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Nové oligosacharidy, zpusob jejich pripravy a farmaceutické
kompozice tyto oligosacharidy obsahujici

Oblast techniky

Vynalez se tykd oligosacharidd obecného vzorce I

-
OR, COOM
o)
\ Q (1)
OH O LOH
OR,
L _In NHR6

jejich smési, Jejich diastereoizomerd, =zplsobu Jjejich
pripravy a farmaceutickych kompozic, které tyto
oligosacharidy obsahuji.

Dosavadni stav techniky

Sulfétované disacharidy majici na redukénim konci
1,6-anhydro-strukturu byly popsané H.P.Wessel-em v
J.Carbohydrate Chemistry, 11(8), 1039-1052 (1992), ptricemz
v této publikaci nebyla pro tyto sloudeniny popséna Zadna
farmakologicka tc¢innost.

Sulfatované trisacharidy  obsahujici opakujici se
strukturni jednotku 1,6-anhydro byly rovnéZ popsané v
patentu EP 84 999 a autory Y.Ichikawa a kol. v




Carbohydr.Res,141,273-282 (1985) jako meziprodukty pro
ptipravu vy88ich oligosacharidd. Tyto trisacharidy maji

slabou adéinnost anti-Xa.

Ve vySe uvedeném obecném vzorci I n znamena celé ¢islo
0 az 25, Ry, Ry, R, a Ry, které jsou stejné nebo odlisné,
znamenaji atom vodiku nebo skupinu SO;M, R2 a R, které
jsou stejné nebo odli¥né, znamenaji atom vodiku nebo
skupinu SO;M nebo skupinu COCH; a M znamené& sodik, vapnik,

ho¥&ik nebo draslik.

Tyto oligosacharidy takto obsahuji sudy pocet
sacharidud.

V obecném vzorci I R, vyhodné znamena atom vodiku.

V obecném vzorci I n vyhodné znamend celé <&islo 0 az
10, zejména 0 aZ 6 a obzvlasté 1 aZ 6.

Oligosacharidy obecného vzorce I mohou byt pfipravené
pisobenim hydoxidu alkalického kovu nebo kvartérniho
amoniumhydroxidu na oligosacharidy obecného vzorce II
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ve kterém n znamena celé cCislo 0 az 25, R,, R;, R, a Ry,

které jsou stejné nebo odlis3né, znamenaji atom vodiku nebo




skupinu SO,M, R, a R, které jsou stejné nebo odlisné,
znamenaji atom vodiku nebo skupinu SO,M nebo skupinu COCH,
a M znamend sodik, vépnik, ho¥d&ik nebo draslik nebo jejich

smés.

Tato reakce se provadi ve vodném prostfedi pf¥i teploté
40 a% 80 °C a hodnot& pH 10 az 13.

Jako pouZitelny hydroxid alkalického kovu 1lze uvést,
hydroxid sodny, hydroxid draselny, hydroxid 1litny a
hydroxid cesny.

Jako pouZitelny kvartérni amoniumhydroxid 1lze uvést

tetrabutylamoniumhydroxid.

Mno¥%stvi hydroxidu alkalického kovu nebo kvartérniho
amoniumhydroxidu musi byt dostatedné k tomu, aby hodnota pH
reak&ni smé&si zGstala stejnd v prubéhu celé doby trvani
reakce. Takto je tedy nezbytné v prubéhu reakce kontinualné
ptidavat hydroxid alkalického kovu nebo kvartérni

amoniumhydroxid.

Vyhodn& je hydroxid alkalického kovu nebo kvartérni
amoniumhydroxid ve formé& 1 aZ 5% vodného roztoku.

Vyhodné& se reakce provadi pr¥i teploté 60 aZ 70 °c.

Vyhodn& hodnota pH reakéni smési ¢ini 11 aZ 12,5.




Reakce se preru$i okyselenim reakéni smé&si, napfiklad
pridanim kyselé prysky¥ice, jakou je napfiklad pryskyfice
Amberlite IR120% (Fluka).

Oligosacharidy obecného vzorce I mohou byt p¥ipadné
pfedist&ny permeadni gelovou chromatografii za pouZiti gelu
polyakrylamid-agarosového typu, jakym je komercné dostupny
gel Ultrogel ACA202% (Biosepra), provadénou postupem,
ktery Jje dale ©popsédn pro separaci meziproduktovych
oligosacharidl obecného vzorce II. Oligosacharidy obecného
vzorce I, ve kterém n znamend 0 nebo 1, mohou byt také
pripadn& prelistény na sloupci aluminy za pouziti elucni
soustavy tvofené smési vody a ethanolu.

Meziproduktové oligosacharidy obecného vzorce II a
jejich sm&si mohou byt ziskény chromatografickou separaci
na gelu smé&si oligosacharidd III ziskanou enzymatickou
depolymeraci heparinu nebo bézickou depolymeraci
benzylesteru heparinu nebo polosyntetického benzylesteru

heparinu.

Tato chromatografie se provadi v kolonadch naplnénych
gelem polyakrylamid-agarosového typu, Jjakym Jje napfiklad
gel, ktery je komeréné& dostupny pod obchodnim oznacenim
Ultrogel ACA202°% (Biosepra). Vyhodn& se pouiije baterie
kolon napln&nych polyakrylamid-agarosovym gelem. Pocet
pouZitych kolon Jje z&avisly na objemu, samotném gelu a na
oligosacharidech, které maji byt rozdéleny. Smés se eluuje
roztokem obsahujicim fosfétovy pufr a chlorid sodny.
Vyhodné Jje roztokem fosfatového pufru roztok obsahujici
0,02 mol/l NaHzPO4/Na2HPO4 (pH 7) a 0,1 mol/l chloridu
sodného. Detekce jednotlivych frakci se provadi za pouZiti
ultrafialové (254 nm) a iontové (IBF) spektrometrie. Takto




ziskané frakce mohou byt potom pfipadné pfecistény
nap¥iklad chromatografii SAX (strong anion exchange)
postupy, které jsou pro odborniky znamé, a zejmena postupy
popsanymi K.G.Rice-m a R.J.Linhardt-em v Carbohydrate
Research 190, 219-233 (1989), A.Larnkjaer-em, S.H.Hansen-em
a P.B.Ostergaard-em v Carbohydrate Research, 266, 37-52
(1995) a v patentovém dokumentu WO90/01501 (p¥iklad 2).
Tyto frakce se potom lyofilizuji a potom odsoli na koloné
naplné&né gelem, jakou je napt¥iklad kolona s gelem Sephadex
G10 (Pharmacia Biochemicals).

V p¥ipadé, Ze se pfelisténi neprovadi chromatografii
SAX, mohou byr lyofilizaty p¥ipadné ptedistény Jjednoduchym
nebo frak&nim vysraZenim provadénym postupy, které Jsou
odbornikim znamé, zejména postupem popsanym ve francouzském
patentu FR 2 548 672. Obecné se pracuje nasledujicim

zpusobemn.

