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pripravy a jejich pouZiti

Anotace:

Oligosacharidy vzorce I jsou slozené ze stiidajicich
se glukdzovych a N-acetylglukosaminovych
jednotek s dvojnou vazbou v poloze 4 termindlniho
neredukujiciho sacharidu (glukézy) a s primarni
hydroxylovou skupinou v poloze 1 N-
acetylglukosaminu na redukujicim konci. Postup
piipravy je zaloZen na enzymatickém nebo
chemickém Stépeni polymemi kyseliny
hyaluronové anebo jejich esterii a nasledné redukci
esteru oligosacharidii s borohydridem sodnym.
Materidly obsahujici oligasacharidy vzorce I
vykazuji zvySenou odolnost vuci enzy matické
degradaci (bovinni testikuldrni hyaluronidaza,
Streptococcus pneumoniae hyaluronan lyaza), a
také selektivni negativni vliv na viabilitu nékterych
linii rakovinovych bun¢k.
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Nenasycené oligosacharidy, zpusob jejich pfipravy a jejich pouZiti

Oblast techniky
Vynalez se tyka oligosacharidi slozenych ze stfidajicich se glukozovych a N-

acetylglukosaminovych jednotek, s nenasycenou glukozovou jednotkou na neredukujicim konci a
redukovanym anomemim koncem podle strukturniho vzorce I:
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jejich pripravy a zpusobu pouziti. Oligosacharid s touto strukturou vykazuje zvySenou odolnost
vuci enzymatické degradaci a negativné ovlivityje rast nékterych linii rakovinovych bunék.

Dosavadni stav techniky

Postupna syntéza oligosacharidi

Syntéza penta- a hexasacharidii se stfidajicimi se jednotkami glukdzy a N-acetylglukosaminu
spojenymi 1—3 vazbou s methoxyfenylovou skupinou na redukujicim konci byla popsana v ¢lanku
(Halkes, K. M. a kol.: Carbohydrate Research, 30, 161-174, 1998). Pro spojeni chranénych
sacharidu byla pouzivana trichloracetimidatova aktivace za katalyzy fluoridem boritym nebo
trimethylsilyl trifluormethansulfonatem ve vytézku 69-81%.

V publikaci (Lin, Ch.-Ch. akol.: Journal of the Chinese Chemical Society, 47, 921-928, 2000) byla
popsana priprava disacharidu B-D-Glukopyranosyl(1—3)-1-thiol-B-glukosaminu jako stavebni
jednotky pro pfipravu delSich oligosacharidiu. Donor glukozové jednotky je syntetizovan v 9
krocich, glukosaminovy akceptor v 5 krocich, spojeni obou jednotek a zména chranicich skupin
probiha ve 3 krocich.

One-pot syntéza chranéného disacharidu, tetrasacharidu a hexasacharidu se stfidajicimi se
jednotkami glukézy a N-acetylglukosaminu spojenymi 1—3 vazbou byla popsana v ¢lanku
(Huang, L.; Huang, X.: Chemistry - a European Journal, 13, 529-540, 2007). Monosacharidy nebo
disacharidy byly pripojovany s vytézkem 54-75% pro glykosylaci.

Obecn¢ 1ze konstatovat, ze postupna syntéza oligosacharidi je naro¢na, zahrmuje mnoho chranicich
a odchrariovacich kroku, praci v toxickych rozpoustédlech a ma nizkou vytéznost, zejména pro
delsi oligosacharidy. Nevyhodou je také nutnd a mnohdy obtizna kontrola stercochemie
vznikajicich glykosidickych vazeb. Dalsi nevyhodou muaze byt pouziti tvrdych podminek (silng
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kyselé prostredi), které mohou vést k rozkladu sacharidovych cykla obsahujicich dvojnou C=C
vazbu.

Sacharidy obsahujicich nasobné vazby

Byla popsana pfiprava nenasycenych esterii uronovych kyselin pomoci B-eliminace v bazickém
prostfedi (BeMiller, J. N. a kol: Carbohydrate research, 25, 419-428, 1972). Aby bylo zabranéno
nezadouci hydrolyze, byla eliminace provadéna methoxidem sodnym v methanolu. Alginaty jsou
depolymerizovany pomaleji nez pektiny.

Zahrivanim pektinu ve slabé kyselém vodném roztoku (pH=6,1) lze ziskat kratSi fragmenty
obsahujici dvojnou vazbu (Sajjaanantakul, T. a kol: Journal of Food Science, 54, 5, 1272-1277,
1989). Intenzita St€peni se zvySuje s rozsahem esterifikace karboxylovych funkci methylovou
skupinou. V této praci byla stépena nejvyse 2% glykosidickych vazeb.

Byla popsana pfiprava sacharidu s dvojnou vazbou v poloze 4 a 5 (Mathad, V. T. a kol.: Indian
Journal of Chemistry, 36B, 808-809, 1997). V prvnim kroku je provedena acetylace hydroxylovych
skupin, nasleduje oxidace polohy 6 na aldehyd se simultanni tvorbou dvojné vazby, poté je aldehyd
redukovan NaBH., a nakonec jsou v bazickém prostfedi odstranény acetylové skupiny.

Bylo popsano n¢kolik zplisobi, jak zavést nasobnou —C=C- vazbu pfimo do sacharidového cyklu
v polymernim fetézci. Jednim z nich je enzymatické St€peni polymera pomoci lyaz, kde dvojna
vazba vznika na neredukujicim konci polymeru (Kelly S. J. a kol. Glycobiology, 11, 4, 294-304,
2001), v tomto pripad¢ kyseliny hyaluronové.

Dalsi zptisob umoziiuje zavést dvojnou vazbu do struktury riznych glykosaminoglykant v poloze
4 a 5 po celé délce fetézce, takze lze efektivné modifikovat 1 polymery s vy$si molekulovou
hmotnosti (Buffa R. a kol. CZ305106, W02014023272A1). Tyto materialy vykazaly selektivni
negativni vliv na viabilitu rakovinovych bunék.

Dale bylo popsano alkalické stépeni benzylesteru chondroitin sulfatu ve smési DMF/EtOH/EtONa
(Gao, N. a kol.: Carbohydrate Polymers, 127, 427-437, 2015). Takto vznikl¢ oligosacharidy
vykazovaly po deesterifikaci lepsi antikoagulacni ucinky nez nizkomolekulami heparin.

Obecn¢ lze konstatovat, Ze nenasycené oligosacharidy lze pfipravit enzymatickym nebo
chemickym S§tépenim. Chemické Stépeni je nejcastéji provadéno bazicky a vyzaduje aktivaci,
napiiklad pfevedenim alkoholu na aldehyd nebo karboxylové kyseliny na jeji ester. Pro §t€peni lze
vyuzit jak oligosacharidy, tak 1 polysacharidy.

Kyselina hyaluronova

Kyselina hyaluronova nebo jeji sodna sul je nesulfatovany glykosaminoglykan slozeny ze dvou
opakujicich se jednotek D-glukuronové kyseliny a N-acetyl-D-glukosaminu (Vzorec II).
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Molekulova hmotnost nativni kyseliny hyaluronové muze dosahnout az 5.10° g.mol™. Tento
polysacharid tvofi vyznamnou soucast pojivovych tkani, kize a synovialni tekutiny kloubu a hraje
vyznamnou roli v fad¢ biologickych procesu jako je hydratace, diferenciace bun¢k a organizace
proteoglykanu. Kyselina hyaluronova se v biologickych systémech prirozené vyskytuje, tudiz je
piirozen¢ bio-degradovatelna a bio-kompatibilni. Proto je vhodnym substratem pro Sirokou Skalu
biomedicinskych aplikaci.

Kyselina hyaluronova je v biologickych podminkach degradovana hydrolazami a lyazami. V
prvnim pfipadé si produkty zachovavaji strukturu dle vzorce II, dochazi pouze ke zkraceni fetézce.
Pokud je kyselina hyaluronova $tépena lyazou, dochazi ke vzniku fetézce s dvojnou vazbou na
koncovém sacharidu na neredukujicim konci (Vzorec III). Biologické ucinky oligomemi a
polymemi kyseliny hyaluronové se vyrazné lisi (Russo, R. I. C. a kol.: Intemational journal of
cancer, 122, 1012-1018, 2008), zalezi 1 na zpusobu Stépeni hyaluronanu (Jobe, K. L. a kol.:
Immunology letters, 89, 99-109, 2003).

HO

r,

OH NHCOCH ,

(1)
Vzorec III.
Redukce karboxylovych kyselin

Redukci alifatickych karboxylovych kyselin, které¢ ve své struktufe obsahuji acetylové a jiné
esterové skupiny, lze uskute¢nit pomoci komplexu dimethylsulfid/boran v tetrahydrofuranu
(Williams S. J. a kol.: Journal of the Amencan Chemical Society, 122, 10, 2223 — 2235, 2000)
Reakce probiha pii 20 °C s tim, Ze je potfebny delsi reakéni ¢as (az 72 hodin).

Pouziti boranu generovanych systémem (NaBH. + H>SO4) na redukei alifatickych karboxylovych
kyselin obsahujicich éterické skupiny byla popsana v patentu (Haldar P. a kol.: US250454, 2011).
Reakce probihala 45 minut v tetrahydroforanu a diethyletheru v teplotnim rozmezi 0 - 35 °C.

Selektivni redukce alifatickych karboxylovych kyselin, které ve své struktufe obsahuji
hydroxylové skupiny a ethery, byla popsana v ¢lanku (Murray J. a kol: Chem. Comm., 50, 88,
13608 — 13611, 2014). Reakce probiha 12 hodin pfi 0 az 60 °C v inertni atmosféfe a jako redukéni
¢inidlo byl pouzit systém (NaBH, + L) v tetrahydrofuranu.

Efektivni redukci nizko-molekulamich alifatickych 1 aromatickych karboxylovych kyselin na
prislusné alkoholy lze uskutecnit s nadbytkem (3-4 ekvivalenty) pinakol boranu pfi 20 °C bez
pfitomnosti rozpoustédel a katalyzatoru (Harinath A. a kol: Chem. Comm., 10, 55, 1386-9, 2019).
Tento pfistup ale nelze pouzit pro molekuly obsahujici velké mnozstvi hydroxylovych skupin, které
by rychle reagovaly s boranem za vzniku vodiku.
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Obecn¢ l1ze konstatovat, ze pri redukcich karboxylovych kyselin bud’ pfimo s borany, nebo s borany
v komplexu s dimethylsulfidem, nebo s borany generovanymi in situ, je pouziti protickych
rozpoustédel nevhodné s ohledem na rychlou reakci boranu s vodikem rozpoustédla za vzniku
molekularniho vodiku. Tyto reakce probihaji efektivné bud’ v aprotickych systémech (étery), nebo
bez pritomnosti rozpoustédla.

