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Abstrakt:

Tato magisterska prace popisuje syntézu, fyzikalné-chemickou charakterizaci a
predbézné biologické testovani vodorozpustnych polymernich konjugati modelového
1é¢iva ZM241385. Toto 1é¢ivo bylo v prvnim kroku derivatizovdno a poté napojeno
na polymerni nosi¢ s cilem pfipravit systétm vhodny pro cilenou dopravu I[éCiva
do nadorovych tkani. Zlepsené farmakokinetické parametry pfipravenych polymernich
systému nesoucich ZM241385 by mély byt zakladem pro zvySenou terapeutickou aktivitu
polymerniho nanosystému v nadorové imunoterapii. Polymerni prekurzory byly
syntetizovany pomoci fizené RAFT polymerizace s cilem pfipravit vysoce definované
nosicové systémy. V ramci této prace byly pfipraveny dva derivaty vybraného 1éc¢iva liSici
se pouzitou karboxylovou kyselinou a moznosti jejich vazby k polymernimu nosici.
K derivatizaci byla pouzita 4-(2-oxopropyl)benzoova kyselina, v jejiz ptipadé byl
pfipraveny derivat vdzan na nosic pies hydrazonovou vazbu. Tato vazba je pH senzitivni
a vykazuje vysokou stabilitu v pH 7,4 (odpovida pH krevniho fecist¢), a v mirné kyselém
pH 5,5 (odpovidd mikroprostiedi nadoru, ptipadné endozomiim nadorovych bunék)
dochazi kjeji rychlé hydrolyze. V pfipadé druhého derivatu byla pouzita 5-
azidopentanova kyselina. Pro vazbu tohoto derivatu k polymernimu prekurzoru vyuZzita
nekatalyzovana click reakce. ZM241385 je tedy v tomto konjugatu vazan neStepitelné.
Funkcionalita polymernich konjugatl, volného derivatu a volného ZM241385 byla

testovana in vitro.

Kli¢ova slova: polymer, biomaterial, cilend doprava, imunitni systém,

protinddorova terapie



Abstract:

This master thesis describes the synthesis, physico-chemical characterization
and preliminary biological testing of water-soluble polymer conjugates of the model drug
ZM241385. This drug was first derivatized and then connected to a polymer carrier
in order to prepare a system suitable for targeted drug transport to tumor tissues. Improved
pharmacokinetic parameters of the prepared polymeric systems carrying ZM241385
should be the basis for increased therapeutic activity of the polymeric nanosystem
in tumor immunotherapy. Polymeric precursors were synthesized by controlled RAFT
polymerization in order to prepare highly defined carrier systems. In the framework
of this master thesis, two derivatives of the selected drug were prepared, differing in the
carboxylic acid used and the mode of their binding to the polymeric carrier.
For derivatization, 4-(2-oxopropyl)benzoic acid was used, in which case the prepared
derivative was bound to the carrier via a hydrazone bond. This bond is pH sensitive
and shows high stability at pH 7.4 (corresponds to the pH of the blood stream), and
at a slightly acidic pH 5.5 (corresponds to the microenvironment of the tumor,
or endosomes of tumor cells), its rapid hydrolysis occurs. For the second derivative, 5-
azidopentanoic acid was used. An uncatalysed click reaction was used to bind this
derivative to the polymeric precursor. Thus, ZM241385 is bound in this conjugate
uncleavably. The functionality of polymer conjugates, free derivative and free ZM241385

has been tested in vitro.

Keywords: polymer, biomaterial, controlled delivery, immune system, anticancer

therapy
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SEZNAM POUZITYCH ZKRATEK A SYMBOLU

Seznam pouzitych zkratek

AxaR — adenosinovy A2 receptor

ATP — adenosintrifosfat

cAMP — cyklicky adenosinmonofostat

EPR — z anglictiny ,,Enhanced permeability and retention effect*

ESI-MS — hmotnostni spektrometrie s metodou ionizace elektrosprejem

HMW - z anglictiny ,,High molecular weight*

HRP — peroxidaza kienu selského

HPLC — vysokou¢innd kapalinova chromatografie, z angli¢tiny ,,High performance liquid
chromatography*

HPMA — N-(2-hydroxypropyl)methakrylamid

MDSC — myeloidni supresorové buiky

NAD" - nikotinamid adenin dinukleotid

NMR - spektroskopie nuklearni magnetické rezonance

pHPMA — poly(N-(2-hydroxypropyl)methakrylamid)

RAFT - =z anglictiny ,Reversible Addition—Fragmentation chain Transfer
polymerization*

RT — laboratorni teplota

SEC — rozmérov€ vyluCovaci chromatografie, z angli¢tiny ,Size Exclusion
Chromatography*

TAM — makrofagy asociované s nadorem

TCA — cyklus trikarboxylovych kyselin, z angli¢tiny ,, Tricarboxylic acid cycle*

TGF — transformujici ristovy faktor

TIL —lymfocyty infiltrujici tumor

VEGF — vaskuléarni endotelovy riistovy faktor



Seznam pouzitych symbola

I/mol-cm
mg/ml
cm

g/mol

g/mol
g/mol

K
%

absorbance

moléarni absorpcni koeficient
disperzita

koncentrace

opticka draha kyvety

molarni hmotnost kopolymerni jednotky obsahujici
skupiny

pocetné primérna molarni hmotnost
hmotnostné sttedni moldrni hmotnost
hydrodynamicky polomér

teplota

hmotnostni zlomek



1. UVOD

Rakovina je jednou z nejcastéjSich pficin umrti. V roce 2020 bylo v ramci celého svéta
evidovano 19,3 milionu novych ptipadi rakoviny a 10,0 milionu umrti v disledku
rakoviny'. Navzdory znaénému pokroku védy v oblasti nadorové biologie stale existuji
formy néadort, které nejsou 1éCitelné nebo jejich terapie neni efektivni. Jedna z nejCastéji
pouzivanych forem 1écby rakoviny — chemoterapie — zpusobuje kromé zniCeni
nebo zastaveni riistu rakovinnych bunck také vyrazné poSkozeni zdravym rychle
proliferujicim bunkam organismu, pokud se do styku s nimi dostane. Proto je hledani
novych, efektivnéjsich a selektivnéjsich prostredkii pro boj s rakovinou aktudlni oblasti
vyzkumu.

V poslednich letech se vyzkum I1écby rakoviny zaméfuje na oblast
imunoonkoterapie. Velkou vyhodou tohoto typu 1écby je moznost cileni na rtizné typy
rakoviny. ZM?241385 je potencidlnim Ilékem pouzivanym v blokddé imunitnich
kontrolnich bodt, jehoz farmakokinetické a farmakodynamické vlastnosti lze zlepSit
konjugaci s polymernim dopravnim systémem. Konjugace protinddorového 1éciva
s dopravnim systémem umoziuje zvysSeni biologické dostupnosti 1é¢iva a potencuje
vyuziti terapeutik, jako naptiklad ZM241385, v imunoonkoterapii.

Tato prace je zamétena na pouziti polymernich dopravnich systémi pro zvySeni
imunoterapeutického ucinku ZM241385, ktery spociva v blokaci adenosinového
Aza receptoru. Z toho divodu je vramci této prace vénovana pozornost piedevsim

polymernim nosi¢lim, interakci nddoru s imunitnim systémem organismu a imunoterapii.

10



2. LITERARNI PREHLED

2.1 Piehled polymernich systémi pro transport lé¢iv

2.1.1 Polymerni systémy pro transport lé¢iv a jejich vyhody oproti jinym
dopravnim systémam
Chemoterapie patii v souCasnosti mezi nejvyuzivanéjsi metody 1é¢by onkologickych
onemocnéni. Cilem chemoterapie je zasahnout nadorové buniky a zastavit, respektive
zpomalit prib¢h rakovinného bujeni. Velkou nevyhodu Iéciv pouzivanych
v chemoterapii pfedstavuje jejich toxicita vii¢i buiikam zdravé tkané vedouci k celé fadé
vedlejsich nezddoucich uc¢inkd, coz omezuje velikost davek a frekvenci podavani 1€k,
respektive vyslednou efektivitu 1é¢by. Jednou z moznosti zvyseni efektivity 1écby a
snizeni nezadoucich vedlejSich ucinkli protinddorové terapie je pouziti systému
pro dopravu lé¢iv. Jednd se o systémy pro cileny transport 1é¢iv do konkrétnich tkani,
bun¢k nebo organel s moznosti fizeného uvoliiovani terapeutickych latek. Velkou
vyhodou takovych dopravnich systémli je zlepSeni farmakokinetickych a
farmakodynamickych vlastnosti pii vyznamné nizsich toxickych profilech?.

Mezi ptiklady takovych dopravnich systémi patii rizné nanocasticové systémy,
jako napft. lipozomy, micely, a vodorozpustné polymerni nosi¢e s kovalentné vazanym

1é&ivem (Obr. 2.1).

Polymerni Lipozom Polymerzom
micela

Obrazek 2.1: priklady dopravnich systémil 1&Civ

Lipozom je utvar slozeny z fosfolipidi, které se v diisledku interakce s vodnym
prostfedim samovolné uspotadavaji do Gtvaru dvouvrstevné membrany. Lipozomy maji
pfiznivé vlastnosti, jako jsou biokompatibilita, biologicka rozlozitelnost, snadné ptiprava,
nizka toxicita a vysoka kapacita vnitiniho prostoru pro enkapsulaci dopravovanych latek.
Nevyhodou lipozomt je jejich snadna degradovatelnost v kyselém prostiedi, enzymy a
imunitnim  systémem organismu®!. Polymerni micely jsou samouspofidané
nanostruktury slozené z amfifilnich blokovych kopolymert, které tvoii strukturu
s hydrofobnim jadrem a hydrofilnim obalem. Do jadra lze inkorporovat hydrofobni

biologické aktivni latky, které uvnitf micely setrvavaji pomoci nekovalentnich interakeci.
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Vnéjsi vrstva takovych micel je hydrofilni, coz zvysuje biokompatibilitu téchto nosi¢a’.
Jako jedny z prvnich polymernich nosict byly vyuzivany makromolekuly biologického
puvodu, jako jsou polysacharidy (napf. dextran, chitin, kyselina hyaluronova,
hydroxyethylSkrob) nebo proteiny (napf. sérovy albumin, transferrin, glykoproteiny)
Mezi vyhody biologickych makromolekul patii jejich snadnd dostupnost,
biokompatibilita a biodegradabilita’.

Krom¢ uvedenych vyhod je nutné brat v potaz také nékteré problémy, které
mohou byt spojeny s podédnim téchto dopravnich systémii:

- Vjistych pfipadech mize dochazet ke spontannimu uvolnéni velkého podilu
navazaného 1é¢iva po jeho podani, coz mize vést k zavazné toxicité in vivo (tzv.
burst efekt);

- Je nutné disledné dodrzovani syntetickych procedur, v n€kterych ptipadech je
enkapsulace Spatné¢ rozpustnych biologicky aktivnich slozek s tendenci
ke krystalizaci doprovdzena pouzitim organickych rozpoustédel béhem finalni
piipravy, a tato rozpoustédla musi byt dikladné odstranéna pied pouZzitim;

- U nékterych biologicky aktivnich molekul miize dochazet k nedostatecné vazbé
na samotny nosi¢, ktera je Casto v fadech jen né€kolika procent. Takovyto systém
obvykle vyzaduje pro dostateCny terapeuticky ucinek pomérné vysokych
koncentraci polymerniho nosice, coZ miiZze samo o sob€ vést k akumulaci nosice

a s tim spojenym vedlej$im G¢inkim?,

Uvedené problémy lze uspé€Sné minimalizovat pomoci pfistupu, ve kterém je
lé¢ivo ve formé& na miru pfipraveného proléciva kovalentné vazano na vhodny polymerni
nosi¢, ktery chrani 1é¢ivo pied degradaci béhem podani do organismu a cirkulace.?
Neaktivni forma vazaného 1éCiva se dale metabolizuje in vivo za vzniku aktivniho 1é¢iva
a jeho metaboliti v disledku odpovédi na endogenni (napt. pH, plisobeni enzymi) nebo
exogenni (napf. teplota) stimuly .

Polymerni nosice jsou struktury sloZzené z monomernich jednotek s vhodnymi
funkénimi skupinami, které slouzi pro pfipojeni 1é¢iv nebo jinych biologicky aktivnich
komponent (Obr. 2.2 str. 13). Pfipravené polymerni nosi¢e musi byt netoxicke,
biokompatibilni, neimunogenni a musi byt vylucitelné z organismu, aby se zabranilo

jejich dlouhodobé akumulaci®®’.

12



Biodegradovatelna Lecivo

spojka

Polymerni nosi¢

Smeérujici jednotka

Obrazek 2.2: schéma struktury polymerniho nosice s navazanym lé¢ivem

Konjugace léCiva na hydrofilni polymerni nosi¢ ovliviiuje jeho vlastnosti
nasledujicim zptisobem:
- ZvySuje rozpustnost hydrofobnich 1é¢iv
- Prodluzuje cirkulaci konjugatu polymer-1é¢ivo v krvi
- Ovliviiyje farmakokinetiku, farmakodynamiku a biodistribuci 1é¢iva
- Vyznamné zvySuje akumulaci lé¢iva v pevnych nadorech
- Snizuje rezistenci rakoviny na terapii

- Snizuje vyskyt toxickych vedlejsich G¢inki?.

