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Abstrakt

Tato prace je zaméfena na syntézu vysokomolekularnich hydrofilnich polymernich
konjugatt s fluorofory pro vizualizaci pevnych nddort. Pfanim do budoucna je jejich
vyuziti pro navigovanou endoskopickou chirurgii, kde by po i.v. podani mohly tyto
polymerni sondy pomoci fluorescencné oznacit hranice nadorové tkané. Polymerni
nosi¢e by mély zajistit prodlouzenou cirkulaci sondy v téle a dopravu fluorescenéni
znacky do poZadovaného mista.

Vramci této prace byly syntetizovany a testovany polymerni sondy
tvofené kopolymery na  bazi  N-(2-hydroxypropyl)methakrylamidu  (HPMA),
pfipravenymi radikalovou kopolymerizaci, a fluorescencni znackou cyanin7-amin
(Cy7-NH»). Znacka byla navazéna na nosi¢ enzymoveé degradovatelnou peptidovou
spojkou, konkrétn€ji Gly-Phe-Leu-Gly a Val-Cit-4-aminobenzylalkohol.
U téchto polymernich konjugati byla studovana enzymova hydrolyza pomoci
kathepsinu B. Nasledné byly pfipravené konjugaty podrobeny in vitro studii
na hypofaryngalni nadorové bunécné linii FaDu, ve které byla pomoci fluorescencni
konfokalni mikroskopie ovéiena jejich internalizace do bunék a akumulace v bunéénych

kompartmentech.

Klic¢ova slova: nanomaterialy, polymerni sondy, fluorescence, EPR efekt



Abstract

This work is focused on the synthesis of macromolecular hydrophilic polymer
conjugates with fluorophores for visualization of solid tumors. These polymer probes
were designed for their utilization within the image-guided endoscopic surgery, where
the boundaries of the tumor tissue would be fluorescently marked after
1.v. administration. Polymer carriers should provide prolonged circulation of the probe
in the body and the transport of the fluorescent dye into the desired place.

Polymer probes based on N-(2-hydroxypropyl)methacrylamide (HPMA) copolymers
prepared by radical copolymerization containing fluorescent dye cyanine7-NH>
(Cy7-NH») were synthetized and evaluated. The dye was conjugated to the carrier via
an enzymatically cleavable peptide linker, specifically Gly-Phe-Leu-Gly
and Val-Cit-4-aminobenzylalcohol. The enzymatic hydrolysis of these polymer
conjugates was studied using a model lysosomal enzyme cathepsin B. In vitro study was
carried out using hypopharyngeal cancer cell line FaDu, in which the internalization
of the probes into cells and accumulation in cell compartments was evaluated by

the fluorescent confocal microscopy.

Key words: nanomaterials, polymer probes, fluorescence, EPR effect
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1. Uvod

1.1. Neoplasticka onemocnéni

Klinicka onkologie je odvétvi mediciny, které se rychle vyviji, 1 pfesto vSak zistavaji
nadorova onemocnéni jednou z nejcastéjsich pri¢in umrti ve svété. Jejich vyskyt se stale
zvySuje také v dusledku prodluzovani stiedni délky zivota. Jako nddorova onemocnéni
oznacujeme soubor chorob, pro které je typicky abnormalni rist bunék télu vlastnich.
K nekontrolovanému déleni bunék dochazi v disledku selhani kontrolnich mechanismt
bunky, které vede ke vzniku mutaci bunééné DNA. Vzhledem k heterogenité bunck,
které se mohou takto zménit, neexistuje jeden universalni ptistup k 1écbé onkologickych
onemocnéni. Jednou z velkych vyzev je lécba rakoviny hlavy a krku, ktera je Sestou
nejcetnéjSi rakovinou na svété s vice nez 550 000 piipady za rok, z ¢ehoz zhruba
300 000 lidi nemoci podlehne[1].

Nejobvyklejsi a doposud nejucinngjsi lécbou malignich nadortt hlavy a krku,
rakoviny zaludku nebo tlustého stfeva, je chirurgické vyjmuti nadoru. Nejvhodnéjsi je
odstranéni nadoru v jeho rané fazi, kdy je nador jesté¢ maly a neprorusta do okolni tkang,
protoze tvorba metastaz je jedna z hlavnich pfi¢in umrti pacientti. Lécba malignich
chorob je zasadn¢ odlisna od 1é¢ebnych postupti jinych chorob, protoze v tomto piipadé
se jednd o buiky ,,té€lu vlastni, které se transformovaly v nddorové buiiky. Obecné 1ze
konstatovat, ze protinddorova lécba zahrnuje nékolik terapeutickych postupii. Kromé
chirurgického vyjmuti nadoru se casto pouziva také chemoterapie, ktera vyuziva
nizkomolekularni cytostatickd 1é¢iva. Hlavni nevyhodou cytostatik je jejich neselektivni
pusobeni pouze na nadorovou tkan, a proto jsou projevy cytostatickych ucinki, bohuzel,
pozorovany i1 ve zdravé tkani. V disledku toho se na konci minulého stoleti piislo
snovym konceptem makromolekuldrnich polymernich nanomateridlti, které
minimalizuji nezddouci Uc¢inky 1écby [2]. Vazba 1éCiva na polymerni nanomaterial
umoznuje zlepSit biodistribuci 1é¢iva v téle, a tim snizit jeho toxicitu vici zdravé Casti

organismu, a zaroven ¢asto vede k vyznamnému navySeni protinddorové aktivity.



1.2. Charakteristika nadorové tkané

Jak jiz bylo wuvedeno, nddorovd onemocnéni jsou zplUsobena abnormalnim
a nekontrolovanym rtistem bunék. Spolecnym rysem nadorovych bunék mimo jiné je,
ze 1 v pritomnosti kysliku vykazuji zvySeny anaerobni metabolismus, ktery napomaha
buiice vyrovnat se s od¢erpavanim zvyseného mnozstvi energie a zivin pro proliferaci
a rychly rust [3]. U vétSiny onkologickych onemocnéni se nadorové bunky
neorganizované mnozi, hromadi a utvareji nador, ktery se neustale zvétsuje a ovliviiuje
spravnou funkci organti a tkani naSeho téla. Nadory délime podle biologické povahy
na benigni (nezhoubné€) a maligni (zhoubné). Benigni nadory vétSinou nemaji na svého
charakteristické svou ohranicenosti (napf. vazivovym pouzdrem) a tim, Ze nemaji
tendenci prorustat do okoli. V hor§im piipad¢ se jednd o nador maligni, kdy se
nadorové bunky zaCinaji Sifit invazivné lymfatickymi nebo krevnimi cestami
do okolnich tkani uvnitt téla a utvaii v nich sekundarni loziska (metastazy) [4].
Nadorova tkan vykazuje snizené¢ pH extraceluldrniho prostiedi (6,8 az 7,0) a zvySené
pH intraceluldrniho prostfedi (7,3 az 7,6) v porovnani se zdravou tkani (7,4), coz
podporuje invazivitu bun¢k a pravé vznik metastaz [5]. Tvorba metastdz je jednim
z hlavnich divoda netspéchu protinddorové lécby. Studie kozniho melanomu z roku
1988 poskytla prvni dikaz, ze intenzita angiogeneze v lidské neoplastické tkani miize
pomoci predpoveédét vyskyt metastaz. Bylo zjisténo, ze pacienti s metastazemi vykazuji
vyrazn¢€ vyss§i angiogenezi nez pacienti, ktefi maji metastaze jen ziidka [6]. Obdobné
Weidner et al. ve svych studiich invazivniho nadoru prsu potvrdili korelaci mezi

vyskytem sekundarnich lozisek a hustotou mikrocév (vlastnost angiogeneze) [7].

1.2.1. EPR efekt

Pevné nadory vykazuji efekt zvySené propustnosti a zadrze, tzv. EPR efekt (z angl.
enhanced permeability and retention effect) (viz obr. 1.1, str. 10). Prvni zminka o EPR
efektu ve svétové literatufe pochédzi zroku 1986 (Yasuhiro Matsumura a Hiroshi
Maeda) [2]. Cévni feciSt¢ v nadoru je nepravidelné, malo organizované a neustale
podléha velmi rychlé neoangiogenezi (tj. formovani novych krevnich cév), aby byl
zajistén piisun Zivin a kysliku pro rychly rast nddoru [8]. Nadorové buiky sekretuji

specifické angiogenni faktory (napf. vaskuldrni endotelidlni ristovy faktor), které



zpusobuji, ze cévy v nadoru ziskévaji anatomicky chybnou strukturu obsahujici mezery
mezi endotelovymi buinkami, které jsou vétsi nez v normalnich cévach. Tim je
zapfi¢inéno zvétSeni pruchodnosti krevnich kapildr a stim spojeny vyssi prinik
makromolekularnich latek z krevniho fecisté skrz nadorovy endotel [9].

V pevnych nadorech se prednostné akumuluji molekuly s vys$si molarni hmotnosti
(napt. vtéto praci pouzity kopolymer na bazi N-(2-hydroxypropyl)methakrylamidu
(HPMA) ma spodni hranici molarni hmotnosti 20 000 g:mol™ [10]), vyznamny efekt je
pozorovan u makromolekul o hydrodynamickém rozméru nad 8 nm [2]. V dusledku
chybéjici nebo nefunkéni lymfatické drendze jsou makromolekuly zadrzovany
v nadorovém meziprostoru po delsi dobu (napt. nekolik dni) [11]. Téchto vlastnosti se
vyuziva pro cilenou dopravu a akumulaci makromolekularnich systémi, napf.
konjugatli polymert s 1é¢ivy, nebo v mém piipadé konjugati polymera s diagnostickou

fluorescen¢ni znackou, v pevnych nadorech.

<E> Endotelidini bufiky Nédorové buitky® @) Angiogenni endotelidlni buiiky (©) Zdravé buitky ) Polymerni konjugit

Obr. 1.1: Znazornéni EPR efektu a déji s nim spojenych. Na obrazku je znazornéna krevni
kapilara, ktera pfechazi ze zdravé tkané do nadorové tkané. Ve zdravé tkani endotelialni buiky tvofi
bariéru, kterou nemohou makromolekuly prochazet a nizkomolekularni latky jsou odstranovany
lymfatickym systémem. Naopak, v nadorové tkani, z divodu nekontrolovatelného rustu, dochazi
k chybnému fazeni endotelialnich bunck s Sirokymi mezerami, ¢imz je zvySena propustnost pro
makromolekularni polymerni konjugaty (napf. s fluorescencnimi znackami nebo léCivy) a
v disledku nedostatecné lymfatické drenaze jsou tyto makromolekuly zadrZzovany v nadoru.

Pfevzato a upraveno dle [12].
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1.3. Polymerni biomaterialy pro dopravu lé¢iv a diagnostik

Jiz na prelomu 19. a 20. stoleti Paul Ehrlich (1854—1915) formuloval prvni ptfedstavu
selektivni dopravy idedlniho 1é¢iva (tzv. magic bullet) do pozadovaného mista
v organismu [13]. Az roku 1975 predstavil Helmut Ringsdorf model nosict 1é¢iv
vyuzivajici syntetickych vysokomolekularnich polymert, na které je kovalentné
pfipojeno 1é¢ivo, a nazval je farmakologicky aktivnimi polymery [14]. Jeho smyslem
m¢éla byt cilend doprava protirakovinného 1é¢iva do nadoru. Tento model dale rozvijel
Jindfich Kopecek a rozd€lil ho do ¢ty ¢asti: polymerni nosi¢, biodegradovatelna spojka,
konjugované léc¢ivo a smeérujici jednotka [15]. Kopefek vyuzil hydrofilni HPMA
kopolymer, na ktery bylo konjugovano kancerostatikum doxorubicin (Dox) pomoci
oligopeptidové spojky G1y-Phe-Leu-Gly (GFLG) .

Makromolekularni nosice 1€¢iv a diagnostik 1ze rozd¢lit na zakladé struktury do dvou
zékladnich skupin: ¢asticové systémy (nanocastice, liposomy, micely) a vodorozpustné
polymerni nosi¢e. Podle jejich piivodu délime polymery na syntetické (polyethylglykol
(PEG), polyHPMA) a pfirodni (proteiny, polysacharidy). Pfirodni polymerni nosice
jsou snadno dostupné, nicméné jejich vyuziti je limitovano, protoze i malou modifikaci
jejich struktury mtize byt vyvoldna jejich imunogenicita. Proto jsou v posledni dobé
intenzivné studovany syntetické vodorozpustné polymery jako vhodné dopravni
systémy pro ruzné biologicky aktivni molekuly. Vyuziti nano-nosict 1é¢iv je slibnou
cestou k prekonani systémové toxicity nizkomolekularnich latek. Obdobné systémy,
vhodné pro dopravu protinddorovych 1éCiv, lze vyuzit analogicky také pro cilenou

dopravu diagnostickych znacek pro zobrazovani nadort.

