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Abstrakt
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Název práce: Syntéza a studium derivátů kyseliny hyaluronové modifikovaných

na karboxylu

Abstrakt: Kyselina hyaluronová (HA) je přirozeně se vyskytující lineární polysa-

charid. Pro svou biokompatibilitu a neimunogenicitu jsou HA a její deriváty široce

využívány v různých biologických a medicínských aplikacích. Při formulaci konkrét-

ního léčivého přípravku je pro jeho výslednou účinnost zásadní molekulová hmotnost

(MW) HA, která však může být různými vlivy v průběhu výrobního procesu ovliv-

něna. Významným faktorem je zvýšená teplota, nutná například při sterilizaci pro-

duktu, která vede ke snížení výsledné MW polymeru. Tato práce se věnuje syntéze

amidů HA na její volné karboxylové skupině a následně studiu vlivu této modifikace

na degradaci polymeru při zvýšené teplotě. Reakcí HA s různými aminy s využitím

4-(4,6-dimethoxy-1,3,5-triazin-2-yl)-4-methylmorfolinium chloridu (DMTMM) byly

připraveny tři finální látky, z nichž všechny podléhaly degradaci znatelně rychleji

něž nativní HA.
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Abstract: Hyaluronic acid (HA) is a naturally occurring linear polysaccharide. Due

to its biocompatibility and non-immunogenicity, HA and its derivatives are widely

used in various biological and medical applications. The efficacy of each formulation

is strongly related to the molecular weight (MW) of the HA used. Unfortunately,

various factors can affect the MW during the manufacturing process. Elevated tem-

perature required during the sterilization process is one significant example, which

can lead to a reduction in molecular weight and result in a loss of some desired

properties of the final product. This work focuses on the synthesis of HA amides

formed on its free carboxyl group and subsequently studying the effect of this modifi-

cation on the degradation rate at elevated temperature. Three final compounds were

prepared by reacting HA with various amines using 4-(4,6-dimethoxy-1,3,5-triazin-2-

yl)-4-methylmorpholinium chloride (DMTMM), all of which underwent degradation

noticeably faster than native HA.
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Seznam pouºitých zkratek

.

AIPA 100% isopropylalkohol

ATC (2-aminoethyl)trimethylammonium chlorid hydrochlorid

CAN dusi£nan amonno-ceri£itý

COMU (1-kyano-2-ethoxy-2-oxoethylidenaminooxy)dimethylaminomorfolinokarbenium

hexa�uorofosfát

DIC N,N`-diisopropylkarbodiimid

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

DMTMM.BF 4 4-(4,6-dimethoxy-1,3,5-triazin-2-yl)-4-methylmorfolinium tetra�u-

oroborát

EDC 1-ethyl-3-(3-(dimethylamino)propyl)karbodiimid

eq ekvivalent

HA kyselina hyaluronová

HAATC amid HA a ATC

HABu amid HA a n-butylamin

HASer amid HA a seraminu

HOPO 2-hydroxypyridin-N -oxid

MW molekulová hmotnost

MWI mikrovlnný oh°ev

NHS N-hydroxysukcinimid

NMI N-methylimidazol

RS reak£ní sm¥s

RT pokojová teplota

Seramin 2-aminoethanol

TPTU O-(2-oxo-1(2H)pyridyl)- N,N,N',N' -tetramethyluronium tetra�uoroborát
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Kapitola 1

Úvod

1.1 Kyselina hyaluronová

Kyselina hyaluronová je lineární polysacharid p°írodního p·vodu. Její struktura

je tvo°ena st°ídajícími se jednotkami kyseliny glukuronové aN-acetylglukosaminu,

které jsou vzájemn¥ propojené� -1,4 a � -1,3 glykosidickými vazbami. [1]

Obrázek 1.1: Struktura kyseliny hyaluronové

v p°írod¥ má tato látka velký význam jako jedna z hlavních sou£ástí extracelu-

lární matrix, dále je p°ítomna v kloubní a synoviální tekutin¥, v kloubní chrupavce

a v neposlední °ad¥ také hraje roli v bun¥£né signalizaci. [2] Díky n¥kterým svým

vlastnostem, jako je biokompatibilita, neimunogenicita a schopnost vázat vodu, hraje

HA a její deriváty významnou roli rovn¥º ve farmaceutickém pr·myslu. [3]
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1.1.1 Vyuºití kyseliny hyaluronové a jejích chemických mo-

di�kací

Moºnosti vyuºití HA jsou ²iroké. P°íkladem je vyuºití v oblasti regenerace tkání,

dále v p°ípravcích zpomalujících stárnutí nebo p·sobících protizán¥tliv¥. Velmi d·-

leºitou a aktuáln¥ rychle se rozvíjející oblastí je také vyuºití HA jako nosi£e pro

cílenou distribuci lé£iv.

Chemické modi�kace HA umoº¬ují nejen zmín¥né navázaní lé£iva na HA, ale i ji-

nou úpravu jejích fyzikálních £i biologických vlastností. Tím se nadále roz²i°uje pole

p·sobnosti HA a r·zné chemické modi�kace HA jsou proto d·leºitým p°edm¥tem

dal²ího výzkumu.[1]

1.1.2 Význam molekulové hmotnosti kyseliny hyaluronové

Pro konkrétní vyuºití HA je st¥ºejní její molekulová hmotnost. Vy²²í molekulové

hmotnosti HA jsou významné spí²e pro mechanické vlastnosti tkání, jako je jejich

elasticita a objem. Naopak niº²í molekulové hmotnosti HA hrají roli pro bun¥£nou

signalizaci a zán¥tlivou odpov¥¤. [4]

v pr·b¥hu výrobního procesu konkrétního lé£ivého p°ípravku m·ºe být moleku-

lová hmotnost ovlivn¥na. Významným faktorem je zvý²ená teplota, nutná nap°íklad

p°i sterilizaci produktu, která vede ke sníºení výsledné MW polymeru. Pro zachování

jejich ºádoucího vlastností je proto u nových derivát· HA d·leºité sledovat jejich

náchylnost k degradaci.

