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Derivaty éasteéné desulfatovanych glykosaminoglykani s antiangiogennim udinkem a
postradajicich antikoagulaéni Gcinky

Oblast techniky
Zde popisovany vynalez se tyka ¢asteén® desulfatovanych glykosaminoglykanovych derivatd,
zvla§té heparinil, postupt jejich pfipravy a vyuZivani jako aktivnich sloZek k pfipravé l&Civ

s antiangiogennim uéinkem, zv1asté k 1é¢bé nadord, jako napfiklad metastazovych forem a farma-
ceutickych pfipravka, které je obsahuji.

Dosavadni stav techniky

Prvni latka majici antiangiogenni G&inky byla objevena Henry Bremem a Judah Folkmanem v
roce 1975. Od tohoto roku bylo objeveno vice nez 300 novych latek schopnych inhibovat angio-
genezi.

Na poéatku osmdesatych let bylo s objevenim interferonu (o,p) jako inhibitoru nidorové angio-
geneze na zakladé tohoto piistupu zapoéato s klinickymi pokusy.

Sdélovaci prostiedky zpisobily rozgefeni hladiny, kdyz New York Times 3. biezna 1998 publi-
koval dvé latky — angiostatin a endostatin — objevené v laboratofich J. Folkmana na Harvard
Medical School a détské nemocnici v Bostonu, které vedly k velmi povzbudivym vysledkim
v zdpase proti rakoviné. Vysoky stupefi i¢innosti téchto dvou latek pfi inhibici angiogeneze pod-
statné podpofil vyhledavani novych sloudenin, V soucasnosti existuje okolo tficeti latek obdafe-
nych protinadorovym pisobenim pésobicimi antiangiogennim mechanismem, které vstoupily do
fize klinickych zkousek (taze I az [II), a zabyva se jimi téméf stejny pocet spoleCnosti a instituci.

V samotnych Spojenych Statech je piiblizné 9 miliond pacientil, kterym mizZe prospét antiangio-
genni terapie. V soudasnosti bylo zafazeno do klinickych zkoudek s vyuZitim této terapie okolo
4000 pacient(l, aniz by byly zaznamenany jakékoliv vyznamné nezadouci u¢inky.

V ramci obecného pojmu angiogeneze musime rozliSovat mezi vaskulogenezi, ktera je tak Fikajic
tvorbou krevnich cest béhem embryonalniho vyvoje a angiogenezi v piisné vymezeném smyslu
tohoto slova, coz zmadi tvorbu novych krevnich fe¢ist (kapilar) béhem postnatilniho Zivota,
vychizeje zjiZ pfed tim existujicich cest. DiileZitost angiogeneze pro rist tuhych nadoru je
bohaté zdokumentovana. V poslednich tfech desetiletich se uvadi, Ze riist nadori, rovnéz tak jako
tvorba metastaz, je pfisné zavisla na vyvoji novych krevnich cest schopnych prokrvovat nadoro-
vou hmotu.

Inhibice angiogeneze je zékladem pro vytvafeni nekrotickych hmot v naddoru nebo pro indukei
apoptosy v nadorovych burikéch.

Existuji jasné rozlifitelné rozdily mezi neovaskularizaci v normdini tkéni a v nadorové tkani. U
prvni pfedstavuje vaskularni endothel klidovou tkéfi s velmi nizkym mitotickym indexem bunck
z ni slozenych (obnovovaci doba méfena ve stovkach dni), a vaskularni sit’ je pravidelna, pomer-
né homogenni a vhodna k odpovidajici oxidaci celé tkdng, bez jakychkoliv arteriovenoznich pro-
pojeni. Naopak v nadorové tkani dava stimulace proliferaénich endothelidinich bun€k vznik
vysokému mitotickému indexu této nadorové tkané (stfedni doba obnoveni 5 dnii), neovaskulari-
zace je nepravidelni s oblastmi okluze, nékdy s uzavienymi zakonenimi s arteriovenoznimi
dotyky v nékterych bodech a nakonec bazalni membrana vytvofi mezery, kieré pak vedou
v nékterych bodech ke tkafiové hypoxii. Tyto rozdily nabizeji prilezitost k urceni lé€iv, ktera
selektivné blokuji nddorovou neovaskularizaci.




)

20

30

35

+0

45

55

CZ 303030 Be

V nadoru nekoinciduje vzdy neovaskularizace s pfesnym stavem vyvoje nadoru; ve skuteénosti
existuji priklady, ve kterych zaéne angiogeneze i pted vyvojem nadoru (napiiklad karcinom
délozniho hrdla), i jiné, ve kterych dvé faze koinciduji (napfiklad karcinom méchyfe a prsu) a
dalSich, ve kterych angiogeneze zatind po neoplazmé (napfiklad melanom a karcinom vajeéniki;
viz naptiklad Bonadonna, i, et al., ,Manual of Medical Oncology*, IV. vyd., 1991).

Antiangiogenni terapie ma v porovnani s tradiéni béznou chemoterapii mnoho vyhod (Cancer
Research, 58, 1408 az 16, 1998):

a) specificitu: cilem je proces, tj. neovaskularizace nadoru;

b) biologickou dostupnost: jejim cilem jsou endotheliaini burky, kterych je mozno snadno
dosahnout bez problémil s tradiéni chemoterapii, ktera pisobi pfimo na nadorové buiiky;

¢) chemorezistence: toto je patrné nejdilezitéjii vyhoda této terapie; jelikoZ endothelialni buii-
ky — nepodobné nadorovym buiikam — jsou geneticky stabilni, nevznika rezistence na lé¢ivo;

d) metastatické rozvinuti: blokada neovaskularizace omezuje propagaci nadorovych bungk do
Jinych oblasti téla krevnim fe¢iitém;

e) apoptoza: blokada vaskulami sit€ v nadoru omezuje pfisun kysliku a Zivin nadorovym bui-
kam; apoptdza je za téchto podminek piizniva;

f) sniZeni systémové toxicity: toxické iginky jako je myelosuprese, gastrointestinalni G&inky a
dotasna ztrata viasd, které nastavaji u tradiéni chemoterapie téméf pravidelné, nejsou pfi
antiangiogenni terapii pozorovany.

Je zndamo mnoho latek, které se vyuZivaji v nadorové angiogenezi (Oncology, 54, 177 az 84,
1997). O pro— a antiangiogennich endogennich faktorech je znamo, Ze jsou biologickymi regulag-
nimi mechanismy p#i vytvareni novych krevnich cest.

Jako angiogenni stimulatory mizZeme zminit: fibroblastovy riistovy faktor (FGF), vaskularni
endothelialni ristovy faktor (VEGF), angiogenin, transformujici ristovy faktor o, nadorovy
nekroticky faktor o (TNF—ct), endothelialni ristovy faktor odvozeny od krevnich destiéek, trans-
formacni riistovy faktor(, inhibitor in vitro, ale i in vivo stimulator, placentarni rastovy faktor,
interleukin—8, hepatocyticky ristovy faktor, riistovy faktor odvozeny od krevnich desticek, gra-
nulocytové faktory stimulujici kolonie, proliferin, prostaglandiny (PGE,, PGE,), GMI-GTIb,
latku P, bradykininy a oxid dusi&ity.

Mezi angiogenni inhibitory naproti tomu naleZi: rozpustny receptor bFGF, interferony (c,B,y),
angiostatin, thrombospondin—-1, prolaktin (16 kDa terminalni amino fragment), faktor 4 krevnich
desti¢ek (PF4), inhibitory tkaiiové metalloproteindzy (TIMP), placentarni peptid piibuzny pro-
liferinu, angiogeneticky inhibi¢ni faktor odvozeny od gliomu, angiostatické steroidy, inhibitor
odvozeny od chrupavky (CDI), heparinazy, interleukin—12, inhibitor aktivatoru plasminogenu,
retinoidy, endostatin, angiopoietin—2, genistein, oxid dusidity a GM3.

Integriny jsou obrovskou skupinou transmembranovych proteint, které zprostiedkuji interakce
mezi bufikami a mezi buiikou a mimobuné&nym obsahem. Viechny integriny jsou schopné roz-
poznavat obvyklé peptidové sekvence Arg—Gly—Asp (,,univerzalni rozpoznavaci poloha buiiky*),
protoZe kaZdy integrin pfednostné rozpoznava odli$né konformace v tomto tripeptidu. Inhibice
specifickych subtypi integrinu miZe byt z farmakologického hlediska pti vyvoji angiogennich
inhibitord velmi zajimava.

Kontrola proteinkinazy C (PK-C) mize také umoZnit fizeni angiogeneze. Jsou to ve skutenosti
klasické PK—C inhibitory schopné zcela nebo ¢asteéné blokovat angiogenezi.
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P¥es enormni investice a zainteresovani mnoha (stavi a soukromych vyzkumnych stiedisek. je
celosvétovy rakovinovy problém jesté daleko od kone€ného fedeni. I kdyz se prognéza obéti
rakoviny zlepgila, s hodnotou pieZiti vzrostlou v poslednich 30 letech z priméru 30 az 50 %, a
genetické, bunééné a biochemické mechanismy pusobici pii vyvoji nadoru jsou nyni jiz dobfe
znamy, je moznost vitézstvi &i alespoii omezeni tohoto patologického typu stdle vaznym problé-
mem pro horlivé koncerny a zbyva jedt& mnoho nerozieSenych aspektd, jako je pravdépodobnost
opétného vzplanuti, docasného vymizeni nemoci a metastatického rozsireni primarniho nadoru.

Ke konci sedmdesatych let, kdyZ zadala mezinarodni védecka spole¢nost potvrzovat Folkmanova
pozorovani, byly z ptirozenych zdroji izolovany stovky latek obdafenych antiangiogennim a¢in-
kem (rostliny, houby, biologické tekutiny), rovnéZ tak jako byly tyto latky syntetizovany v labo-
ratofich.