Lyofilizovana frakce urdend k predisténi se rozpusti
p¥i teplot& asi 25 °C v asi deseti objemech destilované
vody. P¥idavkem methanolu nebo ethanolu se vysraii
poZadovany oligosacharid, p¥idemZ se kontroluje jeho
distota vysoce vykonnou kapalinovou chromatografii (CLHP,
Chromatographie Liquide Haute  Performance). Pridavek
methanolu nebo ethanolu se urdi v zavislosti na poZadované
Gistot& a vyté&Zku uvedeného oligosacharidu. Stejné tak miZe
byt tato operace provedena v nékolika néslednych stupnich,
pridemZ se vychazi z plvodniho roztoku lyofilizatu. Za tim
idelem se p¥idava nesolubilizujici d&inidlo (methanol nebo
ethanol) v malych davkadch a po kaZdém p¥idavku uvedeného
&inidla se izoluje =ziskand sraZenina. Takto ziskané
sraZeniny se analyzuji  vysoce vykonnou kapalinovou
chromatografii. Podle poZadované <&istoty a poZadovaného
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vyt&Zku se sloudi pouze ty frakce sraZeniny, které uvedenou
poZadovanou &istotu a poZadovany vyté&Zek zarucuji.

V pripad& meziprodukt® obecného vzorce II, ve kterém n
= 0, 1 nebo 2 je vyhodné vychézet ze smé&si III ziskané
enzymatickou depolymeraci.

N

Tato enzymatickd depolymerace se provani za pouZiti
heparinu I (EC 4.2.2.7) v prostfedi roztoku fosfatového
pufru s pH 7 v p¥itomnosti chloridu sodného a bovinniho
sérového albuminu (BSA) p¥i teplot& mezi 10 a 18 °C,
vyhodné p¥i teploté 15 °c, po dobu 8 a% 10 dnd, vyhodné& po
dobu 9 dni. Tato depolymerace se pferusi nap¥iklad zahratim
reakéni smési na teplotu 100 °C po dobu 2 minut, nade? se
sm&s zpracuje lyofilizaci. Je vyhodné pouzit 7 UI
heparindzy I na 25 g heparinu. Roztok fosfatového pufru
obecné obsahuje 0,05 mol/l NaH;XM/NaZHPO4 (pH 7) v
pritomnosti 0,1 mol/l <chloridu sodného. Koncentrace

[

bovinniho sérového albuminu obecné ¢ini 2 %.

Pokud jde o meziprodukty obecného vzorce II, ve kterém
n =20, 1, 2, 3 nebo 4, je vyhodné vychéazet ze smé&si III
ziskané depolymeraci benzylesteru heparinu.-

Benzylester heparinu miZe byt pIipraven postupy
popsanymi v patentovych dokumentech US 5 389 618, EP 40 144
a FR 2 548672. Stupenl esterifikace bude vyhodné& ¢&init 50 aZ
100 %. Vyhodné se bude mira esterifikace pohybovat v
rozmezi od 70 do 90 %.

o




Uvedend depolymerace se provede ve vodném prostfedi
pomoci hydroxidu alkalického kovu (napfiklad hydroxid
lithny, hydroxid sodny, hydroxid draselny nebo hydroxid
cesny) nebo kvartérniho amoniumhydroxidu (naptiklad
tetrabutylamoniumhydroxid), vyhodné pf¥i molarité 0,1 aZ 0,2
mol/l, p¥i teploté 40 aZ 80 °C a po dobu 5 a% 120 minut. V
ramci vyhodného provedeni se pracuje po dobu 5 aZz 15 minut,
p¥i teploté& 60 a%z 70 °C a za pouZiti roztoku hydroxidu
sodného o koncentraci 0,15 mol/l. Depolymeracni reakce se
prerudi neutralizaci p¥idénim kyseliny, jakou Jje napriklad
kyselina octova. Po p¥idani 10 % hmotn./obj. octanu sodného
se smé&s oligosacharidd vysréazi p¥idanim methanolu, vyhodné

2 objemu methanolu na 1 objem reakéni smési, a zfiltruje.

\Y ramci vyhodného provedeni vynalezu se smes
oligosacharidll, ziskand po chemické depolymeraci ve formé
vodného roztoku, obohati wultrafiltraci na membranach s
prisludnym nominadlnim separaénim prahem (typ Pellicon z
regenerované celulbézy komeréné dostupny u spolecCnosti
Millipore), p¥idemZ typ membrany je zvolen v zavislosti na
typu obohaceného oligosacharidu, ktery m& byt izolovan. V
pripadé oligosacharidd obecného vzorce II, ve kterém n je
rovno 0, se pouZije membréna s nomindlnim separacnim prahem
rovnym 1 kDa, v p¥ipadé oligosacharidd obecného vzorce II,
ve kterém n je rovno 1, se pouZije membréna se separacénim
prahem 1 kDa nebo 3 kD, v p¥ipadé& oligosacharidl obecného
vzorce II, ve kterém n je rovno 2, se pouzZije membrana se
separadnim prahem 3 kDa, a v p¥ipadé oligosacharidl
obecného vzorce II, ve kterém n Jje rovho 3 nebo 4, se
pouZije membrana se separadnim prahem 5 kDa. V prub&hu této
operace se permedt zachova, =zatimco =zadrZeny podil se
povauje za odpad. Takto frakce obohaceného produktu miZe
predstavovat 50 a% 10 % vychozi smé&si oligosacharidq,
pticemz se zachova alespon 80 % poZadovaného
oligosacharidu.
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V ptipadé& meziproduktd obecného vzorce II, ve kterém n
je rovno 0 a¥ 25, je vyhodné vychézet ze smé&si III ziskané
depolymeraci benzylesteru polosyntetického sulfatovaného
polysacharidu. Uvedeny benzylester polosyntetického
sulfatovaného polysacharidu se ptipravi z polosyntetickych
sulfatovanych polysacharidd ziskanych 2z polysacharidu K5
postupy popsanymi v patentovych dokumentech W094/29352 a
W096/14425. Esterifikac¢ni, depolymerac¢ni a izolaé¢ni
podminky jsou stejné Jjako podminky popsané vysSe pro
benzylester heparinu.

Ve v8ech vy3e uvedenych postupech miZe byt vychozi
heparin vep¥ového, ov&iho, koziho nebo bovinniho (hovéziho)
pivodu a mi%e pochazet 2z hlenu, plic nebo kluZe zvifat.
Vyhodn& se pouZije heparin z vepfového nebo ovciho hlenu

nebo z hové&zich plic a vyhodn&ji heparin z vep¥ového hlenu.

Oligosacharidy obecného vzorce I maji protizénétové
vlastnosti a mohou byt takto pouZity pro prevenci nebo
1éc¢eni onemocnéni spojenych se zanétovymi procesy
zahrnujicimi  produkci cytotoxickych 1latek, jakou je
nap¥iklad oxid dusnaty (NO), jehoZ indukovatelnd forma Je
uvolfiovana zejména neutrofily nebo makrofagy v pfipadé, Ze
migruji a Jsou aktivovany v Grovni tkan&. Aktivace,
migrace, adheze a infiltrace neutrofild probih& v uarovni
tkariovych zén ischemizovanych nésledkem okluze nebo spasmu
vaskularizujici tepny uvedené tkéané&. K témto ischemiim miZe
dochazet bud v cerebralni Grovni (vaskulédrni mozkova
p¥ihoda), nebo v urovni myokardu (infarkt myokardu) anebo v
trovni dolnich okond&etin (tak zvané periferni ischemie).

