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67 Anotace:
Reseni se tyka zpusobu piipravy 2,3-
dikarboxypolysacharidi s fiditelnou molekulovou
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Zpisob pripravy konjugatu s Fizenou rychlosti uvoliiovani lé€iva s nosi€i protinadorového
léCiva na bazi selektivné oxidovanych polysacharidi

Oblast techniky

Vynalez se tyka zpusobu pfipravy zpusobu pfipravy konjugati s fizenou rychlosti uvoliiovani
1¢¢iva s nosi€i protinadorového 1éCiva na bazi selektivné oxidovanych polysacharida s volitelng
snizitelnou hmotnostn¢  stfedni  molekulovou hmotnosti.  Pfipravené  konjugaty  jsou
charakternistické riditelnou rychlosti uvoliiovani 1é¢iva, vysokou efektivitou vazani nad 70 % a s
pfenosovou kapacitou léCiva az 80 % hmotn. Jsou urCeny zejména pro terapii nadorovych
onemocnéni prostaty, vajecniku a délohy, pripadné také pro terapii nadorovych onemocnéni plic,
hlavy a krku a pro diagnostiku téchto nadorovych onemocnéni.

Dosavadni stav techniky

vrws

Priblizn¢ 70 % pacienta diagnostikovanych na rakovinu plic, vaje¢niki, mo¢ového méchyfe nebo
varlat je v soucasnosti léCeno slouceninami platiny v oxidacnim stavu II o obecném slozeni
R,Pt"X,,! kde R,= dva monodentatni ¢i jeden bidentatni dusikaty ligand, tedy amin, ¢i diamin,
napf. NHz ¢i 1,2-diaminocyklohexan, navazané k centralnimu atomu pfes atom dusiku a ve
vzajemné jsou vzajemn¢ cis orientaci, X reprezentuje aniontovy ligand ¢i dvojict liganda, které
Jsou rovnéz ve vzajemné cis orientaci, napf. halogeny, nitro skupiny, karboxylaty, dikarboxylat.

Nejroz§ifenéj§im a zaroven nejdéle pouzivanym platnatym cytostatikem je cisplatina, cis-
[Pt(NH;),Cl,]. Hlavni nevyhodou cisplatiny, stejné jako i dalSich generaci R,Pt"X; 1é¢iv, jsou
vazn¢ vedlejsi ulinky (neurotoxicita, ototoxicita, nefrotoxicita, myelosuprese), které jsou
disledkem kumulativni toxicity lé¢iva v organismu a nespecifického mechanismu uc¢inku. Podané
1¢¢ivo totiz necili pouze na nadorové bunky, ale napada také dalsi rychle se d€lici buriky zdravé
tkané, jako je kostni drfen, vlasové cibulky nebo spermie. Zavazné vedlejsi ucinky snizuji
maximalni bezpe¢nou davku cytostatika, coz mize vést ke vzniku nadorovych bunék rezistentnich
vuci podavanému 1é¢ivu.

Dalsi vyvoj 1€Civ na bazi platiny se proto ubiral riznymi sméry ve snaze snizit nezadouci ucinky
existujicich cytostatik. Doslo napfiklad k vyvoji monofunk¢nich komplexi platiny, jako je
fenanthriplatina, které¢ pracuji na principu inhibice topoisomerazy. Tyto latky obecného slozeni
[RsPt"X]Y, kde Rsjsou tii dusikaté ligandy volitelné ruzného slozeni navazané k centralnimu
atomu pres atom dusiku, typicky amin, ¢i diamin, napfiklad NHs ¢i fenanthndin, X je aniontovy
ligand, typicky halogen, ¢i karboxylat, Y je aniont anorganické ¢i organické kyseliny, napt. NOs',
jsou ziskavany ve formé soli, ve kterych platnaty komplex nese kladny naboj.

Dalsi alternativou jsou tzv. proléCiva, tedy slouceniny zaloZzené na mnohem méné toxickych
plati¢itych komplexech v oktaedrickém uspofadani sumarniho vzorce R;Pt'VL,X;, kde R,= dva
monodentatni ¢1 jeden bidentatni dusikaty ligand, tedy amin, ¢i diamin, napf. NHsz ¢ 1,2-
diaminocyklohexan, navazané k centralnimu atomu pres atom dusiku a ve vzajemné jsou vzajemné
cis orientaci, X reprezentuje aniontovy ligand ¢i dvojici ligandu, které jsou rovnéz ve vzajemné cis
orientaci, napf. halogeny, nitro skupiny, karboxylaty, dikarboxylat, a L, jsou dva axialni trans
ligandy volitelné rizn¢ho sloZeni navazané k centralnimu atomu pres karboxylovou skupinu,
napfiklad sukcinat. Prolécivo je redukovano za odstépeni ligandu L na aktivni formu R,Pt"X,
pfimo v nadorovych buikach, coz pfinasi znacné snizeni vedlejSich ucinki a zvyseni efektivity —
viz napf. patentova piihlaska US 2004/0235712 Al. Ligandy L, pfi tom mohou byt rovnéz
biologicky aktivni (terapeutika, biologické vektory).
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Rada dalsich komplexu tranzitnich kovu, zaloZzenych napfiklad na bazi osmia, zlata, iridia nebo
ruthenia, byla testovana jako mozna nahrada komplexu platiny. Biologicky aktivni organoruthenité
slouceniny jsou obzvlasté zajimavou altemativou s ohledem na jejich specificky profil acinku.
Napfiklad tzv. RAPTA komplexy, tedy m-aren ,,piano-stool* slouceniny ruthenia s protirakovinnou
aktivitou typu [Ru(aren)Ly(PTA),], kde aren znaci aromaticky uhlovodik nebo jeho derivat
nekovalentné navazany na ruthenium, napf. kumen, L, je bidentatni ligand ¢i ligandy ve vzajemné
cis orientaci, muze jit o halogeny, karboxylaty, ¢i dikarboxylat, a PTA je 1,3,5-triaza-7-
fosfatricyklo[3.3.1.1]dekan nebo jeho derivat, vykazuji vysokou ucinnost viéi metastazam — viz
mezinarodni patentova prihlaska WO 02/40494 A1. Jejich cytotoxicita navic roste se zvySenim
lipofility aromatického ligandu (aren), ovSem na ukor selektivity. Tyto latky jsou pfedmétem
intenzivniho vyzkumu, ackoliv dosud neprekrocily stadium klinickych zkousek.

Krom¢ modifikace struktury 1é¢iv zaloZzenych na prfechodnych kovech lze jejich vlastnosti zlepsit
jejich konjugaci na makromolekularni nosi¢. Tvorba konjugatu pfinasi fadu vyhod v porovnani s
podanim samotného 1é¢iva, zeyména v oblastech sniZeni systémové toxicity, prodlouzeni doby
cirkulace v krevnim ob¢hu a zvySeného vstiebavani butikami. Dalsi vyhodou makromolekulamich
nosicu je jejich pasivni akumulace v tumorové tkani diky tzv. efektu zvySené permeability a retence
(EPR). EPR efekt nastava v oblasti nadoru v dusledku zvysené propustnosti defektniho endotelu,
diky ¢emuz makromolekulami latky snadnéji difunduji do oblasti nadoru. Tam se samovolng
hromadi v dusledku sniZzené efektivity mizniho systému, zpusobené nekontrolovanym bunécnym
bujenim. K uvoliiovani lé¢iva z nosice tak dochazi pfimo v cilové oblasti.

Dalsi vyhodou makromolekulamich nosicu je jejich snadna modifikovatelnost. Diky mnozstvi
vazebnych mist na kazdé makromolekule lze totiz nosi¢ kromé léCiva vybavit také cilicim
vektorem a to beze zmény struktury samotného prenasenc¢ho 1éciva. Biologicky aktivnim cilicim
vektorem kde vektorem se rozumi latka, ktera se preferenéné vaze na nadorové buriky v dusledku
zvySeného vyskytu jejich receptoru v t€chto burikach a ktera obsahuje ve své struktufe alespor
jednu karboxylovou skupinu. Typickym prikladem je kyselina listova, jejiz o receptory (FRa)
vykazuji zvySeny vyskyt v fadé nadorovych linii, jelikoz se spolupodileji na fizeni bunécného
déleni. Aktivni cileni receptori FRo pomoci nosi¢u dekorovanych kyselinou listovou vede ke
zna¢nému zvyseni efektivity vstfebavani daného 1€¢iva do nadorové bunky a tim ke zvyseni jeho
efektivity.

vvvvvv

a nizké toxicity dobra rozpustnost, dobfe definovatelna molekularni hmotnost, pocet funkénich
(vazebnych) skupin na jednu polymemi jednotku, jejich vzajemna orientace a charakter navazani
I¢¢iva (kovalentni, iontovy, jiny). Hustota, pozice a vzajemna orientace funkCnich skupin jsou
obzvlasté dulezité, jelikoz uréuji zptisob navazani lé€iva a tim nepfimo také transportni kapacitu
nosice a castecn¢ také rychlost uvoliiovani 1é€iva. V principu totiz nosi¢ muze vystupovat vici
lé¢ivu jako mono- ¢i bidentatni ligand. Napfiklad nejrozsifenéjsi RoPt"X; 1é¢iva a RoPtVL,Xo
proléciva obsahuji dvé mozna vazebna mista. Jejich bidentatni vazani nosi¢em umoziiuje
dosahnout vyssi efektivity konjugace na nosi¢ a nedochazi prfi ném k neZzadoucim
intermolekularnim sitovacim reakcim, kdy se komplex navaze postupné na dvé molekuly nosice.
Takovéto zesitovani zvySuje molekularni hmotnost konjugatu, a tim padem znacn¢ snizuje jeho
rozpustnost, coz ve vysledku vede ke sniZeni transportni kapacity nosice.