1.2 Amidace

1.2.1 Syntéza amid· karboxylových kyselin

Amidová funk£ní skupina je velmi významnou chemickou strukturou, která je

hojn¥ zastoupena jak v p°írod¥, nap°íklad v proteinech a r·zných polymerech, tak

v syntetických látkách. Aº 25 % lé£iv na trhu obsahuje amidovou vazbu.[5] Odborná

literatura uvádí mnoho zp·sob· syntézy amid·, p°i£emº velká £ást z nich probíhá

v organických rozpou²t¥dlech bez p°ítomnosti vody. Tato kapitola se nicmén¥ za-
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m¥°uje pouze na p°ímé reakce karboxylových kyselin s aminy bez p°ítomnosti roz-

pou²t¥dla, anebo probíhající ve vod¥.

1.2.1.1 Syntézy amid· bez p°ítomnosti rozpou²t¥dla

Metody p°ímé syntézy amid· z karboxylových kyselin a amin· bez p°ítomnosti

rozpou²t¥dla obecn¥ v¥t²inou vyuºívají bu¤ mikrovlnné zah°ívání nebo katalyzá-

tor nebo kombinaci obou p°edchozích. [6] Výhodou m·ºe být niº²í environmentální

dopad vynecháním organických rozpou²t¥del, redukce organického odpadu a jedno-

duchost provedení t¥chto syntéz.

Mikrovlnný oh°ev (MWI)

Význam mikrovlnného zah°ívání je obecn¥ v oblasti organických syntéz stále vy²²í.

Reakce probíhají díky intenzivnímu a rychlej²ímu oh°evu rychleji a s vy²²ími vý-

t¥ºky neº obdobné reakce provád¥né za konven£ních podmínek. Velkou výhodu je

také moºnost syntézy pouze z výchozích látek, bez p°ítomnosti rozpou²t¥dla nebo

katalyzátoru. Amidace s vyuºitím mikrovlnného zah°ívání je popsána ve více zdro-

jích odborné literatury. Gelens a jeho spolupracovníci ve svém £lánku navazují na

p°edchozí studie snahou o optimalizaci podmínek reakcí a dále roz²i°ují pole sub-

strát·, které lze pro mikrovlnnou amidaci vyuºít. Za pouºití relativn¥ vy²²ích teplot

(200-300°C), ale na druhou stranu uº po 10 minutách zah°ívání, se jim poda°ilo zís-

kat uspokojivé výt¥ºky u v¥t²iny zkou²ených karboxylových kyselin a amin·. Tuto

metodu lze proto ozna£it za efektivní a v²eobecn¥ vyuºitelný zp·sob syntézy ²irokého

spektra amid·. [7]

MWI s vyuºitím CAN

Pom¥rn¥ nedávno Zarecki a jeho spolupracovníci vyvinuli novou metodu p°ímé syn-

tézy amid· kombinující mikrovlnné zah°ívání a katalyzátor, konkrétn¥ dusi£nan

amonno-ceri£itý (CAN). Uspokojivé výt¥ºky byly ve v¥t²in¥ p°ípad· dosaºeny po

dvou hodinách mikrovlnného zah°ívání aminu a karboxylové kyseliny v p°ítomnosti

CAN na teploty 120-165°C. Jedná se o jednoduchou, levnou, univerzální metodu,

která je ²etrná k ºivotnímu prost°edí. [8]
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MWI s vyuºitím TiO 2

Dal²í metodu, která kombinuje pouºití mikrovln a katalyzátoru popisuje Calcio Gau-

dino et al. Vyuºitím prá²kového oxidu titani£itého jako katalyzátoru se poda°ilo

zmírnit reak£ní podmínky oproti mikrovlnné syntéze probíhající bez katalyzátoru.

Jako modelovou reakci pro optimalizaci metody auto°i zvolili p°ímou amidaci ky-

seliny benzoové benzylaminem, p°i£emº vy²²ího výt¥ºku bylo dosaºeno jiº po 20

minutách p°i teplot¥ 100 °C. Pouºití metody bylo dále aplikováno i na jiné typy

karboxylových kyselin a amin·. U v¥t²iny substrát· byly auto°i schopni dosáhnout

uspokojivých výsledk· p°i zachování teploty 100°C a reak£ních £asech v rozmezí

20-60 minut. Výhodou metody jsou mírné reak£ní podmínky, jednoduchost prove-

dení a také ²etrnost k ºivotnímu prost°edí vyuºitím netoxického katalyzátoru, který

lze navíc po prob¥hnutí reakce regenerovat. [9]

Obrázek 1.2: Schéma syntézy amidu pomocí TiO2

Bis(pentamethylcyklopentadienyl)zirkonium per�uorooktansulfonát

Metodu, která vyuºívá pouze katalyzátor, popisuje Li a jeho spolupracovníci. P°ipra-

vili komplex zirkonia bis(pentamethylcyklopentadienyl)zirkonium per�uorooktan-

sulfonát, který následn¥ pouºili p°i p°ímé syntéze amid· z karboxylových kyselin

a amin·. Reakce provád¥li bu¤ s vyuºitím tetrahydrofuranu jako rozpou²t¥dla nebo

bez rozpou²t¥dla, p°i teplotách 80°C p°ípadn¥ 100°C. Uspokojivého výt¥ºku reakce

bylo dosaºeno po 2-12 hodinách. Amidaci bez pouºití rozpou²t¥dla auto°i provád¥li

pouze na alifatických karboxylových kyselinách. Katalyzátor lze po prob¥hnutí re-

akce také regenerovat. [10]

