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Abstrakt:

Tato prace se vénuje vyvoji latek pro fluorescenéné navigovanou endoskopickou
chirurgii, a to jak nizkomolekularnich, tak pfedevSim vysokomolekularnich, s dirazem
na vlastnosti nadorové tkané i samotné latky. V prubéhu let se postupné upustilo od
nizkomolekularnich latek jako je indokyaninovéa zelen pfedevsim z divoda velmi nizké
lokalizace a kratké doby ob&hu. Vyfesit tyto nevyhody si kladly za cil polymerni sondy
mj. na bazi pHPMA, jelikoz nadorova tkan vykazuje efekt zvySené propustnosti
a zadrzovani, ktery je specificky praveé pro makromolekuldrni latky. Vazba fluoroforu na
polymer ale zpiisobuje zhaSeni, proto byly navrZzeny nastupnické systémy, které fluorofor
odstépuji — napiiklad diky kyselému prostiedi nadorové tkané ¢i nad expresi nékterych
peptidas. Pravé polymernimu systému, na kterém je fluorofor vazan pH-senzitivni

spojkou, se vénuje experimentalni ¢ast této prace.

Klic¢ova slova:

polymerni sondy, fluorescence, pH-senzitivni, nanomaterialy, fizené uvoliiovani,
zhéaSeni, Cyanine7



Abstract:

This work focuses on development of both low- and high-molecular substances usable in
fluorescent navigated endoscopic surgery with an emphasis on the characteristics of both
tumor tissue and the substance itself. The usage of low-molecular substances, such as
indocyanine green, has been abandoned over the past years, mostly due to poor
localization and short circulation time. New polymer probes such as those based on
pHPMA, were introduced to resolve these flaws. They benefit from the enhanced
permeability and retention effect of the tumor tissue which is specific for
macromolecules. The attachment of fluorophores to polymer carriers induces quenching,
therefore novel systems are being designed to be able to release the fluorophore for
example due to acidic environment of a tumor tissue or the overexpression of some
peptidases. The experimental part of this work is dedicated to such polymer system with

a pH-sensitive spacer-bound fluorophore.

Keywords:

polymer probes, fluorescence, pH-sensitive, nanomaterials, controlled release,
quenching, Cyanine7
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SEZNAM POUZITYCH ZKRATEK A SYMBOLU

Seznam pouzitych zkratek

zkratka
AIBN
Boc
COP
CTA
Cy7
DMA
DNA
EGFR
EMEM
EPR efekt

FDA

hm%
HPLC

HPMA

ICG
Ma-Ahx-NHNH>
Ma-GG-ONp
MALS
Ma-B-Ala-TT
mol%

obj%

OPB

PYR

vyznam

2,2'-azobis(2-methylpropionitril)

terc-butyloxykarbonyl

5-cyklohexyl-5-oxopentanova kyselina

ptenosové Cinidlo z angl. chain transfer agent
Cyanine7-amin

N,N-dimethylacetamid

2°-deoxyribonukleova kyselina z angl. 2‘-deoxyribonucleic acid
receptor pro epidermalni ristovy faktor

Eaglovo minimalni esencidlni médium

efekt zvySené propustnosti a zadrzovani z angl. enhanced
permeability and retention effect

Utad pro kontrolu potravin a 1é&iv z angl. Food and Drug

Administration

hmotnostni procento (m(a)/m-100)

vysokoucinna kapalinovéa chromatografie z angl. high-performance
liquid chromatography

N-(2-hydroxypropyl)methakrylamid

indokyaninova zelen z angl. indocyanine green
6-methakrylamidohexanohydrazid
N-methakryloylglycylglycyl-p-nitrofenylester

vicethlovy rozptyl svétla z angl. multi-angle light scattering
3-(3-methakryl-amidopropanoyl)thiazolidin-2-thion
molarni procento (n(a)/n-100)

objemové procento (V(a)/V-100)
4-(2-oxopropyl)benzenkarboxylova kyselina
4-0x0-4-(2-pyridyl)butanova kyselina



zKkratka

RAFT polymerizace

RI
RNA
SEC

SFL
SPF
t-BuOH
TIPS
TLC
V-70

vyznam

polymerizace s reverznim adi¢né-fragmentanim feté¢zovym
pfenosem z angl. reversible addition-fragmentation chain-transfer
polymerization

index lomu z angl. refractive index

ribonukleova kyselina z angl. ribonucleic acid

rozméroveé-vylucovaci chromatografie z angl. size-exclusion
chromatography

spektrofluorimetrie

spektrofotometrie

2-methylpropan-2-ol

triissopropylsilan

tenkovrstva chromatografie z angl. thin-layer chromatography

2,2'-azobis(4-methoxy-2,4-dimethylvaleronitril)



Seznam pouzitych symbolu

symbol jednotka nazev

€ dm?-mol !-cm™ molarni absorp¢ni koeficient

n - molarni zlomek

A nm vinova délka

() - kvantovy vytézek

A - absorbance

b - disperzita

F V-min plocha pod ktivkou fluorescence

M g-mol ! molarni hmotnost

M, g'mol ! pocetné-primérna molarni hmotnost
M, g'mol ! hmotnostné-priimérna molarni hmotnost
c mol-dm > molarni koncentrace

Cm g:dm hmotnostni koncentrace

d cm opticka draha kyvety, resp. tloustka vrstvy
m kg hmotnost

n mol latkové mnozstvi

\Y dm™ objem
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1. LITERARNI PREHLED

1.1 Uvod

Historie vyuziti syntetickych biomedicindlnich polymerti sahd do konce padesatych let
20. stoleti, kdy bylo zavedeno pouzivani nitroocnich cocek vyrobenych
z poly(methylmethakrylatu). Od té¢ doby se skala uplatnéni polymerti v medicing rozrostla
natolik, ze je obtizné tuto skupinu charakterizovat. Je mozné je definovat jako materialy
navrzené za ucelem zlepseni 1écby pacienta — at uz po strance terapeutické, tak
1 diagnostické. Pro popisné ucely je vhodné rozdélit biomedicinalni polymery do dvou
skupin v zavislosti na jejich ucelu v organismu.

Prvni skupinou jsou polymery urcené pro pasivni (podpiirnou) funkci. U nich je
dilezita jejich inertnost v organismu. Mohou to byt tieba umélé klouby z polyethylenu
[1], nitroocni Cocky z poly(methylmethakrylatu) ¢i silikonu [2] nebo umélé cévy
z poly(ethylentereftalatu) [3]. Déle také chirurgické nité€ na bézi polyesteru (polylaktat,
polyglykolat, polykaprolakton), ktery jsou postupné hydrolyticky degradovany [4].

Druhou skupinou jsou polymery uréené pro aktivni (terapeutickou) funkci, tedy
prevazné nosice 1€¢iv a diagnostika. Pro ty je naopak dilezita biodegradovatelnost nebo
vyloucitelnost. Pfikladem jsou polymerni nosiCe, jejichz patet tvofi naptiklad
poly(ethylenoxid), poly(propylenoxid) nebo rizné polyakrylaty [5]. Jednim z moZznych
nosiclt vyuzitelnych pro terapeutické nebo diagnostické ucely je 1 poly(N-(2-
hydroxypropyl) methakrylamid) (pHPMA) a jeho kopolymery, kterymi se tato prace dale

zabyva.

1.2 Cile navigované chirurgie

Onkochirurgie je jednim ze zékladnich lécebnych postupii pro vétSinu nadorovych
onemocnéni. Pii resekci tkané je zcela zasadni odstranit co nejvice, nejlépe vSechnu,
nadorovou tkan, aby nedoslo k opétovnému ristu nddorové masy. Pfi chirurgickém
zakroku je vSak Casto velmi obtizné urcit okraje nddorové tkdné. Roli zde hraje zna¢na
heterogenita této tkang, také Spatna rozliSitelnost od tkan€ zdravé, obtiznd piistupnost
a neohranicenost, tedy pronikani vybézka nadoru do zdravé tkané. Proto jsou resektaty
podrobovany patologickym vySetfenim. Pokud se na okraji resektatu nachézi nadorova
tkan, je takovy vzorek oznacen jako vzorek s pozitivnim okrajem. Napfiiklad u rakoviny

prsu je identifikovano az 23 % resektatli s pozitivnim okrajem [6]. U takovych pacientek
11



je pak pravdépodobné, ze dojde k znovuobjeveni nddoru, ¢imz je sniZena Sance na
uzdraveni.

Hlavnim cilem opticky navigované onkochirurgie je zvyraznit hranici nadoru tak,
aby byl odstranén v celém rozsahu a zaroven nedoslo ke zbyte¢nému odstranéni zdravé
tkané. V soucasnosti se Casto vyuzivaji endoskopické pristupy, kdy je do téla zavedena

sonda s kamerou, kterd umoziiuje provadét minimaln€ invazivni operace.

1.3 Princip opticky navigované chirurgie

Pti opticky navigované chirurgii asistuje chirurgovi zafeni emitované z postizené tkan¢.
Toho je dosazeno pfitomnosti dodaného luminoforu nebo fluoroforu, ktery emituje po
ozéfeni svétlem elektromagnetické zateni o delsi vinové délce. Z fyzikdlniho hlediska se
jedna o proces fluorescence, tedy vybuzeni elektronti do excitovaného stavu a nasledny
ptechod elektronii do zdkladniho stavu, ktery je doprovazen vyzaienim fotond o nizsi
energii a tedy vyssi vinové délce. Vyuziti viditelného svétla v rdmci navigované chirurgie
je znaéné omezené, a to predev§im diky autofluorescenci tkané v této oblasti
elektromagnetického vInéni a rovnéz diky vyznamné absorpci a rozptylu jak
pfichazejiciho, tak vyzareného svétla Zivou tkani. V tkanich se nachazi fluorescencni
biomolekuly jako hemoglobin, bilirubin [ 7], kreatinin [8], nebo cytochrom P450 [9], které
maji ve viditelném spektru, 400-700 nm, sva absorpéni maxima a tedy viditelné svétlo
pohlcuji a vyzatuji na zaklad¢ fluorescence svétlo o vysSich vinovych délkach [10]. Tim
dochdzi kjiz zminéné autofluorescenci tkané, diky které vznikd signdlovy Sum
znemoznujici detekci fluorescence pochézejici z pouzitého experimentalniho fluoroforu
o podobnych emisnich a excitacnich charakteristikdch pro navigovanou chirurgii [11].
Zminéné problémy lze minimalizovat pouZitim zatfeni ve vzdalené ¢ervené (vlnova délka
700-750 um) nebo blizké infracervené¢ (vlnovda délka 750-2500 nm) oblasti
elektromagnetického zateni, kde vétSina tkanovych molekul nema vyznamnou absorpci
zafeni.

V idedlnim ptipad¢ navigované chirurgie by meélo dojit k absorpci svétla ve vzdalené
cervené nebo blizké infracervené oblasti pravé jen dodanym fluoroforem, ¢imz dojde
k jeho excitaci a nasledné emisi svétla o konkrétni emisni vinové délce, kterd lezi
s vyhodou v blizké infracervené oblasti spektra [10]. Pro ziskdni maximalni odezvy
fluorescence je dulezité pouzit pro ozareni tkdn¢ svétla o vlnové délce excitacniho

maxima dodaného fluoroforu, coz vede k nejvyssim vytézkiim fluorescence dodané¢ho
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fluoroforu. Emitované svétlo je poté zachyceno kamerou, které je vybavena absorpénim
filtrem, ktery odfiltruje nevhodné vinové délky vyzareného svétla. Data z kamery jsou
nasledné¢ promitana na obrazovku. Chirurg provadéjici zakrok mize sledovat
na obrazovce vizualizovany nador, spolu s nim mlize mit na monitoru i referen¢ni obraz
z bézné kamery.

Ptikladem takovych systému, které jiz byly uvedeny do praxe, jsou laserové SPY

a Fluobeam, ptipadné PDE, FLARE a da Vinci Firefly, zndzornény na obr. 1.1,

vyuzivajici LED technologii.