Design polymernich nosictl, véetné struktury, molarni hmotnosti, struktury spojek
atd., siln¢ ovliviluje celkovou terapeutickou aktivitu 1é¢iva. Aby se zabranilo
nezddoucimu hromadéni nosi€ll v organismu, které miize vést k zdvaznym dlouhodobym
vedlejSim ucinkiim, mély by byt synteticky pfipravené polymerni nosi¢e odstranény
z organismu po dodani dopravovanych 1é¢iv do cilovych bunck nebo tkané. Polymerni
nosice je mozné rozdélit na dvé podskupiny podle biologické rozloZitelnosti polymerni
kostry: polymery s biologicky rozlozitelnou kostrou a biologicky nerozlozitelné
polymery. Biodegradabilni polymerni nosice jsou $t€peny na malé fragmenty, které jsou
dale metabolizovany, nebo odstranény renalni filtraci podobné jako slou€eniny s nizkou
molekulovou hmotnosti*®*,

Polymerni kostry vétSiny syntetickych polymernich nosi¢li nejsou biologicky
rozlozitelné. Syntetické polymerni nosice tak musi mit moznost vylouceni z organismu
pfimo, nebo dodate¢né po odsStépeni biologicky rozlozitelnych spojek zavedenych
do struktury polymeru (pH citlivych, enzymaticky nebo reduktivné rozlozitelnych).
Nejjednodussim a  nejefektivnéjSim  zplsobem  eliminace rozlozitelnych i

nerozlozitelnych nosici je renalni filtrace, proto molarni hmotnost nedegradovatelného
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nosic¢e nebo jeho fragmenti musi byt nizsi, nez je limit renalni filtrace. Pokud by byla
molarni hmotnost nedegradovatelného nosi¢e vys$si, musel by byt odstranén velmi
pomalym procesem hepatobilidrni cestou, coz neni optimalnim zplisobem z diivodu
dlouhodobg;jsi cirkulaci nosice v téle*®?.

Protinadorova aktivita konjugatii polymerniho proléfiva miize byt zlepSena
nékolika zptsoby. Jednim z nich je "pasivni" cileni do nddora v disledku efektu zvySené
permeability a retence makromolekuldrnich latek v pevnych nadorech (tzn. EPR —
z angli¢tiny «enhanced permeability and retention effect»). Tento efekt je zalozen
na rozdilech endotelu zdravé a maligni tkané (Obr. 2.3). Tento jev je spojen s vysokou
vaskularitou nadoru, zvySenou permeabilitou nadorovych cév a defektni nebo potlacené
lymfatické drenazi v nadorovém intersticiu’. Stupeti akumulace nosi¢e 1éku v nadoru je
zavisly na molarni hmotnosti'®. Vysokd molarni hmotnost (tzn. HMW — z angli¢tiny
«High molecular weight») polymernich nosi¢ii zabrafiuje rychlé eliminaci lé¢iva
z organismu renalni filtraci, prodluzuje dobu cirkulace 1é¢iva v krevnim ob&hu a zajist'uje

zvySeny pifjem a hromadéni 1é¢iva v pevnych nadorech >!°.

Lymfaticky systém Rakovinné bunky

Bunky zdraveé tkané

i ) o
. : 1 D . - ! C— =
® ] ©
® — L / _ e
Bunky cévniho endotelu

Nanocastice

Obrazek 2.3: EPR efekt

2.1.2 Polymerni systémy na bazi HPMA pro cileny transport l1é¢iv
Vodorozpustné polymerni nosice 1é€iv se obecné pouzivaji k doprave riznych biologicky
spadaji do oblasti dopravy protizanétlivych 1é€iv, antimikrobialnich molekul, inhibitort
mnohocetné 1ékové rezistence a hlavné protinddorovych léCiv, tj. cytostatik. Silna
protinddorova ucinnost bez podstatné systémové toxicity byla prokazana
v protinadorovych terapiich zaloZzenych na konjugatech obsahujicich rizné typy
kopolymer( na bazi N-(2-hydroxypropyl)methakrylamidu (HPMA )%,

Vodorozpustné kopolymery na bazi HPMA (ptiklad obr. 2.4 str. 15) v soucasnosti
patii do skupiny nejvice studovanych a nejcastéji pouzivanych polymerti pro syntézu
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polymernich konjugatti s 1égivy!!. Tyto kopolymery jsou biokompatibilni, netoxické a
neimunogenni a umoziuji pfipojeni lé¢iva k nosi¢i pomoci vhodné biologicky
rozlozitelné spojky nebo vazby citlivé na rizné stimuly spojené s nddorem nebo zanétem.
Hydrofilni povaha polymerni kostry zvySuje energetickou bariéru adsorpce bilkovin
nebo jinych biomakromolekul kviili obklopeni nosi¢e hydrataénim obalem b&hem

krevniho ob&hu®.

CcN CcN

HN HN

o]
NH o NH;
o \ g o
J‘\/@J\ ©\/\ ié “/\ I
. . N

Obrazek 2.4: polymerni nosi¢ na bazi HPMA s modifikovanym lé¢ivem ZM241385

navazanym pomoci hydrazonové vazby

Zatimco vétSina nizkomolekularnich 1é¢iv vstupuje do intraceluldrniho prostiedi
diftzi ptes plazmatickou membranu, vstup makromolekul je omezen pouze
na endocytézu. Makromolekuly zachycené timto mechanismem jsou smérovany
do lysozomélniho kompartmentu bunky. Konjugaty na bazi pHPMA jsou ve vodé
rozpustné molekuly, a jejich zachyt probihd pomoci pinocytézy. Pinocytéza oznacuje
proces, pii kterém dochazi k zachyceni extracelularnich tekutin, vSech rozpusténych latek
a jakéhokoli materidlu, ktery je schopny adherovat k povrchu. Po internalizaci
polymerniho systému ve vodné fazi endozomu muize dochazet po slouceni endozomu
s primarnim  lysozomem kuvolnéni 1éCiva, a to vlivem lysozomalnich
enzymi nebo snizenym pH v utvofeném sekundérnim lysozomu'%!2,

Nejjednodussi struktura konjugatu  HPMA kopolymer-1écivo je slozena
z biologicky nerozlozitelného linearniho kopolymerniho fetézce HPMA nesouciho 1é¢ivo
pfipojené pomoci biodegradovatelné¢ spojky nebo jen samostatné vazby. Spojky
nebo vazby mohou byt tfi typt:

- Enzymaticky Stépitelné — zajiSt'uji uvolnovani 1é€iv z nosicli pomoci enzymil
asociovanych s nddorem nebo nadorovymi bunkami. VétSinou se jedna

o oligopeptidové spojky. Napiiklad uvnitt lysozomii mize dojit ke Stépeni
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lysosomalnimi enzymy, po uvolnéni léCiva nasleduje jeho translokace
do cytoplasmy. Struktura spojky by méla zajistit stabilitu vazby mezi 1é¢ivem a
nosi¢em v krevnim recisti;

- Hydrolyticky Stépitelné — 1éCivo je vazadno pomoci vazeb citlivych na pH, coz
umoziuje uvolnéni 1éciva v disledku rozdilu pH mezi krvi a kompartmentem
bun¢k (endozomy, lysozomy), nebo mezi krvi a mikroprostiedim nadoru;

- Redukovatelné — pouziva rozdil mezi intra- a extracelularnimi oxidoreduktivnimi

podminkami nadorovych bunék'?.

Jednou z nejcastéji pouzivanych a univerzalnich technik fizenych kopolymerizaci
pro syntézu polymernich struktur sco nejvice definovanou molarni hmotnosti a
polydisperzitou blizici se jedné je v dneSni dobé tzv. “Reversible Addition—
Fragmentation chain Transfer polymerization®, neboli RAFT polymerizace. RAFT
polymerizace vyuziva ptenosové Cinidlo pro pfenos fetézce ve formé thiokarbonylthio
slouceniny (nebo podobné), coz umoznuje kontrolu nad molekulovou hmotnosti a
disperzitou vznikajiciho polymeru. Tato technika byla pouzita k syntéze Siroké Skaly
polymeri s definovanou molekulovou hmotnosti a nizkou disperzitou'3.

Existuji tfi metody syntézy polymernich konjugatia s 1éCivy:

a) syntéza kopolymeru HPMA nesouciho reaktivni skupiny (polymerni prekurzor)
umoznujici ptipojeni dalSich slozek systému kovalentnimi vazbami, napf. aminolytickou
reakcti;

b) kopolymerace HPMA s komonomery obsahujicimi 1é¢ivo nebo jinou
biologicky aktivni soucast ve své strukture;

c¢) kombinace obou metod, tj. kopolymerace HPMA s komonomery obsahujicimi
bioaktivni molekulu a reaktivni skupiny. Polymerace je nésledovana naptiklad

aminolytickym pfipojenim druhé biologicky aktivni molekuly*!!.
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2.2 Biochemie nadora a komunikace mezi buiikami

2.2.1 Metabolismus nadorové bunky
Metabolické procesy rakovinné buiky jsou odlisné od metabolickych procesii buiky
pro splnéni bioenergetickych, biosyntetickych a redoxnich pozadavkd. Tyto zmény
vedou k ziskavani a udrzovani malignich charakteristik buiiky, jako jsou dediferenciace,
nekontrolovatelna proliferace, zvySend angiogeneze, ztrata kontaktni inhibice a
chromozomalni nestabilita'416,

Metabolismus nadorové bunky je charakterizovan vyraznym posunem v sméru
anabolismu, coz umoziuje buikdm produkovat makromolekuly potfebné pro replikacni
bun&ené déleni a rist nadoru'*!®, Warburgiiv efekt, nebo aerobni glykolyza, je jednim
z nejvice studovanych efektll premény bunééného metabolismu. Tento jev zahrnuje sklon
proliferujicich bun¢k, véetné rakovinnych bunék, ptijimat glukdzu a vylucovat uhlik jako
laktat, 1 kdyz je ptitomen kyslik. Aerobni glykolyza produkuje méné ATP na mol glukézy
nez kompletni oxidace glukdzy na oxid uhli¢ity, nicméné produkce ATP je rychlejsi.
Tento jev je zajimavy i ztoho hlediska, Ze nadorové buiky zachovavaji funkéni
mitochondrie a defektni respirace neni charakteristickym rysem rakovinnych bunék.
Naopak, respirace a dalsi mitochondrialni aktivity jsou podminkou ristu, progrese a

1316~ Zvygeni glykolytického toku umoziuje glykolytickym

metastazovani nadort
meziproduktiim podporovat anaplerotické reakce, které jsou dilezité pro splnéni
metabolickych pozadavki proliferujicich bungk!'>.

Ackoli reakce regenerujici NAD™ pfimo neposkytuji butikdm energii, jsou dilezité
pravé pro produkci oxidovaného NAD", ktery je potiebny ke katabolizaci Zivin, v&etné
cukri a lipidi, k syntéze oxidovanych biomolekul, jako jsou nukleotidy a aminokyseliny,
a k podpore dalsich bunéénych procest, jako je syntéza folatu, histonova deacetylace,
udrzovani homeostazy vapniku a poly(ADP-ribosylové) polymerazové aktivity. Pokud
poptavka po NAD" na podporu oxida¢nich reakci prekro¢i rychlost obratu ATP
v buiikdch, dochazi k omezeni regenerace NAD" mitochondrialnim dychanim a podpote
fermentace i navzdory dostupnému kysliku. Tento mechanismus doklada, Ze se rakovinné
buniky aktivné zapojuji do procesu fermentace az v moment¢, kdy poptavka NAD+
prevysi poptavku ATP!7.

Podobné jako v glykolytickém cyklu, se do syntézy biomolekul pottebnych
pro rust a vyvoj naddoru zapojuji 1 intermediaty cyklu trikarboxylovych kyselin (TCA —
z angl. «Tricarboxyl Acids»)'>. V nadorovych butikach probih4 zkraceny cyklus TCA.

V tomto zkraceném cyklu TCA je citrat prednostné exportovan do cytosolu
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pies trikarboxylatovy transportér. Jakmile je citrat v cytosolu, §tépi se ATP-citratlydzou
za vzniku oxaloacetatu a acetyl-CoA, ktery slouzi jako stavebni blok pro rust a proliferaci
bunck. Oxaloacetat je redukovan na malat, poté reimportovan do mitochondrii, kde je
v matrix za soucasné tvorby NADH, ktery inhibuje TCA, pfeménén na oxaloacetat.
Oxaloacetat nasledné reaguje s acetyl-CoA a dokonéuje tak cyklus'®. Dvé hlavni drahy,
které anapleroticky navySuji pool potfebnych intermediati rakovinnych bunék jsou
glutaminolyza, kterd produkuje a-ketoglutarat z glutaminu, a karboxylace pyruvatu, ktera
produkuje oxaloacetdt z glukoézy nebo pyruvatu!>. Zmény metabolismu nadorovych

bunék jsou zobrazeny na obrazku 2.5.
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Obrazek 2.5: pfemény metabolismu v nadorech. Pievzato a pielozeno z '8

Cely metabolismus rakovinnych bunék (zejména glykolyza a cyklus TCA) je
reorganizovan za U¢elem podpory anabolickych reakci spojenych s rstem a proliferaci

bunék!®.

2.2.2 Mikroprostiedi nadoru
Mikroprostiedi nadoru je okoli, v némz se v lidském organismu objevuje nador.
Do mikroprostiedi zahrnujeme krevni cévy, fibroblasty, imunitni buiky, signdlni
molekuly a extracelularni matrix'®?°. Proliferujici rakovinné buiiky ovliviiuji okolni
zdravé bunky tak, aby spolupracovaly pii tvorbé a podpote specifického nadorového
mikroprostiedi pfispivajiciho pro rlst nddord, metastazovani do vzdéalenych organt,
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heterogenitu nador a rezistenci na systémové terapie’. Nador miZe interagovat
s mikroprostfedim uvoliiovanim extracelularnich signali, ¢imz mtze podporovat
angiogenezi a indukovat toleranci periferni imunity. Imunitni buiiky v mikroprostiedi
mohou také ovlivnit riist a vyvoj rakovinnych bun&k!*-?°.

Rakovinné buniky ve svém okoli vytvareji velké oblasti, pro n¢z je charakteristicka
hypoxie, acid6za a nedostatek zivin. Tyto stresové faktory podporuji selekei subpopulaci
agresivnich a invazivnich bungk?!. Hypoxie je stav, ve kterém se k buiikim nedostava
dostate¢né mnozstvi kysliku, kter¢ je dilezité pro udrzeni adekvatni homeostazy. Tento
stav je zpusoben ristem rakovinnych tkdni a vede k bunééné dysfunkci?’>. Hypoxie
ve zdravé tkani vyvolavad nizkou uroven proliferace z divodu nedostatku ATP
vznikajiciho aerobnim metabolismem. V nadorech se bunky dobie zadsobené kyslikem
nachdzeji vedle funkénich cév a maji vysokou uroven proliferace, kdezto buiiky vzdalené
od vaskularity a buiiky v nekrotickych regionech maji nizsi stupei proliferace’. Hypoxie
muze prispivat k angiogenezi. Krevni cévy vytvorené kolem nadort se 1i$i od normalnich
cév genovou expresi a povrchovymi bunéénymi receptory. Tato abnormalni vaskularni
sit’ je charakterizovdna netésnym endotelem krevniho zasobeni a S$patné vyvinutym
lymfatickym systémem v nadoru. Vysledkem téchto podminek je pohyb nadorovych
bunék v cyklu hypoxie-reoxygenace. Oba tyto faktory pfispivaji k vzniku bunck
s agresivn&j$imi fenotypy”.

