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Abstrakt

Protinddorova léc¢ba zahrnuje nékolik terapeutickych postupt. Jednim z nich je chemoterapie
vyuzivajici nizkomolekuldrni cytostaticka |éciva, jejichz nevyhodou je celosystémovy projev
cytostatickych ucinkl i ve zdravé tkani. V dasledku toho se na konci minulého stoleti pfislo
s novym konceptem vysokomolekularnich polymernich nanomateridld, které minimalizuji
vedlejsi ucinky 1écby. Vazba lé¢iva na polymerni nanomateridl umoznuje zlepsit biodistribuci
[é¢iva vtéle a tim sniZit jeho toxicitu, a zaroven casto vede kvyznamnému navyseni
protinadorové aktivity.

Struktura zminénych vysokomolekuldrnich polymernich nanomateridll a jejich konjugata
s léCivy vyuziva rozdili mezi zdravou a nddorovou tkani. Jednou z vyznamnych odlisnosti je
produkce enzyml matrix metaloproteindz v nadorovém mikroprostredi, ktera se zejména

vyuziva k uvolfiovani |éciva vdzaného na polymerni nosic¢ v nadorové tkani.

Klicova slova: polymerni nanomaterial, matrix metaloproteinaza, uvolnéni |éCiva, penetrace,

efekt EPR



Abstract

Anti-tumor treatment involves several therapeutic approaches. One of them is
chemotherapy with low-molecular-weight cytostatic drugs, whose disadvantage is the
systemic manifestation of cytostatic effects even in healthy tissue. Nevertheless, at the end
of the last century, a new concept of high molecular weight polymer nanomaterials with
minimized the side effects of treatment was introduced. The binding of the drug to the
polymeric nanomaterial makes it possible to improve the biodistribution of the drug in the
body and thereby reduce its toxicity, while often leading to a significant increase in anti-
tumor activity. The application of the high-molecular-weight polymer nanomaterials and
their drug conjugates in treatment utilizes the differences between healthy and tumor
tissue. One of the important differencse is increased production of matrix
metalloproteinases enzymes in the tumor microenvironment, which is mainly used to tumor

site-controlled release of polymer-bound drug.

Keywords: polymer nanomaterial, matrix metalloproteinase, release of the drug,

penetration, EPR efect
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Seznam pouzitych zkratek

BAL
bis-MPA

bz
CPPs
Dox

DODMA

D-o-TOS
ECM
EPR

FA

FR

GSH

HA
HB-EGF

HER2
IGF
IGFBP

mMiRNA
MMP
MPEG
MT-MMP

NK
PAMAM
PE

biologicky aktivnich molekul (biologically active molecules)
2,2-bis(hydroxymethyl)propionové kyseliny (2,2-bis(hydroxymethyl)propionic
acid)

benzoylova skupina (benzoyl group)

peptidy prostupujici burikou (cell-penetrating peptides)

doxorubicin

2-dioleyloxy-N,N-dimetyl-3-aminopropan (2-dioleyloxy-N,N-dimethyl-3-
aminopropane)

D-a-tokoferol (D-a-tokopherol)

extracelularni matrix (extracellular matrix)

zvySend propustnost a zadrZ (enhanced permeability and retention)

kyselina listova (folic acid)

receptor kyseliny listové (folate receptor)

glutation (glytathione)

kyselina hyaluronova (hyaluronic acid)

heparin vazajici epidermalni rastovy faktor (heparin-binding epidermal growth
factor)

humanni epidermalni receptor 2 (human epidermal growth factor receptor 2)
inzulinu podobny rustovy faktor (insulin-like growth factor)

vazebny protein pro inzulinu podobny rlstovy faktor (insulin-like growth
factor-binding protein)

mikro ribonukleové kyseliny (micro ribonucleic acid)

matrix metaloproteinaza (matrix metalloproteinase)

methoxy-polyetylen glykol (methoxy-polyethylene glycol)

membranova matrix metaloproteindza (membrane-type matrix
metalloproteinase)

nukleova kyselina (nucleic acid)

poly(aminoamid) (poly(amidoamine))

fosfoethanolaminu (phosphoethanolamine)



PEG
PEI
PHPMA

RES
SiRNA
TAT
TIMP

VEGF

poly(etylenglykol) poly(ethylenglycol))

polyetylenimin (polyethylenimine)

polymer N-(2-hydroxypropyl)metacrylamidu (polymer N-(2-
hydroxypropyl)methacrylamide)

retikuloendotelidlniho systému (reticuloendothelial system)

malé interferujici ribonukleové kyseliny (small interfering ribonucleic acid)
trans-aktivacni transkripcni aktivator (trans-activator of transcription)
tkanovy inhibitor matrix metaloproteindzy (tissue inhibitor of
metalloproteinase)

vaskuldrni endotelidlni rastovy faktor (vascular endothelial growth factor)



1 Uvod

Predevsim v poslednich dvou dekadach druhé poloviny dvacatého stoleti se v nadorové
terapii zacaly studovat pristupy, které vyuzivaly novych znalosti o roli imunitniho systému u
nadorovych onemocnéni. Soucasné se rozsitil i vyzkum nosicovych systému IéCiv zalozenych
na rozliénych materidlech, napfiklad vysokomolekularnich polymernich nanomaterialech.

Farmakokinetika léciva je u téchto nosiCovych systém( fizena strukturou a vlastnostmi
nosi¢e jak po celou dobu transportu, tak i vokamiziku uvolnéni aktivniho I[éciva
v pozadovaném misté v organizmu. LéCivo je bud zachyceno uvnitf nanomaterialu na zakladé
hydrofobnich a elektrostatickych interakci, nebo kovalentné navazano na polymerni nosic.
Tim je docileno vyhodnéjsi biodistribuce 1é¢iva v organizmu, jeho stabilizace proti degradaci,
zvyseni rozpustnosti a snizeni vedlejsich ucinkl |éc¢iva na zdravé Casti organizmu.

Pti designu polymernich nanomaterial(i se vyuziva rozdild mezi mikroprostfedim nadoru
a prostfedim zdravé tkané. Rozdily mizZzeme najit v konstrukci nadorového mikroprostredi,
v bunééném metabolizmu a zvySené expresi nékterych molekul nadorovymi burkami.
Zvysend exprese specifickych molekul muize byt vyuzita k aktivaci nosi¢ovych systémd,
napriklad kuvolnéni |éciva v prostfedi nddoru enzymatickym puUsobenim matrix
metaloproteindz.

Cilem bakalarské prace je popis vodorozpustnych polymernich nanomateridll a jejich
vyuZiti v protinddorové terapii. Dulraz je kladen na systémy vyuzivajici stimuly asociované s
nadorovym mikroprostfedim. Predevsim je diskutovdno vyuziti matrix metaloproteinaz pfi
uvolnéni léCiva z nanomaterialu, pfi jeho degradaci a pfi jeho odmaskovani, které je spojené

s aktivaci smérujicich komponent vyskytujicich se na nanomaterialu.



2 Vodorozpustné polymerni nanomaterialy v protinadorové lécbé

2.1 Fyzikalné-chemické vlastnosti polymernich nanomateriall

Fyzikdlné-chemické vlastnosti polymernich nanomaterial(l jsou urcujicim faktorem pfi
jejich vyuziti v protinddorové [écbé. ,ldedlni” polymerni nanomaterial by mél byt
biokompatibilni, netoxicky a neimunogenni. V krevnim fecisti by mél cirkulovat po
dostatec¢né dlouhou dobu, aby mohlo dojit k jeho akumulaci v nadorové tkani, nikoliv ve
tkani zdravé. Po dopravé a uvolnéni |éCiva, které nese, by mél byt nanomaterial nasledné
odstranén z organizmu.

