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Nazev prace: Syntéza a studium derivatia kyseliny hyaluronové modifikovanych

na karboxylu

Abstrakt: Kyselina hyaluronovd (HA) je prirozené se vyskytujici linearni polysa-
charid. Pro svou biokompatibilitu a neimunogenicitu jsou HA a jeji derivaty Siroce
vyuzivany v riznych biologickych a medicinskych aplikacich. Pti formulaci konkrét-
niho léc¢ivého pripravku je pro jeho vyslednou tc¢innost zasadni molekulova hmotnost
(MW) HA, ktera vSsak muze byt riznymi vlivy v prubéhu vyrobniho procesu ovliv-
néna. Vyznamnym faktorem je zvysSena teplota, nutnd napriklad pfi sterilizaci pro-
duktu, ktera vede ke snizeni vysledné MW polymeru. Tato prace se vénuje syntéze
amidi HA na jeji volné karboxylové skupiné a nasledné studiu vlivu této modifikace
na degradaci polymeru pii zvysené teploté. Reakei HA s rtiznymi aminy s vyuzitim
4-(4,6-dimethoxy-1,3,5-triazin-2-yl)-4-methylmorfolinium chloridu (DMTMM) byly
pripraveny tii findlni latky, z nichz vSechny podléhaly degradaci znatelné rychleji

néz nativni HA.
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Title: Synthesis and study of hyaluronic acid derivatives modified on carboxyl

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 pouCitych zkratek

AIPA 100% isopropylalkohol

ATC (2-aminoethyl)trimethylammonium chlorid hydrochlorid

CAN dusiEnan amonno-ceriity

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

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-
oroborat

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

eq ekvivalent

HA kyselina hyaluronova

HAATC amid HA a ATC

HABu amid HA a n-butylamin

HASer amid HA a seraminu

HOPO 2-hydroxypyridin-N -oxid

MW molekulova hmotnost

MWI mikrovinny oh°ev

NHS N -hydroxysukcinimid

NMI N -methylimidazol

RS reakfni sm¥s

RT pokojova teplota

Seramin 2-aminoethanol

TPTU O-(2-oxo-1(H)pyridyl)- N,N,N',N' -tetramethyluronium tetra uoroborat



Kapitola 1

Uvod

1.1 Kyselina hyaluronova

Kyselina hyaluronova je linearni polysacharid p°irodniho p-vodu. Jeji struktura
je tvo°ena st°idajicimi se jednotkami kyseliny glukuronové M -acetylglukosaminu,

které jsou vzajemn¥ propojené-1,4 a -1,3 glykosidickymi vazbami. [1]

Obrazek 1.1: Struktura kyseliny hyaluronové

v p°irod¥ ma tato latka velky vyznam jako jedna z hlavnich souf£asti extracelu-
larni matrix, dale je p°itomna v kloubni a synovialni tekutin¥, v kloubni chrupavce
a v neposledni °ad¥ také hraje roli v bun¥£né signalizaci. [2] Diky n¥kterym svym
vlastnostem, jako je biokompatibilita, neimunogenicita a schopnost vazat vodu, hraje

HA a jeji derivaty vyznamnou roli rovn¥° ve farmaceutickém pr-myslu. [3]



1.1.1 Wueiti kyseliny hyaluronové a jejich chemickych mo-
di kaci

MoPnosti vyuCiti HA jsou 2iroké. P°ikladem je vyuCiti v oblasti regenerace tkani,
dale v p°ipravcich zpomalujicich starnuti nebo p-sobicich protizan¥tliv¥. Velmi d--
le®itou a aktualn¥ rychle se rozvijejici oblasti je také vyuiti HA jako nosife pro
cilenou distribuci lé£iv.

Chemické modi kace HA umao®-uji nejen zmin¥né navazani Ié£iva na HA, ale i ji-
nou upravu jejich fyzikalnich £i biologickych viastnosti. Tim se nadale roz2i°uje pole
p-sobnosti HA a r-zné chemické modi kace HA jsou proto d-le®itym p°edm¥tem

dal?iho vyzkumu.[1]

1.1.2 Vyznam molekulové hmotnosti kyseliny hyaluronove

Pro konkrétni vyuCiti HA je st¥°ejni jeji molekulova hmotnost. VW?2i molekulové
hmotnosti HA jsou vyznamné spi2e pro mechanické vlastnosti tkani, jako je jejich
elasticita a objem. Naopak ni°2i molekulové hmotnosti HA hraji roli pro bun¥£nou
signalizaci a zan¥tlivou odpov¥o. [4]

v pr-b¥hu vyrobniho procesu konkrétniho lé£iveho p°ipravku m-°e byt moleku-
lovd hmotnost ovlivn¥na. Vyznamnym faktorem je zvy2ena teplota, nutna nap°iklad
p°i sterilizaci produktu, ktera vede ke sni®eni vysledné MW polymeru. Pro zachovani
jejich °adouciho vlastnosti je proto u novych derivat- HA d-le®ité sledovat jejich

nachylnost k degradaci.