Aktivovaný oxid hlinitý

Dal²í pom¥rn¥ nenáro£nou moºnost p°ímé syntézy p°edstavují ve své studii Ghosh

et al. Jako katalyzátor reakce vyuºívají aktivované kuli£ky oxidu hlinitého. Amidace

probíhají 3 hodiny p°i 140°C a metoda je aplikovatelná na ²irokou ²kálu substrát·.
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Výt¥ºky reakcí jak alifatických, tak aromatických karboxylových kyselin i amin·

nebyly niº²í neº 70 %. Výhodou je op¥t regenerovatelnost katalyzátoru. [11]

1.2.1.2 Sytéza amid· ve vod¥

Tvorba amidové vazby v p°ítomnosti vody m·ºe být problematická z d·vodu

moºné hydrolýzy amidu. Pouºitím vhodných reagent· v²ak lze syntézu ve vod¥

i p°esto uskute£nit. Výhodou syntézy amid· ve vod¥ je sníºení negativního environ-

mentálního dopadu vynecháním organických rozpou²t¥del a nepot°ebnost dehydra-

ta£ních agent·. Také z ekonomického hlediska lze pouºití vody místo organických

solvent· ozna£it za výhodné. Amida£ních reagent·, které lze ve vod¥ vyuºít je ví-

cero, p°íkladem jsou látky typu karboimid·, triazin· a uroniových solí. Badland et al.

ve své komparativní studii sledovali výt¥ºky amidací za pouºití 48 r·zných reagent·,

mezi nejvýhodn¥j²í systémy následn¥ za°adili pouºití DMTMM.BF4, COMU-kolidin,

TPTU-NMI a DIC-HOPO. [12]

DMTMM COMU TPTU DIC

Tabulka 1.1: Struktury katalyzátor· amidace ve vod¥

COMU-kolidin

Gabriel et al. popisují syntézu amid· ve vod¥ p°i pokojové teplot¥ za vyuºití reagentu

typu uroniové soli (1-kyano-2-ethoxy-2-oxoethylidenaminooxy)dimethylaminomorfo-

linokarbenium hexa�uorofosfátu (COMU). Pro optimalizaci výt¥ºku reakce je vhodný

p°ídavek terciárního aminu jako báze, nejvýhodn¥ji se jeví pouºití 2,6-lutidinu, p°í-

padn¥ 2,4,6-kolidinu. Jako surfaktant byl v reakci dále pouºit TPGS-750-M, látka

navrºena výzkumnou skupinou prof. Lipshutze. [13] COMU lze vyuºít pro syntézu

amid· jak z primárních, tak sekundárních amin·, nevhodný je v²ak tento reagent
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p°i syntéze ze stericky náro£n¥j²ích karboxylových kyselin. Výt¥ºky amidace 2,6-

dimethylbenzoové kyseliny byly nulové nebo velmi malé. [12]

Obrázek 1.3: Schéma amidace s vyuºitím COMU

TPTU-NMI

Dal²í uroniovou solí pouºitelnou pro amidaci ve vod¥ jeO-(2-oxo-1(2H)pyridyl)-

N,N,N',N' -tetramethyluronium tetra�uoroborát (TPTU). Pro optimalizaci syntézy

je rovn¥º vhodné p°idání báze, v tomto p°ípad¥N-methylimidazolu (NMI). Vý-

t¥ºky reakce p°i pouºití stechiometrického mnoºství TPTU i báze a poºadavky na

substráty jsou obdobné jako p°i pouºití COMU. [12]

DIC-HOPO

Jinou moºností je vyuºití látky typu karboimidu, konkrétn¥ N,N -diisopropylkarbo-

diimidu (DIC). Reakce probíhá op¥t ve vod¥, p°i pokojové teplot¥, za pouºití stechi-

ometrických mnoºství karboxylové kyseliny, aminu i DIC. Produkty p°i t¥chto re-

ak£ních podmínkách byly získány do 1 hodiny. Vyuºití je moºné jak u aromatických,

tak i u alifatických karboxylových kyselin a amin·. Pravd¥podobný mechanismus

reakce je stru£n¥ znázorn¥n na obrázku níºe. [14]

Obrázek 1.4: Mechanismus amidace s vyuºitím DIC

Badland et al. v jejich komparativní studii tuto amidaci s DIC optimalizovali

p°ídavkem 2-hydroxypyridin-N -oxidu (HOPO), který zamezí tvorb¥ neºádoucího

intermediátu N-acylurey. Výhodou popsané metody je oproti ostatním srovnávaným
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nej²ir²í spektrum pouºitelných substrát· a vysoké výt¥ºky i p°i pouºití stericky

náro£n¥j²í karboxylové kyseliny. [12]

DMTMM.BF 4

Zástupcem triazinových reagent· je 4-(4,6-dimethoxy-1,3,5-triazin-2-yl)-4-methyl-

morfolinium tetra�uoroborát (DMTMM.BF 4). Zjednodu²en¥ probíhá amidace podle

následujícího schématu. [15] Mnoºství pouºitého reagentu je stechiometrické.