Oligosacharidy obecného vzorce I mohou byt takto
pouzity pro prevenci nebo/a 1lé&eni neurodegenerativnich
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onemocnéni, u kterych cerebrdlni zéanét hraje zhoubnou roli
vedouci p¥ipadné& ke smrti, pricdemZ z téchto onemocnéni lze
uvést cerebréalni ischemie, srdedni ischemie (infarkt
myokardu), periferni ischemie, poranéni centradlni nervové
soustavy a zejména poranéni lebky, pétefe nebo kombinovana
poran&ni lebky a patete, roztrouSena sklerdza, neuropatické
bolesti a periferni neuropatie, nemoci motoneuronu a 2z nich
zejména amyotrofni lateralni sklerbza, neuro-AIDS,
Alzheimerova choroba, Parkinsonova choroba a Huntingtonova
chorea a né&které formy osteocartritid, =zejména v dudrovni
kloubt.

Protizanétova Géinnost uvedenych produktd je
demonstrovana in vivo v rémci testu produkce NO, (dusitan
a dusic¢nan) indukované lipopolysacharidem (LPS)

pochazejicim 2z Escherichia Coli, pficemZz tento test se
provadi podle protokolu popsaného autory M.Yamashita a kol.
v Eur.J.Pharmacol., 338, 2, 151-158 (1997) nebo autory
J.E.Shellito a kol. v Am.J.Respir.Cell Mol.Biol.,13,1,45-53

(1995) .

My3im samedk@m CDl1 (Charles River) s télesnou hmotnosti
mezi 25 a 35 g se v &ase T0 intravenozné injikuje bolus 0,5
mg/kg oligosacharidu, nadeZ se Jim v case T+15 minut
subkutann& injikuje 1 nebo 2 mg/kg oligosacharidu. V Case
T+30 minut se jim podd 100 mg/kg lipopolysacharidu (LPS)
pochéazejiciho 2z Escherichia Coli (Sigma L3129, serotyp
0127:B8). V dase T+3 hodiny se pokusnym zvi¥atim opétovné
subkutéann& injikuje 1 nebo 2 mg/kg oligosacharidu. V d<ase
T+5 hodin a 30 minut se pokusnym zvifatim oéni punkci
odebere vzorek krve a v plasmé krevniho vzorku se stanovi
koncentrace NO,, (dusitan a dusic¢nan) Griessovou
kolorimetrickou metodou po redukci dusicdnanu na dusitan
nitrdt-reduktézou =za pouZiti nésledujiciho postupu: 12
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mikrolitru vzorku plazmy se smisi s 88 mikrolitry
deionizované vody a ziskand smés se inkubuje za tmy po dobu
jedné hodiny p#i okolni teploté v pritomnosti 40 mikrolitrt
fosfatového pufru (0,31M, pH 7,5), 20 mikrolitrd beta-NADPH
(redukovany nikotinamidadenindinukleotidfosfat) (0,86 mM),
20 mikrolitr® FDA (flavinadenindinukleotid) (0,11 mM) a 20
mikrolitr® nitrat-reduktazy (2U0/ml) (Boehringer Mannhein).
Ke sm&si se potom p¥idd 10 mikrolitrd ZnSO, (1M) =za uUcCelem
vysrédZeni proteind a po promichéni se vzorky odstfedi pfi
20000g po dobu 5 minut. Nakonec se 50 mikrolitra
supernatantu inkubuje po dobu 10 minut p¥i okolni teploté v
p¥itomnosti 100 mikrolitru Griessova reakéniho &inidla (1%
sulfanilamid ve 0,1% smési kyseliny fosforeéné a
naftylethylendiaminu v deionizované vodé (obj./obj.)).
Ode&itaji se optické hustoty p¥i 540 nm za pouZiti
mikrodeskového spektrofotometru. KaZdé& hodnota se stanovuje
dvakrit. Jako standard pro kolorimetrickou metodu se

pouziji KNO, a NaNoO,.

P¥i tomto testu oligosacharidy podle vynélezu inhibuji

vice neZ 50 % tvorby NO,.

Jako’to vyhodné oligosacharidy obecného vzorce I 1lze
zejména uvést oligosacharidy obecného vzorce I, ve kterém:

- n je rovno O,
R, a R, znamenaji skupinu SO;Na a
M znamené sodik a
smé&s jeho diastereoisomerid;

- n je rovno 1,
R R,, Ry,
R4 znamend atom vodiku a
M znamen& sodik a

17 R, a R, znamenaji skupinu SO;Na,

sm&s jeho diastereoisomeriy;
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- n Jje rovno 2,
Rll Rzl R3I Rsl
R, znamena atom vodiku a
M znamena sodik a

R, znamenaji skupinu SO,Na,

smé&s jeho diastereoisomerli;

- n je rovno 2,

R,, Ryr Ry, Ry znamenaji skupinu SO;Na,
R znamena atom vodiku nebo skupinu SO,Na,
R, znamené& atom vodiku a

4
M znamend sodik a

sm&s jeho diastereoisomerd (derivat 1,6 anhydro AIs-Is-
-IIs).

Nasledujici p¥iklady ilustruji p¥ipravu oligosacharida

obecného vzorce I a p¥islusnych meziprodukta.

V téchto pfrikladech maji néasledujici =zratky tyto

vyznamy:

Als: (kyselina 4—deoxy—2—O—sulfo—a—L—threo—hex—enopyrano—
syluronovd) - (1—4) -2-deoxy-2-sulfonamino-6-0-sulfo-a-D-
-glukopyranosa, ¢tyfsodnd sul nebo také AUAp2S-(1-4)-
-a-D-G1lcNp2S6S;

Is: (kyselina 2-suldfo-a-L-idopyranosyluronova)-(l—4)-2-
deoxy-2-sulfoamino-6-0-sulfo-a-D-glukopyranosa, c&ty¥-
sodnéd s@l nebo také a-L-IdoAp2S-(1—4)-a-D-GlcNp2S6S;

IIs: (kyselina a-L-idopyranosyluronova) - (1—4)-2-deoxy-
-2-sulfoamido-6-0-sulfo-a-D-glukopyranosa, trojsodné
sil nebo také oa-L-IdoAp-(l—4)-a-D-GLlcNp2S6S;
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IIIs: (kyselina 2-sulfo-a-L-idopyranosyluronova- (1—4)-2-
deoxy-2-sulfoamino-a-D-glukopyranosa, trojsodna sul
nebo také o-L-IdoAp2S-(1—>4)—-a-D-GlcNp2S;

IdoAp: kyselina isopyranosyluronova;

GlcNp: 2-deoxy-2-aminoglukopyranosa;

AUap: kyselina 4-deoxy-a-L-threo-hex-enopyranosyluronova;

S: sulfat.

P¥iklady provedeni vynélezu

P¥iklad A

P¥iprava oligosacharidd obecného vzorce II, ve kterém n je
rovno 0,1 a 2 enzymatickou depolymeraci a separaci.

