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Abstrakt

Chronické zanétliva onemocnéni jsou velmi rozsifena a ovliviiji zivot mnoha lidi po
celém svéte. Jejich dlouhodoba pfitomnost v organismu miize vést k rozvoji jinych
nemoci, jako je diabetes, ateroskler6za a onkologicka onemocnéni. SoucCasna terapie
zpravidla nevede k uplnému uzdraveni pacienttl, ale je zamétena na potlaceni imunity
scilem zmirnit symptomy onemocnéni. Nevyhodou této imunosuprese je mnoho
nezadoucich vedlejSich uc¢inki v disledku dlouhodobého a neselektivniho pilisobeni
1éCiv. Jednim z aktivné zkoumanych sméra pro vylepseni efektivity 1écby zanétlivych
onemocnéni je pouziti polymernich systému pro dopravu 1éciv, které umozinuji delsi
cirkulaci 1é¢iv, jejich lepsi distribuci, cileni a fizené uvoliiovani. Dexamethason je jednim
z nejcastéji pouzivanych glukokortikoidli pii 1écbé zanétlivych onemocnéni, jehoZz
vlastnosti mohou byt pouzitim polymernich dopravnich systémil zlepSeny. Kromé toho
v posledni dobé nachazi §irsi uplatnéni v 16¢b¢ zanéth tzv. biologicka 1é¢ba, pii které se
vyuzivaji protilatky schopné specificky rozeznavat a vazat se na antigen. Jednou z nich
je chimérickd monoklondlni protilatka infliximab, inhibitor prozénétlivého tumor-
nekrotizujiciho faktoru o (TNF-ar).

Predstavovana bakalafska prace se zabyva syntézou a charakterizaci polymerniho
konjugétu na bazi N-(2-hydroxypropyl)methakrylamidu (HPMA) obsahujiciho protilatku
infliximab a dexamethason véazany pies Stépitelnou pH senzitivni vazbu. Pfipraveny
systém byl nésledné charakterizovan fadou analytickych a biochemickych metod.
Zvlastni diraz byl v pribéhu experimentalni ¢innosti kladen na sledovani uvolnéni
protizanétliveho 1é¢iva z polymerniho nosi¢e in vitro v prostiedi napodobujicim
podminky v organismu a prozkoumani vazebné aktivity protilatky po modifikaci HPMA
kopolymery. Ziskané vysledky ukazuji velky potencial tohoto systému, proto se v blizké
budoucnosti planuje dalsi optimalizace metod in vitro charakterizace a ovéteni uc¢inkt

konjugatu in vivo.

Klicova slova: protizanétlivd terapie, nanomaterial, dexamethason, polymerni

nosi¢, aktivni sméfovani.






Abstract

Chronic inflammatory diseases are very common and affect lives of many people around
the world. Moreover, in long-term effect chronic inflammation can lead to the
development of such complications as diabetes, atherosclerosis and oncological diseases.
Temporary therapy does not lead to complete recovery of a patient, but can provide a
relief of symptoms by means of immunosuppression, which causes many adverse effects,
because of long-term and nonselective drug activity. Application of the polymeric drug
delivery systems is one of the actively researched ways for the improvement of
inflammatory diseases treatment quality, which enables longer circulation, better
distribution and controlled release of the drug. Dexamethasone is one of the commonly
used glucocorticoid drugs used for treatment of chronic inflammatory diseases. Properties
of this drug can be enhanced via polymeric drug delivery systems. Recently, so-called
biological treatment, particularly employing monoclonal antibodies, against
inflammation was introduced into the clinical use. One of such is infliximab — chimeric
monoclonal antibody, which acts like the inhibitor of tumor necrotizing factor o
(TNF-a).

Presented bachelor thesis focuses on the synthesis and characterization of a
polymer conjugates based on N-(2-hydroxypropyl)methacrylamide (HPMA) copolymer
carrying infliximab and dexamethasone bound via pH-sensitive bond. Prepared system
has been subsequently characterized by means of a number of analytical and biochemical
methods. The special emphasis of the thesis has been placed on the observation of anti-
inflammatory drug release from the polymeric carrier in vitro in the environment
resembling conditions in organism and the evaluation of the HPMA -copolymer modified
antibody binding activity. Obtained results demonstrate high potential of the prepared
system, thus further optimalization of in vitro characterization methods and in vivo study

of the conjugate in the nearest future is envisioned.

Keywords: anti-inflammatory therapy, nanomaterial, dexamethasone, polymer

carrier, active targeting.
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1 Teoreticky uvod

11 Zanéty

Zanét je souhrn fyziologickych reakci, které jsou vyvolany porusenim celistvosti
organismu. Tyto reakce organismu pifi normalnim pribéhu pfispivaji k ochrané
poskozené oblasti proti infekcim, lokalizaci daného poskozeni, a nakonec k zahojeni a
uzdraveni jedince. Zanét mize byt vyvolan velkou skdlou riznorodych podnétt, jako je
bakterialni ¢i virova infekce, fyzické ¢i chemické poskozeni tkani [1]. Proto je zanétliva
reakce jednim z nezbytnych mechanismu ochrany lidi, ktera byla vyvinuta béhem rozvoje
zivota [2]. Uz v prvnim stoleti popsal fimsky lékai Cornelius Celsius Ctyfi hlavni
charakteristické projevy zanétu: zCervendni, otok, zvySeni mistni teploty a bolestivost.
Pozdé&ji ve devatenactém stoleti se k nim ptidal paty znak — ztrata funkeci [3].

Zminéné symptomy jsou zpusobeny rozmanitou Skalou mezibunéénych a
mezimolekuldrnich interakci, které se odehravaji v organismu béhem zanétlivého
procesu. Piesny sled déjua, které se v téle odehraji po vzniku zanétlivého podnétu, zavisi
na puvodu a lokalizaci daného podnétu v téle. Nicméné je mozné naznacit urcité spole¢né
mechanismy tohoto procesu. Pii objeveni jakéhokoliv zanétlivého podnétu v organismu
dojde k jeho rozpoznavani pomoci receptori rozpoznavajicich molekularni vzory (z angl.
pattern recognition receptors — PRR) nachézejicimi se na povrchu bilych krvinek [2].
Signalem pro zahdjeni zanétlivé reakce mohou byt rizné latky, jako jsou napiiklad
specifické molekularni struktury na povrchu bunék patogennich mikroorganismti znamé
jako molekularni rysy asociované s patogeny (z angl. pathogen-associated molecular
patterns - PAMPs), razné endogenni latky uvolnéné z poskozenych tkani pti neinfekénim
zanétu nebo molekuly uvoliujici se z bunék podstupujicich nekrézu — molekulové rysy
asociované s poSkozenim (z angl.damage-associated molecular patterns — DAMPs) [2].
Interakce PAMPs a DAMPs s PRR na rezidentnich makrofazich tkané¢ vyvolava
intracelularni signalni pochody, které zptsobuji aktivaci a produkci zanétlivych
mediatorh [2]. Do skupiny medidtori mizeme zatradit velké mnozstvi biomolekul, které
se podileji na regulaci pribéhu zanétlivé reakce. Patfi sem napiiklad cytokiny,
vazoaktivni aminy (histamin, serotonin), peptidy (bradykinin), eikosanoidy a reaktivni
formy kysliku a dusiku [4].

Tyto mediatory (histamin, bradykinin, prostaglandiny) nasledné vyvolavaji
vazodilataci, coz vede ke zvySeni prostupnosti bunék imunitniho systému spolu s krvi do
zanicené¢ tkané. Dojde k otoku a z€ervenani, coz jsou jedny z hlavnich znakl zanétu [1,4].
Slozky buné¢né imunity nahromadéné v misté zanétu tak zahdji produkci cytokinll a
dal§ich mediatord, které pfispivaji k rozvoji zanétu [1]. Neékteré z prozanétlivych
mediatora (hlavné prostaglandiny a bradykinin) plisobi na receptory bolesti, a tim snizuji

prah bolesti, coz vede k projevu dal$iho typického symptomu zanétu - bolestivosti [3,5].
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Prostaglandin E2 a cytokiny interleukin 1 (IL-1), interferon y (IFN-y) a tumor-
nekrotizujici faktor a (TNF-a) pfispivaji k dalSimu projevu zénétu, horecce, a to tim, ze
pusobi na hypotalamové centrum zodpoveédné za termoregulaci [1,4].

Zanéty se muzou rozdélit na akutni a chronické. Akutni zanét je relativné rychlou
reakci na infekci nebo na poruseni integrity tkdné€, obvykle odezni bez nasledkl a
poranéna tkan se kompletné zhoji [1]. Nicméné pii chybném fizeni akutniho zanétu se
objevuje riziko pfemény tohoto procesu na zanét chronicky, jenz je stavem patologickym,
a miize vést ke vzniku zanétlivych onemocnéni [1,2].

Chronicky zanét miize vzniknout jako disledek nelééeného akutniho zanétu, kde
zanétlivy podnét bud’ neni zcela eliminovan nebo jsou znéjakych davodii porusené
opravné mechanismy organismu, ¢im dochazi k dlouhodobé pretrvavajicim infekénim
procestim vedoucim k neustalému podnécovani prozanétlivych reakci. Dany stav muze
byt indukovan chronickou infekci, nezhojenou poskozenou tkéni, pfetrvavajicim
alergenem v organismu, cizorodymi ¢asticemi nebo endogennimi krystaly (urat sodny) a
autoimunni poruchou, pfi které organismus obvykle rozpoznava vlastni zdravé tkané jako
cizi antigen a zauto¢i na né [3,6-8]. Pti chronickém zanétu dochdzi vzdy v urité miie
k destrukci tkané a jejimu nahrazovani vazivem [1]. Zatimco akutni zanét je
fyziologickou obrannou reakci, chronicky zanét je jiz patologickym procesem a musi se
terapeuticky fesit, aby nedochéazelo k dalsimu poSkozovani organismu [1]. K nejcastéjSim
znaklim chronického zanétu patii nasledujici symptomy [7]: bolest v téle, kloubech a
svalech, chronicka unava a nespavost, deprese, uzkost a poruchy nalad, gastrointestinalni
poruchy, zvétSeni nebo ztrata vahy a Casté infekce.

Chronické zanéty predstavuji zdravi ohroZujici stav, ktery vyZzaduje lécbu.
Chronicky zanét také miiZze vést do rozvinuti autoimunitné podminénych onemocnéni —
chronickych zanétlivych onemocnéni (revmatoidni artritida, roztrousend skleroza,

Crohnova choroba, lupénka, exém, alergie) a nékterych typii rakoviny [4].

1.1.1 Moznosti IéEby chronickych zanétd

Zanét je velmi komplexnim procesem, zahrnujicim velké mnoZzstvi molekularnich a
mezibunéénych interakci a biochemickych déji vzajemné propojenych signalnimi
kaskadami. Proto je nejCastéjsi 1écba zanétu zameétena na blokaci nebo ovlivnéni urcitého
kroku v procesu zanétlivé reakce [10]. Soucasna lécba chronickych zanétlivych
onemocnéni zahrnuje pouZiti imunosupresiv, jako jsou glukokortikoidy, nesteroidnich
protizanétlivych 1€€iv (z angl. non-steroidal anti-inflammatory drugs — NSAIDs), chorobu
modifikujicich 1&Civ (z angl. disease modifying antirheumathic drugs - DMARDs) a
terapeutickych protilatek (tzv. biologicka 1écba) [9] (

Tab. 1, str. 19). Jejich pouziti vSak vede casto jen k potladeni nékterych symptomil,
kompletni odstranéni onemocnéni nastava u pacientli jen v nékterych piipadech [9].
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1 Teoreticky uvod

Kromé této velké Skaly relativné bezpecnych a ucinnych, pfevazné symptomatickych
1ékti se v soucCasné dobé upina pozornost na vyvoj dalSich forem terapii, jako je
anticytokinova terapie a nizkomolekularni latky, které blokuji kinasy zucastiiujici se

v zanétlivych signalnich kaskadach [10].
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w1

I3

tocilizumab, rituximab,

abatacept.

Imunosupresiva Ptiklady jednotlivych lé¢iv | Mozné nezadouci ucinky

Kortikosteroidy Dexamethason, Atrofie pokozky a Skary,
hydrokortizon, zhorSeni zhojeni po
methylprenizolon, poranéni, zhorSeni riistu a
prednizon, prednizolon. zpozdéna puberta u déti,

osteoporodza, atrofie svalu,
katarakta, glaukom,
deprese, hyperglykemie az
cukrovka, hypertenze,
Cushingtiv syndrom,
zvySené riziko infekci
[11,12].

NSAIDs Aspirin, ibuprofen, Poskozeni
sulfasalazin, diclofenak, gastrointestinalniho traktu,
piroxikam, indomethacin, | zvraceni, poruchy
naproxen. glomeruldrni filtrace,

nefritidy, zvysené riziko
krvaceni, hepatické
poruchy, hypertenze,
bolesti hlavy [13].

Antimalarika Chinin, chlorochin, Poruchy optické
hydroxychlorochin, akomodace, svédéni,
meflochin, artesunat, nevolnost, alopecia,
proguanil, piperachin, podrazdéni Zaludku [14].
pyrimethamin.

DMARDs Methotrexat, Nevolnost, hepatotoxicita,
hydroxychlorochin, alopecia, prijem, Uinava,
sulfasalazin, tofacitinib, zvySené riziko infekci,
baricitinib. zvySeni hladiny

cholesterolu, perforace
strev [15].
Biologicka 1écba | Infliximab, afelimomab, Zvysené riziko infekci,
(protilatky) adalimumab, sittuximab, pneumonia, Unava, bolest

hlavy, ryma,
trombocytopenie,

nevolnost [15].
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1.1.1.1 Nesteroidni antiflogistika (NSAIDs)
NSAIDs patfi mezi nejpouzivanéjsi 1éCiva ve svété pii 1é¢bé mnohych chronickych
zanétlivych onemocnéni, jako je naptiklad revmatoidni artritida [13,16,17]. Tyto latky
maji analgeticky a antipyreticky ucinek. Potlacuji symptomy onemocnéni, ale neeliminuji
pfi¢inu zanétu [13,17]. Prvnim zndmym a Siroce vyuZzivanym lé¢ivem je kyselina
acetylsalicylova. Chemicky jsou NSAIDs vétSinou slabé kyseliny velmi rozmanité
struktury, coz zahrnuje i1 derivaty kyseliny salicylové [17]. Nesteroidni antiflogistika
pusobi inhibicné na enzym cyklooxygenasu (COX) [10], ktera katalyzuje pfeménu
kyseliny arachidonové na prostaglandiny, thromboxany a prostacykliny, z nichz hlavnimi
prozanétlivymi mediatory jsou prostaglandiny [18]. Mechanismus inhibice je zalozen na
blokaci pfistupu kyseliny arachidonové k aktivnimu mistu enzymu. Kromé toho
prokazuji nesteroidni antiflogistika nékteré cytotoxické ucinky spocivajici v ovlivnéni

mitochondridlniho metabolismu a nasledné k indukci apoptotickych pochodi [17].

1.1.1.2 Chorobu modifikujici antireumatické léky (DMARDs)

DMARD:s jsou skupinou 1éCivych latek, do které se mohou zatazovat i 1é¢iva z jinych
skupin (Tab. 1, str. 19) naptiklad hydroxychlorochin, sulfasalazin, nebo protilatky [15].
Chorobu modifikujici Iéky se nej€astéji pouzivaji pro 1é€bu revmatoidni artritidy. Jejich
hlavni charakteristickou vlastnosti je to, Ze nejen potlacuji symptomy zanétu (jak je tomu
tieba u NSAIDs), ale zabratiuji dal§imu rozvoji onemocnéni a poskozeni tkani a dokonce
stimuluji navrat fyziologickych funkeci v dané tkani [15]. Jednim z nejznaméjSich 1é¢iv
patficich do dané skupiny je methotrexat. Mechanismus ptsobeni nékterych DMARDs
zatim neni zcela jasny. U nékterych (tofacitinib, baricitinib) se vi, Ze inhibuji janusové
kinasy a zabrafiuji pfenos signalu na receptory pro IL-2 a IFN-y, které jsou prave s t€mito

kinasami spfazeny [15].