1.2 Amidace

1.2.1 Synteza amid- karboxylovych kyselin

Amidova funkEni skupina je velmi vyznamnou chemickou strukturou, ktera je
hojn¥ zastoupena jak v p°irod¥, nap°iklad v proteinech a r-znych polymerech, tak
v syntetickych latkach. A° 25 % Ié£iv na trhu obsahuje amidovou vazbu.[5] Odborna
literatura uvadi mnoho zp-sob- syntézy amid-, p°iEem® velka £4st z nich probiha

v organickych rozpou2t¥dlech bez p°itomnosti vody. Tato kapitola se nicmén¥ za-



m¥°uje pouze na p°imé reakce karboxylovych kyselin s aminy bez p°itomnosti roz-

pou2t¥dla, anebo probihajici ve vod¥.

1.2.1.1 Syntézy amid- bez p°itomnosti rozpou2t¥dla

Metody p°imé syntézy amid- z karboxylovych kyselin a amin- bez p°itomnosti
rozpou2t¥dla obecn¥ v¥t2Zinou vyulivaji bua mikrovinné zah°ivani nebo katalyza-
tor nebo kombinaci obou p°edchozich. [6] Vyhodou m-°e byt ni®i environmentalni
dopad vynechanim organickych rozpou2t¥del, redukce organického odpadu a jedno-

duchost provedeni t¥chto syntéz.

Mikrovinny oh°ev (MWI)

Vyznam mikrovinného zah®ivani je obecn¥ v oblasti organickych syntéz stale vy?i.
Reakce probihaji diky intenzivnimu a rychlej?imu oh°evu rychleji a s vy%imi vy-
t¥°ky ne® obdobné reakce provad¥né za konvenf£nich podminek. Velkou vyhodu je
také mo°nost syntézy pouze z vychozich latek, bez p°itomnosti rozpou2t¥dla nebo
katalyzatoru. Amidace s vyuitim mikrovinného zah°ivani je popséana ve vice zdro-
jich odborné literatury. Gelens a jeho spolupracovnici ve svém £lanku navazuji na
p°edchozi studie snahou o optimalizaci podminek reakci a dale rozzi°uji pole sub-
strat-, které Ize pro mikrovinnou amidaci vyu®it. Za pouCiti relativn¥ vy22ich teplot
(200-300°C), ale na druhou stranu u® po 10 minutach zah®ivani, se jim poda’ilo zis-
kat uspokojivé vyt¥°ky u v¥t2iny zkou2enych karboxylovych kyselin a amin-. Tuto
metodu Ize proto ozna£it za efektivni a v2zeobecn¥ vyuCitelny zp-sob syntézy 2irokého

spektra amid-. [7]

MWI s vyueitim CAN

Pom¥rn¥ nedavno Zarecki a jeho spolupracovnici vyvinuli novou metodu p°imeé syn-
tézy amid- kombinujici mikrovinné zah®ivani a katalyzator, konkrétn¥ dusi£nan
amonno-cerifity (CAN). Uspokojivé vyt¥°ky byly ve v¥t2in¥ p°ipad- dosa®eny po
dvou hodinach mikrovinného zah®ivani aminu a karboxylové kyseliny v p°itomnosti
CAN na teploty 120-165°C. Jedna se o jednoduchou, levnou, univerzalni metodu,

ktera je 2etrna k Civotnimu prost®edi. [8]



MWI s vyulitim TiO

Dal2i metodu, ktera kombinuje pouCiti mikrovin a katalyzatoru popisuje Calcio Gau-
dino et al. WuCitim pra2kového oxidu titani£itého jako katalyzatoru se poda‘ilo
zmirnit reakEni podminky oproti mikrovinné syntéze probihajici bez katalyzatoru.
Jako modelovou reakci pro optimalizaci metody auto®i zvolili p°imou amidaci ky-
seliny benzoové benzylaminem, p°iEem° vy%iho vyt¥°ku bylo dosa’eno ji° po 20
minutach p°i teplot¥ 100 °C. Pou®iti metody bylo dale aplikovano i na jiné typy
karboxylovych kyselin a amin-. U v¥t2iny substrat- byly auto®i schopni dosahnout
uspokojivych vysledk- p°i zachovani teploty 100°C a reakfnich £asech v rozmezi
20-60 minut. Vyhodou metody jsou mirné reakEni podminky, jednoduchost prove-
deni a také 2etrnost k %ivotnimu prost°edi vyu®itim netoxického katalyzatoru, ktery

Ize navic po prob¥hnuti reakce regenerovat. [9]

Obrazek 1.2: Schéma syntézy amidu pomoci T;O

Bis(pentamethylcyklopentadienyl)zirkonium per uorooktansulfonat

Metodu, ktera vyu®iva pouze katalyzator, popisuje Li a jeho spolupracovnici. P°ipra-
vili komplex zirkonia bis(pentamethylcyklopentadienyl)zirkonium per uorooktan-
sulfonat, ktery nasledn¥ pouCili p°i p°imé syntéze amid- z karboxylovych kyselin
a amin-. Reakce provad¥li bua s vyuCitim tetrahydrofuranu jako rozpou?t¥dla nebo
bez rozpou2t¥dla, p°i teplotach 80C p°ipadn¥ 100°C. Uspokojivého vyt¥°ku reakce
bylo dosafeno po 2-12 hodinach. Amidaci bez pouCiti rozpou2t¥dla auto®i provad¥li
pouze na alifatickych karboxylovych kyselindch. Katalyzator Ize po prob¥hnuti re-

akce také regenerovat. [10]

Aktivovany oxid hlinity
Dal2i pom¥rn¥ nenaro£nou mo°nost p°imé syntézy p°edstavuji ve své studii Ghosh
et al. Jako katalyzator reakce vyu®ivaji aktivované kuliEky oxidu hlinitého. Amidace

probihaji 3 hodiny p°i 140°C a metoda je aplikovatelna na 2irokou 2kalu substrat:.