Mezi slibné makromolekulami nosice 1éCiv patfi polysacharidy. Jejich vyhodou je dobra
biokompatibilita, nizka toxicita a snadna modifikovatelnost. To vedlo k Sirokému vyuziti
polysacharidi a na nich zaloZzenych materiald, prevazné hydrogeld, jako nosicu 1€¢iv - viz napf.
feSeni podle dokumenta US 6338843 B1, US 4931553 A a US 4793986 A, patentové piihlasky
US 2008/300389 A1, mezinarodni patentové prihlasky WO 96/37519 Al, ¢i prihlasky Evropského
patentu EP 1722714 Al.

Pro prenos protinadorovych 1€¢iv se vyuZzivaji zejména kyselé polysacharidy, které¢ ve struktufe
obsahuji alespon jednu karboxylovou skupinu. Divodem je moznost pfimého navazani 1é¢iva a
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relativné snadné modifikace karboxylatu (esterifikacni, amidacni reakce). Kyselé polysacharidy
mohou byt pfirodni povahy (kyselina hyaluronova, ¢i alginat) — viz feSeni podle dokumentu
US 4 95463 A, nebo se muze jednat o bézné sacharidy jako je celuldéza nebo dextrin, synteticky
modifikované¢ ~-COOH skupinami. Prikladem muze byt ester kyseliny jantarové a dextrinu, ktery
byl narokovan v patentu US 6338843 B1 jako nosi¢ organickych protinadorovych 1é¢iv na bazi
doxorubicinu.

Nevyhodou vétsiny kyselych polysacharidi je pomémé nizka hustota karboxylovych skupin.
Obvykle se jedna o latky se stupném substituce >1, tj. obsahuyjicim jednu ¢ méné
—COOH skupin na jednu polymemi jednotku. To omezuje mnozstvi pfenasencho 1é¢iva a dale vede
k nizké efektivité vazani, jelikoz se 1éCivo vaze prevazné monodentatné a tudiz dochazi k vyse
zminénym nezadoucim sitovacim reakcim. Napriklad konjugace cisplatiny (CP) na hyaluronovou
kyselinu dosahuje efektivity pouhych 30 % a pfenosové kapacity kolem 25 % hmotn. pii vychozim
pom¢ru reaktanti 16:10 (CP:HA). Nevyhody plynouci z tohoto usporadani 1ze ¢astecné odstranit
pomoci tzv. linker, kratkych fetézcta aminokyselin ¢i peptid, které jsou na jedné strané navazany
na karboxylovou ¢i hydroxylovou skupinu polysacharidu, a na druhém konci k 1é¢ivu pomoci
bidentatniho ligandu — viz feSeni podle patentové piihlasky USA US2008300389. Nevyhodou
tohoto feSeni je ale vySSi komplexnost syntézy spocivajici v dodatecném kroku navazani
aminokyseliny na polysacharid a limitace mnozZstvi pfenasené¢ho léciva poctem moznych linkert,
které je zavislé na po¢tu —COOH skupin polysacharidu a efektivité amidacni reakce.

Potencialni feSeni spocCivajici ve vyuziti polysacharidi se stupném substituce vy$§im nez 1, tj.
svice nez jednou -COOH skupinou na polymemi jednotku, jako je napriklad
karboxymethylceluléza nebo neselektivné oxidovana celuloza, je ovSem problematické. Tyto
polysacharidy totiz vykazuji kvili neselektivni povaze oxidaénich reakci nestechiometrické
substituce karboxylovymi skupinami a neporuSenou strukturou fetézce vyrazné podporuji
bunécnou proliferaci — viz némecka patentova piihlaska DE 10319808 A1, coz je ¢ini nevhodnymi
pro aplikace v protinadorové terapii.

Altemnativou je vyuZiti vysoce selektivni oxidace —OH skupin polysacharidu v pozici 2 a 3 na
aldehydy pomoci NalOs za soucasn¢ho preruSeni vazby mezi atomy uhliku C2 a C3. Lze tak
dosahnout mnohem vyssi hustoty funkénich skupin (2 na kazdou pyranézovou jednotku). Vysledny
dialdehyd je ovSem jako nosi¢ l€¢iv nevhodny s ohledem na jeho vysoce komplexni strukturu a
sklony k degradaci. Presto byla tato metoda v minulosti pouzita k aktivaci polysacharidu pro
navazani linkera tvofenych aminokyselinami a derivaty dikarboxylovych kyselin, na které byla
navazana léCiva na bazi Pt(Il) a Pt(IV) komplexu, viz feSeni podle dokumentu US 4793986 A.
Nevyhodou tohoto feseni je diskutabilni toxicita a komplexni struktura dialdehydu, ktera jesté
umociuje slozitost syntézy a pouziti vysoce toxickych soli kyanidu coby reduk¢nich ¢inidel.

Dalsi oxidace dialdehydi pomoci NaClO, vede k pfipravé 2,3-dikarboxypolysacharida. Je-li
vstupnim materidlem celuloza, vyslednym produktem je 2,3-dikarboxyceluloza (DCC). DCC ma
na rozdil od bézné oxidovan¢ celuldzy pripravované neselektivni oxidaci dobre definované slozeni
a pri vysSim stupni oxidace (nad 70 %) je dobie rozpustna ve vod€. Potencialni vyuziti DCC a
dalsich 2,3-dikarboxypolysacharidu se odvijelo pfevazné od jejich polyaniontového charakteru.
V minulosti bylo DCC zvazovano jako jedna z moznych altemativ alginati pouzivanych pro
pfipravu injekén¢ podavanych biodegradovatelnych hydrogeli urcenych pro dlouhodobé
uvolriovani proteini — viz feseni podle patenta US 6432449 B1 a US 6656508 B2, ¢1 Evropskych
patentii EP 1079811 B1 a EP 0975333 B1. DCC je zde ale pouze navrZena jako jedna z moznych
slozek hydrogelové sité.

Jako mozna nahrada modifikovanych alginati je DCC zminéna také v mezinarodni patentové
piihlasce WO 2005/079703 A1, zabyvajici se vyvojem dvoufazového polymemiho systému
uréeného pro fizené a dlouhodobé uvoliiovani quinazolinonovych derivatu pro lécbu fibrézy. V
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tomto pripadé je kladné¢ nabit¢ 1éCivo v materialu zadrzovano na zaklad€ interakci se zaporné
nabitym polymerem.

DCC je také okrajové zminéna v patentové piihlasce US 2005/0208134 A1l jako jedna z moznych
alternativ pro pripravu svrchni hydrofilni vrstvy obalujici hydrofobni jadro v systémech uréenych
pro prenos ve vodé nerozpustnych latek.

Predmétem znaéné obecné mezinarodni patentové prihlasky WO 89/10928 A1 je pfiprava
konjugatu 1éCiv na bazi platiny a polykarboxylovych kyselin jak syntetického, tak pfirodniho
puvodu, které obsahuji dvé —COOH skupiny na jednu polymemi jednotku. Zminuji se zde jako
jedna z moznosti nosice 1éCiv na bazi platiny také 2,3-oxidované polysacharidy. Popsana metoda
pfipravy nosice 1 konjugati ma vsak fadu nedostatkii. Kromé nizkych vytézka, v priméru okolo
50 %, neni mozna kontrola molekulové hmotnosti nosiée béhem syntézy. Uéinnost postupu &isténi
nosicu a jejich konjugatia spocivajici v promyti produktia organickym rozpoustédlem (ethanol,
methanol, aceton) je pro odstranéni nezadoucich produktii a nenavazanych komplexii platiny
diskutabilni. Navic pfi promyti dochazi ke kontaminaci produktu pouZzitymi rozpoustédly, ktera se
daji jen velmi obtizn¢ separovat standardnimi postupy (vakuové suseni) v dasledku tvorby silnych
vodikovych mustku s polykarboxylovym aniontem.

Z hlediska prenasené latky byl rozsah patentové prihlasky WO 89/10928 A1 omezen na
kovalentné vazané latky se sumarnimi vzorci RoPt"X; a RyPt'VL,X,, pfi€emz se pozormost vénuje
témé&r vyhradné R,Pt"X; komplexim, kde R,=1,2-diaminocyklohexan. Pfiprava ¢asteéné iontové
vazanych konjugatu s monofunkéni komplexy platiny [RsPt"X]Y, ¢i jinymi kovy neZ je platina,
napiiklad [Ru(aren)Ly (PTA),], nebyla narokovana.

RovnéZz moznost pfipravy materiali o dané¢ molekulové hmotnosti a rizné rychlosti uvoliiovani
I¢¢iva, ani modifikace polysachandu cilicimi vektory, ¢i jinymi latkami s terapeutickym nebo
diagnostickym efektem nebyly v patentové prihlasce feseny. Celuldza jako vychozi material je zde
zminéna pouze okrajove, pozornost je vénovana v zakladu dobfe rozpustnym polysacharidum jako
je dextran/dextrin.

Ve zkratce, polysacharidy uréené pro prenos metaloléciv by mély mit dobfe definovanou strukturu
a sloZeni, jednoduchou a snadno kontrolovatelnou syntézu, dobfe definovanou (a definovatelnou)
molekulovou hmotnost a vysokou rozpustnost. M¢ly by také byt netoxicke, biodegradovatelné, ¢i
alespon biokompatibilni. Zaroveni by mély mit co nejvyssi hustotu vhodnych vazebnych skupin
(-COOH) ve vzdalenosti a orientaci vhodné pro chelaci kovovych ionti a nést dalsi funkéni
skupiny vhodné pro navazani cilicich vektori a dalSich biologickych latek, a to idealné v pozici,
ktera neomezuje mnozstvi prenasencho 1éciva.

