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(57)  Anotace:
Regeni se tyka piipravy novych derivatd polysacharidd s
dvojnou vazbou v polohdch 4 a 5 pyranozového cyklu.
Postu ptipravy je zaloZen na oxidaci OH skupiny v
poloze 6 na aldehyd, nésledné elmininaci za vzniku
dvojné —C=C— vazby v polohdch 4 a 5 a findlni redukci
aldehydicke skupiny v poloze 6 na puvodni alkohol.
Takové derivaty polysacharidi vykazuji zvySenou
antioxidacni aktivitu a nékteré z nich 1 selektivni
negativni vliv na viabilitu rakovinovych bunek.
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Nenasycené derivaty polysacharidi, zpisob jejich pFipravy a jejich pouziti

Oblast techniky

Vynalez se tyka derivati polysacharidi, obsahujicich ve struktuie heterocyklus s dvojnou vazbou
v polohach 4 a 5 podle strukturniho vzorce X,

.
N . PO - A A»'i«"x\, . .
polysachand™ TR M potesanharid

kde R je skupina -NH-CO-CHj3 nebo —OH.

Dale se vynalez tyka pfipravy derivatu podle vzorce X z vychoziho polysacharidu obsahujiciho
strukturni  fragment Y, kde samotna modifikace pak muize byt zjednodusSené popsana
nasledujicim schématem:

. OH

r'o OH N
m‘?\ﬂ\,f@\ N ‘_f;()\f:d__,\&//()\
polysacharid™ “l;,—»""\“iiv/ “~-m;ysachaﬁd palysacharid \R polysachand

(Y) X)

kde R je skupina -NH-CO-CH3 nebo —OH, a R! je skupina —SO>~ONa, —SO»~OH, nebo -H,
pfi¢emz absolutni konfigurace na uhliku 4 muze byt R nebo S.

Dale se vynalez tyka pouziti téchto nenasycenych derivatu, které oproti nativnim polysacharidim

vykazuji zvysSené antioxida¢ni vlastnosti a nékteré z nich selektivn¢ inhibuji rast rakovinovych
bunék.

Dosavadni stav techniky

Polysacharidy obecného vzorce Y

Polysacharidy maji v organismech Sirokou skalu funkci, napfiklad stavebni, zasobni nebo i1
regulacni. Mezi polymery piirozené se vyskytujici v organismech patii i polysacharidy obecného
vzorce Y

- o, {OH
: e
o *"“"”

-0 |
polysacharid™ «"‘”‘\f}f “polysacharid

(Y),

kde R je skupina CH;—CO-NH- nebo —-OH, a R! je skupina —SO,~ONa, —SO,~OH, nebo —H.
Sem patfi napiiklad chondroitin sulfat, dermatan sulfat, karagenan, keratan sulfat nebo kyselina
hyaluronova.
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Chondroitin sulfat je linearni, sulfatovany a negativné—nabity glykosaminoglykan sloZeny z
opakujicich se monomemich jednotek N-acetyl-D-galaktosaminu a D-glukuronové kyseliny
vzajemn¢ propojenych B(1—3) a P(1—4) O-glykosidickymi vazbami (strukturni vzorec
chondroitin sulfatu viz nize),

R’ o0G CE\
B—%L .»»O \\“ -~
,,HO "—"-X\\.,,AO i

QR E\HAG

kde
R!je —H nebo —Na,
R? je —H, -SO>-ONa nebo —SO,-OH.

Zdrojem chondroitin sulfatu jsou Zivocisné pojivove tkan¢, kde se vaze na proteiny a tvori tak
soucast proteoglykani. Sulfatace chondroitinu se uskuteciiuje pomoci sulfotransferaz v riznych
polohach a rizném zastoupeni. Jedinecny vzorec sulfatace jednotlivych poloh v polymemim
fetézci koduje specifickou biologickou aktivitu chondroitin sulfatu. Chondroitin sulfat je
dalezitym stavebnim blokem chrupavky v kloubech, kterym dodava odolnost v tlaku a obnovuje
rovnovahu ve slozeni kloubového maziva (Bacurle S. A. a kol. Polymer 50, 1805, 2009).

Dermatan sulfat je lineami, sulfatovany a negativné-nabity glykosaminoglykan slozeny z
opakujicich se monomernich jednotek N-acetyl-D-galaktosaminu a L-iduronové kyseliny
vzajemn¢ propojenych B(1—3) a P(1—4) O-glykosidickymi vazbami (strukturni vzorec
dermatan sulfatu viz nize),

2
&

RzQ OR
N & L

O R SR

HOQAT;’*K:\.,JO«; B \.}

Koot OF NHAC

kde
R!je —H nebo —Na,
R? je —-H, -SO»-OH, nebo -SO,-ONa

Dermatan sulfat se od chondroitin sulfatu odlisuje pfitomnosti L-iduronové kyseliny, ktera je C—
5 epimerem D-glukuronové kyseliny. Opacna konfigurace iduronové kyseliny umoziuje lepsi
flexibilitu fetézci dermatan sulfatu a zabezpecuje jejich specifickou glykosaminoglykan—
proteinovou interakei v okolnim prostoru. Tyto interakce pfispivaji k regulaci vicero bunéénych
procesu, jako napf. migraci, proliferaci, diferenciaci nebo angiogenezi. Proména chondroitin
sulfatu na dermatan sulfat je zabezpeCena pomoci tfi enzymu, a to dermatan sulfat epimerazy 1
(DS—epil), dermatan sulfat epimerazy 2 (DS—epi2) a dermatan 4—O-sulfotransferazy (D4ST1)
(Thelin M., a kol. FEBS Journal 280, 2431, 2013).

Keratan sulfat patii do skupiny linearnich sulfatovanych polysacharidii obsahujici D—galaktozu,
N-acetylglukosamin a galaktdéza—6-sulfat spojenych vazbami B(1—53) a B(1—>4), ktery se
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stavbou a vazbami podoba chondroitin sulfatu. Nachazi se v rohovce, chrupavkach, kostech a
pojivove tkani (strukturni vzorec keratan sulfatu viz nize),

2
HO /QR *‘C/DRG
Mw"""

MHAC

kde R? je —H, -SO»—OH, nebo —SO-—ONa

Karagenany patii do skupiny linearnich sulfatovanych polysacharida, které se ziskavaji extrakei z
cervenych moftskych fas. Zakladnimi stavebnymi jednotkami jsou galaktéza a jeji 3,6—anhydro
derivat, kter¢ jsou vzajemné propojeny o(l—3) nebo P(1—4) O-glykosidickymi vazbami.
Existuji tfi zakladni skupiny karagenanti, které se li§i ve stupni sulfatace a rozpustnosti ve vod¢.
Kappa—karagenan ma jednu sulfatovou skupinu v dimeru a tvofi tvrdé gely ve vodném prostiedi.
Iota—karagenan obsahuje dva sulfaty a tvoii mékké gely, pfi¢emz lambda—karagenan se tfemi
sulfaty nevykazuje gelujici vlastnosti.