Vyt¥oky reakci jak alifatickych, tak aromatickych karboxylovych kyselin i amin-

nebyly ni®2i ne® 70 %. VV\yhodou je op¥t regenerovatelnost katalyzatoru. [11]

1.2.1.2 Sytéza amid- ve vod¥

Tvorba amidové vazby v p°itomnosti vody m-°e byt problematicka z d-vodu
mo°né hydrolyzy amidu. PouCitim vhodnych reagent- v2ak lze syntézu ve vod¥
i p°esto uskute£nit. Vyhodou syntézy amid- ve vod¥ je sni®eni negativniho environ-
mentalniho dopadu vynechanim organickych rozpou?t¥del a nepot°ebnost dehydra-
taEnich agent-. Také z ekonomického hlediska Ize pouCiti vody misto organickych
solvent- oznafit za vyhodné. Amida£nich reagent:, které Ize ve vod¥ vyu°it je vi-
cero, p°ikladem jsou latky typu karboimid-, triazin- a uroniovych soli. Badland et al.
ve své komparativni studii sledovali vyt¥°ky amidaci za pou®iti 48 r-znych reagent-,
mezi nejvyhodn¥j2i systémy nasledn¥ za°adili pou®iti DMTMM.BE, COMU-kolidin,
TPTU-NMI a DIC-HOPO. [12]

DMTMM COMU TPTU DIC

Tabulka 1.1: Struktury katalyzator- amidace ve vod¥

COMU-kolidin

Gabriel et al. popisuji syntézu amid- ve vod¥ p°i pokojové teplot¥ za vyuCiti reagentu
typu uroniové soli (1-kyano-2-ethoxy-2-oxoethylidenaminooxy)dimethylaminomorfo-
linokarbenium hexa uorofosfatu (COMU). Pro optimalizaci vyt¥°ku reakce je vhodny
p°idavek terciarniho aminu jako baze, nejvyhodn¥ji se jevi pouCiti 2,6-lutidinu, p°i-
padn¥ 2,4,6-kolidinu. Jako surfaktant byl v reakci dale pouit TPGS-750-M, latka
navrena vyzkumnou skupinou prof. Lipshutze. [13] COMU lze vyu®it pro syntézu

amid- jak z primarnich, tak sekundarnich amin-, nevhodny je v2ak tento reagent



p°i syntéze ze stericky naro£n¥j2ich karboxylovych kyselin. Vyt¥°ky amidace 2,6-

dimethylbenzoové kyseliny byly nulové nebo velmi malé. [12]

Obrézek 1.3: Schéma amidace s vyulitim COMU

TPTU-NMI

Dal?i uroniovou soli pouCitelnou pro amidaci ve vod¥ je&-(2-oxo-1(2H )pyridyl)-
N,N,N',N' -tetramethyluronium tetra uoroborat (TPTU). Pro optimalizaci syntézy
je rovn¥° vhodné p°idani baze, v tomto p°ipad¥-methylimidazolu (NMI). Vy-
t¥°ky reakce p°i pouCiti stechiometrického mno°stvi TPTU i baze a po®adavky na

substraty jsou obdobné jako p°i pou®iti COMU. [12]

DIC-HOPO

Jinou mo°nosti je vyuCiti latky typu karboimidu, konkrétn¥ N,N -diisopropylkarbo-
diimidu (DIC). Reakce probiha op¥t ve vod¥, p°i pokojove teplot¥, za pouCiti stechi-
ometrickych mno°stvi karboxylové kyseliny, aminu i DIC. Produkty p°i t¥chto re-
akEnich podminkéach byly ziskany do 1 hodiny. Wu®iti je mo®né jak u aromatickych,
tak i u alifatickych karboxylovych kyselin a amin-. Pravd¥podobny mechanismus

reakce je struEn¥ znazorn¥n na obrazku ni%. [14]

Obrazek 1.4: Mechanismus amidace s vyu®itim DIC

Badland et al. v jejich komparativni studii tuto amidaci s DIC optimalizovali
p°idavkem 2-hydroxypyridinN-oxidu (HOPO), ktery zamezi tvorb¥ ne®adouciho

intermediatu N -acylurey. Vyhodou popsané metody je oproti ostatnim srovnavanym



nejairzi spektrum pouCitelnych substrat- a vysoké vyt¥°ky i p°i pouCiti stericky

naro£n¥j2i karboxylové kyseliny. [12]

DMTMM.BF 4
Zastupcem triazinovych reagent: je 4-(4,6-dimethoxy-1,3,5-triazin-2-yl)-4-methyl-
morfolinium tetra uoroborat (DMTMM.BF 4). Zjednodu2en¥ probih& amidace podle

nasledujiciho schématu. [15] Mno°stvi pouCitého reagentu je stechiometrické.