1.3.1. Vodorozpustné polymerni konjugaty

Vodorozpustné polymerni systémy jsou zaloZzeny na hydrofilnich polymerech
(napt. polyHPMA, poly(2-ethyl-2-oxazolin, PEG). Tyto syst¢émy mohou umoznit cileny
transport nizkomolekularnich latek do nadorové tkdné a nésledné€ jejich fizené uvolnéni.
V naSem piipadé umoZiiuje navéazani fluorescenni znaCky na kopolymer vyuZziti
polymerniho konjugatu jako diagnostické sondy pro detekci malignich nadord.
Domnivame se, ze tyto fluorescen¢ni nanosondy budou vyuZitelné pro fluorescenéné

navigovanou endoskopickou chirurgii (viz kapitola 1.4.3).
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1.3.1.1. Strukturni aspekty

Pro dopravu biologicky aktivni latky, 1é¢iva, do mista uréeni je vyuzivano smérovani,
které miZze byt pasivni nebo aktivni. Zatimco k pasivnimu smérovani polymernich
systémil s 1é¢ivem do pevnych nadorti je vyuzivano jen vysoké molarni hmotnosti, ktera
uzce souvisi s EPR efektem (viz kapitola 1.2.1), tak aktivni smérovani vyzaduje jesté
navazani smérujici jednotky (protilatky, lektinu, specifického oligopeptidu [16]).
Smeérujici molekuly jsou schopné rozpoznat receptory v membranach nadorovych bunék
a nasledné se na né€ navazat.

Polymerni nosi¢, ktery 1é¢ivo v organismu dopravuje do poZadovaného mista, by m¢l
byt biokompatibilni, netoxicky a neimunogenni. Je ocfekavano, ze po dopraveni
biologicky aktivni latky (diagnostické znacky nebo 1é¢iva) do mista G¢inku bude cely
systém metabolizovan a eliminovan z organismu glomerularni filtraci v ledvinach
[17, 18]. Idealni polymerni nosi¢ by m¢l prodluzovat cirkulaci nizkomolekularni latky
v krvi a mél by byt biokompatibilni béhem transportu. Pfi dopravé biologicky aktivni
latky by mél zamezit jejim nezadoucim vedlejsSim uCinklim a uvolilovat ji ze spojky
pomoci vnéjsiho stimulu (viz kapitola 1.3.1.2), a to jen v nadorové tkdni. Klicovou roli
pii biodistribuci a nasledné akumulaci polymernich konjugati v nadoru hraji
molekulova hmotnost, struktura polymernich nosi¢ii a polydisperzita. Se zvySujici se
molekulovou hmotnosti polymernich konjugatii se prodluzuje doba cirkulace latky
v krvi, roste pravdépodobnost jeji akumulace v nddoru a zpomaluje se jeji vyluCovani
ledvinami [19].

Podle degradovatelnosti miizeme polymerni nosice rozdélit do dvou skupin. Prvni
skupinou jsou degradovatelné polymerni nosice, které se rozpadaji na mensi fragmenty,
které jsou metabolizovany a nasledn¢ vylouceny moci. Takovymi nosi¢i mohou byt
poly(a-aminokyseliny) jako napt. poly(L-asparagovd kyselina), poly(L-lysin) nebo
poly(L-glutamova kyselina). JelikoZ se jedna o nabité polymery, mize u nich dochazet
k nezddoucim interakcim s nékterymi  tkdnémi, napt. kjejich  akumulaci
ve specifickych orgédnech (jatra, ledviny). Druhou skupinu tvoii ve fyziologickém
prostfedi nedegradovatelné polymerni nosi¢e s neStépitelnym hlavnim fetézcem.
Vylucovani polymerniho nosi¢e primarné zavisi na jeho molekulové hmotnosti, ktera
nesmi pfesdhnout tzv. renalni prédh, aby mohlo dojit k jeho vylou¢eni moci [19].
V opa¢ném piipadé muize dojit k trvalé akumulaci polymeru v organismu, piipadné
dochazi k jeho pomalé eliminaci pomoci hepatobilidrni soustavy (jatra, zluc).
Vyznamné zastupce  této skupiny predstavuji polymerni nosice na bazi PEG a dale
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nosice ziskané polymerizaci monomert vinylového typu, jako napt. kopolymery na bazi
HPMA. Samotny homopolymer polyHPMA vSak nenese vhodné funkéni skupiny pro
pfimou vazbu 1é¢iv, proto se do jeho struktury kopolymerizaci zabudovavaji napf.
aktivované methakrylované aminokyseliny nebo peptidy [16]. Kopolymerizace mutize
byt provadéna radikalovymi roztokovymi nebo sraZzecimi polymerizacemi. PEG nosice
jsou dobfe rozpustné jak v polarnich, tak nepolarnich rozpoustédlech. Jejich limitujici
faktory jsou, ze PEG obsahuje pouze 2 koncové hydroxyskupiny, vhodné pro vazbu
1éCiva, a také ma nizkou molekulovou hmotnost vzhledem k EPR efektu. Proto se PEG
zacal vyuzivat v multiblokovych polymerech [20], pfipadné v micelarnich nosicich.
Na trhu nalezneme napf. Doxil® (mimo US nazyvin Caelyx®), ktery ptedstavuje
liposom povrchové modifikovany pomoci PEG obsahujici antracyklin Dox.HCI uréeny

pro 1.v. podani [21].

1.3.1.2. Degradovatelné spojky pro vazbu léciv a diagnostik

Spojka je nizkomolekularni struktura, ktera ptipojuje 1é¢ivo nebo fluorescencni znacku
k ptislusSnému nosici (viz obr. 1.2, str). Spojky hraji zasadni roli v cilené protinddorové
terapii a diagnostickém zobrazovani, jelikoz ovliviuji stabilitu konjugétu a uvoliovani
u¢inné latky znosi¢e. Tyto spojky jsou bud stabilni nebo Stépitelné, a to bud

hydrolyticky (v zavislosti na pH), redukéné nebo enzymoveé.

Fluorescenéni
znacka

whe
¥

Polymerni nosié

¥

Stépitelna
spojka

Obr. 1.2: Schéma polymerniho konjugatu s fluorescencni znackou (model).

Jednou z moZnosti uvoliiovani je vyuzit rozdilu hodnot pH mezi krevnim fecistém
(pH ~7,4) a pH v endosomech nebo lysosomech (pH 4,5-6,5). Vazba by méla byt

hydrolyticky stabilni pfi fyziologickém pH, ale v mirné kyselém prostiedi endosomu
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uvnitt bunék by méla podléhat rychlé hydrolyze a dopravovana litka by méla byt
uvoliiovana. Diagnostika a 1é¢iva jsou vazdna na polymerni nosi¢ pH-senzitivni
(acidolabilni) vazbou prostfednictvim napf. hydrazonové [22] nebo cis-akonitylové
vazby [23]. Navazané bioaktivni latky by nemély byt uvoliiovany béhem transportu, ale
v disledku poklesu pH v extracelularnim prostoru nadoru nebo v samotnych
nadorovych buiikdch by mélo dochézet k jejich uvolnéni.

Druhym typem aktivace 1éciva je redukéni degradace spojky mezi lé¢ivem a nosi¢em
rozSt€penim disulfidové vazby S-S. Polymerni dopravni systémy obsahujici disulfidové
mustky podléhaji v ptitomnosti redukujicich latek rychlému Stépeni. Vysoky redoxni
potencial v bunikdch je pfipisovan hlavné glutathionu. Glutathion je tripeptid
(Cys-Gly-Glu), ktery v cytoplasmé redukuje disulfidové mustky. V disledku toho
jsou redukéné Stépitelné polymerni nosi¢e pomérné stabilni v oxidaénim
extracelularnim prostfedi, uvnitf bun€k podléhaji disulfidové linkery rychlé reduktivni
degradaci [24].

Tietim zplsobem aktivace dopravované latky je enzymové Stépeni [25].
Bylo zjisténo, ze rakovinnd onemocnéni jsou spojena se zvySenou expresi nékterych
enzymul, napf. legumaini a kathepsin, ¢ehoz je vyuzivano pro kontrolované
uvoliiovani 1é¢iv do nddorového mikroprostifedi. V literatuie je popsdna cela fada
enzymov¢ Stépitelnych spojek v polymerech nesoucich nizkomolekuldrni diagnostikum
nebo 1é¢ivo, napt. Val-Cit nebo Phe-Lys. Pro pfipravu polymernich konjugata
na bazi HPMA byla nejCastéji vyuzivana spojka Gly-Phe-Leu-Gly. Je vhodna
hlavné diky své stabilit¢ v plasmé a rychlé hydrolyze v pfitomnosti kathepsinu B.

Tématice enzymove degradovatelnych spojek bude vénovana nasledujici kapitola.

1.3.2. Polymerni nosi¢e s enzymové stépitelnou spojkou

Nékteré lysosomalni enzymy umoznuji cilené §tépeni chemickych vazeb polymernich
konjugath. Piiklady takovychto enzymi jsou endogenni peptidasy, mezi které se fadi
napf. legumain, kathepsiny nebo matrix metaloproteinasy. Jelikoz tyto enzymy vykazuji
znac¢nou substratovou specifitu, mohou byt enzymové Stépitelné spojky Stépeny

kontrolovatelné, a tak nedochazi k pfedasnému uvoliiovani dopravované latky.
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Latka je uvolnéna po priniku do bunky pisobenim lysosomalnich enzymi. Komplikaci
u tohoto typu uvolilovani je, ze v nékterych butikach se tyto enzymy nemusi vyskytovat.
Jak bylo jiz vySe zminéno, Jindfich Kopecek se zaslouzil o syntézu prvnich
syntetickych polymernich konjugdti s navdzanym protinddorovym lé¢ivem pfies
biodegradovatelnou spojkou, a to jiz koncem 70.let minulého stoleti. O n¢kolik let
pozd¢€ji byl syntetizovan polymerni konjugat tvoifeny kopolymerem HPMA nazvany
PK1, ktery jako prvni vstoupil do klinického testovani [26]. Do tohoto konjugatu byla
mezi chemoterapeutikum Dox a polymerni nosi¢ vlozena tetrapeptidova spojka
Gly-Phe-Leu-Gly, kterd je Sté€pitelnd intraceluldrnimi lysosomalnimi proteasami,
coz umoznovalo uvolnéni 1é¢iva uvnitt nadorovych bunék. Za nedlouho byl ptipraven
polymerni konjugat PK2, ktery mél oproti PKI1 pfidanou smeérujici jednotku,
2-aminogalaktosu, zodpovédnou za smérovani do hepatocelularniho karcinomu [27].

V piipadé legumainu (asparaginylova endopeptidasa) dochazi vétSinou k velmi
specifickému Stépeni peptidovych vazeb na C-konci, kde se nachazi asparagova
kyselina nebo asparagin. Pfikladem polymerniho konjugéatu Stépitelného touto
endopeptidasou je vétveny polymerni konjugit 4-arm PEG-AANL-Dox, ktery je
selektivné aktivovan legumainem v naddorové tkani. Chemoterapeutické 1é€¢ivo Dox bylo
navazano na polymerni nosi¢ pomoci Sté€pitelného tetrapeptidu Ala-Ala-Asn-Leu
(AANL), ktery je jednim ze substratii legumainu. Po i.v. podani byl konjugat dopraven
do nadorové tkan¢ diky EPR efektu a byla specificky uvolnéna molekula
Leu-Dox [28].

Dalsimi hojn¢€ vyuzivanymi enzymy pro uvolnéni 1€Civ z polymernich nosi¢l jsou
kathepsiny. Jedna se o proteolytické enzymy aktivni v kyselém prostfedi lysosomu
savcl. Vyznamnym zastupcem je cysteinova proteasa kathepsin B. Bylo prokdzano, ze
kathepsin B je nejaktivnéjs$i pravé pii pH 5-6 [29]. Z tohoto divodu by mél byt
polymerni konjugét s enzymové Sté€pitelnou spojkou stabilni v krevnim fecisti a nemélo
by tak dochazet k pred¢asné enzymolyze spojky. Strukturu daného enzymu znazoruje

obr. 1.3, str. 16.
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Obr. 1.3: Struktura lysosomalni proteasy kathepsinu B (Bos faurus, slezina). Vytvofeno

v programu PyMol 2.0 podle PDB souboru na odkaze https://www.rcsb.org/. Tercialni struktura

enzymu je znacena zelenég, aktivni misto Cervené a povrch enzymu Sedivou miizkou.