Ve fazi Il je nyni velky pocet lé¢iv, jako je napfiklad Marimastat (British Biotech.), ['AG3340
(Prinomast—Agouron), a Neovastat (Aeterna), viechny piisobici hlavné v pulmonarni oblasti
(SNCL) mechanismem pfedstavujicim interferenci s metalloproteinazami. Ve fazi [l je take
RhuMad VEGF (to je protilatka anti-VEGF od Genetech) a interferon o (komeréni), které jsou
fnéinné proti tuhym nadordm diky jejich interferenci s pro—angiogennimi ristovymi faktory nebo
TNP—470 (TAP Pharm.), ktery pasobi piimo na endothelidlni buitky. Koneéné takova lé¢iva jako
je CAI (NCI) a IM862 (Cytran) jsou uginna jako antiangiogenni latky, avSak nejsou specificka a
jejich mechanismus je jen velmi malo znamy.

Tato vySe uvedena 1égiva se mohou v nékolika letech stat soucasti onkologické terapeutické vy-
zbroje, aviak jsou i daldi latky, které se dostivaji do klinickych zkoulek faze U/, jako je
Combretastation (OxiGene), methoxyestradiol a endostatin (EntreMed). které jsou na zaklade
predbéznych klinickych studii velmi slibné. Spole¢nosti jako je Bristol Myers—Squibb (s BMS—
275291), Novartis (s CGS27023A) nebo Parke—Davis (se Suraminem) se touto terapeutickou
strategii zabyvaji.

Heparin
Heparin je heterogenni smés pfirozené se¢ nachazejicich polysacharidd riizné délky a rizného
stupné sulfatace, ktera ma antikoagulaéni &inky a je vyluovana spojovaci tkani zirnych bunék,

které jsou v jatrech (ze kterych byla poprvé izolovana), ve svalech, plicich, thymu a sleziné.

Vedle pravidelné sekvence byla v heparinu identifikovdna sekvence odpovidajici aktivni poloze
pro antithrombinové G&inky.

Protinadorové a antimetastatické &inky heparinu a jeho derivatl nastavaji pro jeho schopnost
inhibovat heparanazu a blokovat ristové faktory a fidit angiogenezi.

Sirany heparanu {HS)
Sirany heparanu (HS) jsou viudyptitomné proteinové ligandy. Proteiny se vaZi na fetézce HS za
rozli¢nymi GZely od jednoduché imobilizace nebo ochrané proti proteolytickym degradagnim

a¢inkim na specifické modulace biologickych u€inkd, jako je angiogeneze.

Kostra cukril jak v heparinu, tak v siranech heparanu (HS) se sklada z alternace D—glukosaminu
(GlcN) a kyseliny hexuronové {(Glc.A nebo 1dO.A).

U heparinu jsou zbytky GlcN hlavné N-suifatované, zatimco v HS jsou jak N-sulfatované, tak
N-acetylované s malym mnozstvim nesubstituovaného N-,

HS je také v priiméru méné O—sulfatovany nez heparin.
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VyuZiti heparinu k 1é¢bé poruch takové angiogeneze jako jsou nadory a zvlasté metastazy je
v podstaté omezeno na antikoagulaéni a¢inky heparinu.

Byly vyrobeny chemické modifikace heparinu, takové, aby se omezila jeho antikoagulagni kapa-
cita, a soudasné se zachovaly jeho protinadorové viastnosti.

Otevieni jednotky kyseliny glukuronové v antithrombinové poloze omezi affinitu heparinu k
antithrombinu: touto cestou lze vyuzivat hepariny s omezenym antikoagulaénim G&inkem, které
si viak jeSté zachovavaji antiangiogenni vlastnosti.

Heparanazy

»tleparanazy™ jsou enzymy naleZejici do skupiny endoglykosidaz, které hydrolyzuji vnitini gly-
kosidové vazby fetézce sirani heparanu (HS) a heparinu.

Tyto endoglykosidazy se uplatiiuji pFi proliferaci nadorovych bunék, pfi metastazach a pfi neo-
vaskularizaci nadord. To inspiruje k tomu, Ze se mohou také podilet se na angiogenezi nadort
Jako disledek uvolnéni z mimobuné&né hmoty ristovych faktord vazanych na heparin, jako je
aFGF (téz nazyvany FGF-1), bFGF (téZ nazyvany FGF-2) a VEGF.

Tyto enzymy jsou biologickymi cily pro antiangiogenni piisobeni. Ve védecké literature je velky
pocet strukturnich a srovnavacich studii aginkd (viz na piiklad Lapierre, F., et al., Glycobiology,
6, (3), 355 aZ 366, 1996). 1 kdyz mnoho stranek jeits &eka na vyjasnéni, objevuji se studie tykaji-
ci se inhibice heparanaz heparinem a jeho derivaty pouzivajici zkousky, které vedou k Gvaham o
strukturalnich typech, které mohou slouZit jako voditka k ziskani novych selektivnéjsich derivati.

Ve vySe zminéné praci Lapierra et al., jsou popisovany derivaty heparinu ziskané 2-O desulfataci
nebo ..rozstépenim glykolu* (oxidace jodistanem a naslednou redukci borohydridem sodnym).
Tyto derivaty zde definované jako ,,2—O-desulfatovany heparin® a ,,RO—heparin® si ¢asteéné udr-
2uji antiangiogenni G¢inek heparinu, jak to bylo potvrzeno zkouskou CAM v piitomnosti kortiko-
steroidi, jak to je uvedeno v tabulce 111 (ibid., str. 360).

Hepariny a FGF

FGF fidi mnohé fyziologické procesy, jako je riist bundk a jejich diferenciace, ale také funkce
tykajici se patologickych procesil, jako je angiogeneze nador.

FGF jsou ristovymi faktory (skupina vice nez 10 polypeptidd, z nichz kysely FGF (FGF-1) a
bazicky FGF (FGF-2) jsou jednémi, které byly nejvice prostudovany, a které vyzaduji polysacha-
ridovy kofaktor, heparin nebo HS, aby se vazaly na receptor FGF (FGFR) a aktivovaly ho,

| kdyZ je pfesny mechanismus, kterym heparin a HS aktivuji FGF neznamy, pfesto se vi, Ze hepa-
ri/FGF/FGFR vytvafi ,ttimolekulovy* nebo ,ternarni* komplex.

Jednim z postulovanych mechanismit je ten, ze heparin a HS indukuji tak zvanou sendvitovou
dimerizaci FGF a tato takto dimerizovana latka vytvoii stabilni komplex s FGFR.

Antimetastatické 0¢inky heparinovych derivatii

Schopnost primarniho nddoru vytvafet metastatické buriky je patrné hlavnim problémem, které-
mu &eli protinadorova terapie.

Zda se, ze heparinové derivaty se zvlasini schopnosti blokovat heparanizu jsou stejné tak
schopné inhibovat angiogenezi jak primarnich nadord, tak metastaz.
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Inhibice heparanazy navic omezuje schopnost nadorovych bungk migrovat z primarniho nadoru
do jinych organd.

Nasledujici tabulka podava piiklady vztahii strukturnich a antimetastatickych (¢inkd v pfipadé
heparinu:

% inhibice
heparin g7
N-sukcinylheparin 60
N-sukcinyl-RO-heparin 58
nizkomolekularni heparin 86
nizkomolekularni N-sukcinylheparin 61
heparin s velmi nizkou m.hm. 83

|

m.hm = molekulova hmotnost

Hodnoty v této tabulce ukazuji, Ze velmi kratké fragmenty heparinu jsou stile vybaveny dobrymi
antimetastatickymi té¢inky, zatimeo se tyto iginky zmensuji, pokud je aminova skupina glukos-
aminu vdzana na kyselinu jantarovou.

Strukturné se molekuly podobné heparinu podle G¢inku inhibujiciho angiogenezi fadi do dvou
kategorif na zakladé cile, ktery se chce blokovat:

a) blokada heparanazy — enzymu, ktery hydrolyzuje glykosidové vazby sirani heparanu za
uvoln&ni ristovych faktori. Slou¢eniny podobné heparinu pfednostné sestdvaji za sekvenci
alespofi 0smi monosacharidovych jednotek obsahujicich kyselinu N-acetylglukosamin—glu-
kuronovou (nebo N-sulatnovany glukosamin — viz napfiklad Sandback-Pikas, D., et al., 1.
Biol. Chem., 273, 18777 az 18780, 1998 a citované odkazy).

b) blokada angiogenniho riistového faktoru (fibroblastovy typ: FGF-1 a FGF-2; typ vaskular-
niho endotheltia: VEGF; typ vaskularni permeability: VPFF).

Slougeniny podobné heparinu maji sekvence dlouhé alespoii pé&t monosacharidovych jednotek a
obsahuji 2-sulfatovanou kyselinu iduronovou a N-6é—sulfatovany glukosamin (viz napfiklad
Maccarana, M., et al., J. Biol. Chem., 268, 23989 az 23905, 1993).

V literatufe jsou popsany malé peptidy (5 az 13 aminokyselin) s antiangiogennimi (&inky (patent
US 5 399 667 z University of Washington), které pisobi vazbou na thrombospondinovy receptor
nebo dal3i peptidy (piiblizné 50 aminokyselin)-

Jsou znamy modifikované faktory krevnich desti¢ek — (EP 0 589 719, Lilli) schopné inhibovat
endothelialni proliferaci, s ICso = 7 nM.

-5-
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Téz byly popsany oligosacharidové fragmenty s antiangiogennimi Gginky: bylo zjisténo, Ze
ménénim sekvence cukril [ze zvysit interakéni selektivitu.

Heparin miZe byt navic pouzit jako vehikulum pro latky, které jsou samy antiangiogenni, jako
Jsou napiiklad steroidy, rozvijejici affinitu heparinu na vaskulari endothelialni bufiky; viz napfi-
kiad WO 93/18 793 z University of Texas a Imperial Cancer Research Technology, kde jsou
narokovany hepariny, s vazebnymi jednotkami labilnimi v kyselém prostiedi, jako jsou hydrazin
kyseliny adipové vazany na kortisol. Antiangiogenni 0¢inek konjugovanych molekul je vétsi nez
nekonjugovanych molekul, a to i kdyz jsou podavany soubgzné,

V Biochim. Biophys. Acta, 1310, 86 aZ 96, 1996 jsou popsany hepariny vdzané na steroidy (napf.
kortisol) s hydrazonovou skupinou na C-20, které maji vétsi antiangiogenni G&inky, nez obé
nekonjugované latky.