1.1.1.3 Glukokortikoidy
Glukokortikoidy jsou diky svym antiflogistickym a imunosupresivnim u¢inkiim jednim
z nejvice pouZzivanych typtl 1é¢iv pro terapii chronickych zanétlivych onemocnéni. Jejich
hlavni ptisobeni spo¢iva v omezeni zanétlivych pochodl v organismu a podpoieni efektt
tlumicich imunitu [19]. Terapie pomoci glukokortikoidii se pouziva pii takovych
onemocnénich jako je napf. astma, revmatoidni artritida, chronicka obstruktivni plicni
nemoc a Crohnova choroba [20].

Utinky glukokortikoidt jsou vysledkem jejich piisobeni na réiznych trovnich, od
regulace exprese genl, pies prenos signalu az po jejich vliv na posttranskripéni a
posttransla¢ni modifikace. Z nich je asi nejvyznamnéj$im mechanizmem G¢inkt regulace
gent kodujicich cytokiny prostfednictvim glukokortikoidnich receptort (GR) [10].
Glukokortikoidy jsou schopné prochazet pies vnitini hydrofobni vrstvu fosfolipid
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cytoplazmatické membrany diky své hydrofobni povaze, a tak plsobit na
cytoplazmatické GR. V cytoplazmé jsou na GR vazané chaperony, konkrétné protein
tepelného Soku 90 a FK vazajici protein (je pojmenovan podle své schopnosti vazat
imunosupresivni 1€k FK506), které chrani receptor a zabraiuji jeho translokaci do jadra.
Po navazani glukokortikoidu na receptor, dan¢ bilkoviny disociuji od GR, ¢imz umozni
jeho translokaci [20,21]. Po vniknuti do jadra se komplex glukokortikoid-GR navaze na
DNA v misté specialni sekvenci v oblasti promoteru gent citlivych na kortikosteroidy,
znamych jako GRE (Glucocorticoid response elements). Po navazani dvou molekul GR
na GRE ve formé homodimeru dojde k ovlivnéni transkripce geni [20]. Vazba GR na
zvyseni jejich syntézy, zatimco vazba na negativni GRE zptsobi snizeni expresi genti
kédujicich bilkoviny, které jsou naptiklad spojené s vedlejsimi ucinky glukokortikoida.
Ptikladem takové bilkoviny je kolagen VII, transkripce kterého je inhibovana navazanim
GR na GRE promotoru. Inhibovana tvorba kolagenu VII miize vést k projeveni jednoho
z nezddoucich ucinkd glukokortikoidii — zhorSeni zhojeni poranéni [11]. Kromé toho
komplex glukokortikoid-GR miize ovliviiovat genovou expresi neptimo, bez vazby na
DNA, navazanim na molekuly koaktivatora exprese (napiiklad CREB vazijici protein),
které jsou aktivovany prozanétlivymi transkripénimi faktory (NF-xB, AP-1), a timto
zpisobem branit jejich aktivaci, coz bude potlacovat syntézu prozanétlivych cytokinli
[11,20]. Predpoklada se, ze pravé posledni uvedeny mechanismus je zodpovédny za
protizanétlivé ucinky glukokortikoidi, coz potvrzuji mnohé experimenty [11,22].

Dalsi studie ukazuji, ze existuji dal$i mechanismy ptisobeni glukokortikoidnich
latek potlacujici zanét. Tyto mechanismy jsou spojené s nepifimou inhibici nebo
potlacenim aktivity enzymd, které katalyzuji reakce vedouci k tvorbé molekul
s prozanétlivymi u¢inky. Jednim z téchto enzymu je fosfolipasa A> (PLA»), ktera je
dilezita pfi syntéze eicosanoidli (prostanoidii a leukotrienli). PLA katalyzuje
hydrolytické uvolnéni kyseliny arachidonové z cytoplazmatické membrany, z této
kyseliny se pisobenim COX, lipooxygenasy nebo enzymi cytochromu P450 tvorii
eikosanoidy [23], nezbytné signalni molekuly s kratkym polocasem, které reguluji
produkce cytokint, vznik protilatek, diferenciaci a proliferaci bunék, jejich migraci a
prezentaci antigenll. Tyto latky plsobi autokrinn€ a parakrinné a mohou ovliviiovat
funkci sousednich bunék [18]. Uvolnéni kyseliny arachidonové je pro biosyntézu
eicosanoidil rychlost limitujicim krokem [24]. PLA> se aktivuje po zvySeni intracelularni
koncentrace Ca”* iontl a latky jako IL-1, angiotenzin II, bradykinin, thrombin stimuluji
jeji aktivitu [25-28]. Uginky eicosanoidd jsou spojené s jejich vazbou na receptory
sptfazenych s G-proteiny. Hraji nezbytnou roli v modulaci fyziologickych procest pii
udrZzeni homeostazy, a zvlasté pii zanétech, kde jako medidtory zanétu zpiisobuji

vazodilataci, zvySeni permeability cév a reguluji bolest a horecku [18].
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Pfesny mechanismus plisobeni glukokortikoidli na inhibici PLA> neni zcela
objasnén, avsak rtizné studie poukazuji na dva mozné mechanismy.

Jednim z nich je regulace aktivity PLA> glukokortikoidy pfes specialni proteiny
znamé jako annexiny. Annexiny jsou rozsahlou a rozsifenou rodinou proteinti (az do 2 %
vSech intracelularnich proteintl), které se zucastnuji mnoha bunéénych procest
(membranovy transport, inhibice PLA,, inhibice koagulace) a prokazuji schopnost se
vazat na fosfolipidy v zavislosti od pfitomnosti Ca>" iontdi [29]. Studie piedpokladajici
ucast annexind v mechanismu inhibice PLA> pouzitim glukokortikoidu fikaji o tom, ze
glukokortikoidy aktivuji expresi gend kodujicich annexiny, které se nédsledné vazou na
kyselinu arachidonovou, ¢imZ znemozni pfistup enzymu ke substratu [29]. Pfima
zavislost mezi koncentraci annexint a glukokortikoidl se vSak pozorovala jen za urcitych
podminek u nékterych typt bunék [29,30]. Kromé toho existuji data, ze annexiny,
indukované¢ podanim glukokortikoidii inhibuji expresi enzymu NO-syntasy, ktera
v makrofazich a neutrofilnich granulocytech v pribchu zanétlivych reakci produkuje
oxid dusnaty (NO) majici vazodilata¢ni u¢inek [31].

Druhym ptedpokladanym mechanismem piisobeni glukokortikoidli na aktivitu
PLA> je pfima regulace jeji genové exprese. Existuji studie, které ukazuji efekt
glukokortikoidi na bazalni expresi cytoplasmatické PLA; (cPLA2) v bunéénych
kulturach a 75% pokles v koncentraci mRNA enzymu béhem 12 hodin po jejich pouZiti
[24]. Mechanismus dané inhibice exprese miize byt shodny s mechanismem inhibice
prozanétlivych cytokint — inhibici NF-xB. Bylo zjisténo, ze lidské geny kodujici cPLA>
obsahuje vazebné misto prave pro tento faktor [11,32].

Do proteinové rodiny NF-xB zafazujeme velice vyznamné a evolucné
konzervované transkripéni faktory [33]. Jejich prostfednictvim se uskutecnuje regulace
pochodt specifické a nespecifické imunity, iniciuje se exprese takovych nezbytnych
sloZek imunitniho systému jako prozanétlivé cytokiny, chemokiny, COX-2, NO synthasa,
komponenty majoritniho histokompatibilitniho komplexu. Kromé toho ma NF-kB
vyznam pii regulaci bunécéné proliferace, diferenciace a apoptozy [34,35].

1.1.1.3.1 Dexamethason

Dexamethason (DEX) je jednim znejcastéji pouzivanych glukokortikoidnich
schvalena pro protizanétlivou 1écbu v roce 1961. DEX je synteticky glukokortikoid, ktery
vznik4d modifikaci struktury kortizolu zavedenim 9-a-fluoroskupiny a 16-a-methylové
skupiny a také nové dvojné vazby mezi uhliky 1 a 2 A-kruhu steroidni struktury kortizolu.
Vyhodou DEX je, Ze se na glukokortikoidni receptor vaze lépe nez kortizol. Zavedeni
atomu fluoru zvySuje jeho lipofilicitu a methylova skupina zvySuje jeho afinitu
k mineralokortikoidnimu receptoru. Navzdory danym vyhoddm ma pouziti DEX i urcité

nedostatky — pro dosazeni pozadovaného terapeutického efektu jsou potfebné vyssi
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koncentrace. Zvyseni davky vSak soucasné vyvolava urcité nezadouci vedlejsi ucinky
charakteristické pro glukokortikoidy (7ab. 1, str. 19) [19]. Kviili rozsdhlym nezddoucim
ucinkiim tohoto 1éCiva se proto velka pozornost obraci na nalezeni novych zpusobt jeho
podani a distribuci do organismu [36], které by vedly k omezeni téchto negativnich

ucinkd.

1.1.1.4 Biologicka lécba

Biologicka 1écba je typ terapie, pii které se vyuzivaji latky biologického plivodu.
V soucasnosti se pii 1écbé chronickych zanétti v ramci biologické terapie vyuzivaji rizné
typy monoklonélnich protilatek, které se specificky vazou na molekuly podilejici se na
rozvoji zanétl, a tym potlacuji zanétlivou reakci. Patii sem protilatky fungujici jako
inhibitory TNF-a, inhibitory faktoru aktivujiciho B-bunky (z angl. B cell activating factor
— BAFF), inhibitory kostimulace T-lymfocytld vazajici se na receptor CD-80/CD-86
(modifikovana protilatka abatacept), protilatky vazajici se na CD-20 receptor B-bunék,
protilatky interagujici s receptory CD-52, CD-6, CD-154, integrinem a4f7, blokatory
receptoru IL-6, inhibitory IL-1, IL-17, IL-23, IL-5, IL-12, IL-6, inhibitory komplementu
(Tab. 2).

Tab. 2. Ptiklady terapeutickych protilatek a jejich ligandti [15,37,38].

Terapeuticka protilatka (protilatky) Cilovy ligand
Infliximab, etanercept, adalimumab, TNF-a
certolizumab, golimumab, afelimomab

Belimumab BAFF
Abatacept CD-80/CD-86
Rituximab, ocrelizumab CD-20
Aletuzumab CD-52
Itolizumab CD-6
Ruplizumab CD-154

Vedolizumab, natalizumab

Integrin 04f7

Tocilizumab, sarilumab

Receptor pro IL-6

Anakinra, canakinumab IL-1

Secukinumab, brodalumab IL-17

Tildrakizumab, guselkumab, IL-23

ustekinumab, briakinumab, risankizumab

Mepolizumab, reslizumab IL-5

Ustekinumab, briakinumab IL-12

Sarilumab IL-6

Eculizumab C5 slozka komplementu
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Protilatky jsou proteiny se specifickou strukturou v tvaru pismena Y (Obr. I).
Maji velmi velky vyznam v imunitnich procesech organismu, proto se pouzivaji i jako
terapeutika pfi autoimunnich a nadorovych onemocnénich. Jsou to latky schopné vazat
urcité struktury, antigeny, s velkou afinitou a specifitou. Typickym strukturnim rysem
spoleCnym pro vsechny protilatky je pfitomnost dvou tézkych (H) fetézcti o hmotnosti
50-75 kDa, které jsou spojené disulfidickymi mustky. Ke kazdému H fetézci je pomoci

disulfidickych miistku pfipojen jeden lehky (L) fetézec o hmotnosti cca 25 kDa [1].

Vazebna mista

‘/w/ antigeny
| 2

NH,

NH,

\
\ 5@\
Lehkﬁx

fetézec (L)

Fab oblast

Téizky fetézec Fc oblast

(H)

V = variabilni doména
C = konstantni doména
COBH COoH
Obr. 1. Struktura protilatky. Na obrazku jsou vyznaceny tfetézce, domény a oblasti,

které jsou charakteristické v struktufe protilatky. Pfevzato z [39] a upraveno.

Mechanismy, kterymi mohou pusobit terapeutické protilatky jsou velice
riznorodé. Mohou zabranovat navazani latek pfitomnych v cytoplazmé na piislusné
receptory interakci bud’ s t€émito latkami (blokace ligandli) nebo s receptory (blokace
receptortl), mohou kromé toho zprosttedkované (blokaci induktoru) regulovat expresi
bunéénych povrchovych receptorti. Dal§im mechanismem je navdzani na antigeny
bunécného povrchu, a tim aktivace komplementu, coz zpisobuje bud’ opsonizaci buiiky
nebo jeji 1yzi, nebo zni¢eni buiikky pomoci slozek bunééné imunity (fagocytl). Kromé
toho navazani protilatky na urcit¢ povrchové antigeny muize zpisobit pienos
intracelularnich signald, které vyvolaji ur¢ité metabolické zmény (napiiklad mize takto
dojit ke zméné funkci a diferenciace T-bunék) [40].

1.1.1.4.1 Infliximab

Infliximab (IFX) je monoklondlni chiméricka protilatka, ktera obsahuje mysi variabilni a
lidské konstantni domény. Mechanismus pusobeni IFX je zaloZeny na blokaci TNF-a
(mechanismus blokace ligandu), jednoho z hlavnich prozanétlivych cytokinii. IFX se
vaze jak na volny, tak i na membranovy TNF-a s vysokou afinitou za vzniku stabilnich
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imunokomplexii [41]. Navazani IFX na TNF-a znemoznuje vazbu TNF-a na ptislusné
receptory a naslednou iniciaci signalni kaskady, ktera vede ke transkripci genii [41]. TNF-
o zvysuje expresi prozanétlivych cytokini jako jsou IL-6, IL-8 a faktor stimulujici
kolonie granulocytti a makrofagt [42].

Tato protilatka je spolu s jinymi TNF-antagonisty povazovéana za jednu z nejvice
prospénych protizanétlivych terapeutik, které se pouzivaji pro 1é¢bu Crohnovy choroby,
revmatoidni artritidy, psoriatické artritidy, ankylozujici spondylitidy, psoriazy a ulcer6zni
kolitidy [40]. Ufadem FDA je schvélena od roku 1998. Samotny IFX se podava
intraven6zné infuzi [43]. Standardni davka podavéana béhem 2 hodin je dle protokolu 5
mg-kg! [43]. Mezi hlavni moZné nezadouci G¢inky IFX patii zvyseni rizika riiznorodych
infekci, opétovana aktivace hepatitidy B, malignity [44]. Krom¢ toho pfi aplikaci dané¢ho
1é¢iva je riziko vzniku nemoci, které jsou vyvolané imunitni odpovédi organismu na 1ék
a tvorbou protilatek proti IFX, jako je naptiklad lupus-like syndrom a hypersenzitivita

spojena s tvorbou imunoglobulinii typu E a G [43,44].

1.2 Systémy pro dopravu protizanétlivych IéCiv

1.2.1 Systémy pro dopravu léCiv

Vyvoj systému pro dopravu 1é¢iv (z angl. drug delivery system — DDS) je v souc¢asné dobé
jednim z velmi zkoumanych témat v rdmci chemickych a medicinalnich obord. Po podéni
lé¢iva do organismu je dilleZité, aby 1écivo plisobilo ur¢itym mechanismem na né&jakou
slozku organismu v poZadovaném misté, tedy vykazovalo optimalni distribuci a
akumulaci v pozadovaném misté. Pravé proto je optimalizaci dopravy 1é€iv vénovana
velkd pozornost. Kromé toho, vyvoj efektivniho DDS, ktery zvysi 1écebnou Gi¢innost jiz
existujiciho 1é¢iva a zlepsi bezpecnost diky sniZeni vedlejSich ucinkli neseného 1é€iva
muze byt mén¢ ¢asove a finan¢né naro¢ny, nez vyvoj nového nizkomolekularniho 1é¢iva
s vylepSenymi vlastnostmi [45].