Obrázek 1.5: Mechanismus amidace s vyuºitím DMTMM

Ve srovnání s vý²e uvedenými metodami má tento postup nejv¥t²í výt¥ºky p°i

amidaci, kde byl jako substrát pouºit dibenzylamin, pravd¥podobn¥ ji tedy lze s vý-

hodou pouºít p°i syntéze vycházející ze sekundárních amin·. [12]

1.2.2 Amidace polysacharid· s volnou karboxylovou skupi-

nou

Polysacharidy jsou látky tvo°ené r·zn¥ uspo°ádanými opakujícími se jednotkami

monosacharid·. Pat°í mezi biologické polymery a hrají velmi d·leºitou úlohu jak

v p°írod¥ � jsou stavebními jednotkami rostlin, ºivo£ich·, hub i mikroorganism·

� tak i v mnoha pr·myslových odv¥tvích, p°íkladem je potraviná°ství a farmacie.

Z hlediska vyuºití polysacharid· v pr·myslu mají obrovský význam jejich chemické

modi�kace. Díky nim je moºné získat polysacharidy s novými vlastnostmi a tím

pádem i s novým potenciálním uplatn¥ním. [16] Jednou z moºných chemických mo-

di�kací polysacharid·, které ve své struktu°e obsahují volné karboxylové skupiny

(p°íkladem takových polysacharid· je karboxymethylcelulóza, algináty aj.), je ami-

dace. Aktuálním moºným zp·sob·m p°ímé jednokrokové syntézy amid· na karbo-

xylových skupinách polysacharid· se v¥nuje tato kapitola.
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1.2.2.1 EDC-NHS

První moºností amidace karboxylových skupin polysacharid· je pouºití reagentu

typu karbodimidu. K chemické modi�kaci polysacharid· je nej£ast¥ji vyuºíván 1-

ethyl-3-(3-(dimethylamino)propyl)karbodiimid (EDC). Ve v¥t²in¥ p°ípad· reakce

probíhá ve vod¥ a £asto je vhodné p°idání dal²ích látek podporujících vhodný pr·b¥h

reakce. D·leºitý je p°ídavek pufru, jelikoº reakci významn¥ ovliv¬uje hodnota pH.

Dále je pro optimalizaci pr·b¥hu v¥t²inou p°idáván N-hydroxysukcinimid (NHC).

P°i této syntéze není pot°eba vysokých teplot a uspokojivý výt¥ºek lze získat v °ádu

n¥kolika hodin. Dal²ím faktorem, který m·ºe ovlivnit pr·b¥h amidace je viskozita

reak£ního média související s molekulovou hmotností, koncentrací a stupn¥m pro-

pletení polysacharidu. [17] Metoda je vyuºitelná pro r·zné polysacharidy, nap°íklad

karboxymethylcelulózu, dal²ími p°íklady jsou amidace chondroitin sulfátu [18] nebo

xanthanové gumy [19].

Obrázek 1.6: Struktura EDC

1.2.2.2 DMTMM

Alternativou karboimidu je pouºití jiº vý²e zmi¬ovaného DMTMM. Reakce op¥t

probíhá ve vod¥, p°i pokojové teplot¥ a v °ádu n¥kolika hodin. Vhodný je p°ídavek

pufru. Vyuºití této metody je popsáno nap°íklad u heparinu [20], hyaluronanu [21]

nebo u alginát·. [22]

1.2.2.3 Amidace p°i zvý²ené teplot¥

Mén¥ vyuºívanou a také mén¥ efektivní metodou získání amid· polysacharid·

je prosté zah°ívání bez p°ítomnosti katalyzátoru. Reakce tohoto typu mohou pro-

bíhat bu¤ ve dvou krocích, kdy je nejprve izolována amoniová s·l polysacharidu,
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která je následn¥ zah°ívána, lze je ale provést i p°ímo, bez izolace soli. [17] P°íklad

jednokrokové syntézy amid· polysacharid· s karboxymethyl skupinou uvádí Sibi-

kina a její spolupracovníci. Reakce probíhá 6 hodin p°i 100°C, za pouºití dioxanu

jako rozpou²t¥dla. Výt¥ºky této amidace polysacharid· benzylaminem a anilinem

nicmén¥ nejsou vysoké. [23] Amidaci karboxymethylcelulózy decylaminem v xylenu

probíhající 3 hodiny p°i 140°C popisuje Zabivalova et al. [24]

Obrázek 1.7: Mechanismus amidace bez p°ítomnosti katalyzátoru [25]
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1.2.3 Syntéza amid· kyseliny hyaluronové

Jednou z moºných modi�kací je amidace, kterou lze provést na p°ítomných kar-

boxylových skupinách. Známé zp·soby syntézy amid· kyseliny hyaluronové jsou

p°edm¥tem této kapitoly.

1.2.3.1 EDC-NHS a DMTMM

Pouºití kondenza£ních reagent· EDC a DMTMM bylo zmi¬ováno jiº v p°edcho-

zích kapitolách. I u kyseliny hyaluronové je lze za ú£elem modi�kace karboxylové

skupiny na amid vyuºít. Ze v²ech metod amidace je v literatu°e nej£ast¥ji uvád¥no

pouºití kombinace EDC a NHS. Reakce má sice °adu jiº uvedených výhod, jako je

moºný pr·b¥h ve vod¥ a p°i nízké teplot¥, v n¥kterých ohledech v²ak tento zp·sob

není ideální. Mezi nevýhody pat°í niº²í selektivita ke karboxylové skupin¥ a niº²í

stupe¬ modi�kace výsledného produktu. Dal²í komplikací je nutnost p°esné úpravy

pH, jelikoº aktivace karboxylové skupiny vyºaduje pH spí²e niº²í, samotná amidace

naopak vy²²í. O optimalizaci pH p°i amidaci s vyuºitím karboimid· podrobn¥ji

pojednává Madison a jeho spolupracovníci. [26] D'Este et al. ve své systematické

analýze porovnali metodu amidace s vyuºitím EDC-NHS oproti vyuºití DMTMM.