EP 0 246 654 od Datichi Sc. popisuje sulfatované polysacharidy s antiangiogennimi aginky, které
jsou ve studijni fazi .

EP 0394971 od Pharmacia & Upjohn — Harvard Coll. popisuje hexasacharidy — heparinové
fragmenty — s nizkou sulfataci, schopné inhibovat rilst endothelidlnich bunék a angiogenezi sti-
mulovanou FGF-1.

EP 0618234 od Alfa Wasserman popisuje zpilisob piipravy polosyntetickych glykosamino-
glykani s heparinovou nebo heparanovou strukturou nesouci nukleofilni skupinu.

WO 95/05 182 od Glycomed popisuje riizné sulfatované oligosacharidy s antikoaguladnimi, anti-

.....

Patent US 5 808 021 od Glycomed popisuje zpiisob pripravy v podstaté nedepolymerovaného 2
O, 3~0 desulfatovaného heparinu s procentualni desulfataci kyseliny iduronové v poloze 2— (,
2-0) a v poloze 3 glukosaminové jednotky (A, 3—O) sahajici pFiblizné od 99 do pfiblizné 75 %
pivodniho obsahu. Tento zplisob potita s desulfataci provadénou v pritomnosti kationtu dvoj-
mocného kovu predstavovaného vapnikem nebo médi, nasledovanou lyofilizaci ziskaného pro-
duktu. Desulfatované hepariny maji antiangiogenni (¢inky.

Pozadavkem vynalezu zde popisovaného je nalezeni optimalnich glykosaminoglykanovych
struktur k ziskani antiangiogennich (&inkd zaloZenych na inhibici heparanazy a/nebo mechanis-
mus inhibice rlstového faktoru FGF. Dal$im cilem zde popisovaného vynélezu je opatfit 1&givo
s antiangiogennimi ¢inky, které zcela postrada typické vedlejii G&inky heparinovych derivatd,
Jako je napfiklad antikoagulaéni Gcinek.

Podstata vynalezu

Nyni bylo zjisténo, ze podrobenim takového glykosaminoglykanu jako naptiklad glykosamino-
glykanu podobnému heparinu, heparinu &i modifikovanému heparinu obsahujicimu glukosami-
nové zbytky v rizném stupni N-desulfatace a pFipadné nasledné celkové nebo Casteéné N—ace-
tylaci, se fizenou 2-O-desulfataci iduronovych jednotek az do stupné desulfatace ne vyssiho nez
60 % z celkového poétu urcnovych jednotek, udrzi vazebné vlastnosti angiogenniho nistového
faktoru. Desulfatovany 2-O heparin, ktery nema celkové vice ne# 60 % uronovych jednotek je
prekvapiveé znacné antiangiogenni.

Desulfatace provadéna za podminek popisovanych v predloZeném vynélezu také vytvaii iduro-
nové jednotky s oxyranovym kruhem v poloze 2.3. Otevieni oxyranového kruhu za podminek
popsanych v predlozeném vynalezu da vznik L—idurnovym nebo L-galakturonovym jednotkam.
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Predmétem zde popisovaného vynilezu je glykosaminoglykanovy derivat, zviaité desulfatovany

heparin, selektivng &asteéné desulfatovany se stupném desulfatace ne vy33im nez 60 % z celko-

vych uronovych jednotek; tato desulfatadni preruseni zmen3uji délku pravidelnych sekvenci utva-
5 fenych Fazenim disacharidovych trisulfatovanych jednotek.

Pro jednoho z feseni zde popisovany vyndlez uvadi obecny vzorec slouceniny |

CH,0S0,-
_ _ o]
CH,0SO,- | OH
o) o o) -
co,-
co,- oH NHR,
' o o) —fy-q—'o OH _
ﬁ )f MHR
o i
L U _Jn 0SQ,-

kde muize mit kruh U tyto vyznamy:

Co,-
o)
o )
O H 0 K. CO,- M
—a o] f
A OH OH

A
Q o cCo,-
iCOr >/— f
o @0-—-—
\ / —_—0 X X!
B c

X a X', které mohou byt stejné nebo rizné jsou aldehydové skupiny nebo skupina —CH, -D, kde
D je hydroxyl nebo aminokyselina, peptid nebo zbytek cukru nebo oligosacharid,

R a R, které mohou byt stejné nebo rizné, jsou SO; nebo acetylovy zbytek;
n a m, které mohou byt stejné nebo rizné se mohou ménit od | do 40;

soudet n + m se pohybuje od 6 do 40; pomér n : m se pohybuje od 10 : 2 do 1 : 1. Pfednost se
dava tomu, aby bylo m vétsi nebo rovno n. n se pfednostné pohybuje v rozmezi od 40 do 60 %

20 souétum +n. Symbol / zna¢i, Ze jednotky oznacené m a n jsou statisticky rozdéleny podél poly-
sacharidového fetézce a nendsleduji nutné za sebou.
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Sloudeniny, které jsou predmétem zde popisovaného vynélezu maji zajimavé antiangiogenni
vlastnosti a jsou tedy vhodné jako Gginné slozky k pripravé 1éciv k 1ééb& patologickych stavi
zaloZzenych na abnormalni angiogenezi a zvIaste k 16¢bé metastaz.

Slouceniny podle vynalezu maji vyhodné sniZené, pokud ne zcela Zadné antikoagulaéni vlastnos-
ti, &imZ se pfedchazi &t omezuji vedlejsi uginky typické pro heparin. Dalsi vyhoda vychéazi se
skuteCnosti, Ze slouteniny podle vynalezu mohou byt charakterizovany instrumentalnimi analy-
tickymi technikami jako je NMR spektroskopie, a tim umoziuji kontrolu, které je z priamyslové-
ho hlediska nutné vyzadovana.

Také v pfipadé modifikovanych heparinii ma molekulova hmotnost (m.hm.) pfi vyrobg angiogen-
nich inhibitord velmi dileZitou funkci. Je dob¥e znam, Ze snizeni molekulové hmotnosti (m.hm.)
na hodnoty odpovidajici pentasacharidovym jednotkam nevedou ke ztraté antiangiogennich Géin-
Ka. Na druhé strang bylo zjisténo, Ze vedle toho pii uréité délce inklinuji heparinové Fetézce spile
k dimerizaci a tim i k aktivaci FGF.

Podrobny popis vynalezu

Desulfatatnim stupném je minéno procento nesulfatovanych kyselin iduronovych vztaené na
celkovy obsah kyselin uronovych piivodné ve vychozim heparinu obsazenych. Jedna z poca-
te¢nich oblasti procentuilniho stupné desulfatace se pohybuje ptiblizné od 40 do piiblizné 60 %.
Mezi slou¢eninami obecného vzorce (1) se dava piednost sloudening:

heparinu Easteéné 2—O—desulfatovanému s molekulovou hmotnosti (m.hm.) 11200, polydisperz-
nim indexem D rovnym 1,3, desulfataénim stupném 1,99 (vyjadieno jako molamni pomér SO,
COO’), procentem modifikovanych kyselin uronovych vztazeno na celkové kyseliny uronové
piiblizné 50 % (zde téZ nazyvanému ST1514). Jmenovana sloudeniny je obsazena v obecném
vzorci I, kde vedle dal3ich odpovidajicich definic mém : n=1: I a jednotky oznadené m a n jsou
rozdéleny podél polysacharidového fetézce s pravidelnym se stiidanim.

Slougeniny podle zde popisovaného vynalezu jsou pfipravovény postupem obsahujicim:

a) zakladni zpracovani pfi teplot& pohybujici se od okolni teploty pfiblizng do 100 °C, pied-
nostné od 50 do 70 °C, a jesté Iépe piiblizng kolem 65 °C, coz vede k Fizené eliminaci obsa-
hu sulfatovych skupin v poloze 2 kyseliny iduronové a k tvorbé epoxidovych skupin; a
pokud je potfeba

b) otevieni epoxidového kruhu pfiblizn& pfi pH 7 za teploty pohybujici se v rozsahu piiblizné
od 50 °C pfiblizné do 100 °C, lépe viak pfiblizné kolem 70 °C, coz vede ke zbytkim kyseli-
ny galakturonové; nebo alternativné

¢) otevieni jmenovaného epoxidového kruhu pfi teploté pohybujici se priblizné od 0 do 30 °C,
lépe ptiblizng kolem 25 °C za vzniku zbytkil kyseliny iduronove; a pokud je tfeba

d) oxidaci diold jodistanem sodnym, coZ vede k otevieni glykosidového kruhu a vytvofeni
dvou aldehydovych skupin na jeden modifikovany zbytek;

¢) redukci jmenovanych aldehydovych skupin na primami alkohol a pokud to Jje potieba, trans-
tormaci skupiny D na skupinu jinou nez hydroxyl, jak se s tim pogita ve vyznamu obecného
vzorce [

f)  pripadnou kyselou hydrolyzu k ziskéni oligosacharidé majicich pravidelné sekvence, &i
alternativné
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g) &astetnou enzymatickou hydrolyzou enzymem vybiranym ze skupiny sestavajici z lyazy,
heparinazy, heparitindzy nebo ekvivalentni latky ziskané ve stupni ¢), aby vedly k ziskani
oligosacharidii, pfednostné tetra— nebo oktasacharidil, s neredukujicim koncovym zbytkem
obsahujicim nenasycenou kyselinu iduronovou, kde redukujici zbytek sestava z N-sulfo-
glukosaminu a obsahuje alespoii jeden zbytek oteviené kyseliny iduronové; nebo alternativ-
né

h) sloucenina ziskana ve stupni a) nebo produkt ziskany ve stupni b) se Sastetné enzymaticky
hydrolyzuje; a pokud je potieba

i)  produkty se podrobi jednomu z krokd a), b) a e) k éasteéné 6-O—desuifataci: nebo alternativ-
né

j)  vychozi heparin se podrobi ¢aste¢né nebo Gipln€ 6-desulfataci v krocich a), b) a ).
Podle zde popisovaného vynélezu je dal3i slouéeninou, které se dava pfednost:

heparin &aste¢né 2—O—desulfatovany, ktery Ize ziskat postupem popsanym vyse, kde se stupei a)
provadi po dobu 45 minut pii 60 °C a stupeii b} pti 70 °C pii pH 7, majici molekulovou hmotnost
(m.hm.) 11200, polydisperzni index D rovny 1,3, desulfatacni stupei 1.99 (vyjadfeno jako
molarni pomér SO;™ : COO"), procento modifikovanych kyselin uronovych vztaZeny na celkové
kyseliny uronové pfiblizné 50 % (zde téz nazyvany ST1514).