25 g heparinu se rozpusti ve 250 ml roztoku fosfatového
pufru obsahujiciho 0,05 mol/l1 NaH,PO,/Na,HPO, (pH = 7), 0,2
mol/l chloridu sodného a 2 % bovinniho sérového albuminu.
(EC 4.2.2.2.7) a
ziskany roztok se ochladi na teplotu 15 -°C a potom se
na této teploté
reakce. Pribéh  této
alikvotnich vzorkd reakéni smési a jejich permeacni gelovou

Do této smé&si se zavede 7 UI heparinézy I

udrzuje v prubéhu celé depolymeradni

reakce se sleduje odebiranim

analyzou. Po deviti dnech se enzymatickd reakce prerusi

zah¥ivanim reakéni sm&si na teplotu 100 °C po dobu dvou

minut. Ochlazend reakéni smés se potom lyofilizuje. Takto

se ziskd smés oligosacharidd III.

Ziskanéa smés oligosacharidu III se potom

chromatografuije nasledujicim postupem.
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Chromatografie se provadi v  kolonadch naplnénych
polyakrylamid-agarosovym gelem znémym pod obchodnim
oznadenim Ultrogel ACA 202 a wuvedend smés se eluuje
roztokem obsahujicim fosfatovy pufr (0,02 mol/1
NaH,PO,/Na,HPO,) s pH = 7 a 0,1 mol/l chloridu sodného.
Detekce se provadi ultrafialovou (254 nm) a iontovou (IBF)
spektrometrii. Ziskané produkty mohou byt p#ipadné
predistény chromatografii SAX (strong anion exchange) nebo
frakénim sréZenim provedenym postupem popsanym v patentovém
dokumentu FR 2 548 672. Izolované produktové frakce se
lyofilizuiji a potom odsoli v koloné naplnéné gelem Sephadex
GlOR (Pharmacia Biochemicals).

Uvedenym postupem se ziskaji 3 g disacharidu Is, 1100
mg smési hexasacharidu typicky obsahujici 55 % derivatu
AIs-Is-IIs a 10 % AlIs-Is-IIIs. Tato posledné& uvedeni smés
miZe byt bud precdisténa postupy, které Jsou odbornikim
znémé, za UcCelem rozdéleni v3ech sloZek smési nebo pouZita
jako takové pro prevedeni na 1,6-anhydro-derivét obecného
vzorce I. Je tfeba poznamenat, Ze v prudbéhu tohoto
ptevedeni hexasacharid AIs-Is-IIIs nemiZe vést k tvorbé

sloucdenin obecného vzorce I.

Priklad B

Priprava oligosacharid@ obecného vzorce II, ve kterém n
znamena 0, 1, 2, 3 nebo 4 depolymeraci benzylesteru

heparinu a separaci

a) Priprava benzylesteru heparinu

Benzylester heparinu se pfipravi postupem popsanym Vv
p¥ikladu 3 patentu US 5,389,618.
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b) Depolymerace

100 g Dbenzylesteru heparinu se rozpusti v 1,9 1
demineralizované vody. Smés se zah¥eje =za michéni na
teplotu 60 °C. Po ziskani homogenniho roztoku se do tohoto
roztoku =zavede najednou asi 35 ml 23% roztoku hydroxidu
sodného. Po 10 minutach se roztok ochladi a neutralizuje 80
ml asi 2N roztoku kyseliny octové. K tomuto roztoku se
p¥ida 10 % (hmotn./obj.) octanu sodného. Smeés

oligosacharidl se vysrazi pfridanim asi 2 objemd methanolu.

SraZenina se izoluje filtraci, dvakréat promyje methanolem a
o

potom vysu8i za sniZeného tlaku pri teploté 50 C. Po
vysudSeni se ziské& 73,8 g smési oligosacharidd II.
c) Obohaceni oligosacharidem, ve kterém n = 1

30 g vyse uvedenym zplsobem ziskané smeési

oligosacharidd se rozpusti v asi 35 objemech vody. Tento
roztok se podrobi wultrafiltraci p¥es membrédnu 3 kDa
(Pellicon). KdyZz se odtédhne 600 ml permedtu, tento permeéat
se zY¥edi 500 ml wvody. V operaci se pokracduje aZ do
okamZiku, kdy se odtédhne dalsich 450 ml dodatedného
permeatu. Obé frakce permeatu se sloudi a potom zahusti k
suchu za sniZeného tlaku. Ziska se 6,1 g naZzloutle bilého
produktu. Analyza  tohoto pevného produktu provedena
permeadni gelovou chromatografii ukazuje, Ze tento produkt
obsahuje asi 30 oligosacharidu obecného vzorce 1II, ve

)
[}
kterém n je rovno 1.

d) Frakcionace smési oligosacharidt podrobenych

ultrafiltraci
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Obohacend smés se frakcionuje v kolonadch naplnénych
polyakrylamid-agarosovym gelem, ktery je znédm pod oznacenim
Ultrogel ACA 202 (pouzijil se ¢&ty¥i kolony v sérii, pricemZ
prumér kolon ¢ini 10 cm a vySka kolon ¢&ini 50 cm). 5 g
sm&si obohacené ultrafiltraci se rozpusti ve 25 ml vody a
eluuje roztokem chloridu sodného o koncentraci 0,2 mol/l
p¥i pratoku 5 ml/min. Na spodku kolony se Jjimaji 25 ml
frakce eludtu. Detekce produktll se provede ultrafialovou
(254 nm) a iontovou (IBF) spektrometrii. Frakce produktu,
pro ktery n = 1 se izoluji, 1lyofilizuji a potom odsoli v
koloné naplnéné gelem Sephadex G10. Po lyofilizaci se ziské
1 g tetrasacharidu obsahujiciho typicky 70 % derivéatu
AIs-Is vzorce II (R;, R,, Ry, R, R, = S0,Na a M = Na).
Tento derivat AIs-Is miZe byt pfipadné p¥edistén
chromatografii SAX (strong anion exchange) nebo vyhodné
frakénim sréZenim provedenym postupem popsanym v patentu FR
2 548 672.