Pouzitim nosic¢li 1é¢iv 1ze dosdhnout mnoha vyhod ve srovnani s aplikaci
samotného plivodniho 1é¢iva. DDS pozitivné ovliviiyje distribuci 1é€iva v organismu a
zvysuje jeho biologickou dostupnost. Samotny 1€k se distribuuje v téle nespecificky a
muze toxicky pisobit i na zdravé tkané, ¢imz vyvolava nezddouci uinky. Diky DDS se
1é¢ivo miize pasivné, ale i1 aktivné akumulovat v misté, kde se vyzaduje jeho plisobeni.
DDS zaroven mize vyznamné prodluZit cirkulaci 1é¢iva v krvi. Spravné navrZeny nosic¢
by se mél po splnéni funkce vyloucit z téla ven [46].

Existuje velka fada riznych DDS, které se 1i$i hlavné podle své struktury. Prvnimi
Siroce vyuzivanymi DDS se staly systémy zaloZené na schopnosti amfifilnich lipidovych
struktur vytvafet micely a lipozomy. Pfedevsim lipozomalni systémy jsou schvalené FDA

a jsou v soucasnosti Siroce vyuzivany v klinické praxi. Struktura a vlastnosti micel a
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lipozéml umoznuji jejich interakci s cytoplasmatickou membranou a naslednou dopravu
neseného 1éCiva dovniti bunky [47].

V soucasné¢ dobé se studuji jako vhodné nosi¢e také razné polymerni
biomateridly. Vyzkum moznosti vyuZiti polymernich latek jako DDS maé svij zacatek jiz
v 60. letech minulého stoleti [48].Tento vyzkum vedl k ptipravé takzvanych polymernich
terapeutik, které¢ bud’ maji biologickou aktivitu sami od sob¢, nebo mohou byt pouzité
jako vhodné DDS [37]. Piikladem polymerti pouzivanych pro ptipravu DDS jsou
napiiklad N-(2-hydroxypropyl)methakrylamid (HPMA), 2-hydroxyethylmethakrylat,
polyethylenglykol (PEG) a polyoxazoliny. Kazdy z téchto syntetickych polymeri ma
urCité vlastnosti a urcité¢ specifikum pouziti. Kromé téchto polymert se mohou jako
systémy pro dopravu 1éCiv pouzivat pfirodni biopolymery a jejich derivaty, jako je
napfiiklad chitosan (produkt deacetylace chitinu), kyselina hyaluronova, alginat a nékteré
proteiny [47,50]. Produkty polymeraci nékterych organickych kyselin, jako naptiklad
kyselina poly (glykolovd) a poly (mlécnd) a jejich kopolymery se také vyuzivaji jako
napiiklad polymerni micely, nanocastice, dendrimery (polymerni DDS hvézdicového
tvaru) a kombinované systémy, jako jsou lipozémy konjugované s PEG pro zlepSeni
rozpustnosti a snizeni nechténého zachytu ve zdravych ¢astech organismu [47].

Vedle organickych DDS existuji i nosice anorganického piivodu. Nej€astéji jsou
studovany nanocastice na bazi Zeleza, zlata nebo oxidu kfemicitého. Interakce s 1é¢ivem
se u nich uskuteciiuje na zaklad¢ adsorpce nebo vyuzitim elektrostatickych a kovalentnich

interakci. Zatim se ale v praxi nevyuZivaji, jsou ve stadiu testovani [47].

1.2.2 Systémy pro dopravu protizanétlivych Iéciv

zajimavy polymerni nosi¢ byl napiiklad studovan kopolymer kyseliny mlé¢né a kyseliny
glykolové (PLGA) a PEGu tvofici amfifilni kopolymer vytvaiejici micely nebo
nanocastice. Tyto miceldrni systémy jsou modifikovany PEGem pro zvySeni stability a
rozpustnosti ve vodnich roztocich. Také jsou studovany dendrimerni nosice (hlavné
polyamidoaminové — PAMAM dendrimery). Nejrozsifenéjsi volbou DDS pro zvySeni
efektivity 1écby revmatoidni artritidy jsou lipozémy, které obsahuji cholesterol nebo
fosfatidylcholin. Podavaji se intravendézné¢ a ndasledné diky jejich velkému
hydrodynamickému rozméru jsou akumulovany v kloubu postizeném artritidou [51].

Mezi velmi zajimavé a dllezité DDS patii systémy, které se pouZzivaji jako nosice