Molekulova hmotnost se stanovi HPLC-GPC (vysokotlaka kapalinova chromatografie — gelova
permeacni chromatografie). Stupefi desulfatace se stanovi konduktometricky a procento modifi-
kovanych kyselin uronovych “C-NMR.

m.hm. je molekulovd hmotnost a D je polydisperzni index vyjadfeny jako m.hm./Mn.

Podle zde popisovaného vynalezu jsou vychozimi produkty glykosaminoglykany rizného pivo-
du, pfednostné pfirozené se nachazejici hepariny. Také je mozno pouzivat chemicky upravené
hepariny s procentualnim obsahem N.6 disulfitu pohybujici se v oblasti od 0 do 100 %. Pfi
zahajeni z produktu s riznym obsahem 6-O-sulfatovan¢ho glukosaminu je moZné upravovat
délku pravidelnych sekvenci mezi jednou otevienou kyselinou iduronovou a daliimi. Glyko-
saminoglykany podle vynilezu, u kterych se otevie glykosidovy kruh se obvykle odborniky
nazyvaji RO derivaty, ¢imZ je minéno, Ze glykosidovy kruh byl otevien oxidaCnim postupem, po
némz nasledovala redukce (Redukce — Oxidace — RO). Toto otevieni glykosidového kruhu se
také podle konvence nazyva ,rozitépeni glykolu®, protoZe na otevieném kruhu jsou vytvofeny
dva primamni hydroxyly. Sloudeniny na které se zde odkazuje budou tedy také nazyvany derivaty
-RO* nebo ,,s rozstépenym glykolem™,

U dalsiho fedeni podle zde predloZzeného vynalezu si aldehydy a primarni hydroxidy odvozené
z vyse popsané reakce (,,s rozitépenym glykolem*) vytvateji funkéni skupiny. Slou¢eniny obec-
ného vzorce | mohou tedy také na primamich hydroxylech nést stejné nebo rizné skupiny odvo-
zené od rozétépeného glykolu tak, jak to je definovano vy3e pro X a X', napiiklad oligosachari-
dové nebo peptidové skupiny podinaje od jediného sacharidu nebo aminokyseliny k délce vice
nez jedné jednotky, nejlépe 2 €i 3 jednotkam.

Slou¢eniny obecného vzorce I, kde X a X~ jsou —CH;OH mohou byt také pouZity jako vehikuly
pro jiné typy 1é¢iv, a to vhodnou vazbou na tu &ast heparinu, ktera je schopna zajistit pevnou vaz-
bu za b&znych podminek vyroby a skladovani, ktera se viak uvolni pti transportu léCiva v téle,
prednostné pak v blizkosti cilového organu. Pfiklady takovych latek, které mohou byt transporto-
vany jsou steroidni i nesteroidni protizanétlivé latky, kortikosteroidy a dal3i latky s antimetasta-
tickymi i¢inky, coZ je vyhodnym vylepenim antimetastatického 0¢inku jakoZto vysledku souctu
jednotlivych redlnych acinki slou¢enin podle vynalezu a antimetastatické vazby latky na né,
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s pomérnou vyhodou vetsi cilové selektivity a nizsi systémovou toxicitou. Priklady takovych
latek jsou metalloproteinazové inhibitory. Dalsi latky, které mohou byt dobie transportovany jsou
ty, které pusobi na endothelidlni irovni. Slougeniny obecného vzorce I, kde X a X’ jsou jiné nez
hydroxyl nebo aldehyd lze také pouzit jako vehikulum, latek, a v tom pripadé skupiny X a X’
piisobi jako ,,vloZky" mezi transportovanou molekulou, kterou je glykosaminoglykan podle pied-
lozeného vynalezu a molekulou piisobici jako vehikulum, a takové pfipady lze doporugit jako far-
makokinetika nebo tarmakodynamika.

V pripadé slou¢enin podle vynalezu odvozenych od heparinu se tyto latky pfipravuji ze samotné-
ho vychoziho heparinu desulfatacni technologii technickym odbornikim zoboru znidmou.
Desulfatace se naptiklad provadi v ptitomnosti alkalickych &inidel jako je hydroxid sodny, pfi
teplotach sahajicich od okolni teploty po 100 °C, 1épe viak od 50 do 70 °C, napfiklad p¥i 60 °C
po dostatecné dlouhou dobu, aby se dosahlo pozadované desulfatace. Desulfatace se reguluje
fizenim parametrii vyroby, jako napfiklad koncentracemi reakénich latek, teplotou a reakéni
dobou. Jeden z piikladd spoiva v udrzovani konstantni koncentrace substritu (glykosamino-
glykanu) na hodnoté 80 mg.ml ™' a NaOH na hodnoté& | M, konstantni teploté 60 °C a desulfatace
se fidi reakéni dobou od 15 do 60 minut. Odbomnici z oboru mohou ménit podminky, napiiklad
zvysit reakni teplotu a zkrétit reakéni dobu na zakladé bézné zkousky a na zaklade Jejich obec-
nych znalosti véci.

Pisobeni alkalickymi ¢inidly vznikaji meziprodukty charakterizované pfitomnosti epoxidového
kruhu na desulfatované jednotce. U t&chto meziproduktii se piekvapivé prokazalo, Ze jsou vyba-
veny antiangiogennimi vlastnostmi podobnymi t&m, jaké maji slouceniny obecného vzorceI.
Dalsim pfedmétem zde popisovaného vyndlezu je proto derivat &asteéné desulfatovaného hepari-
nu — tedy heparin s redukovanym nabojem — zvlasté heparin &stedné desulfatovany, a to ne vice
nez na 60 %, charakterizovany epoxidovym kruhem v desulfataéni poloze. Jmenované slouceni-
ny charakterizované epoxidovym kruhem naleZeji také k predmétu, ktery pfedlozeny vynalez
zahmuje, takZe jde tak fikajic o farmaceuticky pfipravek, ktery je obsahuje a daldim predmétem
Je jejich vyuZiti k pFipravé 1é¢iv s antiangiogenimi G&inky.

Prednost se dava témto slou¢eninam:

heparinu €dstedné 2-O-desulfatovanému s molekulovou hmotnosti (m.hm.) 11900, polydisperz-
nim indexem D rovnym 1,5, desulfatadnim stupném 2,05 (vyjadieno Jjako molarni pomér SQ; :
COO), procentem modifikovanych kyselin uronovych, vztazeno na celkové kyseliny uronové: 5
% epoxidovych skupin, 29 % oxidovanych a redukovanych uronovych zbytkil (zde téz nazyva-
nému STI513);

heparinu Easteéné 2—-O-desulfatovanému s molekulovou hmotnosti {m.hm.) 11000, polydisperz-
nim indexem D rovaym 1.5, desulfataénim stupném 2,05 (vyjadfeno jako molarni pomér SO; :
COO’), procentem modifikovanych kyselin uronovych, vztazeno na celkové kyseliny uronové: 5
% epoxidovych skupin, 29 % oxidovanych a redukovanych uronovych zbytki;

heparinu &asteéng 2—-O-desulfatovanému s molekulovou hmotnosti (m.hm.) 9200, polydisperz-
nim indexem D rovnym 1,5, desulfataénim stupném 2,05 (vyjadreno jako molami pomér SO;™ :
COO"), procentem modifikovanych kyselin uronovych, vztazeno na celkové kyseliny uronové:
I'1 % epoxidovych skupin, 27,5 % oxidovanych a redukovanych uronovych zbytki.

V jednom z moznych feSeni zde popisovaného vynalezu se dava piednost:
heparinu tastetné 2-O-—desuifatovanému, ktery lze ziskat postupem popsanym vyse, kde se stu-
peft a) provadi po dobu 15 minut p¥i 60 °C a stupen b) pfi 70 °C pfi pH 7, majicimu molekulovou

hmotnost (m.hm.) 12900, polydisperzni index D rovny 1,5, desulfata&ni stupen 2,05 (vyjadienc
Jako molarni pomér SO;™ : COO"). procento modifikovanych kyselin uronovych, vztazeno na
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celkové kyseliny uronové: 5 % epoxidovych skupin, 29 % oxidovanych a redukovanych urono-
vych zbytkd (zde téZ nazyvanému ST1513);

heparinu ¢4steéné 2-O—desulfatovanému, ktery Ize ziskat postupem popsanym vy$e, kde se stu-
pefi a) provadi po dobu 30 minut pti 60 °C a stupeii b) pfi 70 °C pii pH 7. (zde nazyvanému
ST1516) majicimu molekulovou hmotnost (m.hm.) 11000, polydisperzni index D rovay 1,5,
desulfatagni stupeii 1,8 (vyjadfeno jako molarni pomér 50; : COQ"), procento modifikovanych
kyselin uronovych, vztazeno na celkové kyseliny uronové: § % epoxidovych skupin, 29 % oxido-
vanych a redukovanych uronovych zbytki;

heparinu éasteéné 2—O—desulfatovanému, ktery lze ziskat postupem popsanym vyse, kde se stu-
peii a) provadi po dobu 60 minut pii 60 °C a stupefi b) pti 70 °C pfi pH 7, majicimu molekulovou
hmotnost (m.hm.) 9200, polydisperzni index D rovny 1,5, procento modifikovanych kyselin uro-
novych, vztaZzeno na celkové kyseliny uronové: 11 % epoxidovych skupin, 27,5 % oxidovanych a
redukovanych (rozitépenych) uronovych zbytkil (zde nazyvanému STI1515).