P¥iklad 1

Do reaktoru udrZovaného na teploté 66 °C se zavede 5 ml
roztoku hydroxidu sodného o koncentraci 0,0063 mol/l.
Hodnota pH roztoku se potom zméf¥i a stanovi jako cilova
hodnota (pH = 11,35). Za michani se najednou pfida 30 mg
oligosacharidu vzorce II, ve kterém n je rovno O, R, a R
znamenaji skupinu SO,Na a M znamena sodik. Hodnota pH se
potom reguluje a udrZuje na hodnoté pH = 11,35 kontinudlnim
pfidavanim roztoku hydroxidu sodného o koncentraci 0,5
mol/l. Po deseti hodindch se p¥ferusi p¥idavani hydroxidu
sodného a reak&ni sm&s se ochladi na teplotu 25 °C. Hodnota
PH roztoku se potom nastavi na hodnotu mezi 6 a 7 p¥idénim
prysky¥fice Amberlite IR120. Smés se zfiltruje p¥fes membréanu
Whatman GF/B a potom zahusti za sniZeného tlaku (2,7 kPa)
p¥i teplot& blizké 25 °C. Produkt se vyjme 0,5 ml
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destilované vody a potom lyofilizuje. Takto se ziskd 29 mg
sm8si diastereoisomerd oligosacharidu vzorce I, ve kterém n
je rovno 0, R, a Rg znamenaji skupinu SO;Na a M znamena
sodik [ kyselina 4-deoxy-2-0O-sulfo-a-L-threo-hex-4-enopyra-
nosyluronova-(1—4)~1, 6-anhydro-2-deoxy-2-sulfoamino-f-D-

mannopyranbza, trojsodna sil,
protonové spektrum (D,0, 400 MHz, T=298K,delta v ppm):

3,15(1H,s,H2),
3,75(2H,m,H6 a H3),
3,88(1H,m,H4),
4,20(14,d,J=8Hz,H6),

4,22 (1H,t,J=5Hz,H3"),

4,58 (1H,m,H2"),
4,75(1H,m,HS),

5,53 (1H,s,H1),
5,60(1H,dd,J=6 a 1Hz,H1"),
6,03(1H,d,J=5Hz,H4");

kyselina 4-deoxy-2-0O-sulfo-a-L-threo-hex-4-enopyranosyl-
uronova- (1-4) -1, 6-anhydro-2-deoxy-2-sulfoamido-f-D-gluko-
pyranbdza, trojsodna sil,

protonové spektrum (D,0, 400 MHz, T=298K,delta v ppm):

3,34 (1H,dd,J=7 a 2Hz,H2),
3,72 (1H,t,J=8Hz, H6),
3,90(1H, m,H3),
4,03(1H,s,H4),
4,20(1H,d,J=8Hz,H6),
4,23(1H,t,J=5Hz,H3"),
4,58 (1H,m,H2"),

4,78 (1H,m,HS),
5,50(1H,s,H1),
5,60(1H,dd,J=6 a 1Hz,H1"),
6,03(1H,d,J=5Hz,H4"] .

Priklad 2
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Do reaktoru udrZovaného na teploté 62 °C se zavede 33,3
ml roztoku hydroxidu sodného o koncentraci 0,0063 mol/l.
Hodnota pH roztoku se zmé¥i a stanovi se jako cilova
hodnota (pH = 11,15). Za michéni se p¥id4d najednou 200 mg
oligosacharidu vzorce II, ve kterém n je rovno 1, R,, R,,
R,
a M znamend sodik. Hodnota pH se kontroluje a udrZuje na

R, a R znamenaji skupinu SO,Na, R, znamena atom vodiku

hodnoté 11,15 kontinualnim p¥idavanim roztoku hydroxidu
sodného o koncentraci 0,5 mol/l. Po 12 hodinédch se pY¥erusi
pfidavani hydroxidu sodného a reakéni smé€s se ochladi na
teplotu 25 °C. Hodnota pH roztoku se nastavi na hodnotu
mezi 6 a 7 pridénim prysky¥ice Amberlite IR120. Smés se
zfiltruje p¥es membridnu Whatman GF/B a potom zahusti k
suchu za sniZeného tlaku (2,7 kPa) pri teploté blizké 25
°c. Produkt se vyjme 3 ml destilované vody a potom
lyofilizuje. Takto se ziské& 230 mg oligosacharidu vzorce I,
1r Ryr Ry R
skupinu SO,Na, R, znamend atom vodiku a M znamena sodik, ve

ve kterém n Jje rovno 1, R a R, znamenaji
formé& smési diastereomeru [ kyselina 4-deoxy-2-O-sulfo-a-L-
~threo-hex-4-enopyranosyluronova- (1-4) -2-deoxy-2-sulfoami-
no-6-0O-sulfo-a-D-glukopyranosyl-(1l->4)~-kyselina 2-O-sulfo-
-o~L-isopyranosyluronova—-(1-4) -1, 6-anhydro-2-deoxy-2-sulfo

amino-B~D-mannopyrandza, heptasodnéd sul:
protonové spektrum (D,0, 400 MHz, T=298K,delta v ppm):

3,15(1H,s,H2),

3,25(1H,m,H2"),

3,60(1H,m,H3"),

mezi 3,70 a 4,70(14H,blok,H3/H4/H6, H2°/H3°/H4"/H5  ,H4" /-
H5" /H6", H2"""/H3 " "),

4,75(1H,m, HS),

mezi 5,20 a 5,40(2H,m,H1" a H1"),

5,45(1H,m,H1" " "),

5,56 (1H,m,H1),

5,94 (1H,d,J=5Hz,H4),
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kyselina-4-deoxy-2-0O-sulfo-a-L-threo-hex-4-enopyranosyluron
ova- (1—4) -2~-deoxy-2-sulfoamino-6-0-sulfo-a-D-glukopyrano-
syl- (1—-4) -kyselina-2-0O-sulfo-a-L-isopyranosyluronova- (1->4
) -1, 6-~anhydro-2-deoxy-2-sulfoamido-f-D-glukopyranéza,
heptasodna sul,

protonové spektrum (D,0, 400 MHz, T=298K,delta v ppm):

3,25(1H,m,H2"),

3,42 (1H,dd,J=4 a 1Hz,H2),

3,60(1H, m,H3"),

mezi 3,70 a 4,70(14H,blok,H3/H4/H6, H2 /H3"/H4 /H5 " ,H4" /-
H5" /H6", H2°°°/H3"" "),

4,75(1H,m, HS,

mezi 5,20 a 5,40(2H,m,H1" a H1"),

5,45(1H,m,H1" " "),

5,52 (1H,m,H1),

5,94 (1H,d,J=5Hz,H4)] .

Priklad 3

Do reaktoru udrZovaného na teploté 62 °C se zavede 16,7
ml roztoku hydroxidu sodného o koncentraci 0,0063 mol/l.
Zzm&¥i se hodnota pH roztoku a tato hodnota se stanovi jako
cilovid hodnota pH (pH = 11,7). Za mich&ni se p¥ida najednou
100 mg oligosacharidu vzorce II, ve kterém n je rovno 2,
R,, R,y Ry, Ry a Ry znamenaji skupinu SO,Na, R, znamena atom
vodiku a M znamend sodik. Hodnota pH se kontroluje a
udr?uje na hodnoté 11,7 komtinuélnim p¥idavanim roztoku
hydroxidu sodného o koncentraci 0,5 mol/l. Po 10 hodinéach
se prerudi p¥idavani hydroxidu sodného a reakéni smés se
ochladi na teplotu 25 °C. Hodnota pH roztoku se potom
nastavi na hodnotu mezi 6 a 7 p¥idanim prysky¥ice Amberlite
IR120. Sm&s se zfiltruje pfes membrénu Whatman GF/B, nacdeiZ

se zahusti k suchu za sniZeného tlaku (2,7 kPa) pIi teploté
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blizké 25 °C. Produkt se vyjme 3 ml destilované vody a
potom lyofilizuje. Takto se zisk&d 108 mg oligosacharidu
obecného vzorce I, ve kterém n je rovno 2, R;, R,, Ry, Ry a
Rg
znamena sodik, ve form& smési diastereoizomert; jako A aZ F

znamenaji skupinu SO;Na, R, znamena atom vodiku a M

se oznaduji konstitu&ni cukry hexasacharidd, p¥icemZz A
znamena zbytek 1,6-anhydro a F znamend zbytek nenasycené
kyseliny uronové [ kyselina 4-deoxy-2-O-sulfo-a-L-threo-hex-
-4-enopyranosyluronova- (1—4)-2-deoxy-2-sulfoamino-6-0-sulf
o-a-D-glukopyranosyl-(1—4)-kyselina 2-0O-sulfo-a-L-idopyra-
nosyluronova- (1—4) -2-deoxy-2-sulfoamino-6~0-sulfo-oa-D-glu-
kopyranosyl-(1—4)-kyselina 2-0O-sulfo-a-L-isopyranosyluro-
nova- (1-4) -1, 6-anhydro-2-deoxy-2-sulfoamino-pB-D-mannopyra-
nbéza, undekasodné sul,

protonové spektrum (D,0, 600 MHz, T=298K,delta v ppm):