-----

~~~~~

projevuji vyrazné nezadouci u€inky a nespecifickou distribuci pti dlouhodobém pouziti a

pouziti vétSich davek [52]. Pro glukokortikoidy se mohou pouZit vSechny systémy, které
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jiz byly zminéné (PEG, PLGA, chitosan a jeho derivaty, poly(e-kaprolakton-PEG) [19].
Detailné byly také testovany lipozomy modifikované PEG a polymerni nosice, které tvori
micely. Pomérné cCasto jsou také studovany HPMA kopolymery, na které se miize
dexamethason pfimo navéazat za vzniku konjugétli, které maji lepsi rozpustnost nez
samotny 1¢k a cilené¢ se akumuluji v misté zdnétu. Muzeme se setkat i s pokusy
vyuzivajicimi  anorganické DDS pro glukokortikoidy, jak jsou naptiklad
polymethylsiloxany — polymery na bazi kiemiku s velkou porozitou, na které se muize

1é¢ivo navazat pomoci adsorpce [52].

1.2.3 Pasivni akumulace nosice ve tkanich postizenych zanétem

Pti pouziti systémi pro dopravu léCiv se vyuziva dvou strategii pro dosazeni vétsi
akumulace biologicky aktivni latky ve tkdnich, ve kterych musi 1é€ivo poskytnout sviij
terapeuticky efekt. Jedna se o strategie pasivni a aktivni akumulace. Konjugat mtze byt
pripraven tak, aby se vyuzilo jedné nebo i obou strategii.

Pasivni akumulace je zalozena hlavné na dvou vlastnostech tkani postizenych
zanétem — zvySené permeabilité¢ cév danych tkani a zachytem DDS pomoci bun&k
ptitomnych v zanétu.

ZvySena permeabilita cév muze byt vysvétlena na piikladu chronického
zanétlivého onemocnéni revmatoidni artritidy (RA). Pfi RA je zanétem postizena
synovialni tkan kloubil a je pfitom vyvoldna intenzivni angiogeneze — tvorba novych
odvétveni od existujicich kapilar. Proto dochazi ke ptilivu zanétlivych leukocytl k mistu
zanétu [53].

Tyto rychlé procesy pii RA prfispivaji ke vzniku abnormalné propustné
vaskulatury, coZ velice napodobuje procesy, které¢ se odehravaji v nadorech [53].
V ptipad¢ zanétl se tento jev oznacuje jako ELVIS efekt (z angl. extravasitation through
leaky vasculature and subsequent inflammatory cell mediated sequenistration). ELVIS
efekt ma spolecné rysy s mnohem vice prozkoumanym efektem zvySené propustnosti a
zadrZe (z nagl. enhanced permeabitity and retention — EPR) u pevnych nadori, nicméné
se nejedna o Uplnou analogii. Ve ptipadé¢ ELVIS efektu stejné jako u EPR efektu dochazi
k zvySeni propustnosti tkané postizené zanétem, protoze imunitni odpovéd’ organismu
vyvolava vazodilataci v zanicené oblasti a tim zvySuje jeji prokrveni a propustnost
pfedevSim pro buiiky imunitniho systému, ale i jiné slozky, které se mohou nachazet
v krvi. Makromolekuly, tedy 1 DDS, jsou tedy propoustény ve vétsi mife do zanétlivé
tkdn€, kde do jist¢é miru jsou zachyceny piitomnymi builkami imunitniho systému
[9,53,54]. Zachyt je nicméné daleko méné zietelny, a to predevSim diky dobie
fungujicimu lymfatickému systému v zénétech, ktery nezachycené makromolekuly opét

odvadi ze zanicené tkané.

27



1 Teoreticky uvod

V névaznosti na pasivni akumulaci polymerniho nosi¢e diky zvySené propustnosti
tkdn€ plisobi na pouzity DDS snizené pH ve tkanich, v nichz probihd zanétlivy proces.
Kyselejsi prostiedi mtize zpisobit intenzivnéjsi uvolnéni 1é¢iva navazaného na DDS
prostiednictvim pH-senzitivni spojky, miizeme teda konstatovat, Ze snizené¢ pH je
faktorem aktivace 1éciva v cilové tkani. K danému jevu — acidéze — dochazi caste¢né
kvuli nizkému obsahu kysliku ve tkanich se zdnétem, coz vede k posunu podminek bliz
k anaerobnim a tvorbé vétsiho mnozstvi kyseliny mlécné pti glykolyze. Pti¢iny hypoxie
ve tkanich postizenych zdnétem jsou poskozena vaskulatura, metabolismus bakterii nebo
jinych patogenti a také pomérné znacna spotieba kysliku buiikami imunitniho systému,
které¢ vnikaji do zanicené tkané. Tyto faktory mohou snizit parcialni tlak kysliku na
hodnoty nizsi nez 1 % piicemz v zdravé tkani je rozmezi obsahu kysliku 2,5 — 9 %.
Hypoxie je zna¢né pfitomna pifi takovych onemocnénich jako je Crohnova nemoc a

revmatoidni artritida [55].

1.2.4 Aktivni akumulace nosiCe ve tkanich postizenych zanétem

Strategie aktivni akumulace miize jesté vice zlepsit terapeutickou efektivitu 1é¢iva [56].
Jako aktivni cileni neboli akumulaci 1é¢iva rozumime proces, pii kterém se na samotny
nosic¢ 1é¢ivé latky ptipoji jind biologicky aktivni molekula, kterd je ligandem pro urcity
receptor, jehoz exprese je zvysena v misté pisobeni 1¢ku. Mezi molekuly, které je mozné
pouzit pro aktivni smérovani nosice, patii naptiklad oligosacharidy, lektiny, protilatky,
fragmenty protilatek, oligopeptidy a peptidy [57].

Vyhoda aktivniho cileni spociva v aktivnim mechanismu vyhledavani cilovych
receptortl, ndsledné silné vazbé na receptor s moznosti vniknuti nosice s 1é¢ivem do dané
bunky. Cileni tim padem muze byt pouzito také za i¢elem maximalizace efektu pasivni
akumulace zabezpecenim zadrZeni konjugatli v misté ureném pro jejich plisobeni [58].

Receptory, které jsou specifické pro postizenou tkann a jsou vni hojné
exprimovany mohou byt idedlnim cilem pro aktivni cileni a akumulaci. Vyhodou je,
pokud po reakci s ligandem na nosici dojde k endocytéze konjugatu do cilové bunky
s naslednym terapeutickym plisobenim. VétSina strategii aktivniho cileni se spoléhéd na
zvySenou expresi urcitého receptoru bunééného povrchu postizenych bunék, coz zvysuje
pravdépodobnost vstiebani nosice s 1é¢ivem do bunék v cileném misté. Pfi samotném
vyuziti aktivniho smérovani je dilezité dikladné zhodnotit, zda vybrané smérovani je
dostatecné specifické pro cilovou tkan a je mozné tedy dostatecné vyuzit relativniho
rozdilu exprese daného receptoru mezi zdravou a postizenou tkdni pro efektivni
sméfovani [58].

Pii terapii zdnctu mize byt aktivni cileni zaloZeno na interakce smérujici
molekuly s folatovym receptorem, ktery je ve zvySené mife exprimovan aktivovanymi

makrofagy, pfitomnymi v misté¢ zanétu. Kromé& toho jsou zrychlena angiogeneze a
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zvySeny vstup bunc¢k do postizené tkané spojené se zvySenou expresi adhezivnich
molekul, naptiklad integrinii, na povrchu makrofagi a endotelialnich bunck
neovaskulatury [9]. Dalsi moznosti je vyuziti protilatky, kterda se bude specificky vazat
urcity cytokin, jenz bude v misté zanétu pfitomny. Piikladem je vyuziti protilatek, které

interaguji s TNF-a, jehoz exprese a koncentrace v oblasti zanétu je znacné zvysena.

1.2.5 HPMA kopolymery jako nosice leCiv

Studium kopolymerit HPMA a moZznosti jejich vyuziti jako nosict 1é¢iv bylo zahédjeno
v sedmdesatych letech na Ustavé makromolekularni chemie Akademie Véd v Praze
Jindfichem Kopeckem [57].

V soucasnosti jsou ve vodé rozpustné HPMA kopolymery jednou z nejvice
studovanych skupin hydrofilnich polymeru, které se nejCastéji pouzivaji pro syntézu
konjugath polymer-l1é€ivo. Existuje mnoho studii zabyvajici se hlavné HPMA konjugaty
s protinadorovymi 1é¢ivy pro lé€bu zhoubnych nadoru, ale studuji se také moZznosti
pouziti HPMA-konjugatti pro dopravu antibiotik a imunosupresiv pro 1é¢bu jinych typt
onemocnéni. Velky potencidl maji také pii navrhy a studiu tzv. polymernich vakcin [59].
Dale mohou slouzit jako nosice ruznych fluorescencnich znacek, a tak maji velky
potencial i1 jako sondy v oblastech jako je naptiklad fluorescenéné navadéna chirurgie
béhem operacnich zékrokd diky akumulaci fluorescencné znaceného polymeru do
nadorové tkané.

HPMA polymery jsou ve vodé¢ rozpustné a biokompatibilni, coZ umoziuje jejich
pouziti jako nosicl 1é¢iv. Po podani nevyvolavaji zadné nezddouci obranné reakce
organizmu [60].

Studium imunogenicity HPMA polymeri o primérné molekulové hmotnosti
30000 g-mol™ na mysich prokazalo, Ze organismus polymery rozezndva stejné jako
syntetické¢ peptidy jedné nebo dvou a-aminokyselin, které jsou neimunogenni a
biokompatibilni. Nebyla pozorovana ani odpovéd’ organismu na pfitomnost polymeru na
bunééné urovni, ani reakce skomplementem pifi podani terapeutickych davek
kopolymerti. Slabsi imunitni odezva byla prokazana vznikem protilatek jen u HPMA
polymeru, ktery obsahoval kovalentné¢ navazany oligopeptidovy fetézec slouzici jako
spojka pro navazani 1éCiva na polymer [61].

HPMA kopolymery maji fadu specifickych vlastnosti, jeZ jsou velice vyhodné pfi
jejich pouziti jako systémii pro dopravu 1€¢iv. Jsou biokompatibilni, nejsou toxické ani
imunogenni, coz umoziuje podani jejich konjugatu s 1é¢ivy do organismu. Rizena
syntéza umoznuje piipravu HPMA kopolymert s nizkou disperzitou a molekulovou
hmotnosti, kterd nepifekroc¢i rendlni prah, a tak mohou byt jednoduse vylouceny z téla
glomerularni filtraci po splnéni funkce nosice. Hydrofilnost polymerniho fetézce je velmi

dilezitou vlastnosti zvlasté v ptipad¢ konjugati s DEX jako biologicky aktivni latkou.
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DEX je steroidniho ptvodu, coz znamend, ze jde o vysoce hydrofobni latku. Tato
skutecnost predstavuje vyznamnou nevyhodu pfi jeho podani pacientovi. Konjugace
DEX s hydrofilnim HPMA kopolymerem zptsobuje vyznamné zvySeni rozpustnosti
1é¢iva a tim zvétSeni jeho dostupnosti pro organismus. DEX se po aplikaci jeho volné
formy do organismu rychle biotransformuje a eliminuje z organismu, stejné jako jina
glukokortikoidni 1éCiva. Proto dalsi vyhodou konjugace DEX s HPMA polymerem je
jeho ochrana pied pfedcasnou eliminaci z organismu a s tim spojené prodlouzeni jeho
cirkulace v krvi. Toto prodlouzeni cirkulace je ddno vysokou molekulovou hmotnosti a
zvySenym hydrodynamickym polomérem konjugatu, coz zpomaluje renalni vylouceni
1éCiva z organizmu [9]. Soucasné je ale dulezité, aby se polymerni konjugat navrhl tak,
aby jeho molekulova hmotnost neptesahla cca 50 kDa, tedy hydrodynamicky primér cca
10 nm, a vylouceni konjugitu zorganismu ledvinami bylo vibec mozné.
Biodegradovatelna spojka mezi 1é¢ivem a kopolymerem, s vyhodou pH-senzitivni navic
umoznuje jeho postupné uvolilovani v misté zanétu [56]. Konjugace 1éciva s HPMA
kopolymerem také vyrazné snizuje vedlejsi uc¢inky DEX, protoze nosi¢ neni obecné
schopen pronikat do zdravych tkani do t€¢ miry co nizkomolekularni Ié¢ivo. Tim je prinik
1é¢iva do zdravych tkani omezen, ¢imz se omezi i toxicita DEX [9].

Urc¢itou nevyhodou pouZiti linearnich kopolymert na bazi HPMA je to, Ze nejsou
sami o sobé biodegradovatelné. S touto skutecnosti je spojeno riziko jejich intracelularni
akumulace v lysozomélnim kompartmentu, zvlasté v piipadé podavavani vysokych
davek nebo dlouhodobého podavani. Proto je nezbytné nutné zajistit jejich vylu€ovani z
organismu. V piipadé HPMA kopolymertl se to da jednoduse docilit pouzitim fetézct,
jejichz molekulova hmotnost je pod renalnim prahem (<50 000 g-mol !, obvykle kolem
30 000 g-mol ™), ¢im se zajisti eliminace polymeru glomerularni filtraci [62].

Na druhou stranu, nedegradovatelnost HPMA polymert méa v mnohych ohledech
vyhodu v porovnani s biodegradovatelnymi materialy. Naptiklad z hlediska snadnosti
charakterizace produktd degradace jsou HPMA polymery s biodegradovatelnou spojkou
mnohem lepsi volbou nez biodegradovatelné polymery, které se mohou rozpadnut na
nékolik degradacnich produktd, jeZ bude nasledné velmi komplikované charakterizovat a
stanovit rychlost urcujici krok uvoliovani 1éciva [62].

Ve srovnani s jinymi polymernimi systémy pro dopravu lé€iv maji HPMA-
kopolymery urcité¢ vyhody. Naptiklad ve srovnani s PEG — jinym velmi rozSifenym
hydrofilnim polymerem — jsou HPMA-kopolymery multifunkéni a umoziiuji vyznamnou
variabilitu pfi vazbé 1éCiva, nez je tomu u PEG. HPMA kopolymery diky své
mutifunkénosti maji mnohem S$ir§i Skdlu moZnosti konjugace 1é¢iva se smeérujicimi
latkami a také umoZznuji kombinacni terapii navazanim i nékolika riznych molekul 1é€iv

na jeden fetézec [62].
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1.2.5.1 Strategie syntézy konjugatu na bazi HPMA
Aby HPMA-kopolymery, které se nasledné pouziji pro konjugaci s 1écivem, plnily svou
funkci a odpovidaly vSem specifickym pozadavkiim, které jsou na n¢ kladeny
v souvislosti s danou funkci, je nutné pii jejich syntéze vyuzivat nejmodernéjsi techniky
kontrolované polymerizace a postpolymeriza¢nich modifikaci. Spravné navrzeni, délka a
struktura polymerniho nosice maji zdsadni vliv na distribuci celého systému s lé¢ivem
v téle a tim i jeho biologickou aktivitu [59]. Dulezitym parametrem pii charakterizaci
polymernich nosict je disperzita, kterd udava miru neuniformity polymernich fetézcu
Tohoto Ize u HPMA-kopolymeri dosdhnout pouzitim specidlni kontrolované

polymerizaéni techniky, kterd je nazyvana polymerizace s reverzibilné adi¢né

fragmenta¢nim pienosem ftetézce (z angl. reversible addition-fragmentation chain
transfer — RAFT) [63].

Pro dosazeni vyhovujici biologické aktivity musi byt vétSina 1é¢iv konjugovanych
s polymerem uvolnéna v misté plisobeni. Nejéastéji se vyuziva enzymaticka ¢i chemicka
hydrolyza spojky mezi 1é¢ivem a kopolymerem. Uvolnéni molekuly 1é¢iva mize tedy
nastat v buiice diky enzymatickému rozstépeni spojky naptiklad v lysozomech pomoci
lysosomalnich enzymi, nebo jeji hydrolyzou diky poklesu pH pii ptechodu konjugatu
z krevniho fecisté (pH 7,4) do prostiedi postizené zanétem (pH 5-6) [59].

Jako enzymaticky Stépitelnd spojka se nejcastéji studoval oligopeptid G-F-L-G
(glycin — fenylalanin — leucin — glycin), ktery muize byt rozStépen v pfitomnosti
lysosomalnich enzymi, naptiklad katepsinu B [59]. Nevyhodou pouZiti dané spojky je to,
ze oligopeptidové postranni fetézce mohou byt pro pacienta mirné imunogenni [60].

V ptedlozené prace byla vyuzita hydrazonova vazba podléhajici hydrolyze za
snizeného pH. Hydrazonovd vazba je relativné stabilni v neutralnim pH (vcetné
fyziologického pH = 7,4) a jeji rychlost hydrolyzy vyznamné stoupa s klesajici hodnotou
pH. Stabilita hydrazonové vazby a jeji citlivost vici kyselé hydrolyze silné zavisi na
struktufe pouzité spojky a nejbliz§im okoli hydrazonové vazby. Pouziti hydrazonové
vazby misto oligopeptidové spojky umoziiuje v nékterych piipadech navazat na
