytnout mista, kterd nejsou zesiténa vibec. Pfili$ rychly prib¢h reakce
miiZe také pusobit problémy pfi umistovani gelu do mista jeho finalni aplikace apod.

PFi¢inou je mala vzdalenost reaktivniho centra od zékladniho fetézce polymeru. Mala pohyblivost
ligandu snizuje pravdépodobnost efektivni srazky radikald ligandi za vzniku dityraminu. Proto,
je-li v systému mala koncentrace enzymu, vznikne za ¢asovou jednotku malé mnozstvi reaktiv-
nich forem ligandu. Sitovaci reakce tedy jednak probiha pomalu a jednak je malo efektivni.

Park et. al.” se pokusil zvysit reaktivitu ligandi vazanych na polymeru vloZenim vhodného
spaceru mezi reaktivni ligand a fetdzec polymeru. Spis popisuje vlozeni hydrofilniho fetézce
mezi fetézec polysacharidu a fenolické &i anilinové jadro za Gi¢elem zvySeni reaktivity téchto
substituentt. Hlavnim divodem pro zavedeni hydrofilniho fetézce do struktury polymeru bylo
zlepseni jeho rozpustnosti a zlepSeni piistupnosti reaktivnich center (fenolické ¢&i anilinové jadro).
Snadngjsi prostorové pistupnost reak&nich center zvySuje pravdépodobnost reakce mezi ligandy.
Tento krok vede nejcastgji, pfi zachovani stejné aktivity enzymu, k vy$3imu stupni substituce,
vy3§i koncentraci a lep$i homogenitd zesiténi hydrogeldi. Diky zavedeni tohoto hydrofilniho



20

25

30

35

40

45

50

55

CZ 303879 B6

fetézce do struktury hydrogelu je navic dle autora zvy$ena jeho biostabilita a mechanické vlast-
nosti. Park et al. vSak jako ,,spacer” pouzivaji hydrofilni polymer PEG o molekulové hmotnosti
3500 Da, a proto se ve vysledku spise jedna o kopolymer. Takovym zésahem do struktury hydro-
gelu, i pfi malém stupni substituce, vSak dochazi k zdsadnim zménam fyzikalnich vlastnosti
pivodniho polymeru. Navic v pfipadé hyaluronanu vede sice vy33i koncentrace zesiténi ke
zvySeni tvrdosti hydrogelu, ale soucasné i ke zvySeni jeho kiehkosti, coZ je pro zamyslené pouziti
ve tkafiovém inZenyrstvi neZadouci. U materialu uréeného pro scaffoldy, napfiklad, ale nejen pro
scaffoldy do kloubni chrupavky, se klade velky diraz na to, aby byl dostateén& pevny a odolny,
pfiCemz material, ktery je kiehky, se pfi vé&t$im zatizeni ihned nevratné deformuje a v piipadé
hydrogelt dochazi i k jeho Gplné destrukci.

Podstata vynalezu

Cilem vynélezu tedy je nalézt takovy material, ktery by byl dostate¢né pevny a soudasné i hou-
Zevnaty a u n€hoZz by nedoslo k nijak zdsadnim zménam biologickych a fyzikalnich vlastnosti
oproti pvodnimu polymeru. Pevnost hydrogenu na bazi hyaluronanu lze obecné zvysit zvysenim
koncentrace zesiténi, a to napfiklad zvy$enim koncentrace polymeru v roztoku, z néhoz se hydro-
gel tvofi, nebo zvySenim stupné substituce polymeru. Oba tyto zplsoby viak v dosavadnim stavu
techniky vedly v pfipadé hyaluronanu i ke zvySeni kiehkosti vysledného hydrogelu, coz vyrazné
omezuje moznost pouziti hydrogelu.

Problém, ktery fesi tento vynalez, spociva v nalezeni takovych derivatd, které by vedly ke zvyse-
ni reaktivity ligandii a zvySeni tuhosti hydrogelii, pfi zachovani fyzikdlnich a biologickych
vlastnosti plivodniho polymeru. Piekvapivé bylo zjisténo, Ze zavedenim pomémé kratkého
spaceru (0 molekulové hmotnosti pfiblizn€ 130 Da) podle vynalezu mezi reaktivni ligand a HA
ma za nasledek jiZ pii velmi nizkém stupni substituce vyrazné zvyseni houzevnatosti vysledného
hydrogelu.

V jednom aspektu se tedy vynalez tyka derivatu HA nesouciho reaktivni ligandy vazané pro-
stiednictvim hydrofobnich spacert, s cilem zvysit pohyblivost ligandi a zvysit tak pravdépodob-
nost jejich efektivni srazky a to i v pfipadé, kdy je jich v systému mala koncentrace (nizky stupeti
substituce a mala aktivita enzymu). Bylo zji§téno, Ze i pfes velice nizké hmotnostni zastoupeni
spaceru v hydrogelu, tvofi napf. pouha 0,01 az 0,02 %, dochazi k vyraznému navy3eni houZevna-
tosti a pevnosti tohoto hydrogelu oproti hydrogelu z analogického HA derivatu bez vioZeného
spaceru (tzn. stejna koncentrace, molarni hmotnost a stupeii substituce/zesiténi). Vynalez se tedy
tyké tohoto nového derivatu hyaluronanu vhodného pro pfipravu hydrogeld a zpisobu jeho pfi-
pravy. Déle se tykéa hydrogelt na bazi toho derivatu, jejich vyuZiti a postupu piipravy.

Hydrogel je pfipraven zpisobem vyuZivajicim zesiténi fetézci modifikovaného hyaluronanu
reakci, ktera je katalyzovana kifenovou peroxidazou &i jejimi analogy. Vhodné derivaty hyaluro-
nanu obsahuji ve své struktufe fenolicka ¢i heteroarylfenolicka jadra kovalentné vazana k zaklad-
nimu fetézci polysacharidu. Proces zesiténi lze popsat jako kaskadu na sebe navazujicich chemic-
kych reakci, ktera za¢ina vznikem reaktivnich forem kysliku (ROS) v systému. Ty jsou ke smési
pfidany nebo je jejich vznik umoznén piitomnosti chemickych sloudenin, které slouzi jako jejich
»generator. ROS aktivuji enzym peroxidazu, ¢i jeji analoga, ktera nasledné katalyzuji dimerizaci
(popf. oligomerizaci) aromatickych &i heteroaromatickych jader p¥itomnych ve struktufe derivatu
hyaluronanu. Tim dochazi ke vzniku trojrozmérné polymernt sité.

Dle tohoto vynalezu je k pfipravé hydrogelu pouZivan hyaluronan modifikovany navazanim
ligandu obsahujiciho aminoalkylfenol &i aminoalkylheteroarylfenol (napt. tyramin, 5-hydroxy—
tryptofan, serotonin). Derivaty hyaluronanu popisované v tomto vynalezu obsahuji ligand, ktery
Jje navazan na polysacharid prostfednictvim spaceru. Pfitomnost tohoto spaceru ve struktuie
derivatu HA vede diky jeho flexibilit¢ k navySeni elasticity a volnosti moznosti konformaénich
uspofadani zacastnénych segmenti polymeru a tim i moZnosti disipace deformaéni energie.
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Zavedeni spaceru také zvétSuje vzdalenost reaktivniho aromatickeho centra (fenolu, heteroaryl
fenolu) od zakladniho fet&zce polymeru, zlepSuje jeho pfistupnost pro interakci s enzymem a za-
sadnim zptisobem ovliviiuje prib&h sitovaci reakce a vlastnosti vzniklého hydrogelu.