3,15(14,s,H2(a)),

3,25(2H,m,H2 (C+E)),

3,60(2H, m,H3(C+E) ),

mezi 3,65 a 4,50(19H,blok,H2 (B+D) /H3 (A+B+D+F) /H4 (A+B+C+D+
E) /H5 (C+E) /H6 (A+C+E) ),

4,60 (1H,s,H2(F),

4,80 (3H,m, H5 (A+B+D) ,

5,18(1H,s,H1 (D)),

5,30(1H,s,H1(B)),

5,34 (1H,d,H1(C)),

5,36 (1H,d,H1(E))
5,46 (1H,s,H1(F)),
5,57(1H,s,H1(A)),
5,95(1H,d,J=5Hz,H4 (F));

14

kyselina
4-deoxy—-2-0-sulfo~-a-L-threo-hex—-4-enopyranosyluronova-
-(1-4)-2-deoxy-2-sulfoamino-6-0O-sulfo-a-D-glukopyranosyl-
(1>4)-kyselina 2-0O-sulfo-a-L-isopyranosyluronova-(l—4)-2-
deoxy-2-sulfoamino-6-0-sulfo-a-D-glukopyranosyl- (1—4)-ky-
selina 2-0O-sulfo-a-L-idopyranosyluronova-(1—4)-1, 6-anhy-
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dro-2-deoxy-2-sulfoamino-B-D-glukopyranéza, udekansodna

sal,
protonové spektrum (D,0, 600 MHz, T=298K,delta v ppm):

3,25(2H,m,H2 (C+E)),

3,42 (1H,m,H2 (7)),

3,60 (2H, mH3 (C+E) ),

mezi 3,65 a 4,50(19H,blok,H2 (B+D) /H3 (A+B+D+F) /H4 (A+B+C+D+
E) /H5 (C+E) /H6 (A+C+E) ),
4,60(1H,s,H2(F)),
4,80(3H,m,HS (A+B+D),
5,18 (1H,s,H1 (D)),
5,31(1H,s,H1(B)),

5,34 (1H,d,H1(C)),

5,36 (1H,d,H1(E)),

5,46 (1H,s,H1(F)),

5,52 (1H,s,H1 (7)),
5,95(1H,d,J=5Hz,H4 (F))] .

Priklad 4

Do reaktoru udrZovaného na teplot& 62 °C se zavedou 4
ml roztoku hydroxidu sodného o koncentraci 0,0316 mol/l.
Zm&t¥i se hodnota roztoku a tato hodnota se stanovi jako
cilovad hodnota pH (pH = 11,8). Za michéni se najednou p¥ida
100,8 mg smési oligosacharidd vzorce II, ve kterém n Jje
rovno 2, obsahujici 55 % derivatu AIs-Is-Is (R;, R,, Ry, R
a R, znamenaji skupinu SO;Na, R, znamena atom vodiku a M
znamend sodik), 35 % derivatu AIs-Is-IIs (R, R,y Ry a R
znamenaji skupinu SO;Na, R, znamena bud skupinu SO;Na nebo
atom kysliku, R, znamend atom vodiku a M znamend sodik) a
10 % derivatu AIs-Is-IIIs (R;, R,, R;, Ry
skupinu SO,Na, R, znamena atom vodiku a M znamena sodik,
pficemZ skupina SO;M uhliku C6 je nahrazena atomem vodiku) .

a R, znamenaji
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Hodnota pH se kontroluje a udrZuje na hodnotée 11,8
kontinualnim p¥idavénim roztoku hydroxidu sodného o
koncentraci 0,5 mol/l. Po 11 hodindch se pferusi p¥idavani
hydroxidu sodného a reakéni smé&s se ochladi na teplotu 25
°Cc. Hodnota pH roztoku se nastavi na 6 aZ 7 pfidanim
prysky¥ice Amberlite IR120. Smés se zfiltruje pf¥es membranu
Whatman GF/B a potom zahusti k suchu za sniZeného tlaku
(2,7 kPa) p¥i teploté blizké 25 °C. Produkt se vyjme 1,5 ml
destilované vody a potom lyofilizuje. Takto se ziskd 110 mg
sm&si oligosacharidd obecného vzorce I, ve kterém n Jje
rovno 2, obsahujici zejména derivat 1,6-anhydro-AIs-Is-Is
(Ryr Ryy Ry, Ry a Ry znamenaji skupinu SO,Na, R, znamena atom
vodiku a M znamena sodik) a derivat 1,6-anhydro-Als-Is-IIs

(R;, R,, Ry a Rg znamenaji skupinu SO,Na, R, znamena bud
skupinu SO,Na nebo atom vediku, R, znamena atom vodiku a M
znamena sodik) . Analyza provedena vysoce vykonnou

kapalinovou chromatografii v modu iontovych pé&rd umoZiuje
sledovat transformaci na derivat obecného vzorce I. V tomto
piripad& vysoce vykonnd kapalinovd chromatografie ukazuje,
Ye probé&hla transformace v ptipadé derivatd AIs-Is-Is,
Als-Is-IIs.

P¥iklad 5

Do reaktoru udrZovaného na teploté 66 °C se zavede 8,6
ml roztoku hydroxidu lithného o koncentraci 0,025 mol/l.
zm&¥1 se hodnota pH a tato se stanovi jako cilovad hodnota
(pH = 11,68). Za michani se potom najednou pifida 50 mg
oligosacharidu obecného vzorce II, ve kterém n je rovno O,
R, a R, znamenaji skupinu SO;Na a M znamena sodik. Hodnota
pH se kontroluje a udrZuje na 11,68 kontinualnim pf¥idavanim
roztoku hydroxidu lithného o koncentraci 0,466 mol/l. Po 8
hodindch se p¥idavéani roztoku hydroxidu lithného pferusi a
reakéni smés se ochladi na teplotu 25 °C. Analyza provedenéa




22

vysoce vykonnou kapalinovou chromatografii v modu pérovych
iontd umoZfiuje sledovat transformaci na derivat obecného
vzorce I, ve kterém n je rovno 0, R; a Rg znamenaji skupinu
SO,Na a M znamena sodik nebo 1lithium. V tomto pIipadé,
vysoce vykonnd kapalinovd chromatografie ukazuje, Ze

o)

uvedena transformace prob&hla na 100 %. VytéZek stanoveny

[=3

za pouZiti vnéjsiho standardu ¢ini 81,2 %.