Obr. 1.1 Systém da Vinci Firefly. Vlevo je snimek pofizeny kamerou endoskopu bez filtrace vinovych délek,
vpravo je snimek pofizeny stejnou kamerou, avSak pfi filtrovani konkrétni vinové délky, po aplikaci

fluorescenéniho barviva do tkané. [12]

V poslednich letech jsou pro fluorescencné navigovanou chirurgii nadori studovany
a vyuzivany jako kontrastni latky pfedev§im dva typy sond [13]. Prvni z nich jsou tzv.
,»vzdy aktivni® systémy, které¢ vykazuji fluorescenci nezavisle na své lokalizaci v téle.
Zde se uplatiiuji predevsim nizkomolekuldrni latky, napt. indokyaninova zelenn (ICG)
nebo 5-aminolevulova kyselina (obr. 1.2a a 1.2b na str. 15), kterd je prekurzorem
fluorescencnich porfyrinti. Tyto latky jsou podévany intravendézné piimo do krevniho
ob¢hu. Vyznamnou nevyhodou nizkomolekuldrnich latek je jejich nizkd molekulova

hmotnost, diky niz jsou tyto latky filtrovany ledvinami do mo¢i, a tudiz setrvéavaji
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pomérné kratkou dobou v krevni cirkulaci. To je pro dostate¢nou akumulaci v nadoru
velmi limitujici a neni ¢asto dosahovano dostate¢ného signalu v naddorové tkédni. Dal$im
nedostatkem téchto latek je nizkd selektivita pro nadorové bunky. Tato skutecnost se
negativné odrazi na Sumu (background noise), ¢imz je znacn¢ sniZzeno rozliSeni nddorové
tkan¢ od zdravé. Zvyseni samotného signalu a kontrastu vzhledem k zdravym tkanim je
mozné dosdhnout navdzanim fluorofor na polymerni biokompatibilni nosi¢, popiipadé
v kombinaci s aktivnim smérovanim [14].

Naproti tomu systémy z druhé skupiny vyuzivaji aktivaci signalu v misté¢ nadorové
masy. Ve valné vétSin€ maji vysokomolekularni strukturu zalozenou na polymernich
biokompatibilnich materidlech obsahujicich ve své struktufe fluorofor, jehoz
fluorescence je Castecné az zcela potlacena po vazbé na zminény nosic. To je zplisobeno
zménou fyzikdlnich vlastnosti fluoroforu po navdzani na polymerni nosi¢. Pti zhaSeni
fluorescence se muze vyznamné uplatnit i vliv spojky mezi polymernim fetézcem
a fluoroforem. Opétovné ,,rozsviceni* fluoroforu, tedy odstranéni zhaseni fluorescence,
je vetSinou zajisténo fizenym odStépenim fluoroforu, pticemz spoustécem Stépeni miize
byt zména pH, vyskyt reduktivniho prostiedi ¢i prezence specifického enzymu. V tomto
pfipad¢ fesi navazani fluoroforu na polymerni nosi€ jak problém s kratkou cirkulaci, tak
1 s nizkou selektivitou pro nddorovou tkan.

Makromolekularni latky vykazuji v ramci cirkulace v biologickém organismu
zvySené akumulaci v naddorové tkani, a to diky EPR (angl. enhanced permeability and
retention) efektu (vice se tomuto efektu vénuje kapitola 1.5.2). S vyhodou mohou ve své
struktufe obsahovat 1 molekuly pro aktivni cileni k receptorim na nadorovych bunkéach,
nebo bunikach nadorového endotelu. Samotna aktivace fluorescencéniho signalu je
uskutecnéna diky nadorové-specifickému S$tépeni prevazné v téchto bunikach nebo
nadorovém mikroprostiedi, takZze dochazi k vyznamné redukci Sumu, tedy ke zvySeni

rozliSeni nadorové tkané od zdravé.
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Obr. 1.2 (a) Indokyaninova zelen obsahuje n€kolikanasobné konjugované dvojné vazby a dvé naftalenova
jadra. Dale také obsahuje dvé sulfoskupiny zvySujici jeji rozpustnost. (b) Kyselina 5-aminolevulova po
aldolové kondenzaci a transaminaci pfechazi na porfobilinogen, jehoz ctyfi molekuly daji vzniku

prekurzoru protoporfyrinu IX, z n€hoz vznikaji barviva hem nebo chlorofyl.

1.4 Prvni generace fluorescencnich sond

Prvni generace studovanych sond s fluorescenénimi vlastnostmi byla zalozena pouze
na pasivni akumulaci nizkomolekularnich latek s emisi v oblasti blizké infracervené
oblasti elektromagnetického zareni. Piikladem takové latky je jiz zminénd ICG, ktera se
aplikovala intravendzné naptiklad k detekci nddorti trdvici soustavy [15]. Krevnim
obéhem se ICG pomérné rychle, v fadu desitek sekund, dostane k nadorové tkéni
umySich modelt. Po aplikaci je zkoumand tkan vystavena elektromagnetickému
zateni s vinovou délkou 768 nm, coz je excitacni vlnova délka odpovidajici fluoroforu
ICG. Dochézi k relativnimu navySeni fluorescencéniho signdlu, ale pouze diky vétsi
fenestraci a hustoté cév v nddoru [15, 16]. Nicmén¢ vzhledem ke kratkému polocasu
cirkulace v téle, ktery ¢ini necelych 80 minut, je zcela nezbytné aplikovat latku tésné pred
operaci, navic musi byt operace velmi rychld, coz je v praxi velmi obtizné [17].

Z vysledkl studie Kimury a kol. [15], kterd se zabyvala vySe zminénymi nadory
travici soustavy, je jasn¢ patrné nizké rozliSeni nddorové tkané pii vyuziti samotné ICG.
Podéni fluoroforu nevedlo ke zviditelnéni ani jednoho ze sedmi zkoumanych
nezhoubnych adenomt a pouze deviti z dvaceti tfi (39 %) zhoubnych adenokarcinomu
v raném stadiu bylo pozitivné identifikovano na zaklad¢ fluorescence ICG [15]. Tyto
relativné Spatné vysledky maji n€kolik pficin. Ziejmé nejvétsi slabinou pouziti ICG
a potazmo vSech latek této skupiny je neschopnost signifikantné cilit do nddorové tkané.

Aplikovana latka cirkuluje v krevnim fecisti jen kratkou dobu a ma tedy jen limitovanou
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dobu na prinik do nddorové tkané difuzi z krevniho fecisté. Kratka doba cirkulace je

V souhrnu mizeme uzavftit, ze fluorescencni nizkomolekularni sondy nejsou pfili§
vhodnou alternativou pro navigovanou nadorovou chirurgii. Nedovoluji piesnou
diagnostiku v relativné dlouhém c¢asovém tuseku, ktery je pii chirurgickych zakrocich

nezbytny.

1.5 Druha generace

Nedostatky prvni generace, jako je kratkd doba cirkulace a nizkd selektivita
pro nadorovou tkan, resp. samotné nadorové builky, se snazi ptekonat druh4 generace

vvvvvv

strukturu, kdy je fluorofor pevné vazan na nosi¢ tvoieny biokompatibilnim polymerem.

1.5.1 Polymerni nosi¢

Vzhledem k zamySlenému vyuziti v mediciné je tieba zvolit takovy polymer,
aby spliioval hned né¢kolik zdkladnich podminek. Mezi n€ se tadi to, Ze je polymer
netoxicky, neimunogenni, apyrogenni a vodorozpustny. Polymerni nosi¢ by mél byt
dobie definovany, tedy s nizkou distribuci molarni hmotnosti charakterizovanou

disperzitou, D. Ta je definovédna podle rovnice 1,
_M, /_ [-] )
b= i,

kde M,, ptedstavuje hmotnostné-priimérnou molarni hmotnost a M,, je pocetng-priimérna
molarni hmotnost.

Cim vice se hodnota blizi k B = 1, tim je polymer uniformngj§i, hodnota rovna jedné
odpovida souboru identickych molekul, takova charakteristika nalezi napf. ptirodnim
proteinim. Velmi dobfe vodorozpustné, netoxické i neimunogenni, zaroven s nizkou
disperzitou a pomérn€ snadnou piipravou jsou (ko)polymery na bazi HPMA,
at’ uz ptipravené pomoci volné radikalové, ¢i novéjsi kontrolované tzv. RAFT (angl.
reversible addition-fragmentation chain-transfer) polymerizace [18]. Ta funguje také
na principu volnych radikalt, ale umoziuje diky pfenosovému Ccinidlu precizné
kontrolovat délku fetézce, tedy dosahnout velmi nizké hodnoty D, ktera se v pripadé
radikdlového polymeru pohybuje okolo hodnot 1,5 a vétSich, zatimco u RAFT
polymerace dosahuje hodnot pod 1,2 [18]. Pro ti¢el navazani aminoderivatu fluoroforu je
mozné vyuzit napiiklad HPMA kopolymery s reaktivnimi estery nebo imidy
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karboxylovych kyselin jako jsou p-nitrofenylester (ONp) nebo thiazolidin-2-thion (TT).
V ptipadé, Ze je na polymerni fetézec vazan azid fluoroforu, jako je tomu napt. u ICG,
vyuziva se pristupu tzv. ,.click” chemie, tedy reakce azidu s dibenzylcyklooktynem
za vzniku triazolového kruhu. Tato reakce probiha rychle a bez nutnosti katalyzy a je
témer nezavisla na struktufe slu¢ovanych molekul. Tohoto pfistupu bylo vyuzito
napiiklad pfi syntéze HPMA polymeru obsahujici fluorofor Cyanine7 a smeérujici

oligopeptid s nazvem GE-11 (YHWYGYTPQONVI) [14].

1.5.2 Zména biologickych vlastnosti sond

Uziti polymeru s vysokou molarni hmotnosti namisto nizkomolekularni latky zplsobi
znaéné prodlouzeni polocasu cirkulace v téle, naptiklad u ICG z 80 minut [17], az na nizsi
stovky hodin [19], a to v z&vislosti na molekulové hmotnosti, potazmo hydrodynamickém
poloméru vysledného konjugétu s fluoroforem. Ledviny jsou bézné schopné vyloucit
latky az do velikosti 9-10 nm, rozhodujici vliv m4 ale také tvar a ndboj molekuly [20].
Malé pory glomerularni membrany jsou pruchozi pro neutralni molekuly o priméru cca
9 nm. [21]. Napiiklad HPMA kopolymer o molekulové hmotnosti 65 kg-mol™
(o hydrodynamickém poloméru asi 7 nm [20]) se v krvi po 24 hodindch vyskytuje
v necelé ¢tvrting podané davky, zatimco polymer o molekulové hmotnosti 23 kg'mol ™!
(o hydrodynamickém poloméru necelé 4 nm [20]) se za stejnou dobu v krvi nachazi pouze
v necelych 6 % plvodni davky [19]. Rozdilna velikost polymerniho nosice tedy ndsobné
ovlivituje dobu cirkulace v krvi.

Dalsi vyhodou pouziti polymeru jakoZto nosi¢e fluoroforu je tzv. efekt zvySené
propustnosti a zadrzovani (EPR efekt) (obr. 1.3 na str. 18), ktery se uplatiiuje u mnoha
typl pevnych nadort [22]. Makromolekuly o priiméru asi 4 nm a vétsi jsou mnohem vice
zadrzovany v naddorové tkani nez ve tkani zdravé. Hlavnim faktorem podporujici prinik
makromolekul do nddorové tkan€ je nedovyvinuti jejiho cévniho a lymfatického systému,
¢imz je znacné zvySena propustnost jinak pro makromolekuly maélo propustného
endotelu, a naopak je snizena schopnost lymfatického systému odstranovat cizorodé latky
ztkéni. Diky své velikosti nemohou po penetraci makromolekuly na rozdil
od nizkomolekularnich latek difundovat zpét do krevniho fecisté, nejsou ani odvadény
nevyvinutym lymfatickym systémem, a tak mohou byt zadrzovany i desitky hodin

v nadorové tkani.
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Obr. 1.3 Zndzorneni EPR efektu. Na obrazku je znazornéna zdrava céva (dole), kterd neumoziuje
makromolekulam prostupovat z krevniho feé¢isté do tkané. Naopak céva prochazejici nadorovou tkani
(nahote) je pro makromolekuly prichozi, ¢imz dochazi k jiz zminénému EPR efektu. Prevzato a upraveno

z [23].