Ve svém prvnim aspektu se vynalez tyka derivatu na bazi kyseliny hyaluronové podle obecného

vzorce (I)
0 NH Ar
Y “Ry” “OH

R
12

O OH NH

\
\<o O HO C

HO 0
OH l}lH O):
Ac (I),

kde Ar je fenyl a R, je ethylen, nebo Ar je indol a R, je ethylen, nebo Ar je indol a R, je karboxy-
ethylen, a kde R, je alkyl o po&tu uhliki 3 az 7, a kde n je v rozmezi od 1 do 7500. V dalSim
aspektu se vynalez tyka zplisobu pfipravy derivatu podle obecného vzorce (I), kde se nejprve pfi-
pravi aldehydicky derivat kyseliny hyaluronové podle vzorce (II),

Q,OH ' 0
\(otoz H%toz
HO
o TN
Ac

kde aldehydicky derivat se pripravi s pouzitim oxidatniho systému 4—acetamidova-
TEMPO/NaCIO v protickém prostfedi a mé stupeti substituce 5 az 15 % a molekulovou hmotnost
v rozmezi 10 000 g/mol az 2 000 000 g/mol, dale se zv1a3t ptipravi slougenina obecného vzorce

(1)

dn,

_Rq_ _OH

0] NH Ar
(D),

kde Ar je fenyl a R' je ethylen, nebo Ar je indol a R je ethylen, nebo Ar je indol a R, je karboxy-
ethylen, a kde R, je alkyl o poctu uhlikd 3 az 7, a kde n je v rozmezi od 1 do 7500, pficemz
slouéenina obecného vzorce (IIT) se piipravi reakei prekurzoru spaceru podle vzorce (IV)

Z-N-R~COOH (IV),

kde Z je chranici skupina b&zné& pouzivana k ochrané primarni aminoskupiny, s ligandem podle
vzorce (V)

Rio
HO\A[’/ NHz

V),
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v aprotickém prostiedi pti teploté v rozmezi 40 °C az 150 °C po dobu 1 az 24 hodin v pfitomnosti
¢inidla aktivujiciho karboxylové funkéni skupiny, za vzniku slou¢eniny obecného vzorce (VI)

Z-NH-R,~-CO-NH-R,~Ar—OH V1),

ze které se sloucenina obecného vzorce (III) pfipravi odstranénim chrénici skupiny Z, a pak se
aldehydicky derivat kyseliny hyaluronové podle vzorce (II) necha reagovat se slouéeninou obec-
ného vzorce (III) pti pH v rozmezi 3 az 8 pfi laboratorni teploté po dobu 1 az 72 hodin v piitom-
nosti pikolin—boranového komplexu za vzniku derivatu podle vzorce ().

Derivat podle vynalezu tedy obsahuje ligand, schopny postupovat oligomerizaci piisobenim
vhodného ¢inidla, a flexibilni spacer, ktery je vloZzen mezi fetézec hyaluronanu a ligand. Ligand
dle obecného vzorce (V) podle vynilezu je s vyhodou vybran ze skupiny zahrnujici tyramin,
serotonin a S-hydroxytryptofan. Sloucenina obecného vzorce (IV), tj. prekurzor spaceru, je
s vyhodou vy brana ze skupiny aminokyselin zahrnujici derivaty o—[(fert—butoxykarbonyl)-
amino]karboxylovych kyselin, kde R, je alkyl o po&tu uhlikd 3 az 7.

Podle jesté¢ dalSiho vyhodného provedeni zpisobu podle vynalezu probiha reakce prekurzoru
spaceru s ligandem v prostfedi THF nebo DMF pfi teploté 50 °C po dobu 2 az 6 hodin v piitom-

nosti 1,1‘~karbodiimidazolu.

Dale je vyhodné, kdyz se odstranéni chranici skupiny Z provede prostfednictvim trifluoroctové
nebo chlorovodikové kyseliny.

Pro potfeby vynélezu jsou jako meziprodukt spacer-ligand oznadovany slouceniny obecného
vzorce:

HO-Ar-R|—-NH-CO-R,—NH,.
S vyhodou je jako spacer pouzita slou€enina obecného vzorce:
—CO-R,-NH,
—kde R; je alkyl o po¢tu uhliki 3 az 7.

Zpisob piipravy derivatu podle vynalezu mize byt charakterizovan schématem 1:
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Q, OH OH Boc,
\<O O, HO 0 NH-R, .
HO Otio)\ =0+ O~
on W, o |
HA Ac spacer ligand
1. Acylace
oxidace 2. Odchranéni
Q,OH 2 R,
\<Q O HO 0]
R OH
HO 0 0>\ + o N A
OH NH
Aic n S — r —_— ,dA
acer - ligan
HA-CHO spacer -1l
reduktivni aminace
O NH Ar
Y “R7” “OH
R
—Rs
\<o O  HO 0
HO O 0)\
OH I:JH n
Ac

Schéma 1.: Priklad moZného zptisobu piipravy derivatu HA—spacer—ligand dle vynalezu

Dale se vynalez tyka hydrogelu vzniklého zesiténim derivitu podle obecného vzorce () a zptisob
jeho piipravy. Tento zplsob ptipravy hydrogelu spogiva v tom Ze se na derivat podle obecného
vzorce (I) piisobi generatorem reaktivnich fenoxyradikalt, s vyhodou systémem kfenova peroxi-
daza a zdroj hydroxylovych radikaléi, kterym miize byt roztok peroxidu vodiku ve vodé, nebo
systémem oxidaza—kyslik—substrat, napf. galaktézooxiddza—galaktoza nebo glukézooxidaza—
glukoza, pfi pH v rozmezi 4 az 10.

K oligomerizaci reaktivnich ligandd je tedy vyuzivano Cinidel, které jsou schopna vyvolat vznik
fenoxyradikalt z aromatickych jader ligandii. Dle tohoto vynélezu je s vyhodou vyuZzivéno systé-
mu peroxid/kienova peroxidaza. Peroxid mize byt do systému pfidavan ve formé fedéného
roztoku, nebo je generovan chemickou reakci in situ. Peroxid vodiku je mozn¢ ve smési genero-
vat pomoci riaznych druhii enzymd (oxidaz) z kysliku, jako akceptoru elektroni a ptislusného
donoru elektronii v oxidaéné — redukéni reakei. S vyhodou Ize pouZit kombinaci galaktoza oxida-
za nebo glukéza oxidaza a jejich substraty: galaktoza a glukéza. Jinymi Cinidly, ktera jsou schop-
na vyvolat vznik fenoxyradikald v pfitomnosti molekularniho kysliku, jsou enzymy tyrozinaza,
laktaza atd.

Vlastnosti téchto hydrogelii jsou, jak je obecn& znamo, ovliviiovany jak chemickou strukturou
polymeru a jeho koncentraci, tak zvanymi typy sitovacich Cinidel a jejich pouzitych mnoZstvi.
Fyzikalné—chemické vlastnosti polymeru (derivatu HA) jsou pfedevsim ovliviiovany strukturou
monomeru, konformaci segmentii polymerniho fetézce, stupném zesiténi a molarni hmotnosti.
Timto jsou také ovlivnény mechanické vlastnosti polymeru. Pfi mechanickém namahani polyme-
ru dochazi k jeho deformaci, kdy se ¢ast absorbované deformacni energie disipuje — spotiebuje
na zménu konformaci uzlii sité a segment polymerniho Fetézce a Cast energie se nevratné pfeme-
ni na teplo. Velikost disipované energie a tim i moznost zaujmuti riiznych konformagnich uspota-
dani v ramci struktury polymeru souvisi s tuhosti makromolekularnich fetézcl a odrazi miru
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elektrického odporu materialu proti deformaci. Polymerni materialy slozené z tuhych neoheb-
nych fetézcl a jejich segmenti pak mohou vykazovat malou miru elastického odporu proti defor-
maci a kiehkost.