K dobé cirkulace polymerniho nanomateridlu v krevnim fecisti prispiva jeho velikost,
povrch a jeho celkovy ndboj. Tyto faktory hraji dlohu pfi interakci s bunkami
retikuloendotelidlniho systému (RES) a pfi jeho eliminaci ledvinami (Ohlson, Sérensson, and
Haraldsson 2000; Rennke and Venkatachalam, 1979). Nanomateridly o hydrodynamickém
rozméru?® vy$sim neZ cca 10 nm nejsou odstratiovany glomeruldrni filtraci ledvinami do mo¢i
a cirkuluji v organizmu po vyznamné delsi dobu. Je také omezeno vylucovani negativné
nabitych molekul glomerularni filtraci. Filtrace pozitivné nabitych molekul je naopak zvysena.
Navic, pozitivné nabité polymerni molekuly mohou, diky svym interakcim s membrdnami
zdravych bunék, byt pro organizmus toxické (Etrych et al. 2011; Rennke and Venkatachalam,
1979; Chen et al. 2017).

Ulohou bunék RES je rozpoznat a odstrafiovat cizi latky z organizmu. Rozpozndavani
nanomateridld burikami RES vzrista s jejich narUstajicim kladnym ¢i negativnim povrchovym
nabojem a s jejich velikosti. Proto by méla byt struktura polymernich nanomateridld
navrzena tak, aby nedochdazelo k nezadouci interakci s burikami RES. Nanomaterialy by mély
mit hydrofilni povrch, rozmér mensi jak 150 nm a mirné zaporny az neutrdlni povrchovy
naboj (Miller et al. 1992; He et al. 2010; Chen et al. 2017). Vhodné vlastnosti mohou
nanomateridly ziskat také s pomoci Upravy svého povrchu, naptiklad potazenim hydrofilnimi
polymery. Casto je vyuZivan poly(etylenglykol) (PEG), ktery diky svym vlastnostem moze

jinym nanomaterialiim zlepsit jejich biokompatibilitu (Gref et al. 2000).

I pramér koule se stejnym difaznim koeficientem jako dana castice ve stejném roztoku



K dosaZzeni zvySené akumulace polymerniho nanomateridlu v pevnych nadorech se
vyuziva tzv. efektu zvySené propustnosti a zadrze (EPR), zaloZzeného na abnormalitach
nadorové tkané. EPR efekt byl poprvé popsan Matsumurou a Maedou v osmdesatych letech
dvacatého stoleti (Matsumura and Maeda 1986) (viz kapitola 2.3).

V neposledni fadé, po doruceni [é¢iva na cilové misto, a tedy splnéni ukolu nosi¢e, musi
byt zajisténo odstranéni polymerniho nanomateridlu z organizmu. Z tohoto diivodu musi byt
polymerni nanomateridl bud biodegradovatelny, nebo jeho molekulovd hmotnost nesmi
prekrodit limit renalni filtrace. Jen tak je moiné zabranit jeho nechténé akumulaci

v organizmu (Etrych et al. 2011).

2.2 Struktura vodorozpustnych polymernich nanomaterial(

Vodorozpustné polymerni nanomateridly, které jsou velmi ¢asto studovany jako nosice
biologicky aktivnich molekul, jsou linedrni molekuly s dlouhym polymernim fetézcem. Tento
fetézec muizZe obsahovat funkéni skupiny, které mohou byt vyuzity pro navazani biologicky
aktivnich molekul (BAL), napftiklad nizkomolekularnich, ¢asto hydrofobnich molekul léciva.
Konjugaty polymernich nanomateridld s |éCivy jsou nejcastéji pripravovany jako rozpustné ve
vodé, které dokdzi ochrdnit lécivo proti biodegradaci nebo biotransformaci a vyznamné
ovlivnit farmakokinetiku nesené BAL tim, Ze se prodlouZi cirkulace v krevnim obéhu,
nedochazi k nezadouci akumulaci ve zdravé tkani béhem transportu a nesené lé¢ivo ma nizsi
toxicitu.

Vodorozpustné polymerni nosi¢e se vétSinou skladaji z hlavniho vodorozpustného
polymerniho fetézce, BAL, napfiklad nizkomolekularniho hydrofobniho 1é¢iva nebo peptidu,
biodegradovatelné spojky nachazejici se mezi polymernim fetézcem a BAL, a pfipadné i ze
smérujici komponenty (viz obr. 1).

Zminéné polymerni nanomateridly mGzeme rozdélit do dvou skupin podle biologické
degradovatelnosti hlavniho polymerniho retézce. Prvni skupinu tvofi polymery s biologicky
rozlozitelnym hlavnim fetézcem, druhou skupinu tvofi polymery s biologicky rozloZitelnymi
vazbami mezi zdakladnimi polymernimi bloky. Tyto zdkladni bloky maji molekulovou
hmotnost pod limitem rendini filtrace a stdvaji se podkladem pro stavbu

vysokomolekuldrnich polymernich nanomateridlad (viz nize), jejichz ndsledna degradace



probihd prostou hydrolyzou, enzymatickym Stépenim ¢i reduktivni degradaci (Chytil, Kostka,
and Etrych 2017).

Do skupiny s biologicky rozloZitelnym hlavnim fetézcem patfi polymery zalozené na
peptidech, syntetickych poly(a-aminokyselinach), napfiklad poly(L-glutamové kyseliné) (Van
et al. 2011), poly(L-lysinu) (Couffin-Hoarau et al. 2009) nebo polymery zaloZené na
polysacharidech, jako jsou dextran (Chau et al. 2006a) nebo kyselina polysialova (Bader et al.
2011).

Do skupiny s biologicky rozloZitelnymi vazbami mezi zdkladnimi polymernimi bloky
patfi napfiklad cCasto studovany PEG (Pechar et al. 2016), kopolymery na bazi N-(2-
hydroxypropyl)metacrylamidu (PHPMA) nebo poly(2-oxazoliny) (Sedlacek et al. 2017).

PEG je vysoce hydratovany linedrni polyeter s jednou ¢i dvéma koncovymi funkénimi
skupinami na fetézci, které mohou byt pouzity k pfipojeni jiné molekuly. Vyuziva se jako
polymerni nosic biologicky aktivnich proteinl ¢i glykoproteind nebo nizkomolekuldrnich 1éciv
(Abuchowski et al. 1977; Greenwald et al. 1995). Nejvice se vSak pouzivd k modifikaci
povrchu hydrofobnich nebo nebiokompatibilnich nanomateridld, k tzv. PEGylaci (Altankov,
2000). Tim dochazi k prodlouzeni jejich cirkulace v krevnim obéhu a k jejich ,,skryti“ pred
RES. Nevyhodou PEG je pfitomnost jen jedné ¢i dvou funkénich skupin, které neumoziuji
navazani vétsiho mensiho mnoistvi l1éCiva (Gref et al. 2000).

Naproti tomu PHPMA kopolymery jsou multivalentni polymerni nanomateridly
svice ndhodné rozmisténymi funkénimi skupinami podél polymerniho retézce, které
umoziuji navazani vétsiho mnozstvi é¢iva. PHPMA se pro vyuZiti v mediciné zacdaly studovat
kvali jejich dobré biokompatibilité, neimunogenim a netoxickym vlastnostem (Sprincl et al.
1971).

. (// Le.cwo ’ .
/ Biodegradovatelna spojka

U N

. Polymerni fetézec

N

Smérujici komponenta

Obr. 1: Schématicky obrdzek polymerniho nosice — upraveno (Chytil, Kostka, and Etrych 2017).