1.5.3 Fluorescence polymerni sondy

Fluorescence polymeru je zajiSténa navazanim nizkomolekularni latky ptfimo na funkéni
skupinu kopolymeru, Casto je mezi polymer a fluorofor zaclenéna vhodnéd spojka.
Pti soubehu EPR efektu a prodlouzené doby cirkulace v krvi bychom u polymernich sond
v porovnani s volnym fluoroforem ocekavali pozorovani vyrazné intenzivnéjsiho
fluorescenc¢niho signalu v nadoru. Jenze s nartstajicim obsahem fluoroforu byla naopak
pozorovana klesajici intenzita fluorescence [13]. Zde se kromé& pasivni akumulace
na zakladé¢ EPR efektu uplatnil i jev zndmy jako zhaSeni fluorescence, kdy navazany
fluorofor vykazuje vyrazné nizsi fluorescenci nez samotny nenavazany fluorofor.
ZhaSeni mulze nastat jednak interakci fluorofor-fluorofor (samozhaseni
nebo fluorofor-zhaSe¢ (angl. quencher) [24]. Prvni zminénd interakce nastava, pokud se
v dostatecné blizkosti od excitovaného fluoroforu nachazi dalsi molekula fluoroforu,
Druhym piipadem je ptitomnost tzv. zhaSece tedy latky, kterd sama o sob& nemusi
vykazovat fluorescenci, ale riiznymi mechanismy zapfi¢inuje snizeni kvantového vytézku
fluorescence. Zhaseni mize byt bud’ statické nebo dynamické. V prvnim ptipad¢€ vznika
komplex fluorofor-zhaSe¢ jiz v zadkladnim stavu, takZe dochazi pfimo ke zméné

samotného fluoroforu a vznikd komplex s jinym fluorescencnim spektrem. V druhém

18



ptfipad¢ nedochdzi ke zméné fyzikdlnich vlastnosti fluoroforu, ale dochézi k pfenosu
energie z fluoroforu bez vyzareni elektromagnetického vinéni.

V piipad¢ intersystémové konverze dochazi k pfenosu energie z excitovaného
fluoroforu na zhase¢ [25], ¢imz dojde k navratu fluoroforu do zékladniho stavu bez
vyzafeni elektromagnetického vinéni (napf. Forsteriv rezonan¢ni pfenos energie).
Jedna-li se o prenos elektront indukovany svétlem, pak dochézi k prenosu elektronu,
¢imz vznikne nefluoreskujici kation fluoroforu v ptipad¢, ze elektron ztraci, nebo anion
fluoroforu, paklize elektron piijima. Mohou také vznikat komplexy, a to bud’ mezi
fluoroforem v excitovaném stavu a dalSim fluoroforem v zdkladnim stavu, vznikly
komplex se pak nazyva excimer. Nebo dojde ke vzniku komplexu excitovaného
fluoroforu se zhaSeCem, takovy komplex se nazyva exciplex. Takové komplexy mohou
emitovat nezafive, nebo pii jinych vinovych délkach. V ptipadé svétlem indukovaného
pfenosu protonu je v excitovaném stavu pienesen proton [26], svétlo tak indukuje zménu
acidobazickych vlastnosti molekuly.

Souhrnné lze o druhé generaci fici, ze oproti prvni generaci, tedy volnym
nizkomolekuldrnim fluoroforiim, byla vyrazné vylepSena jak doba obé&hu v krvi pro
fluorofor navdzany na polymer, tak i selektivita pro nadorovou tkan, ale zaroven bylo
pozorovano zhaseni fluorofort vlivem jejich zvysené lokalni koncentrace na polymernim
nosici. Proto se nabizi vyvoj tieti generace, ktera by obsahovala odstépitelny fluorofor,

jehoZ uvoliiovani by bylo nadoroveé specifické.

1.6 Treti generace

Hlavnim cilem pfi studiu této generace polymernich sond bylo zvySeni kontrastu
fluorescen¢niho signalu asociované¢ho s nadorovou tkani, a to tim, ze dojde k zpétné
aktivaci fluorescence po uvolnéni fluoroforti z polymernich sond. Vzhledem k tomu, ze
zhéSeni fluorescence na polymernich sondach je vyvolané zvySenou lokalni koncentraci
fluoroforti na nosici, se jako nejjednodussi feSeni jevi odsStépeni fluoroforu v nadorové
tkani. Pfi navrhu spojek vyuzitelnych pro zpétné odsStépeni fluoroforu je dilezité znat
prostiedi nadorové tkan¢. Napiiklad v mySich kolorektdlnich nadorech vedla aplikace
linearniho HPMA kopolymeru o velikosti asi 30 kg'mol™!' (tedy hydrodynamickém

poloméru pies 4 nm [20]) s fluoroforem vdzanym pies pH-senzitivni spojku k velmi

vyznamnému naristu fluorescence nadorové tkan€, pretrvavajici i nékolik dni [27].
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1.6.1 Vyuziti vlastnosti nadorové tkané

Charakteristickou vlastnosti nadorovych bunék je vyznamné zvySeni hodnoty
intracelularniho pH, ktera bézné¢ nabyva hodnot okolo 7,0; zatimco v nadorovych
buikach hodnot mezi 7,1 a 7,7 [28, 29]. Tato odchylka od bézné hodnoty je udrzovana
expresi nékterych transportéri a enzymii. Dale k ni ptispiva glykolyza, kterd je vyvolana
lokalni hypoxii.

Diky transportu protont z nadorovych bunék, vzniklych predevsim pfti glykolyze,
klesa v okolni tkdni hodnota pH. Na rozdil od zdravé tkang, kterd ma hodnoty
extracelularniho pH v rozmezi 7,3 az 7,4; nabyva ta nddorova hodnot 6,2 az 6,9 [28].
Krom¢ jiz zminéného transportu protoni extracelularni pH znacné ovliviuji
karboxyanhydrasy, které katalyzuji vznik bikarbonatového aniontu. Tato reakce probiha
vn¢ bunky, kde se druhy produkt, vodikovy kation, adsorbuje na povrch bunky [30].

Dal$im mistem, kde se v bufice nachazi kyselé pH, jsou endosomy a lysosomy [31].
V nich je kyselé pH udrzovano pomoci vakuolarni H'-ATPasy, ktera je vlastné€ obracenou
ATP-synthasou. Za spotieby ATP totiz pumpuje protony proti jejich koncentracnimu
gradientu. Tim ale na membran¢ lysosomu vznika napéti. Na tuto zménu reaguji napétim
fizené kanaly, naptiklad H'/CI™ antiportér, kdy chloridové anionty snizuji napéti vzniklé
vodikovymi kationty. V primarnim lysosomu mizou hodnoty pH dosahovat az 5,0. Ten
poté splyvd s endosomem, ¢imz vznika sekundéarni, aktivni lysosom, kde dochézi
k enzymatické hydrolyze nejen proteintl, ale vétSiny latek importovanych endocytosou.
Tento dé&j je v pfipadé polymerniho konjugatu schematicky znizornén na obr. 1.4

na str. 21.
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Obr. 1.4 Viiv lysosomu na polymerni konjugat. Endosom vznika vchlipenim bunééné membrany pomoci
klathrinti. V kyselém prostedi lysosomu, ktery vznika splynutim endosomu s vackem obsahujicim mj.
travici enzymy, dochazi k rapidnimu $tépeni hydrazonové vazby. Diky tomu se od sebe molekuly
fluoroforu dostateéné¢ vzdali, takZze dojde k vyraznému zvySeni fluorescence. Vytvofeni pomoci

biorender.com

1.6.2 Biodegradovatelné spojky

Spojky, které vyuzivaji charakteristickych vlastnosti nadorové tkan€, mohou byt
hydrolyticky, enzymaticky nebo reduktivné Stépitelné. Ty mohou ve spojeni s EPR
efektem cilené vyuzit kyselé prostiedi bunétné tkané, resp. nadprodukci vybranych

enzymu ¢i zvySenou piitomnost glutathionu v nddorovych buikéch.

Hydrolyticky Stépitelné spojky
Moznosti, jak vyuzit jedné z téchto vlastnosti nddorové tkané, je navazat na polymerni

nosic¢ derivat fluoroforu obsahujici spojku, ktera se $tépi rozdilnou rychlosti v zavislosti
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na pH. Jako spojku, kterd se $tépi v kyselém pH Ize vyuzit oxokyselinu, pfes jejiz
karbonylovou skupinu je navazan fluorofor na hydrazid pomoci hydrazonové vazby. Ta
je v neutralnim pH pomérné¢ stabilni, ale v kyselém prostiedi podléha hydrolyze. Nékolik
takovych systémt jiz bylo v minulosti pfipraveno, jen misto fluoroforu byla pouzita jina
molekula, naptiklad 1é¢ivo. Naptiklad linedrni nebo hvézdicové polymerni systémy
obsahujici doxorubicin vazany hydrazonovou vazbou urcené pro 1écbu nadort, kde se
1é¢ivo uvolnuje v kyselém pH [19, 32], nebo hydrogely s 1é¢ivem, jehoZz uvoliovani je

fizené pomoci teploty nebo pH [33].

Enzymaticky Stépitelné spojky

Dalsi mechanismus pro uvolnéni dopravované latky z nosice je vyuziti nadmérné exprese
nékterého enzymu, ktera je specifickd pro studovany typ nadorové tkané. Napiiklad je
mozné vyuzit lysosomalni enzymy, matrix-metaloproteinasy, aldehyddehydrogenasy
nebo karbonathydrolasu [34]. V tomto pfipadé je fluorofor navdzan na vhodnou
oligopeptidovou spojku, ktera by méla byt substratem pro vybrany enzym nebo skupinu
enzymu.

Je mozné vyuzit lysosomdlnich enzymdi, ¢ehoz se vyuzivd, pokud je vybrany
oligopeptid v buiice enzymaticky St€pen v lysosomech napt. enzymy z rodiny katepsini.
Nejprve tedy probéhne endocytéza polymerniho nosice, kdy dojde k vytvoteni
vchlipeniny v plazmatické membrané. Toto se déje kruhovou polymeraci aktinu tésné
pod membranou, kdy dochazi ke zvétSovani vchlipeniny, az je nakonec “ptiskrcena”
auvolni se tak endosom [35]. Ten mlze nasledné splynout s lysosomy, ve kterych je
vysoké koncentrace pravé zminénych katepsintl, a peptidova spojka se zacne §tépit. Mezi
Casto pouzivané spojky patii synteticky ptipravené oligopeptidy, napt. tetrapeptid
glycylleucylfenylalanylglycin (GLFG), ktery je St€pen piedev§im katepsinem B [36],

dale alanylleucylalanylleucin (ALAL) nebo valylcitrulyl-4-aminobenzylalkohol [37].

Reduktivné Stépitelné spojky

Dal8i moznosti je vyuZit redoxnich vlastnosti kompartmentd organismu. Koncentrace
redukovaného glutathionu a jeho oxidované formy, glutathion disulfidu, jsou udrzovany
jak uvnitf, tak vné buiiky na prakticky konstantni trovni. V extraceluldrnim prostoru je
koncentrace redukované formy 2-20 pmol-dm~, zatimco v cytosolu nabyva hodnot

0,5-10 mmol-dm [38]. Diky tomu je v buiice silné redukéni prostiedi.
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Toho lze vyuzit zavedenim spojky, naptiklad obsahujici disulfidovou vazbu, mezi
polymerni nosi¢ a fluorofor. Disulfidova vazba vznikd oxidaci dvou thiolovych skupin,
pricemz reakce je vratna. Ptikladem thiolu vyuzitelného pro pfipojeni 1éCiva je cysteamin,
3-thiopropanova kyselina nebo cystein [38]. Nizkd koncentrace redukovaného
glutathionu v krvi zpiisobuje, ze disulfidova vazba je stabilni béhem cirkulace v krvi
a polymerni sonda s fluoroforem navazanym pies disulfid se tak dostane az k nadorové
tkani. Po endocytoze je vSak disulfidova vazba v redukénim prostfedi bunky rychle
Stépena a fluorofor je tak uvolnén, ¢imz by mélo dojit ke zvyseni jeho fluorescence.
Ptikladem vyuziti reduktivniho $tépeni je HPMA kopolymer, do n¢hoz je inkorporovan
komonomer, na kterém je navazany modifikovana fluorescen¢ni znacka Cyanine. Na n¢j
je disulfidickou vazbou vazany kamptothecin, ktery se v redukujicim prostiedi odstépi

a tim dojde ke zvySeni intenzity fluorescence [39].

1.6.3 Aktivni smérovani

Dal$im vylepSenim nosict oproti druhé generaci je aktivni smérovani, kdy kromé pasivni
akumulace vyvolané pouze EPR efektem dochdzi i k cileni na specifické receptory
nadorovych bunék nebo nadorové neovaskulatury. Vyhodou polymernich nosic¢u je, ze
na né lze navazat i vice smérujicich skupin, ¢imz mtiZe dojit k mnohem silné;si interakci
polymeru s bunéénymi receptory. Jako smérujici struktury se uplatiiuji napt. protilatky,

jejich fragmenty, cukry, polysacharidy, vitaminy, aptamery nebo peptidy [40].

