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Vynélez se tyk& modifikace kyseliny hyaluronové pomoci
protonizovancho bis anhydridu DTPA
(diethylentriaminpentaoctove kyseliny) ve slab& kyselém a2
neutréinim polérnim aprotickém rozpou#tédle bez p¥itormosti
externl bdze za vzniku sifovanych produkt. Reakce probih4
pies krok tvorby komplexu, kde acylat¢nim tinidlem je
samotny kokation hyaluronanu konkréiné protoni zovany
DTPA bis anhydrid Vysledny sit'ovany produkt (linker)
obsahuje tfi kerboxylové slkupiny a t# tercidlni aminy, které
jsou schopny efektivné komplexovat izné kovy. Vyslednou
DTPA sitovanou kyselinu hyaluronovou je moZné také
hydrofobizovat pomoci mono, bis a tris funk&nich alkylagnich
dinidel.




20

25

30

35

40

45

50

CZ 301555 B6

Zpisob pHpravy DTPA sit'ovanych derivati kyseliny hyaluronové a jejich modifikace

Oblast techniky

Vynilez se tykd nového zpiisobu modifikace kyseliny hyaluronové za vzniku sitovanych derivati
DTPA (diethylentriaminpentaoctové kyseliny) a reakci téchto modifikovanych derivati. Modifi-
kace kyseliny hyaluronové je provedena pomoci protonizovaného DTPA bis anhydridu ve slabé
kyselém a2 neutrdlnim poldmim aprotickém rozpoustédle bez pfitomnosti externi bdze za vzniku
sitovanych produkti. Linkery téchto sitovanych derivath obsahuji tfi karboxylové skupiny a thi
tercidini aminy, které jsou schopny efektivné komplexovat riizné kovy a ddvaji také moznost dale
modifikovat karboxylové skupiny DTPA, napf. hydrofobizovat sitovany derivét alkylanimi
tinidly.

Dosavadni stav techniky

Polysacharidy jsou polymery sloZené z jednoduchych monosacharidd (monomemich jednotek)
spojenych glykosidickou vazbou. Podle poftu opakujicich se jednotek rozliSujeme oligosacharidy
(2 aZ 10 jednotek) spojenych glykosidickou vazbou. Podle pottu opakujicich se jednotek rozlidu-
jeme oligosacharidy (2 aZ 10 jednotek) a polysacharidy (10 a vice jednotek). Vyznam polysacha-
ridd je znadny. Polysacharidy plni funkci nutri¢ni, ochrannou, stavebni (celuléza, chitin) nebo
zésobni (8krob). Polymery obecné jsou charakterizovény primérnou molekulovou hmotnosti,
které se b&mé& pohybuje okolo 16.10° g.mol™ a% 16.10° g.mol™. Poket opakujicich se jednotek je
dan stupném polymerizace.

Vyzmamnym polysacharidem je kyselina hyaiuronova:

co:"lo H OHO
£M{° °~

cH,cd

komponované z opakujicich se jednotek B—(1,3)-D-glukuronové kyseliny a p—(1,4)-N-acetyl-
D-glukosaminu, Vyznaluje se velkou molekulovou hmotnostf 5.10* a2 5.10° g.mol™', které zdvisi
na zpiisobu izolace a vychozim materidlu. Kyselina hyaluronov4, respektive jeji siil hyaluronan,
Je nezbytnou souddsti pojivovych tkani, synovidlni tekutiny kloubd, hraje vyznamnou roli v fad&
biologickych procest jako je hydratace, organizace proteoglykani, diferenciace bunék, prolifera-
ce a angiogeneze. Tento zna¢né hydrofilni polysacharid je ve vodé rozpustny ve formé soli v celé
$ifi pH.

Kyselina hyaluronova je zastupcem skupiny glykosaminoglykand, kterd dale zahmuje chondroi-
tin sulfét, dermatan sulfét, keratan sulfat a heparan sulfét.

Acylace kyseliny hyaluronové

Acylace polysacharidd je nejéastéji vyuZivana metoda k zavedeni alkylového tetézce, ktery méni
vlastnosti ptevainé hydrofilnich litek na latky hydrofobni. Reakce se nejtastéji provadi plisobe-
nim anhydridd pHslusnych kyselin, chloridii kyselin nebo samotnou kyselinou za p¥idavku kata-
lyzatord.

Ptiprava acyl-derivatl oligomeri kyseliny hyaluronové je patentovina Couchmannem a kol.
(US patent US 4 761 401, 1988), kde acylace probih4 jak na hydroxylové, tak na amino skuping
deacetylovaného hyaluronanu. O-acylace zahmuje reakci s organickou kyselinou za pfidavku
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kyselého katalyzitoru (minerdlni kyseliny, organické nebo Lewisovy kyseliny) a aktivalniho
¢inidla (N,V-dicyklohexylcarbodiimid, 2—chlor—l-methyl pyridiniumiodid a N, N-carbonyl
diimidazol), nebo pouziva anhydridd a chlorid kyselin v pfitomnosti béze. Michinori a kol.
(JP patent 7309902, 1995) pfipravili acylovanou kyselinu hyaluronovou reakci s anhydridy
karboxylovych kyselin nebo jejich acylhalogenidy ve vodném prostfedi obsahujicim s vyhodou
misitelné organické rozpoustédio v pritomnosti katalyzdtoru. Saponifikaci acylovych skupin
kyseliny hyaluronové bylo docileno derivatd s libovolnym poétem acylovych skupin. Chiorid
kyseliny retinové a anhydrid kyseliny maselné pouzil k piipravé specifickych derivati hyalurono-
vé kyseliny i Perbellini a kol. (WO 2004/056877 Al; 2004). Pro syntézu v prostfedi N.N-
dimethylformamidu byla pouzita kyselina hyaluronové ve formé tetrabutylamonnych soli.