2.2.1 Vysokomolekularni polymerni nanomateridly

S cilem prodlouzit krevni cirkulaci, zvysit akumulaci l1éciva v nadorové tkani diky EPR
efektu, a tedy zvysit jeho terapeuticky ucinek, se zacaly jako nosice lécCiv vyuZivat
vysokomolekularni polymerni nanomateriadly. Aby nedochazelo k jejich nechténé akumulaci
v organizmu, jsou pripraveny tak, aby se po doruceni IéCiva rozlozily na bloky o velikosti,
ktera umozni jejich odstranéni rendlni filtraci.

Jako vhodné vysokomolekularni struktury se nejcastéji studuji vétvené, roubované,
multiblokové a hvézdicovité vodorozpustné kopolymery, jejichz jednotlivé bloky maji mezi
sebou biodegradovatelné spojky (viz obr. 2), které mohou byt degradovany enzymaticky,
hydrolyticky nebo reduktivné. Obdobné biodegradovatelné spojky se zaroven vyuzivaji i
k navazani nizkomolekuldrniho lé¢iva (Chytil, Kostka, and Etrych 2017).

K syntéze vysokomolekuldrnich polymernich nanomateridld se casto pouZivaji tzv.
telechelické kopolymery (Chytil, Kostka, and Etrych 2017), které maiji reaktivni skupiny na
obou koncich svého fetézce a jejichz prostfednictvim mohou reagovat s jinymi molekulami.
Podle poctu a typu jejich funkcnich skupin je délime na semitelechelické (reaktivni skupina
na jednom konci retézce), heterotelechelické (dvé rdzné reaktivni skupiny na obou koncich
fetézce) a homotelechelické (stejné reaktivni skupiny na obou koncich).

Vétvené, roubované a multiblokové kopolymery na bazi PHPMA jsou pfrikladem
vysokomolekuldrnich polymerl. Vétveny kopolymer je tvofen linedrnimi fetézci PHPMA
spojenymi pres enzymaticky degradovatelné tetrapeptidové spojky GFLG a md molekulovou
hmotnost 160 000 — 1 200 000 g/mol (Dvorak, Kopeckova, and Kopecek 1999) podle stupné
vétveni. Po doruceni léciva do nddorovych bunék dochazi k jeho degradaci prostfednictvim
lysozomalnich enzym{, které jsou pritomny v téchto burikach.

Roubované kopolymery jsou sloZzeny ze semitelechelickych linedrnich PHPMA
kopolymer( ,,naroubovanych” na hlavni multivalentni fetézec kopolymeru pres enzymaticky
(GFLG) nebo redukcéné (S-S vazba) degradovatelné spojky (viz obr. 2). Jejich molekulova
hmotnost je cca 90 000 — 120 000 g/mol (Etrych et al. 2008). Nevyhodou roubovanych a
rozvétvenych kopolymeru se ukazala jejich pomérné Siroka distribuce molarnich hmotnosti a
nesnadna reprodukovatelnost syntézy. Vyvoj dalSich forem vysokomolekularnich systém( se

vénoval spiSe multiblokovym nebo hvézdicovitym systémim.



Multiblokové PHPMA kopolymery jsou pfipraveny vzajemnym propojenim
homotelechelickych nebo heterotelechelickych linedrnich polymer( ¢i kopolymerd pres
enzymaticky, reduktivné nebo hydrolyticky degradovatelné spojky (Yang et al. 2011).
Nevyhodou multiblokovych kopolymerli je metoda jejich ptipravy odpovidajici
polykondenzaci, coz limituje jejich distribuci molarnich hmotnosti na hodnoty okolo 2.

Vyhodnymi vysokomolekuldrnimi nosici [éCiv se jevi i samousporadavajici se micelarni

struktury tvorené amfifilnimi kopolymery (Chytil, Kostka, and Etrych 2017).

2.2.1.1 Hvezdicovité polymery

Hvézdicovité polymerni konjugaty jsou tvoreny navazanim linedrnich polymer( na
vicefunkéni jadro, napfiklad na dendrimer. Struktura dendrimer(l se obecné sklada ze tri
sloZek; z iniciatorového jadra, vnitfni vrstvy sloZzené z opakujicich se jednotek, které jsou
napojeny kjadru, a z externi vrstvy sfunkénimi skupinami, mezi které patfi napfiklad
hydroxylové nebo amino skupiny (Tomalia et. al 1985; Lapiens 2009). Mezi bézné dostupné
dedrimery, které se pouzivaji k syntéze hvézdicovitych polymert, patfi polyamidoaminovy
dendrimer (PAMAM) nebo polyestery na bazi 2,2-bis(hydroxymetyl)propionové kyseliny (bis-
MPA).

Konkrétnim prikladem hvézdicovitych polymerl jsou polymerni konjugdty na bazi
PHPMA, které mohou obsahovat dendrimerové jadro na bazi PAMAM. Na jadro jsou pres
enzymaticky, reduktivné nebo hydrolyticky degradovatelnou spojku  pfipojeny
semitelechelické linedrni kopolymery (Sirova et al. 2017; Kostka et al. 2020). Jinym pfikladem
je hvézdicovity polymer na bdzi PHPMA s biodegradovatelnym dendrimerovym jadrem na
bazi bis-MPA, na které jsou navdzany napfimo semitelechelické kopolymery (Kostka et al.
2020).

Na hvézdicovity polymerni konjugdt slozeny z PAMAM dendrimerového jadra a
kopolymer( PHPMA bylo pfi pokusu navazano lécivo pres pH-senzitivni hydrazonovou vazbu.
Konjugat po navazani léciva doxorubicinu (Dox) zUstal pfi pH 7,4, které modelovalo prostredi
krevniho fecisté, v in vitro experimentu relativné stabilni a |é¢ivo se uvolfiovalo rychlosti do
10 % za den. Naopak pfi pH 5,0, které modeluje prostredi v lysozomech nadorovych bunék,
doslo k uvolnéni kolem 75-90 % léciva za den. To potvrdilo teorii o stabilité konjugatu

s navazanym |é¢ivem pfi transportu v krevnim fecisti a teorii o uvolnéni lééiva az na



pozadovaném cilovém misté. Pfi pokusu in vivo vykazoval konjugdt zvySenou akumulaci
v nadorové tkdani, pficemz doslo k potlaceni rlistu modelového lymfomu EL4 a u 75 % mysi
doslo i k regresi tohoto nadorového onemocnéni (Sirova et al. 2017).

Hvézdicovity polymerni  konjugat slozeny zbis-MPA  biodegradovatelného
dendrimerového jadra a kopolymer(i PHPMA s navdzanym lécivem Dox podléha hydrolytické
degradaci, ktera byla ovérena in vitro v prostiedi, které modelovalo lidskou plazmu. Vyhodou
tohoto konjugdtu je jeho rozpad na mensi fragmenty polymer(, které mohou lépe
prostupovat nadorovou tkani, ¢imz dojde kvysSi nebo rovnomérnéjsi distribuci [éciva
v nddorovém mikroprostredi. Pfi experimentdini [é¢bé mysiho lymfomu konjugat vykazoval
velmi vysokou protinddorovou ucinnost uz pfi podani nizké davky, 7,5 mg ekvivalentu

Dox/kg (Kostka et al. 2020).