Cileni peptidy
Jednou z moznosti pro cileni je navazani peptidové sekvence. Vyuzitelnych peptidi je
obrovska Skala, mj. ptfirozené ligandy receptorti, peptidy odvozené od struktury receptorti
in silico, v neposledni fadé i pseudopeptidy — ty ve své strukture obsahuji neproteinogenni
aminokyselinu, ¢i dokonce Gplné€ jinou strukturu. Smérujici sekvence je pak rozpoznéna
pfislusSnym receptorem a dojde ke specifické vazbé vedouci k receptorem
zprostiedkované endocytoze [41].

Aktivni smérovani je vhodné zejména v synergii s EPR efektem, kdy dojde
k dalSimu zvySeni lokalizace polymeru, piedev§im z kratkodobého hlediska. Napiiklad
polymerni nosice o velikosti asi 10 nm obsahujici RGD (arginylglycylaspartat), ptipadné
NGR (asparagylglycylarginin) se sice oproti neznac¢enému nosi¢i kumulovaly v nddorové
tkani vice, ale z dlouhodobého hlediska (vyssi jednotky hodin) byl obsah smérovanych
polymert nizs§i nez téch nesmérovanych, zplisobeny zejména zhorSenou biodistribuci
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smérovanych konjugatt [42]. Hlavni vyhodou vyuziti RGD sekvence je specificka vazba
na integriny (mj. integrin o 33), které jsou nadmérné exprimovany vaskulaturou nadorové
tkan¢ [43]. Dal$im moznym peptidem pro aktivni sméfovani je nonapeptid EDPGFFNVE,
ktery se vaze na specifické receptory T- a B-lymfocytt [44], nebo vySe jiz zminény peptid
GE-11 (YHWYGYTPQNVTI) cilici na receptor pro epidermalni ristovy faktor (viz obr 1.5)
[14].

fluorofor

neaktivni
tyrosinkinasa

peptid GE-11 aktivovana
tyrosinkinasa

cytosol

Obr. 1.5 Cileni polymerniho konjugdtu peptidem GE-11, ktery cili na epidermalni riistovy faktor nadorové
tkane. Mistem U¢inku tohoto motivu jsou receptory pro epidermalni ristovy faktor z rodiny tyrosinkinas.
Jedna se o internalizujici receptor, to znamend, Ze navazany polymer se dostane do lysosomu, kde dojde

k hydrolyze fluoroforu. Vytvoteno pomoci biorender.com

Cileni aptamery

Dalsi moznosti aktivniho smérovani je vyuZiti aptamerd, tedy jednofetézcovych ¢i
dvouretézcovych RNA nebo DNA. Ptikladem miize byt aptamer A10 RNA skladajici se
z 57 part bazi, kde jsou vSechny pyrimidinové nukleotidy v poloze 2° substituovany
fluorem, stejné tak je 1 deoxythimidinova cepicka substituovana v poloze 3¢ fluorem.
[45]. Jeji substituce zajist'uje této RNA odolnost proti krevnim nukleasam. Tento aptamer
se specificky vaze na extracelularni doménu prostatického specifického membranového
antigenu, jejiz exprese je u rakoviny této tkdn€ vyznamné zvysena [40]. DalSim piikladem
je aptamer AS1411 DNA, ktery se specificky vaze na nukleolin. Ten je ve vysoké mife

zastoupen jak u glioblastoml, tak i na buinikdch nadorového endotelu vzniklych
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angiogenezi rakovinné tkané [40]. Moznymi nevyhodami aptamerti jsou mozné ztrata
afinity dasledkem konformacnich zmén, vysoka cena a nachylnost k degradaci

nukleasami [40].

Cileni sacharidy

Obdobn¢ i1 sacharidy umoznuji aktivné smerovat do naddorové tkan€, jak bylo ukazano
pro polymerni nosi¢ v praci Tavares a kol. zroku 2020 [46]. V této praci byly
jako smérujici struktury pouzity B-galaktosidy, které se specificky vazi na galektiny.
Nékteré galektiny jsou nadmérné exprimovany nadorovymi buiikami, jejichz aktivace
navazdnim ligandu ovliviluje metastazovani, angiogenezi i bunécnou adhezi, a kromé
vyuziti k aktivnimu smérovani je lze vyuZit 1 pfi samotné 1é¢bé rakoviny. Vyhodou cileni
je rozdilna afinita polymeru v zavislosti na prostorovém uspoiradani sacharidt. Galektin-1
mél vyrazné vyssi afinitu k individudlné vazanym N-acetyllaktosaminim, zatimco
galektin-3 vykazoval vyssi afinitu ke dvéma nebo tfem molekuldm téhoz sacharidu

vazaného na spole¢nou spojku. Vliv na afinitu mé i pocet cukernych jednotek sacharidu.

1.7 Soucasny vyvoj a vyuziti fluorescencnich latek

Opticky navigovand onkochirurgie zaznamenala v poslednim desetileti zvySeny zdjem
medicinalni 1 vyzkumné sféry. V soucasné dobé je nékolik latek, at’ uz nizko-
nebo vysokomolekularnich, v riznych stadiich klinickych testl. V této kapitole byly

vybrany rtizné piistupy k této problematice.

1.7.1 Indokyaninova zelen (ICG)

Pouziti ICG v mediciné se datuje od konce padesatych let 20. stoleti, kdy bylo jeji pouZiti
povoleno americkym Ufadem pro kontrolu potravin a 16¢iv (FDA). Pivodné slouzila jako
nastroj pro diagnostiku jaterniho krevniho fecisté. Pozdé&ji se zacala vyuZivat pfi biopsii
sentinelnich lymfatickych wuzlin, jelikoz pravé vnich dochazi k potencidlnimu
zachytavani blizkych nadorovych bunék. Zaroven zde dochazi ke kumulaci ICG, ¢ehoz
vyuziva prave biopsie. Vysledky némecké studie z roku 2010 ukazuji 97% diagnostickou
specifitu a 94% selektivitu detekce téchto uzlin pii pouziti ICG [47]. V soucasnosti ma

podporu i vyuziti ICG v navigované chirurgii [48].
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1.7.2 Panitumumab-IRDye800

Tato latka je konjugat lidské protilatky epidermalniho rastového faktoru a fluoroforu
IR800 od firmy LI-COR Inc. Cili na receptory epidermélniho rtistového faktoru,
ke kterému si zachovava velkou afinitu, ¢ehoz je docileno velmi nizkym molarnim
pomérem protilatky a fluoroforu [49]. Latka je v soucasnosti v Sesti probihajicich
americkych klinickych studiich zamétenych na pouziti této latky v opticky navigované

onkochirurgii.

1.7.3 Polypeptid AVB-620

Tento polypeptid se sklada ze dvou homooligopeptidil, poly-D-argininu, jehoz N-konec
je modifikovan a obsahuje Cyanine5, a poly-D-glutamatu, ktery je na N-konci
derivatizovan fluoroforem Cyanine7 [50]. Oba tyto peptidy jsou propojeny sekvenci
aminokyselin, kterd je vhodnym substratem pro matrix-metaloproteinasy nebo serinovou
peptidasu elastasu. Bez pfitomnosti téchto peptidas se oba fluorofory sondy vzajemné
zhaseji. Kladn¢ nabité aminoskupiny argininti se elektrostaticky pfitahuji se zaporné
nabitymi karboxylovymi skupinami glutaméati, a proto se fluorofory nachazi blizko u
sebe. Po enzymatickém rozstépeni této sondy dojde ke vzdaleni dvou vzniklych peptida

a k vyraznému nérastu fluorescence.

1.7.4 Polymerni sonda vyuZivajici fluorofor IR783

Polymerni sonda na bazi HPMA vyuzZivajici fluorofor IR783 vykazala velmi dobré
vysledky pii detekci kolorektalniho karcinomu [51]. Jedna se o aktivovatelny systém, kdy
dojde k vyraznému zvySeni fluorescence diky enzymatickému rozstépeni peptidové
spojky pomoci katepsinu B. Chemicka struktura této sondy je radikdlovy kopolymer
HPMA s monomerem obsahujicim peptid GGFLGK, na ktery je posléze navazan fluorofor
amidovou vazbou. Zastoupeni fluoroforu se pohybuje mezi 2,5 a 20 mol%. Nejlepsi
in vitro vysledky, tedy nejvetsi zvyseni intenzity fluorescence po enzymatickém Stépent,
vykézala sonda obsahujici 7,5 molarnich procent fluoroforu — intenzita se zvysila vice
nez pétkrat. Dalsi pokusy proto probihaly uz pouze s polymerni sondou s timto obsahem
fluoroforu. Nasledné in vivo a ex vivo testy prokazaly funkcnost této sondy 1 v mySich

(viz obr. 1.6 na str. 27).

26



24 h

(,-01-) 1souurn
(;:01°) 3s0uuman

24 h

(:-01:) 1souugn
(-01-) ysouuran

Obr. 1.6 In vivo snimky mysi nesoucich implantovany kolorektdalni nador. Z obrazku je jasné€ patrnu
kumulace v nadorech, a to i po 48 hodin4ch od podani diagnostika. Davka A ¢inila 1 pmol-dm™ a davka B
5 umol-dm™. Oblast GIT predstavuje gastrointestindlni trakt, Kidney pfedstavuje ledviny, BKG

predstavuje pozadi a oblast Tumor pfedstavuje nador [51].
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2. CILE PRACE

Cilem této bakalaiské prace je navrh, syntéza a fyzikalné-chemicka charakterizace
polymernich konjugata s fluoroforem Cyanine7. Tyto polymerni konjugaty by mohly
nalézt své uplatnéni pfi navigované endoskopické chirurgii, jelikoz by mélo dojit
k selektivni fluorescenci nadorové tkang.

Jednotlivymi dil¢imi cili bylo:

e pfipravit polymerni prekurzor s vhodnou molarni hmotnosti a jeji uzkou

distribuci,
e pfipravit derivaty vybranych oxokyselin s fluoroforem Cyanine 7,
e pfipravit polymerni konjugaty s vybranymi fluorescenénimi derivaty oxokyselin,

e charakterizovat spektroskopické, hydrolytické a ptipadné i1 biologické vlastnosti

ptipravenych konjugata,

e pfipravit alespoil jeden konjugat, jehoz hydrolyticka stabilita bude zaviset na pH

v rozmezi 5,0-7,4,

e pfipravit alesponl jeden konjugat, jehoz fluorescence se po hydrolyze vyznamné

zvysi

e charakterizovat alespon jeden konjugat pomoci in vitro konfokalni mikroskopie.
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3. EXPERIMENTALNI CAST

3.1 Pouzité chemikalie

chemikalie Cistota vyrobce, ptivod
2,2'-azobis(2-methylpropionitril) 98 % léggrlrilclf:g EWu ?cl)(ge, DE
2-kyano-5-0x0-5-(2-thioxo-1,3- ’ o
thiazolidin-3-yl)pentan-2-yl ethyl >95 % BP - UMCH AV CR, CR
karbontrithionat

4-(dimethylamino)pyridin 99 % Sigma-Aldrich, US
i;l;}e/?ilrll(;—4—thiobenzoylsulfanylpentanové =95 9, BP - UMCH AV CR, CR
6-methakrylamidohexanohydrazid-boc 99,5 % BP - UMCH AV CR, CR
aceton suSeny Lach-ner, CR

acetonitril 99,9 % VWR International, US
Cyanine7-amin 95 % Lumiprobe, DE
diethylether 99,5 % VWR International, US
dihydrogenfosfore¢nan sodny 99,9 % VWR International, US
dichlormethan 99,9 % Lach-ner, CR
dodekahydrat tetraboritanu sodného 99,5 % Sigma-Aldrich, US
ethyl-acetat suSeny Lach-ner, CR
hydrogenfosfore¢nan sodny 99,9 % VWR International, US
hydroxid sodny 99,4 % Lach-ner, CR

k. 4-(2-oxopropyl)benzenkarboxylova 97 % Rieke Metals, US

k. 4-0x0-4-(2-pyridyl)butanova 97 % Rieke Metals, US

k. 5-cyklohexyl-5-oxopentanova 97 % Rieke Metals, US

k. octova 99,9 % Lach-ner, CR

k. trifluoroctova P. G. Iris Biotech, DE
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chemikalie Cistota vyrobce, ptivod

k. trinitrobenzensulfonova N/A Sigma-Aldrich, US
methanol susSeny Avantor, NL
N-(2-hydroxypropyl)methakrylamid 99,8 % BP — UMCH AV CR, CR
N,N'-dicyklohexylkarbodiimid 99 % Sigma-Aldrich, US
N,N'-diisopropylethylaminem 99 % Iris Biotech, DE
N,N'-dimethylacetamid 99,8 % Sigma-Aldrich, US
N,N'-dimethylformamid P. G. Iris Biotech, DE
octan sodny >98.5 % Lach-ner, CR
terc-butanol 99,5 % ACROS Organics, US
tetrahydrofuran 99,9 % ACROS Organics, US
thiazolidin-2-thion 98 % Sigma-Aldrich, US
triisopropylsilan 98 % Sigma-Aldrich, US
V-70 95 9 FUJIFILM Wako

Chemiclas Europe, DE

P. G. = peptide grade; BP — UMCH AV CR = piprava v oddéleni Biolékaiskych polymeri UMCH AV CR ; N/A

= neni dostupné

koncentrace
pufr pH
[mol-dm™3]
fosfatovy 1 0,3 hydrogenfosfore¢nan a dihydrogenfosfore¢nan sodny 7,4
fosfatovy 2 0,3 hydrogenfosforecnan a dihydrogenfosforecnan sodny 6,5
fosfatovy 3 0,3 hydrogenfosforecnan a dihydrogenfosforecnan sodny 5,0
boratovy 0,5 tetraboritan draselny dekahydrat 9,4




3.2 Pouzité pristroje

HPLC

Vysokoucinny kapalinovy chromatograf, HPLC (Shimadzu, JP), opatfeny fidici
jednotkou CBM-20A, odplynovacem DGU-20As, pumpou LC-20AD, autosamplerem
SIL-20AC, fluorescenénim detektorem RF-20A, fotodiodovym detektorem SPD-M20A,
ulozistém kolony CTO-20AC obsahujicim kolonu Chromolith® HighResolution RP-18
Endcapped (Sigma-Aldrich, US). Software: LCsolution 1.25.