Déle je z PV 2006-605 znam zplisob modifikace polysachariddi, mj. i kyseliny hyaluronove,
pomoci smésnych anhydridd v prostfedi vody nebo organického rozpousdtédla, ptipadné v ptitom-
nosti pfidavnych latek. Nevyhodou tohoto zpiisobu oproti vynilezu je nizky stupefi substituce
kyseliny hyaluronové a nutnost pridavného kroku zpiisobu, spodivajici v tom, Ze nestabilni slou-
&eninu RCO—O-CO-OR' je nutné si ptipravit tésné pied reakei.

JP 3975267 popisuje zplisob acylace polysacharidii zahrnujici reakci polysacharidu s anhydridem
karboxylové kyseliny, kde je viak nutné pouzit velky pfebytek halogenidu kovu, z &ehoZ piynou
vysoké ndroky na &isténi produktu a vysoké vstupni naklady. Jelikoz DTPA je znima jako vyso-
ce udinné komplexadni &inidlo, neni vhodna pro pouZiti ve zptisobu podle JP 3975267 z divodu
extrémni ndrodnosti odstraflovani pfitomného kovu ze struktury HA-DTPA—kov. Dal3i nevyho-
dou JP 3975267 je nutnost pouziti velkého pfebytku anhydridu, coZ miiZze vyznamné navy3it
vstupni naklady. Jeité dalsi nevyhodou JP 3975267 je, Ze jako rozpoudtédlo je nutné pouZit
karboxylovou kyselinu, ktera ma stejny fetézec jako poutity anhydrid, t.j. kyselina octovd —
acetanhydrid, kyselina propionova — propionanhydrid apod. V ptipadg, Ze ptislu¥na karboxylova
kyselina neni v podminkach reakce kapalna (napf. kys. benzoova aj.), postup neize pouZit vibec
(neni pkitomné rozpousdtédlo). Navic jako rozpoustédlo je nutné pouzit karboxylovou kyselinu,
ktera alespofi 84ste&n& rozpousti HA, coz Gplné vyluduje pouZiti napf. lipofilnich karboxylovych
kyselin.

Sitovadni kyseliny hyaluronové

Sifovani neboli ,.crosslinking” kyseliny hyaluronové bylo popsano nékolika zplsoby. Mezi nej-
jednodussi zplisoby patfi sitovani pomoci POCl, (US 5 783 691). Balasz a kol. sitovali kyselinu
hyaluronovou pomoci divinylsulfonu (US 4 582 865). Dal$imi reaktivnimi elektrofily vhodnymi
pro sitovani jsou aldehydy (US 4 713 448). Velmi roziifenymi Cinidly schopnymi reagovat se
dv&ma polymery jsou epoxidy nebo bisepoxidy (WO 86/00912, WO 2007/129828), kde nejzna-
mej3im zastupcem této skupiny je epichlorhydrin.

Pouzitim EDC je moiné zvysit reaktivitu karboxylové skupiny kyseliny hyaluronové, ktera je
pak schopna sitovacich reakci s polyanionickymi sloudeninami (US 4 937 270). Jinym zéastup-
cem polynukleofilnich reaktantd jsou polyhydrazidy (WO 2006/001046). Zpisob sitovani kyseli-
ny hyaluronové pomoci polyanhydridu, poly(alkyloylchloridu), polyepoxidu, polykarbodiimidu
byl shmut v patentu (WO 00/46252). Pfi reakci bis karbodiimidu s kyselinou hyaluronovou
(WO 2005/067994) dochazi k sifovani pomoci reaktivniho elektrofilniho ¢inidla. Moznosti sit'o-
vat pomoci redox reakei je zachycena v patentu (EP 1683812 Al), kde vznika disulfidicke pie-
mosténi z thiolovych derivati kyseliny hyaluronové. Zvlastni skupinu sitovani tvofi fotochemic-
ké reakee. Je znamo, Ze vinylenova skupina skoficové kyseliny nebo jeji aryl-substituovany ana-
log je schopny fotochemicky cyklizovat na cyklobutan. Tuto skuteSnost vyuZili autofi patentu
(EP 1217008 Al), ktefi N—deacylovany derivat hyaluronové kyseliny acylovali na dusiku
glukosaminové &asti polysacharidu s chloridem kyseliny skoficové, Samotné sitovani prob&hlo
ozafovanim svétlem vinové délky 280 nm. Kromé skoficové kyseliny je taky mozné pouZit jiné
fotoreaktivni skupiny navazané na kyselinu hyaluronovou (WO 97/18224, EP 0763754 A2),
které ozifenim svétlem vhodné vinové délky davaji sitované derivéty. Patenty, ktere se vénovaly
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acylaci a sitovani kyseliny hyaluronové v pfitomnosti baze nebo v bazickém rozpouitédle, byly
publikovany Yui a kol (US 6 673 919), resp. Nguyenem a kol. (US 5 690 961).