1.4. Fluorescencni zobrazovani

Mechanické odstranéni nadoru (operace) predstavuje v soucasnosti jednu
z nejvyuzivangjSich metod 1€cby neoplastickych onemocnéni. Predpokladem tuspésné
protinadorové terapie je vyjmuti nadoru piesn¢, kompletné a bez zbytecného poskozeni
okolni zdravé tkané. V idealnim piipadé¢ by meély byt splnény vSechny zminéné
pozadavky. Behem operace nelze s presnosti rozpoznat hranice nadorové tkané pouhym
okem, proto je velmi zddouci nalézt spolehlivou metodu vizualizace hranic nadoru.
Zobrazovaci metody jsou nedilnou soucasti diagnostiky a progndzy rakoviny.
V roce 2005 byla vydana studie pojednévajici o vyuziti izkopasmového zobrazeni
(NBI, zangl. narrow-band imaging) v endoskopické diagnostice [30]. NBI je
endoskopickd, digitdlni zobrazovaci metoda zaloZena na principu z(zeni optického
spektra pfedevS§im na 2 vlnové délky (415 a 540 nm), které jsou dobie absorbovany
cervenym krevnim barvivem. Krats$i vinové délka penetruje pouze do povrchovych
vrstev sliznice, zatimco del§i vlnova délka pronikd hloubé&ji a zobrazuje submukdzni
cévy. Tato technika funguje na principu optického kontrastu mezi vice
vaskularizovanym nadorem a normalni tkani. NBI nadorové tkan€ mlzZe byt vyuZivana
jen pro znaceni nékterych typli nadord, bud’ téch ve specifickych mistech, nebo téch

nachazejicich se v blizkosti povrcht sliznic [16].
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Bunky obsahuji molekuly, které po absorpci zafeni vhodné vinové délky vyzaiuji
fluorescenci (pfesnéji autofluorescenci). Fluorofory zodpovédné za tuto pfirozenou
tkanovou fluorescenci oznacujeme jako endogenni. Mezi zdkladni UV/VIS fluorofory
patii kolagen, elastin, aromatické¢ aminokyseliny (Tyr, Trp), porfyrin a koenzymy
metabolickych reakci (FAD, NADH). Nicméné v blizké infracervené (NIR, z angl. near
infrared) oblasti biologicka tkan nevykazuje témét zadnou autofluorescenci (s vyjimkou
napi. melaninu [31]), ani absorpci, coz zlepSuje kontrast mezi nadorem a pozadim [32].
Ke zlepSeni trovné signalu mize byt vyuzito NIR fluorescencné kontrastnich latek
(exogenni fluorofory). Pro diagnostiku nadoru je dilezité, aby rozdil koncentrace
fluorofori v normalni a nadorové tkéni, tedy defacto fluorescen¢ni kontrast, byl co
nejvetsi a mohla byt snadno detekovana hranice mezi nddorovou a normalni tkani.

V soucasnosti je velkd snaha vyvinout takovou vysokomolekuldrni fluorescencni
polymerni sondu, kterd by po i.v. podani byla schopna ptfesné a neinvazivné sledovat
okraje narodové tkané, ¢ehoz by bylo vyuzivano k diagnostickému zobrazeni napft.
béhem operace. Ke sledovani hranic nadoru je Siroce pouzivanym detektorem citliva,
planarni CCD (z angl. charged coupled device) kamera. A pravé zvySena akumulace
vysokomolekularnich polymernich konjugéti s fluoroforem v nadorové tkani je
piredpokladem k uspésné fluorescencné navigované endoskopické chirurgii [16].
NIR zafeni je elektromagnetické zéafeni v rozsahu vinovych délek 700 az 900 nm.
V poslednich letech zacala pfi diagnostice byt vyuzivana pravé tato oblast spektra
namisto UV a viditelného zafeni (<700 nm). Divodem je skutecnost, ze zatimco
UV/VIS paprsky pronikaji do tkané€ pouze v mikroméritku, NIR zéafeni mize penetrovat
biologickou tkani do hloubky n¢kolika milimetri az centimetrt [33].

V poslednich par desetiletich vzrostl pocet zobrazovacich metod fungujicich
na principu detekce fluorescence. Jednim z téchto pfistupii je fluorescencni odrazové
zobrazovani (FRI, z angl. fluorescence reflectance imaging), které je vyuzivano
k povrchovému sniméni, avSak pro kvantifikaci bunéénych procesti v hluboké tkani je
nevhodné. Z tohoto divodu bylo epifluorescencni dvoudimenziondlni (2D) FRI
vystfidano tfidimenziondlni (3D) fluorescencni molekuldrni tomografii (FMT)
pfi diagnostice hluboké tkané, jelikoz planarni FRI neumoziuje jeji detailni analyzu
[34]. Fluorescencni zobrazovani je Siroce vyuzivano v klinickych studiich jako jsou

zobrazovani patogeneze, doprava léciv a sledovani enzymové aktivity.
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1.4.1. In vitro zobrazovani

Dtlezitym milnikem pro vyzkum rakoviny bylo ziskdni prvni lidské kontinualné
rostouci bunécné linie HeLa roku 1951 [35]. Dalsi imortalizované bunécné linie ji
nasledovaly (Faji, FaDu). V soucasnosti jsou znamy téméi 4000 lidskych bunéénych
linii, jejichz plivod je velmi rozmanity, coz umoziuje studium biologickych procest
ve vybranych organech. Vyuzitim téchto linii mizeme ptfedpovédét chovani napf.
potencidlnich 1é¢iv (napf. cytotoxicitu) a ziskat cenné informace pro vyzkum 1éCby
rakoviny [36]. Nadorové bunécné linie jsou pouzivany jako modelové systémy in vitro
zejména pro preklinické studie v oblasti zdravotnictvi, protoZe se snadno mnozi
a kultivuyi.

Fyziologie buné€k, lokalizace molekul nebo bunétné procesy (napi. interakce
proteini) mohou byt monitorovany pomoci fluorescenéni mikroskopie. Fluorescencni
mikroskop je vysoce citlivy, a tak poskytuje lepsi kontrast bunck vic¢i pozadi oproti
béznému svételnému mikroskopu. Vyuziva molekul (vnéjsi fluorofory; napt. barviva),
které fluoreskuji, kdyz jsou stimulovany zafenim o vhodné vinové délce. Konfokalni
fluorescencni mikroskopie (CFM) je nejpouzivanéjsi pro in vitro studie diky svému
vysokému rozliseni a schopnosti potlacit signal z rovin nachéazejicich se mimo ohnisko
(out-of-focus). Excitace je provadéna pomoci laseru o vinové délce, ktera odpovida
excitacni vinové délce pouzitého fluoroforu.

K zobrazeni jedné vrstvy pozorovaného objektu je vyzadovano pouziti skenovani
(LSCM, z angl. laser scanning confocal microscopy), a to bud’ skenovani laserovym
paprskem nebo skenovani vzorkem. Pfi skenovani paprskem preparat ziistava staticky
a excitovany paprsek se po ném pohybuje, zatimco skenovani vzorkem funguje naopak.
LSCM nasla své vyuziti zejména v bunéné a molekularni biologii. Je vhodna
napt. k analyze vnitrobunécné distribuce fluoroforii, a stim souvisejiciho sledovani
kolokalizace dvojice signéalii v kompartmentech buiiky [37]. Déale mlze poskytovat

informace o uvolnovani 1é¢iv a jejich biodistribuci uvniti bunék.

1.4.2. In vivo testovani

Hlavni nevyhodu in vitro studii ptedstavuje skutecnost, Ze s pomoci bunéénych linii
nelze zcela detailné popsat procesy probihajici in vivo. Navzdory tomu jsou vhodné

nosic¢e nizkomolekularnich latek pro in vivo studie vybirdny pravé na zakladé vysledka
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zobrazovani na bunééné trovni. V ptipadé zvifecich modelt vyuZzivanych pro testovani
by tyto modely mély byt co nejvice anatomicky a fyziologicky podobné svou
biologickou aktivitou lidskému organismu. Athymické holé mysi piedstavuji Siroce
vyuzivany model pro preklinické testovani 1é¢iv ve vyzkumu lidskych nadorovych
onemocnéni [38]. Hlavni roli ve vyzkumu hraje absence brzliku, coz ma za nasledek, ze
nemaji zadné cirkulujici T-buiikky. Nedostatecné vyvinuty imunitni systém umoziuje
transplantaci lidskych nadorovych bun¢k a tkani (xenograftll) na mysSi, aniz by
dochazelo k ni¢eni téchto bun€k T-lymfocyty.

In vivo imaging spoCiva ve sledovani bunéénych procesl, systémové toxicity
a strukturnich zmén ve tkani. FMT je kvantitativni zobrazovaci technika zaloZena
na NIR fluorescenci, kterou lze vyuzit pro in vivo vizualizaci malych zvitat. Projekce
na detektoru jsou ziskavany prosvicenim zkoumaného zvitrete. Spravné provedeni FMT
zahrnuje nékolik podminek: zkoumana zvifata musi byt oholena (bez srsti) a injekce
pouzivané zobrazovaci latky musi byt provedena tak, aby dochazelo k optimalni
dopravé do mista urceni a latka byla biokompatibilni. Vyuziti NIR-zna¢enych sond
pii hloubkové FMT umoziiuje detekci a kvantifikaci dilezitych biologickych procest
napft. aktivity bunéénych enzymii nebo vaskuldrniho uniku. Jedna se o zobrazovaci
modalitu, ktera je zaloZzena na pfesné 3D-rekonstrukci distribuce injikovanych
fluorescen¢nich sond a méfeni odpovidajici intenzity fluorescence [39, 40]. Lasery
excituji NIR fluorofory (napt. fluorescencni znacky) ve tkdni a jejich emitovana
fluorescence je sledovdna pomoci monochromatickych detektori (napt. CCD
kamerami). Tento postup dohromady s odpovidajicim matematickym vypoctem
transportu foton ve tkani (inverzni algoritmus) rekonstruuje 3D tomografické mapy
distribuce NIR kontrastnich latek ve vySetfovaném zviteti. FMT je Casto kombinovana
s rentgenovou (mikro)vypocetni tomografii (CT, uCT). Pravé tato kombinace umoziuje
prifadit ziskany signal NIR fluorescence k ¢asti téla, a tak poskytuje projekci téla

zvitete ve 3D [41].

1.4.3. Navigovana chirurgie
Klinické testovani 1é¢iv na ¢lovéku mize byt provadéno pouze po zajisténi odpovidajici
bezpecnosti na zaklade rozsahlych in vitro a in vivo studii. Kazdé protirakovinné lé¢ivo

musi projit témito preklinickymi testy, neZ prechdzi do fazi klinického testovani.
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V kontextu predoperacni diagnostiky solidnich nadorti hraji dalezitou roli 1ékaiské
vySetfovaci techniky, které podavaji informace, jak o anatomické struktute vnitinich
organti lidského t€la, jejich poskozenich a patologickych loziskach (CT, magneticka
resonance (MRI, zangl. magnetic resonance imaging), tak o jeho fyziologickych
zménach (pozitronova emisni tomografie, jednofotonova emisni vypocetni tomografie)
[42, 43]. V pripad¢ onkologickych onemocnéni miizeme pomoci vyse zminénych metod
vizualizovat potfebnou oblast bez invazivniho zasahu do lidského téla, anebo napft. urcit
pritomnost nadorového loZiska. Nanestésti tyto zobrazovaci metody nemohou prozatim
byt pouzity béhem operace, a tak zlstava zakladnim problémem pro chirurga spravné
rozliSeni hranice nadoru.

Cilem navigované chirurgie je Uplné odstranéni nadorové tkdné pomoci vizualizace
nadoru v realném case béhem operace, aniz by doslo ke zbyte¢nému odstranéni zdravé
tkan€ v okoli naddoru. Fluorescencni zobrazovaci systém obsahuje spektralné rozliSeny
svételny zdroj (filtrovany Sirokopasmovy zdroj, svételna dioda nebo laserova dioda)
excitujici fluorofor a emitovana fluorescence je sbirand pomoci CCD kamery.
Signal specificky pro nador by mél byt vyrazné odliSen od signali okolni tkané. Proto je
vyuzivano fluorescenéniho zobrazeni v NIR ¢asti spektra, které by meélo napomoci
piesné detekovat hranice nadoru. Jak uz bylo nastinéno vyse, tak v této oblasti spektra
je pozorovana relativné nizka autofluorescence a rozptyl svétla. NIR fluorescencni
navigovana chirurgie skyta mnoho vyhod vcéetné nekontaktniho zobrazovani v realném

Case a absence ionizujici zafeni.
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2. Cile prace

Cilem této bakalaiské prace byla syntéza a fyzikalné-chemicka charakterizace
kopolymerti na bazi HPMA nesoucich fluorescen¢ni znacku navazanou prostfednictvim
enzymove¢  Sté€pitelnych  spojek Gly-Phe-Leu-Gly a Val-Cit-4-amino-
benzylalkohol, porovnani rychlosti uvoliiovani fluorescenéni znacky z téchto
polymernich nosi¢ii v pfitomnosti kathepsinu B a in vitro studium internalizace téchto
konjugatii do buné€k a sledovani intracelularni distribuce fluoroforu pomoci konfokalni

fluorescen¢ni mikroskopie.
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3. Material

3.1. Pristroje a material

Camag UV cabinet
centrifuga stolni Hettich® EBA 20

detektor fluorescenéni RF-10AxL
detektor indexu lomu (RID-10A)
detektor indexu lomu Optilab rEX
detektor diodového pole (SPD-M10A)
Direct Heat CO» inkubator

Heraeus Multifuge X1R

hmotnostni spektrometr LCQ Fleet
kapalinovy chromatograf HPLC LC-20

kolona Chromolith Performance RP-18e
kolona SEC TSK 3000 SWXL column
kolona TSKgel Super AW3000
konfokalni mikroskop Nikon Eclipsa Ti-E
magneticka michacka Poly 15 Variomag®
spektrofotometr Jenway 7415

termoblok Haake P5

ttepacka Heidolph, Relax control

UV detektor

vakuova odparka Hei-CHILL 350
viskozimetricky detektor Viscostar 11

vicethlovy detektor rozptylu svétla

DAWN Heleos
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Camag, Svycarsko
Merck, Némecko

Shimadzu, Japonsko
Shimadzu, Japonsko
Wyatt Technology Corp., USA
Shimadzu, Japonsko
ThermoFisher Scientific, USA
ThermoFisher Scientific, USA
ThermoFisher Scientific, USA