Obrazek 1.5: Mechanismus amidace s vyu®itim DMTMM

Ve srovnani s vy?e uvedenymi metodami ma tento postup nejv¥t3i vyt¥°ky p°i
amidaci, kde byl jako substrat pouCit dibenzylamin, pravd¥podobn¥ ji tedy Ize s vy-

hodou pou®it p°i syntéze vychazejici ze sekundarnich amin-. [12]

1.2.2 Amidace polysacharid- s volnou karboxylovou skupi-

nou

Polysacharidy jsou latky tvo°ené r-zn¥ uspo°adanymi opakujicimi se jednotkami

monosacharid-. Pat’i mezi biologické polymery a hraji velmi d-le®itou Ulohu jak
v p°irod¥ jsou stavebnimi jednotkami rostlin, °ivo£ich-, hub i mikroorganism:

tak i v mnoha pr-myslovych odv¥tvich, p°ikladem je potravina°®stvi a farmacie.
Z hlediska vyuCiti polysacharid: v pr-myslu maji obrovsky vyznam jejich chemické
modi kace. Diky nim je mo°né ziskat polysacharidy s novymi vlastnostmi a tim
padem i s novym potencialnim uplatn¥nim. [16] Jednou z mo®nych chemickych mo-
di kaci polysacharid-, které ve své struktu®e obsahuji volné karboxyloveé skupiny
(p°ikladem takovych polysacharid- je karboxymethylcelul6za, alginaty aj.), je ami-
dace. Aktualnim mao°nym zp-sob-m p°imé jednokrokové syntézy amid- na karbo-

xylovych skupinach polysacharid- se v¥nuje tato kapitola.
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1.2.2.1 EDC-NHS

Prvni mo®°nosti amidace karboxylovych skupin polysacharid- je pouCiti reagentu
typu karbodimidu. K chemické modi kaci polysacharid- je nejEast¥ji vyulivan 1-
ethyl-3-(3-(dimethylamino)propyl)karbodiimid (EDC). Ve v¥t2in¥ p°ipad- reakce
probih& ve vod¥ a £asto je vhodné p°idani dal2ich latek podporujicich vhodny pr-b¥h
reakce. D-leity je p°idavek pufru, jeliko® reakci vyznamn¥ ovliv-uje hodnota pH.
Dale je pro optimalizaci pr-b¥hu v¥t2inou p°idavan N-hydroxysukcinimid (NHC).
P°i této syntéze neni pot°eba vysokych teplot a uspokojivy vyt¥°ek Ize ziskat v °adu
n¥kolika hodin. Dal?im faktorem, ktery m-°e ovlivnit pr-b¥h amidace je viskozita
reakEniho média souvisejici s molekulovou hmotnosti, koncentraci a stupn¥m pro-
pleteni polysacharidu. [17] Metoda je vyu®iteln& pro r-zné polysacharidy, nap®iklad
karboxymethylcelul6zu, dal2imi p°iklady jsou amidace chondroitin sulfatu [18] nebo

xanthanové gumy [19].

Obrazek 1.6: Struktura EDC

1.2.2.2 DMTMM

Alternativou karboimidu je pouCiti ji° vy2e zmi-ovaného DMTMM. Reakce op¥t
probiha ve vod¥, p°i pokojové teplot¥ a v °adu n¥kolika hodin. Vhodny je p°idavek
pufru. VWuCiti této metody je popsano nap°iklad u heparinu [20], hyaluronanu [21]

nebo u alginat-. [22]

1.2.2.3 Amidace p°i zvy2ené teplot¥

Mén¥ vyu®ivanou a také meén¥ efektivni metodou ziskani amid- polysacharid-
je prosté zah®ivani bez p°itomnosti katalyzatoru. Reakce tohoto typu mohou pro-

bihat bua ve dvou krocich, kdy je nejprve izolovana amoniova s:| polysacharidu,

11



ktera je nasledn¥ zahivana, Ize je ale provést i p°imo, bez izolace soli. [17] P°iklad
jednokrokové syntézy amid- polysacharid- s karboxymethyl skupinou uvadi Sibi-
kina a jeji spolupracovnici. Reakce probiha 6 hodin p°i 10C, za pouCiti dioxanu
jako rozpou2t¥dla. Vyt¥°ky této amidace polysacharid- benzylaminem a anilinem
nicmén¥ nejsou vysoké. [23] Amidaci karboxymethylcelulézy decylaminem v xylenu

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

Obrazek 1.7: Mechanismus amidace bez p°itomnosti katalyzatoru [25]
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1.2.3 Syntéza amid- kyseliny hyaluronové

Jednou z mo°nych modi kaci je amidace, kterou lze provést na p°itomnych kar-
boxylovych skupinach. Znamé zp-soby syntézy amid- kyseliny hyaluronové jsou

p°edm¥tem této kapitoly.

1.2.3.1 EDC-NHS a DMTMM

PouCiti kondenza£nich reagent- EDC a DMTMM bylo zmi-ovano ji° v p°edcho-
zich kapitolach. | u kyseliny hyaluronové je Ize za Ufelem modi kace karboxylové
skupiny na amid vyu®it. Ze v2ech metod amidace je v literatu°e nejfast¥ji uvad¥no
pou®iti kombinace EDC a NHS. Reakce ma sice °adu ji° uvedenych vyhod, jako je
mo°ny pr-b¥h ve vod¥ a p°i nizké teplot¥, v n¥kterych ohledech v2ak tento zp-sob
neni idealni. Mezi nevyhody pat®i ni®i selektivita ke karboxylové skupin¥ a ni°
stupe- modi kace vysledného produktu. Dal2i komplikaci je nutnost p°esné Upravy
pH, jeliko® aktivace karboxylové skupiny vy°aduje pH spi2e ni®2i, samotna amidace
naopak vy2i. O optimalizaci pH p°i amidaci s vyuCitim karboimid- podrobn¥;ji
pojednava Madison a jeho spolupracovnici. [26] D'Este et al. ve své systematické
analyze porovnali metodu amidace s vyulitim EDC-NHS oproti vyu®iti DMTMM.