Angiogeneze je fyziologicky proces tvorby novych krevnich cév z jiz existujicich
cév, coz zajistuje bunkdm ziviny a kyslik. Za normalnich podminek se angiogeneze
vyskytuje napt. béhem embryonalniho vyvoje, zenského reprodukéniho cyklu a hojeni
ran. Proces angioegenese je v souladu s homeostazou a je fizen riznymi biologickymi
signaly*>?*. Angiogenni reguldtory lze rozdélit na:

a) Proangiogenni, mezi které patii vaskularni endotelidlni rastovy faktor (VEGF),
bazicky rastovy faktor fibroblastd, transformujici riistovy faktor-a a-p (TGF-a a -
B), epidermalni rastovy faktor, ristovy faktor odvozeny od krevnich desticek,
rustovy faktor odvozeny od placenty a angiopoetin 1 a 2.

b) Antiangiogenni, mezi které patii angiostatin, endostatin, tumstatin, faktor
desticek-4, interleukin IL-12, trombospondin-1 (TSP-1), tkanové inhibitory
metaloproteinaz a interferon-a,- B a -y>°.

V piipadé poruchy homeostizy miize dochazet k aktivaci angiogeneze>?.
Nadory pro stimulaci svého ristu o vice nez 1-2 mm potiebuji zvySeny priliv krve.

Z téchto duvodua rakovinné bunky tvoii nové krevni cévy. Sekrece chemickych signala
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rakovinnymi buiikami podporuje angiogenezi a tim 1 rist nddoru. Pii absenci vaskularni

podpory v nadoru viak mize dochazet k nekréze nebo apoptoze?'-22.

2.2.3 Nadory a imunitni systém
Imunitni systém rozpoznava a odstraiiuje maligni bunky, ale zaroven pfispiva k selekci
nadorovych bunék, které maji schopnost uniknout rozpoznani a eliminaci imunitnim
systémem, a tim podporovat progresi rakoviny. Dynamicky proces, ktery popisuje
dvojitou roli imunitniho systému ma nazev imunoeditace a popisuje proces vyvoje nadoru
pomoci tfi kroki: eliminace (také zndma jako imunitni dozor), rovnovdha a unik
imunitnimu systému. Tyto faze nejsou striktné rozd€leny, nybrz se navzijem
prolinaji?*2>,

Béhem eliminacni faze vrozena a ziskana, téz adaptivni, slozka imunitniho
systému hostitele rozpoznavaji antigeny specifické pro nador a reaguji na n€. Imunitni
dozor miize timto zptisobem zniCit vyznamné procento malignich bunck. Nékteré
nadorové bunky pieziji vSak eliminaci a vstupuji do rovnovazné faze, béhem niz
adaptivni imunitni systém zabrafiuje pfimému ristu nadoru, ale nepotlacuje zbyvajici
maligni klony. Ackoli je velké mnozstvi ptivodnich nddorovych bunék zniceno, vznikaji
také nové varianty klonti nesouci vice mutaci, které jim poskytuji zvysenou odolnost proti
imunitnimu utoku. Faze Uniku je kone¢ny riist nadorti, které piekonaly imunologicka
omezeni rovnovazné faze. Nadorové bunky unikaji imunitni odpovédi, kdyZ se u nich
vyvine rezistence na protinadorovou imunitni odpoveéd??, %°.

Mezi hlavni mechanismy, kterymi se nadory vyhybaji destrukci imunitnim
systémem, patii

- Ztrata nebo zména antigent;

- Snizeni aktivity komponentli systému zpracovani a prezentaci antigenu;

- Produkce faktorii spojenych s imunosupresi, jako je TGF-f a IL-10;

- ZvySena produkce ligandl pro receptory, které snizuji aktivitu lymfocytt
infiltrujicich nadory, napt. programovany ligand smrti-1 (PD-L1);

- Atrakce supresorovych imunitnich bunék, jako jsou regulaéni T-buiky,

myeloidni supresorové buiiky a makrofagy spojené s nadorem? 24,

Myeloidni supresorové buiiky (MDSC) jsou skupina patologicky aktivovanych
nezralych myeloidnich bun¢k se silnou imunosupresivni schopnosti. MDSC nejsou
pfitomny v organismu zdravych jedinci a objevuji se pii rakoviné a patologickych

stavech spojenych s chronickym zanétem nebo stresem. Mezi funkce MDSC patii
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ochrana nadorovych bunék pfed zniCenim imunitnim systémem, vytvofeni
premetastatického prostiedi a usnadnéni epitelidlné-mezinchimalni tranzice. MDSC jsou
schopny podporovat riist nddoru prostfednictvim remodelace mikroprostiedi nadoru kviili
produkci VEGF, bFGF, Bv8 a MMP9 — zékladnich mediatorti neoangiogeneze a tkanové
invase. Potlaceni imunity je hlavnim rysem MDSC. Hlavnimi cili MDSC jsou T-buiiky.
Mezi hlavni faktory zapojené do imunitni suprese zprostfedkované MDSC patii arginaza
(ARGI), INOS, TGFB, IL-10, COX2, indoleamin 2,3-dioxygenaza (IDO), snizeni
exprese l-selektinu T-buiikami a mnoho dal§ich?”.

Makrofagy asociované s nadorem (TAM) jsou makrofagy, které se podileji
na tvorb& mikroprostiedi nddoru. TAM mohou podporovat rist nadoru, invazi, metastazy
a rezistenci na léky. Makrofagy podléhaji specifické diferenciaci v riznych tkanovych
prostiedich a lze je rozd¢lit do dvou rliznych typu: makrofagy typu M1 a makrofagy typu
M2. Makrofagy typu M1 obvykle vykazuji protinddorové funkce; makrofagy typu M2
mohou podporovat rist a metastazovani nadorovych bunék, inhibovat protinadorovou
imunitni odpovéd’ zprostfedkovanou T-buitkami, podporovat angiogenezi nadoru sekreci
proangiogennich faktorli, jako je VEGF a chemokiny (CXCL8 a CXCL12) a vést
k progresi nddoru. Populace TAM je ve stavu neustdlého ptfechodu mezi dvéma formami
typu M1 a M2. Podil kazdé formy je urCen typem a koncentraci rGznych signall
v prostedi nadoru®-°.

Lymfocyty infiltrujici nador (TIL) jsou lymfocyty které opustily krevni fecisté a
lokalizovaly se v nddorovych tkanich. Imunosupresivni faktory v mikroprostfedi nddoru
inhibuji schopnost lymfocytii zabijet nadorové buniky. TIL se sklada hlavné z T-bunék,
B-bun¢k a NK-bunék. V klinické praxi byly TIL navrzeny jako potencidlni prognostické

a terapeutické biomarkery, zejména ve spojeni s terapii blokady imunitnich kontrolnich

bodir*! 32
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2.3 ZM241385 v imunoonkoterapii

2.3.1 Imunoonkoterapie
Imunoonkoterapie je metoda 1écby, ktera vyuziva stimulaci imunitniho systému
organismu pro rozpozndni a odstranéni rakovinnych bunck. Existuje nékolik typl
imunoterapie rakoviny: pfima inhibice rakoviny (napf. inhibitory kontrolnich bodt),
protinadorové vakciny, nebo zvySeni imunitni odpovédi organismu na rakovinné bunky
(napt. cytokiny).

Vakeiny proti rakoviné mohou byt nékolika typt: lyzat naddorovych bunék,
dendritické buinky, nukleové kyseliny nebo neo-antigeny. V téchto technologiich je DNA
nebo mRNA pfijimadna antigen-prezentujicimi bunikami a ptekladana k indukcei exprese
antigenu. Cilené antigeny jsou prezentovany T-buitkam, aby vyvolaly jejich aktivaci proti
nadorovym buiikdm, které exprimuji pozadovany antigen™.

Cytokiny jsou skupina relativné malych proteinti (pfiblizn€ 5-20 kDa), které hraji
rozhodujici roli v bunécné signalizaci umoziiujici imunitnim bunikdm komunikovat
organizovanym zpusobem. Umoziiuji komunikaci mezi fyzicky vzdalenymi buiikami
nebo tkanémi a moduluji intenzitu a trvani imunitni odpovédi proti cilovym antigentim.
Injektované cytokiny pfimo stimuluji rist a aktivitu imunitnich bunék. Tti hlavni typy
cytokint, které byly sledovany pro imunoterapii, jsou interferony, interleukiny a faktor
stimulujici kolonie granulocytli a makrofagli (GM-CSF)**34,

Terapie inhibitory kontrolnich bodid indukuje hlavni odpovéd’ uvolnénim
inhibi¢nich mechanisma, které fidi imunitu zprostiedkovanou T-bunikami. Imunitni
kontrolni body predstavuji soubor inhibi¢nich cest imunitnich bunék pro regulaci a
kontrolu imunitni odpovédi. Dvé nejbéZzné&jsi strategie inhibice kontrolnich bodu jsou
blokdda PD-1/PD-L1 a inhibice CTLA-4. CTLA-4 je exprimovan na povrchu CD4" a
CD8" lymfocytt a kompetuje s T-bun&nym kostimulaénim receptorem CD28 o vazbu
T-bunéénych kostimulacnich faktori, které jsou exprimovany na povrchu bunék
prezentujicich antigeny. Vazba CTLA-4 snizuje produkei IL-2 a proliferaci T-bunék. PD-
1 je receptor na povrchu bun€k exprimovany na vice typech imunitnich bunék, jako jsou
T-buiiky, B-buiiky a NK-buiiky?*?>373°. Drahy kontrolnich bod{i jsou zobrazeny

na obrazku 2.6 na strance 23.
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Mikroprostredi nadoru
PD-L1

- ./
P = \ / . Nédorova
—_—
-
L]

) .
Protilatka By burika

Inhibiénf
receptor

@® [ ®—CD80
CTLA-4 Aktivacni
receptor
- - " @  Adenosin
HO. - N A R
— —
AuAR - DU
- - Mald molekula

Imunitni burika

Obrazek 2.6: drahy kontrolnich bodd a moznosti jejich vyuziti v protinadorové terapie.

Pfevzato a opraveno z3¢

Fyziologicky imunitni kontrolni body kontroluji imunitni odpovéd’ a chrani
zdravé tkan¢ pred imunitnim utokem. Po aktivaci T-bun€k (napf. v reakci na zanét)
dochazi k expresi PD-1, ktery T-buikdm umoziiuje rozpoznat abnormalni a rakovinné
buiiky. Aby nddorové builky zabranily svému rozpozndni a eliminaci T-bunikami,
exprimuji PD-L1, ktery se vdze na PD-1 na T-buiikach, ¢imz dochézi k jejich inaktivaci.
Blokovani interakce mezi nddorovymi buiikami a T-buiikami pomoci monoklonalnich
protilatek, které cili bud® PD-1, nebo PD-LI1, umoziuje smrt nadorovych bunck
zprostiedkovanou T-buiikami. Dal§i imunitni kontrolni bod ptedstavuje CTLA4. CTLA4
je koinhibi¢ni molekula, kterd reguluje rozsah aktivace T-bunék. Interakce mezi CTLA4
a jeho ligandy — CD80 a CD86 — inhibuje aktivitu T-bun€k a tim podporuje progresi
nadoru. Pokud dojde k zablokovani interakce mezi CTLA4 a témito ligandy zastavaji T-

butiky aktivni a mohou rozpoznat a zabit nddorové buiky?*2>3335,

2.3.2 Vyznam adenosinového A:a receptoru pri rakoviné
Lidsky adenosinovy receptor Aza (A2aR) spadd do rodiny adenosinovych receptorti (jiné
podtypy jsou A1, Azp a A3z) patiici do nadskupiny specifickych receptorti vazanych na G-
protein (GPCR). Po vazb¢ adenosinu a nasledné aktivaci se receptory Aza a Azs spojuji
s Gs proteinem a podporuji aktivaci adenylatcykldzy a naslednou produkci cyklického
AMP (cAMP), zatimco AR a A3R maji opacné funkce a spojuji se s proteinem Gi, coz
vede ke sniZeni intracelularni koncentrace cAMP. Mezi ¢tyfmi podtypy adenosinovych
receptori je A2aAR dominantnim receptorem pro adenosin vyskytujici se

v extracelularnim prostiedi. 37 Receptor Az je receptor s vysokou afinitou k adenosinu
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a je exprimovan na T-buiikach, NK-buiikach, monocytech, makrofagech a dendritickych
buiikach?®,

Fyziologicky je extracelularni hladina adenosinu velmi nizkd. Koncentrace
adenosinu je vyznamn¢ zvySena ve srovnani se sousednimi tkdnémi (~10 uM vs <1 uM
v normdlnich tkanich)*® v mikroprostiedi nadoru, coz chrani nador proti utokiim
imunitniho systému. ZvySeni intracelularniho cAMP vede k funk¢ni inhibici cytolyzy
zprosttedkované imunitnimi buiikami, jako jsou CD8" T-buiiky a NK-buriky, snizeni
hladin interleukinu-2 (IL-2), faktoru nekrézy nadorii (TNFa) a interferonu-y (IFN-y).
Zvyseni intracelularniho cAMP dale brani zrani dendritickych buné€k, inhibuje jejich
schopnost ovliviiovat diferenciaci efektorovych bunék, podporuje proliferaci regulac¢nich
T-bungk a zvysuje expresi PD-1 a CTLA-4°3 Efekt blokace receptoru je zobrazen
na obrazku 2.7.
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Obrazek 2.7: pouziti A2aR v imunoonkoterapii, pfevzato a opraveno z*°

2.3.3 ZM241385 — selektivni antagonista A2a receptoru
4-(2-{[7-Amino-2-(furan-2-yl)[1,2,4]triazolo[ 1,5-a][ 1,3,5]triazin-5 yl] amino} ethyl)
phenol (ZM241385) (Obr. 2.8) je selektivni nexantinovy antagonista receptoru Aza.
ZM241385 je 500 az 1000krat selektivnéjsi viici Axa nez A a neinterferuje s receptory
Asp nebo A3373%49,

NH2

HO 0
N S
\ I
., \

A

H

Obrazek 2.8: ZM241385



ZM241385 byl Siroce pouzivan jako farmakologicky nastroj v raznych

nadorovych modelech.’® Navzdory pfiznivym vlastnostem jako antagonisty AzaR,

ZM241385 byl pouzit pouze jako referencni 1é¢ivo pfi vyvoji antagonistli A2aR v mnoha

studiich*!. Vazebné charakteristiky ZM241385 v porovnani s ostatnimi modelovymi

ligandy jsou shrnuty v tabulce 2.1.