Redukci alifatickych karboxylovych kyselin, které ve své strukture obsahuji esterové skupiny, lze
uskutecnit pomoci dvoukrokové syntézy, kde se v prvnim kroku aktivuje karboxylova skupina
pomoci oxalyl dichloridu v N,N-dimethylformamidu, tetrahydrofuranu, dichloromethanu nebo
acetonitrilu pfi -78 az + 20 °C, a v druhém kroku se aktivovana karboxylova skupina redukuje s
lithium tri-(tert-butoxy)aluminum hydridem v tetrahydrofuranu, dichloromethanu a acetonitrilu pri
20 °C v ¢ase 1,5 hodiny (Chany A .-C. a kol.: Organic and Biomolecular Chemistry, 13, 35, 9190
-9193, 2015).

Redukci hexasacharidu kyseliny hyaluronové modifikované na karboxylu jako methyl ester byla
popsana v ¢lanku (Onoera K. a kol.: Agricultural and Biological Chem., 27, 2, 143-149, 1963).
Jako ¢inidlo bylo pouzito LiAlH, v tetrahydrofuranu.

I pri redukcich karboxylovych kyselin s hydridy na bazi hliniku je pouziti protickych rozpoustédel
nevhodné s ohledem na rychlou reakci aluminium hydridi s vodikem rozpoustédla za vzniku
molekularniho vodiku. Redukce probihaji efektivné v aprotickych rozpoustédlech typu
tetrahydrofuran, dichloromethan anebo acetonitril.

V ¢lanku (Montchamp J.-L. akol.: Journal of the American Chemical Society, 114, 12,4453, 1992)
byla popsana redukce alifatickych karboxylovych kyselin, které¢ ve své strukture obsahuji také
hydroxylové skupiny a ethery, pomoci aktivace karboxylu s triethyl ortoformiatem a 4-
methylmorfolin-V-oxidem. Nasledna redukce byla uskuteénéna pomoci NaBHs s oxidem
osmicelym v ethanolu a vod¢. Jako vedlejsi produkt byla pozorovana racemizace v poloze alfa
karboxylu.

NaBH, byl pouzit na redukei Siroké skaly karboxylovych kyselin po i# situ aktivaci s benzotriazol-
1-yloxytris(dimethylamino)fosfonium hexafluorofosfatem. Reakce probiha rychle v mimych
podminkach v tetrahydrofuranu s pfidavkem N N-diisopropylethylaminu za vzniku alkoholu s
vysokym vytézkem (McGeary R. P.: Tetrahedron Letters, 39, 3319-3322, 1998). Pfi redukci
konjugované kyseliny, v tomto pfipadé kyseliny skoficové, dochazi k 18% redukcei dvojné vazby.

Karboxylové skupiny tetrasacharidu esterifikované na methylestery, ktery obsahuji 1 nechranéné
hydroxylové skupiny, 1ze redukovat pomoci NaBH4 v methanolu. Redukce na pfislusny alkohol
probiha 1 hodinu pii 20 °C (D'Acquarica I. a kol.: Tetrahedron, 58, 51, 10127-10136, 2002).

Podobny pfistup byl popsan v ¢lanku (Stolz F. a kol.: European Journal of Organic Chemistry, 15,
3304-3312, 2004), kde byly alifatické karboxylové kyseliny obsahujici také etherové skupiny
redukovany pomoci NaBH4 po aktivaci karboxylu s 1,1'-karbonyldiimidazolem. Reakce byla
uskutecnéna v systému ethanol, dichlormethan, N, N-dimethylformamid.

Disacharid s volnymi hydroxylovymi skupinami a s cholesterolem vazanym na redukujici konec
O-glykosidickou vazbou byl redukovan na karboxylu po jeho esterifikaci s diazomethanem v
methanolu. Jako ¢inidlo byl pouzit NaBH, a reakce probihala 2 hodiny v methanolu pii ambientni
teploté (Yoshikawa K. a kol.: Chemical and Pharmaceutical Bulletin, 46, 7, 1102-1107, 1998).

Smés oligosacharidi kyseliny hyaluronové byla esterifikovana pomoci reakce s diazomethanem a
nasledné byla redukovana pomoci 0,2-20 ekvivalentit NaBH4 ve vod¢ pii 25 °C. Ziskany material
vykazoval stuperi substituce 5-50% (Christner, J. E. a kol.: Biochemistry Journal, 167, 711-716,
1977).
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Redukce methylesteru karboxylovych kyselin v methanolu pomoci NaBH4 probiha za nizsich
teplot, pokud je do systému pridan katalyticky methanolat sodny (Prasanth, C. P. a kol.: Journal of
Organic Chemistry, 2018, 83, 1431-1440). Timto zptisobem je zabranéno rozkladu ¢inidla vlivem
kyselosti rozpoustédla.

Obecné lze konstatovat, ze pii redukcich karboxylovych kyselin s hydridy na bazi boru je nutna
aktivace karboxylu na jeho reaktivnési (elektrofilngjsi) derivat. Aktivace probiha zpravidla v
aprotickych podminkach a nasledna redukce s NaBH,4 probiha vétSinou ve smésich s protickymi
rozpoustédly typu methanol, ethanol nebo voda. Jako redukované substraty byly pouzity i
slouéeniny obsahujici hydroxylové a amidické skupiny.

Enzymatické redukce

Alifatické karboxylové kyseliny s obsahem etherii a acetamidu lze redukovat ve vodé pomoci
enzymu z Gloeosporium olivarum pii 27 °C. Reakéni ¢as 768 hodin je ale extrémné dlouhy,
pficemz byla pozorovana i racemizace alfa pozice redukovaného karbonylu (Tsuda Y. a kol.:
Chemical and Pharmaceutical Bulletin, 33, 5, 1955-1960, 1985).

Dalsi enzym schopny redukovat alifatické karboxylové kyseliny s obsahem etherickych skupin byl
isolovan z houby Glomerella cingulata. Tento enzym funguje pii 27 °C ve vod¢, reakéni Cas je az
624 hodin, pfi¢emz byla pozorovana i racemizace alfa pozice karbonylu (Tsuda Y. a kol.
Agricultural and Biological Chemistry, 48, 5, 1373-1374, 1984).

Je popsano i1 pouziti enzymu z organismu Glomerella cingulata, kdy se pouzije s pridavkem
KH,PQO4, MgSQO., peptonu a sachardzy, reakéni Cas je jenom 24 hodin ve vod¢ pii 27 °C (Tsuda
Y .. Chemical and pharmaceutical bulletin, 35, 6, 2554-2557, 1987).

Obecn¢ Ize konstatovat, ze redukce lze provést 1 v mimych podminkach ve vodé pomoci enzymu,
avsak je nutné pocitat s delSim reakénim ¢asem a taky s racemizaci pozice alfa karbonylu.

Redukce -C=C- vazby nenasycenych esterii karboxylovych kyselin

Redukce konjugované dvojné vazby byla popsana v publikaci (Falomi, M. a kol.: Tetrahedron
Letters, 1999, 40, 4395-4396). V tomto piipadé¢ probiha aktivace nenasycené kyseliny
kyanurchloridem v pfitomnosti N-methylmorfolinu. Redukce intermediatu borohydridem sodnym
byla provedena ve vod€. Ziskany material vykazoval 20 % nasycenych vazeb. Jako divod redukce
C=C vazby je uvedeno bazické¢ prostredi redukce.

Jeste vyssi podil zredukované dvojné vazby byl popsan pii redukci pentafluorfenylesteru skoficové
kyseliny v publikaci (Papavassilopoulou, E. a kol.: Tetrahedron Letters, 2007, 48, 8323-8325).
Dvojna vazba byla zredukovana z 25 %.

Enantioselektivni redukce -C=C- vazby nenasyceného esteru pomoci borohydridu sodného s
pfidavkem chloridu kobaltnatého a azabisoxazolinového ligandu ve smési ethanol/diglym byla
popsana v publikaci (Geiger, C. a kol.: Adv. Synth. Catal. 2005, 347, 249-254). V tomto piipad¢
nedochazi k redukci karboxylové skupiny. Vytézky reakci presahovaly 80 %.

Redukce -C=C- vazby elektronové vysoce deficientnich alkeni pomoci 3-butyl-1-
methylimidazolinium borohydridu ve smési acetonitril/voda (6:1) byla popsana v publikaci (Wang,
J. akol.: Tetrahedron Letters, 2008, 49, 6518-6520). Pro regeneraci ¢inidla je pouzivana aniontova
metatheze s borohydridem sodnym. Redukce probiha s vysokym vytézkem 75-92 %.

Obecné lze konstatovat, ze redukce konjugované dvojné vazby muze probihat za podminek
pouzivanych pro redukci esterti. V nékterych pripadech mize byt tato reakce provedena zamérng,
ovSem mnohdy neni zadouci.
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Obecné lze konstatovat, ze oligosacharidy dle strukturniho vzorce I nebyly dosud popsany.
Zminény byly pouze glykosidy s dvojnou vazbou v poloze 4 a 5 glukézového cyklu, dale
polysacharidy s -C=C- dvojnou vazbou v poloze 4 a 5 glukosaminového cyklu, dale oligosacharndy
s -C=C- dvojnou vazbou v poloze 4 a 5 koncového uronového cyklu, kde je vzdy pfitomna
karboxylova skupina. Zminény byly jest¢ redukované nasycené oligosacharidy kyseliny
hyaluronov¢, které ale neobsahuji dvojnou vazbu a jejich stupen substituce nepresahuje 50%.