polymerni nosi¢ vyznamné vétsi mnozstvi aktivni latky. Nedostatkem pouziti
kopolymeru obsahujicich hydrazidové skupiny je to, Ze pii syntéze je potireba chranit
hydrazidovou skupinu. Pravé proto pifi syntéze takovych kopolymerti se pouZzivaji
monomery obsahujici hydrazidovou skupinu, které je chranéna terc-butyloxykarbonylem
(BOC) [61].

Hydrazonovd vazba vznika reakci hydrazidové skupiny na kopolymeru a
aldehydové nebo keto-skupiny 1é¢iva. Pro konjugaci kopolymert s 1é¢ivem, které ve své

struktufe neobsahuje dané skupiny, se vyuzivd modifikace 1é¢iva pomoci riznych
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oxokyselin, jako jsou napfiklad kyselina 4-oxopentanova, kyselina 4-(2-
oxopropyl)benzoova a kyselina 5-methyl-4-oxohexanova. Na kopolymer jsou tak
navazany derivaty vychozich 1€¢iv, konkrétné jejich estery ¢i amidy, které jsou navrzeny
tak, aby 1é¢ivo neztratilo svou biologickou aktivitu. V misté pisobeni (s niz§im pH) dojde
k uvolnéni derivatl z polymerniho fetézce a predpoklada se, ze samotné derivaty se
nasledn¢ hydrolyticky degraduji na pivodni volné 1é¢ivo. Struktura oxokyselinové
spojky zna¢né ovliviiuje rychlost uvolnéni 1é€iva v neutralnim a slabé kyselém pH, ¢imz
muze ovlivnit i G€innost konjugéth jak in vitro, tak 1 in vivo. Nékteré z téchto derivati
prokazali svou aktivitu pii testech in vivo i kdyz byly aplikovany jako volné formy bez
konjugace na polymerni nosic [61].

Jako dalsi pH-senzitivni spojku je mozné vyuzit cis-akonityl [59,61]. Tato spojka
vykazuje rovnéz vyssi stability v neutralnim prostfedi a je hydrolyzovéana rychleji pii
niz§im pH [61].

Syntéza semitelechelického HPMA kopolymeru s jednou specifickou funkéni
skupinou na konci hlavniho fetézce dovoluje kromé& navazani molekul 1é¢iva podél
fetézce navazat na zminény konec polymerniho fetézce jinou molekulu, kterd mimo jiné
mize plnit funkce smérujici skupiny. Casto se jako smérujici molekuly pouZivaji
protilatky, které specificky rozeznéavaji receptory na povrchu bun¢k a vdzou se na nich.
Protilatka obsahuje nékolik funkénich skupin umoziujicich jeji konjugaci s polymernim
nosi¢em. Jsou to primarni a sekundarni aminoskupiny a karboxylové skupiny. Kromé
toho se pro konjugaci mohou do struktury protilatky vnést dal§i skupiny, jako jsou
napiiklad aldehydové skupiny oxidaci sacharidovych jednotek protilatky nebo thiolové
skupiny selektivni redukeci disulfidickych mustki [59].
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Cilem bakalafské prace bylo navrhnout, pfipravit a pfedbézné otestovat polymerni
protilatkou infliximab. Systém byl navrzen pro vyuziti v terapii zanétlivych onemocnéni
s cilem dosahnout zesilené¢ho 1écebného tcinku.

Cilem bylo charakterizovat pfipraveny konjugéit z hlediska jeho fyzikalné-
chemickych vlastnosti, ovéfit biologickou aktivitu protilatky a stanovit rychlost
uvoliiovani 1é¢iva dexamethasonu z konjugatu v pufrech s riznymi pH, které napodobuyji
pH v krevnim fecisti (pH = 7,4), v misté zénétu (pH = 6,5) a v intracelularnich

lyzozomech (pH = 5,0).
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3.1 Pristroje

centrifuga 5430 R

detektor rozptylu svétla DAWN HELEOS
1I
diferencialni refraktometr Optilab®-rEX

hmotnostni spektrometr LCQ Fleet ESI-
MS
HPLC systém Shimadzu VP

kolona Chromolith RP-18e

kolona superose 6

kolona TSKgel G3000SWXL
mikrocentrifuga Force 1618
mikrocentrifuga Mini Star
multidetekéni Cteci zatfizeni Synergy H1
pfistroj pro NMR analyzu AvanceCore

sada pro provedeni ELISA lidského TNF-
a Invitrogen

souprava pro elektroforézu Biotech
PhastSystem

souprava pro piipravu ultracisté vody
Mili-Q

spektrofotometr SPECORD 205

UV detektor absorbanci Azura UVD 2.1S
zobrazovaci systétm SYNGENE PXi

UV-vis detektor s fotodiodovym polem
SPD-30AM
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Eppendorf, USA
Wyatt Technology Co., USA

Wyatt Technology Co., USA
Thermo Fischer Scientific, USA

Shimadzu, Japonsko

Merck, Némecko

Cytiva, USA

Tosoh Bioscience, Japonsko
Labnet International, USA
VWR, CR

BioTek, USA

Bruker, USA

Thermo Fischer Scientific, USA

Pharmacia, Svedsko
Millipore, Francie

Analytik Jena, Némecko
Knauer, Némecko
Syngene, UK

Shimadzu, Japonsko
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3.2 Chemikalie

aceton
acetonitril

2,2’-azobis(2,4-dimethyl-4-methoxyvaleronitril)

azobisisobutylonitril
bromfenolova modft
dexamethazon
dibenzocyklooktyn-maleinimid
dichlormethan

diethylether

dimethylacetamid
dimethylaminopyridin
dimethylsulfoxid

dithiothreitol

dodecylsulfat sodny

glycerol

ethylendiamintetraacetat
ethylacetat

ethylmaleimid
1-ethyl-3-(3-dimethylaminopropyl)karbodiimid
infliximab

kyselina octova

kyselina trifluoroctova

kyselina 2.,4,6-trinitrobenzensulfonova
kyselina 4-(2-oxopropyl)benzoova
merkaptoethanol

methanol

Na;HPO4-2H>0

NaH;PO4-2H,0

NaOH

octan sodny
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Lachner, Ceska Republika
Fluka, Némecko

FUJIFILM Wako Chemicals Europe GmbH,
Némecko

Sigma-Aldrich, Ceska Republika
Pharmacia, USA

Sigma-Aldrich, Ceska Republika
Click Chemistry Tools, USA
Sigma-Aldrich, Ceska Republika
Sigma-Aldrich, Ceska Republika
Fluka, Némecko

Fluka, Némecko

Merck, Némecko
Sigma-Aldrich, Ceska Republika
Sigma-Aldrich, Ceska Republika
Lachner, Ceska Republika
Fluka, Némecko

Sigma-Aldrich, Ceska Republika
Sigma-Aldrich, Ceska Republika
GenScript, UK

Janssen Biologics B.V., Nizozemsko
Sigma-Aldrich, Cesk4 Republika
Iris Biotech GmbH, Némecko
Sigma-Aldrich, Ceska Republika
Sigma-Aldrich, Cesk4 Republika
Sigma-Aldrich, Cesk4 Republika
Fluka, Némecko

Fluka, Némecko

Fluka, Némecko

Sigma-Aldrich, Ceska Republika
Fluka, Némecko
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4.1 Syntéza monomeru

Monomery N-(2-hydroxypropyl)methakrylamid (HPMA), 1-(ferc-butoxykarbonyl)-2-(6-
methakrylamidohexanoyl)hydrazin (Ma-Acap-NH-NH-Boc), CTA pfenosové ¢inidlo pro
polymeraci trithiokarbonat-azid (TTC-N3) byli syntetizované na oddéleni Biolékatskych
polymerti na Ustavu makromolekularni chemie AV CR, v.v.i. podle dfive popsané
syntézy [64,65].

4.2 Syntéza polymerniho prekurzoru poly(HPMA-co-Ma-Acap-NH-NH>)
s terminalnim azidem
Kopolymer poly(HPMA-co-MA-Acap-NH-NH-Boc)-N3 s azidem na konci fetézce a

hydrazidovymi skupinami chranénymi terc-butylkarbonylovou skupinou (Boc) podél
tetézce byl pfipraven z monomertt HPMA (96 mol%) a MA-Acap-NH-NH-Boc (4 mol%)
pomoci fizené radikalové RAFT polymerace (Obr. 2) s vyuzitim 2,2’-azobis(2,4-
dimethyl-4-methoxyvaleronitril) (V-70) jako iniciatoru polymerace a TTC-N3 jako
pfenosového ¢inidla. Molarni pomér monomert : CTA : iniciatoru byl 250 : 1 : 0,5.
Monomer HPMA (1 g; 6,98-10 > mol) byl rozpustén v 8,83 ml t-butanolu, monomer MA-
Acap-NH-NH-Boc (91,2 mg; 2,91-10 ** mol) v 0,984 ml DMA, iniciator V-70 (4,49 mg;
1,46:10" > mol) v 0,2965 ml DMA a TTC-N3 (10,1 mg; 2,91-10 > mol) v 0,2785 ml DMA.
Roztoky byly smichany a pfeneseny do sklenéné ampule. Reakéni smés byla probublana
argonem 10 minut a ponechana v termostatu 72 hodin pfi teploté¢ 30 °C. Polymer byl
vysrazen do dvacetindsobného objemu smési aceton-diethylether (3 : 1), profiltrovan pies
fritu S4 a suSen v exsikatoru do konstantni hmotnosti. Po vysuseni byl polymer rozpustén
v methanolu (15% w/v roztok polymeru) a opét vysraZen do smési aceton-diethylether

(3 : 1), profiltrovan pfes fritu S4 a vysuSen v exikatoru do konstantni hmotnosti.

0 H O H O CN \)-S\__

V-70, TTC-N.

t-BuOH, 72 h, 30°C
H OH 0 H O u H o o
HPMA Ma-Acap-NHNH-Boc HN HN

HO
0
NH

Obr. 2. Reakéni schéma syntézy kopolymeru poly(HPMA-co-MA-Acap-NH-NH-Boc)-
N3 pomoci RAFT polymerace.
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Odstranéni TTC skupin na konci kopolymeru se provadélo jeho reakci s
nadbytkem AIBN (Obr. 3). Kopolymer (472 mg; 1,82:10 ° mol) a 20% (w/w) AIBN
(94,4 mg; 5,20-10 = mol) byly rozpustény v DMA (3,147 ml, 6,89-10 > mol) na 15%
(w/v) roztok polymeru. Roztok byl pfenesen do sklenéné ampule, probublan argonem 10
minut a ampule zatavena. Reakce probihala v termostatu pii teploté 80°C béhem 3,5
hodin. Po probéhnuti reakce byl polymer vysrazen do dvacetinasobného objemu smési
aceton-diethylether (3 : 1), profiltrovan ptes fritu S4 a vysuSen v exsikatoru do konstantni
hmotnosti. Po vysuSeni byl polymer rozpustén v methanolu (15% w/v roztok polymeru),
vysrazen do smési aceton-diethylether (3 : 1) a vysuSen v exikdtoru do konstantni
hmotnosti. Chranici skupina hydrazidi (Boc) byla odstranéna rozpusténim kopolymeru
ve vode (10% w/v roztok) pfi teploté 100°C béhem 1 hodiny (Obr. 3). Kopolymer byl po
reakci vyizolovan pomoci lyofilizace.

Kopolymer byl po polymeraci a po odstranéni Boc skupin charakterizovan
pomoci GPC (viz 4.5.1, str. 41). Mnozstvi volnych hydrazidi bylo stanoveno
spektrofotometricky pomoci TNBS pii 500 nm a funkcionalita azidi pomoci
fluorescen¢ni znacky DBCO-Sulfo-Cy3 pii 548 nm (viz 4.5.5, str. 42).

s
o} CcN
i ) )—s\_ AIBN
Ng/\/\N “' S _ABN NE/\\/\N - ~ N
H J DMA, 3h, 80°C H 0
o o)
HN HN HN AN
Ho HO
o
0
‘NH HN'NH
HN>= HO, 1h,  Y—o

g 0 100°C 3<

NH
/!
HoN

Obr. 3. Reakéni schéma znazornujici odstranéni TTC skupiny z konce fetézce
kopolymeru a Boc skupin z hydrazidu.
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4.3 Syntéza derivatu DEX-OPB

Derivat dexamethasonu s kyselinou 4-(2-oxopropyl)benzoovou (DEX-OPB) byl
pfipraven nasledovné: EDC (146,7 mg; 7,7-10 * mol) byl rozpustén v 0,5 ml DCM a
piidan k OPB (99,8 mg; 5,5-10 * mol). K smési byl piidan 1,5 ml DMF a smés se nechala
inkubovat 30 minut v mrazaku pfi teploté -18 °C. Po inkubaci byl k reak¢ni smési piidan
DEX (200 mg; 5,1-10 * mol) a DMAP (62,33 mg; 5,1-10 * mol), piedem rozpustény
v 1,5 ml DMF. Reak¢ni smés byla nasledné ponechéana v lednici pfi teploté 4 °C na dobu
24 hodin (Obr. 4). Vznik pozadovaného produktu byl ovéfovan analyzou rekcni smési
pomoci HPLC (viz 4.5.2, str. 42).

Vznikly derivat DEX-OPB byl od nezreagovanych nizkomolekularnich latek
oddélen na kolon€ plnéné silikagelem se smési ethylacetat (EtAc) : DCM v poméru 3 : 1
jako mobilni faze. K naneseni na kolonu se pouzival 5% roztok reakéni smési. Jednotlivé
frakce se sbiraly do 5 ml zkumavek. Pfitomnost DEX-OPB se stanovila po naneseni
kapky vzorku na desticku potazenou silikagelem a provedenim chromatografie na tenké
vrstvé (TLC) s mobilni fazi EtAc : DCM (2 : 1). Skvrna charakteristicka pro produkt se
detekovala pomoci UV lampy s 254 nm svétlem. Frakce obsahujici produkt DEX-OPB
byly slité¢ do bariky a rozpoustédlo bylo odpaieno pomoci vakuové odparky. Produkt se
analyzoval pomoci HPLC, NMR a ESI-MS (viz 4.5.2, str. 41; 4.5.3., 4.5.4, str. 42)

o}
o OH
(@]
HO, EDC, DMAP 0" 30
- DCM, DMF, 4°C, 24h 0
HO
0] HO™ =0
@]
Dexametazon kyselina 4-(2-oxopropyl)benzoova DEX-OPB

Obr. 4. Reakéni schéma znézoriujici syntézu derivatu DEX-OPB.

4.4 Syntéza polymerniho konjugatu s IéCivem DEX-OPB a protilatkou
infliximab
4.4.1 Navazani derivatu DEX-OPB na polymerni prekurzor (Pfiprava konjugatu
K-DEX-OPB)
Na ptipravu polymeru s 5 hm% DEX-OPB byl roztok polymeru (101 mg; 3,9-10 mol)
v methanolu (5% w/v roztok) michan s DEX-OPB (7 mg; 1,27-10  mol, 7 % w/w) a

kyselinou octovou (0,1 ml) 16 hodin pfi laboratorni teploté (Obr. 5, str. 39). Priibéh reakce
byl sledovan na HPLC (viz 4.5.2, str. 42). Polymerni konjugat DEX-OPB byl ptecistén
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pomoci gelové permeacni chromatografie na kolon¢ snaplni Sephadex LH-20
v metanolu. Vzorek byl zfedén na 2% roztok a nanesen na kolonu. Léatky vychazejici
z kolony byly detekovany pomoci detektoru pii vinové délce 240 nm. Prvni frakce
vychazejici z kolony (vzrust absorbance) odpovidajici polymernimu konjugatu DEX-
OPB byla odebrana do banky. Methanol byl odpafen na vakuové odparce do objemu
ptiblizné¢ 0,660 ml (15% w/v roztok) a polymerni konjugat byl vysrdZzen do EtAc.
Sedimentace byla urychlena pomoci centrifugace (7000 rpm, 10 °C, 10 min). Supernatant
byl odlit, sediment premyt dietyletherem a vysuSen ve vakuovém exikatoru do konstantni
hmotnosti. Mnozstvi navdzaného DEX-OPB na polymerni konjugat se stanovilo pomoci
HPLC (viz 4.5.2, str. 42).

(o] CN O CN
N DEX - OPB
N3 N on CcN —— . NN n/CN
H 0] MeOH, kyselina H 0 0
HN HN octové, 16 h, LT HN HN
HO HO
0 o)
NH K-DEX-OPB NH
HoN {
2 N,
o]
0]
0= OH
HO
O

Obr. 5. Reakéni schéma konjugace polymerniho prekurzoru s derivaitem DEX-OPB za
vzniku konjugatu K-DEX-OPB.

4.4.2 Navazani spojky DBCO-MI na konjugat K-DEX-OPB (Pfiprava konjugatu
MI-K-DEX-OPB)
Pro navéazani spojky DBCO-MI na konec polymeru pies reakci azid-DBCO se konjugét
K-DEX-OPB (80 mg; 2,53-10 *° mol) nechal inkubovat s 2,5-x molarnim nadbytkem
DBCO-MI (2,9 mg; 6,78:10 ® mol) v DMSO (15% w/v roztok) pii laboratorni teploté na
ttepacce 2 hodiny (Obr. 6, str. 40).
Po reakci byl konjugat modifikovany s DBCO-MI spojkou precistény od
nenavazané spojky na koloné¢ naplnéné s LH-20 v methanolu s detekci pfi 240 nm.
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Methanol z frakce modifikovaného polymerniho konjugatu DEX-OPB byl odpafen na
vakuové odparce do objemu piiblizné¢ 0,55 ml (15% w/v roztok) a konjugéit byl
precipitovan do EtAc. Po centrifugaci (7000 rpm, 10 °C, 10 min) byl supernatant odlit a
srazenina se jest¢ promyla diethyletherem mirnym protiepanim. Usazena sraZzenina po
centrifugaci (7000 rpm, 10 °C, 10 min) byla suSena ve vakuovym exsikatoru do
konstantni hmotnosti a vznikly konjugat MI-K-DEX-OPB se analyzoval pomoci GPC
(viz 4.5.1, str. 41).

o] CN O CN
N.
H 0

- H o
HN HN DMSO,2h, LT HN HN
_< N HO—(
0

d MI-K-DEX-OPB g ©°
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Obr. 6. Reakéni schéma znazorujici ptipravu MI-K-DEX-OPB reakci K-DEX-OPB
s DBCO-MLI.

4.4.3 Navazani polymerniho MI-K-DEX-OPB na protilatku infliximab (Pfiprava
konjugatu IFX-K-DEX-OPB)

Vazba protilatky infliximab (IFX) s polymernim konjugatem K-DEX-OPB byla
provedena po redukci protilatky IFX. Koncentrat IFX pro infuzni roztok s koncentraci 10