Podstata vynalezu

K vyreseni vySe uvedenych problémua prispiva do znaéné miry zpusob pfipravy selektivné
oxidovanych polysacharidi jako nosic¢u protinadorovych 1éCiv podle vynalezu. Tento zpusob je,
obdobn¢ jako postupy jiz znamé, zaloZzen na tom, Ze u polysacharnidu s alespori jednim
pyranézovym cyklem nesoucim hydroxylové skupiny v poloze 2 a 3 v zakladni struktumni jednotce
se tyto hydroxylové skupiny alespon castecné, avSak nejlépe zcela selektivné oxiduji v prvnim
stupni na aldehydy plisobenim jodistanu alkalického kovu za vzniku dialdehydu polysacharidu a
nasledn¢ pak ve druhém stupni na karboxyly pusobenim chloritanu alkalické¢ho kovu v prostredi
kyseliny octové za vzniku dikarboxypolysacharidu. Pfi tom je pro uplnou konverzi na aldehydy
tfeba pouzit molami pomér jodistanu alkalického kovu ku polysacharidu 1,0 az 1,5 : 1 a dobu
reakce v rozmezi 24 az 72 hodin, a nasledn¢ pak ve druhém stupni pfevedeny na karboxyly
pusobenim  chloritanu  alkalického  kovu v kyselém  prostfedi za  vzniku @ 23-
dikarboxypolysacharidu, pfi¢emz pro kvantitativni konverzi na karboxyly je tfeba pouZzit molarni
pomér modifikovaného polysacharidu ku chloritanu alkalického kovu a ku kyselin€ octové 1 : 2 :
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laz 1:8:4adobu reakce alesponn 7 hodin. Po skonceni oxida¢nich reakci reakéni smés dialyzuje
proti destilované vodé¢, titruje roztokem alkalického hydroxidu na neutralni pH, prefiltruje a
lyofilizuje.

Podstata vynalezu spoCiva vtom, Ze ke sniZzeni molekulové hmotnosti My vychoziho 2,3-
dikarboxypolysacharidu az na 25 % puvodni hodnoty se pred zapocetim druhého stupné oxidace
pfida do reak¢ni smési kyselina amidosulfonova, diky ¢emuz je mozné snizit M, vysledného
produktu pfi soucasném zachovani ¢i snizeni indexu polydispersity, coz lze stanovit s vyhodou
pomoci gelové permeacni chromatografie.

Takto pripraveny 2, 3-dikarboxypolysacharid se dale muze modifikovat navazanim ciliciho
vektoru, tj. latky ktera se preferencné vaze na nadorove buiky v dusledku zvyseného vyskytu jejich
receptoru v téchto burikach a ktera obsahuje ve své struktufe alespon jednu karboxylovou skupinu
pro pfipojeni na 2 3-dikarboxypolysacharid, napf. kyseliny listové, bud’ pfimo nebo
prostfednictvim spaceru pomoci biokonjugacni reakce, pri niZ nejprve dochazi k aktivaci ~-COOH
skupiny vektoru pomoci karbodiimidu jako je EDC (1-ethyl-3-(3-
dimethylaminopropyl)karbodiimid) a NHS (N-hydroxysukcinimidu), a nasledn¢ k amidacni reakci
s aminoskupinou spaceru (NH2-PEG-COOH). Molarni pom¢r jednotlivych latek je vektor : EDC
NHS :spacer 1 : 1:1:1az1:10:1: 10, pokud vektor obsahuje jedinou—COOH skupinu nebo
1:0,1:1:0,1az1:0,99:1:0,99, obsahuje-li vektor vice —-COOH skupin. SniZzenim molamiho
pom¢éru vektrou : EDC : spaceru pod 1: 1: 1 je omezen vznik nezadoucich vedlejSich produkta.
Ve druhém kroku je —COOH skupina spaceru nesouciho vektor opét aktivovana pomoci
karbodiimidu (EDC) a za pritomnosti DMAP (4-dimethylaminopyridinu) jako katalyzatoru (EDC
: DMAP 10 : 1 az 100 : 1) dochazi k esterifikacni reakci s hydroxylovou skupinou 2.3-
dikarboxypolysacharidu.

Pro pfimé navazani vektoru obsahujiciho —COOH skupinu, napf. kyseliny listové, na polysacharid
se¢ tato —COOH skupina aktivuje pomoci karbodiimidu (EDC), a za pfitomnosti DMAP (4-
dimethylaminopyridinu) jako katalyzatoru dochazi k esterifikacni reakci s hydroxylovou skupinou
2,3-dikarboxypolysacharidu.

Zpusob pripravy konjugatu s fizenou rychlosti uvoliiovani lé¢iva spociva v tom, Z¢ na pfipraveny
nosi¢ se pfes —COOH skupinu ¢i skupiny v poloze 2 a 3 konjuguje protinadorové 1€¢ivo zalozené
na piechodnych kovech, zejména na bazi bidentatné vazanych sloucenin platiny typu R,Pt"X; ¢i
R,Pt"VX,L;, kde R,= dva monodentatni ¢&i jeden bidentatni dusikaty ligand, tedy amin ¢&i diamin,
napf. NHz €1 1,2-diaminocyklohexan, navazané k centralnimu atomu pies atom dusiku, pficemz
tyto atomy jsou ve vzajemné cis orientaci, X reprezentuje aniontovy ligand ¢i dvojici ligandu, které
pii konjugaci odstupuji a které jsou rovnéz ve vzajemné cis orientaci, napf. halogeny, nitro skupiny,
karboxylaty, dikarboxylat, dale pak =m- slouceniny ruthenia s protirakovinnou aktivitou typu
[Ru(aren)L«(PTA),], kde aren znaci aromaticky uhlovodik nebo jeho derivat nekovalentné
navazany na ruthenium, napf. kumen, Ly je odstupujici bidentatni ligand ¢i ligandy ve vzajemné
cis orientaci, muze jit o halogeny, karboxylaty, ¢i dikarboxylat, a PTA je (1,3,5-triaza-7-
fosfatricyklo[3.3.1.1]dekan) nebo jeho derivat, a dale na bazi monodentatné vazanych latek typu
[RsPt"X]Y, kde Rsjsou tii dusikaté ligandy volitelné ruzného slozeni navazané k centralnimu
atomu pres atom dusiku, typicky amin, ¢i diamin, napfiklad NH; ¢i fenantridin, X je aniontovy
ligand odstupujici pfi konjugaci, typicky halogen, ¢i karboxylat, Y je aniont anorganické ¢i
organické kyseliny, napt. NOs™. Rizeni rychlosti uvolfiovani 1¢é&iv z konjugatu je dosazeno vyuzitim
nosice o rizné molekulové hmotnosti a pouzitim rizného hmotnostniho poméru mezi lécivem a
nosi¢em v rozmezi 1:100 az 10:1 béhem pfipravy. Vznikly konjugat mize tak mit riznou stredni
molekulovou hmotnost, za predpokladu, Ze je tato nizsi nez ta u vychoziho polysacharidu, a riznou
rychlost uvoliovani lé¢iva danou reakénim pomérem mezi 1é¢ivem a nosi¢em.

Pouzitym 2,3-dikarboxypolysacharidem muize byt netoxicky a biokompatibilni polysacharid, jehoz
struktura umoziuje selektivni oxidaci hydroxylovych skupin na uhlicich C2 a C3 pyran6zového
cyklu na aldehydy pomoci NalO, a jejich naslednou oxidaci na karboxylové kyseliny pomoci
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NaClQO;. Nutnou podminkou je tedy pritomnost alespon jednoho pyranézového cyklu nesouciho -
CHOH skupiny v poloze 2 a 3 v zakladni strukturni jednotce polysacharidu. Obecny strukturni
vzorec 2,3-dikarboxypolysacharidu je na obr. 1, kde R=-OH, -COOH, -OCH»CO.H, cilici vektor,
pripadné dalsi funkéni skupiny vyplyvajici ze sloZeni zdrojového polysacharidu.

Mezi takové materialy patfi mimo jiné celuloza, amyloza, skrob, pektin, dextrin, dextran, xanthan,
nebo  kysely  polysacharid, napf. kyselina hyaluronova, karboxymethylceluloza,
karboxymethyldextran, chondroitin nebo alginat a dalsi, pficemz preferovanym matenalem je
celuldza. Material maze byt oxidovan zcela nebo ¢astecné, pricemz vysSi stupné oxidace jsou
preferovany z hlediska rozpustnosti a vyssi prfenosové kapacity, zatimco niz§i stupné oxidace
mohou prispét ke =zlepSeni biokompatibility a degradability nosiée v organismu, je-li to
vyzadovano.

2,3-dikarboxypolysacharidy mohou byt dekorovany dal§imi skupinami ¢i ligandy pro zlepseni
jejich vlastnosti, pficemz je vhodné cilit substituci na hydroxylovou, karboxylovou, ¢i jinou
vhodnou funk¢ni skupinu na uhliku C6 pyranézového cyklu, je-li tato ve struktufe polysacharidu
pfitomna. Substituce v této pozici ma totiz minimalni vliv na tvorbu konjugatu s biologicky aktivni
latkou probihajici v poloze 2 a 3.