P°i amidacích se drºeli následujících postup·:

Postup EDC-NHS: Sodná s·l kyseliny hyaluronové i p°íslu²ný amin byly odd¥-

len¥ rozpu²t¥ny ve vod¥ a následn¥ smíseny. Následovalo p°idání stechiometrického

mnoºství EDC a NHS a pH bylo pomocí roztok· HCl a NaOH upraveno na hod-

notu 5.5. Po 45 minutách bylo pH zvednuto na hodnotu 7.3 a tak bylo udrºováno

po zbytek pr·b¥hu reakce. Po 5 dnech p°i pokojové teplot¥ byl izolován produkt.

Postup DMTMM: Sodná s·l kyseliny hyaluronové i p°íslu²ný amin byly odd¥-

len¥ rozpu²t¥ny ve vod¥, následn¥ byly roztoky smíseny a pH upraveno na hodnotu

6.5 pomocí roztok· NaOH a HCl. Do reak£ní sm¥si pak bylo p°idáno stechiometrické

mnoºství DMTMM. Reakce byla ponechána 5 dn· p°i pokojové teplot¥ a poté byl

izolován produkt.
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Z porovnání obou reakcí vyplynulo, ºe vyuºití DMTMM m·ºe být oproti kom-

binaci EDC-NHS výhodn¥j²í. Syntézy provád¥né pomocí DMTMM nevyºadovaly

úpravu pH ani p°ídavek pufru a p°i pouºití ekvivalentních mnoºství katalyzátor·

poskytovaly vy²²í stupe¬ modi�kace výsledného produktu. [27]

1.2.3.2 Ethylchlorformiát s vyuºitím triethylaminu

Jak jiº bylo zmín¥no, nevýhodou vyuºití karboimid· je nízká chemická modi�-

kace polysacharidu a neselektivita. Huerta-angeles et al. proto popisují jiný zp·sob

amidace kyseliny hyaluronové. Amidy byly získány na základ¥ aktivace karboxy-

lové skupiny ethylchlorformiátem a její následnou reakcí s primární aminoskupinou.

Stupe¬ amidace je regulovatelný pomocí reak£ních podmínek. V²echny reakce byly

provád¥ny s vyuºitím 1 % roztoku kyseliny hyaluronové a p°ídavkem 3 ekvivalent·

triethylaminu. Ethylchlorformiát byl p°idáván v mnoºství bu¤ 3 nebo 5 ekvivalent·

v·£i kyselin¥ hyaluronové.

Postup amidace: Kyselina hyaluronová byla rozpu²t¥na v DMSO p°i 60°C, po

rozpu²t¥ní a následném ochlazení na pokojovou teplotu byl p°idán triethylamin a re-

ak£ní sm¥s se 10 minut míchala. Následn¥ byl p°idán ethylchlorformiát a po 1 hodin¥

dal²ího míchání byl p°idán i amin. Reakce následn¥ b¥ºela 24 hodin p°i pokojové

teplot¥.

Kone£ný stupe¬ substituce záleºel jednak na mnoºství p°idaného ethylchlorfor-

miátu, dále pak na molekulové hmotnosti pouºité kyseliny hyaluronové. U amidace

propargylaminem byla výsledná substituce v rozmezí 42-98 %, u 3-azidopropylaminu

11-88 %. Vy²²ího stupn¥ substituce lze dosáhnout u vy²²ích molekulových hmotnosti

kyseliny hyaluronové. Výhody metody jsou vysoká molekulová hmotnost získaného

derivátu (200 kDa), vysoký stupe¬ substituce, ºádné vedlej²í produkty, pr·b¥h p°i

pokojové teplot¥ a krátká doba aktivace karboxylu (1 hodina). Nevýhodou je nut-

nost pouºití bezvodého rozpou²t¥dla. [28]
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1.2.3.3 HATU s vyuºitím triethylaminu

Alternativní metodu popisují Wang et al. S vyuºitím reagentu typu uroniové soli

HATU a p°ídavkem triethylaminu syntetizovaly amid kyseliny hyaluronové s pro-

pargylaminem.

Postup: Kyselina hyaluronová (0,04 mmol) byla rozpu²t¥na v bezvodém DMSO

p°i 60 °C. Po rozpu²t¥ní a ochlazení na pokojovou teplotu byl p°idán triethyla-

min (3,3 mmol) a reak£ní sm¥s se 15 minut míchala. Poté byl p°idán HATU (0,09

mmol) a reakce se míchala 30 minut v atmosfé°e dusíku. Následoval p°ídavek pro-

pargylaminu (0,09 mmol) a po 24 hodinách míchání p°i pokojové teplot¥ v dusíkové

atmosfé°e byl izolován produkt. [29]

1.3 Metody analýzy derivát· kyseliny hyaluronové

1.3.1 1H NMR

NMR (nuclear magnetic resonance) spektroskopie je fyzikáln¥-chemická metoda

vyuºívající interakce atomových jader, v p°ípad¥1H NMR interakce vodík·, s magne-

tickým polem. Na základ¥ NMR spektroskopie lze ur£it sloºení, strukturu a mnoºství

zkoumané látky[30]. V analýze derivát· kyseliny hyaluronové lze1H NMR spektrum

navíc vyuºít k odhadu stupn¥ modi�kace tohoto polymeru.