US 6 509 039 B1 popisuje zesitované produkty biopolymeri obsahujicich aminoskupiny, kon-
krétné produkty chitosanu nebo Zelatiny, s poly—anhydridy karboxylovych kyselin, vznikajici
v prostiedi kyseliny octové a acetonu. NejdilezZitéjsi rozdil mezi US 6 509 039 B1 a timto vyna-
lezem spotiva v tom, Ze popisuje modifikaci polysacharidd obsahujicich volnou aminoskupinu,
zatimco kyselina hyaluronovd (HA) neobsahuje volnou aminoskupinu. Postupy aplikované
v patentu US 6 509 039 B1 by nebyly schopné vyznamnéji modifikovat HA, protoze HA nemé
dostatedné reaktivni skupinu pro reakci s anhydridem v navrhovanych podminkach.

Mezi nevyhody vyse uvedenych znamych teseni patfi naro&né Cidténi sitovanych derivatd kyseli-
ny hyaluronové od toxickych nizkomolekularnich polarnich slougenin, které jsou uvéznény v siti
derivatl, slozitost znamych postupii aj. Zplisob podle vyndlezu je oproti znamym analogim
jednodussi a nevyZaduje pfitomnost vyrazné toxickych rozpoudtédel nebo acylatnich katalyzi-
tord.

Podstata vynalezu

Podstatou vynalezu je zpiisob ptipravy derivati kyseliny hyaluronové reakci kyseliny hyalurono-
vé s protortizovanym bis anhydridem DTPA (diethylentriaminpentaoctové kyseliny) dle Schéma-
tu 1:

o +
- \_\ om HA - CH,0H j
HA-CHOH + _\cooﬂ—-r- ooy ——* HOO oo

0 NH oc‘b Lcocm oc o
{:.)o HA~/ M)J \\°°

Schéma 1: Reakce protonizovaného DTPA bis anhydridu s kys. hyaluronovou (HA-CH,-OH)

Reakce probiha ve slab& kyselém aZ neutrdlnim polarnim aprotickém rozpoustédle bez piitom-
nosti externi baze za vzniku sit'ovanych produkti. Rozpoustédlo je s vyhodou vybrano ze skupi-
ny zahrnujici DMSO, sulfolan nebo dialkylsulfony. Ve zpisobu podle vynilezu je kyselina
hyaluronova s vyhodou ve formé volné kyseliny a ma s vyhodou molekulovou hmotnost v rozsa-
hu 1.10* a2 5.10° g.mol™ a polydisperzitu v rozsahu 1,02 a% 5,0.

Navrhovany postup je oproti znAmym analogim jednodussi a nevyZaduje pfitomnost vyrazné
toxickych rozpoustédel nebo acylatnich katalyzatori.
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Schéma 2: Reakce HA-DTPA-HA s kovy a alkyladnimi Einidly

Navazéni DTPA bis anhydridu esterickou vazbou probiha pfi 15 az 70 °C, s vyhodou pfi 60 °C,
cot je moZné vysvétlit tim, Ze DTPA bis anhydrid je protonizovan karboxylovou skupinou kyse-
liny hyaluronové za vzniku komplexu, kde acylaénim &inidlem je samotny kokation hyaluronanu.
P¥isludnd acylace probihd bud’ pfimo na nékteré hydroxy skuping, anebo na karboxylatové
skupiné glukoronové &asti a nasledné intramolekulové na hydroxy skupin€ — viz Schéma 3.
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Schéma 3: Detailni schéma reakce protonizovaného DTPA bis anhydridu s kyselinou hyalurono-

vOu.
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'HNMR spektrum smési kyseliny hyaluronové a DTPA bis anhydridu v deuterovaném DMSO
v &asech 0,1h aZ 24h (viz obr. 1) potvrzuje zanik plivodnich signili vodikd -N-CH,~CH;—N-
patticich DTPA bis anhydridu (3,3; 3,4; 3,65; 3,85 ppm) a vznik nové kvality (pikit) v oblasti 3,2
az 3,8 ppm indikujici vznik protonovaného DTPA bis anhydridu. Tabulkové adaje pro pKa hod-
noty analogickych systémi (R—COOH — pKa ~ 4, alkylsN — pKa ~ 11) tuto moZnost také prefe-
ruji.

Ve zpiisobu podle vynilezu se kyselina hyaluronova s vyhodou rozpusti v DMSO nebo sulfolanu,
pak se ptidd DTPA bis anhydrid a smé&s se mich4 bez pfstupu vzduiné vihkosti pfi teploté 15 az
70 °C, s vyhodou pii 60 °C, po dobu 1 aZ 150 h, s vyhodou 24 h.