Je prekvapivé, Ze lze pripravit nenasycené estery kyseliny hyaluronové Stépenim polymeru v
dimethylsulfoxidu v pfitomnosti dusikatych bazi, protoze oligosacharidy kyseliny hyaluronové v
bazickém prostfedi za zvySené teploty podléhaji rozkladu a odstépuji N-acetylglukosamin z
redukujiciho konce (Muckenschnabel, I. akol.: Cancer Letters, 1998, 131, 13-20). Pfi pouziti smési
rozpoustédel DMSO/voda (Pfiklad 8) nebo DMSO/methanol (Priklad 9) je reakce vyrazné
zpomalena. Lze tedy konstatovat, ze vyuziti ¢istého DMSO je pro St€peni polymeru kliCove.

Dale je prekvapive, Ze redukce esteru kyseliny hyaluronové borohydridem sodnym probiha za
mimych podminek v protickém prostfedi (voda nebo methanol), protoZze toto €inidlo se v protickém
prostfedi se obecn¢ nepouziva (Smith, M. B. MARCH’S ADVANCED ORGANIC CHEMISTRY
REACTIONS, MECHANISMS, AND STRUCTURE, 7th ed.; Wiley: USA, 2013, strana 1500)
kvuli jeho nizké reaktivité a rozkladu za vzniku vodiku a boratovych esteri.

Dale je prekvapiveé, Ze za téchto podminek bylo dosaZzeno prakticky kvantitativni konverze pri
pouziti malé¢ho prebytku (4 ckvivalenty) borohydridu sodného oproti 50% stupni substituce
(Chnstner, J. E. a kol.: Biochemistry Journal, 167, 711-716, 1997) pfi pouziti vyrazn¢ vétSiho
mnozstvi ¢inidla (20 ekvivalenttl) pro redukci methylesteru kyseliny hyaluronové.

Dale je prekvapivé, ze nedochazi k redukci konjugované dvojné vazby (Falorni, M. a kol.:

Tetrahedron Letters, 1999, 40, 4395-4396, McGeary R. P.: Tetrahedron Letters, 39, 3319-3322,
1998).

Podstata vynalezu

Vynalez se tyka nenasycenych oligosacharidu slozenych ze stfidajicich se glukézovych a N-
acetylglukosaminovych jednotek, s nenasycenou glukozovou jednotkou na neredukujicim konci a
redukovanym anomemim koncem, podle strukturniho vzorce I:

HO

@

- kden=0 az 10 jednotek.

Takto modifikovany oligosacharid vykazuje zvySenou odolnost vici enzymatické degradaci a
negativng ovliviluje rast nékterych linii rakovinovych bunék.
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Dale se vynalez tyka zptsobu pripravy oligosacharidu podle strukturniho vzorce I, kde se v prvnim
kroku alkyluje karboxylova skupina kyseliny hyaluronové na ester, ve druhém kroku se ester §tépi
za vzniku dvojné vazby v polohach 4 a 5 cyklu a ve tietim kroku se redukuje esterové skupiny a
koncové anomemrni centrum. Oligosacharid podle struktumiho vzorce I lze pfipravit 1 jinym
zpusobem podle vynalezu, a to tak, Ze se v prvém kroku enzymaticky §tépi kyselina hyaluronova
pomoci lyazy na nenasyceny oligosacharid za vzniku dvojné vazby v polohach 4 a 5 cyklu, ve
druhém kroku se nenasyceny oligosacharid alkyluje na ester a ve tfetim kroku se redukuji esterové
skupiny a koncové anomemi centrum za vzniku primarniho alkoholu.

Pro piipravu oligosacharidu lze tedy pouzit nasledujici dvé moznosti:
Moznost 1:

Vstupni material je kyselina hyaluronova o molekulové hmotnosti az 2 000 kg.mol!, ktera se v
prvnim kroku alkyluje na karboxylové skupin€ za vzniku alkylesteru polymemiho hyaluronanu, ve
druhém kroku se uskutecni selektivni chemické S§tépeni alkylovaného polysacharidu za vzniku
nenasycencho oligosacharidu a ve tfetim kroku se uskutec¢ni redukce esterti karboxylovych kyselin
a anomemiho konce na primami alkoholy.

Moznost 2:

Vstupni material je kyselina hyaluronova o molekulové hmotnosti az 2 000 kg.mol™, ktera se v
prvnim kroku enzymaticky §tépi za vzniku nenasycenych oligosacharidu, pak se ve druhém kroku
alkyluje na karboxylové skupiné za vzniku alkylesteru oligosacharidu a ve tfetim kroku se
uskutecni redukcee esteru karboxylovych kyselin a anomerniho konce na primarni alkoholy.

Tyto dv€ moznosti jsou detailnéji rozebrany nize:
Moznost 1:

V prvnim kroku se alkyluje karboxylova skupina polymemi kyseliny hyaluronové pomoci
alkylaéniho c¢inidla, napriklad benzylbromidu, dimethylsulfatu nebo ethyljodidu, v
dimethylsulfoxidu za pfitomnosti baze, napiiklad diisopropylethylaminu nebo triethylaminu za
vzniku alkylesteru. Tento krok probiha s vyhodou 20 az 120 hodin pii teplot€ 20 az 25 °C. Molarni
mnozstvi baze je s vyhodou v rozmezi 1,7 az 6 ekvivalentii a molari mnozstvi alkyla¢niho ¢inidla
je s vyhodou v rozmezi 1,5 az 5 ekvivalenti vzhledem k disacharidu kyseliny hyaluronové.
Vychozi kyselina hyaluronova muze mit molekulovou hmotnost v rozsahu 10 az 2 000 kg.mol™'.
Koncentrace kyseliny hyaluronové v DMSO je s vyhodou v rozmezi 0,3 az 10 %hm.

Ve druhém kroku se uskutecni selektivni chemické §tépeni roztoku esterifikované kyseliny
hyaluronové v DMSQO pii teploté 20 az 80 °C, s vyhodou se¢ zahfivanim, na 1 az 116 hodin, v
pritomnosti baze, napfiklad triethylaminu, N-methylmorfolinu, nebo diisopropylethylaminu, s
vyhodou v rozmezi 2 az 20 ekvivalentl vzhledem k disacharidu kyseliny hyaluronové.

Ve tretim kroku se uskuteéni redukce esteru karboxylovych kyselin a anomermiho konce na
primarni alkoholy, a to s vyhodou tak, Ze se do roztoku esterifikovan¢ho oligosacharidu kyseliny
hyaluronové ve vod¢, v methanolu, v DMSO nebo ve smési methanol/pyridin pfida borohydrid
sodny (NaBH4) v mnozstvi 1 az 20 ekvivalentu vzhledem k disacharidu kyseliny hyaluronové a
sm¢s se micha 1 az 140 hodin pii teploté 0 az 70 °C.

Je-li potfeba, prevede se nativni kyselina hyaluronova pred prvnim krokem, alkylaci, na formu
rozpustnou v DMSQO, napriklad pfevedenim na kyselou formu krokem okyseleni s katexem, nebo
pfevedenim kyseliny hyaluronové na sul s organickymi protiionty (napriklad tetrabutyl-
ammonium).
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Schéma I - Moznost 1

kde R je C; - C7 - lineari nebo rozvétveny nebo aromaticky uhlovodik a X je halogenidovy nebo
sulfatovy zbytek.

Moznost 2:

V prvnim kroku se polymemi kyselina hyaluronova enzymaticky $tépi pomoci enzymu hyaluronan
lyazy ve vodé pti 36 az 38 °C po dobu 16 az 92 hodin za vzniku nenasycencho oligosacharidu.
Vychozi kyselina hyaluronova maze mit molekulovou hmotnost v rozsahu 100 az 2 000 kg.mol .
Lyaza je s vyhodou vybrana ze skupiny zahmujici Streproccus pneumoniae hyaluronan lyazu
(SpHyl) a Streprococcus pyogenes hyaluronan lyazu (Hylpl) a aktivita lyazy je s vyhodou v
rozmezi 1,632 az 1,75 IU/ml. Stépeni mize byt tplné (aZ na disacharidy), s vyhodou za pousiti
SpHyl, nebo castecné (smés oligosacharidi).

Ve druhém kroku probiha alkylace karboxylovych skupin oligomerni kyseliny hyaluronové
pomoci alkyla¢niho ¢inidla, napfiklad dimethylsulfatu, ethyljodidu nebo benzyl bromidu, v
dimethylsulfoxidu za pfitomnosti baze, napfiklad triethylaminu nebo diisopropyl-ethylaminu, za
vzniku alkylesteru. Tento krok probiha s vyhodou 5 az 120 hodin pii teplot¢ 20 az 25 °C, kde
molami mnozstvi alkylacniho ¢inidla je s vvhodou v rozmezi 1,2 az 3 ekvivalenty vzhledem k
disacharidu kyseliny hyaluronové a molami mnozstvi baze je s vyhodou 1,2 aZz 3 molariho
ekvivalentu vzhledem k disacharidu kyseliny hyaluronové. Koncentrace roztoku oligomeru
kyseliny hyaluronové v DMSQO je s vyhodou v rozmezi 5 az 30 %hm.

Ve tretim kroku se uskuteéni redukce esteru karboxylovych kyselin a anomemiho konce na
primami alkoholy, a to s vyhodou tak, Ze se do roztoku esterifikovan¢ho oligosacharidu kyseliny
hyaluronové ve vod¢, v methanolu, v DMSO nebo ve smési methanol/pyridin pfida borohydrid
sodny (NaBH4) v mnozstvi 1 az 20 ekvivalentu vzhledem k disacharidu kyseliny hyaluronové a
sm¢s se micha 1 az 140 hodin pfi teploté 0 az 70 °C.
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Schéma II - Moznost 2

kde R je C; - C7 - linearni nebo rozvétveny nebo aromaticky uhlovodik a X je halogenidovy nebo
sulfatovy zbytek.

Dale se vynalez tyka pouziti oligosacharidi sloZzenych ze stridajicich se glukdézovych a N-
acetylglukosaminovych jednotek, s nenasycenou glukozovou jednotkou na neredukujicim konci a
redukovanym anomernim koncem podle strukturniho vzorce (I). Tyto materidly negativné
ovliviiyji rust nékterych linii rakovinovych bunék, a pfitom nemaji negativni vliv na rist bunék
standardnich. Dale vykazuji vysokou odolnost vuci degradaci nékterymi enzymy, coz miize zvysit
efektivitu jejich transportu a prodlouzit dobu jejich ucinku. Proto je lze vyuzit v materialech a
kompozicich proti rakoving, napfiklad, ale nejen, ve formé roztoku pro intraven6zni podani (cestou
injekce nebo infuze), nebo ve form€ pevné tablety pro oralni podani. Nenasyceny oligosacharid
podle vynalezu tedy lze pouzit pro pfipravu materiali a kompozic s antirakovinnym ucinkem, s
vyhodou s antirakovinnym ucéinkem proti kolorektalnimu karcinomu u lidi.