1.3.1.1 Odhad stupn¥ modi�kace

Odhad stupn¥ modi�kace derivát· kyseliny hyaluronové se provádí z1H NMR

spekter na základ¥ porovnání ploch pod signálem pat°ícím základní struktu°e HA a

signálem pat°ícím struktu°e, jejíº navázání na HA je zkoumáno. V p°ípad¥ pokusu

o navázání butylaminu na HA a zkoumání stupn¥ modi�kace tedy bude porovnán

vybraný signál HA s vybraným signálem navázaného butylaminu. Na obrázku 1.8

je vid¥t, ºe nastavíme-li hodnotu integrálu signál· dvou vodík· HA na hodnotu 1,

hodnota signálu skupiny -CH2- pat°ící butylaminu je oproti tomu 0,19. Za p°edpo-

kladu, ºe by byla modi�kace 100%, musela by hodnota tohoto signálu pat°ícího téº

dv¥ma vodík·m odpovídat také 1. Stupe¬ modi�kace se vypo£ítá jako pom¥r reálné
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hodnoty integrálu ku teoretické hodnot¥ integrálu p°i 100% modi�kaci. V tomto

p°ípad¥ 0,19/1 = 0,19, coº znamená cca 19% modi�kaci.

Obrázek 1.8:1H NMR spektrum amidu HA a butylaminu

1.3.2 DOSY

DOSY (di�usion ordered spectroscopy) je NMR metoda, která poskytuje in-

formaci o difuzních koe�cientech jednotlivých signál· z1H NMR spekter [31]. P°i

analýze derivát· HA je DOSY spektrum d·leºité pro rozli²ení signál·, které pat°í

struktu°e na HA navázané a signál·, které pat°í strukturám nenavázaným na HA

(nap°íklad nezreagovaný amin). Pokud je struktura navázaná na HA, difuzní koe�ci-

ent jejích signál· by m¥l mít podobné hodnoty jako signály pat°ící základní struktu°e

HA. Na DOSY spektru 1.9 jsou vid¥t dv¥ série signál· pat°ící struktu°e butylaminu.

Jedna série se hodnotami difuzního koe�cientu podobá hodnotám základní struktury

HA a jedná se tím pádem o butylamin navázaný amidovou vazbou na HA (signály

ozna£ené ve spektru 1.9 £íslem 1). Druhá série signál· má hodnoty difuzního koe�-

cientu výrazn¥ odli²né a jedná se o nezreagovaný amin (signály ozna£ené ve spektru

1.9 £íslem 2).
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Obrázek 1.9: DOSY spektrum amidu HA a butylaminu

1.3.3 HSQC

HSQC (heteronuclear single quantum coherence) spektroskopie je dal²í NMR

metodou, která poskytuje informace nad rámec klasických1H NMR spekter. Výstu-

pem 1H-13C HSQC m¥°ení je 2D spektrum znázor¬ující souvislost mezi uhlíkovými

posuny a posuny vodík· na t¥chto uhlících navázaných [32]. V analýze derivát· HA

lze díky t¥mto spektr·m identi�kovat i signály, které ve standardním 1H NMR spek-

tru nelze dob°e rozpoznat, jelikoº se vyskytují ve stejné oblasti jako signály základní

struktury HA.
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Kapitola 2

Cíl práce

Tato práce se zam¥°uje na syntézu nových derivát· kyseliny hyaluronové. Kon-

krétn¥ se jedná o amidy p°ipravené reakcí volné karboxylové skupiny HA a amin·

s vyuºitím 4-(4,6-dimethoxy-1,3,5-triazin-2-yl)-4-methylmorfolinium chloridu (DMT-

MM) jako aktivátoru karboxylové skupiny. V budoucnu m·ºe být tento postup velmi

uºite£ný, jelikoº umoº¬uje vázat na HA pevnou kovalentní vazbou biologicky aktivní

aminy.

Prvním cílem této práce je p°íprava amid· z HA a amin· s r·znými typy °e-

t¥zc·. Spojením p°edchozích zku²eností výzkumné skupiny �rmy Contipro se synté-

zou podobných derivát· a poznatk· získanými z dostupné literatury nejprve bude

optimalizován postup syntézy amid·. Vybraný postup poté bude vyuºit k syntéze

�nálních amid·.

Vzhledem k závislosti ú£inku HA a jejích derivát· na jejich molekulové hmot-

nosti (kapitola 1.1.2) byl stanoven je²t¥ druhý cíl. Tímto cílem je studium stability

�nálních amid· ve vodných roztocích p°i zvý²ené teplot¥.
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Obrázek 2.1: Obecné schéma syntézy amid· v této práci

.
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Kapitola 3

Experimentální £ást

3.1 Chemikálie a p°ístroje

K syntéze v²ech látek, kterých se týká tato diplomová práce, byly vyuºity ko-

mer£n¥ dostupné látky od �rem TCI, Sigma-Aldrich a Lach-Ner bez jejich dal²í

puri�kace p°ed pouºitím. Kyselina hyaluronová pocházela z výroby �rmy Contipro.

M¥°ení pH reak£ních sm¥sí bylo provedeno pomocí pH metru WTW inoLab 7110.

P°i separaci �nálních produkt· byla vyuºívána centrifuga Heraeus Megafuge 40R.