P°i amidacich se drleli nasledujicich postup-:

Postup EDC-NHS: Sodna sl kyseliny hyaluronové i p°isluzny amin byly odd¥-
len¥ rozpu?t¥ny ve vod¥ a nasledn¥ smiseny. Nasledovalo p°idani stechiometrického
mno®stvi EDC a NHS a pH bylo pomoci roztok- HCI a NaOH upraveno na hod-
notu 5.5. Po 45 minutach bylo pH zvednuto na hodnotu 7.3 a tak bylo udreovano

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

Postup DMTMM: Sodné s kyseliny hyaluronoveé i p°isluzny amin byly odd¥-
len¥ rozpu2t¥ny ve vod¥, nasledn¥ byly roztoky smiseny a pH upraveno na hodnotu
6.5 pomoci roztok- NaOH a HCI. Do reakEni sm¥si pak bylo p°idano stechiometrické
mno°stvi DMTMM. Reakce byla ponechana 5 dn- p°i pokojové teplot¥ a poté byl

izolovan produkt.
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Z porovnani obou reakci vyplynulo, °e vyu®iti DMTMM m-%e byt oproti kom-
binaci EDC-NHS vyhodn¥j2i. Syntézy provad¥né pomoci DMTMM nevyCadovaly
Upravu pH ani p°idavek pufru a p°i pouCiti ekvivalentnich mno°stvi katalyzator-

poskytovaly vy2?j stupe- modi kace vysledného produktu. [27]

1.2.3.2 Ethylchlorformiat s vyu®itim triethylaminu

Jak ji° bylo zmin¥no, nevyhodou vyu®iti karboimid- je nizka chemicka modi -
kace polysacharidu a neselektivita. Huerta-angeles et al. proto popisuiji jiny zp-sob
amidace kyseliny hyaluronové. Amidy byly ziskany na zaklad¥ aktivace karboxy-
lové skupiny ethylchlorformiatem a jeji naslednou reakci s primarni aminoskupinou.
Stupe- amidace je regulovatelny pomoci reakEnich podminek. V2echny reakce byly
provad¥ny s vyu®itim 1 % roztoku kyseliny hyaluronové a p°idavkem 3 ekvivalent:
triethylaminu. Ethylchlorformiat byl p°idavan v mno°stvi bua 3 nebo 5 ekvivalent-

v-£i kyselin¥ hyaluronové.

Postup amidace:  Kyselina hyaluronova byla rozpu?t¥na v DMSO p°i 6C°C, po
rozpu2t¥ni a nasledném ochlazeni na pokojovou teplotu byl p°idan triethylamin a re-
akEni sm¥s se 10 minut michala. Nasledn¥ byl p°idan ethylchlorformiat a po 1 hodin¥
dal?iho michani byl p°idan i amin. Reakce nasledn¥ b¥°ela 24 hodin p°i pokojové

teplot¥.

Kone£ny stupe- substituce zale®el jednak na mno°stvi p°idaného ethylchlorfor-
miatu, dale pak na molekulové hmotnosti poucité kyseliny hyaluronové. U amidace
propargylaminem byla vysledna substituce v rozmezi 42-98 %, u 3-azidopropylaminu
11-88 %. W22iho stupn¥ substituce Ize dosahnout u vy22ich molekulovych hmotnosti
kyseliny hyaluronové. Vyhody metody jsou vysok& molekulova hmotnost ziskaného
derivatu (200 kDa), vysoky stupe- substituce, °adné vedlej?i produkty, pr-b¥h p°i
pokojové teplot¥ a kratka doba aktivace karboxylu (1 hodina). Nevyhodou je nut-

nost pouCiti bezvodého rozpouzt¥dla. [28]
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1.2.3.3 HATU s vyuCitim triethylaminu

Alternativni metodu popisuji Wang et al. S vyu®itim reagentu typu uroniove soli
HATU a p°idavkem triethylaminu syntetizovaly amid kyseliny hyaluronové s pro-

pargylaminem.

Postup:  Kyselina hyaluronova (0,04 mmol) byla rozpu2t¥na v bezvodém DMSO
p°i 60 °C. Po rozpu2t¥ni a ochlazeni na pokojovou teplotu byl p°idan triethyla-
min (3,3 mmol) a reakEni sm¥s se 15 minut michala. Poté byl p°idan HATU (0,09
mmol) a reakce se michala 30 minut v atmosfé®e dusiku. Nasledoval p°idavek pro-
pargylaminu (0,09 mmol) a po 24 hodinach michani p°i pokojové teplot¥ v dusikove

atmosfé’e byl izolovan produkt. [29]

1.3 Metody analyzy derivat- kyseliny hyaluronove

1.3.1 H NMR

NMR (nuclear magnetic resonance) spektroskopie je fyzikaln¥-chemicka metoda
vyu®ivajici interakce atomovych jader, v p°ipad¥H NMR interakce vodik-, s magne-
tickym polem. Na zaklad¥ NMR spektroskopie Ize ur£it slo®eni, strukturu a mno°stvi
zkoumané latky[30]. V analyze derivat- kyseliny hyaluronové 1zéH NMR spektrum

navic vyu®it k odhadu stupn¥ modi kace tohoto polymeru.