SEC

Rozmérové-vyluovaci chromatografie (SEC, z angl. size-exclusion chromatography)
nékdy také oznacovana jako gelova permeacni chromatografie (GPC) byla provadéna
na chromatografu Shimadzu opatfeném pumpou LC-10AD, autosamplerem SIL-HT,
fotodiodovym UV-Vis detektorem SPD-10AV, 1ulozistém kolony CTO-10AC
obsahujicim kolonu TSKgel SuperSW3000, vicetthlovym detektorem rozptylu svétla
(MALS) DAWN 8 (Wyatt, US) a detektorem indexu lomu (RI) Optilab rEX (Wyatt, US).
Software: ASTRA 5.3 a LCsolution 1.25.

Spektrofotometr

Spektrofotometr (Jenway 7415, UK), opatieny xenonovou lampou (198-1000 nm).

Vakuova odparka

Vakuova odparka (Heidolph, DE), opatfena fidici jednotkou Hei-VAP Precision G3
a chladici jednotkou RotaChill Large.

Centrifuga

Centrifuga 5430 R (Eppendorf, DE), opatiend rotorem F-35-6-30 s maximem 7830
otacek za minutu (~7 700-g).

Termostat

Termostat Haake Fisons L (Thermo Haake, DE), s fidici jednotkou Haake Fisons D8,
byl pouZit ptfi syntéze polymerniho prekurzoru k udrzeni stabilni teploty.

Fluorimetr

Fluorimetr FP-6200 (Jasco, JP), opatfeny xenonovou lampu (200-1000 nm), termostatem
ETC-272T, fotodiodou pro detekci excitatniho zafeni a fotonasobicem pro detekci

emisniho zafeni. Software: Spectra Manager 1.54.
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3.3 Pouzité metody

3.3.1 Syntézy

Syntéza kopolymeru poly(HPMA-co-Ma-Ahx-NHNH-Boc)
Polymer byl piipraven RAFT polymeraci komonomera HPMA a Ma-Ahx-NHNH-Boc

v molarnim poméru 9 : 1 (viz obr 3.1 na str. 32). Reak¢ni smés (viz tabulka 3.1) byla
pfipravena rozpusténim navazky HPMA v terc-butanolu, ke kterému byl pfidan roztok
DMA obsahujici Ma-Ahx-NHNH-Boc. Poté bylo do reakéni smési ptidano pfenosové
¢inidlo (CTA) ainicidtor V-70, rovnéz rozpuSténé v DMA. Koncentrace monomert
v reakéni smési byla 0,7 mol-dm™ a objemovy pomér rozpoustédel tBuOH : DMA byl
9 : 1. Ampule s reak¢ni smési byla probublana argonem, zatavena a ponechana ve vodni
lazni o teplot€¢ 40 °C po dobu Sestnacti hodin. Reakce byla ukonéena vysrazenim
polymeru do smési bezvodych aceton-diethylether (obj. 1 : 1). Srazenina byla oddélena
od supernatantu centrifugaci po dobu tfi minut pfi zrychleni 7 700-g. Nésledné¢ byla
suSena proudem argonu a poté dosusena v exsikatoru za snizeného tlaku do konstantni

hmotnosti.

Tab. 3.1 Navazky a objemy reakcni smési pro polymeraci.

latka molarni pomér navazka objem rozpoustédla
HPMA 450 1,50 g 14 ml tBuOH
Ma-Ahx-NHNH-Boc 50 365 mg 1,2 ml DMA

CTA 2 10,3 mg 964 ul tBuOH
V-70 1 7,17 mg 436 ul tBuOH

:éz ‘ ;5: ~o

:2 ° ;§ © Craasmvro @_\{W

Ho. H042
° HI/NH

o T

Obr. 3.1 Reakcni schéma RAFT polymerace. Produkt obsahuje koncovou dithiobenzoatovou skupinu, ktera

byla v dal$im kroku odstranéna.
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Odstranéni piitomnych dithiobenzoatovych skupin po polymerizaci bylo docileno
reakci (viz tabulka 3.2) polymeru s prebytkem iniciatoru
2,2'-azobis(2-methylpropionitrilu) (AIBN) v DMA pii 80 °C po dobu dvou hodin
v zatavené ampuli s inertni atmosférou argonu. Nasledné byl polymer izolovan jiz vysSe
popsanym zptisobem srazeni. Odstranéni chranicich skupin z reaktivnich hydrazidovych
skupin bylo provedeno michanim polymeru rozpusténého ve smési kyseliny
trifluoroctové, triisopropylsilanu (TIPS) a destilované vody (viz tabulka 2.2) po dobu
jedné hodiny pfi laboratorni teploté. Produkt byl izolovan dvojnasobnym vysrazenim
roztokli do ethyl-acetatu (prvni srazenina byla rozpusténa v methanolu) a naslednou
centrifugaci. Kone¢ny produkt byl poté vysuSen v exsikatoru za snizeného tlaku

do konstantni hmotnosti.

Tab. 3.2 Navazky a objemy pro odstranéni dithiobenzodtovych, resp. tert-butyloxykarbonylovych skupin.

Odstranéni dithiobenzoatovych skupin

navazka AIBN objem DMA

259,1 mg 8,64 ml

Odstranéni tert-butyloxyarbonylovych skupin

objem CF3COOH objem TIPS objem vody
95 0bj% 2,5 obj% 2,5 obj%
10 ml 263 ul 263 ul

Syntéza kopolymeru poly(HPMA-co-Ma-f-Ala-TT)

Polymer byl pfipraven RAFT polymeraci komonomeri HPMA a Ma-f-Ala-

-TT v molarnim poméru 92 : 8. Reak¢ni smés byla pfipravena rozpusténim navazky
HPMA (3 g) v terc-butanolu, ke kterému byl pfidan roztok DMA obsahujici 471 mg
Ma-B-Ala-TT. Poté bylo do reakéni smési pifiddno prenosové cCinidlo
4-kyano-4-thiobenzoylsulfanylpentanové kyselina (25,2 mg) a inicidtor AIBN (9,35 mg)
rovnéz rozpusténé v DMA. Koncentrace monomerti v reakéni smési byla 0,9 mol-dm
a objemovy pomér rozpoustédel tBuOH : DMA byl 9 : 1. Ampule s reakéni smési byla
probublana argonem, zatavena a ponechdna ve vodni lazni o teplot¢ 70 °C po dobu

Sestnacti hodin. Reakce byla ukoncena vysrdzenim polymeru bezvodého acetonu.
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Srazenina byla oddé¢lena od supernatantu centrifugaci po dobu tfi minut pfi zrychleni
7 700-g. Nasledné byla suSena proudem argonu a poté dosusena v exsikatoru za snizeného
tlaku do konstantni hmotnosti. Odstranéni dithiobenzoatovych skupin probéhlo uplné

stejné, jako u vyse zminéného polymeru.

Syntéza aktivovanych oxokyselin a jejich derivatit

Kyseliny 5-cyklohexyl-5-oxopentanova (COP), 4-(2-oxopropyl)benzenkarboxylova
(OPB) a  4-oxo-4-(2-pyridyl)butanovda  (PYR) byly aktivovany  reakci
s thiazolidin-2-thionem, tuto reakci znazornuje schéma na obr. 3.2 na str. 35. Navazky

(viz tabulka 33

° ° ) dané
oxokyseliny a N,N'-dicyklohexylkarbodiimidu (DCC) byly rozpustény v bezvodém
tetrahydrofuranu. Navazky thiazolidin-2-thionu (TT) a 4-(dimethylamino)pyridinu
(DMAP) byly také rozpustény v tetrahydrofuranu. Tyto roztoky byly ochlazeny na -18 °C
a po dvaceti minutach smichdny. Za stalého michani byla udrzovéna tato teplota po dobu
jedné hodiny, dalSich dvacet hodin teplota 4 °C. Nasledné¢ byla reakéni smés
dvojnasobnou filtraci zbavena N,N'-dicyklohexylmocoviny, filtrat byl odpafen za
snizen¢ho tlaku a rozpustén v ethyl-acetdtu. Produkt byl vyc¢istén dvojndsobnou

krystalizaci ve smési ethyl-acetat : dichlormethan (obj. 1 : 1).

Tab. 3.3 Navazky a objemy latek pro aktivaci uvedenych kyselin.

latka Ccop OPB PYR molarni ekvivalent
oxokyselina 60 mg 100 mg 100 mg 1,00 ekv.
DCC 79,1 mg 132 mg 139 mg 1,20 ekv.
THF 0,78 ml 1,4 ml 1,4 ml 2,45 dm’mol”’
thiazolidin-2-thion 39,7 mg 70 mg 69 mg 1,05 ekv.
DMAP 2 mg 2 mg 2 mg katalytické mnozstvi
THF 0,30 ml 0,53 ml 0,53 ml 1,12 dm’-mol ™’
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Obr. 3.2 Struktura oxokyselin a reakcni schéma jejich aktivace. Aktivaéni reakci vznika aktivovana

kyselina a N,N‘-dicyklohexylmocovina ve form¢ sraZeniny.

Takto aktivované kyseliny byly poté derivatizovany amino-derivatem fluorescencni
molekuly Cyanine7 (Cy7, obr. 3.2). Navazky (viz tabulka 3.4) dané kyseliny a Cy7 byly
rozpustény v pfislusnych objemech rozpoustédla (dimethylformamid-methanol, 3 : 1
V/V) a poté smichany. K roztoku byl pfidan ptislusny objem 2,6M roztoku hydroxidu
sodného. Za stalého michani probihala reakce pti pokojové teploté po dobu tfi hodin,
nasledné byla ukoncena odpafenim rozpoustédla. Pribéh reakce byl sledovan pomoci

HPLC metodou CH5M.

Tab. 3.4 Navazky a objemy latek pro syntézu derivatii aktivovanych kyselin.

latka COP-TT OPB-TT PYR-TT Molarni ekv.
akt. oxokyselina 1,39 mg 1,30 mg 1,30 mg 1,00 ekv.
objem rozp. 1,193 ml 1,193 ml 1,193 ml 256,5 dm*mol™!
Cy7 3,35 mg 3,35 mg 3,35 mg 1,00 ekv.
objem rozp. 1,193 ml 1,193 ml 1,193 ml 256,5 dm*mol ™!
NaOH (pevny) 0,20 mg 0,20 mg 0,20 mg 1,10 ekv.
2,6M rozt. NaOH 1,97 ul 1,97 ul 1,97 ul 0,42 dm’*-mol™

Obr. 3.3 Struktura molekuly Cy7 se znazornénou vazebnou aminoskupinou. Struktura obsahuje obdobné

jako indokyaninova zelen ne€kolik konjugovanych dvojnych vazeb a dvé benzenova jadra.
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Syntéza polymernich konjugdtii

Konjugaty pol-COP-Cy7, pol-OPB-Cy7 a pol-PYR-Cy7 byly piipraveny smichanim
methanolového roztoku ptislusného derivatu (viz tabulka 3.5 na str. 37) s 10% roztokem
polymeru obsahujici volné hydrazidové skupiny v roztoku v takovém poméru, aby mél
vysledny produkt teoreticky pozadovanou hodnotu substituce samotnym fluoroforem
(nikoli celou molekulou derivované kyseliny), tedy 2 hm%. Reakce byla katalyzovana
koncentrovanou kyselinou octovou (40 ul na 1 ml rozpoustédla) a za stdlého michéani
probihala pfi pokojové teploté¢ 20 hodin. Poté byly produkty (viz obr. 3.3) reakce
purifikovany sloupcovou gelovou chromatografii pomoci gelu Sephadex LH-20, jako
mobilni fze byl pouZzit methanol. Frakce produktu byly zahustény odpafenim methanolu
za snizeného tlaku a vysrazeny do ethyl-acetatu, centrifugovany a zbaveny zbytkového
rozpoustédla v exsikatoru za snizeného tlaku do konstantni hmotnosti.