2.2.1.2 Micely

Polymerni miceldrni systémy jsou tvofeny tzv. unimery neboli amfifilnimi kopolymery,
které se ve vodnych prostfedich samouspofadavaji do nadmolekuldrnich miceldrnich
struktur o rozmérech 10-100 nm. Supramolekuldrni strukturu je mozné si predstavit jako
hydrofobni jadro obklopené hydrofilnimi polymery. Pfikladem je micela sloZzenda z w-
metoxypoly(etylenglycol)-b-(N-(2-benzoyloxypropyl)metacrylamidu)  (PEG-HPMA-bz) o
rozmérech okolo 60 nm, kde PEG tvoti hydrofilni blok a HPMA-Bz hydrofobni blok (Naksuriya
et al. 2015).

Obecné muze byt lécivo zachyceno do hydrofobniho jadra micely bud hydrofobnimi
interakcemi nebo navazdno pres kovalentni vazbu na hydrofobni nebo hydrofilni ¢ast
amfifilniho kopolymeru. Tyto micelarni nosiée mohou byt z organizmu vylouceny rendlni
filtraci v podobé unimerl po poklesu jejich koncentrace pod tzv. kritickou micelarni
koncentraci (Talelli et al. 2013; Naksuriya et al. 2015).

Prikladem muUzZze byt micela na bdazi PHPMA obsahujici hydrofobni slozky,
cholesterolové zbytky, které jsou ndhodné rozmisténé podél polymerniho fetézce. Lécivo
Dox bylo v experimentu navazdno pres hydrazonovou vazbu a jeho uvolfiovani kopirovalo
uvolfiovani z vySe zminéného hvézdicovitého systému. Micelarni systém vykazoval vyznamné
zvySenou nddorovou akumulaci a doSlo k uzdraveni vétSiny mysi nesouci lymfom EL4 pfi

davce léciva 10 mg ekvivalentu Dox/kg (Chytil et al. 2008).
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2.3 Pasivni akumulace a aktivni cileni polymernich nanomateriali v nddorové

tkani

Nadorova tkan se vyznacuje abnormalitami, které jsou dané zvySenou vaskuldrni
propustnosti, absenci nebo snizenou funkénosti lymfatickych cév, coz ve svém dusledku vede
k akumulaci a neefektivnimu odvadéni vysokomolekularnich latek z nddorové oblasti. Této
skutecnosti vyuziva EPR efekt v jehoz dusledku dochdzi k pasivni akumulaci polymernich
nanomaterial( v nadorové tkani (Matsumura and Maeda 1986).

Na EPR efekt maiji vliv vlastnosti polymerniho nanomateridlu i vlastnosti nddorové
tkané. Pasivni akumulace nanomaterialu v nddorové tkani je dana jeho velikosti. K akumulaci
dochazi u nanomateridld s hydrodynamickym rozmérem nad cca 5 nm. Mensi nanomateridly
maji tendenci difundovat zpét do nadorové krevni cévy, ¢imz nedochazi k jejich akumulaci
(viz obr. 3) (Noguchi et al. 1998). Roli v3ak hraji i dalsi vlastnosti polymerniho nanomateridlu,
jeho celkovy naboj a tvar, které mohou vést k prodlouzeni jeho transportu krevnim recistém
a tedy i k navySeni jeho zachytu v nddoru pomoci EPR efektu (viz kapitola 2.1).

Nadorova tkan, kterd je bohata na krevni cévy, obvykle vykazuje vyssi ucéinky efektu
EPR, zatimco v nadorech se zhorSenym pritokem krve je deponovani |éciva snizeno.
Prikladem muze byt rakovina ledvinovych bunék u niz je tkan hypervaskularni, ¢imz vykazuje
zvySeny EPR efekt. Naopak rakovina prostaty, rakovina pankreatu a metastazujici rakovina
jater jsou hypovaskularni (Konno et al. 1984; Shojiro, Konno, and Maeda 1985), coz vede ke
snizenému prutoku krve a nasledné k nedostate¢nému dodavani polymernich nosicl l1é¢iv do
nadorl a k neuspokojivym terapeutickym ucinkim. ZvySeni dodani polymernich nosicu léciv,
a tedy zvyseni jejich pasivni akumulace se docili za pomoci vaskularnich mediatorq, tj.
napfiklad oxidu dusnatého (Islam et al. 2018).

Ke specifické dopravé polymerniho nanomateridlu s navazanym lé¢ivem do mista
ucinku se vyuziva aktivni cileni, se kterym u pevnych nador( vidy soubéiné dochazi i k
pasivni akumulaci. K aktivnimu cileni se wvyuZivd smérujici komponenta pfipojena
k polymernimu nanomaterialu s vysokou afinitou k receptorim nachdzejicim se v nddorové
tkani (viz obr. 4). Smérujici komponenty mohou byt monoklondlni protilatky a jejich
fragmenty, oligopeptidy nebo oligosacharidy. Specifické receptory, na které smérujici

komponenty cili, by nemély byt exprimovany ve velké mite ve tkani zdravé (Adams et al.



2001; Gosk et al. 2008). Mezi vyuzivané receptory patfi napfiklad humanni epidermalni

receptor 2 (HER2) (Kirpotin, 2006) a receptor kyseliny listové (FR) (Parker et al 2005).

Zdrava tkan
Makromolekuly Menéi molekuly

. ’ o
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—— T e — .
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23N s
—>% 0 063> % ®¢/— —>...'.'..°—>'.:.° ‘e —>
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Obr. 3: Schématické zndzornéni rozdili mezi zdravou a nddorovou tkdni, v propustnosti molekul —

upraveno (Li et al. 2017)

Zdrava tkan

Nadorova tkan

Obr. 4: Schématické zndzornéni rozdili mezi zdravou a nddorovou tkadni, v expresi receptorti —

upraveno (Liet al. 2017)
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7

2.4 Vazba a uvolnéni

Ve

écCiva z polymerniho nosice

Nizka specifita, toxicita pro zdravé tkdné a s tim spojené vedlejSi ucinky jsou
nevyhodou protinadorovych nizkomolekularnich 1éciv, napfiklad Dox nebo paclitaxelu. U
polymernich nosi¢t dosadhneme omezeni nezadouci toxicity a vyssi specifity neseného |éciva
jeho navdzanim s pomoci biodegradovatelné spojky na polymerni nanomaterial, ¢imz dojde
k deaktivaci jeho ucink(i na organizmus. Biodegradovatelnd spojka umoznuje jeho uvolnéni a
aktivaci aZz na pozadovaném misté ucinku v nadorové tkani nebo burikach.

Pfi ndvrhu biodegradovatelnych spojek pro kontrolované uvolnéni léciva se vyuZiva
znalosti fyziologickych procest v cilovém organizmu a rozdild mezi zdravou a nadorovou
tkani. Biodegradovatelné spojky jsou navrhovany tak, aby lé¢ivo zlstalo navdzdno na
polymernim nanomateridlu po dobu transportu a bylo z néj uvolnéno az v cilovém misté.
Jako perspektivni se ukazuji spojky, které podléhaji specifickému enzymatickému Stépeni,
chemické hydrolyze fizené hodnotou pH nebo redukéni reakci (Pechar et al. 2000; Chytil et

al. 2010).