Po vytvoreni epoxidového kruhu se tento otevie, a opét roztfidi znamymi technologiemi. Pro-
cento vytvofeného epoxidu se podita z poméru mezi plochou signalu “"C-NMR pfiblizné pfi
55 ppm, charakterizovaného uhliky 2 a 3 na kruhu kyseliny uronové obsahujici epoxid a celko-
vym poétem anomerickych signalia (C1 glukosaminu a zbytkil kyseliny galakturonove, zatimco
pokud se provadi otevieni epoxidového kruhu za studena, ziskd se zbytek kyseliny iduronové.
Prikiady slougenin obsahujici epoxidovy kruh, kterym se dava ptednost lze ziskat postupem pop-
sanym vy3e s obsahem epoxidované kyseliny uronové 14 % (zde ST1509), 24 % (zde ST1525) a
30 % (zde ST1526).

Casteéné desulfatovany heparin se potom podrobi ,.glykolovému $tépeni (RO nakratko) postu-
pem vy3e definovanym a Smithové degradaci (SD nakratko).

Slouceniny obecného vzorce 1 Ize také ziskat bez priichodu pfes epoxidovy meziprodukt, coz se
provadi pfimym rozitépenim na glykol a naslednou Smithovou degradaci.

Takto popsany postup vede ke slou¢eninam obecného vzorce I, ve kterych jsou obé skupiny X a
X'—CH,OH.

Pro jiné X a X’ jiné nez —CH,OH jsou pro transformaci hydroxylove skupiny jinymi skupinami,
se kterymi se poéita ve vyie uvedenych definicich, k dispozici metody odbornikim z cboru dos-
tupné. Konjugaci s aminokyselinami nebo peptidy lze napiiklad provadét reduktivni aminacni
reakci aldehydového meziproduktu ze 3t&pné glykolové reakce (Hoffmann, J.. et al., Carbo-
hydrate Research, 117, 328 az 331. 1983), ktera miize byt provadéna ve vodnem rozpoustédle a
je kompatibilni s udrzenim heparinové struktury.

Pokud se to vyZaduje, a to je dalsim pfedmétem zde popisovaného vynalezu, mohou byt stoude-
niny obecného vzorce 1 dale degradovany kyselymi Cinidly za vhodn¢ho pH, napt. pii pH 4, coz
vede ke smési oligosacharidi, které si podrZuji antiangiogenni vlastnosti.

Stejné tak jsou predmétem pfedloZeného vynilezu sloueniny ziskané jednim z krokil g), h), iy a
) podle postupu popsan¢ho vyse.

Predmétem zde popisovaného vynalezu jsou farmaceutické pripravky obsahujici jako cinnou
slozku alespoi jednu samotnou stougeninu obecného vzorce I nebo tuto slouceninu v kombinaci
s jednou nebo vice slouteninami obecného vzorce I, nebo jmenovanou slouCeninu nebo sloute-
niny obecného vzorce I, nebo jmenovanou sloueninu nebo sloudeniny obecného vzorce |
v kombinaci s desulfatovanymi hepariny popsanymi vy3e, napk. epoxidovanymi meziprodukty;
tyto naposledy jmenované latky mohou byt pouZity ve farmaceutickych piipravcich samostatné
jako Gdinné slozky. Uginna slozka podle predlozeného vyndlezu bude ve smési s vhodnymi vehi-
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kuly a/nebo excipienty obvykle pouzivanymi ve farmaceutické technologii, jako napiiklad latka-
mi popsanymi v ,,Remington’s Pharmaceutical Sciences Handbook®, postedni vydani. Piipravky
podle pfedloZeného vynalezu budou obsahovat terapeuticky G¢inné mnozstvi a&inné slozky.
Davky budou stanoveny odbornikem, napi. klinickym &i praktickym lékafem podle typu onemoc-
néni, které se ma lécit a pacientova stavu, nebo podle soucasného podavani dalsich aktivnich
slozek. Ptikladné davky se mohou pohybovat od 0,1 do 100 mg.kg™.

Pfiklady farmaceutickych pfipravkii jsou takové pripravky, které mohou byt podavany oralnd
nebo parenteralné, intravendzné, intramuskulamé, subkutanné, transdermalng nebo ve formé
nosnich nebo Gstnich sprejit. Farmaceutické ptipravky vhodné pro tento Géel jsou tablety, tvrdé
nebo mékkeé tobolky, prasky, roztoky, suspenze, sirupy a tuhé formy pro narychlo pripravované
kapalné preparaty. Pfipravky pro parenteralni podavani jsou napiiklad vechny intramuskularni,
intravenozni a subkutinni injek&ni formy, rovnéz tak jako roztoky, suspenze a emulze. Také lze
zminit liposomové pfipravky. Mezi tablety patii také ty formy, které kontrolovatelné uvoliiuji
ucinnou slozku, a to at’ uz ve formé pro oralni podévani, tablety potahované vhodnou vrstvou,
mikrokapslované prasky, komplexy s cyklodextriny, depotni formy, napiikiad subkutanni formy,
Jjako jsou depotni injekce nebo implantaty.

Slougeniny podle zde popisovaného vynilezu maji antiangiogenni ucinky. To je &ini vhodnymi
k pripravé léciv vhodnych k 1é¢bé objekti, obecnd savci a zvIaté lidi trpicich pozméngnou
angiogenezi. Priklady onemocnéni [é€enych takovym lécivem, které je piedmétem piedlozeného
vyndlezu jsou pfedné nadory, metastazy, diabetické retinopatie, psoriaza, retrolentikularni fibro-
plasie, restendza po angioplastice a korondmim by—pasu.

Slouceniny podle pfedlozeného vynalezu maji vyhodu v tom, Ze v zasadé postradaji vedlejsi
uginky typické pro heparin. Slougeniny podle pfedloZeného vynalezu postridaji zvlaité anti-
koagula¢ni i¢inky. Tim, Ze takové G&inky postradaji, nemaji podle odbornikii z pohledu klinic-
kého vyuzivani Zadné nebo jen nepatrné prekazky.

Jeden z prvnich zjist€nych riistovych faktord, ktery ma angiogenni Glohu byl bFGF (nebo FGF—
2) nasledovany brzy nato aFGF (nebo FGF-1) (reserie k tomuto predmétu viz Christofori,
Oxtord University, 1996).

Oba proteiny jsou Eleny tfidy ristovych faktori charakterizovanych vysokym stupném affinity
k heparinu.

Jinymi silnymi induktory jsou VEGF, VEGF-B a VEGF-C. V&echny t¥i faktory VEGF podobné
jako FGF jsou vidy v téle pfitomné. Oba typy téchto faktori — a/bFGF (FGF-1 a FGF-2) a
VFGF - vaii specifické vysoce affinitni receptory s transmembranovou doménou majici tyrosin—
kindzové Cinky. T¥i receptory VEGF — VEGF-1 (flt-1), VEGF-2 (kdr/flk—1) a VEGF-3 ({lt—4)
— jsou specificky ptitomny na endothelidlnich bufikach, zatimco &ty¥i FGF receptory jsou pFitom-
ny v mnohych orgnech a tkanich (reSerie na tento pfedmét viz Risau a Flame, Annu. Rev. Cell
Dev. Biol., 11, 73 az 91, 1995). Vazba bFGF na heparin nebo fragmenty heparan sulfatu zpiiso-
buji jejich dimerizaci a moznost vazby na jejich vlastni receptor aktivaci transdukénich cest sig-
nalu, ktery aktivuje endothelialni buiiky jak na mitogenezi, tak na diferenciaci.

Inhibice vazby FGF na heparin nebo na fragmenty heparan sulfitu tak piedstavuje realny
terapeuticky cil v boji proti patologické necangiogenezi vyvolané zvysenim lokalni nebo systé-

moveé urovné rustovych faktorii.

Takto navrzeny model je schopny hodnotit in vitro interferenci rGznych heparinovych derivati
s vazbou bFGF na jeho vlastni receptor.

Byly pouZity obzvlasté vaje¢nikové buiiky Einskych kfetkd (CHO-K1), které maji na svém
povrchu heparan sulfat, aviak nemaji receptor FGF 1. Také byly pouzity buiiky CHO--745flg,
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které vyluéovaly receptor FGF 1, aviak které oproti predchozim skupinam nemély membranoveé
heparan sulfaty. Tyto naposled jmenované buiiky byly trvale v zeleném fluotesceninim svétle
ovlivnény cDNK kvali zeleng fluoreskujicimu proteinu, a z tohoto diivodu nemohly byt pod fluo-
rescenénim mikroskopem s kombinaci filtrll detekovany v zeleném zafeni. V kratkosti: technika
je zaloZena na té moznosti, Ze dva typy bunék mohou interagovat (vytvéiet trvalé vazby) pouze
pokud se FGF pfida ke dv&ma typim bunék. Ve skute¢nosti se budou v tomto piipadé heparan
sulfaty bunék CHO-7451lg véazat na FGF, ktery bude naopak vazat na buiiky CHO-K1 a vytvaret
tak mistek. Vazbu, kterd vznikne, je mozno detekovat jakozto disledek zelené fluorescence
emitované bufikami CHO-745flg.

Sloudeniny byly navic zkouseny na jejich inhibi¢ni G¢inky proliferace bunék. Jednim z hlavnich
n¢inkit FGF je stimulace riistu bunék v nepfitomnosti séra v buiikdch vylucujicich FGF receptor 1
(FGFR~1).

Dosud byly pouzity dvé bun&né linie, u kterych se oekavaly inhibi¢ni G&inky — ob€ vyluCujici
FGFR-1 (L6WT]1 a bovinni buiky aorty) — jejichZz rist byl hodnocen v pfitomnosti FGF bud’
s pridavkem heparinovych derivati, nebo bez nich.