1.3.1.1 Odhad stupn¥ modi kace

Odhad stupn¥ modi kace derivat- kyseliny hyaluronové se provadi 2H NMR
spekter na zaklad¥ porovnani ploch pod signalem pat°icim zakladni struktu®°e HA a
signalem pat®icim struktu®e, jeji® navazani na HA je zkoumano. V p°ipad¥ pokusu
0 navazani butylaminu na HA a zkoumani stupn¥ modi kace tedy bude porovnan
vybrany signal HA s vybranym signalem navazaného butylaminu. Na obrazku 1.8
je vid¥t, °e nastavime-li hodnotu integralu signal- dvou vodik- HA na hodnotu 1,
hodnota signalu skupiny -CH- pat®ici butylaminu je oproti tomu 0,19. Za p°edpo-
kladu, °e by byla modi kace 100%, musela by hodnota tohoto signalu pat®iciho té°

dv¥ma vodik-m odpovidat také 1. Stupe— modi kace se vypo£ita jako pom¥r realné
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hodnoty integralu ku teoretické hodnot¥ integralu p°i 100% modi kaci. V tomto

p°ipad¥ 0,19/1 = 0,19, co® znamena cca 19% modi kaci.

Obrazek 1.8:'H NMR spektrum amidu HA a butylaminu

1.3.2 DOSY

DOSY (diusion ordered spectroscopy) je NMR metoda, ktera poskytuje in-
formaci o difuznich koe cientech jednotlivych signal- z*H NMR spekter [31]. P°i
analyze derivat- HA je DOSY spektrum d-le®ité pro rozlizeni signal-, které pat°i
struktu®°e na HA navazané a signal-, které pat°i strukturam nenavazanym na HA
(nap®iklad nezreagovany amin). Pokud je struktura navazana na HA, difuzni koe ci-
ent jejich signal- by m¥l mit podobné hodnoty jako signaly pat®ici zakladni struktu°e
HA. Na DOSY spektru 1.9 jsou vid¥t dv¥ série signal- pat®ici struktu®e butylaminu.
Jedna série se hodnotami difuzniho koe cientu podoba hodnotam zakladni struktury
HA a jedn& se tim padem o butylamin navazany amidovou vazbou na HA (signaly
oznafené ve spektru 1.9 £islem 1). Druha série signal- ma hodnoty difuzniho koe -
cientu vyrazn¥ odliné a jedna se o nezreagovany amin (signaly ozna£ené ve spektru
1.9 £islem 2).

16



Obréazek 1.9: DOSY spektrum amidu HA a butylaminu

1.3.3 HSQC

HSQC (heteronuclear single quantum coherence) spektroskopie je dalzi NMR
metodou, kterd poskytuje informace nad ramec klasickychH NMR spekter. Vystu-
pem *H-13C HSQC m¥°eni je 2D spektrum znazor-ujici souvislost mezi uhlikovymi
posuny a posuny vodik- na t¥chto uhlicich navazanych [32]. V analyze derivat- HA
Ize diky t¥mto spektr-m identi kovat i signaly, které ve standardnim *H NMR spek-
tru nelze dob°e rozpoznat, jeliko® se vyskytuji ve stejné oblasti jako signdly zakladni

struktury HA.
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Kapitola 2
Cil prace

Tato prace se zam¥°uje na syntézu novych derivat- kyseliny hyaluronove. Kon-
krétn¥ se jedna o amidy p°ipravené reakci volné karboxylové skupiny HA a amin-
s vyu®itim 4-(4,6-dimethoxy-1,3,5-triazin-2-yl)-4-methylmorfolinium chloridu (DMT-
MM) jako aktivatoru karboxylové skupiny. V budoucnu m-%e byt tento postup velmi
uCite£ny, jeliko® umo®-uje vazat na HA pevnou kovalentni vazbou biologicky aktivni
aminy.

Prvnim cilem této prace je p°iprava amid- z HA a amin- s r-znymi typy °e-
t¥zc-. Spojenim p°edchozich zku2enosti vyzkumné skupiny rmy Contipro se synté-
zou podobnych derivat- a poznatk: ziskanymi z dostupné literatury nejprve bude
optimalizovan postup syntézy amid-. Vybrany postup poté bude vyu®it k syntéze

nalnich amid-.

Vzhledem k zavislosti UEinku HA a jejich derivat- na jejich molekulové hmot-
nosti (kapitola 1.1.2) byl stanoven je2t¥ druhy cil. Timto cilem je studium stability

nélnich amid- ve vodnych roztocich p°i zvy2ené teplot¥.
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Obrazek 2.1: Obecné schéma syntézy amid- v této praci
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Kapitola 3

Experimentalni £ast

3.1 Chemikdlie a p°istroje

K syntéze v2ech latek, kterych se tyka tato diplomova prace, byly vyuCity ko-
merEn¥ dostupné latky od rem TCI, Sigma-Aldrich a Lach-Ner bez jejich dal?i
puri kace p°ed pou®itim. Kyselina hyaluronova pochézela z vyroby rmy Contipro.

M¥°eni pH reak£nich sm¥si bylo provedeno pomoci pH metru WTW inoLab 7110.

P°i separaci nalnich produkt- byla vyu®ivana centrifuga Heraeus Megafuge 40R.