2.4.1 Vazba pres redukéné senzitivni spojky

Glutation (GSH) je tri-peptid glutamatu, cysteinu a glycinu, ktery se ¢asto vyskytuje
v cytoplazmé, a je hlavnim redukujicim ligandem v biochemickych procesech. Jeho vyssi
koncentrace v nadorovych bunkach se vyuziva k vazbé 1é¢iva pres redukéné senzitivni spojku
na polymerni nanomateridl (Skrzydlewska 2005). Vtomto pfipadé je lécivo uvoliiovano
predeviim v nddorovych bufikdch namisto v krevnim Fecisti ¢ v burikdch zdravych. Casto

vyuzivanou redukéné senzitivni spojkou je spojka disulfidova (Santra et al. 2011).
2.4.2 Vazba pres pH senzitivni spojky

Systém pH senzitivnich spojek vyuziva rozdil(i mezi fyziologickym pH krve (7,4), pH
v nadorové tkani (6,5 —7,2), vendozomech (pH 5 — 6,5) a v lysozomech (pH 4,5 - 5)

nadorovych bunék. Zmény pH v nddorovém mikroprostredi jsou spjaty s abnormalitami

nadorové vaskularizace a zménami bunécného metabolizmu nadorovych bunék, které vedou
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ke zvySené produkci laktatu a CO; a ke vzniku hypoxickych oblasti a oblasti se snizenym pH
(Helmlinger et al. 2002).

Lécivo navazané na polymerni nanomateridl pres pH senzitivni spojku (vazba
hydrazonovd, vazba cis-akonylovd), by mélo byt béhem transportu polymerniho nosice v krvi
vazané na dopravni systém a tedy neaktivni. V okamziku kdy polymerni nosi¢ dosdhne
oblasti o snizeném pH, |écivo by mélo byt uvolnéno a aktivovano (Chytil et al. 2010; Ulbrich
et al. 2003).

Jako ptiklad klinického pouziti zminénych polymernich konjugdatl je mozné uvést
nasledujici priklad. V roce 2013 byla provedena |é¢ba pacienta s rakovinou prostaty a
metastazemi v plicich, panvi a stehenni kosti. Lé€ba se sklddala z protonové terapie, terapie
polymernim konjugdtem kopolymeru na bazi PHPMA s navazanym léCivem pirarubicinem
pres hydrazonovou vazbu a byla doprovazena podanim isosorbid dinitratu, za d¢elem
uvoliovani oxidu dusnatého s cilem navysit EPR efekt a s nim spojenou akumulaci
polymerniho konjugdtu. UZ po tfech mésicich |é¢by bylo pozorovano zmenseni metastaz
v plicich a po osmi mésicich doslo k vyznamné redukci metastdz v oblasti panve a stehenni
kosti. Po skonceni léCby byla po dvaceti mésicich provedena kontrola (za¢atkem roku 2015),
jejimz vysledkem bylo vymizeni metastdz. Nepotvrdil se ani jejich relaps (Dozono et al.

2016).

2.4.3 Vazba pres enzymaticky degradovatelné spojky

Potencidl pro vyuziti enzymaticky senzitivnich spojek v protinddorové terapii
navdzanych na polymerni nosiée, vytvati rozdilna exprese enzym( v nddorové tkani a jejich
nizky vyskyt v krevnim fecisti. Nejvice studovanymi enzymy jsou protedzy?, u kterych dochazi
ke zvySené expresi v nadorové tkani.

Pfevdiné studovanymi protedzami jsou katepsiny a matrix metaloproteinazy (MMP).
K uvolnéni Ié¢iva v nadorovych burkach se vyuZzivaji napfiklad peptidové spojky senzitivni na
katepsiny, pfedevsim na katepsin B. K nému se jako vhodnd peptidova sekvence jevi GFLG
(Pechar et al. 2000). MMP-senzitivni spojky pro vazbu Iéciva jsou blize rozebrany v kapitole

3.3.1.

2 Protedzy katalyzuji rozét&peni proteinG hydrolyzou peptidovych vazeb.
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Dalsim prikladem pouzité protedzy je serinova proteaza plazmin, ktera hraje roli pfi
invazi nddorovych bunék do okolnich tkani. Pro vazbu léciva byla navrhnut spojka s di-

peptidovou sekvenci GP (Manabe et al. 2013).
3 Protinadorova terapie s vyuzitim matrix metaloproteinaz

V protinadorové terapii a diagnostice je moiné vyuZit poznatku, Ze u nékterych
nadorovych onemocnéni dochazi k navyseni exprese MMP. Tyto zvySené hladiny MMP maji
redlny potencial byt vyuzZity jako biomarkery pro diagnostiku a prognézu nadorového
onemocnéni. Zvysend exprese MMP-2 a MMP-9 byla zachycena v tkani rakoviny prsu u cca
83 % (MMP-2) a 78 % (MMP-9) pacientek a je zdroven davana do souvislosti s
pravdépodobnosti metastazovani do lymfatickych uzlin (Li et al. 2017). Rovnéz u pacientek
s rakovinou déloZzniho Cipku byla nalezena zvysend exprese MMP-7 v porovnani se zdravymi
pacientkami (Zhu et al. 2018).

V oboru cilené dopravy lééiv se zadalo v poslednich dekddach studovat vyuZiti
interakce  MMP s nanomateridly, kterd by mohla vést k cilené zméné vlastnosti
nanomateridld s navdzanym |éCivem v nadorovém prostiedi. Toto by mohlo aktivovat
terapeutické ucinky nanomateridll pfimo v nadorové tkani a snizit jejich vedlejsi ucinky
béhem cirkulace v organizmu. Interakce nanomaterialu s MMP by mohla umoznit napfiklad
fizené uvolfiovani lé¢iva nebo rozpad nanomateridlu na produkty se zvySenou penetraci do

nadorovych bunék (viz nize).

3.1 Struktura a vlastnosti matrix metaloproteindz

MMP jsou endopeptidazy zavislé na iontech zinku a vapniku. Jejich funkci je degradace
extracelularni matrix (ECM) a modulace aktivity biologicky aktivnich molekul, napfiklad
rastovych faktor( nebo receptort ristovych faktord, jejich stépenim nebo uvolnénim z ECM
(viz obr. 5).

MMP lIze rozdélit podle preference substratu ¢i podobnosti strukturnich domén na
podskupiny; kolagendzy, gelatinazy, stromelyzindzy, membranové matrix metaloproteinazy
(MT-MMP). MMP maji tfi zakladni domény; N-terminalni propeptid, katalytickou doménu a

C-terminalni doménu.
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Za udrzeni enzymu v inaktivni formé a pozdéji i za jeho aktivaci je zodpovédna N-
terminalni propeptidovd doména. Hlavni roli zde hraje aminokyselina cystein, ktera
prostfednictvim thiolové skupiny interaguje se zinkovym iontem a udrzuje tak enzym
v inaktivnim stavu (Springman et al. 1990). Katalytickd doména obsahuje ionty zinku a
vapniku, kde ionty vapniku stabilizuji tuto doménu (Dhanaraj et al. 1996). C-termindlni
doména slouzi k protein-proteinové interakci (Gomis-Rith et al. 1996). MMP mohou byt
z bunék vyplavovany v inaktivni formé, tedy ve formé tzv. pro-enzymu, nebo mohou byt
membranové-asociované (MT-MMP).