NavySeni elasticity téchto polymerd se provede zpiisobem podle vynalezu, kde se zavedou flexi-
bilni segmenty do struktury polymeru. Ty se vyznaluji vyssi volnosti pohybu jednotlivych mole-
kul kolem svych vazeb, a tim dosahuji navySeni moZnosti jejich konformac¢nich uspotadani pii
plsobeni deformacni energie a moznosti jeji disipace. Zavedeni vhodného flexibilniho spaceru
mezi ligand a zékladni fetézec hyaluronanu tak vede k dosaZeni vyssi elasticity, houzevnatosti
a pevnosti vysledného materidlu, coZ je velice pfinosné napf. u hydrogelii cilenych pro scaffoldy
v ramci 1écby defekti nekterych tkani vystavenych vy$$im zatézim, jako je napt. kloubni chru-
pavka nebo kosti. Jak bylo popsano vyse, zavedeni flexibilniho spaceru mezi ligand a zakladni
fet€zec hyaluronanu mize byt s vyhodou také pouzito v ptipadé, kdy jsou mechanické vlastnosti
hydrogelti zavislé na koncentraci enzymu pouzitého jako katalyzatoru sitovaci reakce. Zavede-
nim flexibilniho spaceru mezi ligand a zakladni fetézec hyaluronanu je u reaktivnich skupin deri-
vatu polymeru zajiSté€na, a to i po Caste¢ném zesiténi polymeru, dostate¢na sterickd pFistupnost
reaktivnich skupin pro vzajemnou dimerizaci.

Toto feSeni ma za nasledek zefektivnéni sitovaci reakce, coz se projevuje dosazenim vyssi homo-
genity pripravenych hydrogelii a vede tak k prekonani technologickych problémii spojenych se
zasiténim hyaluronanu modifikovaného hydroxyfenylem &i heteroarylfenolem (tyraminem,
serotoninem aj.) v pfipadé, Zze sitovacimi Cinidly jsou kienova peroxidaza a peroxid vodiku (&i
Jjiny typ generatoru fenoxyradikald).

Prekvapiveé jsme ale navic zjistili, Ze zavedeni ndmi zvolenych spaceri mezi ligand a zakladni
fetézec hyaluronanu vede i pfi velice nizkém stupni substituce k vyraznému navySeni hodnot
elasticity, houzevnatosti a pevnosti vysledného hydrogelu na bazi tohoto derivatu HA.

Déle se vynalez tyka vyuziti hydrogeld na bazi derivatd podle vynélezu, a to pfedevs$im v oblasti
tkaniového inzenyrstvi, kosmetice, mediciné a regenerativni medicing. VyuzZiti hydrogeld popiso-
vanych v tomto vyndlezu je cileno zejména na zakladni material pro tvorbu scaffoldi ve tkafio-
vém inZenyrstvi, piedevsim do oblasti Ié¢by kloubnich a kostnich defektd, jako kryti pro hojeni
ran, jako biodegradabilni bariéra branici vzniku pooperagnich sristii, k augmentaci mékkych
tkani a vyplné tkaniovych defekt apod. Pfi pouziti hydrogelu jakoZto materialu pro scaffoldy se
mize jednat o scaffoldy oseté nebo neoseté. U osetych scaffoldi se typ bunék, které se zabuduji
do scaffoldu, voli dle cileného mista aplikace.

Prehled obrazki na vykresech

Obr. 1 Znézoriiuje deformaci vlastnosti (,,stress—strain“ ki'ivky) ziskané v ramci méreni deforma-
ce hydrogel na bazi derivati ptipravenych dle pfikladu VII, IX, XI a XII v kompresi.

Ptiklady provedeni vynalezu

1. Priklad syntézy derivati

Syntéza derivati hyaluronanu probihala v nékolika krocich (viz schéma 1). Prvnim znich je
pfiprava aldehydického derivatu hyaluronanu (pfiklad 1.7). Dalim krokem je syntéza riznych
meziproduktii spacer-ligand (piiklady 1.1 az 1.6), které byly nasledné navazany na hyaluronan
procesem reduktivni aminace (pfiklady 1.9 az 1.14).
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Soudasti prikladii je i syntéza derivati hyaluronanu, ve kterych je ligand (tyramin, hydroxy-
tryptofan) vazan pfimo na polysacharid bez vyuziti spaceru (pfiklady VIII). Tento derivat a z néj
pfipraveného hydrogelu slouzily k porovnani vlastnosti s derivaty popisovanymi v tomto vynale-
zu (derivaty HA-spacer-ligand— derivaty IX az XIV).

Priklad 1.1: Syntéza 6-amino—N-[2—(4-hydroxyfenyl)ethyl]hexanamidu (meziprodukt spacer—
ligand (1))

6-[(tert—butoxykarbonyl)amino]hexanova kyselina (1,00 g, 4,3 mmol) byla rozpusténa v 50 ml
tetrahydrofuranu (THF). K roztoku kyseliny byl pfidan 1,1‘~karbodiimidazol (0,70 g, 4,3 mmol).
Smés byla zahfivana na 50 °C po dobu Sedesati minut. Poté byla reakéni nadoba promyta
inertnim plynem. K reakéni smési byl p¥idan tyramin (0,59 g, 4,3 mmol). Smés byla dale zahtiva-
na dalsi 2 hodiny. Poté byl destilaci za sniZeného tlaku odstranén THF. Odparek byl rozpustén
v 50 ml ethylacetatu. Roztok byl promyt 150 ml &isténé vody (rozdéleno do tfi dild). Organicka
vrstva byla vysu$ena nad molekulovym sitem. Ethylacetat byl odstranén destilaci za snizen¢ho
tlaku. Odparek byl rozpustén v 50 ml MeOH a kroztoku byly pfidény 2 ml trifluoroctové
kyseliny (TFA). Roztok byl zahfivan 6 hodin pod zpétnym chladi¢em. Rozpoustédlo bylo odstra-
néno destilaci za snizeného tlaku. Odparek byl rozpoustén v 50 ml ethylacetatu. Roztok byl pro-
myt 150 ml &i§téné vody (rozdéleno do tii dili). Organicka vrstva byla vysusena nad molekulo-
vym sitem. Ethylacetat byl odstranén destilaci za snizeného tlaku.

m = 0,75 g (70 % teorie).

'HNMR (D0, pm) &: 1,17 (m, 2H, y—CH,-hexanové kyseliny); 1,48 (m, 2 H, B—CH,~hexanové
kyseliny); 1,58 (m, 2 H, 8~CHy—hexanové kyseliny); 2,17 (t, 2 H,—CH,—~CO-~); 2,73 (m, 2 H,
~CH,—Ph); 91 (m, 2 H, -CH,-NH,); 3,42 (m, 2 H, -CH,-NH-CO-); 6,83 (d, 2 H, arom.); 7,13
(d, 2 H, arom.).

BC NMR (D0, ppm) &: 24 (y—C-hexanové kyseliny); 26 (3—C-hexanové kyseliny); 33 (B—C-
hexanové kyseliny); 35 (-C-CO-); 39 (C-NHy); 40 (C-Ph); 63 (-C-NH-CO-); 115 (C3 arom.);
126 (C1 AROM); 130 (C2 arom.); 153 (C4 arom.); 176 (-CO-).