Analýza syntetizovaných látek byla provedena za vyuºití1H NMR spektrome-

trie a analýz DOSY a HSQC. Spektra byla m¥°ena p°ístrojem Bruker Avance III

700MHz. Jako rozpou²t¥dlo byla pro NMR analýzu v²ech produkt· pouºita deute-

rovaná voda s p°ídavkem hydroxidu sodného pro lep²í odd¥lení signál·.

Stupn¥ modi�kace produkt· byly vypo£ítány z 1H NMR spekter integrací signál·

náleºících navázaným amin·m (kapitola 1.3.1.1).

Molekulové hmotnosti byly m¥°eny metodou SEC-MALS p°ístrojem Waters Al-

liance liquid chromatograph (Model e2695).

3.2 P°íprava amid· na karboxylové skupin¥ HA

P°íprava v²ech amid· probíhala ve vodném prost°edí p°i pokojové teplot¥ (RT),

za vyuºití DMTMM jako aktivátoru kyseliny hyaluronové. Konkrétní postup p°í-

pravy jednotlivých látek byl za ú£elem získání produkt· s co nejvy²²ím stupn¥m

modi�kace postupn¥ upravován.
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Za ú£elem získání produkt· s potenciáln¥ odli²nými vlastnostmi byly pro ami-

daci cílen¥ vybrány amidy s r·znými typy °et¥zc·. Zástupcem s polárním °et¥zcem je

2-aminoethanol (seramin). (2-aminoethyl)trimethylammonium chlorid hydrochlorid

(ATC) je zástupcem °et¥zc· obsahujících kvartérní amoniový kation a n-butylamin

reprezentuje °et¥zce nepolární.

Obrázek 3.1: Aminy pouºité k syntéze amid·

3.2.1 Úvodní syntéza amid·

Na základ¥ p°edchozích zku²eností se syntézou podobných látek ve �rm¥ Conti-

pro byl pro za£átek k syntéze amid· zvolen následující postup: 10 mg HA (177 kDa)

bylo rozpu²t¥no v 1 ml H2O p°i RT. Po rozpu²t¥ní HA bylo do reak£ní sm¥si (RS)

p°idáno 0,72 ekvivalentu (eq) DMTMM. RS byla míchána 24 hodin p°i RT, poté byl

p°idán amin a bylo zm¥°eno pH RS. Po dal²ích 20 hodinách míchání RS p°i RT byla

reakce byla ukon£ena vysráºením s 3 ml 100% isopropylalkohol (AIPA). Produkt

byl odd¥len centrifugací, poté promyt AIPA a znovu centrifugován. Následn¥ byl

produkt vysu²en v exsikátoru a podroben NMR analýze.

Jednotlivé reakce provedené tímto postupem jsou popsány v tabulce 3.1.

ƒíslo reakce Amin Eq aminu Eq DMTMM pH RS

1 seramin 3,3 0,72 11,210

2 ATC 1,1 0,72 4,715

Tabulka 3.1: Úvodní syntéza amid·

Výsledná 1H NMR spektra produkt· z reakce £íslo 1 a 2 (obrázek 3.3) vykazovala

oproti 1H NMR spektru pouºité nativní HA (obrázek 3.2) nové signály.
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Obrázek 3.2:1H NMR spektrum HA (177 kDa)
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Obrázek 3.3:1H NMR spektra produkt· reakce £. 1 a £. 2
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Pro odli²ení signál· vodík· nenavázaných na struktu°e HA (signály nezreago-

vaného výchozího aminu a isopropylalkoholu), byla dále provedena DOSY analýza

(Obrázky 3.4 a 3.5).

Obrázek 3.4: DOSY analýza produktu reakce £. 1

Obrázek 3.5: DOSY analýza produktu reakce £. 2
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Na základ¥ DOSY analýzy lze °íct, ºe výrazné signály, které se objevily na spek-

trech produkt· z reakcí £íslo 1 a 2 oproti spektru nativní HA, pat°í nezreagovaným

amin·m a nejsou navázány na strukturu HA. Pokud amidace prob¥hla, tak pravd¥-

podobn¥ pouze s velmi nízkým stupn¥m modi�kace.

3.2.2 Vliv pH na reakci

Jelikoº úvodní syntéza vedla k látkám s nízkým £i nulovým stupn¥m modi�kace

karboxylové skupiny na amid, byla p°ipravena dal²í série reakcí. Ú£elem dal²ích re-

akcí bylo zji²t¥ní, zda pH RS ovliv¬uje stupe¬ modi�kace výsledného produktu.

Amidace HA seraminem: 10 mg HA (177 kDa) rozpu²t¥no v 1 ml H2O p°i

RT. Po rozpu²t¥ní HA do RS p°idáno 0,72 eq DMTMM. RS byla míchána 24 hodin

p°i RT. Odd¥len¥ od RS byl p°ipraven roztok seraminu s 37% HCl, který byl ná-

sledn¥ p°idán do RS a bylo zm¥°eno pH RS. Po dal²ích 20 hodinách míchání RS p°i

RT byla reakce byla ukon£ena vysráºením s 3 ml AIPA. Produkt byl odd¥len cen-

trifugací, poté promyt AIPA a znovu centrifugován. Následn¥ byl produkt vysu²en

v exsikátoru a podroben NMR analýze.

ƒíslo reakce Eq seraminu Eq HCl Eq DMTMM pH RS

1 3,3 0 0,72 11,210

3 33 26 0,72 9,186

4 33 29 0,72 8,640

5 33 31 0,72 6,664

6 37 35 0,72 7,541

Tabulka 3.2: Série syntéz amidu z HA a seraminu s úpravou pH RS pomocí HCl

Amidace HA ATC: 10 mg HA (177 kDa) rozpu²t¥no v 1 ml H2O p°o RT.