Objasnéni vvkresu

Obr. 1 — Porovnani rychlosti enzymatické degradace roztoku matenalu pripraveného podle
pfikladu 36 (plna ¢ara) s nativnim oligomerem kyseliny hyaluronové (pferusovana ¢ara) po
aplikaci enzymu Streptoccus pneumoniae hyaluronanlyazy (SpHyl).

Obr. 2 - Porovnani rychlosti enzymatické degradace roztoku materialu piipraveného podle piikladu
36 (plna ¢ara) s nativnim oligomerem kyseliny hyaluronové (pferuSovana ¢ara) po aplikaci enzymu
bovinni testikulami hyaluronanhydrolazy (BTH).

Obr. 3 - Vliv maternialu pfipravenych podle priklada 31, 33, 35 a 36 na viabilitu fibroblasti NHDF.
Obr. 4 — Vliv materiala pripravenych podle priklada 31, 33, 35 a 36 na viabilitu HT-29

Obr. 5 — Porovnani vlivu nativnich nenasycenych oligosacharidi HA a matenialu pfipravenych
podle priklada 31, 33, 35 a 36 na viabilitu HT-29
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Priklady uskute¢néni vynalezu

Ac = acetyl

DMSO = dimethylsulfoxid

DS = stupen substituce = 100 % * (molami mnozstvi modifikované jednotky oligosacharidu) /
(molami mnozstvi vSech jednotek oligosacharidu)

HA = kyselina hyaluronova

MeOH = methanol

Mw = molekulova hmotnost

NMR analyza = (700 MHz, D-O/DMSO-ds, 5 ppm)
Hylpl = Streptococcus pyogenes hyaluronan lyaza
SpHyl = Streptococcus pneumoniae hyaluronan lyaza
DMEM = Dulbeccovo modifikované Eaglovo médium
FBS = fetalni bovinni sérum

IPA = isopropylalkohol

Zde pouzivany vyraz ckvivalent (ekv) se vztahuje, neni-li uvedeno jinak, na opakujici se jednotku
pfislusn¢ho polysacharidu nebo oligosacharidu, napfiklad na disacharid kyseliny hyaluronové.
Procenta se uvad¢ji jako hmotnostni procenta, pokud neni uvedeno jinak. Molekulova hmotnost
vychozich polysacharidu je hmotnostn¢ stfedni stanovena pomoci metody SECMALLS.

Hodnota primémé Mw byla zji§tovana porovnanim integralu signalu dvojné vazby pfi 6,2 ppm a
integralu signalt acetylovych skupin pii 2,0 ppm podle vzorce Mw= 0,407*[1,,]/(3*[Is2]) kg.mol
1

Priklad 1
Alkylace kyseliny hyaluronové s ethyl jodidem

Roztok kyseliny hyaluronové (5,9 g, Mw=10 kg.mol') v demineralizované vodé (150 ml) byl
ochlazen na 0 °C a michan 2 hodiny s katexem (6 g) v H™ cyklu. Poté byl katex odfiltrovan a roztok
byl lyofilizovan. Lyofilizat byl rozpustén v suchém DMSO (60 ml) pod dusikovou atmosférou.
Poté byl pridan triethylamin (4,8 ml, 2,2 ekv.) a ethyljodid (2,44 ml, 2 ekv) a reakéni sm¢s byla
michana 20 hodin pfi 20 °C. Poté byl produkt vysrazen prfidavkem ethylacetatu (180 ml), promyvan
a suSen na vzduchu. Produkt byl analyzovan pomoci 'H NMR (DMSO-ds) & 4,25-4,05 (m, 2H,
CH>); 1,75 (s, 3H, Ac); 1,23 (t,J=7,0 Hz, 3H, CHs). DS= 100%.

Priklad 2

Alkylace kyseliny hyaluronové s dimethylsulfatem

Roztok kyseliny hyaluronové (1 g, Mw=2000 kg.mol"') v demineralizované vodé (200 ml) byl
ochlazen na 0 °C a michan 2 hodiny s katexem (2 g) v H" cyklu. Poté byl katex odfiltrovan a roztok
byl lyofilizovan. Lyofilizat byl rozpustén v suchém DMSO (300 ml) pod dusikovou atmosférou.
Poté byl pfidan diisopropylethylamin (1,5 ml, 1,7 ekv) a dimethylsulfat (0,375 ml, 1,5 ekv.) a
reakéni smés byla michana 120 hodin pti 25 °C. Poté byl produkt vysrazen pfidavkem vody (200
ml), promyvan a su$en na vzduchu. Produkt byl analyzovan pomoci 'H NMR (DMSO-ds) 6 3,75
(s, 3H, CH>); 1,80 (s, 3H, Ac). DS=98%.

Priklad 3

Alkylace kyseliny hyaluronové s benzylbromidem

-10 -
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Roztok kyseliny hyaluronové (1 g, Mw=400 kg.mol') v demineralizované vodé (100 ml) byl
ochlazen na 0 °C a michan 2 hodiny s katexem (1 g) v H+ cyklu. Poté byl katex odfiltrovan a roztok
byl lyofilizovan. Lyofilizat byl rozpustén v suchém DMSO (10 ml) pod dusikovou atmosférou.
Poté byl pridan diisopropylethylamin (2,77 ml, 6 ekv) a benzylbromid (1,57 ml, 5 ekv.) a reakéni
sm¢s byla michana 90 hodin pii 20 °C. Poté byl produkt vysrazen pridavkem ethylacetatu (40 ml),
promyvan vodou a isopropylakoholem a susen na vzduchu. Produkt byl analyzovan pomoci 'H
NMR (DMSO-ds) 6 7,51-7,25 (m, SH, Ar-H); 5,23 (d, ] = 12,55 Hz, 1H, ArCH>); 5,12 (d,J = 12,55
Hz, 1H, ArCH,); 1,75 (s, 3H, Ac). DS= 100%.

Priklad 4
Alkylace kyseliny hyaluronové s ethyl jodidem

Roztok kyseliny hyaluronové (5,6 g, Mw=130 kg.mol!) v demineralizované vodé (160 ml) byl
ochlazen na 0 °C a michan 2 hodiny s katexem (6 g) v H+ cyklu. Poté byl katex odfiltrovan a roztok
byl lyofilizovan. Lyofilizat byl rozpustén v suchém DMSO (60 ml) pod dusikovou atmosférou.
Poté byl pfidan diisopropylethylamin (5,7 ml, 2,3 ekv) a ethyljodid (2,4 ml, 2,1 ekv) a reakéni smés
byla michana 90 hodin pii 20 °C. Poté byl produkt vysrazen pfidavkem cthylacetatu (240 ml),
promyvan a susen na vzduchu. Produkt byl analyzovan pomoci '"H NMR (DMSO-ds) 6 4,25-4,05
(m, 2H, CH>); 1,75 (s, 3H, Ac); 1,23 (t,J = 7,0 Hz, 3H, CH3). DS=100%.

Priklad 5

Chemické stépeni ethylestert kyseliny hyaluronové

Do roztoku alkylované HA pfipravené podle piikladu 1 (0,16 g) v suchém DMSO (7 ml) byl pfidan
triethylamin (1,14 ml, 20 ekv) a sm¢s byla michana pfi 20 °C po dobu 16 hodin. Poté byl produkt
srazen pridavkem ethylacetatu (28 ml), promyvan a suSen na vzduchu. Produkt byl analyzovan
pomoci NMR (DMSO-d¢): 5,92 (d, J= 3,9 Hz, 1H, H-C=C); 4,25-4,05 (m, 2H, CHy); 1,75 (s, 3H,
Ac); 1,23 (t,J = 7,0 Hz, 3H, CH3). Praméma Mw= 6,12 kg.mol ™.

Priklad 6

Chemické stépeni methylestert kyseliny hyaluronové

Do roztoku alkylované HA pripravené podle prikladu 2 (0,5 g) v suchém DMSO (5 ml) byl pfidan
triethylamin (0,35 ml, 2 ekv) a sm¢s byla zahfivana na 80 °C po dobu 1 hodiny. Pot¢ byl produkt
srazen pridavkem ethylacetatu (20 ml), promyvan a susen na vzduchu. Produkt byl analyzovan
pomoci 'H NMR (DMSO-ds) & 5,95 (d, J = 3,9 Hz, 1H, H-C=C); 3,86 (s, 3H, CHs); 1,75 (s, 3H,
Ac). Pruméma Mw= 16,8 kg.mol.

Priklad 7

Chemické stépeni benzylesterti kyseliny hyaluronové

Do roztoku alkylované¢ HA pripravené podle prikladu 3 (1 g) v suchém DMSO (10 ml) byl pfidan
triethylamin (1 ml, 3,4 ekv) a smés byla michana pii 50 °C po dobu 72 hodin. Poté¢ byl produkt
srazen pridavkem ethylacetatu (30 ml), promyvan a suSen na vzduchu. Produkt byl analyzovan
pomoci NMR (DMSO-ds): 7,55-7,30 (m, 5H, Ar-H); 6,02 (d, J= 3,9 Hz, 1H, H-C=C); 5,26 — 5,28
(m, 2H, ArCH>); 1,75 (s, 3H, Ac). Pruméma Mw= 2 kg.mol"'.

Priklad 8

Chemické stépeni ethylesteru kyseliny hyaluronové ve smési DMSQO/voda
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Do roztoku alkylované HA pripravené podle prikladu 4 (0,5 g) ve smési DMSO/voda (4:1, 5 ml)
byl pridan triethylamin (0,5 ml, 3 ekv) a sm¢s byla zahfivana na 50 °C po dobu 72 hodin. Poté byl
produkt srazen pridavkem cthylacetatu (20 ml), promyvan a suSen na vzduchu. Produkt byl
analyzovan pomoci 'H NMR (DMSO-ds) 6 5,92 (d, J = 3,9 Hz, 1H, H-C=C); 4,25-4,05 (m, 2H,
CH>); 1,75 (s, 3H, Ac); 1,23 (t,J = 7,0 Hz, 3H, CH;). Priméma Mw= 9,26 kg.mol ™.