Tabulka 2.1: antagonisty A>AR a jejich afinita pro adenosinové receptory”’

Komponent K, nM

AjAR A2sAR AzAR AzAR
ZM-241385 255 0,8 50 >10,000
KW-6002 9600 12 1800 >3000
SCH-58261 287 0,6 5011 >10,000
MK-3814 >1000 1,1 >1700 >1000
SYN-115 1350 5 700 1570
AZD-4635 160 1,7 64 >10,000
V-2006 68 1,3 63 1005
CPI-444 192 3,54 1528 2455
AB-928 64 1,5 2,0 489

v

ZM241385 se vaze na receptor v rozSifené konformaci s furanovym cyklem

ponofenym hluboko do vazebné dutiny a s fenolovou casti umisténou na vstupu

ortosterického vazebniho mista (Obr. 2.9 )*’.
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Obrazek 2.9: schematicka reprezentace interakci mezi Aza receptorem a ZM241385.

Aminokyseliny dilezité pro vazbu ligandi jsou oznadeny modrou barvou. Pievzato z #?
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Triazoltriazinové jadro ZM241385 se nachazi mezi Phel68 a hydrofobnim
povrchem tvofenym 112747, Leu249%3! a Met2707-*%. Phe168 tvoii stacking interakci
s triazoltriazinovym jadrem. Karbonylova skupina Asn253% tvoii vodikovou vazbu
s NH> skupinou ZM241385. Asn253%%° a 1127473 jsou dileZité skupiny pro vazbu
ligandi.

Furanovy cyklus ZM241385 se nachdzi mezi dvéma hydrofobnimi aminokyseliny
Leu249%3! a Met177>, kde se podili na hydrofobni interakci s Trp246°4® a stacking
interakci s His250%2, které se zicastni vazby agonistll a antagonistil. Kyslik cyklu tvoii
vodikovou vazbu s NH» skupinou Asn253%3,

Fenolova skupina ZM241385 se nachdzi ve $térbing, ktera je tvofenaGlul3'3?,

Ala63%%! T1e66>%*, Ser67*%°, Leu267%, Met2707°, 11e27473°, His278"4 a Tyr2717-3¢
(cit, 36374243
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3. CILE DIPLOMOVE PRACE

1) Syntéza polymernich prekurzori na bazi N-(2-hydroxypropyl)methakrylamidu,
Ma-Akap-NH-NH-Boc a Ma-B-Ala-TT a jejich fyzikdlné-chemicka
charakterizace:

a) Syntéza a Cisténi dvou riznych kopolymeri
b) Stanoveni molarnich hmotnosti a disperzity téchto kopolymert
c) Stanoveni obsahu funkénich skupin
2) Navrh a syntéza derivata 1é¢iva ZM241385 pro moznost spojeni s polymernim
nosicem

a) Syntéza dvou riznych derivati
b) Cisténi derivath
c) Oveéfeni struktury a Cistoty derivatl

3) Syntéza polymernich konjugati
a) Konjugace derivati 1é¢iva a polymernich prekurzort
b) Stanoveni molarnich hmotnosti a disperzity polymernich konjugati
c) Stanoveni obsahu navdzaného lé¢iva
d) Stanoveni hydrodynamického priméru

4) In vitro testovani
a) Kultivace lymfoblastoidnich T-bun¢k Jurkat
b) Testovani inhibi¢ni aktivity ZM241385, derivatu 1é¢iva a konjugati
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4. EXPERIMENTALNI CAST

4.1 Pouzité chemikalie

Chemikalie Cistota Vyrobce

Aceton 99,98 %, suseny Lach-Ner
destilovany

Acetonitril 99,95 % pro HPLC VWR Chemicals

4-(2-{[7-Amino-2-(furan-2-yl) Medchemexpress

[1,2,4]triazolo[1,5-a][1,3,5]triazin-5-yl]

amino }ethyl)phenol (ZM241385)

DL-1-Amino-2-propanol 98 % TCI

5-Azidopentanova kyselina Bachem

2,2- azobis(isobutyro)nitril (AIBN) Rekrystalovany Wako Chemicals

2,2-azobis(4-methoxy-2,4- Wako Chemicals

dimethyl)valeronitril (V-70)

Chlorid sodny 99,99 % Lach-Ner

Dichlormethan 99,95 % Lach-Ner

Diethylether 99,8 % suSeny Lach-Ner
destilovany

N, N-diisopropylethylamin (DiPEA) Iris Biotech

Dihydrogenfosfore¢nan sodny dihydrat 99,9 % VWR Chemicals

N, N-dimethylacetamid (DMA)

99,5 % extra suchy

Acros Organics

N-(3-Dimethylaminopropyl)-N'-
ethylcarbodiimide hydrochloride

VWR Life Science

(EDAC HCI)
4-dimethylaminopyridin (DMAP) 99 % Aldrich
Dimethylsulfoxid 99,9 % bezvody Sigma-Aldrich
Dimethylsulfoxid deuterovany 99,8 % Euroisotop
Hexamethyldisiloxan (HMDSO) 99,5 %, Cistota pro Aldrich
NMR
Hydrogenfosfore¢nan disodny dihydrat 100 % VWR Chemicals
Kyselina octova 99,98 % Lach-Ner
Kyselina trifloroctova Iris Biotech
Methanol bezvody Macron Fine
Chemicals
Methanol 99,9 % pro LC-MS VWR Chemicals
Octan sodny p-a. Merck
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4-(2-oxopropyl)benzoova kyselina

Rieke Fine Chemicals

terc-buthanol (~BuOH) 99,5 % pro analyzy Acros Organics
Tetraboritan sodny 99,5 % Fluka Biochemika
Tetramethylsilane (TMS) 99 % Sigma-Aldrich
2,4,6-Trinitrobenzensulfonova kyselina Sigma-Aldrich

(TNBS)
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4.2 Chemické syntézy

4.2.1 Syntézy monomeru

Monomery N-(2-hydroxypropyl)methakrylamid (HPMA), N-(terc-
butoxykarbonyl)-N-(6 methakrylamidohexanoyl)hydrazin (Ma-Akap-NHNH-Boc) a

3-(3-methakryloylamidopropanoyl)thiazolidin-2-thion (Ma-B-Ala-TT) byly
syntetizovany na oddéleni Biolékaiskych polymera UMCH AV CR podle jiz
publikovanych postupa*+*°.

4.2.2 Syntézy prenosového Cinidla

Prenosové ¢inidlo S-2-kyano-2-propyl-S¢-ethyltrithiokarbonat (CTA-AIBN) bylo
syntetizovano na oddé&leni Biolékaiskych polymeri UMCH AV CR podle jiz
publikovanych postupd*®.

4.2.3 Syntézy derivati ZM241385

Derivat Oxo0-ZM byl pfipraven reakci ZM241385 a 4-(2-oxopropyl)benzoové
kyseliny podle nasledujiciho postupu (Obr. 4.1 str. 30):

4-(2-oxopropyl)benzoova kyselina (29 mg, 0,163 mmol) a EDAC HCI (42,57 mg,
0,222 mmol) byly rozpustény v 2,5 ml DCM a ptidano katalytické mnozstvi DMAP,
roztok byl michén pfi laboratorni teploté (dale jako RT) 20 minut. Roztok ZM241385 byl
pfipraven rozpusténim ZM241385 (50 mg, 0,15 mmol) v 0,5 ml bezvodého DMA, roztok
byl michan 20 minut pfi RT. Po uplynuti této doby roztoky byly smichany a michany
18 hodin pfi RT. Nésledné do reakéni smési byl pfiddn dalsi podil 4-(2-
oxopropyl)benzoové kyseliny (7 mg, 0,039 mmol), EDAC HCI (10,3 mg, 0,054 mmol) a
katalytické mnozZstvi DM AP, reak¢ni smés michéna dalSich 18 hodin pti RT. Poté pomoci
vakuové odparky byl z roztoku odstranén DCM, k roztoku bylo pfidano malé mnoZzstvi
acetonitrilu a surovy produkt byl Cistén pomoci flash-chromatografie podle postupu

uvedeného v podkapitole 4.3.2.
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EDAC Hcl,

18h | DMAP,

RT | DMA,
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Obrazek 4.1: syntéza derivatu Oxo-ZM

Derivat Azido-ZM byl piipraven reakci ZM241385 a 5-azidopentanové kyseliny
podle nasledujiciho postupu (obr.4.2):

5-Azidopentanova kyselina (23,33 mg, 0,163 mmol) a EDAC HCI (42,57 mg,
0,222 mmol) byly rozpustény v 2,5 ml DCM a pfidano katalytické mnozstvi DMAP,
roztok byl michén pii RT 20 minut. Roztok ZM241385 byl pfipraven rozpusténim
ZM?241385 (50 mg, 0,15 mmol) v 0,5 ml bezvodého DMA, roztok byl michan 20 minut
pfi RT. Po uplynuti této doby roztoky byly smichany a michény 18 hodin pii RT.
Nasledné do reakéni smési byl pfidan dalSi podil 5-azidopentanové kyseliny (6 mg,
0,042 mmol), EDAC HCI (10,3 mg, 0,054 mmol) a katalytické mnozstvi DMAP, reak¢ni
smés byla michana dalSich 18 hodin pfi RT. Poté pomoci vakuové odparky byl z roztoku
odstranén DCM, k roztoku bylo pfidano malé mnoZstvi acetonitrilu a surovy produkt byl

¢i8té€n pomoci flash-chromatografie podle postupu uvedeného v podkapitole 4.3.2.

./,r 0

EDAC HCI,

18h | DMAP,

RT | Dma,
DCM
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¢ H)\N/N\
\QV\H)\I .)QN>_<\J

Obrazek 4.2: syntéza derivatu Azido-ZM
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4.2.4 Syntézy polymernich prekurzori

Syntéza polymernich prekurzori P1-NH-NH: a P2-BCN
Statistické kopolymery HPMA obsahujici ndhodné distribuované thiazolidinthionové
(TT), respektive hydrazidové skupiny podél fetézce polymerniho prekurzoru byly
piipraveny fizenou (RAFT) kopolymeraci HPMA s Ma-f-Ala-TT respektive Ma-Akap-
NHNH-Boc ve smési --BuOH a DMA (85:15 v:v) s pouzitim V-70 jako inicidtoru (In) a
AIBN-TTc jako pfenosového ¢inidla (CTA). Pouzity molarni pomér monomery:CTA:In
pro polymerni prekurzor s TT byl 550:2:1 a pro polymerni prekurzor s hydrazidy byl
500:2:1. Molérni pomér HPMA k Ma-B-Ala-TT byl 9:1 a HPMA k Ma-Akap-NHNH-
Boc byl 11,5:1.

Syntéza polymerniho prekurzoru P1-NH-NH: probihala nasledovné:

V prvnim kroku byl pfipraven polymerni prekurzor P1-NH-NH-Boc podle
nasledujicitho postupu (Obr. 4.3 str. 32): HPMA (1 g, 6,98 mmol) byl rozpustén
v 8,539 ml -BuOH v polymeriza¢ni ampuli, smichan s Ma-Akap-NH-NH-Boc (190 mg,
0,60 mmol), V-70 (4,682 mg, 0,015 mmol) a CTA-AIBN (6,236 mg, 0,030 mmol)
v 0,949 ml DMA. Reakéni smés probublana 10 minut argonem a dana do termostatu
na dobu 72 hodiny pfi teploté 30 °C. Reak¢ni smé&s byla vysraZena ve smési diethylether:
aceton (1:1, v:v), srazenina izolovadna centrifugaci a vysuSena do sucha. Surovy produkt
byl C¢iStén presrazenim: srazenina rozpuSténa v methanolu za vzniku roztoku
o koncentraci 10 hm% a vysrdZena do smési diethylether: aceton (1:1, v:v). SraZenina
byla izolovana centrifugaci a vysusena do sucha za sniZzeného tlaku. Vytézek 920,75 mg
(77,3 %).

Koncové TTc skupiny z pienosového Cinidla byly odstranény reakci s AIBN
v bezvodém DMA pii 80 °C a dobé reakce 3 h dle modifikovaného lit. postupu.*’” Reakéni
smés byla opét vysraZzena smési aceton:diethylether (1:1, v:v), centrifugovéana a vysusena.
Nasledn¢ byl surovy produkt ¢iStén presrdzenim, byl rozpusStén v methanolu za vzniku
roztoku o koncentraci 10 hm% a vysrdzen smési diethylether:aceton (1:1, v:v). Vytézek
byl 736,6 mg (80 %).

