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1. Uvod

Syntetické polymery a polymery vyskytujici se
v ptirod¢ byly dfive zkouméany v pomérn¢ oddélenych
oblastech vyzkumu. Takové rozliseni je opodstatnéné,
protoze obé skupiny polymert se 1isi v mnoha zékladnich
aspektech. Biopolymery (proteiny, nukleové kyseliny
a polysacharidy) maji velmi casto dobfe definovanou
strukturu, optimalizovanou miliardami let evoluce. Jedna
se predevsim o jejich pfesné chemické slozeni, poradi jed-
notlivych sekvenci, nadmolekularni strukturu a také o
pfesné dany pocet zabudovanych monomernich jednotek
v jednom fetézci, v disledku ¢ehoz je vétSina biopolymert
uniformni. Naproti tomu vétSina syntetickych polymert
ma mnohem jednodussi a ndhodnéjsi strukturu, avSak che-
micky mnohem pestiejsi. Pied nékolika desetiletimi se
vSak tyto oblasti vyzkumu ¢éstecné protly a vytvofily nové
vyzkumné odvétvi hybridnich makromolekul sloZenych
jak z pfirodnich, tak ze syntetickych polymert. Tyto kopo-
lymery, oznacované v literatuie nejcastéji jako polymerni
biokonjugaty, byly nejprve hojné studovany a posléze
vyuzivany ve farmacii'?. Nicméné rychly rozvoj v oblasti
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nanotechnologii a biotechnologii v nedavné dobé ptispél
k tomu, ze vyuziti polymernich biokonjugati vyrazné¢ pte-
kracuje farmaceutické pole a zahrnuje riznoroda odvétvi
jako napf. biosenzory, umélé enzymy, biometrii, fotoniku
¢i nanoelektroniku®®. Diky tomuto $irokému vyuziti se
studium hybridnich polymera stalo dilezitou oblasti poly-
merni chemie.

Cilem tohoto piehledu je poskytnout komplexni popis
jedné specifické skupiny polymernich biokonjugati — gly-
kokonjugatti, tedy hybridnich polymert na bazi polysacha-
ridl, které jsou nejcastéji vyuzivany pro cileny transport
1é&iv & v tkafiovém inzenyrstvi’. Tento kol neni jednodu-
chy, nebot’ ob¢ kategorie (polysacharidy i syntetické poly-
mery) maji extrémné ruznorodé vlastnosti. Polysacharidy
se 1i8i od ostatnich biopolymerti tim, Ze mohou byt vysoce
rozvétvené a jejich monomerni jednotky mohou byt navza-
jem spojeny mnoha riiznymi typy vazeb. Typ spojujici
glykosidové vazby ma pritom zésadni vliv na vlastnosti
vysledného polysacharidu i na jeho nadmolekularni struk-
turu. Ulohou polysacharidi v organismech je predeviim
skladovat a transportovat energii (napt. Skrob, glykogen) €i
chranit proti mechanickému poskozeni (chitin), avSak mo-
hou zastdvat i pomérné slozité biologické funkce®. Tento
prehled nejprve ukazuje mozné postupy priprav téchto
polymernich glykokonjugatt a dale se vénuje jednotlivym
prikladiim, které jsou usporadané dle jednotlivych druhti
polysacharidii.

2. Priprava polymernich glykokonjugati
2.1. Zdroje polysacharida

Je s podivem, ze i kdyz je studium polymernich gly-
kokonjugatti dulezitou oblasti souc¢asného vyzkumu, tak
syntéza/ptiprava samotnych polysacharidd je pomérné
slozita. Tento fakt je dan piedevsim tim, Ze zatim, narozdil
od proteint a nukleovych kyselin, neexistuje jednoduchy
automatizovany systém pro syntézu oligosacharidd, a to
i pfesto, ze se vyzkumu této tématiky vénovalo nemalé
usili (viz tab. I). Vysvétleni prozatimniho netspéchu tkvi
ve struktufe samotnych polysacharidi. Zatimco chemicka
syntéza oligopeptidu zahrnuje opakujici se tvorbu peptido-
vé vazby napf. mezi jednou aktivovanou karboxylovou
skupinu a volnym aminem, chemickd syntéza oligosachari-
dd vyzaduje n€kolik hydroxylovych skupin podobné reak-
tivity vhodné diferencovanych tak, aby se ziskal pozado-
vany produkt s pfisluSnou regio- a stereoselektivitou, od-
povidajici pozadované trojdimenzionalni struktufe. Tato
syntéza tedy Ccasto zahrnuje namdhavé manipulace
s chranicimi skupinami a extrémné dlouhé syntetické ces-
ty. V Zivych organismech existuje centralni dogma mole-
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Tabulka I
Obecné metody vyuzivané k ziskani biopolymerta

Biopolymery Metody k ziskani

Proteiny extrakce z biologického materialu,
automatizovana peptidova syntéza,
nativni ligace peptidi, nadmérna
exprese genu vlozenych do produkéni-
ho organismu, katalyza proteasou

Nukleové kyse-  extrakce z biologického materialu,

liny automatizovana syntéza nukleovych
kyselin, polymerasova fetézova reakce

Oligo/ extrakce z biologického materialu,

polysacharidy chemicka syntéza, enzymaticka

syntéza

kularni biologie (DNA — RNA — proteiny), které bohu-
zel neplati pro glykokonjugaty. Ty totiz nejsou syntetizo-
vany templatovou reakci, ale spiSe posttranslaénim proce-
sem, pficemz jejich vysledna struktura je ovlivnéna mnoha
faktory — kompetici enzymi pro jeden substrat, substrato-
vou specifitou enzymu a také dostupnosti substratu.
Z tohoto diivodu jsou glykokonjugaty véetné glykoprotei-
ni typicky polydisperzni'®.

Polysacharidy pouzivané k pfipravé polymernich
glykokonjugati  jsou dostupné pomoci extrakce
z biomateridlu, chemickou syntézou ¢i enzymatickou syn-
tézou (viz tab. I).