Konjugovanym protinadorovym léCivem s¢ rozumi terapeuticky vyuzitelny neutralni ¢i kladné
nabity komplex prechodného kovu, ktery se k nosi¢i vaze bud’ kovalentné, nebo na zakladé¢
iontovych interakci ¢i kombinaci obou moznosti. Pro kovalentni vazani je nutna pritomnost
minimaln¢ jednoho (monodentatni vazani), nejlépe vSak dvou snadno odstupujicich aniontovych
ligandu X ve vzajemné cis orientaci (bidentatni vazani). Takovym ligandem jsou typicky anionty
anorganickych ¢i organickych kyselin (halogenidy, karboxylaty). Dvojice odstupujicich liganda
muze byt nahrazena jedinym bidentatnim ligandem, napf. dikarboxylatem. Zakladni podminkou je
dostatecna labilita t€chto ligandu(t), jelikoz béhem tvorby konjugatu dochazi k jejich substituci
karboxylovou skupinou ¢i skupinami nosiCe. Substituce pak mize probihat spontanné.
Alternativng lze vyuzit aktivacnich ¢inidel jako je dusi¢nan stfibrny, je-li odstupujicim ligandem
halogenid. V pripad¢ kombinovaného ¢i iontového vazani musi byt latka kladné nabita s ohledem
na polyaniontovy charakter nosice.

Vhodnymi protinadorovymi 1é¢ivy spliiujicimi vySe uvedené podminky jsou mimo jiné slouceniny
platiny s protinadorovym uéinkem o obecném slozeni R>Pt"X,, R,= dva monodentatni ¢&i jeden
bidentatni dusikaty ligand, tedy amin, ¢i diamin, napf. NH; ¢i 1,2-diaminocyklohexan, navazané
k centralnimu atomu pres atom dusiku a ve vzajemné jsou vzajemné cis orientaci, X reprezentuje
aniontovy ligand ¢i dvojici liganda, které jsou rovnéz ve vzajemné cis orientaci, napi. halogeny,
nitro skupiny, karboxylaty, dikarboxylat, dale proléciva na bazi platiny R,Pt'VL,X,, kde R,= dva
monodentatni ¢1 jeden bidentatni dusikaty ligand, tedy amin, ¢i diamin, napf. NHsz ¢ 1,2-
diaminocyklohexan, navazané k centralnimu atomu pres atom dusiku a ve vzajemné jsou vzajemné
cis orientaci, X reprezentuje aniontovy ligand ¢i dvojici ligandi, které jsou rovnéz ve vzajemné cis
orientaci, napf. halogeny, nitro skupiny, karboxylaty, dikarboxylat, a L, jsou dva axialni trans
ligandy volitelné rizn¢ho sloZeni navazané k centralnimu atomu pres karboxylovou skupinu,
napiiklad sukcinat, odstupujici béhem redukce plati¢itého komplexu na platnaty. Ligand L, muze
byt biologicky aktivni (protinadorova léiva, biologické vektory), €1 vyuzitelny pro diagnostiku
(fluorescencéni barviva), pfipadn¢ jejich kombinace.

Dale se muze jednat o komplexy platiny RsPt"X]Y, kde Rsjsou tfi dusikaté ligandy volitelné
rizné¢ho slozeni navazané k centralnimu atomu pfes atom dusiku, typicky amin, ¢i diamin,
napiiklad NHjs ¢i fenanthridin, X je aniontovy ligand, typicky halogen, ¢i karboxylat, Y je aniont
anorganické ¢i organické kyseliny, napi. NOs. [R3Pt"X] komplex nese kladny naboj.

Mimo komplexy platiny se muze jednat napiiklad o m-aren ,piano-stool* slouceniny ruthenia
s protirakovinnou aktivitou typu [Ru(aren)Lx(PTA)y], kde aren znaci aromaticky uhlovodik nebo
jeho dernivat nekovalentné navazany na ruthenium, napf. kumen, L je bidentatni ligand ¢i ligandy
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ve vzajemné cis orientaci, muze jit o halogeny, karboxylaty, ¢i dikarboxylat, a PTA je (1,3,5-triaza-
7-fosfatricyklo[3.3.1.1]dekan) nebo jeho dernvat.

Reseni podle vynalezu umoziiuje piipravit nosi¢e protinadorovych 1é¢iv zalozenych na
prechodnych kovech o vysoké Cistoté a volitelné stfedni molekulové hmotnosti (My,), je-li tato nizsi
nez My, vstupniho polysacharidu. Oproti jinym nosi¢im léCiv, zaloZzenych na polysacharidech,
pfedkladan¢ feSeni umoziuje pfenos Sirokého spektra metaloléCiv, véetné neplatinovych
cytostatik, pfinasi vyssi efektivitu vazani 1éciva diky moznosti bidentatniho vazani a vysokou
prepravni kapacitu (vysoka hustota vazebnych skupin), a to pfi zachovani dobré rozpustnosti.
Umoziuje také pokrocilé cileni 1é¢iv diky kombinaci pasivniho (EPR efekt) a aktivniho cileni
tumor (cilici vektory) a fiditelné rychlosti uvoliiovani 1é¢iva. Finalni produkt neni kontaminovan
organickymi rozpoustédly, protoZze neni pouzivana metoda vysrazeni produktu alkoholem a
pripadné kontaminanty véetné nenavazaného 1é¢iva jsou z finalniho produktu odstranéna pomoci
dialyzy.

Objasnéni vvkresu

K bliz§imu objasnéni podstaty vynalezu prispivaji pfilozené vykresy, kde pfedstavuje:
Obr. 1 - Znazoméni obecné struktury 2,3-dikarboxypolycharidu

Obr. 2 - Cast 'H NMR spektra DCC pfipraveného postupem podle piikladu 1 (25°C, D,0). Stupeii
oxidace 95 %

Obr. 3 - Schéma oxidace a modifikace celuldzy a pripravy konjugatu cisplatina-DCC (CP-DCC).
R=0H, OOC-PEG-F

Obr. 4 - Znazoméni struktury CPDCC vytvorené na zakladé spektroskopickych analyz

Obr. 5 - a) Efektivita navazani cisplatiny jako funkce poméru reaktanti
b) Rychlost uvoliiovani cisplatiny z nosi¢e o rizné molekulové hmotnosti pro rizna
pfenasena mnozstvi cisplatiny

Obr. 6 - Rychlost uvolfiovani aktivni latky (PhPt**) v zavislosti na postupu pfipravy

Obr. 7 - a) Struktumi vzorec slouc¢eniny RAPTA-C
b) Model predpokladané struktury konjugatu RAPTA-C a DCC (R-DCC)

Obr. 8 - Univarietni kfivka preziti mysi 1é¢enych CP (modra barva) a CP-DCC (¢ervena barva),
My, nosiée 18 kDa, 44 % hmotn. CP)

Obr. 9 - Distribu¢ni mapy ilustruji relativni zastoupeni platiny v nadorov¢ tkani mysi, kterym byla
administrovana CP (Obr. 9a) nebo CP-DCC (Obr. 9b).

Priklady uskuteénéni vynalezu

Priklad 1
Priprava 2,3-oxidovanych polysacharidii na prikladu dikarboxylcelulozy (DCC)
Detailni popis pfipravy vysoce Cistych, selektivné 2,3-oxidovanych polysacharidii pro ucely

pfenosu 1éCiv feseni je demonstrovan na prikladu 2,3-dikarboxycelulézy, 1ze jej vsak aplikovat na
jakékoliv jiné vhodné polysacharidy uvadéné vyse. Postup vychazi ze znamych metod pfipravy
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2,3-dikarboxycelulozy, je vSak doplnén o metodu dosazeni plné oxidovaného materialu, fizeni
molekulové hmotnosti produktu a o postup modifikace nosice biologicky ¢i diagnosticky aktivni
latkou a dalsi kroky nutné k pripravé vysoce Cistého materialu pro biologické aplikace.

Vstupnim materialem pro syntézu je polysacharid o vysoké Cistoté, ke kterému je pfidan roztok
jodistanu sodného jako oxidacniho ¢inidla. Molami pomér reaktantii a doba oxidace zavisi na
pozadovaném stupni konverze a typu polysacharidu. Pro kvantitativni konverzi byla pouzita
oxidace pfi molamim poméru reaktantu (NalQs : sacharid) 1.2 : 1 probihajici po dobu 72 hodin.
Pouzitim téchto podminek Ize z celulédzy pri teploté 30 °C a za nepristupu svétla pripravit dialdehyd
celulozy (DAC) o stupni konverze nad 90 %. Oxidaéni reakce byla ukoncena po uplynuti
pozadované reakéni doby pfidavkem ethylenglykolu. Meziprodukt byl nasledné zbaven zbytka
oxidac¢nich ¢inidel a dalSich necistot pomoci filtrace a centrifugace ajeho stupen konverze stanoven
pomoci oximacni reakce a alkalimetrickeé titrace.

Takto pfipraveny dialdehyd polysacharidu byl dale oxidovan pomoci NaClO, v pfitomnosti
kyseliny octové, v optimalnim molamim poméru reaktanti (-CHO : NaClO,: CH;COOH) 1 : 4 :
2. V pripad¢ celuldzy je reakce kvantitativné dokoncena po 7 h pii 30 °C za nepfistupu svétla.
Dobu reakce a reakéni pomér reaktantu lze upravit v zavislosti na konkrétnim materialu a
pozadovanych vlastnostech produktu.

Reakce byla nasledné zastavena pomoci pridavku vhodné baze (konkrétné roztok NaOH) a reakéni
sm¢s byla dialyzovana proti destilované vodé po dobu minimaln¢ 48 hodin nebo do vyrovnani pH.
Nasledné byl produkt titrovan roztokem NaOH na neutralni pH a vysledny roztok sodné soli 2,3-
dikarboxypolysacharndu prefiltrovan a lyofilizovan.