Priklad 9
Chemické stépeni ethylestert kyseliny hyaluronové ve smési DMSO/methanol

Do roztoku alkylované HA pripravené podle prikladu 4 (0,2 g) ve smési DMSO/methanol (4:1, 2
ml) byl pfidan triethylamin (0,2 ml, 3 e¢kv) a smés byla zahfivana na 50 °C po dobu 72 hodin. Poté
byl produkt srazen pfidavkem ethylacetatu (20 ml), promyvan a susen na vzduchu. Produkt byl
analyzovan pomoci 'H NMR (DMSO-ds) 6 5,92 (d, J = 3,9 Hz, 1H, H-C=C); 4,25-4,05 (m, 2H,
CH>); 1,75 (s, 3H, Ac); 1,23 (t,J = 7,0 Hz, 3H, CH;). Priméma Mw= 3 kg.mol ™.

Priklad 10
Chemické stépeni ethylestert kyseliny hyaluronové

Do roztoku alkylované¢ HA pripravené podle prikladu 4 (1 g) v suchém DMSO (10 ml) byl pfidan
triethylamin (1 ml, 2,9 ekv) a sm¢s byla zahfivana na 50 °C po dobu 92 hodin. Poté byl produkt
srazen pridavkem ecthylacetatu (100 ml), promyvan a susen na vzduchu. Produkt byl analyzovan
pomoci 'HNMR (D-0) 6 6,25 (d,J = 4,2 Hz, 1H, H-C=C); 5,37-5,25 (m, 2H, CH>); 2,10-1,98 (m,
3H, Ac); 1,35-1,23 (m, 3H, CH3). Priméma Mw= 1,2 kg.mol"'.

Priklad 11
Chemické stépeni esteru kyseliny hyaluronové s chromatografickou separaci

Do roztoku alkylované¢ HA pfipravené podle prikladu 4 (1 g) v suchém DMSO (10 ml) byl pfidan
triethylamin (1 ml, 2,9 ekv) a smés byla zahfivana na 50 °C po dobu 116 hodin. Pot¢ byla pfidana
kyselina octova (0,6 ml) a produkt byl separovan na HPLC koloné s reverzni fazi v systému
voda/methanol. Po odpafeni byly produkty analyzovany pomoci 'H NMR (D-0) 6 6,25 (d, J = 4,2
Hz, 1H, H-C=C); 5,37-5,25 (m, 2H, CH); 2,10-1,98 (m, 3H, Ac); 1,35-1,23 (m, 3H, CHz).

Priklad 12
Chemické stépeni estertu kyseliny hyaluronové pomoci N-methylmorfolinu

Do roztoku alkylované HA pfipravené podle piikladu 4 (0,2 g) v suchém DMSO (2 ml) byl pfidan
N-methylmorfolin (0,35 ml, 6,5 ¢kv) a sm¢s byla zahfivana na 50 °C po dobu 112 hodin. Pot¢ byl
produkt srazen pridavkem cthylacetatu (20 ml), promyvan a suSen na vzduchu. Produkt byl
analyzovan pomoci '"H NMR (D:0) 8 6,25 (d, J = 4,2 Hz, 1H, H-C=C); 5,37-5,25 (m, 2H, CH,);
2,10-1,98 (m, 3H, Ac); 1,35-1,23 (m, 3H, CH3). Prim&ma Mw= 5,5 kg.mol"'.

Priklad 13

Chemické stépeni esteru kyseliny hyaluronové pomoci diisopropylethylaminu

Do roztoku alkylované HA pfipravené podle pfikladu 4 (0,12 g) v suchém DMSO (7 ml) byl pfidan
diisopropylethylamin (0,2 ml, 3,8 ekv) a smés byla zahfivana na 50 °C po dobu 3 hodin. Poté byl
produkt srazen pridavkem cthylacetatu (20 ml), promyvan a suSen na vzduchu. Produkt byl

analyzovan pomoci 'H NMR (D,0) 5 6,25 (d, J = 4,2 Hz, 1H, H-C=C); 5,37-5,25 (m, 2H, CHb,);
2,10-1,98 (m, 3H, Ac): 1,35-1,23 (m, 3H, CHs). Priméméa Mw= 4 kg.mol".
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Priklad 14
Enzymaticka degradace kyseliny hyaluronové s lyazou

Do roztoku nativni HA (5 g, 100 kg.mol™') v demineralizované vodé (250 ml) byl pfidan roztok
enzymu Streptococcus pneumoniae hyaluronan lyazy (0,25 ml, 408 IU, 50% v/v glycerol, 25 mM
fosfatovy pufr (NaxHyPQOs), 250 mM NaCl, pH=8). Roztok byl michan pii 36 °C pies noc (16
hodin). Poté byl prefiltrovan pres 0,2 mm nylonovy filtr a filtr byl promyt demineralizovanou
vodou (50 ml). Roztok byl zakoncentrovan na objem 100 ml a poté byl lyofilizovan. Vysledny
produkt byl analyzovan pomoci '"H NMR (D-0) & 5,89 — 5,85 (m, 1H, H-C=C); 2,07 (s, 3H, Ac).

Priklad 15
Enzymaticka degradace kyseliny hyaluronové s lyazou

Do roztoku nativni HA (1 g, 2000 kg.mol!) v octanovém pufru (200 ml, 50 mM CH;COONa, 50
mM NaCl, pH=6) byl pfidan enzym Hylp1 (350 U). Roztok byl michan pfi 38 °C po dobu 92 hodin.
Poté byl vzorek prevaren (100 °C), ochlazen, doplnén demineralizovanou vodou na objem 11 a
ultrafiltrovan. Takto pripraveny roztok byl c¢aste¢né odparen a lyofilizovan. Produkt byl
analyzovan pomoci 'TH NMR (D-0) 6 5,86 (d, J = 4,0 Hz, 1H, H-C=C); 3,39 - 3,33 (m, 3H, H-2);
2,10 - 2,00 (m, 12H, Ac). Priméma Mw= 1,6 kg.mol'.

Priklad 16
Alkylace disacharidu kyseliny hyaluronové s ethyljodidem

Nenasyceny disacharid, pfipraveny podle prikladu 14 (0,4 g), byl rozpustén v suchém DMSO (1
ml). Poté byl pridan diisopropylethylamin (0,35 ml, 2 ekv) a ethyljodid (0,1 ml, 1,2 ekv) a reak¢ni
sm¢s byla michana pfi teplot€ 20 °C po dobu 60 hodin. Poté byla pridana kyselina octova (0,1 ml)
areakéni smés byla délena na C18 koloné ve smési voda/methanol. Produkt byl analyzovan pomoci
'HNMR (D»0) & 6,27-6,25 (m, H-C=C, 1H); 4,33-4,27 (m, 2H, CH.); 2,08 (2xs, 3H, Ac); 1,32,
1,31 (dxt,J =71 Hz, 3H, CHs). DS=100%

Priklad 17
Alkylace disacharidu kyseliny hyaluronové s ethyljodidem

Nenasyceny disacharid, pfipraveny podle prikladu 14 (0,4 g), byl rozpustén v suchém DMSO (1
ml). Poté byl pfidan triethylamin (0,27 ml, 2 ekv) a ethyljodid (0,24 ml, 3 ekv) a reak¢ni smés byla
michana pri teploté 25 °C po dobu 20 hodin. Pot¢ byla pridana kyselina octova (0,1 ml) a reakéni
smés byla délena na C18 koloné& ve smési voda/methanol. Produkt byl analyzovan pomoci 'H NMR
(D20) 6 6,27-6,25 (m, H-C=C, 1H); 4,33-4,27 (m, 2H, CH>); 2,08 (2xs, 3H, Ac); 1,32, 1,31 (d x t,
J =17,1 Hz, 3H, CHs). DS=100%.

Priklad 18
Alkylace disacharidu kyseliny hyaluronové s benzylbromidem

Nenasyceny disacharid, pfipraveny podle prikladu 14 (0,8 g) byl rozpustén v suchém DMSO (2
ml). Poté byl pfidan diisopropylethylamin (0,7 ml, 2 ekv.) a benzylbromid (0,47 ml, 2 ekv.) a
reak¢ni smés byla michana pii teplot€¢ 20 °C po dobu 16 hodin. Poté byla pridana kyselina octova
(0,2 ml) a reak¢ni smés byla délena na C18 kolon¢ ve smési voda/methanol. Produkt byl
analyzovan pomoci 'H NMR (D.0) § 7,50-7,40 (m, 5H, Ar); 6,28-6,26 (m, 1H, H-C=C); 5,31 (s,
2H, ArCH,); 2,07, 2,06 (2 x s, 3H, Ac). DS=100%. Vytézek 0,76 g.
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Priklad 19
Alkylace oligosacharidu kyseliny hyaluronové s benzylbromidem

Smés nenasycenych oligosacharidu pripravena podle prikladu 15 (0,1 g) byla rozpusténa v suchém
DMSO (1 ml). Poté byl pridan diisopropylethylamin (0,083 ml, 2 ekv) a benzylbromid (0,06 ml, 2
ekv) a reak¢ni smés byla michana pii teploté 25 °C po dobu 120 hodin. Poté byla pfidana kyselina
octova (0,05 ml) a reakéni smés byla délena na C18 kolon¢ ve smési voda/methanol.

Produkt byl analyzovan pomoci 'H NMR (D,0) & 7,60-7,37 (m, 20H, Ar); 6,28 (d,J=4,3 Hz, 1H,
H-C=C); 5,45-5,23 (m, 8H, ArCH>); 2,10-1,94 (m, 12H, Ac). DS=93%. Vytézek 0,07 g.

Priklad 20
Alkylace disacharidu kyseliny hyaluronové s dimethylsulfatem

Nenasyceny disacharid, pfipraveny podle prikladu 14 (0,2 g) byl rozpustén v suchém DMSO (1
ml). Poté byl pridan diisopropylethylamin (0,2 ml, 2 ekv.) a dimethylsulfat (0,1 ml, 2 ekv.) a
reak¢ni smés byla michana pfi teplot¢ 20 °C po dobu 5 hodin. Poté byla pfidana kyselina octova
(0,05 ml) a reakéni smés byla délena na C18 kolon¢ ve smési voda/methanol. Produkt byl
analyzovan pomoci 'H NMR (D-0) & 6,27-6,24 (m, 1H, H-C=C); 3,84 (2 x s, 3H, OCHj3); 2,07,
2,06 (2 x s, 3H, Ac). DS=100%. Vytézek 0,21 g.