Relativné nejjednodussi a nejvice prostudovany zpi-
sob je zmiflovana extrakce polysacharidd, avsak tyto meto-
dy casto neprodukuji dostatecné mnozstvi materialu
v potfebné kvalité. Polysacharidy, ziskavané extrakci, jsou
obsaZeny nejcastcji jako strukturni komponenty v bunéc-
nych sténach, predev§im hub, bakterii a fas. Vybér ex-
trak¢éni metody je zavisly na struktufe dané bune¢né stény,
napf. bunecné stény hub obsahuji dva typy polysacharidi:
fibrilarni  chitin  (nebo celulosu) a vodorozpustné
B-glukany, o-glukany a glykoproteiny''. Vétina extraké-
nich metod zahrnuje nejprve odstranéni nizkomolekular-
nich latek pomoci 80% ethanolu. Dale mohou nasledovat
3 postupné extrakce: vodou (100 °C, 3 h), 2% roztokem

OPG OPG
0, 0,
PGO LG+ HO OPG
PGO OPPG PGO OPG
glykosidacni €inidlo nukleofil
(donor) (akceptor)

aktivator

rozpoustédlo
teplota
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Stavelanu amonného (100 °C, 6 h) a 5% roztokem hydroxi-
du sodného (80 °C, 6 h)"%. Extrakce horkou vodou vedou
obecné k polysacharidim rozpustnym ve vod¢, které se
vyskytuji na  vng&j§i  vrstvé  bunecné stény
(exopolysacharidy) a chrani ji pred externim mechanickym
poskozenim. Extrakce alkalickymi roztoky vedou naproti
tomu spiSe k polysacharidim ve vodé nerozpustnym, které
tvofi vnitini vrstvu bunecné stény (endopolysacharidy).
Pfesnd metoda extrakce daného polysacharidu se muze
lisit od vyse popsaného obecného postupu v zavislosti na
jeho struktufe a rozpustnosti ve vod¢, avsak vzdy je nutné
narusit strukturu bunecné stény pomoci vhodné zvolenych
extrak¢nich podminek (pH a teplota). Nakonec mohou byt
extrahované  polysacharidy  pfeCistény pfesrdzenim
v ethanolu. Casto se také vyuZiva iontova chromatografie
na diethylaminoethyl (DEAE) celulosové koloné, separuji-
ci neutralni a nabité polysacharidy, pti¢emz nejprve jsou
eluovany neutralni polysacharidy vhodnym pufrem a poté
je eluovan nabity polysacharid pufrem o vysoké iontové
sile'". Neutralni polysacharidy mohou byt dale separovany
na o- a B-glukany pomoci afinitni chromatografie, ktera
vyuziva specifické reakce a-glukani s imobilizovanym
ligandem uvnitt kolony. Po pfidani smési a- a B-glukani
k takovémuto ligandu se na né¢j vazou jen a-glukany, které
s nim tvofi silné vazby, a zbytek smési protékd kolonou
beze zmény. Navazany a-glukan se nasledné eluuje pomo-
ci vysoce koncentrovaného roztoku soli (napf. chloridu
vapenaté¢ho, chloridu sodného ¢i chloridu draselného).
Jako ligandy se specifickou reakci na a-glukany se vétsi-
nou vyuzivaji lektiny.

Jak jiz bylo diskutovéno vyse, dalsi zplisobem ziska-
vani oligo/polysacharidii je chemicka syntéza, ktera je
vSak velmi narocnd, coz vyplyva ze struktury té€chto latek.
Vznik glykosidové vazby chemickou syntézou je uskutec-
nén nukleofilem (,,glykosidovy akceptor®), ktery napada
aktivované anomerni centrum (,,glykosidovy donor®), pfi-
¢emz vSechny hydroxylové a aminové skupiny musi byt
maskovany chranicimi skupinami tak, aby pouze pozado-
vané hydroxylova skupina ¢i skupiny byly glykosidovany
(obr. 1). Velikost, elektronické vlastnosti a konformace
chranicich skupin maji obrovsky vliv na finalni reaktivitu
a stereoselektivitu glykosidace, stejné jako pouzité roz-
poustédlo, teplota a aktivator. Vzhledem ke komplexité

OPG

PGO
PGO

Obr. 1. Obecné schéma vzniku glykosidové vazby pomoci chemické syntézy (PG — chranici skupina, LG — odstupujici skupina, PPG —
,,ucastnici se“ chranici skupina). Stereochemie vysledného produktu zavisi na povaze chranici skupiny, odstupujici skupiny, aktivatoru,
rozpoustédle a teploté. Zde uvedeno pro piipravu PG-chranéného disacharidu D-glukosa-B(1—4)-D-glukosa
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té&chto reakci vznikl specializovany obor organické synté-
zy, pro néjz je charakteristickd strategicka jednoduchost,
provozni sloZitost a nepfedvidatelnost glykosidacnich re-
akci. V pribéhu mnoha let byla vyvinuta fada odstupuji-
cich anomernich skupin, napf. glykosylhalogenidy, avSak
v posledni dob¢€ byly nahrazeny piedevsim glykosylimida-
ty"?, thioglykosidy'* nebo glykosylfosfaty'. K tomu navic
nové znalosti reaktivit glykosidacnich ¢inidel pfinesly
pokrok v sekvenéni ,,one-pot“ syntéze, kdy je nutna sprav-
na kombinace jednotlivych stavebnich bloku, které mohou
slouzit jednak jako glykosidacni Cinidla stejné jako nukle-
ofily'®. Touto metodou byly piipraveny aZ hexasacha-
ridy'”. Rozdily reaktivit jednotlivych glykosida¢nich &ini-
del obecné komplikuji syntézu glykanl, protoze rdzné
stavebni bloky vyzaduji rizné reak¢ni teploty a cas. Veel-
ku spolehliva stereoselektivita je v ptipadé vzniku trans-
glykosidické vazby, kdy se chranici skupina (nejcastéji
estery nebo amidy) v misté C-2 ucastni vzniku oxoniového
meziproduktu a blokuje tak jednu jeho stranu, a tudiz nuk-
leofil ma moznost ptistoupit pouze z druhé strany. PFitom-
nost chranicich skupin v jakékoliv jiné poloze glykosidac-
niho ¢inidla miZe potencialné ovlivnit stereochemicky
vysledek glykosidace'®. Opagna situace je v piipads vzni-
ku cis-glykosidické vazby, kdy nelze vyuZit tyto ,,uCastnici