Takto byl pripraven vysoce Cisty produkt se stupném oxidace >95 % o molekulové hmotnosti (My)
odpovidajici vstupnimu maternialu, jelikoz k degradaci polymemich fetézcli pfi oxidaci prakticky
nedochazi (viz ¢ast 'H NMR spektra DCC na obr. 2. Neoznadené signaly nizké intenzity patfi
neoxidovanym anhydroglukézovym jednotkam celulozy).

Priklad 2

Priprava 2, 3-oxidovanych polysacharidii o nizsi molekulové hmotnosti nez vychozi polysacharid
na prikladu dikarboxylcelulozy (DCC)

Pro pfipravu materialti o nizs§i molekulové hmotnosti nez vychozi polysacharid byl pfed zapocetim
druhého stupné oxidace pridan do reakéni smési roztok kyseliny amidosulfonové. Kromé potlaceni
vzniki nezadoucich chlornant v reakéni smési ovliviiuje pfitomnost této latky pfimo molekulovou
hmotnost oxidovaného polysacharidu. Stfedni molekulova hmotnost (My) vysledného produktu je
totiZ nepfimo zavisla na molamim mnozstvi kyseliny amidosulfonové v reakéni smési.

V pfipad¢ pripraveného dialdehyducelulézy (DAC) o My, 76 kDa vedlo pridani 0,25 molamiho
ekvivalentu (vi¢i stanovenému mnozstvi —CHO skupin) kyseliny amidosulfonové b&hem
sekundarni oxidace ke snizeni My na 55 kDa (70%), zatimco pfidani 0,5 molariho ekvivalentu
vedlo k materialu s My, 18 kDa (25%), pficemz distribuce molekulovych hmotnosti byly stanoveny
za pomoci gelové permeacni chromatografie (méfeno na Waters HPLC systému s kolonou Tosoh
TSKgel GMPWx., mobilni faze 0,1M NaNOs a 0,05 M Na,HPO,.12H,0).

To umoziuje pfipravu nosic¢u s ruznou rychlosti uvolfiovani 1é¢iva za pouziti stejného vychoziho
materialu. Na rozdil od dalSich metod snizovani molekulové hmotnosti, jako je napfiklad
rozvafovani, nedochazi timto postupem k nekontrolovanému nartistu indexu polydispersity (PDI)
produktu. PDI takto pripravenych produktu je stejny jako v pfipad¢ materialt pripravenych bez
pfidavku kyvseliny amidosulfonové a muze byt 1 lepSi nez u vychoziho materidlu. V pfipad¢
oxidované celulézy se PDI pohyboval mezi 1,6 — 1,7. Distribuci molekulovych hmotnosti nosice
1ze nadale snizit napt. pomoci HPLC v separa¢nim moédu.
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Takto pripravené sodné soli 2,3-dikarboxypolysacharidu je mozné pouzit primo k tvorb¢ konjugati
s metaloléCivy, ¢i je dale modifikovat biologicky aktivnimi latkami pro lepsi cileni tumoru ¢i
latkami urenymi pro diagnostické ucely.

Priklad 3

Priprava  castecné  oxidovanych 2, 3-oxidovanych  polysacharidii.  na  pfikladu
dikarboxylkarboxymetylcelulozy (DCCMC)

Pomoci karboxymethyl celulézy (CMC) je demonstrovan postup ¢asteéné oxidace kyselého
polysacharidu dobie rozpustného ve vodé. K vodnému roztoku CMC byl pridan jodistan sodny
molarmim poméru reaktanta 1,2 : 1 (NalO, : CMC) jako oxidaéni ¢inidlo a reakce probihala pri
teploté 30 °C a za nepfistupu svétla po dobu 5 h. Casteéné oxidovana CMC dale vstoupila do
sekundami oxidace s upravenou stechiometrii reakce definovanou molamim pomérem CMC ku
chloritanu alkalického kovu a ku kyseling€ octové 1 : 2 : 2 a dobou reakce 3,5 h.

V ramci pfipravy nosice lze vyuzit roztok amidosulfonové kyseliny k dalSimu fizeni molekulové
hmotnosti vzhledem k uzitnym vlastnostem jako kinetika uvolinovani.

Dalsi postup byl identicky s pfipravou DCC. Vytézek 94 %, stupen oxidace: 55 %.
Priklad 4
Priprava 2,3-oxidovanych polysacharidil na pfikladu dextran, dextrin a xanthan

Postupem analogickym k prikladu ¢. 3 lze pfipravit nosi¢e protinadorovych 1éCiv 1 z dalSich
polysacharidii dobfe rozpustnych ve vod¢ — konkrétné napf. z dextranu, dextrinu a xanthanu. Pro
uplnou konverzi je tieba prodlouZit dobu primami oxidace na min. 24 h a sekundarni na 7 h, jako
v prikladu ¢. 2.

Priklad 5
Modifikace polysacharidii biologicky aktivnimi latkami

Biologicky ¢i1 diagnosticky aktivni latku 1ze na nosi¢ navazat bud’ pfimo, nebo pfes tzv. spacer, coz
je (makro)molekulami fetézec o vhodné délce, napiiklad modifikovany polyethylenglykol (PEG)
o M,, 100 az 20 000 Da. Jedinou podminkou je pfitomnost karboxylové skupiny ve strukture
vazan¢ latky. Prvni, jednodussi, moznost je vhodna pro navazani latek, které pfimo neinteraguji
s zivym organismem, naprf. fluorescenénich cCinidel. Druhy zpusob je preferovany u cilicich
vektoru, jelikoz diky pfitomnosti spaceru dochazi ke snizeni sterického branéni biologického
vektoru makromolekularnim fet€zcem nosice a vektor se tak muze snadnéji navazat na receptor
cilové bunky.

Obecné, postup pripravy vektorem modifikovaného 2,3-polysacharidu se opira o vyuziti tzv.
biokonjugaénich reakci, zde optimalizovanych pro modifikace 2,3-polysacharidu. V prvnim kroku
dochazi k aktivaci -COOH skupiny vektoru pomoci 1-ethyl-3-(3-
dimethylaminopropyl)karbodiimidu (EDC) a N-hydroxysukcinimidu (NHS) a nasledné¢ amidacni
reakci s aminoskupinu spaceru (NH;-PEG-COOH). Ve druhém kroku je pomoci EDC selektivné
aktivovana karboxylova skupina spaceru za pifitomnosti DMAP (4-dimethylaminopyridin) jako
katalyzatoru a  dochazi  kesterifikacni  reakci s hydroxylovou  skupinou  23-
dikarboxypolysacharidu. Pro pfimé navazani se lze karboxylovou skupinu vektoru rovnou
aktivovat pomoci EDC a v pfitomnosti DMAP nechat reagovat s 2,3-dikarboxypolysacharidem.
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Cely postup je detailné popsan na prikladu kyseliny listové navazané pres modifikovany
polyethylenglykol NH,-PEG-COOH k —-OH skupiné 2,3-dikarboxycelulézy (DCC), oznacované
jako F-DCC. Selektivni oxidace hydroxylovych skupin polysacharidii na uhlikovych atomech C2
a C3 ma za nasledek substituci téméf vyhradné na uhliku C6. Dochazi tak k minimalnimu ovlivnéni
mnozstvi pfenaseného 1éciva.

Kyselina listova byla pii syntéze F-DCC rozpusténa v suchém DMSO, smichana s 1 molamim
ekvivalentem NHS a aktivovana pridavkem EDC. S ohledem na pritomnost dvou —COOH skupin
ve folatu bylo vhodné predejit vzniku vedlejSich produkti snizenim molamiho ekvivalentu EDC
meziproduktu vyménou za drobné snizeni vytézku. Pokud by byla v cilové molekule pfitomna jen
jedna karboxylova skupina, bylo by vhodné pouzit vétsi mnozstvi EDC (nejlépe >1,2 ekvivalent)
a kratsi dobu aktivace. Aktivovany folat byl nasledn¢ vysrazen smési acetonu a etheru 1 : 3,
zfiltrovan, promyt, vysusen a ¢isty produkt znovu rozpustén v suchém DMSO. K reakéni smési byl
pridan 0,95 molami ekvivalent NH,-PEG-COOH o vhodné My a smés byla jemné michana pfi
40 °C po dobu 18 hodin za nepfistupu svétla pod inertni dusikovou atmosférou. Nasledné pak byla
reak¢ni smés dialyzovana pomoci membrany s MWCO (molecular-weight cut-off) , 1,5 kDa vici
destilované vodé€. Vysledny produkt (F-PEG) byl ziskan lyofilizaci.

F-PEG byl nasledné rozpustén v suchém pyridinu a aktivovan pomoci 0,95 ekvivalentu EDC po
dobu 24 hodin a do reakéni smési byl nasledné pfidan DMAP (4-dimethylaminopyridin) jako
katalyzator esterifikac¢nich reakci (molami pomér EDC : DMAP se miize pohybovat v rozmezi 10
: 1az 100 : 1) a 2,3-dikarboxycelul6za rozpusténa v suchém DMSO. Molami pomér F-PEG : DCC
zavisi na pozadovaném stupni substituce. Vliv folatu na biologickou efektivitu nosi¢e byl
zaznamenan uz pii 5% a nizsi substituci. Reakce byla ukoncéena po 24 hodinach pfidanim vody.
Nasledovala dialyza (MWCO 14 kDa), béhem které byl odstranén nezreagovany F-PEG, a
lyofilizace. Zastoupeni folatu ve vysledném materialu 1ze stanovit pomoci UV/VIS spektroskopie.