Priklad 21
Redukce estert oligomeru kyseliny hyaluronové

Smés alkylovanych oligosacharidu (130 mg) pripravena podle prikladu 10 byla rozpusténa v
DMSO (5 ml). Dale byl pfidan NaBH,4 (130 mg, 10,5 ekv.) a reak¢ni smés byla zahfivana na 70 °C
po dobu 140 hodin. Poté byla pfidana kyselina octova (5 ml, 20%) a sm¢és byla michana 30 minut.
Poté byl produkt srazen pridavkem 2-propanolu (20 ml) a ethyl-acetatu (30 ml), promyvan a susen
na vzduchu.

Produkt byl analyzovan pomoci 'H NMR (D;0) & 5,13 (d,J = 4,7 Hz, 1H, H-1); 5,09 (d, J = 4,0
Hz, 1H, H-C=C): 3,38 (dd, J = 9.4 Hz, 8,0 Hz, 1H, H-2); 3,32 (dd, J = 9,1 Hz, 8,0 Hz, 3H, H-2);
2,09-2,03 (5 x s, 15H, Ac). DS= 89%.

Piklad 22

Redukce estert oligomeru kyseliny hyaluronové

Smés alkylovanych oligosacharidu (252 mg) pripravena podle prikladu 10 byla rozpusténa v
DMSO (5 ml). Dale byl pfidan NaBH4 (243 mg, 10 ekv.) a reakéni smés byla zahfivana na 50 °C
po dobu 140 hodin. Poté byla pfidana kyselina octova (7,5 ml, 20%) a smés byla michana 30 minut.
Poté byl produkt srazen pfidavkem 2-propanolu (30 ml), promyvan a susen na vzduchu.

Produkt byl analyzovan pomoci 'H NMR (D;0) & 5,13 (d,J = 4,7 Hz, 1H, H-1); 5,09 (d, J = 4.0
Hz, 1H, H-C=C): 3,38 (dd, J = 9.4 Hz, 8,0 Hz, 1H, H-2); 3,32 (dd, J = 9,1 Hz, 8,0 Hz, 5H, H-2);
2,09-2,03 (7 x s, 21H, Ac). DS= 71%.

Priklad 23

Redukce estert oligomeru kyseliny hyaluronové
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Smés alkylovanych oligosacharidi (101 mg) pripravena podle piikladu 10 byla rozpusténa v H>O
(1 ml). Dale byl pfidan NaBH4 (22 mg, 2 ekv.) a reakéni smés byla michana pii 25 °C po dobu 19
hodin. Poté byla pfidana kyselina octova (0,08 ml, 99%) a smés byla michana 30 minut. Poté byl
produkt srazen pfidavkem 2-propanolu (10 ml), promyvan a susen na vzduchu.

Produkt byl analyzovan pomoci 'H NMR (D,0) & 5,13 (d,J = 4,7 Hz, 1H, H-1); 5,09 (d, J = 4,0
Hz, 1H, H-C=C): 3,38 (dd, J = 9.4 Hz, 8,0 Hz, 1H, H-2); 3,32 (dd, J = 9,1 Hz, 8,0 Hz, 3H, H-2);
2,09-2,03 (5 x s, 15H, Ac). DS= 62%.

Priklad 24
Redukce estert oligomeru kyseliny hyaluronové

Smés alkylovanych oligosacharida (11 mg) pfipravena podle prikladu 10 byla rozpusténa v H>O
(0,7 ml). Dale byl pridan NaBH.4 (20 mg, 20 ekv.) a reakéni smés byla michana pfi O °C po dobu 2
hodin. Poté byla pfidana kyselina octova (0,02 ml, 99%) a smés byla michana 30 minut. Poté byl
produkt srazen pridavkem 2-propanolu (1 ml), promyvan a suSen na vzduchu.

Produkt byl analyzovan pomoci 'H NMR (D;0) & 5,13 (d,J = 4,7 Hz, 1H, H-1); 5,09 (d, J = 4,0
Hz, 1H, H-C=C): 3,38 (dd, J = 9.4 Hz, 8,0 Hz, 1H, H-2); 3,32 (dd, J = 9,1 Hz, 8,0 Hz, 3H, H-2);
2,09-2,03 (5 x s, 15H, Ac). DS= 89%.

Priklad 25
Redukce estert oligomeru kyseliny hyaluronové

Smés alkylovanych oligosacharidu (12 mg) pfipravena podle prikladu 10 byla suspendovana v
MeOH-d4 (0,7 ml). Dale byl pfidan NaBH, (13 mg, 12 ekv.) a reakéni smés byla michana pii 25
°C po dobu 2 hodin. Poté byla pfidana kyselina octova (0,01 ml, 99%). SraZenina byla filtrovana a
susena na vzduchu.

Produkt byl analyzovan pomoci 'H NMR (D;0) & 5,13 (d,J = 4,7 Hz, 1H, H-1); 5,09 (d, J = 4,0
Hz, 1H, H-C=C): 3,38 (dd, J = 9.4 Hz, 8,0 Hz, 1H, H-2); 3,32 (dd, J = 9,1 Hz, 8,0 Hz, 3H, H-2);
2,09-2,03 (5 x s, 15H, Ac). DS= 100%.

Priklad 26

Redukce estert oligomeru kyseliny hyaluronové

Smés alkylovanych oligosacharidu (101 mg) pfipravena podle prikladu 10 byla suspendovana v
MeOH (2 ml). Roztok byl ochlazen na 0 °C, byl pfidan NaBH,4 (94 mg, 10 ekv.) a reakcéni smés
byla michana pfi 0 °C po dobu 1 hodiny a poté pfi 25 °C po dobu 15 hodin. Poté byla pridana
kyselina octova (0,1 ml, 99%) a sm¢s byla michana 30 minut. Poté¢ byl produkt srazen pfidavkem
2-propanolu (10 ml), promyvan a susen na vzduchu.

Produkt byl analyzovan pomoci '"H NMR (D:0) 6 5,13 (d, J = 4,7 Hz, 1H, H-1); 5,09 (d, J = 4,0
Hz, 1H, H-C=C); 3,38 (dd, ] = 9,4 Hz, 8,0 Hz, 1H, H-2); 3,32 (dd, J = 9,1 Hz, 8,0 Hz, 3H, H-2);
2,09-2,03 (5 x s, 15H, Ac). DS=40%.

Priklad 27

Redukce estert oligomeru kyseliny hyaluronové

Smés alkylovanych oligosacharidu (11 mg) pfipravena podle prikladu 10 byla suspendovana v
suSeném MeOH (0,7 ml). Dale byl pfidan NaBH, (11 mg, 10 ekv.) a reakéni smés byla michana
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pii 25 °C po dobu 2 hodin. Poté byla pridana kyselina octova (0,01 ml, 99%). Srazenina byla
filtrovana a suSena na vzduchu.

Produkt byl analyzovan pomoci 'H NMR (D;0) & 5,13 (d,J = 4,7 Hz, 1H, H-1); 5,09 (d, J = 4,0
Hz, 1H, H-C=C): 3,38 (dd, J = 9.4 Hz, 8,0 Hz, 1H, H-2); 3,32 (dd, J = 9,1 Hz, 8,0 Hz, 3H, H-2);
2,09-2,03 (5 x s, 15H, Ac). DS=51%.

Priklad 28
Redukce estert oligomeru kyseliny hyaluronové

Smés alkylovanych oligosacharidu (98 mg) pripravena podle prikladu 10 byla suspendovana v
MeOH (2 ml) a pyridinu (0,2 ml). Dale byl pfidan NaBH, (97 mg, 10 ekv.) a reak¢ni sm¢s byla
michana pfi 25 °C po dobu 2 hodin. Poté byla pridana kyselina octova (0,1 ml, 99%) a sm¢s byla
michana 30 minut. SraZenina byla filtrovana a suSena na vzduchu.

Produkt byl analyzovan pomoci 'H NMR (D;0) & 5,13 (d,J = 4,7 Hz, 1H, H-1); 5,09 (d, J = 4,0
Hz, 1H, H-C=C): 3,38 (dd, J = 9.4 Hz, 8,0 Hz, 1H, H-2); 3,32 (dd, J = 9,1 Hz, 8,0 Hz, 3H, H-2);
2,09-2,03 (5 x s, 15H, Ac). DS= 98%.

Priklad 29
Redukce estert oligomeru kyseliny hyaluronové

Smés alkylovanych oligosacharidu (19 mg) pripravena podle prikladu 10 byla suspendovana v
MeOH (0,7 ml) a pyridinu (0,004 ml). Dale byl pfidan NaBH,4 (1,89 mg, 1 ¢kv.) a reak¢éni smés
byla michana pfi 25 °C po dobu 20 hodin. Poté byla pfidana kyselina octova (0,1 ml, 99%) a MeOH
(0,5 ml). Srazenina byla filtrovana a susena na vzduchu.

Produkt byl analyzovan pomoci 'H NMR (D;0) & 5,13 (d,J = 4,7 Hz, 1H, H-1); 5,09 (d, J = 4,0
Hz, 1H, H-C=C): 3,38 (dd, J = 9.4 Hz, 8,0 Hz, 1H, H-2); 3,32 (dd, J = 9,1 Hz, 8,0 Hz, 3H, H-2);
2,09-2,03 (5 x s, 15H, Ac). DS= 9%.

Priklad 30

Redukce estertu oligomeru kyseliny hyaluronové

Smés alkylovanych oligosacharidu (10 mg) pfipravena podle prikladu 10 byla suspendovana v
MeOH (0,7 ml) a pyridinu (0,008 ml). Dale byl pfidan NaBH.4 (4 mg, 4 ekv.) a reak¢ni smés byla
michana pfi 25 °C po dobu 18 hodin. Poté byla pfidana kyselina octova (0,01 ml, 99%) a MeOH
(0,5 ml). Srazenina byla filtrovana a susena na vzduchu.