GLYKOSYLTRANSFERASA

a) klasicka syntéza sacharidu

" glykosyltransferasa™._
e ~J

NDP-cukr

fosfatasa

b) multienzymova recyklace
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HO
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-
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[ GOy
F}F‘i T & )\:)F'El_,_
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se*“ chranici skupiny (estery, amidy), ale vyuzivaji se tzv.
,»neucastnici se* skupiny v pozici C-2, napf. benzyl ethery
¢i azidy. Zde se bez vlivu ,,ucastnici se“ skupiny vytvari
termodynamicky stabiln€j$i produkt — o-glykosid diky
anomernimu efektu. Tento fakt naznacuje, ze reakce ve-
douci k cis-B-glykosidické vazb€, pritomné napt.
v B-mannosidech, jsou vcelku naro¢né, nebot’ nelze pouzit
,»Uucastnici se* chranici skupiny a musi se zéroven elimino-
vat anomerni efekt pomoci tzv. ,,konformaéniho uzamknu-
ti“!?. Nejnovéjsi vyzkum pak piinesl koncept automatické-
ho oligosacharidového syntetizdtoru na pevné fazi,
Glyconeer 2.1, se kterym je mozné syntetizovat rtizné oli-
gosacharidy obsahujici az 30 jednotek v fetdzci®.

Dalsi moznosti pfipravy oligosacharidi je enzymatic-
ka syntéza, ktera vyuziva glykosyltransferasy a glykosida-
sy jako cenné regio- a stereoselektivni katalyzatory vzniku
glykosidové vazby. Glykosyltransyltransferasy jsou zod-
povédné za syntézu vétSiny glykanti na povrchu savéich
bunék, kde prenaseji dany sacharid od odpovidajiciho do-
norového substratu (nukleotid sacharidu) ke specifické
hydroxylové skuping akceptujiciho sacharidu (obr. 2a)*'.
Velké mnozstvi eukaryotickych glykosyltransferas bylo jiz
usp€Sn€ klonovéno, pficemz bylo zjiSt€no, ze vykazuji
obecné vynikajici vazebnou a substratovou specifitu

GLYKOSIDASA

c) reverzni hydrolyza

0 o)
mﬂl\l‘oﬂ + %DH
HO HO
akceptor donor

glykosidasa

0

HO

Obr. 2. Obecné schéma enzymatické syntézy sacharidi pomoci a) klasické glykosyltransferasy; b) multienzymové recyklace
s glykosyltransferasou® a c) reverzni hydrolyzy glykosidasou (N — nukleosid, NDP — nukleosid-difosfat, NTP — nukleosid-trifosfat)
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a zarovenl velmi dobré vytézky. BohuZzel vSak i tyto synté-
zy maji i urCité nevyhody. Mezi né patii napt. fakt, Ze nuk-
leosid-difosfaty (NDP) generované béhem reakce jsou
veelku ucinné inhibitory glykosyltransferasy a navic pfi
syntéze ve velkém méfitku se finan¢ni ndklady na vyrobu

vyvinuta metoda multienzymové recyklacezz, pri které je
NDP-cukru vyzadovan pouze v katalytickém mnozstvi,
protoze se generuje in situ z levnych vychozich materialt
(obr. 2b). Kromé toho se vznikajici NDP recykluje na
NDP-cukry, ¢imz se zabraifiuje inhibici produktem. Posled-
ni nevyhodou vyuziti glykosyltransferasy pro syntézu oli-
gosacharidu je jeji Spatna dostupnost. I kdyz v dnesni dobé
je na trhu dostupnych mnoho komerénich glykosyltransfe-
ras, pfesto 1ze najit chybéjici specifické enzymy pro vznik
uréitych pozadovanych glykosidovych vazeb. Jak bylo
vySe uvedeno, vedle glykosyltransferas byvaji vyuzivany
také exo-glykosidasy a endo-glykosidasy. V zivych orga-
nismech jsou glykosidasy zodpovédné nejcastéji za Sté€peni
glykosidickych vazeb, ovSem za kontrolovanych podmi-
nek mohou byt pouzity spiSe pro syntézu glykosidickych
vazeb nez pro jejich Sté€peni (obr. 2¢), ptic¢emz jako kataly-
zatory pri syntéze oligosacharidi jiz byly uspé$né pouzi-
ty”**. Ve srovnani s glykosyltransferasami jsou glyko-
sidasy nenakladné, stabilni a snadno dostupné a navic vy-
zaduji levné donorové substraty oproti neekonomickym
nukleotidim sacharidu. Jediné jejich nevyhoda je obecné
slaba regiospecifita, ktera muze bohuzel vést ke tvorbé
vice produkti.

2.2. Ptiprava roubovanych kopolymert

Nejcastéjsim typem studovanych modifikovanych
polysacharidt jsou jejich roubované kopolymery, které se

a) Roubovani ,,z"”