P¥iklad 6

Do reaktoru udrZovaného na teploté 66 °C se zavede 8,3
ml roztoku hydroxidu draselného o koncentraci 0,0063 mol/l.
zm&¥i se hodnota pH a tato se stanovi jako cilova hodnota
(pH = 11,1). Za michani se potom najednou pfidad 50 mg
oligosacharidu obecného vzorce II, ve kterém n je rovno 0,
R, a Rg znamenaji skupinu SO,Na a M znamenad sodik. Hodnota
pH se kontroluje a udrZuje na 11,1 kontinuédlnim pfidavanim
roztoku hydroxidu draselného o koncentraci 0,515 mol/l. Po
24 hodinadch se ptridavani roztoku hydroxidu draselného
pferudi a reak&ni smés se ochladi na teplotu 25 °C. Analyza
provedena vysoce vykonnou kapalinovou chromatografii v modu
parovych iontd umoZfiuje sledovat transformaci na derivat
obecného vzorce I, ve kterém n je rovno 0, R, a Ry
znamenaji skupinu SO,Na a M znamena sodik nebo draslik. V
tomto pripad&, vysoce vykonnd kapalinovd chromatografie
ukazuje, %e uvedend transformace probéhla na 100 %. VytéZek

[o]

stanoveny za pouZiti vné&j3iho standardu &ini 75,6 %.

P¥iklad 7

Do reaktoru udrZovaného na teploté 66 °C se zavede 8,3
ml roztoku hydroxidu cesného o koncentraci 0,0063 mol/1l.
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zm&¥1 se hodnota pH a tato se stanovi jako cilova hodnota
(pH 10,75).
oligosacharidu obecného vzorce II, ve kterém n je rovno 0,
R, a Rg znamenaji skupinu SO,Na a M znamena sodik. Hodnota
pH se kontroluje a udrZuje na 10,75 kontinualnim p¥idavanim

Za michani se potom najednou p¥idad 50 mg

roztoku hydroxidu cesného o koncentraci 0,476 mol/l. Po 20
hodinidch se pridavani roztoku hydroxidu cesného pferusi a
reak&éni sm&s se ochladi na teplotu 25 °C. Analyza provedenéa
vysoce vykonnou kapalinovou chromatografii v modu péarovych
iontt umoZiiuje sledovat transformaci na derivat obecného
vzorce I, ve kterém n je rovno 0, R; a R, znamenaji skupinu
SO;Na a M V tomto ptipadé,
vysoce vykonna
uvedend transformace probéhla na 90,3

znamena sodik nebo cesium.
chromatografie ukazuje,
VytéZek stanoveny

kapalinova zZe

o
B .

[+

za pouziti vné&jsiho standardu ¢ini 73 %.

P¥iklad 8

Do reaktoru udrZovaného na teploté 66 °C se zavede 8,3
ml roztoku tetrabutylamoniumhydroxidu o koncentraci 0,0063
mol/l. zm&¥i se hodnota pH a tato se stanovi jako cilové
hodnota (pH = 10,95). Za michani se potom najednou pfida 50
mg oligosacharidu obecného vzorce II, ve kterém n je rovno
0, R, sodik.
Hodnota pH se kontroluje a udrZuje na 10,95 kontinualnim
p¥idavanim roztoku tetrabutylamoniumhydroxidu o koncentraci
0,521 mol/1l. Po 16 hodinéch
tetrabutylamoniumhydroxidu pferusi
ochladi na teplotu 25 °C. Analyza provedend vysoce vykonnou
kapalinovou chromatografii v modu parovych iontd umoZiuje
sledovat transformaci na derivat obecného vzorce I, ve
R, a R, znamenaji skupinu SO;Na a M
sodik nebo tetrabutylamonium.

znamenaji skupinu SO,Na a M znamena

a R6

se pridavani roztoku

a reakéni smeés se

kterém n Jje rovno O,

znamena V tomto piipadé,

vysoce vykonnad kapalinovd chromatografie ukazuje, zZe
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uvedena transformace probé&hla na 96,7 %. VytéZek stanoveny

za pouziti vnéjsiho standardu &ini 65 %.

Lé&iva podle vynalezu obsahuji Jjako uc&innou 1latku
alespori jeden oligosacharid obecného vzorce I nebo smeés
oligosacharidd obecného vzorce I ve formé kompozice, ve
které Jsou uvedeny oligosacharid nebo uvedena smés
oligosacharidd obsaZeny v kombinaci s libovolnym jinym
farmaceuticky kompatibilnim produktem, ktery miaZe byt
inertni nebo fyziologicky uc¢inny. Lé&iva podle vynalezu
mohou byt aplikovéna intravenéznim, subkutéannim, oralnim,

rektédlnim, topickym nebo inhalacnim podanim.

Sterilnimi kompozicemi pro intravendézni nebo subkutanni
podani jsou obecné vodné roztoky. Tyto kompozice mohou
rovnéz obsahovat pfisady, zejména smaceci ¢inidla,
izotonizujici &inidla, emulgac¢ni ¢inidla, dispergacni
&inidla a stabilizadni &inidla. Sterilizace kompozic miZe
byt provedena né&kolika zpusoby, nap¥iklad sterilizujici
filtraci, oz&¥enim nebo p¥idénim sterilizadnich &inidel ke
kompozici. Uvedené kompozice mophou byt rovné&Z pIfipraveny
ve form& pevnych kompozic, které mohou byt rozpustény
bezprost¥edn& p¥ed pouZitim ve sterilni vodé nebo Vv

libovolném jiném sterilnim injikovatelném prost¥edi.

Jako pevné kompozice pro oradlni podéani mohou byt
pouZity tablety, pilulky, prasky (Zelatinové kapsle, sacky)
nebo granule. V téchto kompozicich je G&inna latka smisSena
pod proudem argonu s Jjednim nebo nékolika inertnimi
Yedidly, jakym Jjsou 8&krob, celuldéza, sachardza, laktdza
nebo silika. Tyto kompozice mohou rovné&Z obsahovat latky
jiné neZ Yedidla, a to napfiklad jedno nebo né€koliv maziv,

jakymi jsou zejména steardt hofednaty nebo talek, c¢inidlo
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podporujici oralni absorpci, barvivo, zapouzdfovaci

material (draZé) nebo lak.

Jako kapalné kompozice pro oralni podani mohou byt
pouZity farmaceuticky p¥ijatelné roztoky, suspenze, emulze,
sirupy a elixiry obsahujici inertni fedidla, jakymi jsou
zejména voda, ethanol, glycerol, rostlinné oleje nebo
parafinovy olej. Tyto kompozice mohou obsahovat 1 Jjiné
latky neZ ¥fedidla, a to nap¥iklad smacedla, sladidla,
zhutriovadla, aromatizadni latky nebo stabilizatory.