Polymerni prekurzor P1-NH-NH: byl ziskén odstranénim chranicich Boc skupin
z hydrazidi podle nésledujiciho postupu: prekurzor P1-NH-NH-Boc (736,6 mg) byl
rozpustén v 7,366 ml vody, nasledné byl roztok pfenesen do polymeriza¢ni ampule a
povaren v termostatu po dobu 1 h pii 100 °C. Produkt byl izolovan lyofilizaci. Obsah
hydrazidl byla stanoven spektrofotometricky dle postupu uvedeného v kapitole 4.3.2.
Vytézek byl 453,8 mg (62 %).
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Obrazek 4.3: reakce syntézy polymerniho prekurzoru P1-NH-NH;

Syntéza polymerniho prekurzoru P2-BCN probihala nasledovné:

V prvnim kroku byl pfipraven polymerni prekurzor P2-TT podle nasledujiciho
postupu (Obr. 4.4 str. 33): HPMA (1g, 6,98 mmol) byl rozpustén v 9,422 ml ~-BuOH
v polymeriza¢ni ampuli, smichan s Ma-B-ala-TT (200 mg, 0,77 mmol), V-70 (4,348 mg,
0,014 mmol) a CTA-AIBN (6,246 mg, 0,028 mmol) v 1,662 ml DMA. Reak¢ni smés
probublana 10 minut argonem a ddna do termostatu na dobu 72 hodiny pfi teploté 30 °C.
Reakéni smés byla vysrazena ve smési diethylether: aceton (1:1, v:v), srazenina izolovana
centrifugaci a vysuSena do sucha. Surovy produkt byl ¢istén piesrazenim: sraZenina
rozpus$téna v methanolu za vzniku roztoku o koncentraci 10 hm% a vysraZena do smési
diethylether: aceton (1:1, wv:v). SraZenina byla izolovdna centrifugaci a
vysuSena do sucha za snizeného tlaku. Vytézek 775,9 mg (65 %).

Koncové TTc skupiny z pienosového cinidla byly odstranény reakci s AIBN
v bezvodém DMA pii 80 °C a dobé reakce 3 h dle modifikovaného lit. postupu. *” Reakéni
smés byla opét vysraZzena smési aceton:diethylether (1:1, v:v), centrifugovéana a vysusena.
Nasledné byl surovy produkt ¢iStén presrazenim, byl rozpustén v methanolu za vzniku
roztoku o koncentraci 10 hm% a vysrazen smési diethylether:aceton (1:1, v:v). vytézek
byl 711 mg (92 %). Obsah TT skupin byl stanoven spektrofotometricky pii vinové délce
305 nm s vyuzitim molarniho extinkéniho koeficientu podle postupu uvedeného
v podkapitole 4.3.1.

Polymerni prekurzor P2-BCN byl syntetizovan zavedenim BCN skupiny
na prekurzor P2-TT postpolymerizacni modifikaci TT skupin podle nasledujiciho
postupu: polymerni prekurzor P2-TT (500 mg, 0,320 mmol TT) byl rozpustén v 5 ml
bezvodého DMA, BCN-amin (51,9 mg, 0,160 mmol) byl rozpustén v 519 ul bezvodého
DMA a oba roztoky smichéany, k nim pfidana DiPEA (77,9 pl, 0,455 mmol) a reakéni
smés michana 18 h pii RT. Poté k roztoku pfidan DL-1-Amino-2-propanol (35,26ul,
0,455 mmol) a roztok byl promichan. Polymerni prekurzor byl izolovan srazeni do smeési
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diethylether: aceton (1:1, v:v), sraZzenina byla izolovana centrifugaci a vysuSena. Surovy
produkt byl ¢istén pfesraZzenim, srazenina byla rozpuSténa v methanolu a vysrazena
do smési diethylether:aceton (1:1, v:v). Piesrazeni bylo provedeno celkem dvakrat, a
nakonec byl polymerni prekurzor vysusen do sucha za snizen¢ho tlaku. Vytézek byl 457
mg (83 %).

1.30°C72h

o o on
en
. V-70, CTA-AIBN,
+ a (-BuOH, DMA m .
HI HN . " o 3.BCN, DIPEA, RT3 h
2. AIBN 80°C 3 , HE _—
DAIA it 4, DL-1-Amino-2-
HO propanol
HO

P2-TT P2-BCN

Obrazek 4.4: reakce syntézy polymerniho prekurzoru P2-BCN

4.2.5 Syntézy polymernich konjugati

Syntéza konjugatu K1-Oxo-ZM
Polymerni prekurzor P1-NH-NH:2 (450 mg) byl rozpustén v 4,5 ml DMA, derivat Oxo-
ZM (45 mg, 0,09 mmol) byl rozpustén v 1,5 ml DMA, roztoky byly smichany, poté bylo
pfidano 270 pl octové kyseliny a reakéni smés michdna 18 h pii RT (Obr. 4.5 str. 34).
Reakéni smés byla vysrazena do diethyletheru, sraZenina izolovana centrifugaci a
vysuSena do sucha. Surovy produkt byl ¢iStén presraZenim: sraZenina rozpusténa
v methanolu za vzniku roztoku o koncentraci 10 hm% a vysrdZzena do diethyletheru.
Srazenina byla izolovana centrifugaci a vysuSena do sucha za snizeného tlaku. Produkt
byl rozpustén v methanolu za vzniku roztoku o koncentraci 5 hm% a izolovén sloupcovou
chromatografii (Sephadex LH-20, CH3OH). Poté pomoci vakuové odparky byl z roztoku
odstranén methanol, srazenina byla rozpuSténa v methanolu za vzniku roztoku
o koncentraci 10 hm% a vysrdzena do diethyletheru. Srazenina byla izolovédna

centrifugaci a vysusena do sucha za snizené¢ho tlaku. Vytézek 360,5 mg (73 %).
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Obrazek 4.5: reakce syntézy konjugatu K1-Oxo-ZM

Syntéza konjugatu K2-Azido-ZM

Polymerni prekurzor P2-BCN (233 mg, 0,3154 mol. ekvivalent BCN) byl
rozpustén v 2,33 ml DMA, derivéat Azido-ZM (34 mg, 0,07 mmol) byl rozpustén v 0,3 ml
DMA, roztoky byly smichany a michany 18 h pfi RT (Obr. 4.6). Reak¢ni smés byla
vysrazena do diethyletheru, srazenina izolovana centrifugaci a vysusena do sucha. Surovy
produkt byl ¢iStén pfesrdzenim: sraZenina rozpusSténa v methanolu za vzniku roztoku
o koncentraci 10 hm% a vysrdzena do diethyletheru. Srazenina byla izolovédna
centrifugaci a vysuSena do sucha za sniZzeného tlaku. Produkt byl rozpustén v methanolu
za vzniku roztoku o koncentraci 2,5 hm% a izolovan sloupcové chromatografii (Sephadex
LH-20, methanol). Poté pomoci vakuové odparky byl z roztoku odstranén methanol,
srazenina byla rozpusSténa v methanolu za vzniku roztoku o koncentraci 10 hm% a
vysrazena do diethyletheru. Srazenina byla izolovana centrifugaci a vysuSena do sucha

za snizeného tlaku. Vytézek 172,2 mg (65 %).
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Obrazek 4.6: reakce syntézy konjugatu K2-Azido-ZM
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4.3 Pouzité pristroje

Centrifuga

Centrifuga 5430R od firmy Eppendorf (Némecko) s rotorem F-35-6-30
(maximum otacek 7 830 = 7 700 g).

Cte¢ka mikrotitraénich desti¢ek

Ctecka desti¢ek Infinite M200Pro od firmy Tecan (Svycarsko).

Flash-chromatograf

Chromatograficky syst¢ém PrepChrom C-700 od firmy BUCHI (Svycarsko)
s kolonou Chromolith RP-C18 25/100 od firmy Merck (Némecko).

Hmotnostni spektrometr

Hmotnostni spektrometr LCQ Fleet od firmy Thermo SCIENTIFIC (USA),
metoda ionizace elektrosprejem. Zaznam dat realizovan softwarem Excalibur.

Lyofilizator

Lyofilizator L4-110 PRO s fidici jednotkou LyoControl od firmy GREGOR
Instruments (Ceska republika).

Nano-Zetasizer

Ptistroj pouzity k urceni hydrodynamického poloméru polymernich systémil
od firmy Malvern Panalytica (UK).

NMR

Spektrometrem Bruker Avance Neo s magnetem Superconducting 400 MHz,
UltraShield™, konzoli Avance III 400, zesilovacem BLA2B.

Rotaéni vakuova odparka

Systém G3 Heidolph s chladici jednotkou Heil-CHILL 350.

Rozmérové vylu¢ovaci chromatograf

Rozméroveé vylu€ovaci chromatograf 1: od firmy Shimadzu (Japonsko) vybaveny
pumpou LC-20AD, odplynovaéem DGU-20A5R, kolonou Superose-6-Increase
10/300 GL od firmy Cytiva (USA), fotodiodovym detektorem SPD-M20A a tfemi
detektory (refraktometricky Optilab, viskozimetricky ViscoStar III a 18-thlovy rozptyl
svétla. DAWN HELIOS 1II) od firmy WYATT Technology (USA). Systém je fizen
jednotkou CBM-20A. Zaznam dat je realizovan softwary LabSolutions 5.97 a ASTRA
7.3.

Rozméroveé vylu€ovaci chromatograf 2: od firmy Shimadzu (Japonsko) vybaveny
pumpou LC-40D, odplynovacem DGU-403, kolonou TSK3000 SW od firmy Tosoh
Bioscience (Japonsko), fotodiodovym detektorem SPD-M40 a dvéma detektory

(rozptylovy detektor Dawn 8 a koncentra¢ni detektor Optilab) od firmy WYATT
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Technology (USA). Systém je fizen jednotkou CBM-40. Zaznam dat je realizovan
softwary LabSolutions 5.97 a ASTRA 7.3.

UV VIS Spektrofotometr

Spektrofotometr Jenway 7415 od firmy Jasco (Némecko) s xenonovou lampou
(198-1000 nm).

Vysokoucinna kapalinova chromatografie

Vysokoucinny kapalinovy chromatograf firmy Shimadzu (Japonsko) s pumpou
LC-20AD, odplynovacem DGU-20AS, kolonou Chromolith® HighResolution RP-18
Endcapped od firmy Sigma-Aldrich (USA) uloZzenou v CTO-20AC a kolonou TSK3000
SW Tosoh Bioscience (Japonsko) a detektory (fotodiodovy SPD-M20A, fluorescencni
RF-20A). Systém je fizen jednotkou CMB-20A. Zaznam dat je realizovan softwarem
LCsolution 1.25.

37



4.4 Pouzité metody

4.3.1 UV-Vis spektroskopie

Stanoveni obsahu TT-skupin

Obsah skupin byl stanoven spektrofotometricky. Vzorek kopolymeru byl
rozpustén v methanolu (¢ = 1 mg/ml). Absorbance byla zmétena pii vinové délce 305 nm.
K vypoctu obsahu TT pomoci vzorce 4.1 byl pouzit molarni absorp¢ni koeficient €305 =

10800 L/mol-cm.

100 4.1
w(TT) = “.1)
€-c-1
A Mk
HPMA
& molarni absorp¢ni koeficient [l/mol-cm]
c koncentrace polymeru [mg/ml]

/ opticka draha kyvety [cm]
A absorbance roztoku polymeru
M, molarni hmotnost kopolymerni jednotky nesouci TT skupiny [g/mol]

Mupya molérni hmotnost HPMA [g/mol]

Stanoveni obsahu hydrazidi

Obsah skupin byl stanoven spektrofotometricky. Vzorek kopolymeru byl
rozpus$tén v boratovém pufru (¢ = 2 mg/ml, pH = 9,3). Roztok pro méteni byl pfipraven
nasledujicim zplsobem: 100 pl zasobniho roztoku vzorku bylo smichéno s 875 pl
boratového pufru, k tomu bylo pfidano 25 pul TNBS. Roztok pro referen¢ni méfeni byl
pfipraven smichanim 975 pl pufru a 25 pul TNBS. Stanoveni bylo provedeno v triplikéatu.
Roztoky byly promichany a inkubovany 1 h pfi RT, po ¢emZ byla méfena absorbance
pii vinové délce 500 nm. K vypoctu obsahu hydrazidi pomoci vzorce 4.2 byl pouzit

molarni absorpéni koeficient €500 = 17200 L/mol-cm.

100 4.2
w(hydrazidi) = (4.2)
€-c-1
A M
M +1
HPMA
£ molarni absorpc¢ni koeficient [l/mol-cm]
c koncentrace polymeru [mg/ml]

/ opticka draha kyvety [cm]
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A absorbance roztoku polymeru
M, molarni hmotnost kopolymerni jednotky nesouci hydrazidy [g/mol]

Mupya molérni hmotnost HPMA [g/mol]

4.3.2 Kapalinova chromatografie

Flash-Chromatografie

Preparativni flash-chromatografie byla vyuzita pro purifikaci pfipravenych
nizkomolekularnich derivatu. SloZzeni mobilni faze A (100 % H20), B (100 % acetonitril)
s gradientem mobilni fazi B 0-100 %, pratok 60 ml/min, délkou metody 15 minut, pouzita
kolona Chromolith Prep RP-18 100x25mm.

HPLC

Obecna metoda HPLC byla pouzita pro detekci, identifikaci a charakterizaci
Cistoty nizkomolekularnich derivati a samotného 1é¢iva ZM241385. K témto ucelim
byla vyuzita metoda s pouzitim mobilnich fazi A (95 % H>O, 5 % acetonitril, 0,1 % TFA)
a B (95 % acetonitril, 5 % H>O, 0,1 % TFA) na kolon¢ Chromolith HighResolution RP-
18 e, gradientem mobilni fdzi B 0-100 %, prutokem 1 ml/min a délkou méteni 17 minut.
Stejna metoda byla pouzita pro ovéieni nepfitomnosti volného 1é¢iva nebo jeho derivatu
v polymernim konjugatu s vyuzitim mobilnich fazi A (95 % H20O, 5 % acetonitril) a B (95
% acetonitril, 5 % H>O).

Rozmérové vylu¢ovaci chromatografie

Metody rozmérove vylu€ovaci chromatografie byly pouzity pro stanoveni My, Mn
a polydisperzity polymernich prekurzorti a vysokomolekularnich konjugatt.

Meéfteni polymernich prekurzora bylo udéldno na koloné TSK 3000 SW v mobilni
fazi (methanol: 0,3M octan sodny, 80:20, v:v, pH 6,5) s priitokem 0,5 ml/min a ¢asem
meéfeni 45 min. Vysledky byly zpracovany v programu Astra.

Meéteni polymernich konjugati bylo udélano na koloné Superose-6-Increase
10/300 GL v mobilni fazi (0,05M fosfat, 0,15M NaCl, pH 7.,4) s pratokem 0,5 ml/min a

c¢asem méfeni 100 min. Vysledky byly zpracovany v programu Astra.