Linker, tj. ziskany zesifovany derivat, obsahuje tfi karboxylové skupiny a tfi tercidlni aminy,
které jsou schopny efektivné komplexovat riizné kovy a davaji taky moZnost hydrofobizovat
karboxylové skupiny DTPA linkeru pomoci mono, bis a trisfunkénich alkylaénich ¢inidel - viz
Schéma 2.

Komplexy sitfovanych derivath kyseliny hyaluronové a diethylentriaminpentaoctové kyseliny
s atomy kovl se pfipravi reakci chloridu nebo acetatu piisluiného kovu, jako napfiklad kova
alkalickych zemin — Ca, Mg nebo pfechodnych kovi — Fe, Gd, In, Zn, Eu, Tb ve vod& nebo
v polarnim aprotickém rozpoustédle pii teploté 15 az 70 °C, s vyhodou pfi 20 °C po dobu
1 min aZ 24 h. Z hlediska komplexaénich vlastnosti DTPA se nabizi moZnost tvorby chelatovych
komplexii DTPA hyaluronanu napf. s gadoliniem pro diagnostické Gcely nebo s radioaktivnim
indiem '"In pro adely sledovani distribuce hyaluronanu v 2ivém organismu nebo zinkem, ktery
by mohl v komplexu s DTPA hyaluronanem vykazovat uritou aktivitu vyuzitelnou v kosmetice.

Hydrofobizace sitovanych derivati kyseliny hyaluronové a diethylentriaminpentaoctové kyseliny
nastavi po reakci s mono, bis nebo tris funk&nimi alkyladnimi &inidly ve vodé& nebo v polarim
aprotickém rozpoustédle nebo smési téchto rozpoustédel a baze pii teploté 15 az 70 °C, s vyho-
dou pfi 60 °C, po dobu 1 az 150 h. Alkyla¢ni Cinidla obecného vzorce R-X zahrnuji alkyl(aryl)-
halogenidy, kde R je linedrni nebo rozvétveny tetézec C; az Ci voliteln& s obsahem aromatic-
kych nebo heteroaromatickych skupin a X je halogen, nebo alkyl(aryl)sulfity, kde R ma vyse
uvedeny vyznam a X je skupina “O-SOR. PouZité baze zahmuji anorganické slouceniny
obecného vzorce MHCO;, M,CO;, MF, kde M je alkalicky kov, nebo dusikaté organické baze
obecného vzorce R;N, kde R je alkyl C, az Csy s linearnim nebo rozvétvenym fetézcem volitelné
s obsahem aromatickych nebo heteroaromatickych skupin.

Zde uvidéné molekulové hmotnosti kyseliny hyaluronové a jejich derivatli jsou hmotnostné
stfedni molekulové hmotnosti.

Piehled obrazkit na vykresech

Obr. | znézorituje zmény v 'H NMR spektru smési kyseliny hyaluronové a DTPA bis anhydridu
vDMSO v dase 0,1 haz24 h.
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Ptiklady provedeni vynalezu

Ptiklad 1
Modifikace kyseliny hyaluronové s DTPA bis anhydridem.

Kysela forma kyselina hyaluronové HA-COOH (10 kDa, 50 mg) byla rozpusténa v bezvodém
DMSO (5 ml) pti 60 °C. DTPA bisanhydrid (95 mg) byl pfidan k roztoku polysacharidu pfi
60 °C a smés byla michana 24 h bez pfistupu vzdusné vlhkosti. Po ochlazeni ledovou vodou byla
pfidina destilovani voda a roztok 150 mg Na,CO; v 30 ml vody, smés se michala 30 min.
a potom byla zfed&na destilovanou vodou na 100 ml a dialyzovana proti destilované vodé 7 krét
1 1. Vysledny roztok byl lyofilizovan za vzniku 88 mg produktu.

M,, = 2800 kDa, Polydisperzita = 2,563 (stanoveno pomoci metody SEC-MALL),

IR 1739 cm™, stupeii substituce 110 % (potitino zNMR na dimer polysacharidu), "H NMR
(méfeno po pfidani 0,02 ml 20 % aq NaOD) DTPA (3 2,55 4H, 2,6 4H, 3,10 2H, 3,5 6H),
“C NMR DTPA (5 183,0, 182,8, 61,5, 61,1, 54,5, 54,4 ppm).

Priklad 2
Modifikace kyseliny hyaluronové s DTPA bis anhydridem

Kyseld forma kyseliny hyaluronové HA—-COOH (10 kDa, 50 mg) byla rozpusténa v bezvodém
sulfolanu (5 ml) pfi 60 °C. DTPA bisanhydrid (95 mg) byl pfiddn k roztoku polysacharidu pfi
60 °C a smés byla michana 24 h bez pfistupu vzdusné vlhkosti. Po ochlazeni ledovou vodou byla
ptidana destilovana voda a roztok 150 mg Na,CO; v 30 ml vody, smés se michala 30 min
a potom byla zfedéna destilovanou vodou na 100 ml a dialyzovéana proti destilované vodg 7 krat
1 1. Vysledny roztok byl lyofilizovan za vzniku 78 mg produktu.