Kyselina hyaluronova je nesulfatovany glykosaminoglykan, ktery je sloZzeny ze dvou opakujicich
se jednotek D—glukuronové kyseliny a N—acetyl-D—-glukosaminu.

‘.UH
R OOC\L {)
g g ‘_r"" HQ%'H
l/*"* \X« O

NHAc

kde
R! je H nebo Na.

Molekulova hmotnost nativni kyseliny hyaluronové se pohybuje v rozsahu 5.10* az 5.10% g.mol ..
Tento zna¢n¢ hydrofilni polysacharid tvofi soucast pojivovych tkani, kuze, synovialni tekutiny
kloubt, hraje vyznamnou roli v fadé biologickych procesu jako je organizace proteoglykand,
hydratace a diferenciace bunck. Vzhledem k tomu, Ze se jedna o polymer t€lu vlastni a tudiz
biodegradovatelny, stava se vhodnym substratem pro tkanové inzenyrstvi, nebo jako nosi¢
biologicky aktivnich latek.

Polysacharidy obsahujici nasobné vazby

Polysacharidy s -C=C- nasobnou vazbou, ktera je soucasti sacharidového cyklu, a pfitom neni
umisténa na konci fetézce, jsou velmi vzacné. Z béznych polysacharidi jsou popsany napiiklad
5,6-nenasycené derivaty celulézy zname jako celulozény (Vigo T. L. a kol. Polymers for
Advanced Technologies, 10, 6, 311-320, 1999), piipadné jejich 2,3—nenasycené analogy. Postup
piipravy 5,6-nenasycenych derivati je zaloZen na eliminaéni reakci odstupujici skupiny v poloze
6 a vodiku v poloze 5 v bazickém prostiedi, pfi¢emz produktem je enol ether (—C=C- nasobna
vazba v konjugaci s heterocyklickym kyslikem). Priprava 2,3—nenasycenych derivati celulozy,
amylézy nebo xylanu (D. Horton a kol. Carbohydrate Research, 40,2,345-352, 1975) vyZaduje
krom¢ piitomnosti odstupujicich skupin i redukéni ¢inidlo, nej€astéji zinek, pficemz produktem
je standardni alken (bez konjugace nasobné vazby s kyslikem).

Vyuziti polysacharidi obsahujicich nasobn¢ vazby
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Aplikace jsou pfevazné zaméfeny na modifikaci -C=C- nasobn¢ vazby, kterd neni piimou
soucasti sacharidového cyklu. Tyto metody jsou postaveny na piipojeni nové substance na skelet
polymeru, kde dochazi k zasadni zméné struktury ¢ili ke ztrat¢ nativniho charakteru
polysacharida. V takovych pfipadech se nasobna vazba bézné pouZziva v polymerizacnich (Bellini
D. W096/37519), adi¢nich (Khetan S. a kol. Soft Matter, 5, 1601-1606, 2009) nebo
cykloadi¢nich reakcich (Nimmo Ch. M. a kol. Biomacromolecules, 12, 824-830,2011; Bobula, T.
a kol. Carbohydraie. Polymers, 125, 153-160, 2015). Tyto zpusoby mohou vést jak k
efektivnimu sitovani polysacharidu (Collins M. N. a kol. Carbohydraie Polymers, 92, 1262—
1279, 2013; Hacker M. C. a kol., Inter. J. of Mol. Sc., 16, 27677-706, 2015), tak k selektivnimu
vazani aktivnich substanci na polymer (Mero A. a kol. Polymers, 6, 346-369, 2014). Velmi
popularni je 1 moznost vyuzit nasobni vazby metakrylatové skupiny pro uskutecnéni
polymeriza¢ni reakce (Granstrom M. a kol. EP2899214).

Existuje jenom néckolik zptsobi, jak zavést nasobnou —C=C- vazbu pfimo do sacharidového
cyklu v polymemim fetézci. Jednim z nich je enzymatické §tépeni polymerti 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 (viz schéma nize).

S (OHO Iy NGO ,QH N=2QOC OH
o Yo i yEZ5 ¢ .
a AEC: \\‘H?Q\\ — w\“"} —— 'k U0 HOwL fo\\\, T HOI;%\L T
" \ : HO\ N{Ow\ af"“\‘-\i/‘ PN A N
A O Nae ) m WHAn

To znamena, z¢ zastoupeni takové modifikace je siln¢ zavislé na molekulové hmotnosti,
napiiklad pfi molekulové hmotnosti 4.10* g.mol™! je modifikovan jeden disacharid ze sta, v
piipadé molekulové hmotnosti 4.10° g.mol™ je modifikovan jeden disacharid z tisice. Je tedy
ziejmé, ze pokud se nejednda o oligomery polysacharidd, je tento typ modifikace pro vyssi
molekulové hmotnosti polymert nepatrny a vysledny vysokomolekularni polymer se prakticky
nelisi od vychoziho.

Druhy zptisob umoziiuje zavést dvojnou vazbu do struktury polysacharidu v poloze 4 a 5 po cel¢
délce fetézce, takze lze efektivné modifikovat 1 polymery s vy$§i molekulovou hmotnosti (Buffa
R. a kol. W02014/023272, Bobula T. a kol. Carbohydrate Polymers, 136, 1002-1009, 2016).
Tento zpusob vSak vytvaii -C=C- nasobnou vazbu, kterd je v pfimé konjugaci se siln¢ elektron—
akceptorni aldehydickou skupinou. Tato modifikace vyrazn¢ méni chemické vlastnosti
polysacharida, protoZze umoznuje kovalentni vazani pomérmné Siroké skaly nukleofill, nejcasté)i
amini. Z vySe uvedené¢ho také vyplyva, ze takhle modifikovany polymer ma citelné vyssi
elektrofilni charakter, tudiz se chemicky vyrazné li§i od nativniho polymeru. Lze ho taky
povazovat za mén¢ aktivni antioxidant v porovnani s nemodifikovanym polymerem.

Tyto nedostatky odstraiiuje feseni popsané v tomto vynalezu, kde modifikovany polymer oproti
nemodifikovanému neobsahuje zadnou reaktivni elektrofilni skupinu. Oproti tomu dvojnou vazbu
v konjugaci s heterocyklickym kyslikem lze povazovat za seskupeni s nukleofilnimi
(antioxida¢nimi) vlastnostmi.