Shimadzu, Japonsko

Merck, Némecko

Tosoh Bioscience, Japonsko
Tosoh Bioscience, Japonsko
Abberior-Instruments STED, Némecko
ThermoFisher Scientific, USA
Cole-Parmer Ltd, UK

Haake Technik GmbH, Némecko
Heidolph, Némecko

Shimadzu, Japonsko

Heidolph, Némecko

Whyatt Technology Corp., USA

Wyatt Technology Corp., USA



3.2. Chemikalie a rozpoustédla

aceton (suseny, destilovany)
I-aminopropan-2-ol (Amp)
N*-benzoyl-L-arginin-4-nitroanilid
CHxCl;

cyanin7-NH»

dichlormethan (DCM)

diethylether (suSeny destilovany)
N, N-diisopropylethylamin (DIPEA)
N, N-diisopropylkarbodiimid (DIC)
N,N-dimethylacetamid (DMA)
N,N-dimethylformamid (DMF)
dimethylsulfoxid (DMSO)
N-Fmoc-L-Cit-OH
N-Fmoc-L-Val-OH

L-glutation (redukovana forma)
1,1,1,3,3,3-hexafluoro-2-propanol (HFIP)
1-hydroxybenzotriazol (HOBt)
Hoechst33342

kathepsin B (hovézi slezina)

kyselina ethylendiamintetraoctova (EDTA)
kyselina methakrylova

kyselina trifluoroctova (TFA)

LysoTracker Yellow-HCK-123

KH>PO4

methanol

MitoLite™Dyes Blue FX490
NaOH

piperidin (25 % roztok v DMF)
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Lach-Ner, Ceska republika
TCI, Némecko

Fluka, Némecko

Lach-Ner, Ceska republika
Lumiprobe, GmbH, Némecko
Sigma-Aldrich, USA
Lach-Ner, Ceska republika
Fluka, Némecko

Fluka, Némecko
Sigma-Aldrich, USA
Sigma-Aldrich, USA
Sigma-Aldrich, USA

Iris Biotech GmbH, Némecko
Iris Biotech GmbH, Némecko
Fluka, Némecko

Fluka, Némecko
Sigma-Aldrich, USA
Thermofisher Scientific, Ceska
Sigma-Aldrich, Ceska republika
Fluka, Némecko

Fluka, Némecko

Lach-Ner, Ceska republika

Thermofisher Scientific, Ceska
Lach-Ner, Ceska republika
Sigma-Aldrich, USA
Thermofisher Scientific, Ceska
Lach-ner, Ceské republika
Fluka, Némecko



(benzotriazol-1-yloxy)tripyrrolidinofosfonium Iris Biotech GmbH, Némecko

hexafluorofosfat (PyBOP)

4-nitrofenylchloroformiat (PNPC), 96 % Sigma-Aldrich, USA
uhlic¢itan sodny (bezvody G.R.) Lach-Ner, Ceska republika
thiazolidin-2-thion (TT) Fluka, Némecko

3.3. Bunécna linie a kultivaéni media

bunécna linie FaDu ATCC, USA
kultivaéni medium MEM? Sigma-Aldrich, USA
kultivaéni medium EMEM? UMCH AV, CR

“minimalni esencidlni medium (MEM, z angl. Minimum Essential Medium)
?Eagleovo minimalni esencialni medium (EMEM) bylo ziskdno pridanim nékolika sloZek k mediu MEM:
inaktivované fetalni hovézi sérum, neesencialni aminokyseliny, antibiotika (penicilin, streptomycin) a

glutamin.
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4. Metody

4.1. Fyzikalné-chemické metody charakterizace

4.1.1. Vysokouc¢inna kapalinova chromatografie

Syntéza a Cistota meziproduktl a polymernich konjugati byla monitorovana
vysokoucinnou kapalinovou chromatografii (HPLC). Konkrétn¢ byl pouzit systém
HPLC Shimadzu (Japonsko) LC-10AD skolonou 100 x 4,6 mm Chromolith
Performance RP-18e (Merck, Némecko) s reverzni fazi. Bylo vyuzito mobilni faze
s linearnim gradientem 0-100 % B (A: 94,9 % H>O; 5 % acetonitril; 0,1 % TFA;
B: 94,9 % acetonitril; 5 % H,0; 0,1 % TFA). Priitokova rychlost: 5 ml'-min’!, line4rni
gradient 0-100 % B béhem 5 min. HPLC bylo vybaveno fluorescen¢nim detektorem
(RF-10Axr), detektorem indexu lomu (RID-10A) a detektorem diodového pole
(SPD-M10A) (vSechny Shimadzu, Japonsko).

4.1.2. UV/VIS spektrofotometrie

UV/VIS spektrofotometrie byla vyuzita pro stanoveni aktivity enzymu kathepsinu B.
Spektra jednotlivych vzork byla méfena na pfistroji spektrofotometru Jenway 7415
(Cole-Parmer Ltd, UK) v kyvetach s optickou délkou, 1 = 1 cm nebo 1 = 1 mm.
UV/VIS spektrofotometrie byla vyuzita jak pro stanoveni obsahu fluorescencni znacky
Cy7-NH; navézané na kopolymeru (g750 = 199 000 dm?-mol'-cm™), tak pro stanoveni
obsahu koncovych TT skupin (g30s = 10 300 dm*mol!cm™) a DBCO skupin

(€202= 13 000 dm* mol'-cm™)

4.1.3. Tenkovrstva chromatografie

Druhym zplsobem kontroly Cistoty meziprodukti byla tenkovrstva chromatografie
(TLC). Byly pouzity desticky ALUGRAM Xtra SIL G/UV254 (Macherey-Nagel GmbH
& Co.KG, Némecko) s fluorescentnim indikatorem UVzss (0,20 mm Silikagel 60).
V nékterych ptipadech byly jednotlivé meziprodukty pozorovany pomoci UV zafeni
(UV lampa; A = 254 nm). Mobilni fazi pro TLC byla smés DCM a methanolu v riiznych
pomérech. K detekci volného 4-nitrofenolu byl pouzit vodny roztok hydrogenuhli¢itanu

sodného.
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4.1.4. Hmotnostni spektrometrie

Moléarni hmotnosti nizkomolekularnich latek byly stanoveny pomoci hmotnostniho
spektrometru LCQ Fleet s elektrospray ionizaci (ESI MS) (Thermo Fisher Scientific,
Inc., USA).

4.1.5. Rozméroveé vyluéovaci chromatografie

Stanoveni molarnich hmotnosti a hodnot indext polydispersity kopolymeri bylo
provedeno pomoci rozméroveé vylucovaci chromatografie (SEC) a HPLC systému
vybaveného UV/Vis detektorem (Shimadzu, Japonsko), detektorem indexu lomu
Optilab, viceuhlovym detektorem rozptylu svétla DAWN Heleos a viskozimetrickym
detektorem Viscostar I (v§echny Wyatt Technology Corp., USA) na SEC kolon¢ TSK
3000 SWXL column (Tosoh Bioscience, Japansko) (80 % methanol, 20 % 0.3 mol-dm™
octanovy puft, pH 6.5) pfi pritoku 0,5 ml-min’.

4.2. Syntéza polymernich konjugatt

Syntéza polymernich systému je vedena od monomerl, pies polymerni prekurzory
k polymernim konjugatim s fluorescen¢ni znackou. Chemické struktury molekul byly
vytvofeny v programu BIOVIA Draw. VSechny pouzit¢ aminokyseliny mély
v L-konfiguraci. Monomery HPMA, 3-(3-methakrylamidopropanoyl)thiazolidin-2-thion
(Ma-f-Ala--TT) a 3-(N-methakryloyl-GFLG)thiazolidin-2-thion (Ma-GFLG-TT) byly
piipraveny, jak bylo popsano diive [44, 45]. Monomer a komonomery, které byly
vyuzity pro nasledujici syntézu, jsou zobrazeny na obr. 4.1. Cistota monomert byla

kontrolovana pomoci HPLC (kapitola 4.1.1) a TLC (kapitola 4.1.3).

a b

HMN HMN K
O o] »\S
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E >:S
5
Obr. 4.1: Monomer: a - N-(2-hydroxypropyl)methakrylamid; a methakrylované komonomery:

b - 3-(3-methakrylamidopropanoyl)thiazolidin-2-thion; ¢ - 3-(N-methakryloyl-GFLG)thiazolidin-2-
thion
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4.2.1. Polymerni prekurzory s reaktivnimi skupinami

Polymerni prekurzory, poly[HPMA-co-(Ma-GFLG-TT)] (P-GFLG-TT), viz obr. 4.2,
a poly[HPMA-co-(Ma-f-Ala-TT)] (P-Ala-TT), viz obr. 4.3a, str. 28, byly pfipraveny
podle diive popsaného postupu fizenou radikdlovou RAFT (z angl. reversible addition-
fragmentation chain transfer polymerisation) polymerizaci [44, 46]. Prekurzor P-GFLG-
TT byl analyzovan pomoci SEC: hmotnostné stfedni molarni hmotnost (My) byla
35 200 g'mol! a P = 1,14. Vytézek byl 75 %. Obsah TT koncovych, 4,76 mol. %
(0,292 mmol-g™!), byl uréen pomoci UV/Vis spektrofotometrie.

Polymerni prekurzor P-Ala-TT byl analyzovan pomoci SEC: My = 55 700 g-mol’!
a D =1,07. Vyt&zek reakce ¢inil 78 %. Obsah TT skupin, 9,75 mol. % (0,631 mmol-g™),
byl stanoven pomoci UV/Vis spektrofotometrie. Prekurzor nesouci DBCO skupiny
poly[HPMA-co-(Ma-f-Ala-DBCO)] (P-Ala-DBCO), viz obr. 4.3b, str. 28, byl
pfipraven naslednou modifikaci reaktivnich TT skupin na polymeru P-Ala-TT (20 mg,
0,4 pmmol) pomoci DBCO-NH, (3 mol. % odpovidajici 0,194 mmol-g'; 1,1 mg,
4 umol) s DIPEA (0,7 ul) v10% DMA (190 pl). Po 90 min reakce byl pifidan
Amp (1 pl) kodstranéni zbyvajicich TT koncovych skupin. Vysledny polymerni
prekurzor byl separovan precipitaci ve smési diethylether : aceton (1 : 1). Nasledn¢ byl
analyzovan pomoci SEC: M,, = 57 000 g'mol! s P = 1,1. Vytézek reakce byl 14,8 mg
(72 %).

Obr. 4.2: Polymerni prekurzor poly[HPMA-co-(Ma-GFLG-TT)]
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Obr. 4.3: Polymerni prekurzory: a — poly[HPMA-co-(Ma-5-Ala-TT)];
b — poly[HPMA-co-(Ma-f$-Ala-DBCO)]

4.2.2. Polymerni konjugat se spojkou Gly-Phe-Leu-Gly

Konjugat poly[HPMA-co-(Ma-GFLG-Cy7)], (P-GFLG-Cy?7), viz obr. 4.4, str. 29, byl
piipraven reakci polymerniho prekurzoru P-GFLG-TT a fluorescencni znacky Cy7-NH»
(1 mol. %). Cy7-NHz (0,88 mg, 0,001 mmol) byl rozpustén v methanolu (70 pl)
a polymerni prekurzor (20 mg, 0,03 umol) v DMA (200 ul). Roztoky byly smichany
a byl ptidan DIPEA (1 pul). Reak¢ni smés byla michana na tfepacce a prib¢h reakce byl
sledovan pomoci HPLC. Poté byl pfidan Amp (1 pl) s cilem odstranit neodreagované
TT skupiny. Nasledn¢ byla reakéni smés vysraZzena pomoci smési diethylether : aceton
(1 : 1) a vznikld sraZenina byla izolovana centrifugaci a ususSena za snizeného tlaku
v exsikatoru. Srazenina byla rozpusténa v destilované vodé (2,5 ml) a poté byla
piecisténa pres kolonu PD10 a lyofilizovana. U pfipravené¢ho konjugatu P-GFLG-Cy7
(17 mg) nebylo mozné pomoci SEC stanovit My ani D z divodu interakce laseru
s danym fluoroforem, jehoZ fluorescence vyrazné¢ ovlivni hodnotu intenzity

rozptyleného svétla namétenou pomoci rozptylového detektoru.
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Obr. 4.4: Polymerni konjugat poly[HPMA-co-(Ma-GFLG-Cy7)]
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4.2.3. Syntéza azidového derivatu dipeptidu na pevné fazi

Derivat dipeptidu Val-Cit s N-koncovou azidovou skupinou byl pfipraven
peptidovou syntézou na pevné fazi pomoci 9-fluorenylmethoxykarbanylové skupiny
(Fmoc)/t-butyl strategie na 2-chlorotrityl chloridové pryskyftici (CTR). N-Fmoc-Cit-OH
(795 mg; 2 mmol) byl navazan na CTR (2 g) v prosttedi DCM (20 ml) a v pfitomnosti
DIPEA (1,37 ml). Po 1,5 h michéani byla pryskyfice odsata na frit€¢ a promyta smeési
DCM : methanol : DIPEA (17 : 2 : 1), DCM a methanolu.

Po deprotekci 25 % roztokem piperidinu v DMF a dikladném promyti DMF byl
v prosttedi DCM navazan N-Fmoc-L-Val-OH (2,0 g; 6 mmol) v pfitomnosti PyBOP
(3,0 g; 6 mmol), HOBt (900 mg; 6 mmol) a DIPEA (2,1 ml; 12 mmol). Reakéni smés
byla michana po dobu 1,5 h a promyta DMF.