My, = 2600 kDa, Polydisperzita = 2,951 (stanoveno pomoci metody SEC-MALL),

IR 1739 cm™, stupeil substituce 98 % (po&itano z NMR na dimer polysacharidu),'H NMR (méfe-
no po pridani 0,02 ml 20 % aq NaOD) DTPA (5 2,55 4H, 2,6 4H, 3,10 2H, 3,5 6H), "C NMR
DTPA (5 183,0, 182,8, 61,5, 61,1, 54,5, 54,4 ppm),

Priklad 3
Modifikace kyseliny hyaluronové s DTPA bis anhydridem

Kysela forma kyseliny hyaluronové HA-COOH (350 kDa, 50 mg) byia rozpusténa v bezvodém
DMSO (5 ml) pti 60 °C. DTPA bisanhydrid (95 mg) byl pfidan k roztoku polysacharidu pfi
60 °C a smés byla michana 24 h bez pristupu vzdusné vlhkosti. Po ochlazeni ledovou vodou byla
pfidana destilovand voda a roztok 150 mg Na,CO; v 30 ml vody, smés se michala 30 min
a potom byla zfedéna destilovanou vodou na 100 ml a dialyzovana proti destilované vodg 7 krat
I 1. Vysledny roztok byl lyofilizovan za vzniku 83 mg produktu.

IR 1739 cm™, stupeit substituce 90 % (poéitino z NMR na dimer polysacharidu),'H NMR (méfe-
no po ptidani 0,02 ml 20 % ag NaOD) DTPA (5 2,55 4H, 2,6 4H, 3,10 2H, 3,5 6H), "C NMR
DTPA (5 183,0, 182,8, 61,5, 61,1, 54,5, 54,4 ppm).
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Ptiklad 4
Modifikace kyseliny hyaluronové s DTPA bis anhydridem

Kysela forma kyseliny hyaluronové HA—COOH (350 kDa, 50 mg) byla rozpusténa v bezvodém
DMSO (5 ml) pti 60°C. DTPA bisanhydrid (25 mg) byl pfidén k roztoku polysacharidu pii
60 °C a smés byla michana 24 h bez pfistupu vzdusné vihkosti. Po ochlazeni ledovou vodou byla
piiddna destilovand voda a roztok 150 mg Na,CO; v 30 ml vody, smés se michala 30 min
a potom byla zfedéna destilovanou vodou na 100 ml a dialyzovéna proti destilované vod& 7 krét
1 1. Vysledny roztok byl lyofilizovan za vzniku 61 mg produktu.

IR 1739 em™, stupeit substituce 30 % (potitino z NMR na dimer polysacharidu),'H NMR (méfe-
no po ptidani 0,02 ml 20 % aq NaOD) DTPA (5 2,55 4H, 2,6 4H, 3,10 2H, 3,5 6H), “CNMR
DTPA (5 183,0, 182,8, 61,5, 61,1, 54,5, 54,4 ppm

Priklad 5
Modifikace kyseliny hyaluronové s DTPA bis anhydridem

Kysel4 forma kyseliny hyaluronové HA-COOH (350 kDa, 50 mg) byia rozpusténa v bezvodém
DMSO (5 ml) pfi 60 °C. DTPA bisanhydrid (10 mg) byl pfidan k roztoku polysacharidu pfi
60 °C a smé&s byla michéna 24 h bez pfistupu vzduiné vihkosti. Po ochlazeni ledovou vodou byla
pfidina destilovana voda a roztok 150 mg Na,COs v 30 ml vody, sm&s se michala 30 min
a potom byla ziedéna destilovanou vodou na 100 mi a dialyzovana proti destilované vodé 7 krat
1 L. Vysledny roztok byl lyofilizovan za vaniku 53 mg produktu.

IR1739cm™, stupeii substituce 6 % (potitino z NMR na dimer polysacharidu),'H NMR (méfeno
po pfidani 0,02 ml 20 % aq NaOD) DTPA (8 2,55 4H, 2,6 4H, 3,10 2H, 3,5 6H), BCNMR
DTPA (5 183,0, 182,8, 61,5, 61,1, 54,5, 54,4 ppm).

Ptiklad 6
Modifikace kyseliny hyaluronové s DTPA bis anhydridem

Kysela forma kyseliny hyaluronové HA—-COOH (2000 kDa, 50 mg) byla rozpu3téna v bezvodém
DMSO (10 ml) pti 60 °C. DTPA bisanhydrid (95 mg) byl pfidan k roztoku polysacharidu pfi
60 °C a smé&s byla michana 24 h bez piistupu vzdu$né vihkosti. Po ochlazeni ledovou vodou byla
pfiddna destilovand voda a roziok 150 mg Na,CO; v 30 ml vody, smés se michala 30 min
a potom byla zfed&na destilovanou vodou na 100 ml a dialyzovana proti destilované vodg 7 krat
1 1. Vysledny roztok byl lyofilizovéin za vzniku 68 mg produktu.