Inhibice FGF-2 zprostfedkovana mezibunéénou adhezi

Buiiky CHO-K1 byly nao¢kovany na 24 jamkové plotny v koncentraci 90000 bunék na cm’. Po
24 hodinach byly buiiky zafixovany 3% glutaraldehydem v PBS po dobu 2 hodin pfi 4 °C a pro-
myty 0,IM glycinem v PBS.

Na tyto zafixované monovrstvy byly naotkovany CHO 745 / flg buiiky. Pfed ockovanim byly
tvto buiiky upraveny FGFR-1.

Operace oékovani se provadi suspenzi upravenych CHO 745/flg bunék v DMEM o koncentraci
50 000 bun&k/ cm®. Suspenzni médium (DMEM) obsahuje 10mM EDTA, 30ng/ml FGF-2 a zvy-
$ujici se davky zkoumanych slougenin (heparin, RO heparin a sloueniny narokované podle
vynalezu).

Po 2 hodinich inkubace pfi 37 °C byly pogitiny navazané buiiky pod mikroskopem v inverzi.
Vysledky jsou vyjadieny jako procento poctu pfilnutych bunék v porovnani s méfenim v nepti-
tomnosti zkousenych sloucenin. Slougeniny byly zkoudeny trojmo pii 6 koncentracich sahajicich
od 1 ng.ml™" do 100 ug.ml™" a pro kazdou slouéeninu byl poéitan [Ds; (tabulka 1).
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Tabulka |

Inhibice mezibunééné adheze (IDsg) bunék CHO-K1 a CHO--745f1g

Produkt Inhibice (IDsg)
heparin 100

RO heparin 8
ST1513 80
ST1516 110
ST1514 105
ST1515 120
ST1525 50
ST1528 75
ST1507 125

Inhibice syntézy DNK v buiikach Lé ovlivnénych FGFR-1

Buniky L6-~WT1 (krysi myoblasty ovlivnéné FGFR—1) byly naoékovany na 48 jamkové plotny
v koncentraci 25000 bunék na cm’ v DMEM + 10 % FCS. Po 24 hodinach byly buiiky promyty
médiem prostym séra a inkubovany po dobu 48 hodin s DMEM + 0,5 % FCS. Potom byly jesté
buitky inkubovény 16 hodin s FGF-2 o koncentraci 15 a 30 ng.ml™" v pfitomnosti nebo neptito-
mnosti zkouSenych slouéenin (viechny pii 100 pg.ml™). Na konci inkubace byl bez vymény
média pfidan 3H—thymidin (0,25 pCi na jednu jamku). Po 6 hodinich byla méfena sraZenina
TCA. Kazdy pokusny bod je stfedni hodnotou ze 3 stanoveni. Vysledky jsou uvedeny v tabulce
5

&
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Tabulka 2

Inhibice syntézy DNK v butikach L6 ovlivnénych FGFR-1

Produkt

Inkorporace 3H-thymidinu

(% proti slepému pokusu)

heparin (FGF-2 15 ng.ml™) 50
heparin (FGF-2 30 ng.ml™) 74
heparin RO (FGF-2 15 ng.mi’") 41

heparin RO (FGF-2 30 ng.ml"') 80
ST1513 (FGF-2 15 ng.mi™") 93
ST1513 (FGF-2 30 ng.ml ™) 102
G3025B (FGF-2 15 ng.ml™) 68
G3025B (FGF-2 30 ng.mrI'" 71

ST1514 (FGF-2 15 ng.ml™) 58
ST1514 (FGF-2 30 ng.ml™) 99
ST1515 (FGF-2 30 ng.ml") 79
ST1515 (FGF-2 30 ng.ml") 100

Ovlivnéni syntézy DNK v bovinnich endothelialnich burikach aorty (BAEC)

Busiky BAEC byly naotkovany na 48 jamkové plotny v koncentraci 2500 bunék na cm” v kom-
pletnim médin soupravy EGM Bullet Kit. Po 24 hodinach byly burky kultivovany v nepfi-
tomnosti séra v EGM médiu bez bovinniho mozkového extraktu a hEGF. Po daigich 24 hodinach
bylo na buiiky ptisobeno 30 ng.ml™ bFGFE v pfitomnosti zvy3ujicich se koncentraci zkoudenych
sloudenin. Po 16 hodinich bylo k médiu pfidano t pCi.ml™"' 3H—thymidinu. Po 6 hodinach byla
zméfena aktivita sraZzeniny TCA. KaZdy pokusny bod je stfedni hodnotou z 8 stanoveni. Vysled-

ky jsou uvedeny v tabulkach 3 az 6.
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Tabulka 3

Ovlivnéni syntézy DNK v bovinnich endothelidlnich buiikach aorty (BAEC) - ST1514

Koncentrace Inkorporace “H-thymidinu
ng.mi! (% proti slepému pokusu)
1 80
10 78
100 42
1000 33
10000 22
100000 5

Tabulka 4

Ovlivnéni syntézy DNK v bovinnich endothelidlnich burikach aorty (BAEC) - ST1528

Koncentrace Inkorporace “H-thymidinu
ng.ml”’ (% proti slepému pokusu)
1 85
10 73
100 85
1000 32
10000 28
100000 5
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Tabulka 5

Ovlivnéni syntézy DNK v bovinnich endothelialnich burikach aorty (BAEC) - ST1525

Koncentrace Inkorporace “H-thymidinu
ng.ml’ (% proti slepému pokusu)
1 75
10 67
100 26
1000 21
10000 7
100000 2

Tabulka 6

10 Oviivnéni syntézy DNK v bovinnich endothelialnich bunkach aorty (BAEC) - ST1507

Koncentrace Inkorporace “H-thymidinu
ng.ml”’ (% proti slepému pokusu)
1 92
10 92
100 45
1000 40
10000 18
100000 12

Zkouska proliferace bunék v BAEC

Buniky BAEC ze 7. pasaze byly naockovany na 96 jamkové plotay v koncentraci 2500 bunék na
cm’ do média EBM bez bovinniho mozkového extraktu a hEGF. K tomuto médiu bylo ptidino
30 ng.ml”' FGF-2 a kada ze zkouSenych sloutenin v 5 koncentracich sahajicich od 10 ng.ml™*
do 100 ug.ml”. Po 3 dnech byly buiiky zafixovany, obarveny krystalovou violeti a optickd hus-

20 tota zmékena éteckou na mikrodesticky ELISA. Kazdy pokusny bod byl proveden Ctyfndsobné a
vypoditana hodnota IDso. Vysledky jsou uvedeny v tabulce 7.
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Produkt W Inhibice (IDsg)
pg.mi™!

“heparin 100
ST1509 0,02
ST1525 10
ST1526 0,02
8T1527 100
ST1528 0.1

Zkouska proliferace bunék ve fetalnim BAEC GM 7373

Busiky GM7373 v MEM+ 10% médiu FCS byly naockovany na 96 jamkové plotny
v koncentraci 7000 bun&k na cm’. Po 24 hodinach byly buiiky promyty médiem prostym séra a
pisobeno na né 10ng.ml”' FGF-2 v médiu obsahujicim 0,4 % FCS. Po 8 hodinach byly k médiu
pridany zkougené sloudeniny v 5 koncentracich sahajicich od 10 ng.mi™' do 100 pg.ml™". Po dal-
§ich 16 hodinach byly buiky trypsinizovany a poéitana v Burkerové komirce. Pro kazdou slou-
éeninu byla vypocitana hodnota [Ds; a vysledek je stfedni hodnotou ze 2 pokusii provedenych

trojnasobneé. Vysledky jsou uvedeny v tabulce 8.

Tabulka 8

Zkouska proliferace bunék ve fetalnim BAEC GM 7373

Produkt Inhibice (IDsg)
pg.mi”’

heparin 2
ST1509 0,3
ST1525 2
ST1526 1
'ST1527 20
ST1528 0,2
ST1514 0,1
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Inhibice angiogeneze

Model pouZity ke studiu angiogeneze byl modelem choricallantoidni membrany kufeciho embrya
(CAM) (Ribatti, et al., Int. J. Dev. Biol., 40, 1189, 1996).

300 slepicich vajec s embryi bylo inkubovano pii 37 °C pii konstantni vihkosti. Tfeti den inkuba-
ce po odsati 2 az 3 m! albuminu z ostfej$tho vrcholu vajicka tak, aby se CAM oddélila od sko-
fapky, bylo ve skofidpce niizkami vystfizeno okénko. Prostor pod CAM byl potom exponovan.
Okénko bylo uzavieno prihlednym sklenénym paneiem a vajitko vlozeno zpét do inkubatoru.
Osmy den inkubace bylo za steriinich podminek na CAM pisobeno podle postupu dale popsané-
ho za vyuZiti techniky jiz diive vyvinuté (Ribatti, et al., J. Vasc. Res., 34, 455, 1997), ktera spo-
¢ivéa v pouziti sterilnich Zelatinovych blotka méficich 1 mm®

Kazda latka byla resuspendovana ve 3 pl PBS o koncentraci 30 nebo 100 pg na jedno embryo.
Pro pozitivni kontrolu byl pouZzit FGF-2 (1 pg na blocek), na kterém se pfipadny angiogenni
ucinek na CAM demonstroval (Ribatti, et al., Dev. Biol,, 170, 39, 1995). Blotky byly nejprve
pokladiany na povrch CAM a potom se na povrch blo¢ku napipetovaly 3 pl roztoku zkouSené
latky. CAM byly denné prohlizeny na Zeissové stereomikroskopu vybaveném fotografickym
zafizenim. Zkousky byly pferuieny 12. den inkubace, kdyZ probéhlo ceikové hodnoceni angio-
gennich ¢inkd latek, a vysledek byl vyjadien jako procento inhibice v zavislosti na po¢tu pokusi
zapoatych a uzavienych (tabulka 9). Slou¢enina ST1514 byla navic zkouSena s koncentraci 100
ug na jedno embryo a téz bylo provedeno makroskopické kvantitativni vyhodnoceni angiogenni-
ho Gé¢inku technikou navrzenou Brooksem, et al (Science, 264, 569, 1994) poditanim podctu bedi
obklopujicich blo¢ek. Podet bodii byl porovnévan s kontrolnimi blo¢ky napusténymi PBS (vehi-
kulum zkousené sloudeniny) a s FGF-2 (pozitivni kontrola).