Za normalnich fyziologickych podminek jsou MMP regulovany aktivaci pro-enzymi
nebo s pomoci specifickych inhibitori MMP (Nagase et al. 2002). Mezi inhibitory patfi
tkanové inhibitory matrix metaloproteinaz (TIMP) a a2-makroglobulin (Greene et al. 1996;

Werb et al. 1974).

c Rlstowv faktor
o’ Recentor

i K
Pro-enzym

D
F@ “da
¢,

Morfogeneze

Obr. 5: Zplsoby plsobeni matrix metaloproteindz: (A) MMP mohou ovlivnit buné¢nou migraci zménou bunék z
adhezivnich na neadhezivni a degradaci ECM. (B) MMP mohou zménit mikroprostfedi ECM, coZ vede k bunécné
proliferaci, apoptéze nebo morfogenezi. (C) MMP mohou modulovat aktivitu BAL, jako jsou rustové faktory
nebo receptory ristovych faktord, jejich stépenim nebo uvolnénim z ECM. (D) MMP mohou zménit protedzovou

aktivitu stépenim enzymu nebo jejich inhibitori — upraveno (Vu and Werb, 2000).
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3.2 Role matrix metaloproteinaz v progresi nadorového onemocnéni

Jak jiz bylo zminéno vySe, u nadorovych onemocnéni byla zaznamenana zvysena
exprese MMP a byla popsana jejich role pfi rGstu pevnych nadord a jejich schopnosti
metastdzovat. MMP jsou produkovany bud pfimo nadorovymi burikami (MMP-7)
(Yoshimoto et al. 1993), nebo burikami stromalnimi (MMP-2) (Sato 2004), které jsou v
nadoru pritomné

Plavodné se predpokladalo, Ze plsobeni MMP je omezeno predevsim na metastazujici
proces. Postupné bylo prokazano, ze se MMP zapojuji i do dalSich proces( vyvoje nadoru
jako jsou regulace rustu, apoptdza, angiogeneze a maskovani nadorovych bunék pred

imunitnim systém.

3.2.1 Regulace rlstu nadorovych bunék

MMP mohou podporovat proliferaci nadorovych bunék tim, Ze moduluji aktivity
rastovych faktor(. Napfiklad inzulinu podobné ristové faktory (IGF) hraji roli pfi fizeni rlistu
bunék. IGF spousti signalni drahy uvnitf buniky prostfednictvim vazby na pfislusny receptor.
Tato vazba mize byt inhibovana tvorbou komplexu IGF s IGF vazebnymi proteiny (IGFBP).
MMP-7 v tomto pripadé slouzi jako aktivator IGF tim, Ze Stépenim IGFBP uvolni IGF, ktery se
navaze na prislusny receptor a spusti signalni drahy uvnitf bunky, které vedou k proliferaci
bunék (Nakamura et al. 2005). Na podobném principu funguje MMP-3, ktera Stépenim
transmembranového proteinu heparin vazajici epidermalni rastovy faktor (HB-EGF) uvolni
rozpustnou formu HB-EGF z povrchu nadorovych bunék (Suzuki et al. 1997; Ongusaha et al.
2004). MMP mohou také nepfimo regulovat rlistové signdly prostfednictvim integrin(3

(Agrez et al. 1994).

3.2.2 Role MMP pfi regulaci apoptézy nadorovych bunék

MMP umoziuji preziti nddorovym burkdam zablokovanim apoptdzy, tj. programované
bunééné smrti. MMP-7 snizuje citlivost nddorovych bunék vici Fas zprostfedkované

apoptéze tak, Ze Stépi Fas receptor na jejich povrchu. Tim se snizi jeho exprese na

3 Povrchové bunééné receptory, které pfendsi signadl mezi ECM a burikami a ovliviuji tak bunéény cyklus,
proliferaci a diferenciaci.
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nadorovych bunkach, ¢imz se snizi citlivost nddorovych bunék na Fas ligand cytotoxickych T-
lymfocytll, které jeho prostfednictvim indukuji bunéénou smrt dané bunky (Strand et al.

2004).

3.2.3 Role MMP pfi expanzi nddorovych bunék

Nadorové onemocnéni béhem svého rlstu expanduje do okolnich tkani a organg.
K jeho rUstu a expanzi je stéZejni angiogeneze®. K rozvoji angiogeneze napomahaji MMP,
predevsim MMP-2, MMP-9 a MMP-14, s pomoci degradace extracelularni matrix a zvySenim
dostupnosti angiogenniho vaskularniho endotelidlniho rdstového faktoru (VEGF) (Seandel et
al. 2001; Devy et al. 2009; Webb et al. 2017).

S expanzi nddorovych bunék Gzce souvisi tvorba metastazi°. Nadorova burika musi pfi
tomto procesu projit z nddorové tkdné do krevnich ¢&i lymfatickych cév pochodem
nazyvanym intravazace. Pro tento proces jsou opét dulezit¢é MMP (Kim et al. 1998).
Napfriklad MMP-2 $tépi a reguluje funkci glykoproteinu lamininu-5, ktery je jednou ze slozek
ECM. Nachazi se v epitelové bazdlni membrané, kde vaze epitelové buriky (Giannelli 1997;
Carpenter et al. 2009). Rovnéz MMP-3 a MMP-7, které stépi transmembranovy protein e-
kadherin podilejici se na udrzovani mezibunécnych spoji, mohou jeho Stépenim na povrchu
nadorovych bunék narusit jeho funkci, kterd mize vyustit v expanzi nadorovych bunék (Noe

et al. 2001).

3.2.4 Role MMP pfi,,maskovani” nadorovych bunék pred imunitni odpovédi organizmu

Buniky imunitniho systému, predevsim T-lymfocyty, pfirozeni zabijeci, neutrofily a
makrofagy jsou schopny rozpoznat a eliminovat nadorové bunky. Nadorové bunky si vSak
vyvinuly ,,obranu”, kterd je zaloZena na jejich maskovani pfed imunitnim systémem. Role
MMP produkovanych nadorem spocivad v tom, Ze potlaci proliferaci nebo diferenciaci bunék
imunitniho systému, aktivuji jejich inhibitory a inhibuji chemoatraktanty pro neutrofily a

makrofagy (Yu and Stamenkovic 2000; Boulay et al. 2001; Sheu et al. 2001).

4 Proces, b&hem néhoz dochazi k tvorbé novych krevnich cév.
3 Loziska zhoubnych nadortl. Nadorové buriky se pfesunou z primarniho mista vzniku nddorového onemocnéni
do okolnich tkani ¢i organa.
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3.3 VyuZiti matrix metaloproteinaz v cilené dopraveé s pomoci polymernich

nosicl a pfi aktivaci |é¢iva vazaného na nosicich

Principem wvyuziti MMP vramci cilené dopravy léCiv je aplikace MMP-senzitivni
oligopeptidové spojky do polymerniho nosi¢e bud jako Stépitelnou spojku mezi nosi¢ a
Ié¢ivo, nebo jako Stépitelnou spojku mezi ¢asti nosice, coZz umozni jeho degradaci na casti
vyloucitelné z organizmu. Motiv Stépného mista proteinu pro protedazu se nachazi mezi
rezidui N-konce a C-konce proteinu. St&pna mista pro protedzu jsou definovana jako ...P3-P2-
P1-P1‘-P2‘-P3‘..., kdy P1 a vySe se nachdzi v reziduu N-konce a P1‘ a vySe na reziduu C-konci
proteinu. Stépeni protedzou probiha mezi misty P1 a P1‘ (Schechter and Berger 1967). MMP
na misté P1’ preferuji hydrofobni aminokyseliny a na misté P2‘ aminokyseliny, které jsou
hydrofobni ¢i bazické. Navic MMP-2, MMP-3, MMP-9, MT1-MMP vyZzaduji aminokyseliny
fenylalanin a tyrozin na pozici P1‘. Na pozici P3‘ jsou preferovany v pfipadé MMP-1, MMP-2
a MMP-9 aminokyseliny alanin, glycin a serin a pro MMP-7 a MT1-MMP metionin (Turk et al.
2001). Na pozici P1 je preferovanou aminokyselinou serin a na pozici P3 prolin, dale valin a
izoleucin. Na pozici P2 jsou zvyhodrniovany hydrofobni aminokyseliny (Turk et al. 2001).