IR 1739 cm™, stupeft substituce 76 % (pogitino z NMR na dimer polysacharidu),' H NMR (mfe-
1o po pfidni 0,02 ml 20 % aq NaOD) DTPA (5 2,55 4H, 2,6 4H, 3,10 2H, 3,5 6H), "C NMR
DTPA (5 183,0, 182,8, 61,5, 61,1, 54,5, 54,4 ppm).
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P¥iklad 7
PFiprava komplextt HA-DTPA-Gd
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CH,CO
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R=Na, H, HA
; R'=NaH

Schéma 4

Do roztoku HA-DTPA (modifikované kyseliny hyaluronové z pfikiadu 5) (stupen substituce

10 6% mol, po¢itano na dimer kyseliny hyaluronové, 1 g) ve vodé (100 ml) byl pfidan 1% roztok
GdCl;.6H,0 (40 mg GdCl;.6H,0, 0,04 eq ve vode) a smés byla michana 1 h pfi teploté mistnosti.
Vysledny roztok byl pak dialyzovan oproti 1 litru destilované vody, pfitemz v oddialyzovaném
roztoku po odpaieni solventu nebyla zji$téna pfitomnost gadolinia pomoci chelataéniho barviva
xylenolové oranze v acetatovém pufru. Z této skuteénosti a z faktu, ze takto lze detekovat

15 koncentraci Gd v 10™ mg/ml, je mo2né usoudit, Ze vic neZ 95 % pFidaného gadolinia bylo vazino
v HA~DTPA.

Pfiklad 8
20
Priprava komplexit HA-DTPA-Fe

/\coon

o o
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R=Ns, H, HA

25 Schéma 5

Do roztoku HA-DTPA (modifikované kyseliny hyaluronové z ptikladu 5) (stupert substituce
6 % mol, pocitano na dimer kyseliny hyaluronové, 1 g) ve vodé (100 mi) byl pfidan 1% roztok
FeCl; (20 mg FeCls, 0,04 eq ve vodé) a smés byla michana 1 h pfi teploté mistnosti. Vysledny
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roztok byl pak dialyzovén oproti 1 litru destilované vody, pfi¢emZ v oddialyzovaném roztoku po
odpafeni solventu nebyla zji¥t€na p¥itomnost Zeleza pomoci chelataniho barviva xylenolové
oranie v acetatovém pufru. Z této skutelnosti a z faktu, Ze takto Ize detekovat koncentraci Fe
v 10™ mg/mi, je moZné usoudit, %e vic nez 97 % pfidaného Zeleza bylo vazano v HA-DTPA.

Ptiklad 9

Priprava komplexi HA-DTPA-In

/\cooa

- J "1

COOR In%hs ; kcoo/
-NaCl
wo\ H;0 “Fo o H%

cHyed

R=Na, H, HA
R'=Na, H

Schéma 6

Do roztoku HA-DTPA (modifikované kyseliny hyaluronové z pfikladu 5) (stupefi substituce
15 6% mol, poditino na dimer kyseliny hyaluronové, 1 g) ve vod& (100 ml) byl pfidin 1% roztok

InCl; (17 mg InCl;, 0,04 eq ve vod&) a smés byla michana 1 h pii teploté mistnosti. Vysledny

roztok byl pak dialyzovén oproti 1 litru destilované vody, pfi¢em2 v oddiatyzovaném roztoku po

odpafeni solventu nebyla zjiiténa p¥itomnost india pomoci chelatatniho barviva xylenolové oran-

Je v acetitovém pufru. Z této skutefnosti a z faktu, Ze takto {ze detekovat koncentraci In
30 v 10 mg/ml, je moimé usoudit, ¥e vic neZ 97 % ptidaného india bylo vazino v HA-DTPA.

Ptiklad 10

25 PFiprava komplexiu HA-DTPA-Eu

(\ N~ COOR
M Ng
o {D‘T‘PA 00 l
coor' B0 { \\co —
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HO oH < foaljg,o O
/ H o
CH3CO OH /
CH,CO
R=Ng H, HA
R'=Na, H

Schéma 7
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Do roztoku HA-DTPA (modifikované kyseliny hyaluronové z ptikladu 5) (stupeii substituce
6 % mol, potitano na dimer kyseliny hyaluronové, 1 g) ve vodé (100 ml) byl pfidén 1% roztok
EuCl; (40 mg EuCly, 0,04 eq ve vod®) a smés byla michana 1 h pii teploté mistnosti. Vysledny
roztok byl pak dialyzovan oproti 1 litru destilované vody, pfitemz v oddialyzovaném roztoku po
odparfeni solventu nebyla zjidténa pitomnost europia pomoci chelataéniho barviva xylenclové
oranze v acetitovém pufru. Z této skutednosti a z faktu, %e takto lze detekovat koncentraci Eu
v 107 g/ml, je mozné usoudit, Ze vic nez 95 % piidaného europia bylo vazano v HA-DTPA.
Pfiklad 11

Priprava komplexii HA-DTPA-Tb

/\coon

DTPA j \100
cooR O m" {LCOO/
o %o\ O ~L %

cHyed

casco

R=Na, H, HA
R'=Ng H

Schéma 8

Do roztoku HA-DTPA (modifikované kyseliny hyaluronové z pfikladu 5) (stupet substituce
6 % mol, poéitano na dimer kyseliny hyaluronové, 1 g) ve vodé (100 ml) byl pFidan 1% roztok
TbCly (40 mg TbCls, 0,04 eq ve vod€) a smés byla michana 1 h pii teploté mistnosti, Vysledny
roztok byl pak dialyzovéan oproti 1 litru destilované vody, pficemz v oddialyzovaném roztoku po
odpafeni solventu nebyla zji§téna pfitomnost therbia pomoci chelata¢niho barviva xylenolové
oranZe v acetdtovém pufru. Z této skutenosti a z faktu, Ze takto Ize detekovat koncentraci Th
v 107 g/ml, je moZné usoudit, e vic nez 95 % pridaného therbia bylo vazéno v HA-DTPA.