mg-ml! (1 ml) probublany argonem po dobu 10 minut byl inkubovan 1 hodinu pii
laboratorni teptiot¢ za mirného michani na tfepacce s 1 ml roztoku DTT ptipraveného
rozpusténim 15,5 mg v 1 ml 100 mM fosfatového pufru (1 mM EDTA, 100 mM NaCl,
pH 7,5). Dithiothreitol byl nésledné odstranén pomoci gelové filtrace na kolon¢ PD-10
s argonem probublanym fosfatovym pufrem. Koncentrace protilatky v roztoku po
odstranéni DTT na PD-10 byla stanovena spektrofotometricky z absorbance pti 280 nm
(viz 4.5.5, str. 42) a mnozstvi volnych tiolovych skupin spektrofotometricky pomoci
Ellmanova cinidla pti 412 nm (viz 4.5.5, str. 42). K roztoku redukované protilatky byl
postupné pfidan roztok polymerniho konjugitu MI-K-DEX-OPB se zavedenou
maleimidovou skupinou (16 mg v 1 ml fosfitového pufru) za stalého probublavani

40



4 Experimentalni ¢ast

roztoku argonem (Obr. 7). Molarni pomér protilatky k polymernimu konjugatu byl 1 : 9.
Reakce byla provadéna 1 hodinu pii laboratorni teploté za mirného michani na tfepacce.
Pted precisténim vzorku byl do reakéni smési pfidan ethylmaleimid. Nasledn¢ byl vznikly
konjugat IFX-K-DEX-OPB pfiecistény pomoci gelové filtrace na PD-10 ve vodé.
Vysledny konjugat byl vyizolovan pomoci lyofilizace a charakterizovan pomoci gelové

permeacni chromatografie na kolon¢ Superose6 (viz. 4.5.1, str. 41).

o CN
w N N‘NME o [TCN
HN redukovana protilatka @ 0 N
N /

HN

PBS, EDTA, 2h, LT
N HO <=O HO
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0
O=( oH O=( oH
HO IFX-K-DEX-OPB HO
0
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Obr. 7. Reakéni schéma konjugace MI-K-DEX-OPB s monoklonélni terapeutickou
protilatkou infliximab za vzniku IFX-K-DEX-OPB.

4.5 Analytické metody pouzité pro charakterizaci pfipravenych latek

4.5.1 Gelova permeacni chromatografie (GPC)

Pomoci GPC analyzy se zjistila pocetné primérnd molarni hmotnost (M,), hmotnostné
(M) primérna molarni hmotnost a disperzita polymert a konjugatt (pomér M,,/M,). Pro
analyzy se vyuzival HPLC systém Shimadzu s UV-vis detektorem (Shimadzu),
detektorem rozptylu svétla (DAWN HELEOS 1II; Wyatt Technology Co.) a
diferencialnim refraktometrem (Optilab®-rEX; Wyatt Technology Co.).

Pro analyzu polymernich prekurzorii a konjugatt bez protilatky se pouzila kolona
TSKgel 3000SWXL (7,8 mm [.D.x. x 30 cm, 5 pm; Tosoh Bioscience) promyvand smési
methanolu a acetatového pufru (0,3 M; pH 6,5) vpoméru 80:20 s pritokem
0,5 ml-min . Konjugat IFX-K-DEX-OPB se analyzoval na kolon& Superose6 s mobilni
fazi obsahujici 50 mM fosfatového pufru a 50 mM NaCl (pH 7,4) s pritokem
0,5 ml'min"'. Koncentrace analyzovanych vzorkii byla 3 mg-ml' a na kolonu se
nastiikovalo 100 pl. Namétena data se vyhodnocovali pomoci programu ASTRA VII
(Wyatt Technology Co.) s inkrementem indexu lomu dn/dc = 0,167 ml-g !, ktery byl
stanoveny pro HPMA homopolymer.
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4.5.2 Vysokoucinna kapalinova chromatografie (HPLC)

Vysokouc¢inna kapalinova chromatografie (z angl. High Performance Liquid
Chromatography - HPLC) se vyuzila na sledovani pribéhu reakce béhem syntézy DEX-
OPB, ovéteni Cistoty derivatu DEX, stanoveni mnozstvi navazaného DEX-OPB na
polymeru a pfi analyze uvoliiovani 1é¢iva z polymerniho nosice v rtiznych pH. Analyzy
se provadéli na HPLC systéme Shimadzu s UV-vis detektorem (Shimadzu) bud’ na
koloné¢ s reverzni fazi Chromolith Performance RP-18e (100 mm x 4,6 mm; 5 pm; Merck)
s pritokem 1 ml-min™ (17 min metoda) nebo na koloné s reverzni fazi Chromolith
Performance RP-18¢ (150 mm x 4,6 mm; 5 pm) s pritokem 2,5 ml-min ! (12 min
metoda). V prubéhu déleni byl pouzity gradient mobilni faze s eluenty A (95% voda, 5%
acetonitril (ACN), 0,1% TFA) a B (95% ACN, 5% voda, 0,1% TFA) od 0% do 100%

eluentu B. Vzorek se na kolonu nasttikoval v objemu 20 pl.

4.5.3 Hmotnostni spektrometrie (MS)

Derivat dexamethasonu DEX-OPB se analyzoval na hmotnostnim spektrometru Thermo
scientific LCQ Fleet sionizaci -elektrosprejem (ESI-MS) v pozitivhim modu

v methanolu.

4.5.4 Nuklearni magneticka rezonance (NMR)
'H NMR spektrum DEX-OPB se méfilo na piistroji Bruker s frekvenci 400 MHz

v deuterovaném DMSO.

4.5.5 Absorp¢ni spektrofotometrie

VSechna spektrofotometrickd méfeni byla provedena na pfistroji Specord 205
ve sklenénych kyvetach.

Funkcionalita azidl na konci semitelechalického kopolymeru po polymeraci byla
stanovena spektrofotometricky z absorbance fluorescenc¢ni znacky modifikovan¢ DBCO
skupinou po reakci s polymerem. Roztok polymeru (6 mg v 0,1 ml methanolu) byl
smichan s roztokem fluorescenéni znacky DBCO-Sulfo-Cy3 (0,6 mg v 0,04 ml
methanolu) a inkubovan 30 minut pfi laboratorni teploté. Po reakci se k roztoku ptidal
0,5 ml methanolu a 0,5 ml PBS. Takto natedéna reakéni smés byla nanesena na kolonu
s ndplni LH-20 a fluorescen¢né znaceny polymer byl eluovan s methanolem. Prvni frakce
vychazejici z kolony byla odebréna do barky, zahusténa na vakuové odparce a opétovne
nanesena na kolonu s LH-20 v methanolu. Znaceny polymer byl odebran po odpateni
methanolu na vakuové odparce rozpustén ve vodeé (3 ml), zmraZzen a lyofilizovan.
Neptitomnost volné fluorescenéni znacky ve vzorku byla ovétend pomoci GPC s detekci
pii 548 nm, kde absorbuje DBCO-Sulfo-Cy3. Nasledné se pfipravil roztok polymeru

s koncentraci 0,5 mg:ml ! ve vod& a jeho absorpéni spektrum se zméfilo v kyvets
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s délkou optické drahy 1 mm v rozsahu vinovych délek 400-600 nm. Hodnota absorbance
v maxime (548 nm) se pouzila na vypocet funkcionality azid na konci kopolymeru podle

rovnice (1).

keionalita = AV (1)
funkcionalita = ——

kde M, je hodnota pocetné primérni molarni hmotnosti polymeru stanovena pomoci GPC
[g'mol '], 4 je absorbance pti 548 nm, ¥ je objem [1 1], m je hmotnost [1 g], & je molarni
absorpéni koeficient [¢ = 162 000 I-mol '-cm '] a / je délka opticky drahy kyvety
[0,1 cm].

Obsah hydrazidovych funk¢nich skupin podél polymerniho fetézce byl stanoven
spektrofotometricky po reakci s TNBS, pii které dochédzi k vzniku produktu, ktery
absorbuje pfi 500 nm. Tii navazky polymeru byly rozpustény v boratovém pufru na
koncentraci 2 mg-ml . Pro reakci se pouZil roztok TNBS s koncentraci 0,03 mol.dm™.
Do kyvety bylo ptidano 875 ul destilované vody, 25 ul roztoku TNBS a 100 pl roztoku
polymeru. Jako reference se pouzila smés 25 pl roztoku TNBS a 975 pl destilované vody.
Po 1 hodinové inkubaci se zméfila absorbance roztoka pii 500 nm v kyvetach s délkou
optické drahy 1 cm a primérnd hodnota z tfech méfeni se pouzila na vypocet obsahu

hydrazidovych skupin na polymeru podle rovnice (2).

100
molarni % = )

c-l-c
a M
M,

kde ¢ je molarni absorpéni koeficient (¢ = 17 200 1-mol "'-cm '), / je opticka dréha paprsku

1+

(1 cm), ¢ je koncentrace polymeru v roztoku v kyveté (0,2 mg-ml '), 4 je absorbance pii
500 nm, M, je molarni hmotnost HPMA (M; = 143,2 g-mol ') a M je molarni hmotnost
komonomeru obsahujiciho hydrazidové skupiny (Ma-Acap-NH-NH,, M> =
=212,2 g'mol ).

Volné sulfhydrylové skupiny po redukci protilatky IFX s DTT se stanovili
spektrofotometricky vyuZitim Ellmanova ¢inidla (DTNB), které reaguje s thiolovymi
skupinami za vzniku thionitrobenzoatu, ktery absorbuje pii 412 nm. Do kyvety (1=1 cm)
byl ptidan 750 pl fosfatového pufru, 50 ml Ellmanova ¢inidla (4 mg-ml! v pufru) a 200
ul roztoku redukované protilatky po ptecisténi na PD-10 od DTT. Jako reference byla
pouzita kyveta obsahujici 950 pl fosfatového pufru a 50 upl Ellmanova cinidla.
Absorbance pii 412 nm byla pouzita pro vypocet obsahu volnych tiolovych skupin podle
rovnice (3) (str. 44). Koncentrace protilatky v roztoku po redukci s DTT potitebnd pro
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vypocet tiolovych skupin se stanovila z absorbance pii 280 nm. Do kyvety byl ptidan 800
ul fosfatového pufru a 180 ul roztoku protilatky po piecisténi na PD-10 od DTT.
V referencni kyveté byl fosfatovy puft.

Ay

polet SH skupin = ﬁ 3)
2 "1y
&2

kde je & [I'mol'-cm] je molarni absorpéni koeficient thiolové skupiny
(e1 =14 150 I'mol -cm 1), &2 [I'mol '-cm '] je molarni absorpéni koeficient protilatky
(e = 210 000 l'mol'-cm™), 4; je absorbance pii 412 nm zméfena pfi stanoveni
koncentrace thiolit pomoci DTNB, A; je absorbance pii 280 nm zméfena pfi stanoveni
koncentrace protilatky a n; a n2 jsou korekéni faktory fedéni pti stanoveni thiold (n; = 5)
a protilatky (n2 = 5.,4).

4.5.6 Analyza uvoliovani DEX-OPB z polymerniho nosice

Celkové mnozstvi navazaného DEX-OPB na HPMA polymeru bylo stanoveno pomoci
HPLC s detekei pii 240 nm. Konjugat K-DEX-OPB (1,5 mg) byl rozpustény v 0,3 ml
mobilni faze A (95% voda, 5% ACN, 0,1% TFA) a inkubovany v termostatu pii 37°C.
Po 2 hodinach se ptidalo 0,3 ml methanolu, promichalo a 20 ul nastfiklo na kolonu
Chromolith Performance RP-18e (viz. 4.5.2, str. 41). MnoZstvi navdzaného DEX-OPB se
stanovilo z integrované plochy piku pti 240 nm, ktery odpovida volnému nenavazanému
DEX-OPB a porovnanim s kalibra¢ni kiivkou vytvofenou z riiznych koncentraci DEX-
OPB.

Obsah navazaného DEX-OPB byl ur¢en z primérni hodnoty tfech nezavislych
stanoveni. Stanoveni mnoZzstvi uvolnéného DEX-OPB v 10 mM fosfatovych pufrech
s ruznym pH (7,4; 6,5; 5,0) v riznych ¢asech se stanovil analogicky pomoci HPLC. Byly
pripravené zasobni roztoky konjugatu s koncentraci 1,5 mg-ml !, po rozpusténi ihned
rozpipetovany do malych mikrozkumavek po 0,2 ml a inkubované v termostatu pti 37°C.
V case 30 minut, 1, 2, 6, 8 a 24 hodin se k 0,2 ml roztoku konjugétu ptidal 0,8 ml DCM,
do kterého se vyextrahoval uvolnény DEX-OPB. Vodna a DCM féze se odd¢lily pomoci
centrifugace (12 000 rpm, 10 minut) a ze spodni (DCM) taze se odebralo 0,6 ml. DCM
se odparil, ptidalo se 0,1 ml methanolu, pofadné promichalo a zanalyzovalo na HPLC
(viz. 4.5.2, str. 42).

Efektivita vytfepavani se stanovila ztfech navaZzek DEX-OPB (1 mg)
rozpusténych ve 300 ul fosfatového pufru (10 mM, pH 7,4). K roztokiim se ptidal 1 ml
DCM a po tiepani a centrifugaci (12 000 rpm, 10 minut) se odebralo 200 ul DCM
s vyextrahovanym DEX-OPB. Po odpatfeni DCM se DEX-OPB rozpustil v methanolu na
koncentraci 0,2 mg-ml ! a vzorky se analyzovaly pomoci HPLC (viz 4.5.2, str. 41).

Porovnanim integrovanych ploch pikil pii 240 nm téchto tii vzorkl s integrovanymi
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plochami piki pti 240 nm ziskanych po analyze roztokit DEX-OPB o stejné koncentraci
se stanovil koeficient efektivity vytfepavani, ktery koriguje chybu, ktera se pti stanoveni
koncentrace DEX-OPB objevuje béhem vytifepavani a extrakce do DCM.

Po stanoveni uvolnéného mnozstvi DEX-OPB z konjugatu ztfech riznych
stanovenich se dopocitalo procentudlni uvolnéni 1é¢iva z polymert v jednotlivych casech
v daném pH a vysledky byly korigovany koeficientem, ktery se ziskal po stanoveni

efektivity vytfepavani.

4.5.7 Elektroforéza v polyakrylamidovém gelu v pfitomnosti dodecylsiranu
sodného (SDS-PAGE)

Elektroforéza na polyakrylamidovém gelu v pfitomnosti dodecylsulfatu sodného (z angl.
Sodium dodecyl sulfate polyacrylamide gel electrophoresis — SDS-PAGE) byla provedena
na pfistroji PhastSystem, ktery umozinuje plnou automatizaci aplikovani vzorku na gel,
elektroforetickou separaci a barveni gelu. Pro analyzu protilatky a IFX-K-DEX-OPB se
pouzil polyakrylamidovy Phast gel s gradientem 4-15 %, na ktery se aplikovali vzorky
s koncentraci 1 mg-ml "' (infliximab) a 4 mg-ml "' (IFX-K-DEX-OPB) ve fosfitovém
pufru (10 mM, pH 7.4) v ptitomnosti SDS (2,5%) a nebo i s 2-merkaptoethanolem (1%)
po 5 min inkubaci pii 95 °C. Pfed nanesenim vzorkd na gel se ke vzorkiim piidala
bromfenolova modi (0,01%). Separace v gelu probihala s pouzitim komeréné
pfipraveného systému pufri jako elektrolytu (PhastGel SDS buffer strips: 0,2 M tricin,
0,2 M Tris, 0,55% SDS, pH 8,1) pfi teploté¢ 15°C. Program pro separaci sestaval ze tii
krokt s nasledujicimi podminky: 1 (pre-inkubace): 250 V, 10 mA, 3W, 1 Vh; 2 (aplikace
vzorkl): 250 V, 1 mA, 3 W, 1 Vh; 3 (separace): 250 V, 10 mA, 3 W, 63 Vh. Po separaci
(30 min) se protilatka v gelu obarvila barvivem Coomasie Blue nasledovné: gel se nejdiiv
namacel 30 minut v barvicim roztoku (40 ml zdkladni roztok PhastGel Blue R, 8 ml
kyselina octova, 32 ml voda), nasledné se asi 1 hodinu promyval v odbarvovacim roztoku
(60 ml voda, 30 ml methanolu, 10 ml kyselina octovd) a nakonec se stabilizoval
v stabiliza¢nim roztoku (80 ml voda, 10 ml kyselina octovd, 10 ml glycerol). Zakladni
roztok PhastGel Blue R se pfipravil rozpu§ténim tablety s barvivem PhastGel Blue R v 80
ml vody a po 10 min michani se ptidal jesté¢ 120 ml methanolu. Obarveny gel se vyfotil

pomoci dokumenta¢niho systému Syngene PXi (Syngene UK).

4.5.8 ELISA
Specificita a funkcnost protilatky v konjugatu byla ovéfena pomoci metody ELISA (z

angl. Enzyme-Linked Immuno Sorbent Assay). Tato metoda je zaloZzend na interakci
specifické protilatky s antigenem, v tomto piipadé TNF-o. Po navazani specifické

protilatky s antigenem se pifidd nespecifickd sekundarni protilditka konjugovana
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s enzymem kienovou peroxidasou vazajici se na antigen a dohromady tvoii tzv.
sendviCovy komplex. Nasledn¢ se ptfidd chromogen, ktery se pfeméni enzymem na
barevny produkt, jehoZ koncentraci mizeme stanovit spektrofotometricky a bude pfimo
umeérna mnozstvi antigenu.

Pro ovéfeni zachovani specificity protilatky v konjugétu byla do jamky na 96
jamkovou desku (Nunc Polysorp C8) nakoutovana specificka protilatka infliximab a pro
porovnani do jinych jamek byl navazan konjugat IFX-K-DEX-OPB v takové koncentraci,
aby findlni koncentrace protilatky v jamce byla stejnd. Na takto nakoutovanou desku
s protilatkou 1 konjugatem IFX-K-DEX-OPB v rtiznych koncentracich, byl ptidan TNF-
o a nasledné metodou ELISA (TNF alpha Human ELISA Kit, Invitrogen) ovéfena

interakce protilatka-antigen. Vysledek se zpracoval ze dvou méieni.