4.3.3 Hmotnostni spektrometrie

Hmotnostni spektrometrie byla pouzita pro ovéfeni molekulové hmotnosti
nizkomolekuldrnich derivati. Vzorky byly rozpu$tény v methanolu v HPLC Cdistoté
o priblizné koncentraci 0,1 mg/ml. Vzorky pomoci Hamiltonové stiikacky byly dany

do spektrometru s metodou ionizace ESI s vyuZzitim pfimého nasttiku.
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4.3.4 NMR

NMR byl pouzit pro ovéfeni struktury nizkomolekularnich derivatt a vypocet
mnoZstvi navazaného na konjugét lé¢iva. Spektra 'H NMR byl ziskana spektrometrem
Bruker Avance Neo 400 pracujicim na frekvenci 400 MHz s pouzitim deuterované¢ho
DMSO jako rozpoustédla pti 25 °C. Chemické posuny jsou relativni k tetramethylsilanu
(TMS) s pouzitim hexamethyldisiloxanu (HMDSO, 0,05 a 2,0 ppm od TMS) jako
vnitiniho standardu. Sitka 90° pulsu byla 16,5 ps, relaxaéni zpozdéni 10 s, doba pofizeni

2,75 s, pocet skenti 32-64. Mnozstvi navazaného 1éCiva bylo spocitano pomoci vzorce:

integr. (S piku der.) 100 (4.3)

0 zAnd (166 = )
% navdzani (1é¢.) integr. (S piku der.) + integr. (S piku pol.)

4.3.5 Hydrolyticka stabilita konjugatia ZM241385
Studium uvoliiovani polymernich konjugéath byl ud€lan na pfistroji HPLC
na kolon¢ TSK 3000 SW v mobilni fazi se slozenim (80 % methanol, 20 % 0,3M octan

sodny, pH 6,5), pratok 0,35 ml/min, ¢as métfeni 45 minut.

4.3.6 Dynamicky rozptyl svétla

Hydrodynamicky polomér (Rn) polymernich konjugétii byl stanoven za vyuziti
dynamického rozptylu svétla. Vzorky byly méfeny v 0,15 M chloridu sodného pii teploté
37 °C. Hydrodynamické poloméry byly vypocteny softwarem z namétenych difiznich

koeficientu.

4.3.7 Priprava bunéénych linii

Pracovali jsme s linii s linii lidskou T lymfoblastoidni linii Jurkat (ATCC TIB-
152). Buniky byly kultivovany v doporu¢eném médiu RPMI-1640 (Sigma) obsahujicim
2 mM L-glutamin, 4500 mg/1 glukézu, 10 mM HEPES, 1 mM pyruvét sodny, antibiotika
a 10 % FTS. Kultury byly pasdzovany standardnim zpisobem jednou za 2 az 3 dny.
Bunky byly kultivovany nebo inkubovany se studovanymi substancemi vzdy pti 37°C a
5% COa.

Pro inkubaci s agonisty/inhibitory receptoru Aza byly buiiky sklizeny, promyty,
spolitany a stanovena Zivotnost za pomoci trypanové modii. Zivotnost bunék

pted pouzitim byla vzdy vyssi nez 95 %.
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4.3.8 ELISA

Kompetitivni fluorometrickd ELISA byla pouzita pro stanoveni zmén v hladiné
intracelularniho cAMP v odpovédi na ptisobeni agonistli nebo antagonisti adenosinového
receptoru Asa v Jurkat bunikach. Za timto tcelem byl pouzit komer¢ni kit cAMP Assay
Kit ab138880 (Abcam, UK). Esej je zaloZzen na kompetici o vazbu na protilatku
proti cAMP, kterd je navazdna na povrchu detekéni desticky, mezi piiddvanym cAMP
znacenym HRP a volnym cAMP ze vzorku.

Buiiky Jurkat byly inkubovéany v kultiva¢ni desticce (96 jamek, ploché dno;
vyrobce Nunc, Dansko) v kultivacnim mediu a byly napipetovany do kultivacni desticky
tak, aby vjamce bylo 1x10° bun&k v 90 ul kultivaéniho média. Poté k buiikim byly
pfidany testované latky (ZM241385, Oxo0-ZM, K1-Ox0-ZM a K2-Azido-ZM) tak, aby
konecné koncentrace odpovidaly 10, 2 a 0,4 uM inhibitoru ZM241385 a bunky byly
inkubovany 1 h pii 37 °C. Poté byl k testovanym buiikdm piidan agonista Aza receptoru
GCS21680 (Sigma) o koncentraci 0,1 mM. Bunky byly inkubovany 1 h pii 37 °C.
Po inkubaci byly vzorky odstranény promytim 200 pl fyziologického fosfatového pufru
(PBS) a centrifugaci. Do jamek byl pfiddno 100 pl lyzacni roztoku, buiky byly
inkubovany 10 min pfi RT, poté bunéény lyzat byl izolovan centrifugaci a 75 pl vzorek
prenesen do desticky z kitu. Do jamek byl po 15 min. ptidan HRP-konjugat a vzorky byly
inkubovany 2 h pfi RT s mirnym michanim (Vortex). Pak byly vzorky a HRP konjugat
odstranény a desti¢ka ctyfikrat promyta opakovanym pfidanim 200 pl promyvaciho
roztoku. Poté do jamek bylo ptidano detekéni ¢inidlo AbRed Indicator obsahujici H,O2 a
po 30 minutich byla méfena fluorescence (Ex/Em = 540/590 nm). Pozorovana
fluorescence je nepifimo umérna koncentraci cAMP ve vzorcich. Pro vypocet vysledka
byla sestrojena kalibracni kiivka pomoci standardnich roztokii o koncentraci 10000, 100,

30,10, 3,1, 0,3 a 0 nM cAMP.
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5. VYSLEDKY

5.1 Syntéza a charakterizace derivati ZM241385
Béhem prace byly Uspésné syntetizovany dva odlisné derivaty ZM241385. Samotné
1é¢ivo neobsahuje vhodnou skupinu pro navazani na polymerni nosi¢, a proto bylo
potieba ho ptfed vazbou na nosi¢ modifikovat. K modifikaci byly pouzity oxokyselina a
azidokyselina, slouzici jako spojky mezi 1é¢ivem a polymernim prekurzorem.

Derivat Oxo0-ZM byl piipraven reakci 4-(2-oxopropyl)benzoové kyseliny
s ZM241385 dle postupu uvedeného v kapitole 4.2.3. Kyselina byla navdzéana na Ié¢ivo
pomoci esterové vazby. Vysledny derivat byl ¢istén pomoci flash-chromatografie,
diky ¢emu bylo dosahnuto vysoké &istoty produktu. Cistota byla ovéfena pomoci HPLC
(jeden pik s retenénim ¢asem 10,27 min, istota> 99 %), struktura byla ovéfena pomoci
ESI-MS (pik s m/z = 520,22 [M + Na]", odpovidajici teoretické molarni hmotnosti M; =
497,5 g/mol) a 'H NMR (400 MHz, de-DMSO, 298 K): &: 8,17-8,07 (m, 1,4, NH>), 8,06
(d, 2,3, Ar), 7,86 (s, 1, CHO-furan), 7,49 (t, 0,33, NH-CH>), 7,41 (t, 0,77, NH-CH>), 7,4
(d, 2, Ar), 7,33 (d, 2,1, Ar), 7,19 (d, 2, Ar), 7,05 (t, 1, CH-CH-CHO), 6,67 (d, 1, CH-CH),
3,93 (s, 2, CH2-CO), 3,52 (m, 2, NH-CH>-CH>), 2,89 (t, 2, Ar-CH>-CH>), 2,17 (s, 3, CH3-
CO). Vytézek reakce byl 70 %.

Derivat Azido-ZM byl piipraven reakci 5-azidopentanové kyseliny a ZM241385
dle postupu uvedeného v kapitole 4.2.3. Kyselina byla vdzana na 1é¢ivo pomoci esterové
vazby. Vysledny derivat byl ¢istén pomoci flash-chromatografie, diky ¢emu bylo
doséhnuto vysoké ¢istoty produktu. Cistota byla ovéfena pomoci HPLC (jeden pik
s reten¢nim casem 10,5 min, ¢istota> 99 %), struktura byla ovéfena pomoci ESI-MS (pik
s m/z = 463,27 [M + H]", odpovidajici teoretické molarni hmotnosti M; = 462,18 g/mol)
a '"H NMR (400 MHz, d¢-DMSO0, 298 K): §:8,17-8,07 (m, 2, NH>), 7,86 (s, 1, CH-0), 7,6
(t, 0,32, NH-CH), 7,5 (t, 0,68, NH-CH>), 7,28 (d, 2, Ar), 7,04 (t, 3, Ar + C-CH-CH), 6,68
(d, 1, CH-CH), 3,49 (d, 2, NH-CH>-CH>), 3,36 (t, 2, N3-CH>»), 2,86 (t, 2, Ar-CH>-CH>),
2,6 (t, 2, CO-NH>), 1,65 (m, 4, CH2-CH>-CH>-CH>). Vytézek reakce byl 46 %.
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5.2 Syntéza a charakterizace polymernich systému

5.2.1 Polymerni prekurzory
Béhem prace byly uspésné syntetizovany dva prekurzory, lisici se skupinami, pouzitymi
pro navazani modifikovaného ZM241385. Hydrazidové skupiny na P1-NH-NH:2 byly
pouzity pro tvorbu hydrazonové vazby s oxoskupinou derivatu Oxo-ZM, a BCN skupiny
na P2-BCN byly pouzity pro spojeni s azoskupinou derivatu Azido-ZM pomoci
nekatalyzované click-reakce.

Prekurzor P2-TT je meziprodukt syntézy P2-BCN. Polymerni prekurzory byly
syntetizovany pomoci fizené RAFT kopolymerizace podle postupt uvedenych v kapitole
4.2.4.

P1-NH-NH: byl pfipraven kopolymerizaci HPMA a Ma-Akap-NH-NH-Boc
s nasledujicim odstranénim koncovych TTc-skupin a odstranénim chranici Boc-skupiny.
Molarni hmotnost syntetizovaného kopolymeri P1-NH-NH: byla stanovena pomoci
rozmérove vylu€ovaci chromatografie spolu s hodnotou disperzity. Obsah hydrazidovych
skupin na prekurzoru P1-NH-NH2, na kter¢ se v dal§im kroku vézal derivat Oxo-ZM byl
stanoven spektrofotometricky. Vysledky méteni jsou uvedeny v tabulce 5.1.

P2-BCN byl piipraven reakci prekurzoru P2-TT s BCN-aminem. Molérni
hmotnost syntetizovanych kopolymeri P2-BCN a P2-TT byla stanovena pomoci
rozmérove vylucovaci chromatografie spolu s hodnotou disperzity. Obsah TT-skupin na
prekurzoru P2-TT, na které se v dal§im kroku vazal derivat BCN-amin, byl stanoven
spektrofotometricky. Obsah BCN skupin na prekurzoru P2-BCN, na které se vazal
Azido-ZM, byl spocitdn teoreticky ze mnoZstvi TT-skupin na prekurzoru P2-TT
v disledku neexistence metody stanoveni skute¢ného mnozstvi BCN v prekurzorech.

Vysledky méfeni jsou uvedeny v tabulce 5.1.

Tabulka 5.1: charakterizace polymernich prekurzori

Prekurzor Vytézek, % M, g/mol b Obsah skupin, mol%
P1-NH-NH; 77,3 39700 1,12 Hydrazidy: 5,3
P2-TT 65,0 40800 1,06 TT: 9,89
P2-BCN 83,0 47800 1,07 BCN: 5

Byly Gspésné piipraveny polymerni prekurzory P1-NH-NH2 a P2-BCN s molarni
hmotnosti pod limitem renalni filtrace pro tento typ polymernich systémii. Oba
prekurzory mély nizkou disperzitu, coZ znamena, Ze distribuce molarnich hmotnosti je
uniformni. Oba polymery obsahovaly dostatek funk¢nich skupin pro dalsi reakce.
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5.2.2 Polymerni konjugaty
Ptipravené polymerni prekurzory byly pouzity pro syntézu polymernich konjugétt
s derivaty ZM241385 dle postupu uvedeného v kapitole 4.2.5.

Konjugat K1-Oxo0-ZM byl ptipraven reakci derivatu Oxo-ZM s prekurzorem P1-
NH-NH:. Derivat je navdzan pH-sensitivni hydrazonovou vazbou a diky tomu
ZM241385 by mél byt uvolnén v kyselém pH mikroprostiedi nadoru ve form¢ derivatu
Ox0-ZM. Po uvolnéni lé¢iva prechazi konjugat zpét do formy prekurzoru P1-NH-NHz,
ktery by mél byt vyloucitelny glomerularni filtraci. Molarni hmotnost syntetizovaného
konjugatu byla stanovena pomoci rozmérové vyluCovaci chromatografie spolu
s hodnotou disperzity. Stanoveni obsahu navazaného 1éciva bylo provedeno pomoci
NMR a vysledky jsou uvedeny v tabulce 5.2.

Konjugat K2-Azido-ZM byl ptipraven reakci derivatu Azido-ZM s prekurzorem
P2-BCN za vzniku triazolového nedegradovatelného kruhu. Nicméné 1ze ocekavat, Ze i
v tomto piipadé¢ mize k uvolnéni samotného léciva ZM241385 za jistych podminek
dochazet, a to v disledku plisobeni esteraz mikroprostiedi nadoru nebo lyzozomalnich
enzymu. Molarni hmotnost syntetizovaného konjugatu byla stanovena pomoci rozmérové
vylucovaci chromatografie spolu s hodnotou disperzity. Stanoveni obsahu navazaného

1é¢iva bylo provedeno pomoci NMR a vysledky jsou uvedeny v tabulce 5.2.