Vysledky jsou uvedeny v tabulce 10.

Tabulka 9

Angiostaticky u¢inek na model CAM

Slouéenina Koncentrace Pocet pokust inhibice
(ng na embryo) (%)
N-acetylovany heparin 50 10 0
RO heparin (ox-red 19,8 %) 50 10 20
ST1514 (RO 58 %) 50 10 50
ST1514 (RO 56 %) 100 10 80

Je nutno poznamenat, Ze pfirozené se vyskytujici heparin nema zadné G&inky.
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Tabuika 10

Angiostaticky i¢inek: makroskopické kvantitativni vyhodnoceni (Brooks)

1)

25

30

15

Sloucenina Pocet embryi Pocet bod(l na
bloé¢ek/rozhrani
CAM
ST1514 (100 pg na embryo) 10 2+1
PBS (3 ul) 5 7+2
FGF-2 (1 ug na embryo) 5 50 +4

Je nutno poznamenat, Ze prirozené se vyskytujici heparin nema zadné U¢inky.
Vyhodnoceni toxicity heparinu v mysim Balb/c

Na 20 3estitydennich samic mysi Balb/c o hmotnosti 20 g (Harlan) rozdélenych nihodné do sku-
pin bylo jako referenéni latkou plisobeno heparinatem sodnym a slouceninou podle piedlozeného
vynalezu nazyvanou ST1514. Pokusné schéma bylo typu q2dxS, tj. 5 celkovych podéni v interva-
lech 2 dnii, podavanych v roztoku 50 a 25 mg.kg™'.10 ml™' subkutann& v davkédch 200 pl na mys.

Latky byly rozpoustény takto:

Heparmat sodny: roztok byl pFipraven rozpusténim 160 mg prasku ve 4 ml PBS 1x prostého Ca®*
a Mg®’ o pH 7.4; tento roztok byl rozdélen na alikvotni podlly po 243 pl a skladovan pii —20 °C.
V dobg zkousky byl roztok zfedén PBS 1x prostym Ca’" a Mg {Dulbecco, upravené sloZeni) o
pH 7.4 tak, aby se ziskala kone&na koncentrace 50 a 25 mg.kg™'.10 ml™.

ST1514: roztok byl pipraven rozpuiténim 160 mg pratku ve 4 mi PBS 1x prostého Ca’" a Mg?*
o pH 7.4, tento roztok byl rozdélen na alikvotni podl'ly 5)0 243 pl a skladovan pii —20 °C. V dobé
zkousky byl roztok ziedén PBS 1x prostym Ca’* a Mg (Dulbecco, upravené sloZeni) o pH 7,4
tak, aby se ziskala kone¢na koncentrace 50 a 25 mgkg™".10 ml™.

48 hodin po poslednim podani zkousené slouceniny byly odebrany vzorky krve na tiplny krevni
obraz a hematologickou analyzu.

Vzorkovani krve: mysi byly umistény v hermeticky uzavieném boxu, do kterého byl napustén
CO; v dostatetném mnoistvi, aby se zvifata ochromila. Potom byla kazdému zvifeti odebrina
krev z retroorbitalniho plexu (pfiblizné 1 mi krve na jednu my%), ktera byla rozdélena v mnozstvi
04m | krve z jedné mysi do Eppendorfovy zkumavky obsahujici 20 pl heparinu Vister
(5000 j.ml™')y k provedeni iplného krevniho obrazu a hematologické analyzy; stejné mnoZstvi
krve bylo dano do Eppendorfovy zkumavky obsahujici 50 pl 3,8% citranu sodného ke stanoveni
prothrombinového ¢asu. Po odebrani krevnich vzorki byla zvifata utracena cervikalni dislokaci.
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Pocet vzorkii: byly odebrany 2 vzorky krve od kazdé mysi, ze kterych byl dvakrat stanoven dplny
krevni obraz, piipraveny dva vzorky na podlozni sklicka a vyrobeny vzorky plasmy ke skladova-
ni pti —20 °C.

Uplny krevni obraz: bylo pouZito zafizeni (Cell Analyzer 580 A, DELCON) se standardnim pos-
tupem popsanym v provozni pfirudce. Krevni vzorky (25 pl) byly odebrany zfed'ovacim zafize-
nim a upraveny na objem 10 ml (fedéni 1 : 400) isotonickym roztokem (PLTA fyziologicky roz-
tok. DELCON). Z tohoto roztoku (nazvaného roztok A) odebird zied’ovaci zafizeni automaticky
vzorky 100 pl a upravuje je na objem 10 ml (fedéni 1 : 100), £imZ se ziska roztok B. K roztoku A
se pridaji 3 kapky Emosolu (DELCON) k lyzovani &ervenych krvinek. Tento roztok se pouzije
k odeétu WBC. Roztok B se naopak pouzije k odedtu RBC a krevnich destiek (PLT). Kazdy
vzorek se odeéita duplicitné.

Ziskané hodnoty se analyzuji za pouziti ANOVA.

Skupiny zvifat v pokusu s heparinatem sodnym v davkach 50 a 25 mg.kg™.10 mI"* vykazuji vyz-
namny hematom na strané inokulace; tento jev nenastdva u skupin podrobenych pisobeni
ST1514. Autopsie provedena ve studii zvifat prozrazuje, Zze skupiny podrobené plisobeni hepari-
natu sodného v davkach 50 a 25 mgkg .10 mI™' maji jatra s abnormalnimi charakteristikami,
zatimco takovyto jev nebyl pozorovan u skupin s podavanym ST1514.

Hodnoty tykajici se hematologické analyzy ukazuji pfi porovnani s kontrolni skupinou na snizeni
podtu &ervenych krvinek jak u skupin s podavanym heparinatem sodnym v davkach 50 mg.kg’
' 10 ml™, tak 25 mgkg .10 mI”', zatimco u skupin s podavanym ST1514 zadny takovy rozdi
nebyl pozorovan.

Skupina s podavanym heparinatem sodnym v davce 25 mg.kg "' ukazuje pfi porovnani s kontrolni

skupinou na vyznamny nedostatek krevnich desti¢ek. Zadna ze studovanych pokusnych skupin
v porovnani s kontrolni skupinou nema vyznamné rozdily v po¢tu bilych krvinek.

Priklady provedeni vynalezu

Nasledujici ptiklady dale objasiiuji vynalez.

Ptiklad 1

| g heparinu se rozpusti ve 12,5 ml | N NaOH. Roztok se zahtivad a micha pfi 60 °C po dobu
45 minut. Reakce se zablokuje rychlym ochlazenim a neutralizaci. Roztok se potom zahfiva na
70 °C p#i pH 7, az se epoxidovy kruh zcela otevie (spad reakce se kontroluje NMR). Desulfito-
vany vzorek (zde nazyvany G2999H) se rozpusti ve 20 ml vody a ochladi na 4 °C. Po pfidani 20
mi 0,2M roztoku NalQOy se roztok ponecha michat v temnu po dobu 20 hodin, reakce se zastavi
pfidavkem ethylenglykolu a sole se odstrani tangencialni ultrafiltraci.

K odsolenému roztoku (30 a? 40 ml) se prida 400 mg NaBH, rozdélenych do nékolika davek.
Roztok se ponecha michat po dobu 3 hodin péi okolni teplot&, potom se zneutralizuje ziedénou
kyselinou chlorovodikovou a odsoli tangencialni ultrafiltraci. Ziska se 710 mg produktu zde
nazyvancho 8T1514,

Molekulova hmotnost (m.hm.): 11200, polydisperzni index D 1,3, desulfatagni stupeii 1,9 (vyjad-
Feny jako molarmi pomér SO;™ : COO"); procento modifikovanych kyselin uronovych vztazeno na
celkové kyseliny uronové je piiblizné 50 %. Sloucenina byla charakterizovana pomoci NMR
spektroskopie (obrazek 1).
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Priklady 2 az 4

Pi pouZiti stejného zplsobu jako u pfikladu | s tou vyjimkou, Ze se bazicky roztok zahfival po
dobu 15, 30 a 60 minut, se ziskaly slouéeniny s nasledujicimi charakteristikami:

1.

ST1513: molekulova hmotnost (m.hm.) 12900, polydisperzni index D 1,5, desulfataéni stu-
pei 2.5 (vyjadfeny jako molarni pomér SO, : COO); procento modifikovanych kyselin
uronovych vztazeno na celkoveé kyseliny uronové: 5 % epoxidovych skupin, 29 % oxidova-
nych a redukovanych ($t¢pnych) uronovych zbytki;

ST1516: molekulova hmotnost (m.hm.) 12900, polydisperzni index D 1.5, desulfata¢ni stu-
peit 1.8 (vyjadieny jako molami pomér SO;™ : COQ"); procento modifikovanych kyselin
uronovych vztazeno na celkové kyseliny uronové: 5 % epoxidovych skupin, 29 % oxidova-
nych a redukovanych ($t&pnych) uronovych zbytki;

ST1515: molekulova hmotnost {(m.hm.) 9200, polydisperzni index D 1,5, procento modifi-
kovanych kyselin uronovych vztazeno na celkové kyseliny uronové: |1 % epoxidovych sku-
pin, 27,5 % oxidovanych a redukovanych ($t&pnych) uronovych zbytkd.