Referat

mohou pfipravit pomoci tfi syntetickych strategii (obr. 3):
roubovanim ,,z (a), roubovanim ,,na*“ (b) nebo roubova-
nim ,,skrz (c), pfi¢emz prvni dva pfistupy jsou nejcastéji
pouzivané”. Technika roubovani ,,z* je obecné pouzivana
v ptipad¢, kdy je potieba vyssi hustota roubovani. Pfi této
technice jsou nejprve zavedeny skupiny inicidtoru
na hlavni fetézec polysacharidu, pfi¢emz vznika tzv. mak-
roiniciator, a nasledné je zahdjen rtst roubovanych fetézcl
z povrchu polysacharidu za pfitomnosti pozadovaného
monomeru. Naproti tomu pfi technice roubovani ,,na“ jsou
nejprve samostatné vytvoreny zivé polymerni fetézce,
které jsou nasledn¢ terminovany funkénimi skupinami
nesenymi hlavnim polymernim fetézcem. Tato technika je
vyhodna zvlasté diky tomu, ze polymerizace vedlejsiho
fetézce probiha oddélené od polysacharidu, a tudiz na néj
nema zadny degradacni vliv. Dalsi vyhodou roubovani
,,na“ je moznost snadno a detailné charakterizovat rouby,
napf. jejich molekulovou hmotnost (pro charakterizaci se
¢ast polymerizaéni smési terminuje nizkomolekularnim
Cinidlem). Avsak pfi roubovani ,,na“ je obecné dosahova-
no niz§i roubovaci hustoty, piedevsim kvuli sterickému
efektu®®. Nejméné pouzivanou technikou piipravy roubo-
vanych polysacharidii je roubovani ,,skrz, pfi kterém je na
jeden konec oligo/polysacharidového fetézce zavedena
polymerizovateln4 skupina (nejcastéji dvojna vazba), pfi-
¢emz pii polymerizaci vytvaii monomerni jednotky této
skupiny hlavni fetézec nesouci oligo/polysacharidové rou-
by.

Technika roubovani ,,z byva Casto zkouména ve
spojeni s radikdlovou polymerizaci, kdy jsou nejprve radi-
kaly generovany podél hlavniho polysacharidového fetéz-
ce pomoci chemického iniciatoru nebo zafeni. Takto vy-
tvofeny makroiniciator je nasledné moZné radikélove poly-
merizovat v pfitomnosti monomeru za vzniku pozadované-

O o ey
%50 o0 o° ? '? £
O o iniciator e ® monomer
polysacharid makroiniciator c; &
o}
b) Roubovani ,,na"
Coo ®
funkéni skupiny ol
ysacharid polymer s
polysacharid o © funkénimi skupinami i

c) Roubovani ,,skrz"

S

polysacharid zakongeny
polymerizovatelnou skupinou

polymerizace

Obr. 3. Syntetické strategie pripravy roubovanych polysacharidii:

a ¢) metodou roubovani ,,skrz*
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a) metodou roubovani ,,z*; b) metodou roubovani ,,na“
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ho roubovaného glykokonjugatu. Nevyhodou této metody
je v8ak mozna degradace polysacharidového fetézce
a velmi omezena kontrola molekulové hmotnosti roubt
stejné jako disperzity. Nové moznosti v kontrole délky
syntetického roubu pfinéseji specilni techniky fizené radi-
kalové polymerizace — nitroxidem zprostiedkovana poly-
merizace (NMP)?’, radikalova polymerizace s prenosem
atomu (ATRP)* a polymerizace s reverzibilnim adi¢né-
fragmentaénim pienosem (RAFT)®. Tyto fizené polymeri-
zace jsou vice tolerantni vii¢i béZznym necistotdm a vlhkos-
ti a zarovetl jsou kompatibilni s velkym mnozstvim funk¢-
nich skupin, a tak umoziuji pfesné prizpiisobeni pozado-
vanych vlastnosti polysacharidovych hybridi. Principem
této techniky je vyznamné sniZeni koncentrace propagac-
nich radikalovych konct fetézce, ¢imz se vyrazné minima-
lizuje také koncentrace ireverzibilnich terminacnich center,
a jelikoz rychlost rekombinace radikalovych center je
umérna druhé mocniné koncentrace radikald, zatimco
rychlost propagace je pouze pfimo umérna této koncentra-
ci radikalq, tak 1ze v systémech s velmi nizkou koncentraci
radikalovych center dosahnout polymeri s tizkou distribu-
ci molarnich hmotnosti. Pro sniZeni koncentrace propagu-

OAc

o] 0

TM:
sO ~

OTMs n oT Ms

TG OTMs OMsT OTMs

TMsO OTMs

CH,OH CH,0H
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Q
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jicich radikalovych center se do systému ptidavaji latky,
které zajiSt'uji reverzibilni zachyceni ,,aktivniho* radikélo-
vého centra a jeho pfeménu na ,,spici“ centrum. Naprtiklad
fizeni techniky NMP spociva v pridavku nitroxidu, vytva-
fejici v reakcéni smési relativné stabilni radikaly, zatimco
pii ATRP se pfidavad komplex prechodného kovu jako
katalyzator a alkylhalogenid jako iniciator. Pfi procesu
RAFT je reverzibilni zachyceni radikalu zajiSténo pfeno-
sovymi reakcemi pomoci napt. dithioesterovych sloucenin.