Tabulka 5.2: charakterizace polymernich konjugatt

Konjugat Vytezek, % My, g/mol b Obsah léc¢iva, mol% Ry, nm
K1-Oxo0-ZM 73,0 46500 1,05 2,0 4,7
K2-Azido-ZM 65,0 45800 1,16 4,8 4,6

Byly uspésné ptipraveny polymerni konjugaty K1-Oxo-ZM a K2-Azido-ZM,
vhodné pro dopravu 1é¢iva do nadorovych tkani. Oba konjugaty mély nizkou disperzitu,
coz znamena, Ze distribuce molekulovych hmotnosti je uniformni. Navazani derivati
1é¢iva vyznamné neovlivnila molarni hmotnost a disperzitu polymernich prekurzorii. Oba

konjugaty obsahovaly dostatek navazaného 1éciva pro dalsi testovani.
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5.3 Hydrolyticka stabilita polymernich konjugatu
Rychlost uvoliiovani derivatu 1é¢iva z polymerniho konjugitu K1-Oxo-ZM byla
vyhodnocovéana pomoci HPLC s SEC kolonou. Pro studium uvoliiovani byly pouzity
roztoky 0,15 M fosfatového pufru s rozdilnymi hodnotami pH, imitujicich prostfedi
béhem transportu do nadorové tkan€, a to jsou pH 5,5 (mikroprosttedi nddoru) a pH 7,4
(krevni fecisté). Polymerni konjugaty byly inkubovany v téchto pufrech, v pfedem
danych ¢asovych bodech byla ¢ast roztoku odebrana a analyzovana pomoci nevodného
SEC na obsah uvolnéného 1é¢iva. Procento uvolnéného lé¢iva v kazdém daném casovém
bod¢ bylo vypocitano jako pomér plochy piku IéCiva a polymerniho konjugatu pti vinové
délce 255 nm na SEC chromatogramu podle vzorce 5.1. Procento poklesu piku

odpovidajiciho polymernimu konjugatu byly vypocitany podle vzorce 5.2

S piku der. (5.1)
0 i L) = 1
% uvolti (der.) S piku der. + S piku pol. 00

S piku pol. 5.2
oo vl (pol.) — piku p 100 (5.2)

S piku der. + S piku pol. .

Ze ziskanych hodnot byl sestaven graf 5.1 porovnévajici rychlosti uvolnéni
derivatu Oxo0-ZM z konjugatu K1-Oxo0-ZM pfii pH 5,5 a 7,4. Bylo zjisténo, Ze konjugat
vykazuje rychlé uvolnovani derivatu léCiva pii pH mikroprostiedi nadoru, kdy bylo
za 100 min uvolnéno 50 % léciva. Na rozdil, pfi neutralnim pH mimikujicim krevni
reCisté bylo uvolnéno jen 15 % derivatu 1é¢iva za 5 hodin. Je moZné konstatovat, Ze tento

polymerni systém spliioval pH-senzitivni chovani pfi uvoliiovani derivatu 1éciva.

Graf zavislosti uvolnovani derivata ZM241385 z
polymernich nosic¢ii na ¢ase
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Graf 5.1: hydrolyticka stabilita polymerniho konjugatu K1-Oxoe-ZM
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Derivat Azido-ZM je navazan na konjugat K2-Azido-ZM stabilni vazbou pres
triazolovy kruh, a nebyla pozorovéna degradace a uvolfiovani derivatu pfi inkubaci

v obou zminénych pufrech.

5.4 Studie in vitro

Pro testovani inhibi¢ni aktivity modelového inhibitoru ZM241385 byly vybrana linie
lymfoblastoidnich T-bun¢k Jurkat. Cilem bylo stanoveni cAMP v buiikach a ovlivnéni
jeji hladiny pfiddnim samotného inhibitoru nebo jeho polymerniho konjugétu, a to
v pripad¢ samotnych bun¢k, nebo bunék s pridavkem agonisty Axa receptoru GCS21680,
ktery by mél zvySovat hladinu cAMP v bunkach.

V grafu 5.2. jsou uvedeny vysledky stanoveni cAMP v bunkéach, a to jak
pii pridavani samotného ZM241385 v riznych koncentracich, tak v pripadé podani jak
inhibitoru, tak agonisty. Bylo zjiSténo, Ze podani agonisty neplsobi narist cAMP, coz
bylo v rozporu s literarnimi udaji. Predpoklddame, Ze zvolend koncentrace agonisty
nebyla dostatecnd a agonista tedy neptisobil na hladinu cAMP. V pfipadé¢ podéani
inhibitoru bylo stanoveno, Ze nizsi koncentrace mezi 0,1 a 1 uM pulisobi narast hladiny
cAMP v bunikach, coz bylo ptekvapivé zjisténi. Pti vyssich koncentracich nemél inhibitor
vliv na hladinu cAMP. RovnéZ nebyla pozorovana 74dnd vyznamnd zmeéna hladiny

cAMP, pokud byl podan jak inhibitor, tak i agonista.

Graf zavislosti intracelularni koncentraci cAMP
na pritomnosti ZM241385
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Graf 5.2: zmény v hlading intracelularniho cAMP v odpovédi na pisobeni ZM241385

za pritomnosti a nepfitomnosti agonisty

V piipad€ derivatu ZM241385 (graf 5.3 str. 47) bylo zjisténo, ze vSechny

testované koncentrace tohoto derivatu zvysSuji hodnotu cAMP v bunkach, a tedy ze

46



derivat inhibitoru piisobi na bunky odlisn€¢, nez tomu bylo u samotného inhibitoru.
Bohuzel ani u jednoho ze vzorkli nebylo mozné evaluovat jeho inhibi¢ni potencial proti

navysSeni cAMP zplisobeném agonistou Aza receptoru.

Graf zavislosti intracelularni koncentraci cAMP
na pritomnosti Oxo0-ZM
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Graf 5.3: zmény v hlading intracelularniho cAMP v odpovédi na psobeni Oxo-ZM

za pritomnosti a nepfitomnosti agonisty

V piipadé€ polymernich konjugétii K1-Oxo0-ZM (graf 5.4) a K2-Azido-ZM (graf
5.5 str. 48) nebyl nalezen vyznamny rozdil mezi hladinami cAMP po podani obou typi
polymernich konjugat, nedegradovatelného a degradovatelného. V obou piipadech
dochazelo k mirnému navysSeni hladiny cAMP po jejich podani, coz je v souladu

s trendem u samotného derivatu inhibitoru.

Graf zavislosti intracelularni koncentraci cAMP
na pritomnosti K1-Oxo0-ZM
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Graf 5.4: zmény v hladiné intracelularniho cAMP v odpovédi na plsobeni K1-Oxo-ZM

za pritomnosti a nepfitomnosti agonisty
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Graf zavislosti intracelularni koncentraci cAMP
na pritomnosti K2-Azido-ZM
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Graf 5.5: zmény v hlading intracelularniho cAMP v odpovédi na pisobeni K2-Azido-

ZM za ptitomnosti a nepfitomnosti agonisty
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6. DISKUZE
6.1 Syntéza a charakterizace derivatii ZM241385

Lécivo ZM241385 ve své struktuie nema vhodné skupiny pro navazani na polymerni
nosice, a proto byla nutna jeho modifikace. K tomu byly pouzity vybrané organické
karboxylové kyseliny, které ve své struktufe obsahuji skupinou vhodnou k vazbé
na polymer a které budou zminény dale.

ZM241385 ve své struktuie ma dvé skupiny, které mohou byt vyuzity
k derivatizaci: karboxylova skupina vybranych kyselin pouzivanych pro derivatizaci
muze tvofit esterovou vazbu s hydroxylem fenolového cyklu nebo amidovou vazbu
s aminoskupinou na triazoltriazinovém cyklu. Podle analyzy literatury®374*% lze
konstatovat, Ze aminoskupina je nezbytna pro vazbu s receptorem, tedy reakce s ni by
vedla ke ztraté biologické aktivity. Hydroxylovd skupina se neucastni interakci s
receptorem a nachdzi se naokraji vazebného centra. Také vysledky ukazaly, ze
derivatizace probihda preferenéné na hydroxylovou skupinu, coz ukazuje na vétsi
reaktivitu OH-skupiny v porovnani s aminoskupinou. Proto tato hydroxy skupina byla

vybrana jako jediné misto derivatizace

MoZné misto
derivatizace
Mo#né misto
derivatizace
l NH,

HO \

Y 0

U
=N

Obrazek 6.1: znazornéni skupin derivatizace ZM241385

)

N

\ N
H

Pro derivatizaci byly pouzity dv€ karboxylové kyseliny: 4-(2-
oxopropyl)benzoova a 5-azidopentanova (obr. 6.2 str. 43). Tyto kyseliny byly vybrany
z diivodu rozdilného zplisobu vazby na polymerni nosi¢. Hydrazonova vazba se Casto
pouziva pro navazani léCiv na polymerni prekurzory a byla vybrana v této praci jako
Stépitelnd vazba, kterd se $tépi v kyselém prostiedi nadoru, coz vede k uvolnéni derivatu,
a naopak prokazuje vysokou stabilitu v pH odpovidajicimu pH v krevnim fecisti. Tato
vazba je tvofena reakci ketoskupiny 4-(2-oxopropyl)benzoové kyseliny s hydrazidovymi

skupinami na polymeru. V pfipadé 5-azidopentanové kyseliny dochézi ke vzniku 1,2,3-
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triazolového cyklu reakci azido skupiny kyseliny a trojné vazby BCN skupiny vdzané na
polymernim prekurzoru pomoci nekatalyzované click reakce. Tento cyklus neni citlivy
na pH a mize dochazet pouze k uvoliiovani samotné¢ho léciva piisobenim vhodnych

enzymu v misté napojeni azidokyseliny na 1éCivo, tedy v misté esterové vazby.

A i B

o] OH N.'f-N O
TN
OH

Obrazek 6.2: struktura kyselin pouzivanych pro derivatizaci ZM241385: A - 4-(2-

oxopropyl)benzoové kyselina, B — 5-azidopentanova kyselina

Pribéh derivatizace byl sledovan pomoci HPLC. Byl stanoven dominantni pik
derivatu, ktery byl ovéten pomoci MS a NMR, a relativné malé piky vedlejsich produkti,
které byly odstranény flash-chromatografii. Pokus o syntézu derivati ve vétSich
mnozstvich ukdzal, Ze specificnost reakci vyrazné klesa pii velkém mnozstvi reaktantl —
to se stalo divodem nizkého vytézku syntézy derivatu 5-azidopentanové kyseliny.
Derivatizace 4-(2-oxopropyl)benzoové kyseliny pii stejnych podminkach prokézala vétsi
specifi¢nost. Dalsi experimenty ukézaly, Ze je mozné se vyhnout tvorb¢€ velkého mnozstvi
vedlejSich produktl v ptipadé, jsou-li derivatizacni kyseliny doddvany ve dvou dévkéch
s intervalem 3-4 hodin. Niz$i vytézky reakci lze vysvétlit vlivem tvorby vedlejSich

produkt a ztratami béhem c¢isténi.
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6.2 Syntéza a charakterizace polymernich systémiu

6.2.1 Polymerni prekurzory
Polymerni prekurzory byly syntetizovany kontrolovanou RAFT kopolymerizaci N-(2-
hydroxypropyl)methakrylamidu a jednoho ze dvou komonomerii — Ma-Akap-NH-NH-
Boc (pro P1-NH-NH2) a Ma-B-Ala-TT (pro P2-BCN). Tyto komonomery se bézné
pouzivaji pro syntézu polymernich prekurzorti. Ma-Akap-NH-NH-Boc po odstranéni
chranici skupiny ziskd volné hydrazidové skupiny, které se v dalsim kroku vyuzily
pro tvorbu hydrazonové vazby, citlivé na pH, s derivitem Oxo0-ZM, nesoucim keto
skupinu. Ma-B-Ala-TT po navazani BCN-aminu mé schopnost pevné navazat derivat
Azido-ZM, nesouci azidoskupinu, pomoci nekatalyzované click-reakce.

Ptipraveny polymerni prekurzor P1-NH-NH2 mé molekulovou hmotnost nizsi
nez 50 000 g/mol (tab. 5.1 str. 40), coz je limit rendlni filtrace pro tento typ polymernich
systémui. Lze tedy ocekavat, ze prekurzor by mél byt Gspésné odstranén z organismu
po splnéni své funkce. Prekurzor ma nizkou disperzitu, coz ukazuje na tfizeny proces
polymerizace. Prekurzor obsahuje dostate¢né mnozstvi skupin pro navazani efektivniho
mnozstvi 1éCiva.

Zajimavé vysledky byly ziskany pro prekurzor P2-BCN. Tento prekurzor byl
syntetizovan reakci prekurzoru P2-TT s BCN-aminem. P2-TT mél vhodnou moléarni
hmotnost a disperzitu a chromatogram SEC (obrdzek 6.3 str. 52) ukazal fizeny proces
polymerizace. Nicmén& P2-BCN ziskany po reakci s BCN-aminem mél vétsi molarni
hmotnost a disperzitu, nez se ofekavalo. Na SEC chromatogramu (obrazek 6.4 str. 52)
detektor rozptylu svétla ukazuje druhy pik pfed primarnim pikem prekurzoru. Tabulka

6.1 znazornuje vysledky, ziskané béhem syntézy prekurzoru P2-BCN.

Tabulka 6.1: porovnani vysledku, ziskanych pfipravou prekurzoru P2-BCN

Prekurzor My, g/mol b % od celk. frakce
P2-TT 40800 1,06 100
P2-BCN, primarni pik 47800 1,07 86
P2-BCN, vedlejsi pik 162300 1,16 14
P2-BCN, celkem 61300 1,33 100
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Relativni stupnice
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Obrazek 6.3: SEC chromatogram prekurzoru P2-TT
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Obrazek 6.4: SEC chromatogram prekurzoru P2-BCN. Lze vidét vznikly vedlejsi pik

Celkova frakce P2-BCN mé molarni hmotnost nad limitem rendlni filtrace. Z toho
by dochdzelo k tomu, Ze prekurzor s uritou mirou pravdépodobnosti nemuize byt
vyluovan renalni filtraci, ale bude odstranovan hepatobilidrni cestou, coz neni optimalni
dréha kvili dlouhodobé cirkulaci nosice v organismu. Disperzita prekurzoru také je vétsi,

nez se ocekavalo. Rozdil v molarnich hmotnostech vznika po modifikaci prekurzoru BCN
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skupinami. Nasi hypotézou je, ze derivat BCN obsahuje v sob¢ piimés bifunk¢nich
derivatu obsahujiciho dvé aminoskupiny. Béhem reakce prekurzoru P2-TT s BCN
aminem dochdzi k mirnému vétveni polymery, coz vedlo ke vzniku dvou sub-frakci
prekurzoru P2-BCN, lisicich se molekulovou hmotnosti. Do vysledkti byly uvedeny
hodnoty My a disperzity pro primarni pik P2-BCN. Vzhledem k tomu, ze P2-BCN
obsahuje dostateéné skupin pro navazani efektivniho mnozstvi 1é¢iva, lze fict, ze tento
prekurzor je i pfes mirné navysenou molekulovou hmotnost vhodny pro pouziti v dalsich

experimentech.