Po rozpu²t¥ní HA do RS p°idáno 0,72 eq DMTMM. RS byla míchána 24 hodin p°i

RT. Do RS p°idán ATC a N-methylmorfolin (NMM), zm¥°eno pH RS. Po dal²ích

20 hodinách míchání RS p°i RT byla reakce byla ukon£ena vysráºením s 3 ml AIPA.
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Produkt byl odd¥len centrifugací, poté promyt AIPA a znovu centrifugován. Ná-

sledn¥ byl produkt vysu²en v exsikátoru a podroben NMR analýze.

ƒíslo reakce Eq ATC Eq NMM Eq DMTMM pH RS

2 1,1 0 0,72 4,715

7 1,1 8 0,72 8,225

Tabulka 3.3: Série syntéz amidu z HA a ATC s úpravou pH RS pomocí NMM

1H NMR spektra produkt· z reakcí £íslo 3 aº 7 se významn¥ neli²ily od odpovídají-

cích spekter produkt· z reakcí £íslo 1 a 2, lze tedy °íci, ºe výsledný stupe¬ modi�kace

HA není významn¥ ovlivn¥n hodnotami pH v RS.

3.2.3 Dal²í série látek

Zm¥ny pH RS nezp·sobily p°íli² velké zm¥ny v modi�kaci výsledných produkt·,

proto p°i dal²ích reakcích bylo cílem udrºet pH ve zhruba neutrálním rozmezí 6,5-8.

Dal²í reakce m¥ly za úkol zjistit, zda není nízký stupe¬ modi�kace produkt· zp·so-

ben intramolekulárními interakcemi v rámci polárních °et¥zc·, proto p°i²la na °adu

amidace n-butylaminem, jehoº nepolární °et¥zec by m¥l minimalizovat riziko vzniku

takových interakcí.

Amidace n-butylaminem 1: 10 mg HA (177 kDa) rozpu²t¥no v 1 ml H2O

p°i RT. Po rozpu²t¥ní HA do RS p°idáno 0,72 eq DMTMM. RS byla míchána 24

hodin p°i RT. Odd¥len¥ od RS byl p°ipraven roztok n-butylaminu s 37% HCl, který

následn¥ p°idán do RS a zm¥°eno pH RS. Po dal²ích 20 hodinách míchání RS p°i

RT byla reakce byla ukon£ena vysráºením s 3 ml AIPA. Produkt byl odd¥len cen-

trifugací, poté promyt AIPA a znovu centrifugován. Následn¥ byl produkt vysu²en

v exsikátoru a podroben1H NMR a DOSY analýze (obrázky 3.6 a 3.7).
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Obrázek 3.6:1H NMR spektrum HABu

Obrázek 3.7: DOSY analýza HABu
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1H NMR spektrum (3.6) ukazuje dv¥ série signál· nových oproti spektru nativní

HA (3.2). Dle analýzy DOSY 3.7 je jedna série signál· navázaná na HA a druhá

nikoliv, coº by odpovídalo £áste£n¥ zda°ené amidaci, p°i£emº v reakci zbyl i nezre-

agovaný n-butylamin.

Stupe¬ modi�kace: cca 11 %.

Na základ¥ literatury [27] byl vyzkou²en je²t¥ jiný postup amidace, za ú£elem

zji²t¥ní, jak se bude li²it stupe¬ modi�kace výsledného produktu od p°edchozí re-

akce.

Amidace n-butylaminem 2: 100 mg HA (177 kDa) rozpu²t¥no v 10 ml H2O

p°i RT. Po rozpu²t¥ní HA do RS p°idáno 5 eq n-butylaminu. pH RS následn¥ upra-

veno p°ídavkem 37% HCl na cílovou hodnotu mezi 6,5-8,5 (8,386). Do RS byl dále

p°idán 1 eq DMTMM a RS byla míchána 5 dní p°i RT. Reakce byla ukon£ena vysrá-

ºením s 3 ml AIPA. Produkt byl odd¥len centrifugací, poté promyt AIPA a znovu

centrifugován. Následn¥ byl produkt vysu²en v exsikátoru a podroben NMR ana-

lýze.

Stupe¬ modi�kace: cca 25 %.

Poslední zmi¬ovaný postup amidace se ukázal jako nejvýhodn¥j²í, proto byl ná-

sledn¥ pouºit pro syntézu �nálních produkt·, posléze testovaných na odolnost v·£i

degradaci.
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3.2.4 P°íprava �nálních látek

Amid HA a seraminu: 400 mg HA (177 kDa) rozpu²t¥no v 40 ml H2O p°i

RT. Po rozpu²t¥ní HA do RS p°idáno 5 eq seraminu. pH RS bylo následn¥ upra-

veno p°ídavkem 4,6 eq 37% HCl na hodnotu pH 8,634. Do RS byl dále p°idán 1 eq

DMTMM a RS byla míchána 5 dní p°i RT. Reakce byla ukon£ena vysráºením s 120

ml AIPA. Produkt byl odd¥len centrifugací, poté promyt AIPA a znovu centrifugo-

ván. Následn¥ byl produkt vysu²en v exsikátoru a podroben NMR analýze.

Obrázek 3.8: Schéma syntézy amidu z HA a seraminu

Stupe¬ modi�kace: 21 %

Výt¥ºek: 411 mg

Vzhled produktu: bílý prá²ek
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Obrázek 3.9:1H NMR spektrum HASer
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