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5.1 Syntéza a charakterizace polymernich prekurzort a konjugat
5.1.1 Syntéza derivatu DEX-OPB

S cilem zavést do molekuly DEX reaktivni keto skupinu pro vazbu na polymerni nosic¢
byl DEX modifikovan pomoci oxo-kyseliny OPB. Prib¢h syntézy derivatu DEX-OPB
byl pritbézné sledovan analyzou reakéni smési pomoci HPLC (Obr. 8, str. 48). Reakéni
smés obsahovala i po 16 hodinach dva vyznamné piky, prvni pik se nachdzel na misté
volného DEX (r.¢. 8,7 min), druhy odpovidajici DEX-OPB byl pozorovan pfi r.¢. 10,4
min. Po 16 hodinach se jiz slozeni reakéni smési neménilo, a smés obsahovala 27,3 %
DEX a 72,7 % derivatu. Derivat byl od volného DEX vy¢istén pomoci sloupcové
chromatografie a produkt byl charakterizovan pomoci HPLC, MS, NMR. Vytézek
syntézy derivatu DEX-OPB byl 239,8 g (80 %). Analyza produktu na hmotnostnim
spektrometru s ionizaci elektrosprejem potvrdila ocekédvanou molekulovou hmotnost
DEX-OPB (vypoctena: 552,25; nalezena 553,08 DEX-OPB+H", 575,17 DEX-OPB+Na",
1127,5 DEX-OPB+DEX-OPB+Na", 1679,17 DEX-OPB+DEX-OPB+DEX-OPB+Na").
Pomoci '"H NMR (400 MHz, DMSO-ds) byly zjistény nésledujici piky: & 7,93 (d, C-28,
C-30),0 7,37 (d, C-27,C-31),8 7,3 (d, C-6), 6 6,25 (d, C-1), 8 6,02 (s, C-3), 5 5,45 (d, C-
15), 6 5,3 - 5,26 (d, C-23), 6 5,23 (s, C-20), 6 5,08 - 5,05 (d, C-23), 6 4,18 (m, C-14), 6
3,91 (s, C-32), 6 2,9 (m, C-17), 6 2,64 (m, C-10), 6 2,40 (m, C-8), 6 2,34 (m, C-10), &
2,20 (m, C-13), 6 2,17 (s, C-34), 6 2,0 (m, C-11), & 1,77 (m, C-9), 6 1,66 (m, C-13), 5
1,64 (m, C-18), 6 1,5 (s, C-39), 6 1,37 (m, C-9), 6 1,09 (m, C-18), 5 0,93 (s, C-37), 5 0,81
(d, C-19) (Obr. 9, str. 49).

47



5 Vysledky

1000 000 -+

750000 -
©
1000 000 - 3
[}
B 500000 -
‘E
2
®
@ 750000 4 ® 250000 A
> o
N
Q
T k
o 0 T T T
c 4 8 9 10
> 500 000
E Cas [min]
Q
o
250 000 A
o.LP.....L.l‘....
0 5 10 15

Cas [min]

Obr. 8. HPLC zdznam DEX (Cerna kiivka), reakéni smési (modra kiivka) a DEX-OPB
(Cervenad ktivka) pii 240 nm po nastiiknuti na kolonu Chromolith s reverzni fazi
Chromolith Performance RP-18¢ (100 mm x 4,6 mm; 5 pum; Merck) s pritokem
1 ml-min"! (17 min metoda).
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Obr. 9. Vysledek analyzy DEX-OPB pomoci 'H NMR v deuterovaném DMSO. Cisla pfi
jednotlivych signalech v NMR spektru pfislouchaji atomiim oznacenych ¢isly v chemické
struktufe derivatu DEX-OPB.

5.1.2 Polymerni prekurzor

Polymerni prekurzor poly(HPMA-co-MA-Acap-NH-NH-Boc)-N3 byl syntetizovan
z monomert HPMA a MA-Acap-NH-NH-Boc pomoci RAFT polymerace s pouzitim
iniciatoru V-70 a CTA TTC-N3. Vytézek Pol-1 (TTC,Boc) po polymeraci byl 52,6%. U
polymeru byla stanovena M,, a disperzita. V nasledujicim kroku byly odstranény TTC
koncové skupiny polymerniho prekurzoru pomoci inkubace s AIBN pii teploté 80°C.
Odstranéni koncovych TTC skupin bylo prokazano vymizenim absorpéniho pasu pii
vlnové délce 310 nm odpovidajici absorbci TTC skupin. Po odstranéni TTC skupin byla
stanovena M,, a disperzita polymeru Pol-1 (Boc). V poslednim kroku byly odchranény
hydrazidové skupiny, a to pii inkubaci polymeru po dobu 1 h ve vodé pfi teploté 100°C.
Pol-1 byl charakterizovan pomoci GPC a mnoZstvi hydrazidovych skupin se stanovilo
pomoci absorpéni spektrofotometrie (viz 4.5.5, str. 42). Zjistilo se, ze ze 4 mol%
komonomeru Ma-Acap-NH-NH-Boc, ktery byl v nasad¢ polymerizacni nasady, bylo
nakonec ve vysledném polymernim prekurzoru zabudovano 2,9 mol% volnych
hydrazidii. Funkcionalita koncovych azidi stanovend spektrofotometricky byla 0,81.

Charakterizace vSech polymernich prekurzort jsou uvedeny v tabulce (7ab. 3, str. 51).
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5.1.3 Polymerni konjugaty

Polymerni konjugat nesouci 1é¢ivo DEX-OPB navéazané pies pH-senzitivni spojku (K-
DEX-OPB) byl pftipraven reakci polymerniho prekurzoru poly(HPMA-co-MA-Acap-
NH-NH>) (Pol 1) s derivatem DEX-OPB. Prub¢h reakce byl sledovan pomoci HPLC.
Nenavazané 1éCivo bylo odstranéno pomoci sloupcové chromatografie a findlni konjugat
K-DEX-OPB byl charakterizovan pomoci GPC. Konjugat K-DEX-OPB obsahoval 5,26
hm% léciva DEX-OPB, vytézek reakce byl 82,1 %. Molekulova hmotnost ani disperzita
polymeru se po navazani derivatu DEX vyrazn€ nezmeénila.

V dalsim kroku byl K-DEX-OPB modifikovan na koncové azidové skupiné
pomoci spojky DBCO-MI s vyuzitim cykloadi¢ni reakce. Reakce DBCO skupiny
s azidem se detekovala na HPLC pii 310 nm, kde se pozoroval pokles intenzity signalu
patficimu DBCO-MI. Vznikly konjugat MI-K-DEX-OPB se analyzoval pomoci GPC a
stanovily se jeho molekulové hmotnosti (M,, M,,) a disperzita (Tab. 3, str. 51).

Vysledny konjugat IFX-K-DEX-OPB, kde na protilatce infliximab jsou vazané
polymerni fetézce nesouci 1é¢ivo DEX-OPB, se pftipravil reakci MI skupiny na konci
polymerniho fetézce konjugatu MI-K-DEX-OPB s thiolovymi skupinami na protilatce
infliximab po jeji redukci s DTT. Molekulova hmotnost konjugatu IFX-K-DEX-OPB se
stanovila pomoci GPC (viz. 4.5.1, str. 41) a porovnanim s molekulovou hmotnosti
samotné protilatky se zjistilo, ze 46,3 hm% konjugatu IFX-K-DEX-OPB ptedstavuje
infliximab a na jednu molekulu protilatky se podafilo navazat 5-6 polymert nesoucich
DEX-OPB. GPC zaznamy jsou zobrazené na Obr. 10 (str. 52) a Obr. 11 (str. 53). Vysledni
konjugat [FX-K-DEX-OPB obsahoval 3,9 hm% DEX-OPB.
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Tab. 3. Charakteristiky polymerniho prekurzoru a polymernich konjugatu.

M, Disperzita | Vytézek Charakterizace
[g'mol '] b [hm%]
Funkcionalita Obsah Obsah
azida hydrazidovych | navazanéh
skupin o léciva
[mol%] [hm%]
Pol-1 26 000 1,08 52,6 - - -
(TTC,Boc)
Pol-1 (Boc) | 26200 1,07 94,9 0,81 - -
Pol-1 28 000 1,19 - - 2,9 -
K-DEX- 31 600 1,18 82,1 - - 5,26
OPB
MI-K-DEX- | 36 800 1,19 94,6 - - -
OPB
IFX-K- 366 800 - 95,0 - - 3,9
DEX-OPB
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Obr. 10. GPC chromatogramy polymerniho prekurzoru bezprostiedné po RAFT
polymeraci (Sedé kiivka), polymerniho prekurzoru po odstranéni TTC (zelend kiivka),
polymerniho prekurzoru s odstranénymi Boc chranicimi skupinami (Cerna kiivka), K-
DEX-OPB (¢ervena kiivka) a MI-K-DEX-OPB (modra kiivka). Zdznamy jsou relativni
odezvy refraktometrického detektoru. Kolona: TSKgel 3000SWXL, mobilni faze: smés
methanolu a acetatového pufru (0,3 M; pH 6,5) vpomére 80 : 20 s pritokem

0,5 ml-min .
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Obr. 11. GPC chromatogramy MI-K-DEX-OPB (modra kiivka), IFX-K-DEX-OPB
(¢ervena kiivka) a protilatky infliximab (Cernd ktivka). Zaznamy jsou relativni odezvy
refraktometrického detektoru. V ¢ase po 40. minuté vychazi z kolony pufrovy pik.
Kolona: Superose6, mobilni faze: 50 mM fosfatového pufru a S0 mM NaCl (pH 7,4)

s prittokem 0,5 ml-min .

53



5 Vysledky

5.2 Elektroforéza protilatky infliximab a konjugatu IFX-K-DEX-OPB

Elektroforeticka charakterizace konjugatu IFX-K-DEX-OPB a samotné monoklonalni
protilatky byla provedena pomoci SDS-PAGE ekektroforézy pii redukujicich i
neredukujicich podminkach. Na obrazku 12 je vidét, Zze v neredukujicich podminkach ma
protilatka infliximab velikost pfiblizné 150 kDa (2. drdha), zatimco v redukujicich
podminkach je mozné pozorovat dva vyrazné prouzky o velikosti 50 kDa a 25 kDa, které
odpovidaji tézkému a lehkému fetézci protilatky (3. draha). V ptipadé analyzy konjugatu
IFX-K-DEX-OPB za neredukujicich podminek jiz prouzek odpovidajici 150 kDa
pozorovan nebyl (4. drdha). Je mozné konstatovat, Zze ve vzorku se nenachazi
nemodifikovana volna protilatka. Redukéni podminky ve vzorku s konjugatem IFX-K-
DEX-OPB (5. draha) vedly v porovnani s tieti drahou k upInému vymizeni prouzku pro
tézky tetézec IFX. V ptipad¢ analyzy konjugatu se pozorovalo zna¢né rozmyti pasii na

polyakrylamidovém gelu.

Obr. 12. SDS-PAGE elektroforetickd analyza infliximabu a IFX-K-DEX-OPB
v neredukujicich a redukujicich podminkach. Draha 1: standard proteinli o znamé
molekulové hmotnosti, draha 2: IFX, drdha 3: IFX s 2-merkaptoethanolem, drdha 4: IFX-
K-DEX-OPB, draha 5: IFX-K-DEX-OPB s 2-merkaptoethanolem.
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5.3 Uvolnéni DEX-OPB z polymerniho nosic¢e
Podil uvolnéného 1éciva DEX-OPB z K-DEX-OPB a z IFX-K-DEX-OPB v zavislosti od

¢asu se studoval v pufrech s riiznymi hodnotami pH (7,4; 6,5 a 5,0). Prubéh uvoliiovani
byl sledovan pomoci HPLC s detekci pfi 240 nm a nésledné vyjadien jako procento
uvolnéného 1é¢iva. V pribéhu analyzy se sledovali dva piky s reten¢nimi ¢asy 6 minut a
6,2 minut. Pro vyhodnoceni mnozstvi uvolnéného DEX-OPB se bral v potaz pouze druhy
pik (r.€. 6,2 min), ktery odpovida DEX-OPB. Obrazek 13 A znazoriiuje procentualni podil
uvolnéného DEX-OPB z polymerniho konjugatu K-DEX-OPB. Je vidét, ze s klesajicim
pH se zvySuje mnozstvi uvolnéného DEX-OPB. V prtib¢hu 8 hodin se v pufru s pH 7,4,
pH (pH = 5,0, model lysozomii buné€k) se uvolnilo jiz béhem 2 h okolo 80 % Iéciva.
Pritomnost protilatky v konjugatu zasadn€é neovlivnil rychlost uvoliovani DEX-OPB

z polymerniho fetézce, jak je zndzornéno na obrazku 13B.

100 4 100 -

>
(os]

80 A 80
60 - 60

40 A 40

20 A

% uvolnéni DEX-OPB
% uvolnéni DEX-OPB

20 A

0 2 4 6 8 10 0 2 4 6 8
Cas [hodiny] Cas [hodiny]

Obr. 13. A) Uvoliovani DEX-OPB z polymerniho nosic¢e (K-DEX-OPB) ve fosfatovém
pufru s pH = 7,4 (Cernd kiivka), pH = 6,5 (Cervend kiivka) a pH = 5,0 (modra kiivka).
B) Uvolnovani DEX-OPB z K-DEX-OPB (¢ernd ktivka) a z [IFX-K-DEX-OPB (zelena
ktivka) ve fosfatovém pufru s pH = 7,4.
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5.3.1 Stanoveni aktivity protilatky infliximab v konjugatu IFX-K-DEX-OPB
pomoci metody ELISA

Schopnost vazat TNF-a byla studovana pro samotnou protilatku IFX a jeji polymerni
konjugat IFX-K-DEX-OPB (Obr. 14). Z vysledku uvedeném na grafu vyplyva, ze
schopnost vazat TNF-a, pfesnéji stanovena absorbance sekundarni protilatky, je ptimo
umérnd mnozstvi piidaného TNF-a pfi stanoveni. S vy$§im obsahem protilatky (Cervené
kiivky) nebo konjugatu (¢erné kiivky) v jamce je mnozstvi zachyceného TNF-a, a tedy 1
absorbance vys$i. Pii porovnani kiivek pro stejnou koncentraci [FX v jamce je patrné, ze
absorbance pro konjugat je priblizn¢ dvakrat nizsi pti vSech studovanych koncentracich.
Rovnéz intenzita signalu se snizuje rychleji s klesajici koncentraci IFX-K-DEX-OPB

v porovnani se samotnym [FX.

0,225

0,175

0,125

Absorbance

0,075

0,025

-0,025 -

Koncentrace TNF-a [pg/ml]

Obr. 14. Zavislost absorbance na koncentraci TNF-a. Jednotlivé cervené kiivky
znazorhuji rizné koncentrace IFX v jamce (plnd: 2,5 mg-ml !, ¢arkovana: 1 mg-ml !,
teckovand: 0,5 mg-ml ') a ¢erné kiivky riizné koncentrace IFX-K-DEX-OPB v jamce
(plna: 5 mg-ml !, ¢arkovana: 2,5 mg:ml !, te¢kovana: 1 mg-ml ).
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V ramci predklddané prace jsme se zaméfili na navrh struktury, syntézy a fyzikalné-
chemické a predbézné biologické hodnoceni polymerniho konjugatu monoklonalni
protilatky infliximab a polymeru nesouciho 1é¢ivo DEX navéazané ptes pH-sensitivni
hydrazonovou vazbu. V prvnim kroku byla do struktury lé¢iva zavedena keto skupina
derivatizaci pomoci OPB, coZ umoznilo tvorbu hydrazonové vazby mezi derivatem DEX-
OPB a polymernim prekurzorem. Vyhodou této pH-senzitivni vazby patii pomérn¢ dobra
stabilita ve fyziologickém prostiedi s pH 7,4, které se nachéazi v krevnim fecisti, a rychlé
Stépeni v niz§im pH, které se nachdzi v zanétlivé tkani. Toto umoziuje zajistit delsi
cirkulaci v krevnim ob¢hu a omezit ucinek 1é¢iva pouze na cilové tkdné¢ s kyselejSim
prostiedim [66]. Vysledny konjugat IFX-K-DEX-OPB navic obsahuje ve své struktuie
terapeutickou protizdnétlivou protilatku infliximab (IFX) inhibujici TNF-o. Tato
protilatka byla zavedena do struktury konjugétu s cilem aktivniho smérovani konjugatu
do oblasti zanétu, ve které je zvySena exprese TNF-a, s naslednym zesilenim
terapeutického efektu polymerniho systému obsahujiciho jak samotné 1é¢ivo DEX, tak i
anti-TNF-a protilatku.

6.1 Prfiprava a charakterizace polymernich prekurzori a polymerniho
konjugatu s DEX

Syntéza kopolymeru poly(HPMA-co-MA-Acap-NH-NH-Boc) byla provedena pomoci
kontrolovan¢ RAFT polymerace s cilem ziskat polymerni prekurzor o vhodné
molekulové hmotnosti, kterd jest¢ dovoluje HPMA-kopolymerim se vyloucit z téla
glomerularni filtraci, a zké disperzité B. Analyza kopolymeru na GPC prokazala, Ze se
podatilo piipravit polymer s velmi uzkou distribuci molekulovych hmotnosti (b = 1,08)
a molekulovou hmotnosti M, = 26 000 g-mol!, coZ je pod hranici renalniho prahu [62].
Pouzité prenosové ¢inidlo TTC-N3 umoznilo ptipravu semitelechelického kopolymeru
s azidovou funkéni skupinou na jednom konci hlavniho fetézce. Vzhledem k pomérné
velké termalni nestabilité¢ druhé koncové funkéni skupiné TTC, kterd miZe reagovat
s nukleofilnimi a redukénimi ¢inidly [67], nebyla tato skupina v dalSich krocich vyuzita
a byla odstranéna pomoci AIBN pii vysoké teploté. Funkcionalita koncové azidové
skupiny pfipraveného kopolymeru dosahovala 0,81 a je mozné konstatovat, ze byla
dostatecnd pro dalsi syntetické kroky. Obsah hydrazidovych skupin po odstranéni
chranicich skupin z komonomeru Ma-Acap-NH-NH-Boc byl 2,9 mol%, coz bylo
dostate¢cné mnozstvi pro navazani 7 hm% derivatu DEX-OPB (1,4 mol%) v dalS§im
syntetickém kroku. Molekula DEX obsahuje ve své struktute dvé keto skupiny, pies které
by se teoreticky mohla navéazat na hydrazidové skupiny polymerniho fetézce. Nicméné,
ob¢ tyto keto skupiny jsou pomérné nereaktivni a jejich vyuziti pro tvorbu hydrazonové
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vazby vyzaduje vyznamné zvySené teploty a dlouhych reakénich casti. DalSimi
nevyhodami vyuziti téchto keto skupin DEX je tvorba vedlejsich degradacnich produkti
DEX pfi reakci za vyssich teplot a uvoliiovani takto vazaného 1éCiva je velmi pomalé,
proto pro efektivni 1é¢bu artritidy by se museli podavat velmi vysoké davky polymerniho
1é¢iva [68]. Z toho diivodu se volil jiny pfistup a na DEX se zavedla nova keto skupina