Po opétovné deprotekci 25 % roztokem piperidinu v DMF byla v prosttedi DCM
a v ptitomnosti DIC (0,93 ml; 6 mmol) a DIPEA (2,1 ml; 12 mmol) navdzana kyselina
5-azidopentanova (Az) (858 mg; 6 mmol). Po 1,5 h byla pryskyfice odsata a promyta
DMF, DCM a methanolu. Produkt Az-Val-Cit-OH byl pomoci roztoku HFIP (1,5 ml)
a DCM (3,5 ml) odstépen z pryskyfice, kterd byla nasledné odsata na frité. Ziskany
filtrat byl za sniZzeného tlaku odpaten, olejovity zbytek byl vysrdzen diethyletherem

a vysuSen v exsikatoru.
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4.2.4. Syntéza azidového derivatu dipeptidu s 4-aminobenzyl-

alkoholem

Na Az-Val-Cit-OH (156 mg, 0,4 mmol; viz obr. 4.5) byl v pfitomnosti DIC (64 pnl,
1,05 ekv., 0,4 mmol) konjugovan 4-aminobenzylalkohol (Aba) (51 mg, 1,05 ekv.,
0,4 mmol). Reakce byla provedena ve smési DMF : DCM v poméru 6 : 4 (3,5 ml).
Po 16 h piiteploté¢ 25 °C byl meziprodukt odpafen a olejovity zbytek byl vysrazen
diethyletherem. Byl ziskan téméf Cisty produkt (160 mg, 0,32 mmol, 80 %).

OH

Obr. 4.5: Struktura Az-Val-Cit-Aba-OH

4.2.5. Syntéza aktivovaného derivatu dipeptidu

Postup ptipravy byl pievzat z jiz publikované¢ho postupu [47]. Az-Val-Cit-Aba-Npc
(viz obr. 4.6, str. 31) byl syntetizovan reakci Az-Val-Cit-Aba-OH (50 mg, 0,1 mmol)
a PNPC (60 mg, 0,3 mmol) ve smési DCM (0,5 ml), DMA (0,15 ml) a pyridinu
(0,15 ml). Pribéh reakce byl sledovan na HPLC. Po 4 h byla reakéni smés castené
odpafena za snizen¢ho tlaku a olejovity zbytek byl chromatografovan na preparativni
HPLC koloné Chromolith C18 s linearnim gradientem voda-acetonitril (0-100 % b&hem
15 min, 60 ml'min™!). Frakce obsahujici produkt (t=8 min) byl odpafena za snizeného
tlaku k suchu. Vytézek 48 mg bilé krystalické latky (0.07 mmol, 70 %). ESI MS
(vypocteno 669,7, nalezeno M+Na=692,2). Analytické HPLC ukdzalo jeden pik
(t=2.55 min). 'H NMR, 400 MHz (CD;OD): § 8.25 d, 2H (arom); 7.60 d, 2H (arom);
7.37 d, 4H (arom); 5.22 s, 2 H (CH20); 4.51 m, 1H (CH-a-Cit); 4.15 dd, 1H (CH-a-
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Val); 3.27 t, 2H (CH2N3); 3.25-3.05 m, 2H; 2.27 t, 2H; 2.05 m, 1H; 1.87 m, 1H;

1.75-1.47 m, 7H; 0.93 dd, 6H (CHs).
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Obr. 4.6: Schematicka struktura Az-Val-Cit-Aba-Npc

4.2.6. Syntéza derivatu dipeptidu s fluorescenéni znackou

Nejdiive byl vznikly Az-Val-Cit-Aba-Npc (2 mg, 3 umol) rozpuStén v methanolu
(100 pl) a nésledné bylo pfidano fluorescen¢ni barvivo Cy7-NH> (2,15 mg, 3 pumol)
a 4 ekvivalenty DIPEA (2 pl). Pomoci HPLC byl sledovan prabéh reakce. MS ESI
(vypocteno  1213,9, nalezeno M-CI=1177,7). Vytézek Az-Val-Cit-Aba-Cy7
(viz obr. 4.7) ¢inil 2,8 mg (2,3 pmol, 77 %). Ziskany produkt byl pfecistén sraZenim

ve smési diethyletheru a vysusen v exsikatoru.

cl™

Obr. 4.7: Az-Val-Cit-Aba-Cy7
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4.2.7. Syntéza polymerniho konjugatu se spojkou Val-Cit-4-amino-
benzylalkohol

Nejprve byl polymerni prekurzor P-Ala-DBCO (11,2 mg, 0,2 umol) rozpustén
v methanolu (50 pl) a nasledné k nému byl pfidan Az-Val-Cit-Aba-Cy7 (1,5 mg,
1,2 umol) spolu s dalsim objemem methanolu (200 pl). Syntéza tohoto polymerniho
konjugatu poly[HPMA-co-(Ma-f-Ala-Val-Cit-Aba-Cy7)] (P-Val-Cit-Aba-Cy7),
viz obr. 4.8, byla provedena nekatalyzovanou ,,click reakci azidu na trojnou vazbu
DBCO skupiny na prekurzoru. Methanol byl odstranén na odparce a ziskany polymer
byl vysrdzen ve smési rozpoustédel acetonu a diethyletheru v poméru 1 : 1 adale
centrifugovan. Ke sraZzenin¢ pfidan methanol (120 pl) a opét vysraZeno, centrifugovano
a preciSténo kolonou PD10. Poté byla provedena SEC (kapitola 4.1.5) s mobilni fazi
methanol : octan (pH=6,5) v poméru 4 : 1, pomoci které bylo kontrolovano vymyti
nenavazané znacky, a tedy cCistota vzniklého produktu. U pfipraveného polymerniho
konjugatu (7 mg) nebylo mozné pomoci SEC stanovit My ani P, protoze dochazi
k interakci laserového paprsku s danym fluoroforem a emitovana fluorescence znacky

zpusobi vyrazny nérlst intenzity, a tim ovliviiuje vysledné hodnoty.

Obr. 4.8: Polymerni konjugat poly[HPMA-co-(Ma-f-Ala-Val-Cit-Aba-Cy7)]
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4.3. Stépeni kathepsinem B (z hovézi sleziny)

4.3.1. Stanoveni aktivity kathepsinu B

Enzymova aktivita kathepsinu B byla stanovena pted samostatnym méienim dle ¢lanku
[48]. Pro stanoveni aktivity bylo vyuzito modelového substratu N*-benzoyl-L-arginin-4-
-nitroanilidu (Bzl-Arg-Nap). Byl pfipraven fosfitovy pufr (KH,POs; 0,1 mol-dm?;
0,001 mol-dm™ EDTA), jehoz pH bylo upraveno pomoci hydroxidu sodného
(1,6 mg'ml") na pozadovanou hodnotu 6,0. S vyuzitim fosfitového pufru byly dale
piipraveny zasobni roztoky kathepsinu B (2 mg ve 1,27 ml pufru), glutathionu (30 mg
v 2 ml pufru) a Bzl-Arg-NAp (13,59 mg ve 338 ul DMSO). Nasledné byli pufr (815 pl),
roztok kathepsinu B (60 pl) a roztok glutathionu (100 pl) dohromady inkubovany
ve sklenéné kyveté€ s optickou drahou 1 =1 cm (37 °C, 5 min). Po uplynuti 5 min bylo
pfidano 25 pl roztoku Bzl-Arg-NAp. Byla zméfena absorbance hned po pfidani a po
10 min od ptfidani Bzl-Arg-Nap pii vinové délce A = 410 nm. Byla zjisténa zména
absorbance roztoku (AAsi0 = 0,259) a srovnan s udadvanymi hodnotami ve clanku.
Ze ziskan¢ hodnoty byla vypoctena koncentrace aktivnich mist kathepsinu B

(1,57-107 mol-dm™).

4.3.2. Stépeni polymernich konjugatti

Polymerni konjugity byly rozpustény v 0,1 mol-dm™ fosfatovém pufru (KH,PO4
0,1 mol-dm™; pH = 6,0 (upraveno pomoci hydroxidu sodného); 0,001 mol-dm= EDTA),
kde koncentrace polymeru byla 2 mg-ml™! a aktivita enzymu odpovidala 4-10”7 mol-dm™.
Byl piidan roztok glutathionu (15 g-dm™) a smés byla opét uchovavana v termostatu pii
teplot¢ 37 °C. Uvolnovani fluorescenni znacky bylo sledovano pomoci HPLC
s fluorescencni detektorem (excitace 750 nm, emise 773 nm) v ¢ase 0, 1, 3, 5, 7, 12, 24
a 48 h od pfiddni enzymu. Vyhodnocovani bylo provedeno =z piirGstku
nizkomolekuldrniho piku v ptipadé polymerniho konjugatu se spojkou Val-Cit-Aba

a z ubyvajici plochy polymerniho piku v pfipadé spojky G1ly-Phe-Leu-Gly.

4.4. Fluorescencni znacka

Ptipravené polymerni konjugaty jsou sloZeny z hydrofilniho polymerniho nosi¢e na bazi
HPMA, enzymové Stépitelné spojky a fluorescencni znacky Cy7-NHz (viz obr. 4.9,

str. 34). Jednd se o nizkomolekularni barvivo, které je kovalentné piipojeno
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k polymernimu nosi¢i. Emisni spektrum Cy7-NH> se pohybuje v blizké infradervené
oblasti (NIR), kterd odpovida rozmezi 700-900 nm. Struktura Cy7-NH: obsahuje
volnou aminoskupinu, kterd mutze slouzit pro konjugaci s reaktivnimi molekulami.
Jeji molekulova hmotnost je 719,87 g'mol™'. Molarni absorpéni koeficient v methanolu
je €750 = 199000 dm*-mol!-cm™. Na obr. 4.9 jsou zndzornéna absorpéni a emisni spektra
fluoroforu Cy7-NH: (s odpovidajicimi maximy pti 750 nm a 773 nm). Bohuzel,
fluorofor Cy7-NH> je ve vodé nerozpustny, takze nebylo mozné stanovit extinkéni

koeficient Cy7-NH: ve vodném roztoku.

1 1 1 L 1 | i

550 600 650 700 750 800 850 900
vlnova délka [nm]

+
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Obr. 4.9: Chemicka struktura Cy7-NH: (vlevo); Emisni (modra) a excita¢ni (zelena) spektrum

Cy7-NH: (vpravo). Pfevzato a upraveno dle [49].

4.5. In vitro studie

Prace sbunécnymi kulturami byla provedena za sterilnich podminek v lamindrnim
boxu. Pro in vitro studii byla vyuZita epitelialni bunécnd linie FaDu. Bunééna linie byla
vybrana s ndvaznosti na pfedpokladané budouci biomedicinské vyuziti konjugatu
(nédory hlavy a krku).

Jedné se o adherentni buiiky, tedy buiiky rostouci ptichycené na povrchu, proto byly
z kultivaéni lahvicky uvolnény pomoci Iml 0,25 % trypsinu a vloZeny do inkubétoru
(37 °C, 5 % CO2) na 5 min. Po odlouceni bunék od stény lahvicky byl zbytkovy trypsin
inhibovan ristovym mediem EMEM obsahujicim inhibitory trypsinu. Nésledovala
centrifugace (400x g) po dobu 3 min. Supernatant byl odlit a peleta z nadorovych

bunék byla opét suspendovana v cerstvém mediu (3 ml, 37 °C). Pomoci Biirkerovy
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komiirky bylo napo&itano 5,27-10° bun&k na 1 ml roztoku. Nejprve do kazdé &tvrtiny
mikroskopické ¢Etytkomorové misticky bylo vlozeno 90 000 bunék spolu s mediem
(0,5 ml). V jedné komirce byl polymer se spojkou Gly-Phe-Leu-Gly, ve druhé
s Val-Cit-Aba, ve tieti s f-Ala a ve ¢tvrté byla kontrola (NT). Kazdé barveni bylo
provedeno v duplikatech — dv€ pro mitochondrie, dvé pro lysosomy. Bunky byly
inkubovany 24 h (37 °C, 5 % CO2). Pro optimalni viditelnost fluorescencni znacky
na butikach byla pouzita koncentrace Cy7-NH, rovna 5 pg'ml™.

K vizualizaci distribuce a lokalizace polymeru v mitochondriich a lysosomech bylo
vyuzito nékolik fluorescencnich znacek. K barveni lysosomt byl vyuzit LysoTracker
Yellow-HCK-123, k barveni mitochondrii MitoLite™Dyes Blue FX490, k barveni jader
Hoechst 33342. Fluorofory spolu s pouzitymi lasery a filtry jsou znazornény v tab. 4.1.
Pro fixaci barveni byl vyuzit 4 % parachloraldehyd. Samotny polymer nese kovalentné
navdzany Cy7-NH, ktery jsme diky jeho fluorescenci schopni pozorovat.
Pomoci fluorescencni mikroskopie nelze rozlisit, zda je Cy7-NH» stidle navazany

na polymeru nebo jiz volné v cytoplasmé.