Reakci nederivovaného fluoroforu Cy7 s polymernim prekurzorem obsahujici
reaktivni TT skupiny v jejich 10 % roztoku v hmotnostnim poméru 2 : 98 byl pfipraven
kontrolni konjugat pol-B-Ala-Cy7 s nesteépitelné vazanym fluoroforem. Tato reakce byla
katalyzovéana alkalicky N,N-diisopropylethylaminem za stdlého michéni pfi pokojové
teplot¢ po dobu 20 h. Nasledné¢ byl produkt purifikovan sloupcovou gelovou
chromatografii pomoci gelu Sephadex LH-20, jako mobilni faze byl opét pouZit
methanol. Nasledné zpracovani bylo stejné jako u vySe uvedenych konjugatu, jen byl jako

srazedlo pouzit aceton.

HO

Obr. 3.4 Struktura polymerniho konjugatu s naznacenym zpiisobem pripojent fluoroforu.
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Tab. 3.5 Navadzky a objemy latek pro syntézu polymernich konjugatii.

latka pol-COP-Cy7 pol-OPB-Cy7 pol-PYR-Cy7
substituce Cy7 (hm%) 2 2 2
derivat kyseliny 2 mg 2 mg 2 mg
MeOH 400 ul 400 ul 400 ul
polymer 79,2 mg 80,2 mg 80,1 mg
MeOH 792 ul 802 ul 801 ul
CH3;COOH 47,7 ul 48,1 ul 48,0 ul
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3.3.2 Charakterizace produkti
Chromatografické metody

HPLC

HPLC s chromatografem Shimadzu LC-20AD vybavenym kolonou Chromolith RP-18e
s reverzni fazi byla vyuzita ke stanoveni Cistoty latek, sledovani pribé¢hu reakci
a ke stanoveni mnozstvi fluoroforu (vazaného i volného). Mobilni faze byla gradientova,
slozend z faze A (95 % voda, 5 % acetonitril, V/V) a B (95 % acetonitril, 5 % voda, V/V)
s linedrnim gradientem od 100 % A do 100 % B. Délka separace byla 5 minut (pratok
5,0 ml'min!) (dile jen CH5M) nebo 15 minut (priitok 2,5 ml'-min ') (dale jen CH15M)

v zavislosti na pozadované presnosti rozdé¢leni.

SEC
SEC s chromatografem Shimadzu LC-10AD vybavenym kolonou TSKgel SuperSW3000

byla vyuzita ke stanoveni hmotnostné- i pocetné-primérné molekulové hmotnosti
polymerniho prekurzoru a konjugati. Mobilni faze byla izokraticka, sloZzena z methanolu
(80 %, V/V) a octanového pufru: octan sodny, k. octova, pH 6,5 (20 %, V/V). Délka

separace byla 45 minut (priitok 0,3 ml-min?).

TLC

Tenkovrstva kapalinova chromatografie byla provadéna pomoci silikagelové desticky
(5x7,5cm) ALUGRAM Xtra SIL G/UV s fluorescenénim indikatorem UVas4
(Macherey-Nagel, DE).

Spektroskopické (SPF) metody

Stanoveni molekulové hmotnosti pomoci koncentrace dithiobenzodtovych skupin

Absorbance vzorkli byly méfeny v kiemenné kyveté o priméru 1,00 cm, vzorky byly
rozpusténé v methanolu o koncentraci 1,0 g-dm>. Spektrofotometrické méteni probihalo
pti A = 302 nm, molarni absorpéni koeficient dithiobenzoatovych skupin pti dané vinové
délce je 12 100 dm*mol -cm™ [52]. Molekulova hmotnost byla stanovena pomoci
rovnice 2,

exd m ‘mol ™! 2
M, prp = A X 7 (e ] (2)
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kde Mx prs piedstavuje molekulovou hmotnost (g'mol '), € molarni absorpéni koeficient
latky pfi dané vlnové délce (dm*mol'-cm™), d pfedstavuje rozmér kyvety
v centimetrech, m predstavuje navazku (mg) a V predstavuje objem methanolu (ul),

ve kterém byla navazka rozpusténa.

Stanoveni hydrazidovych skupin

Absorbance vzorkti byly méfeny v kiemenné kyveté o optické draze 1,00 cm, vzorky byly
rozpusténé v boratovém pufru o pH 7,4 o koncentraci 200 mg-dm>. Poté bylo do kyvety
pipetovano 100 pl roztoku vzorku, ke kterému bylo néasledné ptidano 875 ul boratového
pufru a 25 ul trinitrobenzensulfonové kyseliny o koncentraci 30 mmol-dm™, ktera
pusobila jako vybarvovaci ¢inidlo [53]. Referencni kyveta obsahovala 975 pl boratového
pufrua 25 pl trinitrobenzensulfonové kyseliny. Roztok v kyvetach reagoval hodinu a poté
byl spektrofotometricky zmétfen pii A = 500 nm. Molarni absorp¢ni koeficient takto
modifikovanych hydrazinovych skupin je 17 200 dm*mol :cm™! [53]. K vypodteni
molarniho zlomku hydrazidovych skupin byla pouzita rovnice 3,

Mypma [-] 3)

=AX
7 A(Mypya — Meo) + € X 0y X d

kde n predstavuje molarni zlomek, A absorbanci, Mupma molekulovou hmotnost HPMA
monomeru (g'mol™!), Mg molekulovou hmotnost komonomeru (Ma-Ahx-NHNH,)
(g'mol '), € molarni absorpéni koeficient latky pii dané vinové délce (dm*mol '-cm™),

cm predstavuje hmotnostni koncentraci (mol-dm ) a d piedstavuje rozmér kyvety (cm).

Stanoveni thiazolidin-2-thionovych skupin

Absorbance vzorkl byly méfeny v kiemenné kyveté o optické draze 1,00 cm, vzorky byly
rozpustény v methanolu o koncentraci 1,00 g-dm>. Referenéni kyveta obsahovala pouze
methanol. Roztoky byly ihned spektrofotometricky zméteny pii A = 305 nm. Molarni
absorpéni koeficient thiazolidin-2-thionu je 10 300 dm*mol -cm™ [54]. K vypodteni

moléarniho zlomku thiazolidin-2-thionovych skupin byla pouzita rovnice 3.

Stanoveni molarnich absorpcnich koeficientii

Vzorky byly métfeny rozpusténé v methanolu ve dvou koncentraénich fadach v kiemenné
kyveté o rozméru 1,00 cm. Nejprve probehlo orientacni méfeni Sirsi petkové koncentracni
tfady (koncentrace 26—50 pmol-dm ). Po nasledném vyhodnoceni dat probéhlo presné

méieni v linedrni oblasti zavislosti absorbance na koncentraci dvou dvojkovych fedicich
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fad o pocate¢nich koncentracich 5,0 a 3,0 umol-dm>. Mé&feni probihalo v absorp&nim
maximu meéfenych latek, minimaln¢ v duplikatech, v pfipadé¢ vyrazné smeérodatné

odchylky 1 ve vice opakovanich.

Spektrofluorometrie (SFL)

Fluorescence vzorki byla méfena pomoci fluorimetru pii koncentraci polymerniho
konjugatu 100 mg-dm > ve fosfatovém pufru o pH 7,4. Méfeni probihalo v kfemennych
kyvetach, pfti teploté 37 °C. Ackoliv je excitatni maximum konjugat pii A = 750 nm,
vzorky byly méfeny pii A = 730 nm a Sifce clony 5 nm z diivodu zabranéni interference
excitaéniho zéfeni se zafenim emitovanym. Emisni spektrum bylo méteno pii vlnovych
délkach 740-900 nm po 1 nm o Sifce clony 5 nm. Hydrolyza vzorku byla provedena
pridanim ctvrtiny objemu kyvety koncentrované kyseliny octové, ziedéni bylo

promitnuto do vysledkl vynasobenim intenzit 1,25x.

Kvantovy vytézek

Kvantovy vytézek derivati fluoroforu Cy7 a nasledné i jejich polymernich konjugatt
byly stanoveny pomoci metod HPLC a spektrofotometrie. Spektrofotometricky byly
stanoveny absorbance pii A = 750 nm methanolovych roztokli derivatii o koncentraci
1,00 pmol-dm™3, resp. polymernich konjugatii o koncentraci 100 mg-dm>. Roztoky
o stejné koncentraci byly fluorescenéné analyzovany metodou HPLC (CH15M) pfi
excitacni, resp. emisni vinové délce 750, resp. 773 nm. Kvantovy vytézek byl stanoven
pomoci rovnice 4:

— 10~4R n2 -
® = o, FER % Z_,% [-] 4)

kde @ ptedstavuje ziskany kvantovy vytézek, F predstavuje plochu pod kiivkou (V-min),
A predstavuje naméfenou absorbanci (-) a n ptedstavuje index lomu rozpoustédla (-).
Dolni index R znaci, Zze dana veli¢ina se tyka referentu, v tomto piipadé¢ Cy7. Vyrobce
stanovil kvantovy vytézek Cy7 jako 0,3 [55]. V nékterych ptipadech bylo nutné
absorbance linearné extrapolovat, jelikoZ se citlivost detekce absorbance a fluorescence

fadoveé lisi.
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3.4 Testovani in vitro

In vitro testovani probihalo ve spolupraci s oddélenim Biologickych modelt, UMCH
AV CR, s vyuzitim konfokélniho mikroskopu Laboratofe konfokélni a fluorescenéni
mikroskopie, BIOCEV. Pro testovani byly vyuzity buiiky z linie FaDu (American Type
Culture Collection, US). Tyto buiiky epitelu pochézeji z hltanu muze, 56 let, postizeného
skvamocelularni rakovinou. Pro konfokalni mikroskopii byly buniky péstovany v zivném
Eaglové minimélnim esencidlnim médiu (EMEM) doplnéném o 10% fetalni hovézi sérum
(Sigma-Aldrich, US) ve zvlhéovaném inkubatoru pfi teploté 37 °C a 5% CO». Buiiky byly
poté odlepeny roztokem trypsinu (0,05 %) a nasazeny na specidlni misky v poctu 20 000
bun¢k na jamku, a to 24 hodin pied zahdjenim experimentu. Buniky byly inkubovany

s polymernim konjugitem o koncentraci fluoroforu Cy7 5 mg-dm

po dobu
6 a 24 hodin. Poté byly fluorescen¢nimi znackami barveny jejich organely. K barveni
jader byla pouzita fluorescenéni znatka Hoechst 33342 (Thermo scientific, CR,
5 mg-dm™3, 10 minut). Pro barveni lysosomti byla vyuZita znacka LysoTracker™ Yellow
(Thermo scientific, CR, 75 nM, 30 minut). Po barveni byly buiiky téikrat promyty
Dullbecovym fosfatovym pufrem (s Ca’** a Mg*" kationty) a zafixovany 4 %
paraformaldehydem (Sigma-Aldrich, US). Jako kontrola byly pouzity bunky inkubované
s nesStépitelné vazanym fluoroforem, konjugatem pol-p-Ala-Cy7.