derivatizaci pomoci 4-(2-oxopropyl)benzoové kyseliny (OPB). Pfes zavedenou keto
skupinu byl nasledné¢ na HPMA polymer za tvorby hydrazonové vazby navazan derivat
DEX-OPB, u které¢ho bylo zjisténo, ze podléhd pH-senzitivni hydrolyze vyhovujici
rychlosti, viz nize. U&innost vazby derivatu na polymerni prekurzor pii laboratorni teploté
béhem 16 hodin byla 75 % (ndsada 7 hm%, navazano 5,26 hm%). DosaZzeny vysledek
vazby léCiva na polymerni prekurzor byl postacujicim pro nasledujici in vitro testovani.
Po navazani derivatu DEX-OPB a modifikujici skupiny DBCO-MI na polymerni
prekurzor byl pozorovan mirny nérGst molekulové hmotnosti polymeru vyvolany
zavedenim téchto skupin. Nicméné, nrlst byl pomérné maly a nikterak neomezoval dalsi
vyuziti polymerniho konjugitu v navazujicich syntetickych krocich (M,, =
= 31600 g'mol! pro K-DEX-OPB, M,, = 36 800 g-mol" pro MI-K-DEX-OPB). Ani
v jednom ptipadémolekulovd hmotnost polymeri nepiekracovala hodnotu rendlniho
prahu pro jejich vylouceni z organismu po splnéni funkce pomoci glomeruléarni filtrace.
Je mozné konstatovat, ze pripraveny polymerni konjugat dexamethasonu mél

vhodné charakteristiky pro dal$i navazujici syntetické kroky.

6.2 Smérovany polymerni konjugat dexamethasonu

Zpusob konjugace HPMA polymerii nesoucich DEX-OPB na protilatku byl zvolen tak,
aby se minimalizovalo riziko navadzani polymernich fetézcii pres funkéni skupiny, které
jsou soucasti vazebného mista IFX pro cytokin TNF-a. Na povrchu molekuly protilatky
se nachazeji riizné funkéni skupiny, které se daji vyuzit pro jejich modifikaci a kovalentni
pfipojeni dalSich molekul. Nejdostupnéj$imi a nejpocetnéj$imi skupinami jsou primarni
aminy lyzinovych zbytkl. Konjugace ptes této skupiny méa vSak nevyhodu v tom, Ze
aminy se nachézeji taky ve vazebnim misté protilatky, ¢im se po navazani polymert mtze
vyrazn¢ snizit vazebna aktivita protilatky na antigen [66]. Proto byly pro vazbu
s protilatkou vybrany sulfhydrylové skupiny, které je mozné do struktury protilatky
zavést mirnou redukei disulfidickych miustki ve struktufe protilatky, které se nachazeji
mimo vazebné misto protilatky. Pro umoZnéni navazani polymeri na redukovanou
protilatku IFX byla na konec polymerniho fetézce zavedena maleimidova skupina, a to
nekatalyzovanou click reakci s vyuzitim bifunkéniho ¢inidla DBCO-MI s terminalnim
azidem kopolymeru.

Redukce protilatky pfed konjugaci s HPMA polymery pomoci redukéniho ¢inidla
DTT vedla ke stépeni 4 disulfidickych miistkd, a k tvorbé 8 volnych thiolovych skupin,
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které mohly reagovat s MI na konci polymeru. Vzhledem k poc¢tu dostupnych thiolovych
skupin byl do reakce pouzit molarni pomér 9 : 1 (polymer : IFX). Molekulova hmotnost
vysledného konjugatu byla 366 800 g-mol . Zvyseni molekulové hmotnosti systému je
fetézcl s derivaitem DEX-OPB. Primérny pocet navazanych na protilatku polymernich
fetézcl byl zjiStén analyzou molekulovych hmotnosti protilatky a konjugat ziskanych
pomoci GPC. Muzeme konstatovat, ze pfi samotné syntéze smérované¢ho konjugétu
nedoslo k zddnym vedlejsim reakcim, které by branili vyuziti tohoto polymerniho
konjugatu pro biologické hodnoceni. VSechny fyzikalné-chemické charakteristiky byly
vyhovujici.

Vysokomolekularni systém [FX-K-DEX-OPB by se m¢l na zékladé ELVIS efektu
pasivné akumulovat v misté¢ zadnétu [53,54], coz by mélo zajistit synergické ptisobeni
obou terapeutickych modalit, jak 1é¢iva DEX, tak protilatky IFX. Nésledné bezpecni
vylouceni tak velkého konjugatu z organismu se uskute¢ni diky tomu, ze IFX bude po
splnéni své funkce v organizmu degradovan jako bézny protein pomoci lysozomalni
degradace [69] a uvolnéné polymerni fetézce o velikosti 28 000 g-mol™! se vylouéi z téla
glomerularni filtraci. Obsah DEX-OPB v konjugatu se stanovil na 3,9 hm%. SniZeny
obsah lé¢iva po konjugaci s protilatkou je mozné pfiifadit inkubaci konjugatu s IFX
béhem dvouhodinové konjugace ve fosfatovém pufru s pH 7,5, kde se podle nasich
vysledkt uvolni ptiblizn¢ 20 % lé¢iva (Obr. 13A, str. 55). Analyza konjugatu pomoci
GPC, kde se jednotlivé slozky déli na zaklad€ velikosti molekul, ukéazal, Ze v konjugétu
jsou ptitomné i volné nenavéazané polymerni fetézce (Obr. 11, str. 53, 35. min Cervené
kiivky), coZ je v souladu s tim, Ze polymerni prekurzory mély funkcionalitu koncové
azidové, pozdéji MI skupiny, nizsi nez jedna. Toto znamend, Ze ne vSechny polymerni
fetézce obsahovaly funkéni skupinu pro vazbu na IFX. Zda doslo k modifikaci kazdé
molekuly IFX neni z tohoto GPC zdznamu zfejmé, protozZe polymerni nosi¢ s DEX-OPB
ma pomérné Sirokou distribuci molekulovych hmotnosti a ¢aste¢né se piekryva s pikem
protilatky. Proto se konjugat dale charakterizoval i pomoci SDS-PAGE za redukujicich i
neredukujicich podminek (Obr. 12, str. 54). Vyhodou této metody je, Ze umoziuje rozlisit
jednotlivé proteinové fetézce na zakladé jejich velikosti. Proto je moZné po obarveni gelu
bromfenolovou modii vidét jak lehky, tak teézky tfetézec protilatky, kdyz se zredukuje
redukénim ¢inidlem, v naSem ptipad€ 2-merkaptoethanolem. Pro dostate¢nou detekci a
analyzu vysledku se na gel nanasel IFX-K-DEX-OPB v ¢tyfti krat vyssi koncentraci, nez
byla koncentrace IFX (1 mg-ml), protoZe konjugat obsahoval 46 hm% IFX. Teoreticka
molekulova hmotnost monoklonélnich protildtek je okolo 150 kDa [68,69], coz se
potvrdilo 1 analyzou IFX v neredukujicich podminkach (Obr. 12, str. 54, 2. dradha).
Redukce protilatky vedla k jejimu rozpadu na lehky a tézky fetézec s velikostmi kolem
25 kDa a 50 kDa (Obr. 12, str. 54, 3. dréha). Po modifikaci IFX s polymery se se v gelu

nepozoroval Zzadny prouzek spfesné¢ definovanou molekulovou hmotnosti
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(Obr. 12, str. 54, 4. drdha). V dréze, kde se nanesl konjugit po inkubaci
s merkaptoethanolem se pozoroval jenom slaby prouzek pro lehky fetézec, zatimco
prouzek pro tézky fetézec upln€ vymizel. Nepiitomnost prouzku pro tézky retézec IFX
za redukujicich podminek dokazuje, ze se na néj polymerni fetézce pirednostné vazaly.
Popsany vysledek potvrzuje, ze se pii piipravé konjugatu IFX-K-DEX-OPB podatilo
modifikovat HPMA polymernimi fetézci vSechny molekuly IFX. Pro konjugaty
protilatky s HPMA polymery je typické, ze se v gelu nezobrazuji jako jeden vyrazny
prouzek, ale jako slabad protahld skvrna. Tohle mlize byt zplisobeno jednak z diivodu
distribuce HPMA polymerd na molekulach protilatky, ale hlavné tim, ze HPMA
polymery jsou rozpustné v methanolu, ktery je soucasti odbarvovaciho roztoku, a proto

se z gelu béhem jeho barveni s bromfenolovou modii vymyvaji.

6.3 In vitro testovani
Piipravené konjugity K-DEX-OPB a IFX-K-DEX-OPB byly podrobeny in vitro
experimentim, pfi kterych se sledovala rychlost uvoliovani lé¢iva DEX-OPB
z polymerniho nosice a ovéfila se vazebna schopnost protilatky na TNF-a.

Uvolnovani DEX-OPB z polymerniho nosice bylo provedeno v pufrech s pH 5,0;
6,5 a 7,4 pro konjugat K-DEX-OPB a pro konjugat IFX-K-DEX-OPB jen pii pH 7.4.
Tyto hodnoty pH byly zvoleny tak, aby simulovaly fyziologické pH (7,4), mirné kyselé
pH zanicené tkan¢ (6,5) a nizs$i pH lysozomalniho kompartmentu buiiky (5,0). Mnozstvi
uvolnéného 1é¢iva se po vytiepani do DCM analyzovalo pomoci HPLC. Vysledkem
analyzy byly dva piky. Prvni pik v €ase 6 minut se pro vyhodnoceni mnoZstvi uvolnéného
lé¢iva nebral v potaz z toho ditvodu, Ze se s Casem jeho integrovana plocha neménila.
Predpokladame, ze se pravdépodobné jednalo o jeden z mnoha degradac¢nich produkti
DEX, kter¢ mohou bé&zn¢ vznikat pii skladovani 1éCiva vlivem svétla, tepla a
vlhkosti  [70,71]. MnoZstvi uvolnéného DEX-OPB z HPMA polymeru se ziskalo z
integrované plochy druhého piku s retenc¢nim ¢asem 6,2 minut. Po 6 hodinach se v pufru
s pH = 5,0 uvolnilo asi 80 % navazané¢ho 1éciva, pii pH = 6,5 kolem 60 % a pti pH = 7,4
to bylo pfiblizn€¢ 40 % (Obr. 13A, str. 55). Vyrazné rychlej§i uvolnéni 1éCiva
z polymerniho nosi¢e v pufrech s niz§im pH se pozorovalo i v jinych studiich [36,46].
Tento trend uvoliiovani je v souladu s vlastnostmi hydrazonové vazby. Rychleji se §té€pi
pfi nizSich pH a je relativné stabilni pii pH fyziologickém [66]. Tyto dv¢ vlastnosti jsou
nezbytné pro spravnou funkci konjugitu v organismu, protoze béhem transportu
konjugétu do mista zanétu v krevnim fecisti musi byt vazba mezi polymernim nosi¢em a
1éCivem stabilni, ale pro vykdzani terapeutického efektu se 1é¢ivo musi z polymeru
odstépit, coz diky nizSimu pH v mist¢ zanétu hydrazonova vazba umoznuje. Pti
porovnani uvolnéni DEX-OPB z konjugéatu K-DEX-OPB a konjugéatu IFX-K-DEX-OPB
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(Obr. 13B, str. 55) mizeme dospét k zavéru, Ze ptitomnost protilatky zasadné rychlost
uvolnéni DEX-OPB neovliviiuje.

Navazani HPMA kopolymerG na molekulu protilatky mohlo teoreticky vést
k poskozeni nebo zablokovani vazebného mista pro TNF-a, coz je kliCovy cytokin
v rozvoji zdnétu. Studie ukazuji, Ze ma prozanétlivy ucinek. Podani IFX vede k blokaci
TNF-q, a tim tlumi zanétlivou odpoveéd’ organismu. Proto je nezbytné, aby se schopnost
IFX vazat TNF-a v konjugatu zachovala. S cilem ovéfit jeho aktivitu se vyuzila metoda
ELISA. Na povrch jamek 96-jamkové desticky se nakoutoval samotny IFX a pfipraveny
konjugat v riiznych koncentracich. Jelikoz konjugat obsahuje 46 hm% protilatky, tak se
efektivita vazani cytokinu konjugatu porovnavala s dvakrat nizs§i koncentraci samotné
protilatky. Nasledn¢ se piidal lidsky TNF-a a po inkubaci a vymyti nenavdzané¢ho
cytokinu se ptidala sekundarni protilatka konjugovana s biotinem, na ktery se mohl vazat
v dal$im kroku streptavidin konjugovany s kienovou peroxidasou. Mnozstvi navazaného
TNF-a na samotny IFX nebo IFX v konjugitu se stanovilo spektrofotometricky
z absorbance pii 450 nm, kterd je pfimo umérna koncentraci cytokinu. Z vysledku
(Obr. 14, str. 56) je ziejmé, ze k poSkozeni vazebniho mista IFX v konjugatu nedoslo,
jelikoz se namétila stoupajici absorbance s rostouci koncentraci pfidaného TNF-q, a tedy
doslo k navazani antigenu na protildtku. Porovnanim absorbance samotné protilatky
s konjugatem pfi stejné koncentraci IFX (napt. 5 mg-ml ! konjugat a 2,5 mg-ml ! IFX) je
vSak vidét, ze mnozstvi navazaného TNF-o v konjugatu je mensi. Vzhledem k charakteru
pouzité¢ metody stanoveni piedpokladame, Ze ke snizeni mnoZstvi navazaného TNF-a
mohlo dojit ze dvou divodi. Mohlo to byt zplisobeno mirnym sterickym branénim
polymernich fetézcl navazanych na protilatku, ¢cimz se mize pravdépodobné ovlivnit
pfistup cytokinu k vazebnému mistu protilatky, a tim dojit ke sniZeni navazaného
cytokinu. Dal§im divodem muze byt fakt, Ze pfi naneseni konjugatu na povrch jamek
nedoSlo k naadsorbovani veSkerého mnozstvi IFX-K-DEX-OPB na povrch jamek
desticky. V ptipad¢ konjugatu mlizeme ptredpokladat, Ze se na povrch jamek navézalo
méné konjugatu nez v piipad¢ samotné protilatky, jelikoZ pfitomné polymerni fetézce
mohou opét stéricky branit v iplném pokryti jamek polymernim konjugatem. Dilezitym
zavérem nicmeéné je, Ze si IFX v konjugatu zachoval svou specificitu a funk¢nost a po

navazani polymert nedoslo k poruseni jeho vazebniho mista pro TNF-o.
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Byla 1uspésné¢ provedena syntéza polymerniho prekurzoru na bdzi HPMA
obsahujiciho hydrazidové skupiny podél fetézce a jednu koncovou azidovou skupinu na
konci hlavniho fetézce. Vzhledem k vyuziti fizené RAFT radikalové polymerizace byl
uspésné pripraven kopolymer s uzkou distribuci molekulovych vah a molekulovou
hmotnosti pod limitem rendlniho prahu (< 50 000 g-mol '), coz umoZziiuje jeho vylouceni
z organismu po splnéni nosicové funkce. Zastoupeni piislusnych funkénich skupin bylo
dostate¢né pro dalsi modifikace prekurzoru a navazani derivatu dexamethasonu (DEX-
OPB) ptfes pH-stépitelnou hydrazonovou vazbu za vzniku konjugatu K-DEX-OPB.
Modifikaci termindlniho azidu spojkou DBCO-MI se podafilo zavést na konec
polymerniho fetézce maleimidovou skupinu, ktera reagovala s thiolovymi skupinami na
protilatce infliximab po redukci jejich disulfidickych mustki. Detailni fyzikalné-
chemickou analyzou bylo potvrzeno, Ze byl Gsp&sné piipraven konjugat IFX-K-DEX-
OPB, kde na jedné molekule IFX je navazanych 5-6 polymernych fetézct.Elektroforézou
SDS-PAGE bylo potvrzeno, ze doslo k vazbé polymert prednostné na tézky fetézec
infliximabu a ze se podatilo modifikovat veskeré molekuly protilatky.

V ramci predbéZzného in vitro testovani pfipravenych konjugati, jenz bylo dalSim
cilem prace, bylo zjisténo, ze 1é€ivo se uvoliuje rychleji pti nizsi hodnoté pH, které je
charakteristické pro zanét. V pribéhu cirkulace v krvi je hydrazonova vazba vice stabilni,
¢im by mélo dojit k minimalizaci negativnich vedlejSich €¢inkit DEX. Vazebna aktivita
protilatky v konjugatu IFX-K-DEX-OPB byla ovétena pomoci metody ELISA s pouzitim
lidského TNF-a. Bylo prokazano, ze IFX si po konjugaci s polymernim nosi¢em
zachovava vazebnou aktivitu pro TNF-a. Samotna aktivita protilatky v konjugatu byla ve
srovnani s Cistym infliximabem mirné sniZzena. Zavérem muizeme konstatovat, Ze se
podafilo Gspésné piipravit, charakterizovat a predbéZné otestovat smérovany polymerni
konjugat urceny k 1é€bé chronickych zanétlivych stavli s potencidlnim synergickym
ucinkem nizkomolekularniho 1é¢iva a monoklonalni protilatky.

Predpokladame, Ze vysledny polymerni konjugét nesouci dva typy aktivnich
z pohledu zesileni terapeutického efektu pii 1€cbé zanétlivych onemocnéni. Vzhledem
k tomu, ze se jedna o ptfipravu a zkoumani zcela nového polymerniho konjugétu vysledky
z in vitro experimentll musime zatim chépat jako ptredbézné. V blizké budoucnosti se
planuje testovani konjugatu i in vivo, kde se ukaZze, ¢i navazani IFX a DEX na polymerni
nosi¢ vedlo k synergickému efektu 1éCiv a ¢i dany konjugat ma potencial uplatnit se

v terapii zanétlivych onemocnéni.
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