Podstata vynalezu

Piedmétem vynalezu jsou derivaty polysacharidiu obsahujici ve své struktufe heterocyklus s
dvojnou vazbou v polohach 4 a 5 podle strukturniho vzorce X,



10

15

20

25

30

35

CZ 308106 B6

OH
Y

y

,:t_n;i"‘“--n. O

) -, K 4::3
polys&icrra,r‘id"”G\%” \IR\\V’ polysacharid
X),
kde R je skupina -NH-CO-CHj3 nebo —OH.
Derivaty maji molekulovou hmotnost v rozmezi 5.10% az 5.10° g.mol™ a vychozi polysacharidy
pro piipravu derivati podle vynalezu jsou s vyhodou vybrany ze skupiny obsahujici chondroitin

sulfat, karagenan, dermatan sulfat, kyselinu hyaluronovou nebo keratan sulfat.

Dale se vynalez tyka zptisobu piipravy, ktery je zaloZen na tfech krocich (viz schéma nize):

1
ko O rR'o (;P
(:"*:«»A,rﬂ"a\ 1 mxidace
polvsacharic™ *”"\?Qf"

ik dt ST 0 -
o““;.ggygaghgrad polysachard™ ﬂ%“’ T polysacharid

2.efiminace
¥
£+ {{}D
f—::;ﬁ““‘ﬁc} 3.redukos ,f;,c'\f“”k(j
i OO T O L0 .
polysasharad™ - x;?‘/ ~pobysacharid palysachang™ e S “polysacharid

kde R je skupina -NH-CO-CH3 nebo —OH, a R! je skupina —~SO,-ONa, —-SO>—OH nebo -H
1. Oxidace — zavedeni aldehydické skupiny do polohy 6 sacharidového cyklu.

Oxidace primarni hydroxylové skupiny v poloze 6 na aldehyd. Reakci lze provést napiiklad
pouzitim oxidacniho systému 2.2.6,6—tetramethyl-1-piperidinyloxyl radikalu TEMPO / NaClO
ve vodé. Tento krok probiha s vyhodou ve vod¢ pfi teploté 0 az 10 °C, molarni mnoZstvi NaClO
je v rozmezi 0,03 az 0,8 ekv. a molarni mnozstvi TEMPO je v rozmezi 0,005 az 0,2 ekv.
vzhledem k opakujici se jednotce polysacharidu. Vychozi polysacharid maze mit molekulovou
hmotnost v rozsahu 5.10* az 5.10° g.mol™ a pouZije se s vvhodou 0.1 aZ 8 % hmotn. vodny
roztok polysacharidii. Nakonec se do reakéni smési pro ukonéeni reakce za ucelem likvidace
zbytkli nezreagovaného cinidla (chlornanu) muze piidat napiiklad etanol, thiosiran sodny aj.
Alternativn€  lze oxidaci provést pomoci systétmu 1,1,1-triacetoxy—1,1-dihydro-1,2—
benziodoxol-3(1H)-onu (DMP) pfi teploté 10 az 50 °C v DMSO, kde mnozstvi DMP je v
rozmezi 0,05 az 2 ekv. vzhledem k opakujici se jednotce polysacharida.

2. Eliminace —
2a. pokud R! = -H, dochazi k eliminaci vody (dehydratace).

Je mozn¢ ji s vyhodou uskutecnit ve vodné—organickém prostiedi, kde organické rozpoustédlo je
misiteln¢ s vodou a objemovy pomér rozpoustédlo/voda je v rozsahu 3/1 az 1/2. S vyhodou lze v
tomto kroku pouzit baze naptiklad pyridin, triethylamin nebo N,N-diisopropylethylamin, nebo
anorganické baze, napt. Ca(OH),. Mnozstvi baze v reakci je 0,01 az 20 ekvivalentq, s vyhodou 5
az 10 ekvivalenti pfepocteno na opakujici se jednotku polysacharidii. Jako organicka
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rozpoustédla je mozné pouzit aproticka polamni rozpoustédla misitelna s vodou, s vyhodou
DMSO nebo sulfolan. Oxidace probiha 0,1 az 12 hod, s vyhodou 1 az 4 hod, druhy krok reakce
probiha 12 az 150 hodin, s vyhodu 20 az 40 h, pii teploté 30 az 80 °C, s vyhodou 50 az 60 °C.

2b. pokud R' = —=SO,-ONa, resp. —SO,—OH, dochazi k eliminaci NaO-SO,-Ona, resp. HO—SO»—
ONa. Pokud je skupina —OR! v poloze 4 cyklu v antiperiplanami pozici k vodiku v poloze 5,
probiha eliminace spontanné bez nutnosti pridavku bazi a bez nutnosti navyseni reakéni teploty.
Doba trvani reakce kroku 1 + 2b je 0,1 az 12 hod, s vyhodou 1 aZ 4 hod. Pokud neni skupina —
OR! v poloze 4 sacharidového cyklu v antiperiplanami pozici k vodiku v poloze 3, k efektivni
eliminaci lze pouzit i postup popsany v ¢asti 2a.

3. Redukce — aldehydicka skupina je selektivin€ redukovana s borohydridy, s vyhodou s NaBH.
za vzniku primarniho alkoholu —CH>-OH se zachovanim nasobné vazby v poloze 4 a 5
sacharidového cyklu. Ackoli by odbomik ocekaval kromé redukce aldehydické skupiny -CHO
(resp. geminalniho diolu —CH(OH),) i redukci —C=C- vazby, prekvapivé k redukci dvojné vazby
—C=C- prti zpusobu podle vynalezu nedochazi. Mnozstvi reduk¢niho ¢inidla muze byt v rozsahu
0,1 az 10 ekvivalentii pfepocteno na opakujici se jednotku polysacharidu, s vyhodou 0.3 az 2
ckvivalenti. Reakci 1ze provést ve vodé€ pii teploté¢ 5 az 40 °C pti pH 5 az 10, s vyhodou pii
teploté 15 az 25 °C apH 6 az 8 v €ase 1 az 24 h. Vychozi roztok aldehydu polysacharidu ma s
vyhodou koncentraci 0,1 aZz 8 % hmotn.

Z uvedencho vyplyva, Ze pro pfipravu derivati polysacharidua podle zptisobu chranéného timto
vynalezem je nezbytné, aby vstupni polysacharid obsahoval strukturu Y,

5 P
2““&;‘_ N =8

R T
) AN e ‘ o
miyﬁacharéﬁ‘g e ﬁ:'s:?“’i.; T potyzacharic

(Y)

ktera zahruje (1—3) propojeny sacharidovy cyklus, dale primami —CH>—OH skupinu v poloze 6
a —OH, —-SO»-OH nebo —S0>—0ONa skupinu v poloze 4. Skupina v poloze 2 neni kli¢ova pro
uspésny prab¢h dané modifikace, pro vétsinu polysacharidu je R = -OH nebo —-NH-CO-CHs.