Tab. 4.1: Fluorescen¢ni znacky s excita¢nimi a emisnimi délkami, pFislusSnym laserem a pouZité
filtry

. Excitacni Emisni .
Barvivo R R Laser Filtr
vlnové délka | vlnova délka
[nm] [nm]
[nm] [nm]

Cyanin 7-NH» 750 773 775 800-900
LysoTracker .
Yellow-HCK-123 465 535 485 500-550
MitoLite™Dyes
Blue FX490 350 490 405 422-467
Hoechst 33342 361 497 405 422-467

Konfokalni mikroskop se skladal z optického mikroskopu Nikon Eclipse Ti-E
s vyuzitim nastroji od firmy Abberior-Instruments STED pfi zvétSeni 60%. Numericka
apertura byla rovna 1,4. Rychlost sniméni 1 pixelu byla zvolena bud’ 20 ms za 6 h, nebo

10 ms za 24 h, kde 1 pixel odpovida 50 x 50 nm.
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5. Vysledky

5.1. Priprava polymernich konjugatt a jejich prekurzort

V ramci této bakalaiské prace byly syntetizovany fluorescencné znacené polymerni
konjugaty, které by mély umoznit uvolnéni fluoroforu v nddorovém prostiedi.
Zakladnim bodem této prace byl predpoklad, ze fluorescence vybraného fluoroforu se
vyznamné snizi po navazani na polymerni nosi¢, a po zpétném uvolnéni dojde opét
k vyznamnému narastu fluorescence. Nejdiive byly uspésné peptidovou syntézou
na pevné fazi pripraveny sekvence G1y-Phe-Leu-Gly a Az-Val-Cit-OH, které byly
nasledné vyuzity jako spojky mezi polymernim nosi€em a fluorescenéni znackou.
Dale byly ftizenou RAFT polymerizaci pfipraveny kopolymery na bazi HPMA,
konkrétn& P-Ala-TT (55 700 g'mol™') a P-GFLG-TT (35 200 g'mol ™). Oba kopolymery
mély molekulovou hmotnost umoznujici jejich pasivni akumulaci v nadorové tkani
a zaroven jejich naslednou eliminaci z organismu pomoci glomerularni filtrace.
Nasledujici ptiprava polymernich konjugati s fluorescencni znackou se lisila podle
pouzitého prekurzoru. V piipad¢ prekurzoru s tetrapeptidem G1ly—-Phe-Leu-Gly bylo
vyuzito TT reaktivnich skupin piedstavujici aktivované karboxylové skupiny.
TT skupiny slouzily pro ptipojeni fluorescencni znacky, Cy7-NH,, amidovou vazbou.
Syntéza polymerniho konjugatu P-Val-Cit-Aba-Cy7 se sestavala ze dvou paralelné
probihajicich pfiprav téchto meziprodukti: Az-Val-Cit-Aba-Cy7 a polymerniho
prekurzoru P-Ala-DBCO, které byly nakonec propojeny nekatalyzovanou ,,click® reakci
(bez pritomnosti médi) azidu na trojnou vazbu DBCO skupin prekurzoru. Pfi piipravé
Az-Val-Cit-Aba-Cy7 nejprve doslo k pfipojeni Aba na karboxylovy konec molekuly
Az-Val-Cit-OH, po které nasledovala aktivace vzniklého produktu na Az-Val-Cit-Aba-
Npc. Na aktivovany komonomer Az-Val-Cit-Aba-Npc byl v poslednim kroku pfipojen
Cy7-NHa,. Pti konjugaci fluoroforu dochézi k uvolnéni 4-nitrofenolu a navazani znacky
na hydroxyskupinu Aba pomoci uretanové vazby. Ptiprava prekurzoru P-Ala-DBCO
spocivala v reakci P-Ala-TT s DBCO-NH». Zbyvajici TT skupiny byly odstranény
pridanim Amp.
Ptipravené polymerni konjugaty jsou charakterizovany v tab. 5.1, str. 37. Jako kontrolni
vzorek pro pfipravu nedegradovatelného polymerniho konjugéatu byl vyuzit polymerni
konjugat poly[HPMA-co-(Ma-$-Ala-Cy7)] (P-Ala-Cy7), ktery byl pfipraven v ramci

oddéleni, na kterém jsem vypracovala svou praci. Konjugdt obsahuje enzymové
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nesteépitelnou spojku f-Ala, u které bylo predpokladano, Ze nedojde pii biologickém
vyuziti k uvolnéni fluoroforu, a tedy ani intenzita fluorescence se nebude zvySovat.
Polymerni konjugat P-Ala-Cy7 byl pfipraven konjugaci Cy7-NH: na polymerni
prekurzor poly[HPMA-co-(Ma-f$-Ala-TT)] jehoz obsah koncovych TT skupin ¢inil
11,2mol. % (0,718 mmol- g!). Prekurzor byl analyzovin pomoci SEC:
My =36 500 g'mol ™! a D = 1,05.

Tab. 5.1: Molekulové charakteristiky polymernich prekurzora a polymernich konjugati s Cy7-NH:

Kopolymer MY PY | Cyl-NH.” |  TTY DBCO?
[g'mol ] [hm. %] | [mol. %] | [mol. %]

poly[HPMA-co(Ma-GFLG-TT)] | 35200 | 1,08 i 476 i

poly[HPMA-co-(Ma-f-Ala- 11 ) )

DBCO)] 57 000 ,10 3

poly[HPMA-co-(Ma-8-Ala-TT)] | 36 500 | 1,05 3 11,2 ;

poly[HPMA-co-(Ma-GFLG- NA® NA® 1 ) )

Cy7]

p(?ly[HPMA-co-(Ma-ﬁ-Ala-Val- NA* NA® 1 ) }

Cit-Aba-Cy7)]

poly[HPMA-co-(Ma-3-Ala-Cy7)] NA" NA" 2 - -

“nelze zmé&fit

“Hmotnostné stfedni molarni hmotnosti (M) a indexy polydisperzity (P) naméfené SEC pomoci
rozptylového a refraktometrického detektoru; “obsah Cy7-NH, naméfen UV/Vis spektrofotometrii
v methanolu (g750 = 199 000 dm*mol'-cm™), “obsah TT-skupin naméfen pomoci UV/Vis
spektrofotometrii v methanolu (g30s = 10 300 dm3-mol-cm™); Yobsah DBCO-skupin namé&fen pomoci
UV/Vis spektrofotometrii v methanolu (g292 = 13 000 dm*mol'-cm™)

U piipravenych polymernich konjugati nebylo mozné pomoci SEC stanovit hmotnostné
sttedni molekulovou hmotnost (v tab. 5.1 znaceno NA), protoze dochézi k interakci
laseru s danym fluoroforem a emitovana fluorescence ptispiva k intenzité rozptylené¢ho

svétla, a tim ovliviiuje vysledek. Jejich SEC zaznam odpovida SEC zaznamu

polymernich prekurzori, nedoslo ani k posunu, ani k rozsiteni ptislusnych piki.

5.2. Enzymové stépeni

Fluorescen¢ni znacka Cy7-NH; byla z polymerniho konjugatu St€pena pomoci enzymu

kathepsinu B (bos taurus, slezina). Uvoliovani znacky bylo sledovano v zavislosti

na ¢ase pomoci HPLC a je znazornéno na obr. 5.1, str. 38. Koncentrace aktivnich mist

kathepsinu B byla stanovena spektrofotometricky pomoci modelového substratu

Bzl-Arg-Nap (viz kapitola 4.3.1.). Pro enzymové reakce s polymernimi substraty byla
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pouzita vysledna koncentrace kathepsinu B 4-107 mol-dm™. HPLC chromatogramy
konjugatu se spojkou Gly-Phe-Leu-Gly Vv priabchu jeho inkubace s kathepsinem B
v riznych c¢asech od pocatku inkubace jsou uvedeny na obr. 5.1. Uvoliovani
fluorescen¢ni znacky z polymerniho nosi¢e s G1y-Phe-Leu-Gly ma za nasledek
narust fluorescence volného fluoroforu a pokles fluorescence polymerné vazaného

fluoroforu. Na pocatku reakce byl veskery Cy7-NH» navdzany na polymeru, viz ¢erna

kiivka na obr. 5.1.

375000 4 \
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125000
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75000
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25000
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2.60 2.2‘5 250 275 ‘ 77:77 450 4.7‘5 min
Obr. 5.1: HPLC chromatogramy reakéni smési polymerniho konjugatu poly|HPMA-co-(Ma-
GFLG-Cy7)] $tépené kathepsinem B (4:107 mol-dm™), ¢as 0 hod (¢ernd), 1 h (rGizova), 3 h (svétle
modra), 5 h (hnéda), 7 h (zelena), 12 h (tmavé modra), 24 h (khaki). Kolona 100 X 4,6 mm
Chromolith Performance RP-18e s reverzni fazi, mobilni faze s linearnim gradientem 0-100 % B

(A: 94,9 % H,0; 5 % acetonitril; 0,1 % TFA; B: 94,9 % acetonitril; 5 % H,O; 0,1 % TFA),
prittokova rychlost: 5 ml'min!. Fluorescenéni detektor, excitace 750 nm, emise 773 nm.
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Na obr. 5.2 je zndzornén narust fluorescence pii inkubaci polymerniho konjugatu se
Stépitelnou spojkou Val-Cit-Aba s kathepsinem B. Zde je jasné patrny prudky nartst

fluorescence po Stépeni, coz znaci uvolnéni fluoroforu.

150000 - |

100000

375 400 425 450

Obr. 5.2: HPLC chromatogramy reakéni smési polymerniho konjugatu poly|HPMA-co-(Ma-
B-Ala-Val-Cit-Aba-Cy7)] §tépené kathepsinem B (4-10”7 mol-dm™), ¢as 0 h (Eernd), 1 h (rGizova),
9 h (modra), 48 h (zelend). Kolona 100 x 4,6 mm Chromolith Performance RP-18¢ s reverzni fazi,
mobilni faze s linearnim gradientem 0-100 % B (A: 94,9 % H»O; 5 % acetonitril; 0,1 % TFA;
B: 94,9 % acetonitril; 5 % H,O; 0,1 % TFA), prittokova rychlost: 5 ml'min’'. Fluorescenéni

detektor, excitace 750 nm, emise 773 nm.

5.3. In vitro studie

Obr. 5.3, str. 4042, zndzoriiuje snimky nadorovych bunék (FaDu) inkubovanych
s fluorescencné¢ znacenymi polymernimi sondami. Pro biologické testovani
intracelularni biodistribuce polymernich nosicii byly pouzity tfi polymerni konjugéty
s riznymi spojkami: dvé spojky byly enzymové Stépitelné (Gly-Phe-Leu-Gly
aVal-Cit-Aba) a jedna spojka slouzila jako enzymové nestépitelnd kontrola (5-Ala).
Snimky byly potizené pomoci laserové skenovaci konfokalni mikroskopie a zpracované
softwarem ImagelJ. Bunéné kompartmenty (jddro, mitochondrie, lysosomy) byly
oznaceny fluorescenénimi znaCkami (viz tab. 4.1, str. 35). Na pofizenych snimcich,
bohuZzel, nelze rozliSit polymerné vézand znacka a znacka uvolnéna z polymerniho

nosice. Proto druhy sloupec obr. 5.3 odpovida celkovému mnozstvi Cy7-NHa.
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Jiz po 6 h inkubace (37 °C) byla pozorovana vyrazn¢ vyssi intenzita fluorescence
Cy7-NH; v bunkach. U vSech polymernich konjugatii doslo ke vstupu do nadorovych
bun¢k, kde je mozné sledovat distribuci a lokalizaci Cy7-NH: v bunéénych
kompartmentech (mitochondrie, lysosomy). Nicméné fluorescencni intenzita byla
vyznamné vys$§i u systému se Stépitelnymi spojkami. Fluorescenéni intenzita
pozorovana po 24 h inkubace (37 °C) polymernich konjugatii s buiitkami byla rovnéz
mnohem vys§i u polymerd se Sté€pitelnymi spojkami Gly-Phe-Leu-Gly
a Val-Cit-Aba, nez u kontrolniho konjugatu s nesStépitelnou spojkou pf-Ala.
U polymeru se spojkou f-Ala nepozorujeme po 24 h Zadnou vyraznou zménu, stale se

fluorofory vyskytuji v diskrétnich vaccich.

Cy7-NH, +

Hoechst 33342 Cy7-NH; M/L Prekryv

10 pm 10 pm 10 pm 10 pm PCC 0,82

10 pm 10 pm 10 pm 10 um PCC 0,81

PCC 0,72

10 pm 10 pm 10 ym

10 pm 10 pm 10 pm PCC 0,69
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Cy7-NH, +

Hocchst 33342 Cy7-NH; M/L Prekryv

]
Q
< 3
©o O
3]
>
10 w8 i 2 10:pm 10 pm 10 pm PCC0.78
[1¢]
Q0
< 2
o O
1]
=

10 pm 10 pm 10 pm PCC 0,56

24 h
ValCitAba

10 pm 10 pm 10 pm PCCO0,25 *

24 h
ValCitAba

10 pym N : T 10 pm 10 pm 10 um pPcC 0’ 42

6h

B-Ala

PCC 0,20

10 nm 10 pm P

6h
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10 pm 10 pm 10 pm 10 um PCC 0,21
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Cy7-NH, + v
Hoechst 33342 Cy7-NH> M/L Prekryv

Y 10 um 10 pm 10 pm % PCC 0,46

»

10 ‘u';l?‘""‘-' ¥ & 110 um “ 10 pm 10 pm - PCC 0,54
g .