Produkt byl analyzovan pomoci '"H NMR (D:0) 6 5,13 (d, J = 4,7 Hz, 1H, H-1); 5,09 (d, J = 4,0
Hz, 1H, H-C=C); 3,38 (dd, ] = 9,4 Hz, 8,0 Hz, 1H, H-2); 3,32 (dd, J = 9,1 Hz, 8,0 Hz, 3H, H-2);
2,09-2,03 (5 x s, 15H, Ac). DS=97%.

Priklad 31

Redukce estert oligomeru kyseliny hyaluronové

Smés alkylovanych oligosacharidu (200 mg) pfipravena podle pfikladu 10 byla suspendovana v
MeOH (2 ml) a pyridinu (0,16 ml). Dale byl pfidan NaBH,4 (86 mg, 5 ¢kv.) a reak¢ni sm¢s byla

michana pfi 0 °C po dobu 20 minut a poté pii 25 °C po dobu 18 hodin. Poté byla pridana kyselina
octova (0,125 ml, 99%) a MeOH (0,5 ml). SraZenina byla filtrovana a suSena na vzduchu.
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Produkt byl analyzovan pomoci 'H NMR (D;0) & 5,13 (d,J = 4,7 Hz, 1H, H-1); 5,09 (d, J = 4,0
Hz, 1H, H-C=C): 3,38 (dd, J = 9.4 Hz, 8,0 Hz, 1H, H-2); 3,32 (dd, J = 9,1 Hz, 8,0 Hz, 3H, H-2);
2,09-2,03 (5 x s, 15H, Ac). DS= 98%.

Priklad 32
Redukce esterti izolovaného disacharidu kyseliny hyaluronové

Izolovany alkylovany disacharid (103 mg) pfipraveny podle piikladu 16 byl suspendovan v MeOH
(2 ml) a pyridinu (0,08 ml). Dale byl pfidan NaBH, (38 mg, 4 ¢kv.) a reak¢éni sm¢s byla michana
pii 25 °C po dobu 2 hodin. Poté byla prfidana kyselina octova (0,15 ml, 99%) a 2-propanol (5 ml).
Srazenina byla centrifugovana, promyvana a suSena na vzduchu.

Produkt byl analyzovan pomoci 'THNMR (D-0) 6= 5,10 (d, J = 4,08 Hz, 1H, H-C=C); 2,06 (s, 3H,
Ac). DS=95%.

Priklad 33
Redukce estert izolovaného tetrasacharidu kyseliny hyaluronové

Izolovany alkylovany tetrasacharid (203 mg) pripraveny podle prikladu 11 byl suspendovan v
MeOH (4 ml) a pyridinu (0,16 ml). Dale byl pfidan NaBH.4 (76 mg, 4 ¢kv.) a reak¢ni sm¢s byla
michana pfi 25 °C po dobu 2 hodin. Poté byla pridana kyselina octova (0,15 ml, 99%) a 2-propanol
(5 ml). Srazenina byla centrifugovana, promyvana a susena na vzduchu.

Produkt byl analyzovan pomoci 'H NMR (D;0) & 5,13 (d,J = 4,7 Hz, 1H, H-1); 5,09 (d, J = 4,0
Hz, 1H, H-C=C): 3,38 (dd, J = 9.4 Hz, 8,0 Hz, 1H, H-2): 2,09-2,03 (2 x s, 6H, Ac). DS= 100%.

Priklad 34
Redukce esterti izolovan¢ho hexasacharidu kyseliny hyaluronové

Izolovany alkylovany hexasacharid (204 mg) pfipraveny podle prikladu 11 byl suspendovan v
MeOH (4 ml) a pyridinu (0,16 ml). Dale byl pfidan NaBH.4 (81 mg, 4 ¢kv.) a reak¢ni sm¢s byla
michana pfi 25 °C po dobu 2 hodin. Poté byla pridana kyselina octova (0,15 ml, 99%) a 2-propanol
(5 ml). Srazenina byla centrifugovana, promyvana a susena na vzduchu.

Produkt byl analyzovan pomoci 'H NMR (D;0) & 5,13 (d,J = 4,7 Hz, 1H, H-1); 5,09 (d, J = 4,0
Hz, 1H, H-C=C): 3,38 (dd, J = 9.4 Hz, 8,0 Hz, 1H, H-2); 3,32 (dd, J = 9,1 Hz, 8,0 Hz, 1H, H-2);
2,09-2,03 (3 x s, 9H, Ac). DS= 100%.

Priklad 35
Redukce estert izolovan¢ho oktasacharidu kyseliny hyaluronové

Izolovany alkylovany oktasacharid (203 mg) pfipraveny podle prikladu 11 byl suspendovan v
MeOH (4 ml) a pyridinu (0,16 ml). Dale byl pfidan NaBH.4 (76 mg, 4 ¢kv.) a reak¢ni sm¢s byla
michana pfi 25 °C po dobu 2 hodin. Poté byla pridana kyselina octova (0,15 ml, 99%) a 2-propanol
(5 ml). Srazenina byla centrifugovana, promyvana a susena na vzduchu.

Produkt byl analyzovan pomoci '"H NMR (D:0) 6 5,13 (d, J = 4,7 Hz, 1H, H-1); 5,09 (d,J = 4,0

Hz, 1H, H-C=C): 3,38 (dd, J = 9.4 Hz, 8,0 Hz, 1H, H-2); 3,32 (dd, J = 9,1 Hz, 8,0 Hz, 2H, H-2);
2,09-2,03 (5 x s, 12H, Ac). DS= 100%.
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Priklad 36
Redukce smési estert vysSich sacharidu kyseliny hyaluronové

Smés esteru vysSich sacharidit (200 mg, 10-20 sacharidy) pfipravena podle prikladu 11 byla
suspendovana v MeOH (4 ml) a pyridinu (0,16 ml). Dale byl pfidan NaBH,4 (76 mg, 4 e¢kv.) a
reakéni smés byla michana pii 25 °C po dobu 2 hodin. Poté byla pfidana kyselina octova (0,15 ml,
99%) a 2-propanol (5 ml). SraZenina byla centrifugovana, promyvana a suSena na vzduchu.

Produkt byl analyzovan pomoci NMR, 'H NMR (D,0) & 5,13 (d, J = 4,7 Hz, 1H, H-1); 5,09 (d, J
= 4,0 Hz, 1H, H-C=C): 3,38 (dd, J = 9.4 Hz, 8,0 Hz, 1H, H-2); 3,32 (dd, J = 9,1 Hz, 8,0 Hz, 4H,
H-2); 2,09-2,03 (m, 18H, Ac). DS= 100%.

Priklad 37
Redukce benzylesteru izolovaného disacharidu kyseliny hyaluronové

Benzylovany disacharid (59 mg) pfipraveny podle prikladu 18 byl rozpustén v MeOH (1 ml) a
pyridinu (0,04 ml). Dale byl pfidan NaBH, (18 mg, 4 ¢kv.) a reak¢éni smés byla michana pfi 25 °C
po dobu 2 hodin. Pot¢ byla pridana kyselina octova (0,04 ml, 99%) a 2-propanol (4 ml). Srazenina
byla centrifugovana, promyvana a susena na vzduchu.

Produkt byl analyzovan pomoci 'THNMR (D-0) 6= 5,10 (d,J = 4,08 Hz, 1H, H-C=C); 2,06 (s, 3H,
Ac). Konverze 95%.

Priklad 38
Redukce methylesteru izolovaného disacharidu kyseliny hyaluronové

Methylovany disacharid (56 mg) piipraveny podle pfikladu 20 byl rozpustén v MeOH (1 ml) a
pyridinu (0,04 ml). Dale byl pridan NaBH4 (19 mg, 3,5 ekv.) a reak¢ni sm¢s byla michana pii 25 °C
po dobu 2 hodin. Poté¢ byla pridana kyselina octova (0,04 ml, 99%) a 2-propanol (4 ml). Srazenina
byla centrifugovana, promyvana a susena na vzduchu.

Produkt byl analyzovan pomoci '"H NMR (D,0) 6= 5,10 (d, J = 4,08 Hz, 1H, H-C=C); 2,06 (s, 3H,
Ac). Konverze = 89%.

Priklad 39

Porovnani enzymatické degradace redukovaného oligomeru HA pfipraveného podle prikladu 36 s
nativnim oligomerem HA10.

8 mg nativniho nebo redukované¢ho oligosacharidu HA pfipraven¢ho podle prikladu 36 bylo
rozpusténo v 0,8 ml roztoku obsahujiciho 0,01 mol. L™ octanového pufru a 0,01 mol.L! NaCl v
D,0. Pak byla pfidana kyselina octova na dosazeni pH 5,3. Do této smési bylo pridano 800
jednotek enzymu BTH a smés se michala 24 hodin pii 37 °C. Finalni roztok pak byl ochlazen na
20 °C a zm¢fen na NMR. Hodnota primémé molekulové hmotnosti oligosacharidu byla vypoctena
na zakladé pom¢ru integralu signalt vodiku anomerniho konce pifi 5,16 ppm a integralu vodik -
CH; skupiny pfi 2,0 ppm.

Priklad 40

Porovnani enzymatické degradace redukovaného oligomeru HA pfipraveného podle prikladu 36 s
nativnim oligomerem HA10.
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8 mg nativniho nebo redukované¢ho oligosacharidu HA pfipraven¢ho podle prikladu 36 bylo
rozpusténo v 0,5 ml D,0 a poté byl pfidan roztok enzymu Streptococcus pneumonia hyaluronan
lyazy (0,005 ml, 8 IU, 50% v/v glycerol, 25 mM fosfatovy pufr (NayH,PO.), 250 mM NaCl, pH=8).
Roztok byl michan 24 hodin pfi 37 °C pfes noc (16 hodin). Finalni roztok pak byl ochlazen na 20
°C, zfedén D,0O (0,2 ml) a zméfen na NMR. Rozsah $tépeni byl urcen podle integralu signala
vodiki vznikajici dvojné vazby pii 5,06 ppm a integralu vodika -CH3 skupiny pii 2,0 ppm.

Priklad 41

Testovani vlivu redukovaného oligosacharidu kyseliny hyaluronové pfipraveného podle prikladi
31, 33, 35, 36 na viabilitu NHDF fibroblastu.