Dale se vynalez tyka zpusobu pouziti derivati polysacharidi obecného vzorce X. Jak uz bylo
zminéno vySe, feseni popsané v tomto vynalezu nabizi nové typy derivatu polysacharidua se
zvy$enou nukleofilicitou (antioxida¢nimi vlastnostmi), pfitom jenom s nepatrnou zménou
primami struktury polysacharidu zptsobenou eliminaci vodiku z polohy 5 a skupiny —OH, —O-
S0,—OH nebo —0O-S0O»—0ONa z polohy 4. Antioxida¢ni schopnosti t&chto novych derivati byly
prokazany standardnim stanovenim s 2,2—-difenyl-1-pikrylhydrazyl radikalem, kde byl zjistén
vyznamny rozdil mezi nenasycenymi derivaty polysacharida pfipravenymi podle vynalezu a
nasycenymi (nemodifikovanymi) analogy. Proto 1ze derivaty podle vynalezu pouZit napiiklad pro
piipravu materiala s antioxida¢nim t¢inkem.

Dale bylo zjisténo, Ze pokud je polysacharidem kyselina hyaluronova, 1ze nenasyceny derivat
pouzit pro pfipravu materialu s antirakovinovym uc¢inkem. Biologické vlastnosti pfipravenych
derivati byly testovany na nékolika liniich rakovinovych bun¢k, kde byla ve vSech pripadech
pozorovana snizena viabilita, pficemz rust standardnich fibroblasti nebyl potlacen v celém
rozsahu testovanych koncentraci.

Termin "polysacharid" znamena polysacharid obsahujici strukturni jednotku Y, jako napiiklad
kyselinu hyaluronovou, karagenan, dermatan sulfat, keratan sulfat nebo chondroitin sulfat nebo
jejich farmaceuticky piijatelnou sul.
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Termin "farmaceuticky pfijatelna sul" znamend soli, jeZ jsou bezpecné a ucinné pro in vivo
pouziti a maji pozadovanou biologickou aktivitu. Farmaceuticky pfijatelné soli zahrnuji s
vyhodou ionty alkalickych kovu nebo ionti kovi alkalickych zemin, vyhodnéji Na*, K*, Mg*
nebo Li*.

Realizace feseni popsan¢ho v tomto vynalezu neni technologicky komplikovana a nevyZzaduje
pouziti drahych chemikalii, rozpoustédel nebo izolacnich postupi.

Objasnéni vvkresu

Obr. 1 - vliv AHA pfipravené¢ho podle Piikladu 25 na viabilitu bun¢k

Graf zobrazuje prabch inhibice rustu karcinogennich bunék MDA-MB-231 - prsni
adenokarcinom, A-549 - plicni adenokarcinom, HEP-G2 - hepatocelulami karcinom v
porovnani s inhibici NHDF — primamich lidskych koznich fibroblasti

Postup je popsan v prikladu 27.

Obr. 2 - antioxida¢ni vlastnosti materialli AHA a ACS v porovnani s nemodifikovanymi
polysacharidy HA, CS a standardem Trolox — 6-hydroxy-2,5,7,8—tetramethylchroman—2—
karboxylova kyselina

HA - kyselina hyaluronova

AHA - kyselina hyaluronova dehydratovana v poloze 4 a 5 (Ptiklad 22)

CS — chondroitin sulfat

ACS - chondroitin sulfat dehydratovany v poloze 4 a 5 (Priklad 2)

testovano pomoci 2,2—difenyl-1-pikrylhydrazylu (DTTH) postupem popsanym v piikladu 23

T—test statistické vyznamnosti — * p<0,05; ** p<0,01; *** p<0,001

Piiklady uskuteénéni vynalezu

DS = stupen substituce = 100 % * (molarni mnoZstvi modifikované jednotky polysacharidi) /
(molarni mnozstvi opakujicich se jednotek polysacharidi)

Zde pouzivany vyraz ckvivalent (ekv) se vztahuje na opakujici se jednotku piislusného
polysacharida, neni-li uvedeno jinak. Procenta se uvadéji jako hmotnostni procenta, pokud neni

uvedeno jinak.

Molekulova hmotnost vychozich polysacharidi je hmotnostné stiedni stanovena pomoci metody
SECMALLS.

Priklad 1
Oxidace a eliminace chondroitin sulfatu (CS) = Pfiprava o,f—nenasyceného aldehydu CS
Do dvouprocentniho vodného roztoku CS (200 mg, Mw = 4.10* g.mol™) vychlazeného na 5 °C s

obsahem hydrogenfosfatu sodného dodekahydratu (2,2 ekv), bromidu sodného (0,8 ekv) a 4—
AcNH-TEMPO (0,01 ekv.) se postupné piidaval vodny roztok chlornanu sodného (0,8 ekv, 11%
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aktivniho chloru). Smés se michala 2 h pii teploté 5 °C. Nasledn¢ byl k reakei pfidan etanol (10
¢kv) a reakce byla michana dalsi hodinu pfi laboratorni teploté. Produkt byl izolovan sraZzenim s
IPA a analyzovan pomoci NMR.

DS =23 % (stanoveno z NMR)

Priklad 2
Redukce a,p—nenasyceného aldehydu CS = Priprava ACS

Byl pfipraven 2% w/v roztok o,f—nenasycencho aldehydu CS (200 mg, 0,5 mmol) v destilované
vod¢, roztok byl vychlazen na 5 °C a nasledné byly k nému pfidany 2 ekvivalenty borohydridu
sodné¢ho. Reakéni smés byla michana 4 h pfi 5 °C. Produkt byl izolovan srdZenim s
izopropanolem a analyzovan pomoci NMR,

DS =25 % (stanoveno z NMR), Mw = 2.10* g.mol™ (stanoveno SECMALLS)

Spektralni analyza ACS: NMR 'H (500 MHz, D-O, & ppm): 2,02 a 2,04 (3H; Ac-NH-; bs); 4,03
(2H; H6; bs); 4,22 (1H; H2; bs); 4,26 (1H; H3; bs); 5,06 (1H; H1; bs); 5,18 (1H; H4; bs); NMR