Piiklad 1.2: Syntéza 4-amino-N-[2—(4-hydroxyfenyl)ethyl]butanamidu (meziprodukt spacer—
ligand (I1))

4—[(tert—butoxykarbonyl)amino]butonova kyselina (0,50 g, 2,5 mmol) byla rozpusténa v 25 mi
tetrahydrofuranu (THF). K roztoku kyseliny byl pfidan 1,1°—karbodiimidazol (0,40 g, 25 mmol).
Smés byla zahfivana na 50 °C po dobu Sedesati minut. Poté byla reakéni nadoba promyta inert-
nim plynem. K reak&ni smési byl pfidan tyramin (0,34 g, 25 mmol). Smés byla dale zahtivana
dal$i 2 hodiny. Poté byl destilaci za snizeného tlaku odstranén THF. Odparek byl rozpustén
v 50 ml ethylacetatu. Roztok byl promyt 150 ml ¢isténé vody (rozdéleno do tii dilt). Organicka
vrstva byla vysusena nad molekulovym sitem. Ethylacetat byl odstranén destilaci za snizeného
tlaku. Odparek byl rozpustén v 50 ml MeOH a k roztoku byly pfidany 2 ml trifluoroctové kyse-
liny (TFA). Roztok byl zahfivan 6 hodin pod zpétnym chladi¢em. Rozpoustédlo bylo odstranéno
destilaci za snizeného tlaku. Odparek byl rozpoustén v 50 ml ethylacetatu. Roztok byl promyt
150 ml &i&tené vody (rozdéleno do tii dild). Organicka vrstva byla vysuSena nad molekulovym
sitem. Ethylacetat byl odstran&n destilaci za snizeného tlaku.

m = 0,44 g (80 % teorie)
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'H NMR (D0, ppm) 6: 1,75 (m, 2 H, B~CH,-butanové kyseliny); 2,16 (t, 2 H, -CH,—CO-); 2,59
(m, 2H, -CH,-In); 2,78 (m, 2 H, -CH,~NH,); 3,20 (m, 2 H, -CH,-NH-CO-); 6,69 (d, 2 H,
arom.); 6,99 (d, 2 H, arom.).

C NMR (D,0, ppm) 8: 23 (B—C-butanové kyseliny); 25 (t, 2 H, -C~CO-); 32 (-C-NH,); 45
(CHx-Ar); 60 (-C-NH-CO-); 115 (C3 arom.); 117 (Cl arom.); 129 (C2 arom.); 155 (C4 arom.);
171 (=CO-).

Piiklad 1.3: Syntéza 8-amino—N—-[2—(4-hydroxyfenyl)ethylloktanamidu (meziprodukt spacer—
ligand (I11))

8—[(tert-butoxykarbonyl)aminoJoktanova kyselina (0,50 g, 1,9 mmol) byla rozpousténa v 25 ml
tetrahydrofuranu (THF). K roztoku kyseliny byl pfidan 1,1‘~karbodiimidazol (0,31 g, 1,9 mmol).
Smés byla zahtivana na 50 °C po dobu Sedesati minut. Poté byla reakéni nadoba promyta inert-
nim plynem. K reakéni smési byl pfidan tyramin (0,26 g, 1,9 mmol). Smés byla dale zahfivana
dalSich 6 hodin. Poté byl destilaci za snizeného tlaku odstranén THF. Odparek byl rozpustén
v 50 ml ethylacetatu. Roztok byl promyt 150 ml ¢isténé vody (rozdéleno do t¥i dili). Organicka
vrstva byla vysuSena nad molekulovym sitem. Ethylacetat byl odstranén destilaci za snizeného
tlaku. Odparek byl rozpustén v 50 ml MeOH a k roztoku byly ptidany 2 ml trifluoroctové kyse-
liny (TFA). Roztok byl zahfivan 6 hodin pod zpétnym chladi¢em. Rozpoustédlo bylo odstran&éno
destilaci za sniZzeného tlaku. Odparek byl rozpustén v 50 ml ethylacetatu. Roztok byl promyt
150 ml ¢isténé vody (rozdéleno do tii dild). Organicka vrstva byla vysuena nad molekulovym
sitem. Ethylacetat byl odstranén destilaci za snizeného tlaku.

m = 0,40 g (75 % teorie)

'H NMR (CDCl;, ppm) d: 1,16-1,34 (m, 6 H, C4 az C6 —CH,—oktanové kyseliny); 1,56—1,44 (m,
4 H, 3C a C7 oktanové kyseliny); 2,58 (m, 2 H, -CHy-Ar); 2,78 (m, 2 H, -CH,-NH,); 3,19 (m,
2 H, -CH,~NH-CO-); 6,68 (d, 2 H, arom.); 6,98 (d, 2 H, arom.).

C NMR (CDCl;, ppm) &: 21 (C7 oktanové kyseliny); 24 (C4 oktanové kyseliny); 26 (C6—
oktanové kyseliny); 28 (C5-oktanové kyseliny); 33 (C3—oktanové kyseliny); 35 (-C—-CO-); 39
(-C-NH,); 40 (C-Ph); 63 (-C-NH-CO-); 115 (C3 arom.); 126 (C1 arom.); 130 (C2 arom.); 153
(C4 arom.); 176 (-CO-).

Piiklad 1.4: Syntéza 4—amino—N-[2—5-hydroxy—1H-indol-3—yl)ethyl]butanamidu (meziprodukt
spacer—ligand (IV))

4—[(tert-butoxykarbonyl)amino]butanova kyselina (0,50 g, 2,5 mmol) byla rozpousténa ve 25 ml
N,N—dimethylformamidu (DMF). K roztoku kyseliny byl ptidan 1,1‘karbodiimidazol (0,40 g,
2,5 mmol). Smés byla zahfivana na 50 °C po dobu Sedesati minut. Poté byla reakéni nadoba
promyta inertnim plynem. K reak¢ni smési byl pfidan roztok 5-hydroxytryptamin hydrochloridu
(0,52 g, 2,5 mmol) a triethylaminu (0,68 ml; 4,9 mmol) ve 25 ml DMF. Smés byla déle zahfivana
daldi 2 hodiny. Smés ziedéna pridavkem ethylcetatu (100 ml). Vznikly roztok byl promyt 300 ml
Cisténé vody (rozdéleno do tii dili). Organicka vrstva byla vysusena nad molekulovym sitem.
Ethylacetat byl odstranén destilaci za sniZeného tlaku. Odparek byl rozpustén v 50 ml MeOH
ak roztoku byly ptidany 2 ml trifluoroctové kyseliny (TFA). Roztok byl zahtivan 6 hodin pod
zpétnym chladi¢em. Rozpoustédlo bylo odstranéno destilaci za snizeného tlaku. Odparek byl
rozpoustén v 50 ml ethylacetatu. Roztok byl promyt 150 ml &isténé vody (rozdéleno do tti dili).
Organicka vrstva byla vysusena nad molekulovym sitem. Ethylacetat byl odstranén destilaci za
snizeného tlaku.
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m = 0,43 g (65 % teorie)

'M NHR: (DMSO, ppm) &: 1,77 (m, 2 H, B—CH,-butanové kyseliny); 2,20 (t, 2 H, -CH,-CO-);
2,73 (m, 2 H, -CHy,-In); 2,81 (m, 2 H, -CH,-NH,); 3,30 (m, 2 H, -CH,-NH-CO-); 6,60 (d, 1 H,
C6-arom); 6,82 (s, 1 H, C4—arom); 7,03 (s, 1 H, C2-arom); 7,13 (d, 1 H, C7—arom).

13C NMR (DMSO, ppm) &: 23 (B—C-butanové kyseliny); 25 (t, 2 H, -C-CO—); 32 (-C-NH,);
39 (CHy-In); 60 (-C-NH-CO-); 102 (C4 arom.); 110 (C6 arom.); 111 (C7 arom.); 111 (C3
arom.); 123 (C2 arom.); 127 (C7— C-NH-arom); 113 (C4-C-C3- arom.); 150 (CS arom.); 171
(-CO-).