-10-
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Ptiklad 12

PFiprava komplextt H4~DTFPA-Zn
(\N/\coon
1 Lt:oo1=z‘
o=('~n'rm 00
O{N L \,_“

ooR' ° e cos”
T p T
H o HO
50 IR AN\ E
/ HO-
CHyCO OH N
cu,cc{

R=Na H, HA
R'=Na,H

Schéma 9

Do roztoku HA-DTPA (modifikované kyseliny hyaluronové z piikladu 5) (stupeii substituce
6 % mol, potitano na dimer kyseliny hyaluronové, 1 g) ve vodé (100 ml) byl pfidan 1% roztok
ZnCl, (0,04 eq) ve vod& a smés byla michana 1 h pfi teplot€ mistnosti. Vysledny roztok byl pak
dialyzovén oproti 1 litru destilované vody, pfiemZ v oddialyzovaném roztoku po odpafeni sol-
ventu nebyla zjidténa ptitomnost zinku pomoci chelatatniho barviva xylenolové oranze v acetdto-
vém pufru. Z této skutednosti a z faktu, Ze takto 1ze detekovat koncentraci Zn v 10°* mg/ml, je
moiné usoudit, Ze vic nez 97 % ptidaného zinku bylo vazino v HA-DTPA.

Piiklad 13

Priprava komplexit HA-DTPA—Ca
(\N/\coon
Lcoon‘
oa(_‘mp A f 100
\,
o ° kcoo/

‘ caCly
HO
A2 ¥ N I A o
/ HO OH N

HoCO

CHy cHged
R=Na H, HA
R'=Na, H

Schéma 10

Do roztoku HA-DTPA (0,1 g, stupeii substituce 30 % mol, potitano na dimer hyaluronové kyse-
liny, derivat z piikladu 4) v 10 ml vody byl pfidan roztok CaCl, (0,3 eq) ve vodé (2 mi) a smés

-11-
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byla michana 1 h pi teploté mistnosti. Reakéni smés byla pak zfedéna na 300 ml dialyzovéna
oproti 7 krat 1 | destilované vody. Vysledny roztok byl lyofilizovan za vzniku 110 mg produktu.

IR 1739 cm™, "H NMR (méfeno po pfidani 0,02 ml 20% aq NaOD) DTPA (5 2,4 4H, 2,7 4H,
3,15 2H, 3,30 6H) °C NMR DTPA (8 64,4, 62,6, 58,5, 57,9 ppm).

ICP 3,1% Ca.

Ptiklad 14

Priprava komplexit HA-DTPA-Mg

(\ /\COOR

/("‘j cooa‘
DTPA Goo
N
MgCl, O{\ \\COO/ \M
COOR
o w&v\f\ :23 ~ /&w

Hscd
CHs cnsco

R=Na H, HA
R'=NaH

Schéma 11

Do roztoku HA-DTPA (0,1 g, stupeii substituce 30 % mol, potitano na dimer hyaluronové kyse-
liny, derivat z ptikladu 4) v 10 ml vody byl pfidan roztok MgCl; (0,3 eq) ve vod& (2 ml) a smés
byla michana 1 h p#i teplot® mistnosti. Reakéni smés byla pak zfedéna na 300 ml dialyzovéna
oproti 7 krét 1 destilované vody. Vysledny roztok byl lyofilizovén za vzniku 110 mg produktu,

IR 1739 cm™', '"HNMR (mé&feno po pfidani 0,02 ml 20% aq NaOD) DTPA (5 2,4 4H, 2,7 4H,
3,15 2H, 3,30 6H) °C NMR DTPA (5 64,4, 62,6, 58,5, 57,9 ppm).

ICP 2,3% Mg.

Priklad 15
Alkylace HA—DTPA-HA s alkylhalogenidy

Sitovand forma kyseliny hyaluronové HA-DTPA (100 mg, derivat z pfikiadu 1) byla rozpusténa
ve vodé na 1% roztok a DMSO bylo pfidévano az do vzniku jemného zakalu pfi teploté mistnos-
ti. Do smési pfidan nasyceny vodny roztok NaHCO; (2 eq), hexylbromid (2 eq) a roztok byl
zahfivan na 60 °C 48 h. Po ochlazeni ledovou vodou byl pfidén nasyceny vodny roztok Na,CO,
(5 eq), smés se michala 30 min a pak byla zfedéna destilovanou vodou na 150 ml, dialyzovana
oproti 5 litrim destilované vody (opakovano 7 krit). Vysledny roztok byl lyofilizovan za vzniku
90 mg produktu.
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IR 1738 cm™’, 'H NMR hexyl (5 0,85 3H, 1,3 4H, 1,35 2H, 1,70 2H, 4,25 2H)