2.3. Ptiprava blokovych kopolymert

Nase literarni reSerSe prekvapivé ukazala, ze oproti
roubovanym polysacharidovym kopolymertim se jen velmi
malo publikaci vénuje syntéze blokovych kopolymer
oligosacharidt ¢i polysacharidi. Jako prvni takovyto blo-
kovy kopolymer byl koncem 80. let pfipraven polyethyle-
noxid-blok-oligosacharid pomoci tzv. ,,couplingu“ konco-
vych skupin®. Od t¢ doby byly ptipraveny kopolymery
obsahujici synteticky blok spojeny s polysacharidovym
také pomoci radikalové® a enzymatické polymerizace™.
V ptipad¢ radikalové polymerizace je na konec polysacha-
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ridového fetézce zavedena skupina, ktera se nasledné
ucastni fizené polymerizace syntetického bloku. Napiiklad
glykokonjugované adukty 2,2,6,6-tetramethylpiperidin-1-
-oxylu (TEMPO) byly pftipraveny z glukosy, malto-
oligosacharidti a B-cyklodextrinu®, pti¢emz jejich nasled-
nou fizenou polymerizaci typu NMP byly vytvoieny poly-
meru typu P-cyklodextrin-blok-polystyren (M, 5 az
37 kDa, D < 1,5). Z komerén¢ dostupného B-cyklodextrinu
byl také syntetizovan acetylovany oligosacharid schopny
iniciovat polymerizaci typu ATRP (obr. 4a)* pfi¢emz
tento inicidtor umoznil fizenou polymerizaci fady mono-
mert, napf. styrenu, methyl-methakrylatu a dalsich funkc-
nich hydrofilnich methakrylat. Ziskané oligosacharidové
bloky byly nasledn¢ kvantitativné deacetylovany methoxi-
dem sodnym ve smési methanolu a chloroformu za ziskani
blokovych oligosacharidovych polymerd. Navic ATRP
iniciatorova skupina byla také Uspesné zavedena
na reduktivni konec dextranu (M, = 6,6 kDa) pomoci re-
duktivni aminace s a-tercidrnim bromidem, pficemz na-
sledné¢ byly —OH skupiny dextranu chranény silylaci
(obr. 4b). Poté byly fizenou polymerizaci ziskany kopoly-
mery dextran-blok-polystyren s nastavitelnym slozenim
jednotlivych blokt™. Jak jiz bylo vyse zmin&no, blokové
polysacharidové kopolymery byly také pfipraveny enzy-
matickou syntézou, pficemz nejdfive byl nasyntetizovan
prvni blok methoxypolyethylenoxid-p-nitrofenylkarbonat
(My, = 5,0 kDa), ktery nasledné reagoval s maltopenta-
ozylaminem. Tento meziprodukt (MPEO-primer, obr. 4c)
byl nasledné uspesné enzymaticky polymerizovan fosfory-
lazou extrahovanou z brambor vyuZivajici a-D-glukosa-1-
-fosfat jako substrat™®.

3. Vyuziti polymernich glykokonjugatu v praxi

3.1. Kopolymery polysacharida vyskytujicich se
v rostlinach

Celulosa je linearni ve vod¢€ nerozpustny polysacharid
obsahujici jednotky 1,4-B-D-glukosy. Je hlavni stavebni
slozkou rostlinnych bunéénych stén, coz ji stavi do role
nejrozsifenéjsiho biopolymeru na zemském povrchu (bylo
odhadnuto, Ze ro¢né vznika cca 1,5:10° tun celulosy™).
Modifikovana celulosa je jiz dlouhou dobu primyslové
vyuzivana a tato historie saha az do roku 1870, kdy byl
poprvé vyroben polymerni material ,,celuloid (nitrat celu-
losy zmékceny kafrem) ve firmé Hyatt Manufacturing
Company™®, pfi¢emz vyroba nitratu celulosy zahrnuje jeji
esterifikaci kyselinou dusi¢nou v pfitomnosti kyseliny
sirové, fosforecné nebo octové. V soucasné dobé jsou dal-
§imi obecné pouzivanymi estery celulosy acetat celulosy,
propionat celulosy a butyrat celulosy. Dal$im moznym
zplsobem chemické modifikace celulosy jsou etherifikacni
reakce, kterymi se daji ziskat dulezité produkty, napf. me-
thylcelulosa, karboxymethylcelulosa a hydroxyalkylcelu-
losa. Tyto estery a ethery celulosy se vyuzivaji pfi vyrobé
nejriznéjSich natérd, optickych folii, sorpénich medii,
1éCiv, potravin ¢i kosmetiky. V roce 1943 se Ushakov po-
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kousSel polymerizovat nekteré allyl estery a vinyl estery
celulosy s estery kyseliny maleinové, pfiCemz ziskal ne-
rozpustné produkty, coz byly pravdépodobné prvni roubo-
vané kopolymery celulosy”. Od té doby bylo syntetizové-
no nepieberné mnozstvi roubovanych kopolymeri celulo-
sy. Naprtiklad bylo provedeno kationtové iniciované rou-
bovani celulosového substratu pomoci isobutylenu
a o-methyl styrenu, pfi¢emzZ iniciator byl vytvoren reakci
fluoridu boritého (Lewisova kyselina) a hydroxylovych
skupin celulosy (Lewisova baze). Roubovand celulosa
polyakrylonitrilem, polymethakrylonitrilem a polymethyl-
methakrylatem byla pfipravena aniontovou polymerizaci,
vyuzivajici alkoholaty celulosy jako iniciatory. Velmi
dobfe fizené molekulové hmotnosti a Gzké distribuce bylo
dosazeno také pfi roubovani celulosy pomoci poly(2-
-methyl-2-oxazolinu) a poly(isobutylvinyletheru)*’.

[-Glukany jsou polysacharidy obsahujici B-D-
-glukosové jednotky, spojené vétSinou 1,3-B- nebo 1,6-B-
-glykosidovymi vazbami. B-Glukany se v ptirod¢ vyskytu-
ji v bunéénych sténich obilovin, bakterii a hub, pficemz
vlastnosti jednotlivych B-glukanti se signifikantné lisi
v zavislosti na jeho plvodu. B-Glukany se pouZivaji ja-
ko ztuzovaci Ccinidla v nejriznéjSich potravinarskych
a kosmetickych vyrobcich. Obecné je znamo, Ze f-
glukany maji velmi prospésny vliv na lidské zdravi. Bylo
prokazéano, ze piijem nejméné 3 g ovesného B-glukanu
denné snizi hladinu LDL cholesterolu a ptispiva tak ke
snizeni rizika kardiovaskularnich chorob*'. Velmi zajima-
vou skupinou B-glukanti, jiz v tradi¢ni orientalni mediciné
vyuzivanych, jsou B-glukany pochazejici z bunéénych stén
hub. V nedavnych studiich byly popsany jejich imunotera-
peutické vlastnosti, véetné zesileni protinadorové imunitni
odpovédi*, coZ je spojeno se stimulaci imunitnich recep-
tortt (predevsim Dektin-1 a Toll-like receptory), a tak se
modifikované B-glukany v posledni dobé studuji jako po-
tencidlni protinddorovd immunoterapeutika. Kurdlan
(B-1,3-glukan), vyrabéjici se fermentaci bakterii Agrobac-
terium biobar, byl roubovan polyethylenglykolem, pfi-
¢emz vznikly kopolymer byl pouZit pro pfipravu nanocas-
tic nesoucich chemoterapeutickou latku doxorubicin. Pfi-
pravené nanocastice tudiz kombinovaly dvé 1é¢ebné meto-
dy — chemoterapii a immunoterapii*. Na podobném kon-
ceptu byla také zaloZena lécba immunoradioterapii, pro
kterou byl B-glukan (pochazejici z Auricularia auricula-
judae) roubovan poly(2-methyl-2-oxazolin-co-2-butyl-2-
-oxazolinem), ktery byl dale oznagen radioaktivnim *°Y.
Takto oznaceny polymer spojoval vhodné termoresponziv-
ni vlastnosti pro tvorbu polymerniho depa, terapeutickou
lokalni radioaktivitu a imunoterapeutické pusobeni, coz
bylo uspesné prokdzano pii in vivo testech na mySich
s lymfomem™.