Ptiklad 1.5: Syntéza 6—amino—N-[2—(5-hydroxy—1H-indol-3-yl)ethyl]hexanamidu (mezipro-
dukt spacer—ligand (V))

6-[(tert—butoxykarbonyl)amino]hexanova kyselina (1,00 g, 4,3 mmol) byla rozpusténa v 50 ml
N,N-dimethylformamidu (DMF). K roztoku kyseliny byl pfidan 1,1‘karbodiimidazol (0,70 g,
4,3 mmol). Smés byla zahfivana na 50 °C po dobu 3edesati minut. Poté byla reakéni nadoba
promyta inertnim plynem. K reakéni smési byl pfidan roztok 5-hydroxytryptamin hydrochloridu
(0,91 g, 4,3 mmol) a triethylaminu (0,68 ml, 49 mmol) ve 25 ml DMF. Smés byla dale zahtivana
dal$ich 6 hodin. Smés byla ziedéna ptidavkem ethylacetatu (100 ml). Vznikly roztok byl promyt
300 ml &isténé vody (rozd&leno do tii dil). Organicka vrstva byla vysuSena nad molekulovym
sitem. Ethylacetat byl odstranén destilaci za snizeného tlaku. Odparek byl rozpoustén v 50 ml
MeOH a k roztoku byly pfidany 2 ml trifluoroctové kyseliny. (TFA). Roztok byl zahfivan 6 ho-
din pod zpétnym chladi¢em. Rozpoustédlo bylo odstranéno destilaci za snizeného tlaku. Odparek
byl rozpustén v 50 ml ethylacetatu. Roztok byl promyt 150 ml ¢isténé vody (rozdéleno do tfi
dil). Organicka vrstva byla vysuena nad molekulovym sitem. Ethylacetat byl odstranén destila-
ci za sniZzeného tlaku.

m = 0,75 g (60 % teorie)

'H NMR: (DMSO, ppm) & 1,17 (m, 2 H, y-CH,-hexanové kyseliny); 1,48 (m, 2 H, B—CHy-
hexanové kyseliny); 1,58 (m, 2 H, 6—CHy-hexanové kyseliny); 2,17 (t, 2 H, -CH,-CO-); 2,73
(m, 2 H, -CH,-In); 2,91 (m, 2 H, -CH,~NH,); 3.42 (m, 2 H, —CH,-NH-CO-); 6,60 (d, 1 H, C6—
arom); 6,82 (s, 1 H, C4—arom); 7,03 (s, | H, C2-arom); 7,13 (d, 1 H, C7-arom).

13C NMR (DMSO, ppm) &: 24 (y—C-hexanové kyseliny); 26 (6-C-hexanové kyseliny); 33 (B—C-
hexanové kyseliny); 35 (<C—CO-); 39 (-C-NH,); 40 (C-In); 63 (-C-NH-CO-); 102 (C4 arom.);
110 (C6 arom.); 111 (C7 arom.); 111 (C3 arom.); AS3 (C2 arom.); 127 (C7- C-NH-arom); 131
(C4-C—C3-arom); 150 (C5 arom.); 171 (-=CO-).

Pfiklad 1.6: Piprava 2—[(6—aminohexanoy])amino]—3-(5—hydroxy—1H—indol—3—yl)—propanové
kyseliny (meziprodukt spacer—ligand VI)

6-[(tert—butoxykarbonyl)amino]hexanové kyselina (0,50 g, 2,2 mmol) byla rozpu$téna v 50 ml
tetrahydrofuranu (THF). K roztoku kyseliny byl pfidan 1,1 ‘_karbodiimidazol (0,35 g, 2,2 mmol).
Smés byla zahtivana na 50 °C po dobu Sedesati minut. Poté byla reakéni nadoba promyta
inertnim plynem. K reakéni smési byl pfidan 5-hydroxytryptofan (0,48 g, 2,2 mmol). Smes byla
dale zahiivana dal$ich 6 hodin. Sm&s byla zfedéna pridavkem ethylacetitu (100 ml). Vznikly
roztok byl promyt 300 ml &isténé vody (rozdéleno do tfi dil). Organicka vrstva byla vysusena
nad molekulovym sitem. Ethylacetat byl odstranén destilaci za snizeného tlaku.
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Odparek byl rozpustén v 50 ml MeOH a k roztoku byly pfidany 2 ml trifluoroctové kyseliny
(TFA). Roztok byl zahfivan 6 hodin pod zp&nym chladi€em. Rozpoustédlo bylo odstranéno
destilaci za snizeného tlaku. Odparek byl rozpustén v 50 ml ethylacetatu. Roztok byl promyt
150 ml €isténé vody (rozdéleno do tii dili). Organick4 vrstva byla vysuSena nad molekulovym
sitem. Ethylacetat byl odstranén destilaci za snizeného tlaku.

m = 0,62 g (85 % teorie)

'H NMR: (DMSO, ppm) &: 1,17 (m, 2 H, y—CHy-hexanové kyseliny); 1,48 (m, 2H, B—CH,~
hexanové kyseliny); 1,58 (m, 2 H, -CH,~hexanové kyseliny); 2,19 (t, 2 H, -CH,~CO-); 2,51 (m,
2 H, -CHy-In); 2,90 (m, 2 H, -CH,-NH)); 3,81 (m, 2 H, ~CH,~NH-CO-); (m, 2 H, -CH,~NH-
CO-); 6,61 (d, 1 H, C6-arom); 6,95 (s, 1 H, C4—arom); 7,02 (s, 1 H, C2-arom); 7,13 (d, 1 H, C7—
arom).

C NMR (DMSO, ppm) §: 24 (y—C-hexanové kyseliny); 26(3—C—hexanové kyseliny; 33 (B—C-
hexanové kyseliny); 35 (-C—CO-); 39 (-C-NH,); 40 (C-Ph); 55 (-C-NH-CO-); 102 (C4
arom.); 110 (C6 arom.); 111 (C7 arom.); 111 (C3 arom.); 123 (C2 arom.); 127 (C7 — C-NH-
arom.); 131 (C4-C—C3-arom.); 150 (C5 arom.); 171 (-CO-).

Ptiklad 1.7: Ptiprava aldehydického derivatu (HA—CHO) — obecny postup (VII)

Hylauronan (10,00 g, M,, = 2 MDa) byl rozpustén v 750 ml 2,5% (w/w) roztoku Na,HPO,. 12
H,0. Roztok byl vychlazen na 5 °C. K vzniklému roztoku bylo p¥idano 2,60 g NaBr a 0,05 g 4—
acetamido-2,2,6,6-tetramethylpiperidin—1-oxylu. Po dikladné homogenizaci roztoku byly
k reakéni smési pfidany 3 ml roztoku NaClO (10-15 % dostupného Cl,). Reakce pokragovala za
stalého michani 15 minut. Reakce byla ukonéena pfidavkem 100 ml 40% roztoku propan—2—olu.
Produkt byl pte¢istén ultrafiltraci a izolovan precipitaci propan—2—olem.

IC (KBr): 3417, 2886, 2152, 1659, 1620, 1550, 1412, 1378, 1323, 1236, 1204, 1154, 1078, 1038,
945, 893 cm’!

'H NMR (D;0) &: 2,01 (s, 3 H, CHs); 3,37 — 3,92 (m, skelet hyaluronanu), 4,46 (s, 1H,
anomer.), 4,54 (s, 1H anomer., -O-CH(OH)-), 5,27 (geminalni glykol-CH—(OH),).

Priklad 1.8: Syntéza tyraminového derivatu (VIII)

Aldehydicky derivat HA (VII) (5,00 g) byl rozpustén v 500 ml demineralizované vody. Pomoci
kyseliny octové bylo pH roztoku upraveno na 3. Nasledn& byl k reakéni smési pridan tyramin
(1,70 g) ve forme roztoku ve 100 ml 40% propan—2—olu. Smé&s byla dale michana po dobu 1 ho-
diny pfi laboratorni teploté. Dale byl ke smési pfidan roztok pikolin—boran komplexu (0,50 g)
v 50 ml 40% propan—2-olu. Reak¢ni smés byla dale michana 12 hodin pfi laboratorni teploté.
Nizkomolekularni balastni latky byly zproduktu odstranény ultrafiltraci. Produkt byl ziskan
precipitaci propan—2—olem. Precipitat byl zbaven vlhkosti a zbytkového propan-2—olu susenim
v horkovzdusné susarng (40 °C, 3 dny).