Priklad 6

Priprava konjugatii s komplexy prechodnych kovii na prikladu konjugatu cisplatiny s DCC a F-
DCC

Obecné se 2,3-dikarboxypolysacharid o zvolené My rozpusti v destilované vod¢ a za stalého
michani se k nému po kapkach pridava roztok biologicky aktivniho komplexu prechodného kovu,
obsahujici minimaln¢ jeden snadno odstupujici ligand.

Je-li labilita odstupujiciho ligandu dostate¢na, reakce probiha spontanné. Pomér reaktantu zavisi
na pozadovaném mnozstvi prenasené latky a ovliviiuje také rychlost jejiho pocatecniho
uvolrniovani. Typicky se mize jednat o hmotnostni poméry latka : nosi¢ od 1 : 100 az po 10 : 1.

Reakéni smés byla poté Setrné michana za nepristupu svétla. Pro dosazeni kvantitativniho pribéhu
reakce je mozné prodlouzit reakéni dobu az na 96 hodin. Reakci 1ze provadét pri teploté mezi 0 az
50 °C v zavislosti na reaktivit¢ 1é¢iva. Snizenim teploty je mozné zabranit nezadoucimu vysrazeni
produkti, ke kterému dochazi kvuli presyceni fetézcu nosic¢e v dusledku prili§ vysoké reaktivity
1¢¢iva a nerovnomérného pribéhu reakcee.

V pfipad¢ nizké lability odstupujicich ligandu je mozné 1€Civo aktivovat, a to bud’ jejich eliminaci
ligandu, €1 jejich substituci za labilngjsi. Jsou-li odstupujicimi ligandy halogenidy, je mozné pouzit
aktivaci pomoci dusi¢nanu stfibmého. Po filtraci/centrifugaci vysrazené stfibmé soli je roztok
aktivovaného komplexu smichan s roztokem nosice, jak je popsano vyse. Po ukonceni reakce jsou
nenavazané komplexy odstranény dialyzou.
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Doba dialyzy by m¢la odpovidat 4 az 8 nasobku doby, za kterou pres dialyza¢ni membranu projde
nenavazana latka. Typicky se jedna o 2 az 4 hodiny. Delsi doba dialyzy vede ke zbyteCnym ztratam,
zatimco kratsi doba nezarucuje dostate¢né vysokou Cistotu konjugatu.

Cely proces pripravy nosice a konjugatu dekorovaného folatem je schematicky znazomén na obr.
3 na prikladu DCC a cisplatiny.

Vodny roztok cisplatiny (2 mg/ml) byl za laboratomi teploty a stalého michani postupné pfidavan
k rozpusténému DCC nebo F-DCC (2 mg/ml) a reak¢éni smés byla za nepfistupu svétla michana 72
hodin. Po uplynuti této doby byl roztok dialyzovan po dobu 4 hodin viici destilované vodé (MWCO
membrany 3,5 kDa) a nasledné lyofilizovan. Reakce byly provadény s DCC o My, 18 a 76 kDa a
F-DCC o M,, 18 kDa. Testovany pom¢r reaktanti (CP : DCC) se pohyboval mezi 4 : 10az 12 : 10
(28 az 55 % hmotn.). Tvorba konjugatu (CPDCC) byla sledovana pomoci infradervené
spektroskopie ve vzdalené oblasti (FIR), *C a '’Pt NMR spektroskopie a rentgenové fluorescenéni
spektroskopie (XRF). Ve FIR spektrech doslo béhem konjugace k zaniku pasu pii 315 a 323 cm’!
odpovidajicich Cl-Pt-Cl vibracim cisplatiny, za soucasného vzniku past pii 338 a 387 cm™, které
odpovidaji O-Pt-O vibracim. Ve 3C NMR spektrech se tvorba konjugatu projevila vznikem
Sirokého signalu karboxylovych skupin pifi 175.3 ppm, ktery byl pfifazen uhlikim C2 a C3
nesoucim navazany cisplatinovy zbytek. Bidentatni koordinace CP byla pak doloZena '>Pt NMR
spektry, ve kterych doslo béhem konjugace k posunu signalu cisplatiny z -2149 ppm na -1605 ppm,
tedy do oblasti, kde typicky rezonuji ¢tvercové planami komplexy platiny koordinované dvojici
atomu dusiku a dvojici atomi kysliku.

Model predpokladané struktury konjugatu, optimalizované za pomoci teorie funkcionalu hustoty
(DFT) s vyuzitim PBEO funkcionalu a tzv. split-valence bazového setu, je znazomeén na obr. 4.

Mnozstvi cisplatiny navazané v konjugatu bylo stanoveno pomoci XRF spektroskopie. Efektivita
navazani cisplatiny neklesla pod 90 % ani pfi poméru reaktanti 12:10. Efektivita navazani
cisplatiny jako funkce poméru reaktantii je znazornéna na obr. Sa.

Dale je mozné v zavislosti na obsahu cisplatiny a stfedni molekulové hmotnosti (My) nosiée fidit
rychlost uvolfiovani aktivni latky v rozsahu od <10 %/24 h az do >70 %/24 h. Vybrané priklady
Jjsou znazorm¢ny na obr. 5b. Rychlost uvolfiovani cisplatiny byla sledovana nasledujicim
zpusobem: 20 mg CP-DCC o rnizné molekulové hmotnosti a obsahu cisplatiny bylo rozpusténo pri
37 °C v 5 ml fosfatového pufru (PBS) o pH 7,4 nebo 5.5 a dialyzovano proti 95 ml stejného média
(MWCO membrany 3,5 kDa). V urcenych ¢asovych intervalech byly odebirany alikvotni vzorky
(5 ml) a obsah platiny v nich byl analyzovan pomoci XRF. Po kazdém odbéru bylo pridano 5 ml
PBS pro zachovani konstantniho objemu.

Jednoduchou modifikaci syntézy tak lze pripravit material s dlouhodobym a téméf linearnim
prubéhem uvoliiovani aktivni latky (nosi¢ o M,, > 70 kDa, pomér CP : DCC od 1:10 do 6 : 10),
stejn¢ tak systém s vysokou rychlosti pocateéniho uvoliiovani (nosi¢ o0 My <25 kDa, vysoky obsah
pfenasené latky, pomér CP : DCC od 6 : 10). Rychlost uvoliiovani je také zavisla na pH, napf.
v pripadé CP-DCC s My, 76 kDa se po & h pfi pH 5,5 uvolni t¢émér dvojnasobek aktivni latky nez
pfi pH 7,4 (viz obr. 5b). To pfispiva k lepS§imu cileni lé¢iva a snizeni vedlejSich uéinku, jelikoz se
aktivni latka mize uvoliiovat v kyselém mikroprostfedi tumorti o poznani rychleji nez v jinych
tkanich.

Priklad 7
Priprava konjugdtu fenanthriplatiny s DCC a F-DCC
Fenanthriplatina, cis-[Pt(NH3),-(fenanthridin)CI|NOs, PhPt, byla rozpusténa ve vodé¢ pii 0 °C

(0,8 mg/ml) a pozvolna prikapavana do roztoku DCC (0 °C, 1 mg/ml). Reakéni smés byla za
opatrného michani a bez pfistupu svétla ponechana v izolované nadob¢ pozvolna temperovat na
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laboratorni teplotu po dobu 96 hodin. Roztok byl nasledné dialyzovan a lyofilizovan za stejnych
podminek jako v pfipadé CP-DCC. Testovany pomér reaktantti (PhPt : DCC) se pohyboval mezi 2
:10azpo 8 : 10.

Altemnativni zpusob pripravy vyuzival aktivaci PhPt pomoci 0,95 molamiho ekvivalentu AgNO3
pii 50 °C po dobu 16 hodin. Roztok byl nasledné zchlazen na 0 °C, vysrazeny AgCl separovan
pomoci filtrace a centrifugace a roztok obsahujici aktivovany PhPt>* pouzit pro pfipravu konjugatu
(PhDCC), jak je popsano vyse. Tento postup byl pouzit i pro pfipravu konjugatu s F-DCC (M,
76 kDa).

Vznikly konjugat byl charakterizovan pomoci *C NMR spektroskopie a XRF. Casteéné kovalentni
charakter konjugace doklada vznik signalu C2 a C3 karboxylovych skupin nesoucich PhPt* pfi
171 ppm. Efektivita vazani PhPt na DCC je o néco nizsi nez u bidentatné vazané cisplatiny, ale
stéle dosahuje vysokych 87 % pfi reakénim poméru 4 : 10 a 77 % pfi poméru 8 : 10 (PhPt : DCC).

Rychlost uvoliovani aktivni latky zavisi v tomto pripadé kromé mnozstvi prenasené latky a
molami hmotnosti nosice také na zpusobu pfipravy konjugatu (viz obr. 6). Zatimco z konjugatu
piipraven¢ho pfimou reakci PhPt s DCC se béhem prvni hodiny uvolni pfes 20 % aktivni latky, u
konjugatu piipraveného pomoci aktivace AgNQOs3 jsou to pouha 3 %, pravdépodobné kvuli vyssimu
zastoupeni kovalentné vazané PhPt** v konjugatu pfipraveném aktivaci AgNOs. Opozdéné
uvoliovani lé¢iva prinasi potencial pro snizeni vedlejSich uéinki, protoZe je omezeno jeho
predcasné uvoliiovani mimo cilovou tkar.