6.2.2 Polymerni konjugaty
Polymerni konjugat K1-Ox0-ZM byl Gspeésné pfipraven s molarni hmotnosti pod limitem
renélni filtrace a hydrodynamickém polomérem 4,7 nm (tab. 5.2 str. 40). Tato velikost
spliiuje podminky pro vylou€eni z organismu rendlni filtraci, takze nebude konjugat
pusobit toxicky efekt kvili své dlouhodobé akumulaci. Teoreticky z organismu bude
po odstépeni derivatu 1é¢iva vyluCovan polymerni prekurzor, ktery stejné¢ ma vhodné
charakteristiky pro snadnou vyloucitelnost. Konjugat vykazuje nizkou disperzitu, 1ze tedy
usuzovat, ze nedochdzi k Zadnym vedlejSim reakcim pfi vazbé na polymerni nosi¢. Obsah
navazané¢ho lé€iva je 2 mol% (vs. 5,31 mol% skupin pro vazbu lé¢iva v prekurzoru). Lze
pfedpokladat, Ze po optimalizaci reakénich podminek lze dosahnout vétSiho obsahu
navazaného lé€iva. Nepfitomnost volného 1é¢iva a derivatl bylo ovéfena pomoci méteni
na HPLC s mobilni fazi bez TFA.

SEC chromatogram K2-Azido-ZM (obrazek 6.5) ukazuje dva piky polymerniho
konjugatu. Moznym vysvétlenim jsou vétvici reakce béhem syntézy polymerniho
prekurzoru P2-BCN (viz. podkapitola 6.2.1). Tabulka 6.2 znazornuje vysledky, ziskané
béhem syntézy konjugatu K2-Azido-ZM.

Tabulka 6.2: porovnani vysledku, ziskanych ptipravou konjugatu K2-Azido-ZM

Konjugat My, g/mol b % od celk. frakce
K2-Azido-ZM, primarni pik 45800 1,16 80
K2-Azido-ZM, vedlejsi pik 252000 1,43 20
K2-Azido-ZM, celkem 95300 1,94 100
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Relativni stupnice
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Obrazek 6.5: SEC chromatogram konjugatu K2-Azido-ZM, znazoriujici dvé sub-
frakce konjugata

Nicméné konjugat méa vhodny obsah navéazaného 1é¢iva (4,8 mol% navazaného
1é¢iva vs. 5 mol% teoreticky spocitanych skupin pro vazbu 1é¢iva). Frakce maji vhodnou
molarni hmotnost a disperzitu, z ¢eho lze fict, Ze tento konjugat je pouZitelny pro dalsi

experimenty. Do vysledkll byly zapsany hodnoty My a disperzity pro primarni pik.
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6.3 Hydrolyticka stabilita polymernich konjugati
Hydrolyticka stabilita polymerniho konjugitu K1-Oxo-ZM byla studovana ve dvou
pufrech, imitujicich pH krevniho obéhu (7,4) a mikroprostfedi nadoru (5,5) (graf 5.1
str. 41). Uvolnéni probiha diky $té€peni ptfitomné pH-sensitivni vazby. Konjugat ukazuje
rychlé uvoliovani navdzaného I[éCiva pii pH 5,5, coz odpovidd pozadavkim
k polymernimu nosici, ktery mél by uvolilovat 1é¢ivo v okoli nddoru. Naproti tomu v pH
mimikujicim pH krevniho fecisté byla stanovena rychlost uvoliiovani vyznamné nizsi.
Nicmén¢ stabilita konjugatu pti pH 7,5 je mensi, nez se ocekavalo. Jednim z moznych
vysvétleni je vliv elektronegativnich atomil heterocyklu ZM241385 na stabilitu pH-
sensitivni vazby.

Rychlost uvoliiovani pfi pH mikroprostiedi nddoru je nejvyssi v intervalu
do 1 hodiny, za¢iné klesat v intervalu od 1 h do 3,5 h a postupné vychazi na plato po 3,5 h.
Uvolnéni 50 % navazaného 1é¢iva je kolem 100 minut, coz ukazuje na pomérné rychlé
uvoliiovani vhodné pro aktivaci v nadorové tkani. Maximum uvoliiovani, dosazené¢ho
béhem inkubace, je 59 % po 315 minutdch inkubace. Z tvaru grafu lze predpokladat,
ze vyrazn¢ véEtsi hodnota uvoliiovani s Casem jiz nebude. Nicméné je dulezite
poznamenat, ze experiment uvolilovani se provazi v uzavieném systému, ktery muize
zpisobit arteficidlni chovani a dosazeni plata pfi uvolnovani. V redlném prostiedi
organismu je polymerni konjugat v omyvaném systému a je tedy mozné predpokladat,
ze k tvorbé plata pfi uvoliiovani nebude dochazet. Lé€ivo se bude nejspiSe uvolnovat
rychlosti ptivodni smérnice po celou dobu pobytu v nadorové tkani.

V pufru s pH 7,4 dochazelo k daleko niz§imu uvoliiovani derivatu. Po cca 5 h bylo
uvolnéno méné nez 15% léciva. Je tedy mozné konstatovat, Ze polymerni konjugét bude
schopen cirkulace v krevnim fecisti alespont 15-20 h, a tedy bude schopen dopravit 1é¢ivo
do pevného nadoru, kde bude uvolnéno po poklesu pH v daleko vétsi mite.

V ptipadé¢ K2-Azido-ZM derivat Azido-ZM je spojen s konjugitem stabilni
vazbou ptes triazolovy cyklus a béhem inkubace nedoslo k degradaci nebo uvolnéni

derivatu v obou zminénych pufrech.
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6.4 Studie in vitro

Antagonista AxaAR ZM241385 byl pro tuto studii vybran s ohledem na to, Ze by mél
snizovat imunosupresivni vliv adenosinu, ktery je pfirozenym ligandem AzaR. Adenosin
je produkovan pfemeénou extracelularntho ATP pies ADP a AMP aktivitou
ektonukleotiddz CD73 a CD39, a to zejména populacemi bunék s vyznamnou
imunosupresivni  funkci (napf. MDSC). Adenosin na rozdil od ATP ptisobi
imunosupresivné prostiednictvim vazby na AzasR. O blokadé osy CD73-CD39-adenosin
se v soucasné dob¢ uvazuje jako o mozné checkpoint blokadé, tedy jako o kontrolnim
bod¢, pomoci kterého by bylo mozno zvratit supresivni charakter imunitni odpovédi viici
nadorovym buiikdm a podpofit produktivni reakci vedouci k likvidaci nadorovych bunék.

Testovani substanci, které mohou osu CD73-CD39-adenosin v riznych bodech
ovliviiovat, je pomérné slozité a pro testovani vlivu adenosinu mé dvé zasadni ¢asti. Prvni
je inkubace bunék nesoucich dany receptor s inhibitory a agonistou receptoru. Zakladni
populaci, kterd je pfirozenym cilem pro extraceluldrni adenosin, jsou Treg (T regulacni)
buiiky. Odpovédi na vazbu ligandu na AzaR je zvySeni hladiny intraceluldrniho cAMP.
Stanoveni hladiny cAMP piedstavuje druhou ¢ast testovaciho postupu.

Pro prvni c¢ast testovani pfipravenych vzorkd derivatu inhibitoru a jeho
polymernich konjugétii bylo potfeba vybrat reprezentativni nadorovou linii, kterad
charakterem pfipominad pfirozené cilové bunky pro adenosin, tedy napf. linii
lymfoblastoidnich T bun&k Jurkat. Exprese A2aR u téchto bunck nicméné nebyla
stanovena. Pracovat sizolovanymi Treg bunkami v pfipad€ screeningu by bylo
komplikované narocné zejména na provedeni i1 finan¢né, a daleko piesahuje mozZnosti této
diplomové préce.

RovnéZ kvantifikace cAMP neni trivialni a nékteré pouZivané detekéni soupravy
nejsou pro zakladni screening vhodné, protoze spolehlivé pracuji jen v uzkém rozsahu
koncentraci cAMP (napt. cAMP Glo Assay, vyrobce Promega). Zvolili jsme proto
kompetitivni ELISU s fluorescen¢nim produktem, kterd ma podle informaci vyrobce byt
schopna detekovat cAMP v §irokém rozsahu koncentraci. Tento pfedpoklad se potvrdil a
zjistili jsme, ze souprava poskytuje reprodukovatelné vysledky.

Jako dle literatury vhodny agonista receptoru byl vybran GCS21680. Bohuzel pti
samotnych experimentech nebyla pozorovana jeho funkce na zvySeni hladiny cAMP.
Predpokladame, ze pro dosazeni efektu bude nutné provést dalsi experimenty, které jiz
nebylo mozZné provést v ramci této prace. Samotny inhibitor ptekvapivé pii nizkych
koncentracich zplsoboval narGst hladiny cAMP. Pii omezeném rozsahu testovani

nemuzeme usuzovat, jaky mél tento narist ditvod.
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Derivat Oxo-ZM prokazal aktivitu opacnou ocekavané ve vSech testovanych
koncentracich. Predpoklddame, ze jeho derivatizaci se prohloubil efekt inhibitoru
pozorovany pii jeho nizkych koncentracich. Vzhledem k nefunkcnosti agonisty
pii pouzité koncentraci, nebylo mozné evaluovat inhibi¢ni aktivitu derivatu inhibitoru
na funkci agonisty. Lze konstatovat, ze modifikace ZM241385 zmeénila jeho aktivitu.

Plsobeni konjugati bylo velmi obdobné jako v pfipadé samotného derivatu a
nebyl mezi nimi nalezen vyznamnéjsi rozdil. U obou polymernich konjugati dochézelo
se zvySujici se koncentraci k navySovani hladiny cAMP. Vzhledem k tomu, ze oba
polymerni konjugaty vykazovaly obdobny profil v zavislosti na koncentraci, je mozné
shrnout, Ze samotné uvolnéni derivatu nema zasadni vliv na jeho aktivitu.

Vzhledem k nefunk¢nosti nastaveného experimentu pro podani agonisty je nutné
experiment optimalizovat v ramci dalSich experimentli pfesahujicich tuto préci.
S vyhodou by bylo potfebné optimalizovat vybér bunééné linie, kterd jednoznacné
exprimuje A2A R. Dale bude s vyhodou upravit délku kultivace s inhibitory a agonisty a

optimum testovanych koncentrace vSech inhibitora i agonistu.
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7. ZAVER

Tato prace byla zaméfena na pouziti polymernich dopravnich systémi na bazi
HPMA pro zvySeni imunoterapeutického u¢inku ZM241385. V ramci prace byly Gspésné
syntetizovany a charakterizovany polymerni prekurzory, vhodné pro cileny transport
ZM241385 do nadorovych tkani. Pfipravené prekurzory maji piiznivou disperzitu a
vhodny obsah skupin pro navazani 1éCiva.

Lécivo bylo modifikovano pomoci dvou organickych kyselin, konkrétné 4-(2-
oxopropyl)benzoové kyseliny a 5-azidopentanové kyseliny. Ziskané derivaty 1é¢iva byly
uspésné navazany na polymerni prekurzory.

Reakci polymernich prekurzorti s derivaty ZM241385 byly ziskany dva
polymerni konjugaty, které se liSily typem spojky mezi derivitem a polymernim
fetézcem. Ptipraveny pH senzitivni konjugét vykazuje pomérné vysokou hydrolytickou
stabilitu v pH, imitujicim krevni feCisté, a je naopak rychle degradovan a uvoliiuje volné
1é¢ivo v pH mikroprostfedi nadoru. Syntetizované konjugaty maji vhodné fyzikalné-
chemické charakteristiky, jako je hydrodynamicky polomér, umoziujici zvySenou
akumulaci 1é¢iva v nadorovych tkanich, nebo vysoké procento navazaného IéCiva.
Konjugéit K1-Ox0-ZM ma molarni hmotnost umoziujici odstranéni renalni filtraci, coz
umoznuje vyluCovani polymerniho nosice po splnéni své cile a branéni toxicité kvili
akumulaci nosi¢e. V ptipad¢ konjugatu K2-Azido-ZM doSlo k mirnému navySeni
molarni hmotnosti po navazani derivatu 1éciva, nicméné, i tento polymerni systém byl
vhodny pro testovani biologické ucinnosti.

Byly provedeny experimenty na linii Jurkat, pfi kterych byly buinky inkubovany
s agonistou AxaR GCS21680, s pfipravenymi inhibitory receptoru Aza nebo jejich
kombinace. Pfi experimentu nebyl prokézan efekt samotného agonisty adenosinu, coz
vyznamné ovlivnilo samotné testovani inhibi¢niho potencidlu samotného inhibitoru, jeho
derivatu a potazmo i polymernich konjugati. Testované polymerni systémy prokézaly
podobnou stimula¢ni aktivitu na hladinu cAMP u buné€k jako bylo stanoveno v ptipadé
samotného derivatu. Z vysledkil vyplyva, ze samotnd aktivita nebyla zavisla na uvolnéni
derivatu inhibitoru z polymerniho nosice, oba systémy vykdzaly ptiblizné stejnou aktivitu
na zminénych bunkach. Pro pochopeni ziskanych vysledkl je nutné provedeni dalSich
detailnich experimentli pfesahujicich rozmér této prace.

Zavérem je mozné konstatovat, Ze byly GspéSné pfipraveny polymerni systémy

nesouci derivaty ZM241385. Pro stanoveni podrobné biologické uc€innosti téchto
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polymernich systémi je vSak nutnd dalSi optimalizace biologickych experimentd.
V dal$im studiu je nutné se zaméftit na dikladny vybér vhodné bunééné linie, na vybér

vhodného agonista A2aR a koncentraci samotnych inhibitord.
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