Kompozicemi pro rektdlni podani jsou <&ipky nebo
rektdlni kapsle, které vedle udinné latky obsahuji pomocné
latky, jakymi jsou kakaové méslo, polosyntetické glyceridy
nebo polyethylenglykoly.

Kompozicemi pro topické podéni mohou byt napfiklad
krémy, lotiony, néplasti, kolutoria, nosni kapky nebo

aerosoly.

Davky G&innych  latek podle vynalezu zavisi na
pofadovaném u&inku, na dob& lédeni a na zvoleném zpuscbu
podani; tyto davky se obecné pohybuji mezi 0,5 a 10 mg na
kilogram té&lesné hmotnosti pacienta a den p¥i subkuténnim
podani, t.j. 3 aZ 60 mg denné& pro dospé€lého pacienta s
té&lesnou hmotnosti 60 kg.

Vhodné davkovani obecné stanovi oSetfujici 1lékat v
zavislosti na  véku, télesné hmotnosti a ostatnich
individalnich faktorech pacienta.
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tyka nebo 1léceni
zanétlivym
produkci cytotoxixkych latek, mezi které patfi

(NO) . Oligosacharidy obecného vzorce

Vynadlez se rovnéZ zplisobu prevence

se procesem zahrnujicim

nemoci  spojenych
zejména oxid

dusnaty I mohou byt

takto prevenci nebo/a

neurodegenerativnich chorob,

pouzity pro

hraje zhoubnou ulohu, které mohou vést ke

kterych 1lze uvést nervové

ischemie centralni

mozkové ischemie, ischemie sitnice a

ischemie (infarkt myokardu), periferni
centralni nervové soustavy a zejména Urazy lebky,
patefe, podkozeni

neuropatické

Grazy lebky
sklerobzu,

kombinované a

kochlei, roztroudenou

periferni neuropathie, nemoci motoneuronu a

amyotrofni lateré&lni sklerbézu, neuro-AIDS,

chorobu, Parkinsonovu chorobu, Huntigtonovu

smrti

kochlei,

ischemie,

sitnice
bolesti

léceni

pri kterych cerebralni zénét

a ze
soustavy,

srdec¢ni

poruchy
patere a
a
a

Z nich

Alzheimerovu

choreu a

nékteré formy osteocartritidy, zejména v Grovni kloubt.
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PATENTOVE NAROKY

1. Oligosacharidy obecného vzorce I

COOM
O
p © (I)
OH O H
OR;
_n NHR,

ve kterém n 2znamend celé c&islo 0 aZz 25, R,;, Ry, R, a Rs
které jsou stejné nebo odlidné, znamenaji atom vodiku nebo
skupinu SO;M, R, a R,, které Jjsou stejné nebo odlisné,
znamenaji atom vodiku nebo skupinu SO,M nebo skupinu COCH,
a M znamenéd sodik, vapnik, ho¥c¢ik nebo draslik, smés téchto
oligosacharidd a jejich diastereoizomery.

2. Oligosacharidy podle néroku 1 obecného vzorce I, ve
kterém R, znamena atom vodiku, smé&s té&chto oligosacharidd a

jejich diastereoizomery.

3. Oligosacharidy podle nékterého 2z n&rokdt 1 nebo
2,o0becného vzorce I, ve kterém n znamen&d celé d&islo 0 a¥Z
10, smés téchto oligosacharidid a jejich diastereoizomery.

4., Oligosacharidy podle nékterého 2z nérokd 1 nebo 2
obecného vzorce I, ve kterém n znamend celé &islo 0 aZ 6,
smés téchto oligosacharidd a jejich diastereoizomery.
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5. Oligosacharidy podle nékterého =z nérokG 1 nebo 2
obecného vzorce I, ve kterém n znamenad celé d&islo 1 aZz 6,

smé&s téchto oligosacharidd a jejich diastereoizomery.

6. ZplUsob p¥ipravy oligosacharidd obecného vzorce I podle

ndroku 1, v y z n a ¢ e n y t 1 m, Ze se pusobi
hydroxidem alkalického kovu nebo kvartérnim
amoniumhydroxidem na oligosacharidy obecného vzorce II
— —
OR, COOM SO,Na
O
. Q (I1)
OH & H OH
OR,
[ —dn NHR,

ve kterém n znamena celé c¢&islo 0 az 25, R,y Ry, R, a Ry,
které jsou stejné nebo odlisné, znamenaji atom vodiku nebo
skupinu SO;M, R, a R, které jsou stejné nebo odlisné,
znamenaji atom vodiku nebo skupinu SO;M nebo COCH, a M
znamend sodik, vépnik, ho¥&ik nebo draslik, nebo na jejich
smés, naceZ se ziskané oligosacharidy nebo jejich smési

izoluji.

7. Zpusob podle nédroku 6, vy znadeny t im Ze se
reakce provede ve vodném prost¥edi p¥i teplot& 40 a% 80 °C
a hodnoté pH 10 aZz 13.

8. Zpusob podle nékterého z nérokd 6 nebo 7, vy z n a -
¢ e ny t 1 m, Ze se pouZije 1 aZ 5% vodny roztok
hydroxidu alkalického kovu nebo kvartérniho

amoniumhydroxidu.
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Zpusob podle nékterého z naroka 6 aZ 8, vy zna -

9.
eny t i m, %Ze se reakce provadi p¥i teploté 60 az 70
o

cC.

=
3
~

10. ZpGsob podle narokdt 6 aZ 9, vy znac eny t
¥e reakd&ni hodnota pH je rovna 11 aZ 12,5.

11. Zptsob podle néarokd 6 az 10, vy zna ¢ eny t i m,
alkalického kovu nebo kvartérnim
amoniumhydroxidem Jje hydroxid
hydroxid lithny, hydroxid cesny nebo tetrabutylamoniumhyhy-

droxid.

Ze hydroxidem

sodny, hydroxid draselny,

12. Farmaceuticka kompozice, vy z na ¢ e n & t im Ze

jako U&innou latku obsahuje alespori jeden oligosacharid

podle naroku 1.

13. Farmaceutickd kompozice, v y z na ¢ e n a t im, Ze

jako U&innou latku obsahuje alespori jeden oligosacharid

podle nékterého z naroka 1 az 5.

14, Pouziti obecného vzorce I podle

ndkterého z narokll 1 aZ 5 pro pfipravu léciva urceného pro

oligosacharidt

prevenci nebo 1é&eni nemoci spojenych se zanétlivym

procesem zahrnujicim produkci oxidu dusnatého (NO).

15. PouZiti oligosacharidl@ obecného vzorce I podle naroku

14 pro p#ipravu 1lédiva urdeného pro prevenci a 1léceni
cerebrélnich, srdednich nebo vaskularnich perifernich
ischemii, osteoartritid, poranéni centralni nervové
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soustavy, poran&ni lebky, poranéni péatere a kombinovaného
poranéni lebky a patete, roztrousené sklerbzy,
neuropatickych bolesti, perifernich neuropatii, nemoci
motoneuronu, amyotrofni laterdlni sklerdzy, neuro-AIDS,
Alzheimerovy choroby, Parkinsonovy choroby a Huntingtonovy

chorei.

Zastupuje:
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