x-Karagenan je polysacharid skladajici se ze stiidavé
vazanych galaktosovych a 3,6-anhydrogalaktosovych jed-
notek, sulfatovanych i nesulfatovanych, pficemz tyto jed-
notky jsou propojeny a-1,3 a B-1,4 glykosidickymi vazba-
mi. k-Karagenan se ziskava extrakci z Cervenych mof-
skych ftas, nejCast€ji z Chondrus crispus. Graftovanim
k-karagenanu pomoci polyvinylpyrrolidonu (M, = 10 kDa)
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vznikéd material vytvafejici ve vodném prostiedi pti pH ~ 7
hydrogely vykazujici zvySenou schopnost udrzovat vodu
1 pfes slabsi gelovou pevnost nez prislusné kontrolni poly-
sacharidy®. Zajimavé pH-responzivni hydrogely k-karage-
nan-graft-polymethakrylamid byly pfipraveny jako poten-
cidlni kandidati pro fizeny transport bioaktivnich latek,
pii¢emz fazovy prechod byl pozorovan pii pH ~ 3 (cit.*).
Pozdé¢ji byla vytvofena interpenetra¢ni pH-responzivni
polymerni sit’ k-karagenan-graf#-polyakrylamidu a alginé-
tu sodného, pfi¢emz tento material byl Gspesné vyuzit pro

-----

1éCivo s analgetickymi a antipyretickymi ucinky) do
sttev?’’. Podobné hydrogely, vykazujici velmi vyhodnou
pH-responzivitu, byly pfipraveny roubovanim polyakrylo-
vé kyseliny-co-poly-2-akrylamido-2-methylpropan-
sulfonové kyseliny na x-karagenan®. Pro pouziti k hojeni
ran, vyzadujici od materidlu schopnost zadrzovat vodu,
absorbovat vlhkost a antimikrobialni aktivitu, byl
r-karagenan modifikovan kyselinou chloroctovou. Vznikly
karboxymethyl-karagenan vykazoval vSechny tyto potieb-
né vlastnosti, které byly siln€ zavislé na jeho stupni substi-
tuce — ¢im byl vEtsi stupen substituce, tim lepsi vysledky
byly prokazany®. Tenké filmy pochézejici z motskych
porostii na bazi k-karagenanu byly roubovany polymethyl-
methakrylatem s vyuZitim peroxodisiranu draselného jako
iniciatoru. Vysledné materialy vykazovaly vhodnou veli-

kost pori vyuzitelnou pro membrany na separace plyni™.

3.2. Kopolymery polysacharidd zivo¢i§ného pivodu
a vyskytujicich se v houbach

Chitin je relativn€ hydrofobni linedrni polysacharid
tvorici primarni komponentu bunéénych stén vétSiny hub
a také se vyskytujici v kutikule ¢lenovcetl, pficemz u nékte-
rych z nich (napf. u hmyzu, korysi apod.) je kutikula
zpevnéna pomoci minerdlnich latek a pfeménéna v pevny
exoskelet. Chitin je slozen z molekul N-acetyl-D-
-glukosaminu vzdjemné propojenych pomoci 1,4-B-glyko-
sidické vazby. Je nerozpustny ve vod¢€ pii neutralnim pH,
ale jeho modifikace pomoci N-deacetylace (— chitosan
obsahujici jednotky N-acetyl-D-glukosaminu a D-glukos-
aminu) zvySuje rozpustnost ve vodé a zaroveil poskytuje
podél fetézce reaktivni primarni aminoskupiny, které je
mozné dale modifikovat. Chitosan rozpustény za kyselych
podminek spoleéné v kombinaci s polyolovymi solemi
(napt. glycerol- nebo glukosa-fosfatova stil) vytvari termo-
responzivni gel, ktery je pii laboratorni teploté v kapalném
stavu a pfi 37 °C se pfemeéni na gel, coz je velmi uzite¢né
pro enkapsulaci zivych bun€k ¢i terapeutickych proteint.
Tento systém byl Uisp€sné vyuzit in vivo pro transport bio-
logicky aktivnich ristovych faktort a také pro enkapsulaci
matric Zivych chondrocyti pro tkafové inzenyrstvi’'. Dal-
§im zajimavym ptikladem vyuziti chitosanu pro responziv-
ni systémy je chitosan-graft-poly(2-dimethylamino)ethyl
methakrylat, ktery je citlivy na zménu pH. Pfi pH ~ 4 vy-
tvéari polymer molekularni roztok, zatimco pfi pH 5-6 se
zaCinaji vytvaret ,,core-shell“ nanocastice, pii pH ~ 7 se
tyto nanocastice dale spojuji a vytvafi nanocastice typu
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dvouvrstvé koule a pfi pH ~ 8 nakonec dochazi k jejich
agregaci a vysrazeni’>. Dokonce byl pfipraven systém
kombinujici oboji vySe zminéné responzivni chovéni, chi-
tosan-grafit-poly-2-(N,N-dimethylamino)ethyl-methakrylat,
ktery vykazuje jak pH- tak termoresponzivni chovani>.
Modifikovany chitosan mize byt také vyuzit pro selektivni
adsorpci rtutovych iontll, pficemz za timto ucelem byl
pomoci ATRP syntetizovan chitosan-grafi-polyakrylamid,
ktery pfi nasledné studii vykazoval velmi dobrou maximal-
ni adsorp¢ni kapacitu rtuti (az 322,6 mg Hg iontl/
g polymeru)™.