Analyza syntetizovanych latek byla provedena za vyuCittH NMR spektrome-
trie a analyz DOSY a HSQC. Spektra byla m¥°ena p°istrojem Bruker Avance Il
700MHz. Jako rozpou2t¥dlo byla pro NMR analyzu v2ech produkt- pouCita deute-
rovana voda s p°idavkem hydroxidu sodného pro lep2i odd¥leni signal-.

Stupn¥ modi kace produkt- byly vypo£itany z *H NMR spekter integraci signal-
naleicich navazanym amin-m (kapitola 1.3.1.1).

Molekulové hmotnosti byly m¥°eny metodou SEC-MALS p°istrojem Waters Al-
liance liquid chromatograph (Model €2695).

3.2 Pciprava amid- na karboxylové skupin¥ HA

P°iprava v2ech amid- probihala ve vodném prost°edi p°i pokojové teplot¥ (RT),
za vyuCiti DMTMM jako aktivatoru kyseliny hyaluronové. Konkrétni postup p°i-
pravy jednotlivych latek byl za Ufelem ziskani produkt- s co nejvy2im stupn¥m

modi kace postupn¥ upravovan.
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Za Ufelem ziskani produkt- s potencialn¥ odliznymi vlastnostmi byly pro ami-
daci cilen¥ vybrany amidy s r-znymi typy °et¥zc-. Z&stupcem s polarnim °et¥zcem je
2-aminoethanol (seramin). (2-aminoethyl)trimethylammonium chlorid hydrochlorid
(ATC) je zastupcem °et¥zc- obsahujicich kvartérni amoniovy kation a n-butylamin

reprezentuje °et¥zce nepolarni.

Obrazek 3.1: Aminy pou®ité k syntéze amid-

3.2.1 Uvodni syntéza amid-

Na zéklad¥ p°edchozich zku2enosti se syntézou podobnych latek ve rm¥ Conti-
pro byl pro zaEatek k syntéze amid- zvolen nasledujici postup: 10 mg HA (177 kDa)
bylo rozpu2t¥no v 1 ml HO p°i RT. Po rozpu?t¥ni HA bylo do reakEni sm¥si (RS)
p°idano 0,72 ekvivalentu (eq) DMTMM. RS byla michana 24 hodin p°i RT, poté byl
p°idan amin a bylo zm¥°eno pH RS. Po dalzich 20 hodinach michani RS p°i RT byla
reakce byla ukonfena vysra®enim s 3 ml 100% isopropylalkohol (AIPA). Produkt
byl odd¥len centrifugaci, poté promyt AIPA a znovu centrifugovan. Nasledn¥ byl
produkt vysu2en v exsikatoru a podroben NMR analyze.

Jednotlivé reakce provedené timto postupem jsou popsany v tabulce 3.1.

fislo 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: Uvodni syntéza amid-

Vysledna*H NMR spektra produkt- z reakce £islo 1 a 2 (obrazek 3.3) vykazovala
oproti *H NMR spektru pou®ité nativni HA (obrazek 3.2) nové signaly.
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Obrazek 3.2:'H NMR spektrum HA (177 kDa)
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Obrazek 3.3:'H NMR spektra produkt- reakce £. 1 a £. 2
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Pro odlizeni signdl- vodik- nenavazanych na struktu®°e HA (signaly nezreago-
vaného vychoziho aminu a isopropylalkoholu), byla dale provedena DOSY analyza
(Obrazky 3.4 a 3.5).

Obrézek 3.4: DOSY analyza produktu reakce £. 1

Obrazek 3.5: DOSY analyza produktu reakce £. 2
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Na zaklad¥ DOSY analyzy Ize °ict, °e vyrazné signaly, které se objevily na spek-
trech produkt- z reakci £islo 1 a 2 oproti spektru nativni HA, pat®i nezreagovanym
amin-m a nejsou navazany na strukturu HA. Pokud amidace prob¥hla, tak pravd¥-

podobn¥ pouze s velmi nizkym stupn¥m modi kace.

3.2.2 Vliv pH na reakci

Jeliko® Gvodni syntéza vedla k latkam s nizkym £i nulovym stupn¥m modi kace
karboxylové skupiny na amid, byla p°ipravena dal?i série reakci. UEelem dal?ich re-

akci bylo zji2t¥ni, zda pH RS ovliv-uje stupe— modi kace vysledného produktu.

Amidace HA seraminem: 10 mg HA (177 kDa) rozpu?t¥no v 1 ml HO p°i
RT. Po rozpu?t¥ni HA do RS p°idano 0,72 eq DMTMM. RS byla michana 24 hodin
p°i RT. Odd¥len¥ od RS byl p°ipraven roztok seraminu s 37% HCI, ktery byl na-
sledn¥ p°idan do RS a bylo zm¥°eno pH RS. Po dal2ich 20 hodinach michani RS p°i
RT byla reakce byla ukonfena vysréd®enim s 3 ml AIPA. Produkt byl odd¥len cen-
trifugaci, poté promyt AIPA a znovu centrifugovan. Nasledn¥ byl produkt vysu2en

v exsikatoru a podroben NMR analyze.

fislo reakce Eq seraminu Eq HCI 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 Upravou pH RS pomoci HCI