Priklad 8
Priprava konjugdtu RAPTA-C s DCC

Komplex RAPTA-C, Ru" komplex reprezentujici neplatinova protirakovinna lééiva (viz struktumni
vzorec a model predpokladané struktury na obr. 7), nese chloridové ligandy navzajem svirajici uhel
Cl-Ru-Cl = 90° (cis orientace) a ve vzajemné vzdalenosti Cl — Cl 3.3 A, podobné jako je tomu u
cisplatiny. Ligandy se tedy nachazeji v idealni pozici pro substituci karboxylovymi skupinami
nosice.

S ohledem na obecné vyssi reaktivitu komplext ruthenia byl konjugat DCC a RAPTA-C, R-DCC
pfipraven za snizené teploty a za stejnych podminek jako v pfipadé¢ PhDCC, s vyuzitim nizsiho
vstupniho poméru reaktant 4 : 10 (RAPTA-C : DCC).

Mnozstvi navazaného ruthenia bylo stanoveno pomoci XRF analyzy. Efektivita reakce dosahovala
80 %. Uvoliovani RAPTA-C komplexu z R-DCC je rychlejsi nez v pripad€ cisplatiny (85 %/24 h),
coz je zpusobeno vyssi labilitou vazeb Ru-O.

Priklad 9
Biologické testy - In vitro studie

Biologické testy byly provedeny in vitro na fadé bunécnych linii reprezentujici zdravé tkané,
primarmi a metastatické nadorové buiiky. Cytotoxicita testovanych latek vaéi jednotlivym
bunéénym liniim byla stanovena pomoci metabolické testu MTT. Ten je zaloZzen na principu
redukce tetrazoliové soli MTT (3-(4,5-dimethyl-2-yl1)-2 5-difenyltetrazolium  bromid)
mitochondrialnimi reduktazami na nerozpustny barevny formazan. Po rozpusténi formazanu
v organickém rozpoustédle je mozno spektrofotometricky kvantifikovat bunéénou viabilitu, nebot’
ke konverzi MTT na formazan dochazi pouze v metabolicky aktivnich, tedy zivych burikach.

Zdravé tkané jsou reprezentovany liniemi NIH/3T3 (mySi embryonalni fibroblasty), HFF (lidské
fibroblasty) a PNT1A (zdravé prostatické bunky). Primarni lidské nadorové linie: A2780 (ovarialni
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karcinom), A2780/CP (ovarialni karcinom rezistentni vuci cisplating), A549 (plicni karcinom),
22RV1 (prostaticky karcinom). Metastatické nadorové linie: H1299 (plicni), PC-3 (prostatické).
Folatem znacené konjugaty byly navic testovany na mysi 4T1 a lidské MCF-7 prsni nadorové linii.

S ohledem na pozvolné uvoliiovani léciva byla doba inkubace béhem MTT prodlouzena na 48
hodin, vyjimku tvori folatem znacené nosice, u nichz se aktivni biologické cileni projevilo vyssi
efektivitou jiz po 24 hodinach. Uvedené koncentrace odpovidaji koncentraci podaného ¢i
pfenasencho 1éCiva, které inhibuje viabilitu bunék z 50 % (ICsp).

Testovani DCC (pFipravené podle pFikliadu 2) a CP-DCC (pFipraveného podle prikladu 6)

Samotna DCC byla necytotoxicka v celém rozsahu testovanych koncentraci, a to jak u zdravych,
tak nadorovych linii, bez ohledu na jeho molekulovou hmotnost ¢i stupeni oxidace. Vysledky
prezentované v tabulce 1 byly ziskany pro DCC o My, 18 kDa. Terapeutické koncentrace konjugatu
CP-DCC (M,, nosice 18 kDa, 44 % hmotn. CP) a volné cisplatiny (CP) jsou fadové nizsi (tabulka
1). Vliv cytotoxicity nosice je tak v realném systému zanedbatelny.

Tabulka 1: Hodnoty ICso pro cistou DCC (M,, = 18 kDa), volnou cisplatinu (CP) a konjugat
cisplatiny a DCC (CP-DCC, M,, nosice 18 kDa, 44 % hmotn. CP) na zdravych (NIH/3T3, HFF,
PNT1A) primdrnich nadorovych (A2780, A2780/CP, A549) a metastatickych (H1299, 22RV1)
bunécnych liniich.

CP-
Linie pcc  Cp DCC
NIH3T3 |>300 120 105.0
HEE 5300 700 190.0
PNTIA |>500 5.0 147
42780 |>500 94 204
A2780/CP | 500 47 03
4549 |>500 321 524
PC3 5500 205 175
H1299 |>300 534 669
2RVI 5500 8.0 113

Cytotoxicita CP-DCC vi¢ci zdravym burikam je 3 az 9x nizsi (3-9x vysSi inhibi¢ni koncentrace,
ICso) nez je tomu u volné¢ CP. Naopak cytotoxicita CP-DCC vu¢i primamim a metastatickym
nadorovym bunéénym liniim je v pruméru pouze o 40 % nizsi nez u volné CP. V nékterych
pfipadech (linie PC-3, tabulka 1) je dokonce mirn¢ vyssi. O 40 % nizsi cytotoxicita koresponduje
s rychlosti uvolnovani 1éCiva z konjugatu, ktera v tomto pripadé dosahuje 60 az 70 % za 48 hodin
(viz obr. 5b).

Ze ziskanych dat lze vyvodit, ze v pripadé ekvitoxické davky CP-DCC dosahne vyrazné vyssi
cytotoxicity viaci nadorovym burikam, nez je tomu u volné cisplatiny.

Testovani PhPt a Ph-DCC (pFipraveného podle pFikladu 7)

Hodnoty ICso vici zdravym buinkam pro PhPt a Ph-DCC (M, nosice 76 kDa, 26 % hmotn. PhPt)
Jsou piiblizn€ srovnatelné, Ph-DCC je ovSem v pruméru efektivngjsi viici nadorovym liniim nez
volné PhPt. V pripadé€ linie A549 je ICso Ph-DCC dokonce nékolikanasobné nizsi, viz tabulka 1.
Vyssi ucinnost Ph-DCC v porovnani s volnym lé¢ivem, tedy opacny trend nez v pfipadé CP a CP-
DCC, koreluje s rychlejsim uvoliiovanim aktivni latky z Ph-DCC v porovnani s CP-DCC, viz obr.
Sbaé.
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Tabulka 2: Hodnoty ICsg pro volnou fenanthriplatinu (PhPt), konjugdt fenanthriplatiny a DCC
(Ph-DCC, M,, nosice 76 kDa, 26 % hmotn. PhPt) na zdravych (NIH/3T3, PNTI1A), primarnich
ndadorovych (A2780, A2780/CP, A549) a metastatickych (22RV'1) nadorovych bunécnych liniich.

Linie PhPt Ph-DCC

NIH/3T3  >10 >10
PNTIA 3.3 24
A2780 1 1

A2780/CP 18 2.6

A549 2.4 0.4
22RVI 2 18

Testovani F-DCC (pFipr. podle prikladu 5), CP-F-DCC (pfiklad 6) a Ph-F-DCC (priklad 7)

Zvyseni efektivity konjugatii s aktivnim cilenim (CP-F-DCC a Ph-F-DCC) v porovnani s CP-DCC
a Ph-DCC je pozorovatelné na mysich (4T1) i lidskych (MCF-7) prsnich nadorovych liniich, viz
Tabulka 3. Vyhoda aktivniho cileni se projevuje jiz béhem prvnich 24 hodin, kdy dochazi
v n¢kterych pripadech az k nékolikanasobnému snizeni ICso v porovnani s nemodifikovanym
konjugatem, viz tabulka 3.

Tabulka 3: Hodnoty ICso pro konjugat CP-DCC (M,, nosice 18 kDa, 44 % hmotn. CP) a jeho
folatem dekorovany ekvivalent CP-F-DCC. Ph-DCC (M,, nosice 76 kDa, 26 % hmotn. PhPt) a jeho
folatem dekorovany ekvivalent Ph-F-DCC, na mysich (411) a lidskych (MCF-7) prsnich
ndadorovych liniich.

ICs0 (24 h)
Linie |CP-DCC CP-F-DCC
4TI 45,7 31,6
MCF-7| 4272 36,7
Ph-DCC Ph-F-DCC
4T1 >10 3,7
MCF-7 1,3 3,6

In vivo experimenty

In vivo testovani CP a konjugatu CP-DCC (M,, nosice 18 kDa, 44 % hmotn. CP) bylo provedeno
podle experimentalniho planu schvaleného Etickou komisi na ochranu zvifat (Lékarska fakulta,
Masarykova univerzita, Bmo) na 10 samicich athymickych mysi Nu/Nu o vaze 19,7 az 259 g a
stafi 8 tydna. Indukce nadoru byla provedena s.c. injekci bun¢k karcinomu ovaria A2780
v interskapulami oblasti (200 pl, 5-10° bunék/mys v 100 ml PBS). Po 25 dnech od indukce, kdy
nadory dosahly primémé velikosti cca 6 x 6 mm, byly my§im dvakrat tydn¢ i.v. administrovany
CP a konjugat CP-DCC o koncentraci 1,5 mg/ml a 3 mg/ml (v tomto pofadi) v 200 pnl
fyziologického roztoku, coz odpovida stejné vysledné koncentraci ucinné latky.

Na zaklad¢ log-rank testu (viz obr. 8) byl zjistén statisticky vyznamny rozdil v prezivani mezi
skupinami, kterym byla administrovana CP, anebo CP-DCC (p = 0.008). Doba pfeziti u mysi
l¢cenych CP-DCC byla vyrazné delsi nez v pfipad¢ téch, kterym byla administrovana volna CP
(viz obr. 8).