Kyselina hyaluronova (KH) je hydrofilni linearni
glykosaminoglykan,  obsahujici  kyselinu  1,4-B-D-
-glukuronovou a 1,3-B-N-acetylglukosamin. KH byla prv-
né objevena v dobytéim oku v roce 1934 (cit.), aviak
pozdéji bylo zjisténo, ze KH je distribuovano v celém téle,
zejména v extracelularni matrici a synovidlnich tekuti-
nach’®. Pestoze samotnd KH miiZe byt pro aplikace izolo-
véna extrakci z zivych tkéni, nejcastéji je produkovéana
mikrobialni fermentaci kvili snizenému riziku infekci,
kontaminaci a vir&®’. Bylo prokazano, ze KH podporuje
angiogenezi a pomaha pii hojeni ran>®, pficems tato zjists-
ni motivovala k masivnimu vyuziti KH pro regeneraci
poskozenych hlasivek a 1écbu jejich nedostate¢né funkc-
nosti, pro vy latek a také
v kosmetickém a potravinaiském pramyslu® . Dale také
bylo zvazovano pouziti KH jako biomateridlu pro dlouho-
dobé implantaty, avsak vyuziti nemodifikované KH bylo
problematické kvuli jeji velmi rychlé enzymatické degra-
daci v téle (u lidi se syntetizuje a degraduje az 5 g KH
denné, pficemz v pramérném cloveku je celkem obsazeno
piiblizné 15 g KH)®. Pro sniZeni rychlosti degradace
a také jeji kontrolu byla KH konjugovéna se syntetickymi
polymery, které navic ¢asto i zvySovaly mechanickou pev-
nost téchto materiali. Prestwich a spol. studovali tvorbu
hydrogelt tak, Ze nejfive KH pfevedli na derivat dihydra-
zidu adipové kyseliny, ktery potom zesitovali
s polyethylenglykol propiondialdehydem®, ale nakonec se
ukazalo, ze pro polymerni sit¢ KH budou vyuzitelngjsi
spise chemicky Setrnéjsi postupy. Jako eventualita se uka-
zala moznost funkcionalizace KH volnymi thioly a nésled-
né zesitovani pomoci Michaelovy adice s polyethylen-
glykol diakrylatem®’. Takto pfipravené materidly mohou

P
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1ékd, zvyseni reepitelizace pii hojeni ran®, stimulaci ristu
vlase&nic pomoci uvoliiovani cytokinii® nebo jako néhraz-
ka tukové tkand®. Na KH byla také roubovéna poly
(mlécna-co-glykolova kyselina), pti¢emz vysledny kopoly-
mer vytvarel nano€astice vyuzitelné k cilenému transportu
protinadorovych 1é¢iv’’. Rovnéz byla zkouméana konjugace
methakrylatu KH s diakrylatem blokového kopolymeru
Pluronic® F127 pomoci fotozesitovaciho efektu. Takto
vzniklé hydrogely vykazovaly termoresponzivitu’', tedy
rychle ztracely obsah vody ve své struktufe (odbotnaly)
s rostouci teplotou, coz bylo nasledné vyuzito v aplikaci
kontrolovaného uvoliiovani lidskych rtstovych faktori
a plazmidi DNA, indukujicich transfekci in vitro. Podobné
hydrogely byly vytvofeny roubovanim methakrylatu KH
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amino-funkcionalizovanym produktem Pluronic® F127
s naslednym fotozesitovanim s akrylatovymi bunécné-
adheznimi doménami. Enkapsulace chondrocytli témito
hydrogelovymi strukturami poté zpisobila in vitro zvyse-
nou produkci proteinl extracelularni matrice, predev§im
kolagenu IT (cit.”).

Chondroitin sulfat (CS) je linedrni polysacharid obsa-
hujici 1,3-B-N-acetylgalaktosamin a 1,4-B-glukuronovou
kyselinu. N-Acetylgalaktosamin je v fetézci sulfatovan
v poloze 4 nebo 6 (chondroitin-4-sulfat resp. chondroitin-6-
-sulfat). CS byl poprvé objeven v roce 1861 Fischerem’”,
avSak jeho struktura byla objasnéna az na zacatku
20. stoleti”. CS se nejvice vyskytuje jako soudast proteo-
glykand v matricich pojivovych tkani, plnici zde prede-
v§im strukturni ulohu, nebo na povrchu bunék a membran,
plnici tlohu receptort’®. Komeréné dostupny CS se ziska-
vé extrakci z mnoha pfirodnich zdrojli, napf. chrupavky
skotu, prasat & Zraloka>. DileZitou roli hraje CS
v kloubni chrupavce, kde mnoho fetézct CS je konjugova-
no na jeden fetézec proteinu, a vytvari tak gradient naboje,
ktery zpeviiuje chrupavku a zvySuje tak jeji schopnost
absorbovat zatéz’S. Tato pfirozena role CS nasmérovala
jeho pouziti v tkafiovém inZenyrstvi pro 1é¢bu chrupavek’”.
Konkrétné€ pro tuto aplikaci byl CS nejdfive modifikovan
pomoci glycidyl-methakrylatu a nasledné fotozesitovan
pomoci polyethylenglykol-diakrylatu. Modifikaci CS alde-
hydem nebo sukcinimidyl-sukcinatem a naslednym zesit'o-
vanim poly(vinylalkohol-co-vinylaminem) vznik4 material
vyuzitelny jako adhezivum pfi operacich rohovky, nebot’
tento material vykazuje minimdlni zanétlivé reakce a zaro-
vef je odolny viidi poskozeni pii velkych tlacich’. Tento
materidl byl také studovan pii hojeni ran, kdy hydrogelovy
film byl nanesen na povrchové zranéni mys$im a také na
vnitini zranéni Celistni sliznice kralikl, pficemz v obou
pripadech ukazala 1é¢ba pomoci téchto hydrogelt znacné
urychleni hojeni oproti kontrolni skupin&”. Dal§im vyuzi-
vanym glykokonjugatem CS je CS-grafi-polylaktid vytva-
fejici ve vodnych roztocich micely, které jsou vhodné
pro enkapsulaci chondrocytt a pro cileny transport 1é&iv’’.