'H-'H COSY (D:0); krospiky; & ppm: 4,22-5,06; 4,26-5,18; NMR 'H-"*C HSQC (D,0);
krospiky; 6 ppm: 4,03-61,0; 4,22-50,5; 4,26-73.4; 5,06-98,3; 5,18-98,9; NMR DOSY (D-0);
log D (2,02 and 2,04; Ac-NH-); (4,03; H6); (4,22; H2); (4.26; H3); (5,06; H4); (5,18; H1)) ~ —
10,4 m%*s7; log D (4,72; H20) ~ -8;6 m%s7!; IR (KBr; cm™): 1660 (v -C=C- st);

Priklad 3
Oxidace a eliminace dermatan sulfatu (DeS) = Priprava a,p—nenasyceného aldehydu DeS

Do dvouprocentniho vodného roztoku DeS (200 mg, 0,42 mmol) vychlazeného na 5 °C s
obsahem hydrogenfosfore¢nanu sodného dodekahydratu (2,2 ¢kv), bromidu sodného (0,8 ekv) a
4-AcNH-TEMPO (0,01 ekv) se postupné pridaval vodny roztok chlomanu sodného (0,8 ekv,
11% aktivniho chloru), sm¢s se michala 2 h pfi teploté 5 °C. Nasledn¢ byl k reakci pfidan etanol
(10 ekv) a reakce byla michana dalsi hodinu pii laboratorni teploté. Produkt byl izolovan
srazenim s [PA a analyzovan pomoci NMR.

DS =20 % (stanoveno z NMR)

Priklad 4

Redukce a,f—nenasyceného aldehydu dermatan sulfatu = Priprava ADeS

Byl ptipraven 2% w/v roztok a,p-nenasycencho aldehydu DeS (200 mg, 0.5 mmol) v destilované
vod€. Roztok byl vychlazen na 5 °C a nasledné¢ byl k nému pfidan borohydrid sodny (2
ekvivalenty na disacharid DeS). Reakéni smés byla michana 4 h pii 5 °C. Produkt byl izolovan
srazenim s izopropanolem a analyzovan pomoci NMR.

DS =23 % (stanoveno z NMR)

Spektralni analyza ADeS: NMR 'H (500 MHz, D-0, & ppm): 2,01 (3H, Ac-NH-, bs), 5,05 (1H,
H1, bs), 5,17 (1H, H1, bs).
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Priklad 5

Oxidace a eliminace karagenanu (KA) = Priprava a,p—nenasycen¢ho aldehydu KA

Do jednoprocentniho vodného roztoku KA (200 mg, 0,31 mmol) vychlazeného na 10 °G s
obsahem hydrogenfosfore¢nanu sodného dodekahydratu (2,2 ekv), bromidu sodného (0,8 ekv) a
4-AcNH-TEMPO (0,01 ekv) se postupné pridaval vodny roztok chlomanu sodného (0,8 ekv,
11% aktivniho chloru). Smés se michala 2 h pii teplot¢ 10 °C. Nasledn¢ byl k reakci pridan
etanol (10 ekv) a reakce byla michana dals$i hodinu pfi laboratomi teploté. Produkt byl izolovan
srazenim s [PA a analyzovan pomoci NMR.

DS =10 % (stanoveno z NMR)

Priklad 6

Redukce a,f—nenasyceného aldehydu karagenanu = Piiprava AKA

Byl pfipraven 2% w/v roztok o,f—nenasycencho aldehydu KA (200 mg, 0,5 mmol) v destilované
vod€. Roztok byl vychlazen na 5 °C a nasledné¢ byl k nému pfidan borohydrid sodny (2
ckvivalenty na disacharid KA). Reakéni smés byla michana 4 h pii 5 °C. Produkt byl izolovan
srazenim s izopropanolem a analyzovan pomoci NMR.

DS =13 % (stanoveno z NMR)

NMR 'H (500 MHz, D-0, & ppm): 5,07 (1H, HI, bs), 5,18 (1H, Hl, bs),

Priklad 7

Oxidace keratan sulfatu (KS) = Priprava KS-aldehydu

Do jednoprocentniho vodného roztoku KS (1 g, 2.10* g.mol™) s obsahem NaCl 1%, KBr 1%),
TEMPO (0,01 ekv) a NaHCOs3 (20 ekv), se postupné pridaval vodny roztok NaClO (0,3 ekv) pod
dusikem. Smés se michala 24 h pii teploté 0 °C, pak se pridal 0,1 g tiosulfatu sodného a smés
byla michana jest¢ 10 minut. Vysledny roztok pak byl zfedén destilovanou vodou na 0,2% a
dialyzovan oproti smési (0,1% NaCl, 0,1% NaHCOs) trikrat 5 litrd (1 x denn¢) a oproti
destilované vod¢ sedmkrat 5 litri (2 x denn¢). Vysledny roztok byl pak odparen a analyzovan.

DS 3 % (stanoveno z NMR)

Priklad 8

Eliminace KS-aldehydu = Pfiprava a,B-nenasyceného aldehydu KS

Do tiiprocentniho roztoku KS-aldehydu (0,1 g, stupen oxidace DS=3 %, priklad 7) ve vod¢ se
pridalo 6,7 ml DMSQO a baze DIPEA (5 ekv). Smés se michala 72 h pii teploté 60 °C. Vysledny
roztok byl pak sraZzen smési isopropanol/hexan a tuhy podil susen ve vakuu.

DS 2 % (stanoveno z NMR),

'"H NMR (D,0) 89,22 (s, 1H, -CH=0), 6,32 (m, 1H, -CH=C-CH=0)

Priklad 9

Redukce a,f—nenasyceného aldehydu KS = Priprava AKS
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Do 2% roztoku a,p-nenasycené¢ho aldehydu KS (200 mg, Priklad 8) v destilované vod¢, byl
pridan borohydrid sodny (2 ekv) pii 5 °C. Reakéni smés byla michana 3 h pfi 5 °C pak srazena s
izopropanolem a analyzovana pomoci NMR.

DS =2 % (stanoveno z NMR)

"H NMR (D-0) 5,05 (1H, H1, bs), 5,17 (1H, H4, bs)

Priklad 10

Oxidace kyseliny hyaluronové (HA) = Priprava HA-aldehydu

Do jednoprocentniho vodného roztoku HA (1 g, 2.10° g.mol™), s obsahem NaCl 1%, KBr 1%),
TEMPO (0,01 ekv.) a NaHCOs (20 ekv), se postupné pridaval vodny roztok NaClO (0,5 ekv) pod
dusikem. Smés se michala 12 h pfi teploté 0 °C, pak se pfidal 0,5 ml etanolu a sm¢s byla michana
jesté 1 hodinu. Vysledny roztok pak byl ziedén destilovanou vodou na 0,2% a dialyzovan oproti
smési (0,1 % NaCl, 0,1% NaHCQs) tiikrat 5 litrti (1 x denn¢) a oproti destilované vodé sedmkrat
5 litrti (2 x denng). Vysledny roztok byl pak odpafen a analyzovan.