Konfokalni mikroskopie probihala na pfistroji firmy Abberior Instruments (DE)
vybavenym excita¢nimi lasery, Aex = 405 nm, 485 nm, 561 nm a 640 nm. Pro excitaci
v blizkém infracerveném spektru, tedy fluoroforu Cy7, slouzil tzv. STED (z angl.
stimulated emission depletion) laser 0 Aex = 775 nm. Pro mikroskopii byl pouZit imerzni
objektiv Nikon CFI Plan Apo Lambda 60x Oil (Nikon, JP) s numerickou aperturou 1,40;
clona o priméru 1,34 Airy Units (tedy 1,22-A / numericka apertura) a detektor Abberior
QUAD scanner. Zaznam a zpracovani dat probihalo v programu Imspector 16.1. Velikost
snimku byla vZzdy 60-60 um pfi rozliSeni 1200-1200 pixelt. Jeho potfizovaci doba byla

270 s, Cas straveny ziskanim jednoho pixelu (tzv. dwell time) byl 20 ps.
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4. VYSLEDKY

Cilem experimentalni ¢asti bylo navrhnout a pfipravit polymerni sondu, kterd by
v kyselém prosttedi simulujicim nadorovou tkan uvolnovala fluorofor Cy7, ¢imz by mélo
dojit k vyraznému lokalnimu nartistu intenzity fluorescence. Takovato sonda by byla
vyuzitelna pro navigovanou endoskopickou chirurgii pevnych nddort. Aktivace
fluorescence v nadorové tkani by v tomto piipadé¢ meéla vést k nartistu kontrastu mezi
nadorovou a zdravou tkani, ktera by posléze pii operativnim zékroku umoznila piesné

odstranéni nadorové tkané.

4.1 Syntéza a charakterizace polymernich prekurzori

Polymerni prekurzor byl pfipraven pomoci kontrolované radikdlové polymerace
monomerd HPMA a Ma-Ahx-NHNH-Boc pii poméru 9:1. Molekulovd hmotnost byla
fizena pomérem monomery:CTA:inicidtor, ktery byl 500:2:1. RAFT polymeraci se
podarilo pripravit 1,3 g (vytézek 69 %) polymerniho prekurzoru, ktery byl nasledné
zbaven dithiobenzoatovych skupin, stejn¢ tak chranicich fert-butoxykarbonylovych
skupin. Odstranéni chrénicich skupin nemélo vliv na zménu dispersity a molekulové
hmotnosti. Po odstranéni chranicich skupin bylo ziskdno 1,1 g produktu (vytézek 58 %).
Hmotnostné-, resp. pocetné-primérnd moldrni hmotnost, byla stanovena pomoci SEC
metody s RI a MALS detektory. M,,, resp. M,, byla 26,0; resp. 24,5 kg:mol ™!, disperzita
D = 1,06. Molarni obsah komonomeru Ma-Ahx-NHNH> byl spektrofotometricky
stanoven na 5,3 mol%. VSechny charakteristiky polymerniho prekurzoru odpovidaly
pfedpokladanym hodnotdm a polymerni prekurzor byl vyuzit v dal§im kroku pro vazbu
fluorescencnich znacek.

Polymerni prekurzor vznikly kontrolovanou radikalovou polymeraci monomert
HPMA a Ma-B-Ala-TT pfi jejich vzajemném molarnim poméru 92 : 8 byl po odstranéni
dithiobenzoéatovych skupin charakterizovan pomoci SEC metody s Rl a MALS detektory.
Jeho M,, byla rovna 37 kgmol !, disperzita 1,11. Molarni obsah komonomeru
Ma-B-Ala-TT byl stanoven spektrofotometricky na 8,8 mol%. VSechny charakteristiky

tohoto prekurzoru taktéz odpovidaly predpokladanym hodnotam.
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4.2 Syntéza aktivovanych oxokyselin a derivati fluoroforu s témito
oxokyselinami

Fluorescen¢ni znacky byly pfed samotnym navazanim na polymerni prekurzor
modifikovany. S cilem umoznit jejich navazdni hydrazonovou vazbou bylo nutné
do jejich struktury zavést reaktivni karbonylovou skupinu. Z literatury byly vybrany tfi
oxokyseliny vhodné pro takovouto modifikaci, jmenovit¢ COP, OBP, PYR. Vychazeli
rychlost hydrolyzy hydrazinové vazby, tedy Stépeni z polymerniho prekurzoru, coz bude
predmétem dalSich analyz této prace. V prvnim kroku byly tyto oxokyseliny aktivovany
reakci s thiazolidin-2-thionem v tetrahydrofuranu za pfitomnosti DCC a katalyzatoru
DMAP. C(istota vyslednych produkti COP-TT, OPB-TT a PYR-TT byla
charakterizovana pomoci HPLC (CH5M) (viz kapitola 3.3.2) a pomoci TLC s mobilni
fazi ethyl-acetatem. Vysledky shrnuje tabulka 4.1.

Tab. 4.1 Prehled procentudlnich vytézkii a charakterizace produktii aktivace oxokyselin.

COP-TT OPB-TT PYR-TT
vytézek 42,1 % 6,5 % 33,5%
molarni hmotnost [g-mol™] 299,5 279,4 280,4
charakterizace TLC, HPLC TLC, HPLC TLC, HPLC
istota >98 % >98 % >98 %

V dalsim kroku byly aktivované oxokyseliny reagovany s aminoskupinou fluoroforu
Cy7-NH,. Pomér aktivované kyseliny a fluorescencni znacky byl v reakéni smési
ekvimolarni. Reakce probihala ve smési dimethylfuranu a methanolu za katalyzy
hydroxidem sodnym. Cistota derivati byla ovéfena pomoci HPLC (CH5M) a pomoci
TLC s mobilni fazi ethyl-acetitem. Analyza pomoci HPLC (CH5M) ukazala uplnou
¢istotu derivatu COP-Cy7. U derivati OPB-Cy7 a PYR-Cy7 byl pfitomen 1 maly pik
nezreagovaného fluoroforu odpovidajici asi 9 %. Vzhledem k tomu, Ze nezreagovany
Cy7 neobsahuje karbonylovou skupinu, kterou by mohl reagovat s hydrazidy
v nasledujicim reakénim kroku, nebylo potfeba odstranit jej z produktu. Doslo k tomu

totiz spontanné pii dal$im kroku syntézy. Vysledky shrnuje tabulka 4.2 na str. 44.
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Tab. 4.2 Prehled mnozstvi a procentudlnich vytezkii produktii derivace oxokyselin fluoroforem Cy7.

COP-Cy7 OPB-Cy7 PYR-Cy7
vytézek 94,4 % 96,8 % 99,5 %
molarni hmotnost [g-mol™] 891,1 880,1 881,0
TLC, HPLC, TLC, HPLC, TLC, HPLC,
charakterizace spektrofotometrie, spektrofotometrie, spektrofotometrie,
fluorimetrie fluorimetrie fluorimetrie
molarni absorpcni koeficient
91-10° 83-10° 60-10°
[dm*mol -cm™]
kvantovy vytézek 0,34 0,35 0,17
Cistota 100 % 91 % 91 %

4.3 Charakterizace fluoroforu Cyanine7 a jeho derivati

4.3.1 Stanoveni molarnich absorp¢nich koeficienti

Volny i derivatizovany Cy7 byl spektrofotometricky charakterizovan (viz kapitola 3.3.2)
pii A =750 nm, coZ odpovida jeho absorpénim maximu v methanolu. Uéelem bylo ovéfit,
zda se molarni absorpcni koeficient zméni derivatizaci fluoroforu oxokyselinou, popf.
stanovit novou hodnotu molarniho absorp¢niho koeficientu pro pozdéjsi charakterizace
polymernich konjugéati. Molarni absorpcni koeficient (¢) samotného Cy7 byl pfi dané
vlnové délce méné nez polovicni nez deklarovany vyrobcem, presnéji
93-10° dm*-mol -cm™!, oproti deklarovanym 199-10° dm* -mol !-cm™! (vyrobce neudava
rozpoustédlo, ve kterém bylo méfeni provedeno). Molarni absorpcni koeficienty derivatii
COP-Cy7, OPB-Cy7 a PYR-Cy7 byly stanoveny na 91-10°,
83-10° a 60-10° dm*mol !-cm™!. Oblast linearni zavislosti, tedy takovou oblast, kde lze
tento koeficient pro pfesny vypocet pouzit, je v ptipadé¢ COP-Cy7 v rozmezi 0,15 az 1,5
umol-dm >, pro OPB-Cy7 v rozmezi 0,15 aZ 1,25 umol-dm a pro PYR-Cy7 v rozmezi

0,15 az 5,0 pmol-dm™.

4.3.2 Stanoveni kalibrac¢ni zavislosti fluorescence derivati spojek

Dale byla u vSech derivati stanovena fluorescence, a to HPLC metodou CHISM

s vyuzitim fluorescenniho detektoru RF-20A. Ziskané hodnoty fluorescence byly
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pouzity pro i naslednou charakterizaci fluorescence polymernich konjugét. Ziskané
plochy pod kiivkami pfi znamych koncentracich byly pouzity pro stanoveni kalibra¢ni
zavislosti. Konstanty této linearni zavislosti (smérnice) pro COP-Cy7, OPB-Cy7
aPYR-Cy7 byly stanoveny jako 38,2:10° 38,510 a 16,3:10° dm?V-min-mol™

pfi excitacni, resp. emisni vlnové délce 750 a 773 nm v methanolu.

4.3.3 Stanoveni kvantovych vytézki derivati v methanolu

Kvantové vytézky pro derivaity COP-Cy7, OPB-Cy7 a PYR-Cy7 byly stanoveny
spektrofotometricky a metodou HPLC (CH15M) v methanolu pomoci rovnice 4 jako 0,34
(112 %), 0,35 (115 %) a 0,17 (58 %). V zavorce je uveden relativni kvantovy vytézek
vztazeny ke kvantovému vytézku Cy7, ktery vyrobce udava jako 0,3 [55].

4.4 Syntéza a charakterizace konjugati

4.4.1 Syntéza polymernich konjugati

Konjugaty polymeru s fluoroforem byly pfipraveny reakci derivati oxokyselin
s polymernim prekurzorem za katalyzy kyseliny octové. Pribéh reakce v Case byl
sledovan analyzou reakéni smeési pomoci HPLC (CH5M). Bylo pozorovano, Ze po
urcitém case, se slozeni reakéni smési jiz neméni, 1 kdyz nedoslo k plnému navazani
derivatu fluoroforu. Reakce byla ukoncena ziedénim methanolem (na 2% roztok, m/V)
anaslednou separaci pomoci sloupcové chromatografie na koloné¢ s naplni
LH20 v methanolu, kdy doslo k rozdé€leni polymerni a nezreagované nizkomolekularni
frakce. Polymerni frakce byla jimana, zahusténa pomoci vakuové odparky a srazena
do ethyl-acetatu (v ptipad¢ kontrolniho konjugitu do acetonu). Kontrolni konjugat
obsahujiciho nestépitelné vazanou fluorescencéni znacku byl pfipraven reakci amino
skupiny fluoroforu Cy7 s TT skupinami polymeru v methanolu. Pribéh reakce byl
sledovan taktéZ metodou HPLC (CHS5M) a separace polymerniho konjugéatu byla
provedena obdobnym zptisobem jak je uvedeno vyse. Cistota produktii byla potvrzena
analyzou HPLC (CH5M a CH15M), kdy se za typicky neostrym vrcholem polymeru
nachdzel pouze nizky vrchol nenavézaného fluoroforu. Vycisténé produkty mely svétle
tyrkysovou barvu svéd€ici o UspéSném navazani fluoroforu. Vysledky jednotlivych

reakci vCetné nasledujici charakterizace v methanolu shrnuje tabulka 4.3.
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Tab. 4.3 Charakterizace polymernich konjugatii v methanolu.

pol-COP-Cy7  pol-OPB-Cy7  pol-PYR-Cy7 pol-B-Ala-Cy7

vytézek 62,0 % 51,2 % 59,3 % 90,8 %
HPLC, SEC, HPLC, SEC, HPLC, SEC, HPLC, SEC,
charakterizace

SPF, SFL SPF, SFL. SPF, SFL. SPF, SFL
obsah Cy7 0,3 hm% 1,8 hm% 0,3 hm% 1,9 hm%

kvantovy vytézek 0,06 0,09 0,07 0,12

relativni kvantovy
18 % 26 % 37 % 40 %

vytézek

4.4.2 Stanoveni molarni hmotnosti

Produkty pol-COP-Cy7, pol-OPB-Cy7, pol-PYR-Cy7 a pol--Ala-Cy7 byly
charakterizovany pomoci rozmérové-vylu€ovaci chromatografie s vyuzitim kolony
TSKgel SuperSW3000 a detektori RI a UV-Vis (vlnova délka 220 nm nebo 750 nm). Pii
vlnové délce 750 nm bylo zejména sledovéano, zda se v retenénim cCase prislusicim
nizkomolekularnim latkam (okolo 35. minuty, obr. 4.1) nachazi volny derivéat fluoroforu.

Podle analyzy byl obsah volného derivatu fluoroforu niZsi nez detekéni limit (0,2 %).