IC (KBr):: 3400, 2893, 2148, 1660, 1620, 1549, 1412, 1378, 1323, 1236, 1204, 1154, 1078,
1038, 945, 893 cm™

'H NMR (D,0) &: 2,01 (s, 3 H, CH;, 2,66-2,77 (m, 4 H, -CH,-CH,-NH-), 3,00 (s, 1H, H-CH-

NH-), 3,37-3,93 (m, skelet hyaluronanu), 4,46 (s, 1H, anomer.), 4,54 (s, 1H anomer., -O—
CH(OH)-), 6,59 (d, 2H, arom.), 7,04 (d, 2H, arom.).

- 11 -
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Ptiklad 1.9: P¥iprava tyraminovaného derivatu HA s Cq spacerem (IX)

Aldehydicky derivat HA (VII) (5,00 g) byl rozpu$tén v 500 ml demineralizované vody.
Pomoci kyseliny octové bylo pH roztoku upraveno na 3. K roztoku HA-CHO byl ptidan
6-amino—N-[2—(4-hydroxyfenyl)ethylJhexanamid ~ (meziprodukt (1)) 0,625 g,
2,5 mmol). Smés byla michana 2 hodiny pfi laboratorni teploté. Poté byl do reakéni sme-
si pridan komplex pikolin-boran (0,270 g, 2,5 mmol). Smés byla michana dal§ich 12 ho-
din pti laboratorni teplot&. Produkt byl piegistén ultrafiltraci a izolovan z retentatu preci-
pitaci propan—2-olem. Precipitt byl zbaven vlhkosti a zbytkového propan—2—olu suSe-
nim v horkovzdusné susarné (40 °C, 3 dny).

IC (KBr): 3425, 2893, 2148, 1660, 1620, 1549, 1412, 1378, 1323, 1236, 1204, 1154,
1078, 1038, 945, 893 cm™.

'H NMR (D,0) & 1,25 (t, 2 H, y-CH,—aminohexanové kyseliny), 1,48 (m, 2H, & -CH,—
aminohexanové kyseliny) 1,51 (m, 2 H, B~CH,—aminohexanové kyseliny), 2,01 (s, 3 H CH3-),
2,65 (m, 2H, Ph—CHy-), 2,73 (m, 2H, e-CH,-aminohexanové kyseliny), 3,37-3,93 (m, skelet
hyaluronanu), 4,46 (s, 1H, anomer.), 4,54 (s, 1H anomer., —O-CH(OH)-), 6,59 (D, 2H, arom.),
7,01 (d, 2H. arom.).

P¥iklad 1.10: P¥iprava derivatu HA s C4 spacerem a S—hydroxytryptaminem (X)

Aldehydicky derivat HA (VII) (3,00 g) a Na,HPO,. 12 H,O (7,50 g) byl rozpoustén v 300 mi
demiralizované vody. K roztoku Ha-CHO byl pfidan 4-amino—N-[2—~(5-hydroxy—1H-indol-3—
yhethyl]butanamid (0,40 g, 1,5 mmol) — (meziprodukt (IV)). Smés byla michana 2 hodiny pfi
laboratorni teploté. Poté byl do reakéni smési pfidan komplex pikolin—boran (0,16 g, 1,5 mmol).
Smés byla michana dalSich 12 hodin pfi laboratorni teploté. Produkt byl predistén ultrafiltraci
aizolovan z retentatu precipitaci propan-2-olem. Precipitat byl zbaven vlhkosti a zbytkového
propan—2—olu suienim v horkovzdusné susarné (40 °C, 3 dny).

IC (KBr):: 3400, 2893, 2148, 1660, 1620, 1549, 1412, 1323, 1236, 1204, 1154, 1078,
1038, 945, 893 cm”™.

"H NMR (D,0) 8: 1,73 (m, 2H, B —CH,—aminobutanové kyseliny), 2,01 (s, 3 H, CHjy), 2,60 (m,
2H, y—CHy-aminobutanové kyseliny), 2,93 (m, 2H, Ind—CH,-), 3,37-3,93 (m, skelet hyalurona-
nu), 4,46 (s, 1H, anomer.), 4,54 (s, 1H anomer., —O—CH(OH)-), 6,85 (d, 1H, arom.), 7,09 (s, 1H.
arom.), 7,21 (s, 1H. arom.), 7,40 (s, 1H. arom.).

Priklad 1.11: P¥iprava tyraminového derivatu HA s C, spacerem (XI)

Aldehydicky derivat HA (VII) (3,50 g) byl rozpustén v 350 ml demineralizované vody. Pomoci
kyseliny octové bylo pH roztoku upraveno na 3. K roztoku HA—-CHO byl pfidan 4—amino—N-[2—
(4-hydroxyfenyl)ethyl]butanamid (0,40 g, 1,8 mmol) — (meziprodukt (I)). Smés byla michana
2 hodiny pfi laboratorni teploté. Poté byl do reakéni smési pridan komplex pikolin—boran (0,19 g,
1,8 mmol). Smés byla michana dalsich 12 hodin pfi laboratorni teploté. Produkt byl piecistén
ultrafiltaci a izolovan z retentatu precipitaci propan-2-olem. Precipitit byl zbaven vlhkosti
a zbytkového propan—2—olu susenim v horkovzdusné susarné (40 °C, 3 dny).

IC (KBr): 3425, 2893, 2148, 1600, 1620, 1549, 1412, 1378, 1323, 1236, 1204, 1154, 1078,
1038, 945, 893 cm’.
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'H NMR (D,0) &: 1,25 (t, 2 H, y-CH,—aminohexanové kyseliny), 1,48, (m, 2H, 8—CH,—
aminohexanové kyseliny), 1,51 (m, 2 H, B—~CH,—aminohexanové kyseliny), 2,01 (s, 3H, CH;-),
2,65 (m, 2H, pH-CH,-), 2,73 (m, 2H, e-CH,~aminohexanové kyseliny), 3,37 —3,93 (m, skelet
hyaluronanu), 4,46 (s, 1H, anomer.), 4,54 (s, 1H anomer., -O-CH(OH)-), 6,59 (d, 2H, arom.),
7,01 (d, 2H. arom.).

Piiklad 1.12: Pfiprava tyraminovaného derivatu HA s Cg spacerem (XII)

Aldehydicky derivat HA (VII) (2,90 g) byl rozpustén ve 300 ml demineralizované vody. Pomoci
kyseliny octové bylo pH roztoku upraveno na 3. K roztoku HA-CHO byl ptidan 8—amino—N-[2—
(4-hydroxyfenyl)ethyl]oktanamid (0,40 g, 1,4 mmol) — (meziprodukt (III)). Smés byla michana
2 hodiny pfi laboratorni teploté. Poté byl do reakéni smési pfidan komplex pikolin—boran (0,15 g,
1,4 mmol). Smés byla michana dalSich 12 hodin pfi laboratorni teploté. Produkt byl pteistén
ultrafiltraci a izolovan z retentatu precipitaci propan—2—olem. Precipitat byl zbaven vihkosti a
zbytkového propan—2-olu susenim v horkovzdugné suséarné (40 °C, 3 dny).