NiZe jsou shrnuty strategie uziti MMP v protinadorové lé¢bé v ramci fizeného
uvoliovani a aktivace |é¢iva, odmaskovani polymerniho nosi¢e ¢i jeho cilené degradace.
Casto se cili na MMP-2 a MMP-9, které jsou exprimovany u mnoha lidskych nadorovych
onemocnénich. Patfi sem napfiklad rakoviny prsu (Davies et al. 1993a), prostaty (Hamdy et
al. 1994), tlustého stfeva (Levy et al. 1991), vajecnikl (Naylor et al. 1994), mocového
méchyre (Davies et al. 1993b) a Zaludku (D'Errico et al. 1991). Pro tyto MMP byly pouzity
oligopeptidové sekvence napriklad GPLGIAGQ (Zhu, Kate, and Torchilin 2012), GPLGV (Lee et
al. 2007), GPLGVRG (Li et al. 2013) a PVGLIG (Chau et al. 2006a).

3.3.1 Uvolnéni léciva

Jak jiz bylo zminéno, cilem vyuziti polymernich nosicl léciv je dopravit aktivni slozku
tak, aby byla béhem transportu neaktivni, vdzand na nosi¢ a byla aktivovana, tedy uvolnéna,
aZz na pozadovaném misté v organizmu. Ztohoto divodu jsou pfi protinddorové |écbé

uprednostiiovany polymerni nosi¢e, které umoZnuji zvySenou nadorovou akumulaci a
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nadorovym prostredim fizené uvolfiovani |éCiva. Jsou popsany tfi zpUsoby, jak vyuzit MMP
k uvolnéni |éCiva v cilovém misté.

V prvnim pfipadé je lécCivo navdzdno pres MMP-senzitivni peptidovou spojku na
polymerni nanomaterial. Peptidova spojka je Stépena v pfitomnosti MMP v mikroprostredi
nadoru. U konjugatu dextran-PVGLIG-metotrexat byla pouZita peptidova sekvence PVGLIG,
kterd je stépena MMP-2 a MMP-9 pro kontrolované uvolnéni |éciva (Chau et al. 2006b).

Vzhledem k tomu, Ze MMP S$tépi prevainé dany substrat uprostfed retézce
aminokyselin, vznikd po rozStépeni peptidové spojky ve vétSiné pripadld konjugat
oligopeptid-léc¢ivo s jednou az ¢tyfmi aminokyselinovymi zbytky pfipojenymi k [é¢ivu. Proto
je pfi designu tohoto systému nutné otestovat aktivitu uvolnéného derivatu léciva oproti
volnému lécivu a prokdzat, zda neni modifikaci aminokyselinami jeho aktivita snizena. Zbylé
aminokyseliny totiz mohou ucinnost |éciva sniZzovat, coZ se mUze projevit v nutnosti navysit
davku polymerniho nosice s navdazanym lé¢ivem. Oligopeptidova sekvence, kterd zbyde na
léCivu po Stépeni MMP, mize byt navriena tak, Ze je dale Stépena dalSimi enzymy
pritomnymi v nddorovém mikroprostredi (Kline et al. 2003; Chau et al. 2006a) na samotné
pavodni lécivo.

Pfi designu tohoto typu polymerniho nanomateridlu musi byt brana v potaz
substratova specifita MMP, protoZe pouZity oligopeptid by mél byt rozpozndn pouze MMP,
aby se zabranilo nespecifickému uvolnéni |ééiva jinymi enzymy ve zdravych tkdnich a
nedochdzelo k nezadoucim vedlejsim ucinklm (Chau et al. 2006b).

Pfi druhém zpUsobu uvolfiovani léciva se vyuzivd micel tvofenych amfifilnim
kopolymerem s peptidovymi spojkami mezi hydrofilnimi a hydrofobnimi ¢astmi polymeru,
které jsou v pfitomnosti MMP rozstépeny. K uvolnéni Ié¢iva nekovalentné vdzaného v jadre
micely by mélo dojit aZ specificky v nadoru, kde se po degradaci spojek micela rozpadne a
|é¢ivo se uvolni. Prikladem je micela mPEG(2kDa)-GPVGLIGK -a-TOS, ktera byla vytvorena
z polymernich blokd metoxy-polyetylen glykolu a D-a-tokoferolu, mezi néz byla vloZzena
MMP-senzitivni oligopeptidova spojka GPVGLIGK (Fang et al. 2016)

Treti zplsob uvolnéni léciva byl studovan na lipozomech, ve kterych muze byt IéCivo
umisténo, bud ve vodné kapse, nebo v hydrofobni ¢asti lipozomalni dvojvrstvy. K uvolnéni
[é¢iva se vyuZila MMP-9-senzitivni lipopeptidovd spojka, kterd byla Stepend za pritomnosti
MMP. Nasledné doslo k naruseni lipozomu a ndslednému uvolnéni léciva (Elegbede et al.

2008).
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3.3.2 ,,0dmaskovani” polymerniho nosice

Polymerni nanomaterialy, které nejsou biokompatibilni, mohou béhem transportu
organizmem podléhat opsonizaci a nasledné fagocytdéze bunkami RES. Rozpoznani téchto
nanomateridll, potazmo opsonizaci, Ize snizit pouzitim vodorozpustnych biokompatibilnich
polymerd, sjejichz pomoci se milze modifikovat povrch nanomatridlu scilem ho
,zamaskovat” a prodlouzit tak i jeho dobu krevni cirkulace. Je-li nanomaterial potenciondlné
toxicky, snizi se zdroven i jeho toxicita. Nejcastéji se pro ,,maskovani” pouzivd kovalentné
vazany PEG (tzv. PEGylace). Nevyhodou tohoto ,maskovani” je vSak ndsledné snizend
prostupnost polymerniho nosi¢e do nadorovych bunék poté, co je nanomaterial akumulovan
v nadorové tkani (Zhu et al. 2010; Chaudhari et al. 2012). Jednou z mozZnosti, jak prekonat
nizkou prostupnost ,maskovaného” nanomateridlu, je navyseni rychlosti vstupu PEG—
chrdanéného nanomaterialu s pomoci zavedeni smérujicich komponent pro receptory na
nadorovych burikdch nebo peptidd, které umoznuji penetrovat pres bunéénou membranu
(CPPs). Vtomto pripadé je pro aktivni cileni mozné vyuzit velké mnoistvi receptora.
Problémem vsak mUZe byt exprese receptor i na zdravych burikach.

Pfiklad micelarniho systému, ktery prekondva uvedeny problém, je micela, ktera byla
slozena ze tfi polymer(: i) z MMP-2-senzitivniho (PEG(5kDa)-GPLGIAGQ-PE) polymeru
slozeného zPEGu o molarni hmotnosti 5 kDa, MMP-2-senzitivni oligopeptidové spojky
GPLGIAGQ a fosfoetanolaminu (PE) ii) smérujiciho polymeru (FA-PEG(2kDa)-PE) slozeného
z kyseliny listové (FA), PEGu o molarni hmotnosti 2 kDa a polymeru PE; iii) a hlavniho bloku
zodpovédného za stabilitu tvoricich se micel (PEG(2kDa)-PE) slozeného z PEG o molarni
hmotnosti 2kDa a polymeru PE. V nadorové tkani v pfitomnosti MMP dochdzi k odstranéni
PEGu o moldrni hmotnosti 5 kDa a odhaleni smérujici komponenty, ¢imZ se aktivuje
smérovani micely k nddorovym burikam, které ji nasledné internalizuji (viz obr. 6) (Yao et al.

2017).
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Obr. 6: Odmaskovdni smérujici komponenty pomoci MMP-2 — upraveno (Yao et al. 2017).