Heparin je linedrni glukosamin s vysokym stupném
sulfatace a jeho struktura je slozena z 1,4-a a také
B-kyseliny uronové a a-D-glukosaminovych zbytkd, obsa-
hujicich smés funkénich skupin. Heparin byl poprvé obje-
ven v roce 1916, pficemz od roku 1935 je klinicky pouzi-
vén jako antikoagulant®. Heparin je syntetizovan jako
proteoglykan obsazeny v zirnych bunikach (60-100 kDa)
a poté je Stépen na mensi fragmenty pomoci endoglykas (5
az 25 kDa)®. Komerénd se heparin vyrabi extrakci
z nejrizngjSich tkani (napf. praseci ¢i hovézi stievni slizni-
ce) nasledovanou slozitymi purifikaénimi procesy. Vysoky
negativni naboj heparinu vyvolava vznik mnoha iontovych
interakci s fadou proteind (rustové faktory, proteasy, che-
mokiny), coZ je pfedmétem intenzivniho studia. Bylo napft.
prokazano, ze takova interakce muze mit za nasledek sta-
bilizaci, zejména proti denaturaci, fady rtstovych faktori,
napf. bazalniho fibroblastového ristového faktoru (bFGF)
nebo vaskuldrniho endotelového ristového faktoru
(VEGF), a zaroven zpisobuje zvyseni afinity tohoto kom-
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plexu na buneéné receptory®’. Pro zlepieni mechanickych
a chemickych vlastnosti byl heparin konjugovan nejprve
s polystyrenem za vzniku specifickych desek, jejichz po-
vrch vykazoval zvySenou aktivitu ristovych faktort VEGF
a FGF-2. Heparin konjugovany na hydrogely polyethylen-
glykolu byl také pouzit k prozkoumani diferenciace a fe-
notypové odpovédi mezenchymdlnich kmenovych bun¢k
a valvularnich intersticidlnich bunék (VIC) tim, Ze zachyti
riistové faktory a dalii proteiny vazajici se na heparin®’.
V tomto ptipadé bylo pozdéji zjisténo, ze kovalentni kon-
jugace heparinu s hydrogelovou siti polyethylenoxidu
k zachyceni rustového faktoru FGF2 vyvolala expresi
myofibroblastovych fenotypovych markerd, coz naznacu-
je, ze imobilizovany heparin mize modulovat bunéény
osud pres vazbu riistovych faktorti na rozhrani gel/buiiky™.

4. Zavér

Mnoho vyse diskutovanych ptikladii ukazuje Sirokou
skalu vyuziti polymernich glykokonjugati, dostupnych
kombinaci polysacharidii a syntetickych polymerd. Tyto
materialy jsou pfipravovany a pouZzivany z diivodu zlepSe-
ni vlastnosti samotnych polysacharidi, nebot’ syntetické
polymery mohou mit vliv na hydrofilitu, teplotni responzi-
vitu a pH responzivitu, samouspotadani, citlivost k hydro-
lyze a také na umisténi funkénich skupin ve vysledném
hybridnim materialu. Pro jejich pfipravu byvaji obecné
pouzivany spiSe Setrné konjugacni techniky. Pozadova-
nych vlastnosti syntetickych polymert se da snadno docilit
vybérem jejich struktury, a tudiz se daji snadno modifiko-
vat i vlastnosti vysledného hybridniho kopolymeru. Roz-
sahlé vyuziti polymernich glykokonjugati je zplsobeno
kombinaci jejich jedineénych vlastnosti a relativné nizké
vyrobni ceny. Polymerni glykokonjugéaty vyuzivajici zvi-
feci polysacharidy se Casto pouZzivaji k vyrobé systému
vyzadujicich nizkou imunogenicitu, zatimco glykokonju-
gaty z polysacharidl pochazejicich z hub jsou potiebné
pro imunologické aplikace, nebot’ jsou schopné vyvolavat
specifické reakce receptorii. Nevyhodou vSech polysacha-
ridd pochazejicich z pfirodnich zdroji je jejich necistota
a obsah patogeni. AvSak tento problém odpada pfi pouziti
novych postupti vyroby polysacharidi, tedy jejich chemic-
kou nebo enzymatickou syntézou. Takto vytvorené polysa-
charidy maji dobfe definovanou strukturu, ale jesté bohu-
zel nebyly pln€ vyuzity pro pfipravu polymernich glykon-
jugatl. Vyvoj polymernich glykokonjugatl umoznil vyro-
bu velmi riznorodych a funkEnich materialli s takovymi
biologickymi odezvami a takovymi chemickymi a mecha-
nickymi vlastnostmi, aby lépe napodobovaly vlastnosti
ptirozenych matric. Budoucnost konjugace polysacharidi
a syntetickych polymert je pfedevsim v pokracujicim tren-
du ,,ptizpisobovani* polysacharidii a jejich vlastnosti dle
pozadovanych potieb.
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L. Loukotova and M. Hruby (Institute of Macromo-
lecular Chemistry, Czech Academy of Sciences, Prague):
Polysaccharides as Building Blocks of Hybrid Copoly-
mers

Hybrid copolymers combine the biopolymer proper-
ties (biodegrability, biocompatibility, specific interactions)
with the tunable properties of the synthetic polymers
(hydrophility vs. hydrophobicity, external stimulus respon-
sivity, ionic character). Therefore, these polymers can be
used for the preparation of material with desired proper-
ties, while it is necessary to take into account the synthetic,
physical, physico-chemical, economic and application
aspects of the materials used. This review article shows the
preparation procedures of polymeric glycoconjugates and
also their use in technical and biomedical applications.

Keywords: polysaccharides, hybrid polymers, glycoconju-
gates, drug delivery