IC (KBr).. 3425, 2893, 2148, 1660, 162¢, 1549, 1412, 1378, 1323, 1236, 1204, 1154, 1078, 1038,
945, 893 cm™

'H NMR (D,0) 8: 1,16-1,34 (m, 6 H, C4 az C6 -CH,—oktanové kyseliny); 1,56-1,44 (m, 4H, C3
a C7 oktanové kyseliny); 2,01 (s, 3H, CHj-), 2,58 (m, 2H, -CH,-Ar); 2,78 (m, 2H —CH,-NH-),
3,37 -3,93 (m, skelet hyaluronanu), 4,46 (s, 1H, anomer.), 4,54 (s, 1H, anomer., -O—-CH(OH)-),
6,59 (d, 2H, arom.), 7,01 (d, 2H. arom.).

Piiklad 1.13: Pfiprava derivatu HA s C; spacerem a 5-hydroxytryptaminem (XIII)

Aldehydicky derivat HA (VII) (5,00 g) a Na,HPO,. 12 H,O (12,5 g) byl rozpustén v 500 ml!
demineralizované vody. K roztoku NA-CHO byl pfidan 6—amino—N-{2—(5-hydroxy—1H-indol—
3-yhethyl]hexanamid (0,73 g, 2,5 mmol) — (meziprodukt (V)). Smés byla michana 2 hodiny pfi
laboratorni teploté. Poté byl do reakéni smési ptidan komplex pikolin—boran (0,27 g, 2,5 mmol).
Smés byla michéna dalSich 12 hodin pfi laboratorni teploté. Produkt byl pfe¢istén ultrafiltraci
aizolovan z retentitu precipitaci propan—2—olem. Precipitat byl zbaven vlhkosti a zbytkového
propan—2-olu suSenim v horkovzdu$né susarné (40 °C, 3 dny).

IC (KBr):: 3400, 2893, 2148, 1660, 1620, 1549, 1412, 1378, 1323, 1236, 1204, 1154, 1078,
1038, 945, 893 cm™.

'H NMR (D,O) &: 1,25 (t, 2 H, y—CHy—aminohexanové kyseliny), 1,48 (m, 2 H, 8 -CH,—
aminohexanové kyseliny) 1,51 (m, 2 H, B—CH,~aminohexanové kyseliny), 2,01 (s, 3 H, CH;-),
2,65 (m, 2H, Ph—CHy-), 2,73 (m, 2H, e-CH,~ aminohexanové kyseliny), 3,37-3,92 (m, skelet
hyaluronanu), 4,46 (s, 1H, anomer.), 4,54 (s, 1H anomer., -O-CH(OH)-), 6,85 (d, 1H, arom.),
7,09 (s, 1H, arom.)., 7,21 (s, 1H, arom.), 7,40 (s, 1H, arom.).

Priklad 1.14: Piiprava derivatu HA s Cs spacerem a 5-hydroxytryptofanem (XIV)

Aldehydicky derivat HA (VII) (3,50 g) a Na,HPO, . 12 H,O (8,75 g) byl rozpoustén v 350 ml
demineralizované vody. K roztoku HA—CHO byl pfidan 2-[(6~aminohexanoyl)amino]-3—(5—
hydroxy—1H-indol-3~yl)propanové kyseliny (0,60 g, 1,8 mmol) — (meziprodukt (VI)). Smés byla
michana 2 hodiny pfi laboratorni teploté. Poté byl po reakéni smési ptidan komplex pikolin—
boran (0,19 g, 1,8 mmol). Smé&s byla michana dalsich 12 hodin pfi laboratorni teploté. Produkt
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byl pietistén ultrafiltraci a izolovan z retentatu precipitaci propan—2-olem. Precipitat byl zbaven
vlhkosti a zbytkového propan—2-olu susenim v horkovzdusné susarné (40 C, 3 dny).

IC (KBr): 3400, 2893, 2148, 1660, 1620, 1549, 1412, 1378, 1323, 1236, 1204, 1154, 1078,
1038, 945, 893 cm’™.

"H NMR (D,0) &: 1,25 (t, 2H, y—CH,—aminohexanove kyseliny), 1,48 (m, 2H, 5—~CHy—amino-
hexanové kyseliny) 1,51 (m, 2 H, B~CH,—aminohexanové kyseliny), 2,01 (s, 3H, CH;-), 2,65 (m,
2H, Ph-CH,-), 2,73 (m, 2H, e-CH,—aminohexanové kyseliny), 3,37-3,93 (m, skelet hyalurona-
nu), 4,46 (s, 1H, anomer.), 4,54 (s, 1H, anomer., —O—CH(OH)-), 6,85 (d, 1H, arom.), 7,09 (s, 1H.
arom.), 7,21 (s, 1H. arom.). 7,40 (s, 1H, arom.)

Priklad 1.15: Obecny postup piipravy hydrogelu na bazi derivatu HA se spacerem a 5-—-hydroxy-
tryptofanem a na bazi tyraminovaného derivatu

Vybrany derivat HA je rozpustén v 0,1M PBS pH 7,4. Mnozstvi derivatu je voleno dle pozadova-
né koncentrace. K roztoku derivatu je pfidano pozadované mnozstvi enzymu. Po dikladné homo-
genizaci je pfiddn zied&ny roztok peroxidu vodiku. Smés je opet homogenizovana a dochazi ke
vzniku transparentniho gelu.

Priklad 1.16: P¥iprava hydrogelu na bazi tyraminového derivétu

40 az 60 mg (dle pozadované koncentrace roztoku polymeru) derivatu HA pfipraveného dle
piikladu 1.8 (VIII) je rozpousténo ve 2 mi 0,1M PBS o Ph 7.4. K roztoku derivatu je pridano
20 pl roztoku enzymu HRP (24 mg enzymu HRP rozpusténé v 1 ml 0,IM PBS o PH 7,4). Po di-
kladné homogenizaci je ptidano 100 pl roztok H,O, (33 pl 30% H,O; rozpusténo v 10 ml 0,1M
PBS o PH 7,4). Smés je zhomogenizovana a dochazi ke vzniku transparentniho gelu

Priklad 1.17 Piprava hydrogelu na béazi tyraminového derivatu HA se spacerem

40 az 60 mg (dle pozadované koncentrace roztoku polymeru) derivatu HA piipraveného dle
piikladu 1.9 (IX), 1.11 (XI) nebo 1.12 (XII) je rozpustén v 2 ml 0,1M PBS o PH 7,4. K roztoku
derivatu je piidano 10ul roztoku enzymu HPR (2,4mg enzymu HRP rozpusténé v 1ml 0,1M PBS
o pH 7,4). Po diikladné homogenizaci je pfidano 100 pl roztoku H,O, (33ul 30% H,O; roz-
pusténo v 10 ml 0,1M PBS o pH 7,4). Smés je zhomogenizovana a dochazi ke vzniku transpa-
rentniho gelu.

2. Rozdily ve vlastnostech hydrogeli

P¥iklad 2.1: Rozdil v mechanickych vlastnostech hydrogelu v zavislosti na typu pouZitého deri-
vatu HA a mnoZstvi pfidaného enzymu

V zavislosti na typu pouzitého derivitu byly dle piikladi 1.16 nebo 1.17 pfipraveny vzorKy
hydrogeli z derivati VIII (tyraminovy bez vloZeni spaceru), IX, XI a XII (s vloZenym spacerem).
Vzorky byly po dikladné homogenizaci ponechany po dobu 120 minut dozrat pti laboratorni
teploté. Anology derivatii pouZzité pro pfipravu porovnavanych hydrogeli se vidy vyznacovaly
srovnatelnou molekulovou hmotnosti a stupném substituce. Vechny vzorky mély stejné rozméry
a byly promé&fovany za konstantnich laboratornich podminek (teplota, tlak, vlhkost).

-14 -



10

20

25

30

CZ 303879 B6

U vzorki byl stanovovan Youngiv modul pruznosti v kompresi, houzevnatost, mez pevnosti
v kompresi a odpovidajici deformace vzorku; ramci viskoelastickych vlastnosti vzorki potom
modul pruznosti ve smyku a ztratovy tihel.