Stejnd strategie se da vyuzit i u CPPs ke zvySeni jejich specifity vic¢i nadorovym
bunkam. Jak bylo zminéno, CPPs jsou peptidy, které zrychluji prostup molekul pres
plazmatickou membranu buriky. Pfikladem CPPs je trans-aktivacni transkripCni aktivator
(TAT) odvozeny ze struktury HIV viru (Frankel and Pabo 1988; Green and Loewenstein 1988).
TAT peptid a PEG byly vyuZity napfiklad pro pfipravu konjugdtu PEG-GPLGIAGQ-TAT-Dox, kde
GPLGIAGQ je MMP-2-senzitivni oligopeptid GPLGIAGQ (Tu and Zhu 2015). V pfitomnosti
MMP byl PEG odstépen, ¢imz se doslo k odkryti TAT peptidu.

PEG a MMP se zkousely vyuzit i pti dopravé nukleovych kyselin (NK), napfiklad pro
dopravu malé interferujici ribonukleové kyseliny (siRNA) nebo mikro ribonukleové kyseliny
(miRNA) (Hsu et al. 2013). Negativni naboj NK vsak limituje jejich dopravu a sniZuje jejich
pfijem nadorovou bunkou. Vytvorenim komplexu NK a kationového polymeru, napfiklad
polyetyleniminu (PEI) (Zhu et al. 2014), nebo kationtového lipidu, napfiklad 2-dioleyloxy-N,N-
dimetyl-3-aminopropanu (DODMA) (Hsu et al. 2013), Ize docilit jejich zvySené internalizace
nadorovou burikou. Nevyhodou komplexu vsak je celkovy pozitivni ndboj, ktery mize byt pro
organizmus toxicky a mlzZe zvySovat opsonizaci komplexu (viz kapitola 2.1). S cilem obejit
tento problém byla studovana micela PEG-GPLGIAGQ-PEI-PE. Micela byla sloZzena z PEGu,
MMP-2-senzitivni oligopeptidové spojky GPLGIAGQ a polyetylenimin-1,2-dioleoyl-sn-glycero-
3-fosfoetanolamin (PEI-PE) (Zhu et al. 2014). PEG-GPLGIAGQ snizil pozitivni ndboj PEI-PE,
ktery byl opét navySen po Stépeni oligopeptidu GPLGIAGQ v pfitomnosti MMP a odstranéni
PEGu.
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3.3.3 Cilena degradace polymerniho nosice

Nanomaterialy s vétSim hydrodynamickym rozmérem vykazuji vyznamné navyseny
EPR efekt. Jejich vyhoda, ktera spociva ve vysoké akumulaci vazané na jejich velky rozmér, se
stdva v cilovém misté distribuce nevyhodou, protoze jejich velikost jim znesnadiiuje nasledny
prostup nadorovou tkani (Netti et al. 2000). Hlubsi penetrace polymerniho nosi¢e do
nadorové tkané Ize docilit s pomoci navazujici degradace s vyuzitim MMP. V tomto pfipadé
by, po dosaZzeni vysoké akumulace polymerniho nosi¢e v nadorové oblasti, doSlo v druhém
kroku k degradaci nosi¢e s pomoci MMP, které rozstépi oligopeptidové spojky v polymernim
nosi¢i. Nosi¢ se rozpadne na mensi fragmenty, které lépe penetruji do nadorové masy.
Napriklad byl popsan hvézdicovity polymerni nanomateriadl slozeny zPAMAM
dendrimerového jadra, na ktery byly pfes MMP-2-senzitivni oligopeptidovou spojku PLGLAG
navazany linearni polymery kyseliny hyaluronové. Lécivo bylo zachyceno uvnitf
dendrimerového jadra. Hvézdicovity polymer mél velikost pfiblizné 200 nm a v pfitomnosti
MMP byl degradovan na produkt o velikosti cca 10 nm (Han et al. 2017). Jinym ptikladem
muze byt hvézdicovity polymerni konjugat slozeny z PAMAM dendrimového jadra, na ktery
byly pres MMP-senzitivni oligopeptidovou spojku GPVGLIG navazadny linedrni PHPMA
kopolymery. Ty by mély byt po akumulaci konjugdtu v nddorové tkani v pfitomnosti MMP

oddéleny od dendrimerového jadra a mély by hloubéji penetrovat (viz. obr 7).
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Obr. 7: Schématické zndzornéni cilené degradace polymerniho nosic¢e. Polymerni dopravni systém je sloZen z:
dendrimerového jadra (tmavé-modre), MMP-senzitivni oligopeptidové spojky (zelené), linedrniho polymerniho

fetézce (Zluté) s navdzanym lécivem (Cervené) (zdroj: vlastni zpracovdni).
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Byla popsana i opacna strategie cilené degradace nanomateridlu, kterd spocivala v
nasledné agregaci a zvétSeni velikosti nanomaterialu za Ucelem zvysSeni jeho doby zadrze
v nddorové tkani. MMP-senzitivni micelarni struktura, o hydrodynamickém rozméru
pfiblizné 20 nm, byla slozena z hydrofilniho peptidového bloku (GPLGLAGGWGERDGS) a
bloku hydrofobniho polymeru. V pfitomnosti MMP doslo k odStépeni ¢asti peptidového
bloku a poruseni rovnovahy mezi hydrofilnim a hydrofobnim blokem, ktera byla zodpovédna
za miceldrni chovani tohoto systému. Vzhledem k narlstu hydrofobniho charakteru
materidlu po Stépeni MMP, se micela preorganizovala do formy agregati o velikosti nad cca
200 nm. Jeji akumulace a retence v nadoru byla porovndna s micelou, kterd byla MMP-
nesenzitivni, nedochazelo k jejimu Stépeni, a tedy nedochdazelo k reorganizaci do agregata.
MMP-senzitivni micela byla v nddorové tkani zadrzovana az tyden, naopak MMP-nesenzitivni

micela byla z nadorové tkané vyplavena béhem hodiny od poddni (Chien et al. 2013).
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4 Zaveér

Vysokomolekularni polymerni dopravni systémy, které vyuzivaji MMP maji potencial
v pfekondvani bariér pfilécbé nadorovych onemocnéni. Mohou umoZnit kontrolované
uvolnovani léciva, zvySeni specifity ,maskovanych® polymernich nosi¢l vicéi nadorovym
buikdm nebo hlubsi penetraci polymerniho nosi¢e nddorovou tkani po jeho degradaci.
Témito pristupy lze docilit snizeni nezadoucich vedlejSich ucinkld lécby a zvyseni jeji
efektivity.

Vzhledem k vyznamné roli MMP v progresi nadorovych onemocnéni a jejich zvysené
koncentraci ve vétSiné nadorovych onemocnéni, je potfebné pokracovat v jejich studiu a
zabyvat se jejich dalSim vyuZitim pfi navrhovani struktur polymernich nosicu Iéciv.

Je moiné predpokladat, Ze redlného vyuziti by mohly nalézt polymerni nanomateridly,
které budou aktivovany Stépenim s pomoci MMP pfi uvolfiovani léciva a pfi jejich cilené
degradaci na degradacni produkty. Degradacni produkty tak ziskaji lepSi vlastnosti pro
prichod nadorovou tkani nebo pro prinik do nadorovych bunék. Lécba takovymi systémy by
mohla Ucinné zasahnout velkou masu postizenych bunék a tim zabranit relapsu nadorového
onemocnéni.

Jinym pfistupem protinddorové terapie mlze byt kombinace zaloZzena na inhibici MMP
pfi soucasné |écbé I|écivem navazanym na polymerni nosi¢, které je aktivovatelné
v nadorovém prostiedi. Tento postup by mohl vést jak k inhibici rlistu nddoru cestou inhibice

Stépeni ECM, tak pfimym efektem léciva na nadorové bunky.
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