DS 10 % (stanoveno z NMR)
Priklad 11
Oxidace HA = Priprava HA—aldehydu

Do jednoprocentniho vodného roztoku HA (1 g, 2.10° g.mol™), s obsahem NaCl 1%, KBr 1%),
N-acetylamino-TEMPO (0,01 ekv) a NaHCO; (20 ekv), se postupné pridaval vodny roztok
NaClO (0, ekv) pod dusikem. Smés se michala 12 h pfi teploté 10 °C, pak se pfidal 0,1 ml
etanolu a smés byla michana jesté 1 hodinu. Vysledny roztok pak byl zfedén destilovanou vodou
na 0,2% a dialyzovan oproti smési (0,1% NaCl, 0,1% NaHCOs) tiikrat 5 litrt (1 x denn€) a oproti
destilované vod¢ sedmkrat 5 litri (2 x denn¢). Vysledny roztok byl pak odparen a analyzovan.

DS 9 % (stanoveno z NMR)

Priklad 12

Oxidace HA = Priprava HA—aldehydu

Do jednoprocentniho vodného roztoku HA (1 g, 2.10° g.mol™), s obsahem NaCl 1%, KBr 1%),
TEMPO (0,2 ekv) a NaHCOs (10 ekv), se postupné pridaval vodny roztok NaClO (0,3 ekv) pod
dusikem. Smés se michala 48 h pfi teploté 5 °C, pak se pridal 0,1 ml etanolu a sm¢s byla michana
jesté 1 hodinu. Vysledny roztok pak byl zfedén destilovanou vodou na 0,2% a dialyzovan oproti
smési (0,1% NaCl, 0,1 % NaHCO:s) tiikrat 5 litrti (1 x denn¢) a oproti destilované vodé sedmkrat
5 litrti (2 x denng). Vysledny roztok byl pak odparen a analyzovan.

DS 5 % (stanoveno z NMR)

Priklad 13

Oxidace kyseliny hyaluronova (HA) = Priprava HA-aldehydu

Do jednoprocentniho vodného roztoku hyaluronanu (1 g, 2.105 g.mol™), s obsahem NaCl 1%,
KBr 1%), TEMPO (0,01 ekv) a NaHCOs (20 ekv), se postupné piidaval vodny roztok NaClO

(0,7 ekv) pod dusikem. Smés se michala 0,5 h pii teploté 0 °C, pak se piidal 0,1 ml ctanolu a
smés byla michana jesté 1 hodinu. Vysledny roztok pak byl zfedén destilovanou vodou na 0,2% a
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dialyzovan oproti smési (0,1% NaCl, 0,1% NaHCOs) trikrat 5 litri (1 x denn€) a oproti
destilované vod¢ sedmkrat 5 litri (2 x denn¢). Vysledny roztok byl pak odparen a analyzovan.

DS 9 % (stanoveno z NMR)

Priklad 14

Oxidace kyseliny hyaluronova (HA) = Priprava HA-aldehydu

Do jednoprocentniho vodného roztoku HA (1 g, 2.10° g.mol™), s obsahem NaCl 1%, KBr 1%),
TEMPO (0,01 ekv) a NaHCOs (20 ekv), se postupné pridaval vodny roztok NaClO (0,5 ekv) pod
dusikem. Smés se michala 12 h pfi teploté 0 °C, pak se pridal 0,1 ml etanolu a sm¢s byla michana
jesté 1 hodinu. Vysledny roztok pak byl zfedén destilovanou vodou na 0,2% a dialyzovan oproti
smési (0,1% NaCl, 0,1% NaHCOs) tiikrat 5 litra (1 x denn¢) a oproti destilované vod¢ sedmkrat
5 litrti (2 x denng). Vysledny roztok byl pak odpafen a analyzovan.

DS 10 % (stanoveno z NMR)

Priklad 15

Oxidace kyseliny hyaluronova (HA) = Priprava HA-aldehydu

Do jednoprocentniho roztoku kyselé formy hyaluronanu (1 g, 1.10° g.mol™), v bezvodém
DMSO, se pridal 1,2 ekvivalentu 1,1,1-triacetoxy—1,1-dihydro—1,2-benziodoxol-3(1H)—onu
(Dess—Martin Periodinan) a sm¢s se michala 5 h pii teploté 20 °C. Vysledny roztok pak byl
ziedén destilovanou vodou na 0,2% a dialyzovan oproti smési (0,1 % NaCl, 0,1% NaHCOs)
tiikrat 5 litr (1 x denné) a oproti destilované vodé sedmkrat 5 litri (2 x denné). Vysledny roztok
byl pak odparten a analyzovan.

DS 40 % (stanoveno z NMR)

Priklad 16

Eliminace HA-aldehydu = Piiprava a,p—nenasycené¢ho aldehydu HA

Do triprocentniho roztoku HA-aldehydu (0,1 g, stupen oxidace DS=40 %, priklad 15) ve vodé¢ se
pridalo 6,7 ml DMSO a baze DIPEA (5 e¢kv). Smés se michala 72 h pii teplot¢ 60 °C. Vysledny
roztok byl pak sraZzen smési isopropanol/hexan a tuhy podil susen ve vakuu.

DS 20 % (stanoveno z NMR),

"H NMR (D-0) § 9,24 (s, 1H, -CH=0, 6,32 (m, 1H, -CH=C-CH=0)

UV-Vis (D20) 252 nm, n—n* prechod a,p—nenasyceny aldehyd

Priklad 17

Eliminace HA-aldehydu = Piiprava a,p—nenasycené¢ho aldehydu HA

Do triprocentniho roztoku HA-aldehydu (0,1 g, stupeni oxidace DS=10%, priklad 10) ve vod¢€ se
pridalo 6,7 ml DMSO a baze triecthylaminu (20 ekv). Smés se michala 150 h pfi teploté 30 °C.

Vysledny roztok byl pak srazen smési isopropanol/hexan a tuhy podil susen ve vakuu.

DS 5 % (stanoveno z NMR)
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Priklad 18

Eliminace HA-aldehydu = Pfiprava a.f—nenasycené¢ho aldehydu HA

Do tfiprocentniho roztoku HA-aldehydu (0,1 g, stupein oxidace DS=10 %, piiklad 10) ve vod¢ se
pridalo 6,7 ml DMSO a baze pyridinu (0,01 ekv). Smé&s se michala 12 h pii teploté 80 °C.
Vysledny roztok byl pak srazen smési isopropanol/hexan a tuhy podil susen ve vakuu.