¢ (Cy7-NH) = 5 ug-ml’

Obr. 5.3: Fluorescence zobrazena konfokalnim mikroskopem. Internalizace fluorescencné
znacenych polymernich konjugatt s nadorovych buiika (FaDu). GFLG: poly[HPMA-co-(Ma-GFLG-
Cy7)]; ValCitAba: poly[HPMA-co-(Ma-B-Ala-Val-Cit-Aba-Cy7)]; B-Ala: poly[HPMA-co-(Ma-f-
Ala-Cy7)]. Jadra jsou znazornéna zluté, Cy7-NH> Cervené, v piipadé spojky f-Ala modrou barvou
(odstin Fire) z diivodu kontrastu. Jadra byla znacena pomoci Hoechst33342, mitochondrie pomoci
MitoLite™Dyes Blue FX490 (na snimcich ozna¢eno pismenem M), lysosomy pomoci LysoTracker
Yellow-HCK-123 (na snimcich oznaceno pismenem L) a na polymer je kovalentné navazan Cy7-
NH,. Snimky byly zpracovany softwarem Image] a barvy na nich byly pocitacové upraveny.
V posledni sloupci je zndzornén piekryv (kolokalizace) Cy7-NH, bud’ s MitoLite™Dyes Blue
FX490, anebo s LysoTrackerem Yellow-HCK-123.

Pomoci Softwaru ImageJ byl stanoven tzv. Pearsontiv korela¢ni koeficient (PCC),
jehoz hodnoty jsou vyneseny v tab. 5.2, str. 43. Rozsah koeficientu je od hodnoty -1
do 1. Cim vic se PCC blizi 1 nebo -1, tim je dokonalejsi korelace mezi lokalizaci
dvojice fluorofori. Z hodnot PCC je patrné, ze zatimco u polymernich konjugath
s enzymoveé Stépitelnou spojkou, P-GFLG-Cy7 a P-Val-Cit-Aba-Cy7, hodnota
koeficientu po 24 h inkubace s buitkami poklesla oproti hodnoté po 6 h inkubace, tak

u polymerniho konjugatu s nestépitelnou spojkou, P-Ala-Cy7, tomu bylo naopak.
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Tab. 5.2: Pearsoniiv korela¢ni koeficient Cy7-NH: s lysosomy a mitochondriemi po 6 a 24 hodinach

inkubace pro rizné spojky

Pearsontiv korelacni koeficient (PCC)

Organel e re TeuGly | Val-Cit-Aba B-Ala
6h 24h 6h 24 h 6h 24 h
Lysosomy 0,81 0,69 0,56 0,42 0,21 0,54
Mitochondrie 0,82 0,72 0,78 0,25 0,20 0,46
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6. Diskuze

Cilem ptedklddané bakalatské prace byla syntéza, fyzikalné-chemicka charakterizace
a predbézné biologické hodnoceni makromolekularnich fluorescencné znacenych
polymernich sond uréenych pro vizualizaci pevnych nadort. Prace byla zaméfena
na ptfipravu polymernich konjugati na bazi kopolymert HPMA a na enzymové
uvolnovani fluorescenéni znacky, Cy7-NHa, v nddorovych buiikach, a s tim souvisejici
zménu intenzity fluorescence. Tato prace je zaloZzena na hypotéze, Ze intenzita
fluorescence uvolnéné znacky je znacné vysSi nez v pfipadé¢ znacky vazané
na polymerni nosi¢, coZ bylo prokazano v in vitro studii (viz obr. 5.3, str. 40—42), kde je
rozdil nejvice patrny v piipadé spojky Val-Cit-Aba. Zaroven piedpokladame, ze
polymerni fluorescencni sonda se bude akumulovat v nadorovych buitkédch v dusledku
EPR efektu, a tim bude dosazeno velkého kontrastu fluorescen¢niho signalu mezi
nadorovou a zdravou tkani. Nasim cilem tedy byla syntéza polymerniho systému
s aktivovatelnou intenzitou fluorescence, ktera by posléze umozZnila chirurgovi

odstranéni nadorové hmoty na zéklad¢ fluorescencniho signalu z nddorové tkang.

6.1. Syntéza a charakterizace polymernich sond

Pozornost v této praci byla vénovana piredevSim syntéze polymernich systému
s fluorescen¢ni znackou, které se povedlo UspéSné piipravit. Syntéza polymernich sond
se sestavala z n€kolika krokl, ve kterych postupné byly pfipravovany komonomery
na bazi HPMA, polymerni prekurzory a nakonec polymerni konjugaty s fluorescen¢ni
znackou.

Obé¢ polymerni sondy byly pfipravovany jinymi strategiemi. Konjugat P-GFLG-Cy7
byl piipraven kopolymerizaci methakroylovaného tetrapeptidu. V ramci pracovniho
kolektivu byl syntetizovan i1 methakroylovany dipeptid s TT koncovymi skupinami,
Ma-Val-Cit-TT, ale pokusy o jeho vyc¢isténi a izolaci nebyly Gspésné. Z tohoto ditvodu
byla zvolena jina cesta piipravy, kde pomoci ,,click reakce byl Az-Val-Cit-Npc vazan
na polymer, ale vysledny obsah reaktivnich Npc na polymeru byl pfili§ nizky a nebylo
mozné nasledné konjugovat fluorofor. Proto bylo rozhodnuto vytvofit pfimo azidovy
derivat s fluoroforem a nasledné¢ cykloadicni  ,click  reakci  pfipojit
Az-Val-Cit-Npc-Cy7 na DBCO skupiny polymerniho prekurzoru. V mém piipadé byl
na koncovy Npc pfipojen Aba. Ve srovnani s predchézejici praci bylo zjiSténo, Ze neni-

li pfitomen Aba, reakce téméi nebézi [50]. Je to dano tim, ze Aba dobie zapada
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do aktivniho mista enzymu, tim dojde k uvolnéni derivitu Aba-Cy7 a nasledné
probéhne velmi rychld 1,6-eliminace za vzniku Aba, CO a Cy7-NHa.

Aminokyselinové sekvence, které byly nasledné vyuzity jako spojky pro navazani
fluoroforu na polymerni prekurzor, byly pfipraveny metodou peptidové syntézy
na pevné fazi (Merrifieldova metoda). Zatimco tetrapeptid Gly-Phe-Leu-Gly byl
po odstépeni  z pryskyfice modifikovan reaktivnimi TT skupinami, v pfipadé
Az-Val-Cit-OH doslo k ptfipojeni Aba na C-konec sekvence a naslednou aktivaci
pomoci PNPC byl piipraven Az-Val-Cit-Aba-Npc. Vzhledem k velkym ztratam
pfi CiSténi na silikagelu, bylo pro jeho €isténi vyuzito preparativni HPLC. Na derivat
dipeptidu Az-Val-Cit-Aba-Npc byl uretanovou vazbou navazan fluorofor. Kopolymery
HPMA s methakrylovanymi aminokyselinami (f-Ala) nebo tetrapeptidem byly
syntetizovany fizenou RAFT polymerizaci.

Béhem syntézy polymerniho konjugatu P-GFLG-Cy7 bylo zjisténo, ze
pii aminolytickém navazovani Cy7-NH> v methanolu na prekurzor s TT koncovymi
skupinami vznikd neznamy derivat fluorescencni znacky, ktery ma odlisné
UV/Vis spektrum a jeho molekulova hmotnost uréend hmotnostnim spektrometrem se
1isi od molarni hmotnosti vychoziho Cy7-NH, o 2 g:mol’!. Dale dochazi k posunu
absorp¢niho 1 emisniho maxima k vy$sim vinovym délkam (780 nm) a analyza pomoci
HPLC stanovila pro tento derivat téméi o pil minuty vyssi retencni ¢as. V. DMF
ke vzniku tohoto derivatu nedochazi. Identita derivatu nebyla zjisténa, nebot’ dalsi
studium struktury této latky by piesahovalo rdmec této bakalaiské prace. Pii piipravé
makromolekularniho systému P-Val-Cit-Aba-Cy7 nejdiive doslo k modifikaci pomoci
DBCO-NH: a v dal$im kroku bylo vyuzito cykloadi¢ni ,,click® reakce, pii které vznikl
triazolovy kruh mezi azidy molekul Az-Val-Cit-Aba-Cy7 a koncovymi DBCO
skupinami polymerniho prekurzoru P-Ala-DBCO.

Obsah fluorescencni znaCky Cy7-NH> na polymernich sondach (I hm. %
u enzymove Stépitelnych konjugatl, 2 hm. % u enzymové nestépitelné kontroly) byl
dostacujici pro fluorescencni zobrazovani pii biologickém testovani, a mél by byt
dostacujici 1 pfi budoucim vyuziti v navadéné chirurgii. U pfipravenych polymernich
konjugath s Cy7-NH> neni mozné stanovit hodnotu My, pfimo pomoci SEC s detektorem
rozptylu svétla, protoze dochazi k interakci laseru pouZitého pro rozptylovy detektor
s fluoroforem. K intenzité rozptyleného svétla by tak pfispivala i intenzita fluorescence
a namé¢fené hodnoty My by byly mnohonasobné vy$si nez odpovidd realité.
Lze opravnéné predpokladat, Ze My pfipravenych konjugétii se vyrazné€ nelisi od My
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polymernich prekurzora (viz tab. 5.1, str. 37), protoze SEC chromatogramy konjugatt
i prekurzorti jsou prakticky totozné. Vysokd molarni hmotnost pfipravenych
polymernich konjugati s fluorescencni znackou je vhodna pro jejich akumulaci

a dopravu do pevného nadoru pomoci EPR efektu.

6.2. Stépeni kathepsinem B

V této praci byl jako modelovy enzym ke sledovani uvoliiovani Cy7-NHa
z polymernich konjugatii pouzit kathepsin B. Jedna se o lysosomalni a endosomalni
cysteinovou proteasu. Fluorescen¢ni znacka byla na polymerni nosi¢ navazana
prostfednictvim dvou spojek — Gly-Phe-Leu-Gly a Val-Cit-Aba, o nichZ je
znamo, Ze vyhovuji substratové specifité¢ kathepsinu B. V ptipadé spojky Val-Cit-
—-Aba dochazi k rozStépeni vazby mezi Aba a Cit, u spojky Gly-Phe-Leu-Gly
dochazi ke Stépeni na C-konci sekvence. Jako negativni kontrola byl pouZit polymerni
konjugat se spojkou S-Ala, ktera nepodléhd enzymové hydrolyze kathepsinem B.

Tetrapeptid Gly-Phe-Leu-Gly, ktery vykazuje vysokou stabilitu v krevni
plasmé, je v literatufe opakované popisovan jako spojka nesouci kancerostatikum Dox
navazané na polymerni nosi¢ na bazi HPMA, kterd umoznuje intracelularni uvolnéni
Dox ptsobenim lysosomalnich proteas [44, 51]. Z téchto divodi byla vybrana praveé
tato spojka pro in vitro studii v této praci. Spojka Val-Cit-Aba, jenz byla pouzita
napf. v klinickém testovani protilatkovych konjugéati s monomethyl auristatinem E,
podléha jesté rychlejsi enzymové degradaci kathepsinem B nez G1ly-Phe-Leu-Gly
[52].

Pomoci fluorescen¢niho detektoru pii HPLC analyze byla pozorovéana zména
fluorescence pro polymern¢ vazany a volny fluorofor. V piipad¢ polymerniho konjugatu
se spojkou Gly-Phe-Leu-Gly je mozné pozorovat, jak samotny polymerni konjugat
P-GFLG-Cy7, tak uvolnény fluorofor (viz obr. 5.1, str. 38). Po pfidani enzymu, ktery
zpusobi uvolnéni znacky, se intenzita fluorescence uvolnéného fluoroforu zvysi jen
nepatrné oproti intenzité fluorescence polymerné vadzaného fluoroforu. Ze zacatku
mnozstvi uvolnéného Cy7-NH> narlstd (zelena kiivka), ale zhruba po 12 h je
zaznamenan pokles plochy odpovidajiciho piku, coZz pfisuzujeme mozné fazové
separaci malo rozpustného uvolnéného fluoroforu, ptipadné€ jeho degradaci na produkty,

které pifi této excitacni vlnové délce fluorescenci nevykazuji. Bohuzel, pouZita
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koncentrace fluorescencni znacky je pfili§ nizka pro sledovani jeji absorbance pomoci
UV/Vis detektoru.

K prudkému nariistu intenzity fluorescence doslo po pfidani enzymu k reakéni smési
polymerniho konjugatu P-Val-Cit-Aba-Cy7 (obr. 5.2, str. 39). Tento polymerni
konjugat nevykazuje témét zadnou fluorescenci. Je mozné se domnivat, ze zhaSeni
fluorescence je zpusobeno kombinaci pritomnosti aromatické struktury ve spojce
obsahujici Aba a vzajemnym piiblizenim fluorescen¢nich molekul vazanych
na polymer, coz vede ke zhaSeni fluorescence fluoroforu na polymernim konjugatu.
Jakmile je pfidan enzym, dochéazi k uvolnéni Cy7-NH2 a tim 1 k vyraznému zvySeni
intenzity fluorescence. Pozorovany fluorescencni signdl na HPLC je proto téméf
vyhradné z uvolnéného Cy7-NHz. Po 1 h se zda, Ze vétSina fluorescencni znacky je
z polymerniho systému uvolnéna (rtzova kiivka). Poté zacne intenzita fluorescence
odpovidajici uvolnénému Cy7-NH> klesat (modra kiivka). Moznymi divody tohoto
déni mohou byt: degradace uvolnéného Cy7-NH», nebo jeho fazova separace z roztoku
v disledku nizké rozpustnosti Cy7-NH> ve vodé.