Lidské fibroblasty NHDF byly kultivované v DMEM médiu s obsahem 10% FBS (5% CO., 37°C).
Cytotoxicita byla méfena prostfednictvim MTT testu. Po dosazeni 80% konfluence byly buriky
zpasazované a vyseté na 96-jamkovou desku v hustoté 5000 bunék na jamku. Po inkubaci do
druhého dne bylo kultiva¢ni médium vyménéno za testované vzorky (CTRL = kultivacni médium).
Po 24, 48 a 72 hodinach od treatmentu bun¢k bylo pfidano 20 ul MTT (5 mg/ml) a nasledovala 2,5
hodinova inkubace. Na zavér bylo kultivaéni médium se vzorky z desticky vyklepnuto a byl pridan
lyzaéni roztok (IPA: DMSO (1:1), Triton X-100 (10%). Po zlyzovani bun¢k byla méfena
absorbance na spektrometru Ensight (Perkin Elmer) pii vinové délce 570 nm, (690 nm pozadi).

Graf Zména viability NHDF (Obr. 3) vyjadiuje zménu viability bunék vztazenou ke kontrole v
daném case — tedy neovlivnéna kontrola odpovida hodnoté 0; pokud je hodnota kladna nebo
zaporna max. do -20 %, interpretuje se to tak, Ze latka nema cytotoxicky efekt.

Priklad 42

Testovani vlivu redukovanych oligosacharidi kyseliny hyaluronové pfipravenych podle prikladi
31, 33, 35 a 36 na viabilitu HT-29

Lidské bunky kolorektalniho karcinomu HT-29 byly kultivované v DMEM médiu s obsahem 10%
FBS (5% CO., 37°C). Cytotoxicita byla méfena prostfednictvim MTT testu. Po dosazeni 80%
konfluence byly buriky zpasazované a vyseté¢ na 96-jamkovou desku v hustoté 3000 bun¢k na
jamku. Po inkubaci do druhého dne bylo kultiva¢ni médium vyménéno za testované vzorky (CTRL
= kultiva¢ni médium). Po 24, 48 a 72 hodinach od treatmentu bun¢k bylo pridano 20 ul MTT (5
mg/ml) a nasledovala 2,5 hodinova inkubace. Na zavér bylo kultivaéni médium se vzorky z
desticky vyklepnuto a byl pfidan lyzacni roztok (IPA: DMSO (1:1), Triton X-100 (10%). Po
zlyzovani bun¢k byla méfena absorbance na spektrometru Ensight (Perkin Elmer) pfi vinové délce
570 nm, (690 nm pozadi).

Graf Zména viability HT-29 (Obr. 4) vyjadfuje zménu viability bunék vztazenou ke kontrole v
daném case — tedy neovlivnéna kontrola odpovida hodnoté 0; pokud je hodnota kladna nebo
zaporna max. do -20 %, interpretuje se to tak, ze latka nema cytotoxicky efekt.

Priklad 43

Porovnani vlivu nativnich nenasycenych oligosacharidi kyseliny hyaluronové a derivata
pripravenych podle prikladu 31, 33, 35 a 36 na viabilitu HT-29

Lidské bunky kolorektalniho karcinomu HT-29 byly kultivované v DMEM médiu s obsahem 10%
FBS (5% CO-, 37°C). Cytotoxicita byla méfena prostfednictvim MTT testu. Po dosazeni 80%
konfluence byly buriky zpasazované a vyseté¢ na 96-jamkovou desku v hustoté 3000 bun¢k na
jamku. Po inkubaci do druhého dne bylo kultiva¢ni médium vyménéno za testované vzorky (CTRL
= kultivacni médium). Po 72 hodinach od treatmentu bunék bylo pfidano 20 ul MTT (5 mg/ml) a
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nasledovala 2,5 hodinova inkubace. Na zavér bylo kultivaéni médium se vzorky z desticky
vyklepnuto a byl pfidan lyzacni roztok (IPA: DMSO (1:1), Triton X-100 (10%). Po zlyzovani
bun¢k byla mérena absorbance na spektrometru Ensight (Perkin Elmer) pfi vinové délce 570 nm,
(690 nm pozadi).

Graf Zména viability HT-29 (Obr. 5) vyjadfuje zménu viability bunék vztazenou ke kontrole v

daném case — tedy neovlivnéna kontrola odpovida hodnoté 0; pokud je hodnota kladna nebo
zaporna max. do -20 %, interpretuje se to tak, Ze latka nema cytotoxicky efekt.
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PATENTOVE NAROKY

1. Nenasyceny oligosacharid podle strukturniho vzorce (I),

OH OH
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2. Zpusob pripravy nenasyceného oligosacharidu definovaného v naroku 1, vyznacujici se tim, z¢
se v prvnim kroku alkyluje karboxylova skupina kyseliny hyaluronov¢ na ester, ve druhém kroku se
ester §tépi za vzniku dvojné vazby v polohach 4 a 5 cyklu a ve tfetim kroku se redukuji esterové
skupiny a koncové anomemi centrum.

3. Zpusob piipravy nenasycencho oligosacharidu podle naroku 2, vyznacujici se tim, Ze v prvém
kroku se pripravi roztok kyseliny hyaluronové o molekulové hmotnosti v rozmezi 10 az 2000
kg.mol' v DMSO, kde koncentrace roztoku je v rozmezi 0,3 az 10 %hm., pak se pfida baze v
mnozstvi 1,7 az 6 molamiho ekvivalentu vzhledem k disacharidu kyseliny hyaluronové, pak se prida
alkylaéni €inidlo v mnozstvi 1,5 az 5 molamiho ekvivalentu vzhledem k disacharidu kyseliny
hyaluronové a smés se necha reagovat 20 az 120 hodin pfi teplot¢ 20 az 25 °C za vzniku
esterifikované kyseliny hyaluronové.

4. Zpusob pripravy nenasyceného oligosacharidu podle naroku 2 nebo 3, vyznacujici se tim, Z¢
baze je vybrana ze skupiny zahmujici diisopropylethylamin a triethylamin.

5. Zpusob pripravy nenasyceného oligosacharidu podle kteréhokoli z naroki 2 az 4, vyznacujici
se tim, ze alkylaéni ¢inidlo je vybrano ze skupiny zahmujici benzylbromid, dimethylsulfat a
ethyljodid.

6. Zpusob pripravy nenasyceného oligosacharidu podle kteréhokoli z naroka 2 az 5, vyznacujici
se tim, ze ve druhém kroku se uskuteéni selektivni chemické Stépeni esterifikované kyseliny
hyaluronové v dimethylsulfoxidu pfi teploté 20 az 80 °C po dobu 1 az 116 hodin, v pfitomnosti baze
v rozmezi 2 az 20 ekvivalent vzhledem k disacharidu kyseliny hyaluronové.

7. Zpusob pripravy nenasyceného oligosacharidu podle naroku 6, vyznac€ujici se tim, ze baze ve
druhém kroku je vybrana ze skupiny zahmujici triethylamin, N-methylmorfolin a
diisopropylethylamin.

8. Zpusob pripravy nenasycencho oligosacharidu definovaného v naroku 1, vyznacujici se tim, Zze
s¢ v prvém kroku enzymaticky S§tépi kyselina hyaluronova pomoci lyazy na nenasyceny
oligosacharid za vzniku dvojné vazby v polohach 4 a 5 cyklu, ve druhém kroku se nenasyceny
oligosacharid alkyluje na ester a ve tfetim kroku se redukuji esterové skupiny a koncové anomerni
centrum za vzniku primamiho alkoholu.

9. Zpusob pripravy nenasycené¢ho oligosacharidu podle naroku 8, vyznadujici se tim, Ze
molekulova hmotnosti vychozi kyseliny hyaluronové je v rozmezi 100 aZz 2000 kg.mol™, lyaza je
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vybrana ze skupiny zahmujici Streptoccus pneumoniae hyaluronan lyazu a Streptococcus pyogenes
hyaluronan lyazu a Z¢ §t€peni probiha ve vod¢ a s aktivitou lyazy v rozmezi 1,632 az 1,75 IU/ml pri
teplot¢ v rozmezi 36 az 38 °C a po dobu 16 aZz 92 hodin, za vzniku nenasycencho oligosacharidu.

10. Zpusob pripravy nenasyceného oligosacharidu podle naroku 8 nebo 9, vyznacujici se tim, Zze
s¢ ve druhém kroku pfipravi roztok nenasycen¢ho oligomeru kyseliny hyaluronové v DMSO, kde
koncentrace roztoku je v rozmezi 5 az 30 %hm., pak se prida baze v mnozstvi 1,2 az 3 molarniho
ekvivalentu vzhledem k disacharidu kyseliny hyaluronové, pak se prida alkylaéni ¢inidlo v mnozstvi
1,2 az 3 molarniho ckvivalentu vzhledem k disacharidu kyselin¢ hyaluronové a sm¢s se necha
reagovat 5 az 120 hodin pfi teploté 20 az 25 °C za vzniku esterifikovaného oligosacharidu kyseliny
hyaluronové.

11. Zpusob pfipravy nenasycencho oligosacharidu podle naroku 10, vyznacujici se tim, Ze baze je
vybrana ze skupiny zahrnujici triethylamin a diisopropylethylamin a/nebo alkylaéni ¢inidlo je
vybrano ze skupiny zahmujici benzylbromid, dimethylsulfat a ethyljodid.

12. Zpusob pfipravy nenasyceného oligosacharidu podle kteréhokoli z naroku 2 az 11, vyznacujici
se tim, ze se ve tfetim kroku do roztoku esterifikovan¢ho oligosacharidu kyseliny hyaluronové ve
vodé, v DMSO, v methanolu nebo ve smési methanol/pyridin pfida borohydrid sodny (NaBHs) v
mnozstvi 1 az 20 molamich ekvivalentia vzhledem k disacharidu kyseliny hyaluronové pfi teploté 0
az 70 °C a smé&s se micha 1 az 140 hodin.

13. Pouziti nenasycen¢ho oligosacharidu definovaného v naroku 1 pro pfipravu materialu a
kompozic s antirakovinnym ucéinkem.

14. Pouziti nenasycen¢ho oligosacharidu definované¢ho v naroku 1 pro pfipravu materialu a

kompozic s antirakovinnym uéinkem proti kolorektalnimu karcinomu u lidi.

3 vykresy
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Zména viability NHDF
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ZMENA VIABILITY HT-29
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Zmeéna viability HT-29
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