DS 3 % (stanoveno z NMR),

Priklad 19

Eliminace HA-aldehydu = Pfiprava a.f—nenasycené¢ho aldehydu HA

Do tfiprocentniho roztoku HA-aldehydu (0,1 g, stupein oxidace DS=10 %, piiklad 10) ve vod¢ se
pridalo 1,7 ml DMSO a baze pyridin (10 ekv). Smés se michala 48 h pii teploté 60 °C. Vysledny
roztok byl pak sraZzen smési isopropanol/hexan a tuhy podil susen ve vakuu.

DS 4 % (stanoveno z NMR),

Priklad 20

Eliminace HA-aldehydu = Pfiprava a.f—nenasycené¢ho aldehydu HA

Do triprocentniho roztoku HA-aldehydu (0,1 g, stupen oxidace DS=10 %, priklad 10) ve vod¢ se
pridalo 10 ml DMSQO a baze DIPEA (5 ¢kv). Smés se michala 48 h pfi teplot¢ 60 °C. Vysledny
roztok byl pak srazen smési isopropanol/hexan a tuhy podil susen ve vakuu.

DS 5 % (stanoveno z NMR),

Priklad 21

Eliminace HA-aldehydu = Pfiprava a.f—nenasycené¢ho aldehydu HA

Do tfiprocentniho roztoku HA-aldehydu (0,1 g, stupein oxidace DS=10 %, piiklad 10) ve vod¢ se
pridalo 6,7 ml sulfolanu a baze DIPEA (5 ekv). Smés se michala 72 h pfi teploté 50 °C. Vysledny
roztok byl pak srazen smési isopropanol/hexan a tuhy podil susen ve vakuu.

DS 5 % (stanoveno z NMR),

Priklad 22

Redukce a,p—nenasyceného aldehydu HA = Priprava AHA

Do 2% roztoku a,p—nenasycen¢ho aldehydu HA (200 mg, Piiklad 16) v destilované vodé, byl
pridan borohydrid sodny (10 ekv) pfi 5 °C. Reak¢ni smés byla michana 1 h pti 5 °C, pak srazena
s izopropanolem a analyzovana pomoci NMR.

DS =20 % (stanoveno z NMR)

'H NMR (D-0) 5,06 (1H, H1, bs), 5,17 (1H, HI, bs)

-12 -
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Priklad 23
Redukce a,p—nenasyceného aldehydu HA = Priprava AHA

Do 2% roztoku o,f-nenasyceného aldehydu HA (200 mg, Priklad 17) v destilované vodé, byl
pridan borohydrid sodny (0,1 ekv) pii 5 °C. Reakéni smés byla michana 20 h pii 5 °C, pak
srazena s izopropanolem a analyzovana pomoci NMR,

DS =4 % (stanoveno z NMR)

Priklad 24
Redukce a,p—nenasyceného aldehydu HA = Priprava AHA

Do 2% roztoku a,p—nenasycen¢ho aldehydu HA (200 mg, Piiklad 17) v destilované vodé, byl
pridan borohydrid sodny (1 ekv) pii 40 °C. Reakéni smés byla michana 1 h pii 40 °C, pak
srazena s izopropanolem a analyzovana pomoci NMR,

DS =5 % (stanoveno z NMR)

Priklad 25
Redukce a,p—nenasyceného aldehydu HA = Priprava AHA

Do 2% roztoku a,p—nenasycen¢ho aldehydu HA (200 mg, Piiklad 17) v destilované vodé, byl
pridan borohydrid sodny (2 ekv) pii 20 °C. Reakéni smés byla michana 4 h pii 20 °C, pak
srazena s izopropanolem a analyzovana pomoci NMR,

DS =5 % (stanoveno z NMR)
Priklad 26
Stanoveni antioxidacni aktivity (obrazek 2).

Antioxidacni aktivita polysacharidii AHA piipravené¢ho podle piikladu 22 a ACS pfipravené¢ho
podle piikladu 2, byla stanovena pomoci stabilniho volného radikalu 2,2-difenyl-1-
pikrylhydrazylu (DPPH). Toto stanoveni bylo uskuteénéno podle literatury (Brand—Williams W.
a kol, LWT — Food Science and Technology, 28, 1, 25-30, 1995) s malou modifikaci. Stru¢né,
100 ul 0,01% roztoku DPPH v metanolu bylo pfidano do 100 ul testované substance rozpusténé
v 50 mM Tris pH 7,1. Pokles absorbance byl méfen po 15 min pfi 515 nm. Trolox (6—Hydroxy-
2,5,7 8—tetramethylchroman—2—-karboxylova kyselina) byl pouzit jako pozitivni kontrola. Data
byla méfena tfemi nezavislymi experimenty. Pro analyzu statistické vyznamnosti byla data
vyhodnocena T—testem * p<0,05, ** p<0,01, *** p<0,001 (obrazek 2).

Priklad 27
Testovani cytotoxicity derivatu piipravenych podle piikladu 25 (obrazek 1)

Bylo porovnavano cytotoxické pusobeni derivatu HA na nenadorovych buiikach — primarnich
lidskych koznich fibroblastech (NHDF) a dale na nadorovych liniich prsniho karcinomu (MDA-
MB-231), plicniho karcinomu (A-549) a hepatocelularniho karcinomu (HEP-G2). Pro
experimenty byly buniky kultivovany za standardnich podminek (37 °C, 5% CO») v pfislusném
médiu (10% FBS - fetalni bovinni sérum). Pii dosazeni 80% konfluence byly burky
zpasazované, spocitané pomoci automatického pocitadla CASY TT, Roche a nasazené na 96—
jamkové panely v hustoté 5000 bunck na jamku v 200 ul média. Po 24 hodinach bylo médium
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vyménéno za roztoky testovanych latek v koncentracich 1000, 500, 100 a 10 pg/ml 10% média.
V case 24, 48 a 72 hodin po ovlivnéni byla méfena viabilita bun¢k pomoci MTT testu — do kazd¢
jamky bylo pfidano 20 pl roztoku MTT (5 mg/ml), nasledovala 2,5 hodinova inkubace, po které
byly buriky lyZzovany solubiliza¢nim roztokem (IPA:DMSO 1:1 s 10% Triton X-100 a 9,9% 37%
HCD) po dobu 30 minut. Nasledn€¢ se méiila absorbance na pfistroji Microplate reader
VERSAmax pfi vinové délce 570 nm a 690 nm (korekce pozadi). Viabilita ovlivnénych bunck
byla pfi vyhodnoceni vztazena k neovlivnéné kontrole, ktera na obrazku 1 odpovida nulové
hodnot¢. Hodnoty vys$si, nez nula znaci aktivaci bun¢k (Zadny cytotoxicky efekt derivatn) a
naopak hodnoty niZ§i, nez nula ukazuji na snizenou viabilitu bunék — tedy cytotoxicky efekt
derivata. V pripadé NHDF je z obrazku ¢. 1 zfejmé, Ze testovany derivat nepusobil cytotoxicky.
V pfipad¢ nadorovych linii (MDA-MB-231, A-549, HEP-G2) byl zaznamenan cytotoxicky
efekt derivati. Na zaklad¢ vysledkii uvedenych testu lze vyvodit potencialni protinadorovy
ucinek derivatu (Obrazek 1).