Ze ziskanych vysledkl intenzity fluorescence je patrné, ze fluorescencni znacka
Cy7-NH: je vyrazné rychleji uvoliiovana z polymerniho nosi¢e obsahujiciho spojku
Val-Cit-Aba nez z polymeru se spojkou Gly-Phe-Leu-Gly. V pripadé spojky
Val-Cit-Aba dojde v fadu nékolika desitek minut k vyraznému nartstu intenzity
fluorescence, coz je pozadovany cil pro fluorescenéné navigovanou chirurgii. Proto se
lze domnivat, Ze rychleji Stépitelna spojka bude vhodnéjsi fluorescencni sondou.
Na zavér lze konstatovat, ze intenzita fluorescence vyznamné zavisi na okoli fluoroforu,
a proto 1 samotna struktura polymeru muze zpusobit zhasSeni fluorescence nesené

fluoroforcencni znacky.

6.3. Vybér fluorescenéni znacky

Jednim z divodt vybéru znacky Cy7-NH: byla jeji dostate¢né vysokd vlnova délka
excitace a emise, coz je Zzadouci, jelikoz nase té€lo pohlcuje v rtiznych mirach
elektromagnetické zateni, napt. viditelné zafeni je pohlcovano téméf absolutng. Zatreni
o vysokych vinovych délkach v NIR oblasti spektra uz tkani ¢astecné prochazi, protoze
nedochézi k jeho uplnému zachycovani a rozptylovani. Dale lidské t€lo v NIR oblasti
nevykazuje témét Zadnou autofluorescenci, a proto je mozné fluorescenci znacky lépe

pozorovat. Dals§i vyhodou této znacky je volnd aminoskupina, kterou lze vyuzit
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napf. pro vazbu na polymer. Fluorofor Cy7-NH> relativn¢ malo interaguje s bunéénymi
membranami, proto nedochdzi k jeho nespecifické sorpci na membranu, ani se vyrazné
neméni farmakokinetika polymerniho nosi¢e pro navédzani barviva. U nékterych
fluorescenc¢nich znacek se totiz muze stat, Ze ovlivni chovani polymeru napt. kdyz se

znacka sorbuje na membrany bunék.

6.4. In vitro studie

Cilem prace bylo vyvinout takovou fluorescen¢ni sondu, kterd by po i.v. podani
dokazala vizualizovat hranice nddorové tkané, a tak ji odliSit od okolni zdravé tkane.
Bylo by zadouci mit vyrazny rozdil v intenzité¢ fluorescence mezi nadorem a zdravou
tkani, aby byl ziskan dostatecny kontrast mezi témito dvéma tkdnémi. Pfedpokladem
pro in vitro studii bylo, ze po pifidani polymerniho konjugatu k naddorovym bunkam
nedojde k vyraznému zvySeni intenzity fluorescence. Jakmile by mélo dojit
k endocytdze konjugatli do buiiky a Stépeni enzymem v sekundarnim lysosomu, tak je
ocekavano uvolnéni znacky, a tim by mélo dojit k vyraznéjSimu zvyseni fluorescence
nekterych organel builkky. Tento pifedpoklad byl posléze experimentem potvrzen
(viz obr. 5.3, str. 40—42).

Intracelularni distribuce NIR znacky byla pozorovana pomoci LSCM. Ze ziskanych
hodnot PCC v tab. 5.2, str. 43, miizeme konstatovat, Ze se Cy7-NH> nehromadi pouze
v jednom buné¢ném kompartmentu, ale Ze se v riizné mife dostava do raznych organel,
vcetn¢ mitochondrii a lysosomti. Praveé tyto dvé organely byly vybrany pro detailni
analyzu. Hodnoty koeficientu, bohuzel, nepomohou urcit, zda se fluorofor vyskytuje
uvnitf kompartmentu nebo na jejim povrchu, ani zda je fluorescencni znacka stale
navazand na polymer, anebo je jiz ve volné formé. AvSak je mozné usuzovat, Ze
v ptipadé P-Val-Cit-Aba-Cy7 pozorovana fluorescence pochazi pievazné z uvolnéné¢ho
fluoroforu, protoze polymerné vazany fluorofor ma zanedbatelnou intenzitu
fluorescence.

Pouzity polymer je hydrofilni makromolekularni latka, proto nemize samovolné
difundovat skrz biologické membrany a pronikd do buné¢k endocytdézou. Po jeho
internalizaci do bungk tak nejspiSe dochazi k jeho shlukovani v blize nespecifikovanych
vaccich, coz odpovidd i1 pozorovani pomoci fluorescenéniho mikroskopu. Zda-li se
jedna o sekundérni lysosomy, endosomy nebo vacky zbylé po lysozomech a pfipravené

k odstranéni bunck, bude predmétem dalSiho studia. Jakmile se Cy7-NH: uvolni
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z polymeru v sekundérnim lysosomu, bude mit pravdépodobné tendenci difundovat
do cytoplasmy nebo se bude sorbovat na hydrofobni struktury, protoze neni rozpustny
ve vode.

PCC pro lysosomy je pro vzorky se spojkami Gly-Phe-Leu-Gly
a Val-Cit-Aba po 24 h nizsi oproti 6 h, coz vypovida o tom, Ze uvolnény Cy7-NH>
se postupné zacina z lysosomtl dostavat do jinych casti buiikky. Kolokalizace u polymeru
obsahujicitho spojku Val-Cit-Aba klesd rychleji, coz je v souladu s rychlejSim
Stépenim, proto je po 6 h menSi PCC v lysosomu nez v pripadé spojky
Gly-Phe-Leu-Gly. Zda se, ze uvolnény Cy7-NH opousti lysosomy a je témct
vramci celé bunky, a ztohoto divodu je pozorovana mensi mira kolokalizace
fluorescen¢niho signalu Cy7-NH: a signalu oznacujicitho danou organelu. Polymer se
spojkou p-Ala se vyskytuje v diskrétnich vaccich a vyzatuje mnohem nizsi intenzitu
fluorescence pravdépodobné z diivodu nestépitelnosti spojky. V tomto piipadé nebyla
nalezena kolokalizace mitochondrie a neStépitelného polymeru s Cy7-NH,. Hodnota
PCC je nizs8i, ale na rozdil od Stépitelnych spojek v Case roste, protoze se
pravdépodobné polymer postupné hromadi v téchto bunécnych kompartmentech.

Je mozné shrnout, Ze ob¢ Stépitelné¢ fluorescencni sondy obsahujici enzymové
degradovatelné sekvence prokazaly svou schopnost navySeni fluorescence
po internalizaci do nadorovych bunék. Vys$§i nartst fluorescenéniho signalu byl
pozorovan pro spojku Val-Cit-Aba, nicméné¢ 1 spojka Gly-Phe-Leu-Gly
vykézala velmi slusny nartist signalu po inkubaci s bunikkami. Ob¢ piipravené polymerni
sondy budou dale charakterizovany pokrocilejSimi biologickymi metodami

v navazujicim studiu.
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7. Zaver

Cilem ptedklddané bakalarské prace byla syntéza, fyzikalné-chemicka charakterizace
a pfedbézné  biologické testovani  hydrofilntho  makromolekularniho  nosice
s fluorescencni znackou navrzeného pro vizualizaci nddorové tkané.

Kopolymery na bazi HPMA pftipravené fizenou RAFT polymerizaci byly navrzeny
a uspésné pripraveny. Tyto systémy obsahovaly dvé rizné enzymové degradovatelné
spojky Gly-Phe-Leu-Gly a Val-Cit-Aba, na které byla konjugovana
fluorescencni znacka Cy7-NH,. U téchto konjugati bylo porovndno uvoliovani
fluoroforu hydrolyzou pomoci kathepsinu B, pfic¢emz rychlejsi stépeni bylo pozorovano
u spojky Val-Cit-Aba. Bylo potvrzeno, Ze predevsim i této spojky dochdzi posStépeni
k vyraznému nartistu fluorescenniho signalu, coz by mohlo byt vyuzitelné v ramci
navigované chirurgie.

Ziskanymi vysledky v rdmci této prace byla ovéfena hypotéza, Ze znacka uvolnéna
z polymerniho nosic¢e vykazuje vyrazné vyssi intenzitu fluorescence neZ znacka vazana
na nosic. Z provedené in vitro studie konfokalni fluorescencni mikroskopie na nadorové
bunécné linie FaDu je patrna internalizace polymerniho konjugéatu s fluorescencni
znackou do bun€k a akumulace fluoroforu v bunéénych kompartmentech (mitochondrie
a lysosomy). Vysledky této in vitro studie a dalsi vysledky z fyzikalné-chemického
testovani naznacuji, Ze zejména Val-Cit-Aba pfedstavuje slibnou enzymové
Stépitelnou spojku pouzitelnou v polymernich sondach pro navigovanou endoskopickou

chirurgii.
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Seznam symbolu a zkratek

Aba

Amp

Az
Bzl-Arg-Nap
CFM

CT

CTR
Cy7-NH»
DBCO-NH»
DCM

DIC
DIPEA
DMA

DMF
DMSO

Dox

DOT
EDTA

EMEM

EPR efekt

et al.
Fmoc

FMT

FRI

HFIP
HOBt

4-aminobenzylalkohol

I-aminopropan-2-ol

zbytek kyseliny azidopentanové

N®benzoyl-L-arginin-4-nitroanilid

konfokalni fluorescen¢ni mikroskopie

vypocetni tomografie (z angl. computed tomography)

2-chlorotrityl chloridova pryskyftice

cyanin 7-amin

dibenzocyklooktyn-amin

dichlormethan

N, N-diisopropylkarbodiimid

N, N-diisopropylethylamin

N, N-dimethylacetamid

N, N-dimethylformamid

dimethylsulfoxid

doxorubicin

diftzni optické tomografie

kyselina ethylendiamintetraoctova (z angl. ethylenediaminetetraacetic
acid)

Eagleovo minimalni esencidlni medium (z angl. Eagle’s Minimum
Essential Medium)

efekt zvySené propustnosti a zadrze (z angl. enhanced permeation and
retention)

a kolektiv (z lat. et alii — a dalsi)

9-fluorenylmethoxykarbanylova skupina

fluorescenéni molekularni tomografie (z angl. fluorescence molecular
tomography)

fluorescen¢ni odrazové zobrazovani (z angl. fluorescence reflectance
imaging)

1,1,1,3,3,3-hexafluoro-2-propanol

1-hydroxybenzotriazol
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HPLC vysokoucinna kapalinovéa chromatografie (z angl. high performance
liquid chromatography)

HPMA N-(2-hydroxypropyl)methakrylamid

LSCM laserovani skenovaci konfokalni mikroskopie (z angl. laser scanning

confocal microscopy)

Ma zbytek kyseliny methakrylové

MEM minimalni esencialni medium (MEM, z angl. Minimum Essential
Medium)

MRI magnetickd resonance (z angl. magnetic resonance imaging)

NBI uzkopasmového zobrazeni (z angl. narrow-band imaging)

NIR blizké infracervené (z angl. near infrared)

Npc 4-nitrofenylkarbonat

PCC Pearsontiv korela¢ni koeficient (z angl. Pearson correlation coefficient)

PEG polyethylenglykol, poly(ethylenoxid)

PNPC 4-nitrofenylchloroformiat

PyBOP (benzotriazol-1-yloxy)tripyrrolidinofosfonium hexafluorofosfat

RAFT polymerizace s fizenym adi¢né-fragmentacnim pienosem fetézce (z angl.

reversible addition-fragmentation chain transfer)

SEC rozmérove vylucovaci chromatografie (z angl. size exclusion
chromatography)

TFA kyselina trifluoroctova

TT thiazolidin-2-thion

Seznam pouzitych symbolu

€ molarni absorpéni koeficient [dm? mol™-cm™']
A absorbance

c hmotnostni koncentrace [g:ml™]

D index polydisperzity

M molarni hmotnost [g'mol™]

My, hmotnostné stfedni molarni hmotnosti [g-mol™]
tr retencni Cas [min]
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Seznam zkratek zvolenych pro polymerni prekurzory a konjugaty

P-Ala-TT poly[HPMA-co-(Ma-f-Ala-TT)]
P-Ala-DBCO poly[HPMA-co-(Ma-f-Ala-DBCO)]
P-GFLG-TT poly[HPMA-co-(Ma-GFLG-TT)]
P-Ala-Cy7 poly[HPMA-co-(Ma-f-Ala-Cy7)]
P-GFLG-Cy7 poly[HPMA-co-(Ma-GFLG-Cy7)]

P-Val-Cit-Aba-Cy7 poly[HPMA-co-(Ma-f-Ala-Val-Cit-Aba-Cy7)]
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Svoluji k zapiijceni této prace pro studijni ucely a prosim, aby byla fadn¢ vedena

evidence vypujcovateli.

Jméno a piijmeni

S adresou

Cislo OP

Datum vypujceni

Poznamka
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