Priklad 16
Alkylace HA-DTPA-HA s alkyltosylaty

Sitovana forma kyseliny hyaluronové HA-DTPA (100 mg, derivat z piikladu 1) byla rozpuSténa
ve vodé na 0,5% roztok. Do smési pfidan nasyceny vodny roztok NaHCOs (2 eq), hexyl tosylat
(2 eq) a roztok byl zahtivan na 60 °C 48 h. Po ochlazeni ledovou vodou byl pfidan nasyceny
vodny roztok Na,CO; (5 eq), smés se michala 30 min a pak byla zfedéna destilovanou vodou na
150 mi, dialyzovéna oproti 5 litrim destilované vody (opakovéno 7 krat). Vysledny roztok byl
lyofilizovén za vzniku 90 mg produktu.

IR 1737 cm™, "H NMR hexyl (3 0,86 3H, 1,3 4H, 1,35 2H, 1,70 2H, 4,27 2H).

PATENTOVE NAROKY

1. Zpisob piipravy derivitd kyseliny hyaluronové reakci kyseliny hyaluronové s anhydridem
karboxylové kyseliny, vyzna&ujici se tim, Ze se kyselina hyaluronova rozpusti ve
slab& kyselém a% neutralnim poldrnim aprotickém rozpoustédle, pfid4 se anhydrid karboxylové
kyseliny pi teploté v rozmezi od 15 °C do 70 °C a smés se micha po dobu 1 az 150 hodin, pfi-
tem? anhydrid karboxylové kyseliny je protonizovany pomoci kyseliny hyaluronové na protoni-
zovany bis anhydrid diethylen—triaminpentaoctové kyseliny.

2. Zpisob pFipravy podle naroku 1, vyzna&ujici se tim, Zekyselina hyaluronova je
ve forme volné kyseliny.

3. Zpusob ptipravy podle naroku 1, vyzna&ujici se tim, Ze kyselina hyaluronova
mé molekulovou hmotnost v rozsahu 1.10* a2 5.10° g.mol™ a polydisperzitu v rozsahu 1,02 a2
5,0.

4. Zpisob piipravy podle naroku I, vyznadujici se tim, Zeslabé kyselé az neutralni
poldrni aprotické rozpoustédlo je vybrano ze skupiny zahrnujici DMSO, sulfolan nebo dialkyl-
sulfony.

5. Zpisob pipravy podle néroku 1, vyzna&ujici se tim, Ze reakce kyseliny hyaluro-
nové s protonizovanym bis anhydridem diethylentriaminpentaoctové kyseliny probiha pii teploté
60 °C po dobu 24 hodin.

6. PouZiti derivatu ziskaného zpiisobem podle néroku 1 pro piipravu komplexu derivatu kyseli-
ny hyaluronové s navazanou diethylentriaminpentaoctovou Kyselinou s atomy kovi, kde derivat
reaguje s halogenidem nebo acetitem kovu v prostfedi vody a/nebo polamiho aprotického roz-
poustédla.

7. Pouziti podle ndroku 6, kde atomy kovii jsou kovy alkalickych zemin Ca, Mg nebo pechod-

né kovy Fe, Gd, In, Zn, Eu, Tb a rozpouitédlo je vybrino ze skupiny zahrnujici DMSO, sulfolan
nebo dialkylsulfony.

-13-
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8. Pouziti derivatu ziskaného zpiisobem podle naroku 1 pro hydrofobizaci derivatu kyseliny
hyaluronové s navézanou diethylentriaminpentaoctovou kyselinou pomoci alkylaénich Cinidel,
kde derivat reaguje s mono, bis anebo tris funkénim alkytaénim éinidlem obecného vzorce R-X
obsahujicim jednu az tfi skupiny X, kde R je alkylovy linedmi nebo rozvétveny fetézec C, az Cs,
voliteln€ s obsahem aromatickych nebo heteroaromatickych skupin, a kde X je halogen nebo
skupina ~O-80,-R, v prostiedi vody a/nebo polarniho aprotického rozpoustédla a baze, pfi tep-
loté 15 °C az 70 °C po dobu 1 az 150 hodin.

9. Pouziti podle naroku 8, kde baze je vybrana ze skupiny zahmujici anorganicke sloudeniny
obecného vzorce MHCO;, M>CO;, MF, kde M je alkalicky kov, nebo dusikaté organické slouce-
niny obecn¢ho vzorce R;N, kde R je alkylovy, linedrni nebo rozvétveny fetézec C, az Cy
volitelné s obsahem aromatickych nebo heteroaromatickych skupin, a rozpoustédlo je vybrano ze
skupiny zahmujici DMSO, sulfolan nebo dialkylsulfony.

1 vykres

- 14-
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Obr.1 Zmény v 'H NMR spektru smési kyseliny hyaluronové a DTPA bis anhydridu
v DMSO v &ase 0,1h a2 24h

Konec dokumentu

-15-




	BIBLIOGRAPHY
	DESCRIPTION
	CLAIMS
	DRAWINGS