PATENTOVE NAROKY

1. Nenasycen¢ derivaty polysacharidii obsahujici ve struktufe minimalné jeden heterocyklus s
dvojnou vazbou v polohach 4 a 5 podle strukturniho vzorce X,

»

N
,,.,O\ﬂ\\ﬂwf,ﬂi\:\‘ A

X),

kde R je skupina -NH-CO-CHs nebo —OH a kde polysacharidy jsou vybrany ze skupiny
sestavajici z chondroitin sulfatu, karagenanu, dermatan sulfatu, kyseliny hyaluronové nebo
keratan sulfatu.

2. Derivaty polysacharidi podle naroku 1, kde molekulova hmotnost derivatu je v rozmezi
5.10% az 5.10° g.mol™".

3. Zpusob pfipravy derivata polysacharida definovanych v naroku 1 nebo 2, vyznalujici se
tim, Ze se vychozi polysacharid obsahujici fragment Y

rR'o. oM
m_"‘la » #*Q
.«-“’D e, f"""\‘s\ﬁ)‘_‘,ﬂ” Q“*«.
R

(Y)
kde R je skupina -NH-CO-CH; nebo —OH, a R! je skupina ~SO,-ONa, —SO,-OH nebo -H, v
prvém kroku oxiduje na aldehyd v poloze 6, v druhém kroku se eliminuje v polohach 4 a 5 cyklu
za vzniku dvojné vazby a ve tfetim kroku se selektivné redukuje aldehydicka skupina —CHO v

poloze 6 na skupinu —CH>OH pfi soucasném zachovani dvojné vazby v polohach 4 a 5 cyklu.

4. Zpusob piipravy podle naroku 3, vyznacujici se tim, Ze vychozim polysacharidem je
chondroitin sulfat, karagenan, dermatan sulfat, kyselina hyaluronova nebo keratan sulfat.
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5. Zpusob pripravy podle naroku 3 nebo 4, vyznalujici se tim, Ze¢ oxidace v pozici C-6 v
prvém kroku probiha bud’ pomoci systému 2,2,6,6—tetramethyl-1-piperidinyloxyl radikalu neboli
TEMPO-radikalu, nebo R*-TEMPO/NaClO, kde R” je vodik nebo skupina N-acetyl, ve vodé pfi
teploté 0 az 10 °C, kde molarni mnoZstvi NaClO je v rozmezi 0,3 az 0,8 ekv. a molarni mnozstvi
R’~TEMPO je v rozmezi 0,005 az 0,2 ekv. vzhledem k opakujici se jednotce polysacharidu, nebo
pomoci 1,1,1-triacetoxy—1,1-dihydro-1,2-benziodoxol-3(1H)-onu (DMP) pii teplot¢ 10 az
50 °C v DMSO, kde mnozstvi DMP je v rozmezi 0,05 az 2 ekv. vzhledem k opakujici se jednotce
polysacharidu.

6. Zpusob pfipravy podle kteréhokoliv z naroki 3 az 5, vyznadujici se tim, Ze vychozim
polysacharidem je kyselina hyaluronova nebo keratan sulfat a Ze oxidovany polysacharid ve
druhém kroku podléha elimina¢ni reakci ve smési voda/polarni aprotické rozpoustédlo v
pritomnosti baze pii teploté 30 az 80 °C, s vyhodou pii teploté 50 az 60 °C.

7. Zpusob pripravy podle naroku 6, vyznacujici se tim, ze mnozstvi baze je 0,01 az 20
ckvivalentti, s vyhodou 5 az 10 ekvivalentli vzhledem k opakujici se jednotce polysacharidu,
pri¢emz baze je vybrana ze skupiny zahrnujici organické baze, s vyhodou pyridin, triethylamin
nebo N—diisopropylethylamin, nebo anorganické baze, s vyhodou Ca(OH).

8. Zpusob piipravy podle naroku 6 nebo 7, vyznacujici se tim, Ze aprotické rozpoustédlo je
misiteln¢ s vodou a zahrnuje s vyhodou DMSO nebo sulfolan, a objemovy pomér
rozpoustédlo/voda je v rozsahu 3/1 az 1/2.

9. Zpusob piipravy podle kter¢hokoli z narokii 6 az 8§, vyznacujici se tim, Ze druhy krok reakce
probiha po dobu 12 az 150 hodin.

10. Zpusob pfipravy podle kteréhokoli z naroku 3 az 5, vyznalujici se tim, Ze vychozim
polysacharidem je chondroitin sulfat, karagenan nebo dermatan sulfat a Ze se oxidovany
polysacharid ve druhém kroku spontanné eliminuje pfimo v reakéni smési za vzniku of—
nenasycenc¢ho aldehydu a spontanni eliminace probiha pii stejnych podminkach, pfi kterych
prob¢hl prvni krok oxidace.

11. Zpusob piipravy podle které¢hokoliv z naroku 3 az 10, vyznadujici se tim, Ze vychozi
polysacharid ma molekulovou hmotnost v rozsahu 5.10° a2 5.10° g.mol ™.

12. Zpusob piipravy podle kteréhokoli z narokii 3 az 11, vyznacujici se tim, Ze ve tfetim kroku
se pfida borohydrid sodny v mnozstvi 0,1 az 10 ekvivalentli, s vyhodou 0,3 az 2 ekvivalenti
prepocteno na opakujici se jednotku polysacharidu, ve vod¢ pfi teploté 5 az 40 °C, s vyhodou pii
teploté 15 az 25 °C, pii pH v rozmezi 5 az 10, s vyhodou 6 az 8.

13. PouzZiti derivatu definovanych v naroku 1 nebo 2 pro pfipravu prostiedku se zvysenym
antioxidacnim G¢inkem.

14. Pouziti derivati definovanych v naroku 2, kde polysacharidem je kyselina hyaluronova, pro
piipravu prostfedku s antirakovinovym ucinkem.

1 vykres
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