Ze ziskanych vysledki jasné vyplyvé, ze zavedeni flexibilniho spaceru mezi ligand a zakladni
fetézec hyaluronanu vede k dosazeni vys3i elasticity, houZevnatosti a pevnosti hydrogeli na bazi
téchto derivatd, oproti hydrogelim na bazi analogickych derivatt hyaluronanu bez spaceru.

Tab. 1 Znazorfiuje porovnani mechanickych vlastnosti hydrogelu v zavislosti na typu pouZitého
derivatu pro jeho ptipravu. Koncentrace (%) znamena koncentrace polymeru v roztoku, z n&jz se
hydrogel pfipravil, stupefi substituce (%) udéva stupeii substituce reaktivnim/sitovacim ligan-
dem, tj. poCet navazanych ligandii na 100 strukturnich jednotek polymeru, kde v p¥ipadé HA je
strukturni jednotkou polymeru minén disacharid (neboli dimer) glykosamin+kyselina glukuro-
nova.

Tab. 1
Tvo vousitshe | DeTivAtHA | DerivitHA | D Derivit HA | Derivi¢HA
YP POuZIteho | die p¥ikladu | dle p¥ikladu | | dle pikladu | .,
derivatu s X ; : XI prikladu
Mw (kDa)/ [ . oo
koncentrace (%) | - 32043 : 250/3 280/2 285/2
Stupeii substituce | i 3 ) I
%) o
Youngiiv modul
pruZnosti v 5,68 3,87 8,19
kompresi (kPa)
Mez pevnosti
6 218
(kPa) ‘ 310 167
Deformace v mezi |
L 5
pevnosti (%) 68 65 6
HouZevnatost
/) 23460 9670 13650
Ztratovy iihel (°) 0,18 0,96 0,43
Modul pruZnosti 7
ve smyku (Pa) 1534 504 1105
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PATENTOVE NAROKY

1. Derivat na bazi kyseliny hyaluronové podle obecného vzorce (1)

Os. NH _Ar
N
Y “RY “OH

R

N2

O OH NH

\

%oto: Hot":
HO 0
o YIRASN

Ac (I),

kde Ar je fenyl a R, je ethylen, nebo Ar je indol a R, je ethylen, nebo Ar je indol a R, je karboxy-
ethylen, a kde R, je alkyl o po¢tu uhliku 3 az 7, a kde n je v rozmezi od 1 do 7500.

2. Zpisob ptipravy derivatu podle obecného vzorce (I), vyznadujici se tim, Zese
nejprve piipravi aldehydicky derivat kyseliny hyaluronové podle vzorce (II)
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Q. OH / 0
\<o 0 HO 0
HO = - %
Ae (I,

kde aldehydicky derivat se pfipravi s pouzitim oxida¢niho systému 4—acetamido-TEMPO/NaClO
v protickém prostfedi a ma stupefi substituce 5 aZz 15 % a molekulovou hmotnost v rozmezi
10 000 g/mol az 2 000 000 g/mol,

dale se zvlast’ ptipravi sloucenina obecného vzorce (III)

H,N
\R2

Ry
o)\NH/ ~ar”

kde Ar je fenyl a R, je ethylen, nebo Ar je indol a R, je ethylen, nebo Ar je indol a R, je karboxy-
ethylen, a kde R, je alkyl o poctu uhliki 3 az 7, a kde n je v rozmezi od 1 do 7500, pfi¢emz
slou&enina obecného vzorce (I11) se ptipravi reakei prekurzoru spaceru podle vzorce (IV)

OH

(I,

Z-NH-R,~COOH (Iv),

kde Z je chranici skupina b&zné pouzivand k ochrané primarni aminoskupiny, s ligandem podle
vzorce (V)

R1\
HO\Ar/ NH2

V),

v aprotickém prosttedi pii teploté v rozmezi 40 °C az 150 °C po dobu 1 az 24 hodin v pfitomnosti
&inidla aktivujiciho karboxylové funkéni skupiny, za vzniku slouceniny obecného vzorce (V1)

Z-NH-R,—~CO-NH-R;-Ar-OH VD,

ze které se sloucenina obecného vzorce (III) pripravi odstranénim chranici skupiny Z, a pak se
aldehydicky derivat kyseliny hyaluronové podle vzorce (II) necha reagovat se slouceninou
obecného vzorce (I11) pii pH v rozmezi 3 aZ 8 pfi laboratorni teploté po dobu 1 az 72 hodin v pii-
tomnosti pikolin-boranového komplexu za vzniku derivéatu podle vzorce (I).

3. Zpusob pfipravy podle ndroku 2, vyznaujici se tim, Ze ligand dle obecného
vzorce (V) je vybran ze skupiny zahrnujici tyramin, serotonin a 5-hydroxytryptofan.

4. Zpuisob piipravy podle kteréhokoli z narokii 2az3, vyznacujici se tim, Ze slou-
enina obecného vzorce (IV), tj. prekurzor spaceru, je vybrana ze skupiny aminokyselin zahrnu-
jici derivaty o—[(tert-butoxykarbonyl)amino]karboxylovych kyselin, kde R; je alkyl o poctu uhli-
ki 3 az 7.

5. Zpusob piipravy podle kteréhokoli z narokii 2az4, vyznacujici se tim, Zze reak-

ce prekurzoru spaceru s ligandem probiha v prostiedi THF nebo DMF pfi teploté 50 °C po dobu
2 a7 6 hodin v piitomnosti 1,1°~karbodiimidazolu.
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6. Zpusob piipravy podle kteréhokoli znarokii 2 az 5, vyznacujici se tim, Ze
odstranéni chranici skupiny Z se provede prostfednictvim trifluoroctové nebo chlorovodikové
kyseliny.

7. Hydrogel na bazi zesitovaného derivatu podle obecného vzorce (1)

o) NH _Ar
Y \R1/ “oH

R
112
0 OH NH
\
%oto Hotoz
HO o
OH NH o):
Ac

kde Ar je fenyl a R, je ethylen, nebo Ar je indol a R, je ethylen, nebo Ar je indol a R, je karboxy-
ethylen, a kde R; je alkyl o poctu uhlikii 3 az 7, a kde n je v rozmezi od 1 do 7500.

(),

8. Zpusob vyroby hydrogelu definovaného v naroku 7, vyznacujici se tim, Ze se
na derivat podle obecného vzorce (I) pilisobi generatorem reaktivnich fenoxyradikald pii pH
v rozmezi 4 az 10.

9. Zpisob vyroby podle naroku 8, vyznacujici se tim, Ze generator reaktivnich
fenoxyradikali je vybran ze skupiny zahrnujici systém kifenova peroxiddza a zdroj hydroxylo-
vych radikald, kde zdrojem hydroxylovych radikald muze byt roztok peroxidu vodiku ve vodé,
nebo systém oxidaza—kyslik—substrat, napf. galaktézooxidaza—galaktéza nebo glukézooxidaza—
glukoza.

10. Pouziti hydrogelu definovaného v naroku 7 pro vyrobu ptipravki pro kosmetiku, medicinu,
¢i regenerativni medicinu.

11. Pouziti podle naroku 10, kde pripravky zahrnuji kryti pro hojeni ran, biodegradabilni bariéry
branici vzniku poopera¢nich sristi, pripravky pro augmentaci mékkych tkani, vyplné tkanovych

defekti, scaffoldy pro tkanové inZzenyrstvi.

12. Pouziti podle naroku 10, kde pfipravky zahrnuji oseté nebo neoseté scaffoldy pro 1é¢bu
defektd kloubni chrupavky a kostnich defekti.

1 vykres
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Stress-strain kfivky HA hydrogelu
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Obr. 1

Konec dokumentu
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