PATENTOVE NAROKY

2—O—desulfatovany glykosaminoglykanovy derivat podobny heparinu, zvlaité 2-O—desulfa-

tovany heparin, s 2-O-desulfatadnim stupném ne vy3$im nez 60 % z celkovych uronovych
Jednotek, pti¢emz derivat je modifikovanym heparinem, obsahujici glykosaminové zbytky o riiz-
ném stupni N—desulfatace a pfipadné nasledné celkové nebo ¢isteéné N—acetylovany, vyzna-
Cujici se tim, Zeje slouteninou obecného vzorce I:
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X a X’ jsou stejné nebo riizné a jsou vybrany ze skupiny tvorené aldehydovymi skupinami nebo
skupinou —CH»-D, kde D je hydroxy! nebo aminokyselina, peptid nebo zbytek cukru nebo oligo-
sacharid;

R a R, jsou stejné nebo riizné, a jsou vybrany ze skupiny tvofené SO;™ nebo acetylovym zbyt-
kem:;

n a m, které mohou byt stejné nebo razné se mohou ménit od | do 40; soucet n + m se pohybuje

od 6 do 40; pomér m: n se pohybuje od 10: 2do 1 : 1, symbol ,, /* znati, ze jednotky oznacené
m a n jsou statisticky rozdéleny podél polysacharidového fetézce a nenasleduji nutné za sebou.

2. Derivat podle ndroku 1, vyznadéujici se tim, Ze je ¢asteéné 2-O—desulfatovanym
heparinem s molekulovou hmotnosti (m.hm.) 11200, polydisperznim indexem D rovaym 1.3,
desulfatatnim stupném 1,99 (vyjadieno jako molami pomér SO;™ : COO"), procentem modifiko-
vanych kyselin uronovych, vztazeno na celkové kyseliny uronove, priblizné 50 %.

3. Derivat podle naroku |, vyznadujici se tim, Ze je casteéné 2—-O—desulfatovanym
heparinem s molekulovou hmotnosti (m.hm.) 12900, polydisperznim indexem D rovnym 1.5,
desulfataénim stupném 2.05 (vyjadfeno jako molarni pomér SO;™ : COO™), procentem modifiko-
vanych kyselin uronovych, vztaZeno na celkové kyseliny uronové: 5 % epoxidovych skupin,
29 % oxidovanych a redukovanych zbytkl kyseliny uronové.

4, Derivat podle naroku 1, vyznadujici se tim, Ze je édsteCné 2-O-desulfatovanym
heparinem s molekulovou hmotnosti (m.hm.) 11000, polydisperznim indexem D rovaym 1,5,
desulfataénim stupném 1,93 (vyjadfeno jako molarmi pomér SOy : COO"), procentem modifiko-
vanych kyselin uronovych, vztaZzeno na celkové kyseliny uronové: 5 % epoxidovych skupin,
29 % oxidovanych a redukovanych zbytkl kyseliny uronove.

5. Derivat podle naroku ., vyznadujici se tim, Ze je castecné 2-O—desulfatovanym
heparinem s molekulovou hmotnosti (m.hm.) 9200, polydisperznim indexem D rovnym 1,5, pro-
centem modifikované kyseliny uronové, vztazeno na celkové kyseliny uronové: 11 % epoxido-
vych skupin, 27,5 % oxidovanych a redukovanych zbytkd kyseliny uronove.

6. Postup piipravy derivati podle narokii 1 a2 5, vyznadujici se tim, Ze obsahuje
nasledujici stupné:

a) zakladni zpracovani pii teploté¢ pohybujici se od okolni tepioty pfiblizné do 100 °C, pred-
nostné od 50 do 70 °C, a jesté lépe piiblizné pii 65 °C, coz vede k Fizené eliminaci obsahu
sulfatovych skupin v poloze 2 kyseliny iduronové a k tvorbé epoxidovych skupin; a pokud je
potieba

b) otevfeni epoxidového kruhu piiblizné pfi pH 7 za teploty pohybujici se v rozsahu pfiblizné
od 50 °C pfiblizné do 100 °C, lépe viak piiblizné pii 70 °C, coZ vede ke zbytkiim kyseliny
galakturonoveé; nebo alternativné

¢) otevieni jmenovaného epoxidového kruhu pfi teploté pohybujici se pfiblizné od 0 do 30 °C,
Iépe piiblizné pii 25 °C za vzniku zbytki kyseliny iduronové; a pokud je tieba

d) oxidaci dioli jodistanem sodnym, coZ vede k otevieni glykosidového kruhu a vytvoieni
dvou aldehydovych skupin na jeden modifikovany zbytek;

e) redukci jmenovanych aldehydovych skupin na priméarni alkohol a pokud to je potieba. trans-

formaci skupiny D na skupinu jinou neZ hydroxyl, jak se s tim po¢ita ve vyznamu podle
naroku 1;

-23-
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f) pripadnou kyselou hydrolyzu k ziskani oligosacharidd majicich pravidelné sekvence, &i
alternativné

g) CasteCnou enzymatickou hydrolyzu enzymem vybiranym ze skupiny sestavajici z lyazy,
heparinazy, heparitinazy nebo ekvivalentni latky ziskané ve stupni e), aby vedly k ziskani
oligosacharidil, pfednostné tetra— nebo oktasacharidi, s neredukujicim koncovym zbytkem
obsahujicim nenasycenou kyselinu iduronovou, kde redukujici zbytek sestiva z N—sulfo-
glukosaminu a obsahuje alespofi jeden zbytek oteviené kyseliny iduronové; nebo alternativ-
né

h) slou¢enina ziskana ve stupni a) nebo predukt ziskany ve stupni b) se f4stedné enzymaticky
hydrolyzuje; a pokud je potfeba

1} produkty se podrobi jednomu z krokii a), b) a e) k ¢asteéné 6—O—desulfataci; nebo alterna-
tivné

1) vychozi heparin se podrobi ¢asteéné nebo (piné 6—desulfataci v krocich a), b) a e).

7. Postup pripravy ¢asteéné 2-O—desulfatovaného heparinu, majiciho molekulovou hmotnost
{m.hm.) 11200, polydisperzni index D rovny 1,3, desulfataéni stupeii 1,99 (vyjadieno jako
molarni pomér 8SO;: COO"), procento modifikovanych kyselin uronovych, vztazeno na celkové
kyseliny uronové, priblizné 50 %, podle naroku 6, vyznadujici se tim, Ze se stupei a)
provadi po dobu 45 minut p¥i 60 °C a stupefi b) p¥i 70 °C pii pH 7.

8. Postup pfipravy Casteéné 2—O—desulfatovaného heparinu, majiciho molekulovou hmotnost
(m.hm.) 12900, polydisperzni index D rovny 1,5, desulfatadni stupett 2,05 (vyjadfeno jako
molarni pomér SO COO"), procento modifikovanych kyselin uronovych, vztazeno na celkové
Kyseliny uronové: 5 % epoxidovych skupin, 29 % oxidovanych a redukovanych uronovych
zbytkd, podle ndroku 6, vyzracéujici se tim, Je se stupeit a) provadi po dobu 15 minut
pii 60 °C a stupeii b) pfi 70 °C pii pH 7.

9. Postup pfipravy &asteéng 2-O—desulfatovaného heparinu majiciho molekulovou hmotnost
(m.hm.) 11000, polydisperzni index D rovny 1,5, desuifataéni stupen 1,80 (vyjadfeno jako
molarni pomér SO;™: COO"), procento modifikovanych kyselin uronovych, vztaZeno na celkové
kyseliny uronové: 5 % epoxidovych skupin, 29 % oxidovanych a redukovanych uronovych
zbytkil., podle naroku 6, vyzmacujici se tim, Ze se stupen a) provadi po dobu 30 minut
pfi 60 °C a stupen b) pii 70 °C pfi pH 7.

10. Postup pfipravy ¢aste¢né 2-O-—desulfatovaného heparinu majiciho molekulovou hmotnost
(m.hm.) 9200, polydisperzni index D rovny 1,5, procento modifikovanych kyselin uronovych,
vztaZzeno na cetkové kyseliny uronové: 11 % epoxidovych skupin, 27,5 % oxidovanych a reduko-
vanych uronovych zbytki, podle niroku 6, vyznaéujici se tim, Ze se stupeii a) pro-
vadi po dobu 60 minut pfi 60 °C a stupeii b) pti 70 °C pFi pH 7.

11. Smési oligosacharidii s antiangiogennim u&inkem, vyrobitelné kyselou degradaci sloudenin
podle naroki | az 5.

12. Smési oligosacharidit s antiangiogennim G¢inkem, vyrobitelné ve stupni f) postupu podle
naroku 6.

13. Smési oligosacharid@ s antiangiogennim ucinkem, vyrobitelné ve stupni g) postupu podle
naroku 6.
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14. Smési oligosachariddl s antiangiogennim &inkem, vyrobitelné ve stupni h) postupu podle

naroku 6,

15. Smési oligosacharidi s antiangiogennim G(¢inkem, vyrobiteiné ve stupni i) postupu podle

naroku 6.

16. Farmaceuticky piipravek obsahujici alespoi jednu slouceninu podle naroki 1 az 5 a/nebo |1
az 15 jako Géinnou slozku ve smési s farmaceuticky pfijatelny vehikuly a excipienty.

17. Pouziti sloudenin podle narokii 1 az 5 a 11 az 15 jako léiv.

18. Pouziti sloucenin podle narokii | az 5 a |1 aZ 15 nebo podle naroku
s antiangiogennim u¢inkem,

19. Pouziti slou¢enin podle narokii | aZz 5 a 11 az 15 nebo podl'e naroku
k 1é¢bé patologickych stavii zplisobenych abnormaini angiogenezi.

20. PouZiti slouenin podle narokti 1 az 5 a 11 az 15 nebo podle naroku
k 1é¢bé nadoru, piipadné spojenych s metastazami.

21. Pouziti sloucenin podle narokd | az 5 a 11 aZz 15 nebo podle naroku
k 1é¢bé& nadorovych metastaz.

22. Pouziti slouéenin podle narokil | az 5 a 11 aZ 15 nebo podle naroku
k 1é¢bé diabetické retinopatie.

23. Pouziti sloudenin podle narokit 1 az 5 a 11 az 15 nebo podle naroku
k 1é¢bé retrolentikutarni fibroplasie.

24. Poutziti sloutenin podle narokii 1 az 5 a 11 az 15 nebo podle naroku
k 1é¢be psoriazy.

25. PouZiti slouéenin podie narokii 1 az 5 a 11 az 15 nebo podle naroku
k 1é¢bé restendz po angioplastice a po koronarnim by—passu.

| vykres
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