Na obr. 8 je znazoména univarietni kivka preziti mysi lé€enych CP (modra barva) a CP-DCC

(Cervena barva, M,, nosi¢e 18 kDa, 44 % hmotn. CP). Multivarietni analyza byla provedena
s uzitim Coxova proporcionalniho rizikového modelu.
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Stanoveni distribuce platiny v nadoru

Distribuce platiny v nadorové tkani byla stanovena s pouzitim LA-ICP-MS systému UP 213
(NewWave, USA), ktery se sklada z Q-Switch Nd: YAG laseru o vinové délce 213 nm a Sifce pulzu
4,2 nm a z pohyblivé ablacni cely (SeperCellTM, promyvaci ¢as 1.04 s). Ablace matenalu byla
provedena v heliové atmosféfe s prutokem 1,0 I/min do kvadrupolu ICP-MS 7500ce (Agilent
Technologies, Japonsko) vybavenym kolizni celou v médu He (2,3 ml/min) za hcéelem
minimalizace moznych polyatomickych interferenci a kvadrupolovym analyzatorem. Argon byl
pfimichan jesté pred vstupem do ICP plamene (0,6 I/min). Bylo sledovano zastoupeni izotopu
platiny '°Pt, integracni ¢as 0,3 s. S pfihlédnutim k velikosti vzorku byl prumér laserového paprsku
nastaven na 100 um a skenovaci rychlost na 200 um/s. Parametry laserového paprsku jako
"fluence" a "laser repetition rate" byly nastaveny na 8 J/cm? a 10 Hz, v tomto poradi.

Heatmapy na obr. 9 ilustruji relativni distribuci platiny (lokalni koncentrace platiny) v nadorové
tkani mysi, kterym byla administrovana CP (obr. 9a) nebo CP-DCC (obr. 9b).

Stanovena barevna Skala odpovida pramémé koncentraci platiny (ug/g) a ma rozsah 0 az 18 ug/g
(obr.9a)a 0az 25 pg/g (obr. 9b). V pripadé mysi, kterym byla administrovana CP, tedy dosahovala
koncentrace platiny v maximech pouze 18 ug/g, zatimco u mysi, 1éCenych CP-DCC, byla
akumulace vyrazné vyssi, az 25 pg/g. Konjugace CP na DCC tedy vyrazné zvysSuje akumulaci
platiny v nadorové tkani.
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PATENTOVE NAROKY

1. Zpusob pfipravy konjugatu s fizenou rychlosti uvoliiovani 1éCiva, vysokou efektivitou vazani
protinadorovych 1é¢iv nad 70 % a s pfenosovou kapacitou 1é¢iva az 80 % hmotn., na bazi nosict
protinadorovych 1éCiv zejména pro terapii nadorovych onemocnéni prostaty, vajecniki a
délohy, vyznacujici se tim, Ze se

a) nejprve pripravi nosi¢ protinadorového 1é¢iva na bazi selektivné oxidovanych polysacharidu s
alespon jednim pyrandézovym cyklem nesoucim hydroxylové skupiny v poloze 2 a 3 v zakladni
strukturni jednotce, dale oznaCované jako polysacharidy, tak, ze tyto polysacharidy jsou alespon
¢astecné selektivné oxidovany v prvnim stupni na aldehydy pusobenim jodistanu alkalického kovu
za vzniku dialdehydu dan¢ho polysacharidu a nasledné jsou pak ve druhém stupni prevedeny na
karboxyly pisobenim chloritanu alkalického kovu v kyselém prostfedi za vzniku 2 3-
dikarboxypolysacharidu, po skonceni oxidacnich reakci se reakéni smés dialyzuje proti destilované
vodé pro odstranéni reakcnich Cinidel, titruje roztokem alkalického hydroxidu na neutralni pH,
prefiltruje a lvofilizuje, pficemz ke sniZzeni M,, vychoziho 2,3-dikarboxypolysacharidu az na 25 %
puvodni hodnoty se pfed zapocetim druhého stupné oxidace prida do reakéni smési kyselina
amidosulfonova, sumarniho vzorce H:NSO:s s tim, Ze na pfipraveny 2,3-dikarboxypolysacharid 1ze
potom pro zvySeni biologické efektivity pfimo nebo prostfednictvim spaceru, s vyhodou derivatu
polyethylenglykolu s obecnym vzorcem NH,-PEG-COOH o M,, 100 az 20 000 Da, navazat vektor,
s vyhodou kyselinu listovou, s tim, Ze pro pfim¢ navazani vektoru se jeho —COOH skupina aktivuje
pomoci karbodiimidu, s vyhodou I-ethyl-3-(3-dimethylaminopropyl)karbodiimidu, EDC, a za
pritomnosti 4-dimethylaminopyridinu, DMAP, jako katalyzatoru se navaze esterifikacni reakci na
volnou hydroxylovou skupinu 2,3-dikarboxypolysacharidu, zatimco pro navazani prostiednictvim
spaceru se v prvnim kroku karboxylova skupina daného vektoru v pfitomnosti N-
hydroxysukcinimidu, NHS, aktivuje karbodiimidem, s vvhodou EDC, a naslednou amidacni reakci
s¢ pripoji na aminoskupinu spaceru s tim, Zze molami pomér jednotlivych latek je vektor : EDC :
NHS :spacer1:1:1:1az1:10:1: 10, pokud vektor obsahuje jedinou —-COOH skupinu nebo 1 :
0,1 :1:0,1az1:0,99:1:0,99, obsahuje-li vektor vice -COOH skupin, nacez je pak ve druhém
kroku —COOH skupina spaceru nesouciho vektor opét aktivovana pomoci karbodiimidu, s vyvhodou
EDC, a za pfitomnosti DMAP jako katalyzatoru dochazi pfi pouziti reakéniho poméru EDC : DMAP
10 : 1 az 100 : 1 k esterifikacni reakci s hydroxylovou skupinou 2,3-dikarboxypolysacharidu, nacez
se

b) na takto pfipraveny nosi¢ protinadorového 1éciva dale navaze komplex prechodného kovu
s cytostatickou aktivitou, tj. protinadorového 1éCiva, kde protinadorovym léfivem se rozumi
Stvercové-planami slouceniny platiny s protirakovinnou aktivitou typu RoPt"Xs, kde R, = dusikaté
ligandy, s vyvhodou NHjs, které jsou ve vzajemné cis orientaci, X reprezentuje odstupujici aniontové
ligandy, které pfi konjugaci odstupuji a které¢ jsou rovnéz ve vzajemné cis orientaci, s vvhodou Cl,
dale se protinadorovym lé¢ivem rozumi w-aren komplexy ruthenia s protirakovinnou aktivitou typu
[Ru(aren)L«(PTA),], kde aren znaci aromaticky uhlovodik nekovalentné navazany na ruthenium,
s vyhodou p-cymen, Ly znaci odstupujici ligandy ve vzajemné cis orientaci, s vvhodou Cl, a PTA je
1,3,5-tnaza-7-fosfatricyklo[3.3.1.1]dekan, a dale se muze jednat o Ctvercové-planarni slouceniny
s protirakovinnou aktivitou typu [R;Pt"X]Y, kde R; jsou tii dusikaté ligandy olitelné rizného
sloZeni, s vyhodou dvojice NH; a fenanthridin, X je aniontovy ligand odstupujici pfi konjugaci,
s vyvhodou Cl, a Y je aniont kyseliny, s vyvhodou NOs", s tim, Ze pfi vazani dochazi k substituci
nejméné jednoho ligandu X arboxylovou skupinou ¢i skupinami nosice protinadorového 1é¢iva.

2. Zpusob pripravy konjugati s fizenou rychlosti uvoliiovani 1éCiva podle naroku 1, vyznacujici
se tim, ze nosice protinadorového 1é€iva na bazi selektivné oxidovanych polysacharidi s volitelné
snizitelnou hmotnostné stfedni molekulovou hmotnosti, dale znacenou jako My, s alespoii jednim
pyrandzovym cyklem nesoucim hydroxylové skupiny v poloze 2 a 3 v zakladni strukturni jednotce,
pfedevsim pak celulozy, amylozy, Skrobu, pektinu, dextrinu, dextranu, xanthanu, nebo kyselého
polysacharidu jakym je kyselina hyaluronova, karboxymethylceluléza, karboxymethyldextran,
chondroitin nebo alginat, dale oznaCované jako polysacharidy, se pripravi tak, Zze uvedené
polysacharidy se nejprve v prvnim stupni alespon c¢astecné selektivné oxiduji na aldehydy
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pusobenim jodistanu alkalického kovu za vzniku dialdehydu dané¢ho polysacharndu, s tim, Ze pro
uplnou konverzi na aldehydy je tfeba pouzit molami pomér jodistanu alkalického kovu ku
polysacharidu 1,0 az 1,5 : 1 a dobu reakce v rozmezi 24 az 72 hodin, a nasledné se pak ve druhém
stupni prevedou na karboxyly ptisobenim chloritanu alkalického kovu v kyselém prostiedi za vzniku
2,3-dikarboxypolysacharidu, s tim, Ze pro kvantitativni konverzi na karboxyly je tfeba pouzit
molami pomér dialdehydu polysacharidu ku chloritanu alkalického kovu a ku kyselin€ octové 1 : 2
:laz1l:8:4adobu reakce alesponi 7 hodin a ke sniZzeni M,, vychoziho 2,3-dikarboxypolysacharidu
az na 25 % puvodni hodnoty se pred zapocetim druhého stupné oxidace prida do reakéni smési
kyselina amidosulfonova sumamiho vzorce HiNSQs.

3 vykresy
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