Amidace HA ATC: 10 mg HA (177 kDa) rozpu?t¥no v 1 ml HO p°o RT.
Po rozpu2t¥ni HA do RS p°idano 0,72 eq DMTMM. RS byla michana 24 hodin p°i
RT. Do RS p°idan ATC a N -methylmorfolin (NMM), zm¥°eno pH RS. Po dal?ich
20 hodinach michani RS p°i RT byla reakce byla ukon£ena vysra®enim s 3 ml AIPA.
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Produkt byl odd¥len centrifugaci, poté promyt AIPA a znovu centrifugovan. Na-

sledn¥ byl produkt vysu2en v exsikatoru a podroben NMR analyze.

fislo reakce Eq ATC Eq NMM Eq DMTMM pH RS

2 11 0 0,72 4,715
7 11 8 0,72 8,225

Tabulka 3.3: Série syntéz amidu z HA a ATC s Upravou pH RS pomoci NMM

!H NMR spektra produkt- z reakci £islo 3 a° 7 se vyznamn¥ neli2ily od odpovidaji-
cich spekter produkt- z reakci £islo 1 a 2, |ze tedy °ici, °e vysledny stupe- modi kace

HA neni vyznamn¥ ovlivn¥n hodnotami pH v RS.

3.2.3 Dal?i série latek

Zm¥ny pH RS nezp-sobily p°iliz velké zm¥ny v modi kaci vyslednych produkt:,
proto p°i dal?ich reakcich bylo cilem udrlet pH ve zhruba neutralnim rozmezi 6,5-8.
Dal?i reakce m¥ly za ukol zjistit, zda neni nizky stupe- modi kace produkt: zp-so-
ben intramolekularnimi interakcemi v ramci polarnich °et¥zc-, proto p°i2la na °adu
amidace n-butylaminem, jeho® nepolarni °et¥zec by m¥l minimalizovat riziko vzniku

takovych interakci.

Amidace n-butylaminem 1.: 10 mg HA (177 kDa) rozpu?t¥no v 1 ml HO
p°i RT. Po rozpu?t¥ni HA do RS p°idano 0,72 eq DMTMM. RS byla michana 24
hodin p°i RT. Odd¥len¥ od RS byl p°ipraven roztok n-butylaminu s 37% HCI, ktery
nasledn¥ p°idan do RS a zm¥°eno pH RS. Po dalkich 20 hodindch michani RS p°i
RT byla reakce byla ukonf£ena vysrd®enim s 3 ml AIPA. Produkt byl odd¥len cen-
trifugaci, poté promyt AIPA a znovu centrifugovan. Nasledn¥ byl produkt vysu2en
v exsikatoru a podrobentH NMR a DOSY analyze (obrazky 3.6 a 3.7).
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Obrazek 3.6:'H NMR spektrum HABu

Obrazek 3.7: DOSY analyza HABu
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!H NMR spektrum (3.6) ukazuje dv¥ série signal- novych oproti spektru nativni
HA (3.2). Dle analyzy DOSY 3.7 je jedna série signal- navdzana na HA a druha
nikoliv, co® by odpovidalo £asteEn¥ zda°ené amidaci, p°iEem® v reakci zbyl i nezre-
agovany n-butylamin.

Stupe- modi kace: cca 11 %.

Na zaklad¥ literatury [27] byl vyzkou2en je2t¥ jiny postup amidace, za Ufelem
zji2t¥ni, jak se bude lizit stupe- modi kace vysledného produktu od p°edchozi re-

akce.

Amidace n-butylaminem 2: 100 mg HA (177 kDa) rozpu?t¥no v 10 ml KO
p°i RT. Po rozpu2t¥ni HA do RS p°idano 5 eq n-butylaminu. pH RS nasledn¥ upra-
veno p°idavkem 37% HCI na cilovou hodnotu mezi 6,5-8,5 (8,386). Do RS byl dale
p°idan 1 eq DMTMM a RS byla michana 5 dni p°i RT. Reakce byla ukonfena vysra-
%enim s 3 ml AIPA. Produkt byl odd¥len centrifugaci, poté promyt AIPA a znovu
centrifugovan. Nasledn¥ byl produkt vysu2en v exsikatoru a podroben NMR ana-
lyze.

Stupe- modi kace: cca 25 %.
Posledni zmi-ovany postup amidace se ukazal jako nejvyhodn¥j2i, proto byl na-

sledn¥ pou®it pro syntézu nalnich produkt:, posléze testovanych na odolnost v-£i

degradaci.
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3.2.4 Pciprava nalnich latek

Amid HA a seraminu: 400 mg HA (177 kDa) rozpu2t¥no v 40 ml KO p°i
RT. Po rozpu2t¥ni HA do RS p°idano 5 eq seraminu. pH RS bylo nasledn¥ upra-
veno p°idavkem 4,6 eq 37% HCI na hodnotu pH 8,634. Do RS byl dale p°idan 1 eq
DMTMM a RS byla michana 5 dni p°i RT. Reakce byla ukon£ena vysra®enim s 120
ml AIPA. Produkt byl odd¥len centrifugaci, poté promyt AIPA a znovu centrifugo-

van. Nasledn¥ byl produkt vysu?en v exsikatoru a podroben NMR analyze.

Obrazek 3.8: Schéma syntézy amidu z HA a seraminu

Stupe- modi kace: 21 %
Vyt¥lek: 411 mg
Vzhled produktu: bily prazek
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Obrazek 3.9:'H NMR spektrum HASer
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