1.0

S S S
= o =

relativni odezva [-]

=
o

¢as [min]

----- pol-COP-Cy7 (UV-Vis) ====- pol-OPB-Cy7 (UV-Vis) pol PYR-Cy7 (UV-Vis)
pol-COP-Cy7 (RI) pol-OPB-Cy7 (RI) pol PYR-Cy7 (RI)

Obr. 4.1 Chromatogramy polymernich konjugatii.
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4.4.3 Stanoveni obsahu fluoroforu
Vsechny Ctyii polymerni konjugaty, tedy pol-COP-Cy7, pol-OPB-Cy7, pol-PYR-Cy7
a pol-p-Ala-Cy7 byly spektrofotometricky charakterizovany pii A = 750 nm, tedy pii
jejich absorpénim maximu. Cilem méfeni bylo stanoveni obsahu fluoroforu
v konjugatech. Méfeni probihalo ve ¢tyfech koncentracich pfipravenych dvojkovou fedici
fadou tak, aby vSechny koncentrace lezely v linearni oblasti, pro tyto konjugaty tedy
okolo 100 mg-dm>.

Z namétenych hodnot absorbance byl pomoci rovnice 5, vypocitdn hmotnostni obsah
fluoroforu Cy7 v konjugatech,

_AXSXdXMCy7 [-] (5)
Wmnm =

Cm
kde wy, predstavuje hmotnostni zlomek (-), 4 pfedstavuje absorbanci (-), & ptredstavuje
molarni absorpéni koeficient (dm?*-mol !-em™), d piedstavuje primér kyvety (cm), Mcy7
predstavuje molekulovou hmotnost Cy7 (gmol™!) a ¢ piedstavuje hmotnostni
koncentraci polymerniho konjugatu v kyveté (g:dm™>). Vypocétené hodnoty jsou pro
konjugaty pol-COP-Cy7, pol-OPB-Cy7, pol-PYR-Cy7 a pol-g-Ala-Cy7 uvedeny
v tabulce 4.3 na str. 46.

4.4.4 Stanoveni kvantového vytéZzku konjugatii v methanolu

Kvantové vytézky pro konjugity pol-COP-Cy7, pol-PB-Cy7, pol-PYR-Cy7
a pol-p-Ala-Cy7 byly stanoveny spektrofotometricky a metodou HPLC (CHI5SM)
v methanolu pomoci rovnice 4 jako 0,06 (18 %), 0,09 (26 %), 0,07 (37 %) a 0,12 (40 %).
V zévorce je uveden relativni kvantovy vytézek vztazeny ke kvantovému vytézku dané¢ho

derivatu spojky.

4.5 Uvolinovani fluoroforu

4.5.1 Stanoveni rychlosti Stépeni v zavislosti na pH

Uvoliovani fluoroforu z polymernich konjugiti pol-COP-Cy7, pol-OPB-Cy7
a pol-PYR-Cy7 bylo stanoveno pomoci HPLC (CH15M). Uvolnovani fluoroforu bylo
studovano ve fosfatovych pufrech o hodnotach pH 7,4, 6,5 a v pfipadé¢ konjugatu
pol-OPB-Cy7 i 5,0. Prvni zminénéd hodnota pH méla za cil simulovat fyziologické pH,
zatimco druhd kyselé pH nadorové tkané. Hodnota pH 5,0 pak simulovala prostredi

lysosomu. Tato metoda zjednodusené demonstruje hydrolytickou stabilitu konjugata
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v krevnim obé&hu a nadorové tkani. Méfeni vSech konjugéti probéhla v duplikatech pii
totozné koncentraci fluoroforu Cy7, a to 25 pmol-dm ™. Tuto zavislost pro polymerni
konjugat pol-OPB-Cy7 ilustruje obrazek 4.2.

140%

120%

100%

80%

60%

40%

r T T T F a
20% |+ + L L
0%
0 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10
—e—pH 7,4 —8—pH 6,5 pH 5,0

Obr. 4.2 Zavislost plochy absorbance polymerniho konjugatu pol-OPB-Cy7 pii 750 nm v roztoku o pH
7.4, 6,5 a 5,0 na case. V kyselém pH podléha konjugat rapidni hydrolyze, kdy dojde ke snizeni obsahu
fluoroforu v konjugatu v pH 6,5 na polovinu ptiivodniho obsahu asi za 9 hodin. V pH 5,0 dojde k hydrolyze

témet okamzité. Naopak ve fyziologickém pH je konjugat velmi stabilni.

U konjugath pol-COP-Cy7 a pol-PYR-Cy7 dochéazelo v pH 7,4 k velmi podobné
zavislosti, tedy k Zddnému vyznamnému ubytku vazaného fluoroforu nedochazelo. V pH
6,5 dochazelo u pol-PYR-Cy7 k téméf stejné rychlému Stépeni, po 10 hodin se odstépilo
také pfiblizné 50 % vazaného fluoroforu. U pol-COP-Cy7 dochéazelo k rychlejSimu

Stépeni, polovina vazaného konjugatu se odstépila asi za 3 hodiny.

4.5.2 Stanoveni kvantovych vytézku konjugati ve vodé

Veskeré predchozi stanoveni kvantovych vytézkd polymernich konjugati probihalo
v methanolu. Tim bylo umoZnéno charakterizovat ve vodé velmi malo rozpustnou
fluorescenéni znacku a jeji derivaty, a tedy zajiSténa podminka stejného rozpoustédla,
ktera je ke vzdjemnému porovnani naméfenych hodnot nezbytna. V dal$im kroku bylo
nutné stanovit hodnoty pro polymerni systémy ve vodnych pufrech, a to vzhledem
k potencidlnimu vyuziti v navigované chirurgii.

Fluorimetrické méfeni intenzity fluorescence roztokii konjugatti pied a po hydrolyze

koncentrovanou kyselinou octovou poskytlo informaci o zméné kvantovych vytézkt
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polymernich konjugati pol-COP-Cy7, pol-OPB-Cy7 a pol-PYR-Cy7 v disledku
totalniho odstépeni fluoroforu. Cilem bylo ovétit hypotézu, Ze pti konjugaci fluoroforu
s polymernim prekurzorem dojde ke zhéasSeni fluorescence, po uvolnéni fluoroforu
v disledku kyselého prostfedi by vSak mélo dojit k opetovnému nariistu intenzity
fluorescence (viz obr. 4.3A, B a C na str. 50).

Kvantovy vytézek polymerniho konjugatu pol-COP-Cy7 po uvolnéni Cinil asi
190 % pivodniho kvantového vytéZzku polymerniho konjugatu pted uvolnénim znacky,
konjugatu pol-OPB-Cy7 asi 330 % plvodniho a konjugatu pol-PYR-Cy7 asi 530 %.

Kvantovy vytézek nestépitelného konjugatu pol-p-Ala-Cy7 se téméf nezmenil.
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Obr. 4.3 Intenzity fluorescence roztoku pred a po hydrolyze polymerniho konjugdtu pol-COP-Cy7 (A),
pol-PYR-Cy7 (B) nebo pol-OPB-Cy7 (C) pri excitacni vinové délce 730 nm. Oblast vinové délky okolo
900 nm slouzi jako referencni, jelikoz se zde intenzita neméni, a navic je pfiblizné rovna nule. Analyza

probihala metodou fluorimetrie pii koncentraci 100 mg-dm ™ ve fosfatovém pufru o pH 7.4.
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4.5.3 Konfokalni mikroskopie

Testovani in vitro spocivajici v inkubaci polymernich systému s buiitkami a stanoveni
fluorescence v buiikach probihalo pomoci konfokalni mikroskopie. Byla sledovédna
intenzita fluorescence po 6 a 24 hodinach od podani polymernich konjugéti. Vzhledem
k Casové naroCnosti experimentu a predchozim vysledkim byly zvoleny pouze dva
konjugaty, a to pol-OPB-Cy7 a pol-PYR-Cy7, a to na zdklad¢ fyzikalné-chemickeé
charakterizace, pfedevs§im z hlediska zmény kvantovych vytézka téchto dvou konjugatt
pfi okyseleni jejich roztokid, tedy po uvolnéni fluoroforu. V pifipadé¢ konjugétu
pol-OPB-Cy7 byla tato zména rovna 330 %, v pfipadé€ konjugatu pol-PYR-Cy7 dokonce
530 %.

Jako reference byl pouzit konjugat pol-p-Ala-Cy7, ktery obsahoval nestépitelné
vazany fluorofor Cy7. Cilem testovani bylo zjistit, zda polymerni systémy mohou
vstoupit do bunék a zda se v Case bude menit intenzita fluorescence ve vztahu
k uvolilovani fluoroforu. Pro lepsi ptedstavu o (ko)lokalizaci volného ¢i konjugovaného
fluoroforu Cy7 bylo vyuzito ptekryvného zobrazeni fluorescence zdroje spolu
s oznaCenymi jadry a lysosomy. Nutno zminit, ze pfekryv nemusi nutné znamenat, Ze se
fluorofor v dané organele nachazi. Vysledné snimky shrnuje obrazek 4.5 (A) na této

strané (bez kolokalizace) a (B) str. 52(s kolokalizaci).

A pol-OPB-Cy7 pol-PYR-Cy7 kontrola

6 hodin

24 hodin
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B pol-OPB-Cy7 pol-PYR-Cy7 pol-p-Ala-Cy7

6 hodin

24 hodin

Obr. 4.4 Vysledky konfokdlni mikroskopie FaDu bunék inkubovanych s polymernimi konjugaty po dobu 6
resp. 24 h. Prekryvné zobrazeni snimki zachycujicich jadra barvena Hoechst 33342 (Zluté), lysosomy
barvené LysoTracker Yellow (Cervené) a fluorofor Cy7 (fialov€). Koncentrace obou polymernich
konjugatti (pol-OPB-Cy7, pol-PYR-Cy7) byla 5 mg-dm™ fluoroforu Cy7. Konjugit pol-p-Ala-Cy7

slouzil jako kontrola, jelikoz obsahoval nestépiteln¢ vazany fluorofor Cy7.
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5. DISKUZE

Cilem experimentalni ¢asti bylo syntetizovat polymerni sondu s fluoroforem navazanym
na polymerni systém pies pH-senzitivni spojku a prokézat, zda by takovato sonda mohla
byt vyuzita pro zvyseni kontrastu fluorescencniho signalu v ramci navigované chirurgie
nadort. Cilem bylo ovéfit hypotézu zalozenou na pozorovaném efektu, kdy by mélo
vazbou na polymerni systém dojit ke zhaseni fluorescence, kterd by se opét méla

zintenzivnit po uvolnéni fluoroforu z polymerniho systému.

5.1 Syntéza polymerniho prekurzoru

Polymerni prekurzor byl pfipraven pomoci RAFT techniky a vysledny polymer mél
fyzikalné-chemické vlastnosti v souladu s literaturou [14, 20, 56]. Disperzita
a molekulovd hmotnost prekurzoru po odstranéni chranicich skupin byla B = 1,06
aM,, =24,5 kg:mol . Hodnota disperzity odpovidd vysoce definovanému systému
svelmi malym rozptylem molekulovych hmotnosti. Aplikace kontrolované
polymerizacni techniky jednozna¢né¢ umoznila piipravu vhodného prekurzoru pro
navazujici syntetické kroky. Cim vice se disperzita blizi hodnoté jedna, tim uniformnéjsi
je smés polymernich fetézcl, coz je vyhodou pii potencidlnim schvalovacim procesu
lékovymi agenturami (napi. FDA), jelikoz bude polymer uniformni i z biologického
hlediska — napfiklad ptfi biodistribuci a vyluovani z organismu. Molarni obsah
reaktivnich hydrazidovych skupin byl 5,3 % oproti teoretickym 10 % v polymerni nasadé¢.
Niz$i obsah zabudovanych monomernich jednotek s hydrazidovymi skupinami je mozné
vysvétlit diky kopolymerizaénim parametrim pouZitych komonomerl, které byly
publikovany pro podobné provadéné polymerizace [57]. Nicméné obsah hydrazidovych
skupin byl pro dalsi experimenty dostate¢ny, jelikoz substituce fluoroforu byla navrhnuta

pod 1 mol%.

5.2 Aktivované oxokyseliny a jejich derivaty

Vybrané oxokyseliny slouzi jako spojka mezi polymernim nosicem a fluoroforem,
umoznuji jej navazat pH-senzitivni hydrazonovou vazbou. Pro derivatizaci téchto
oxokyselin fluoroforem byla nejprve zapotiebi jejich aktivace. Ta probéhla reakci danych

oxokyselin s thiazolidin-2-thionem v souladu s literaturou [27]. Surovy produkt byl dale

wrwve
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pfitomny nezreagované oxokyseliny, mohlo by dochézet k jejich pfednostni reakci
s polymerem obsahujicim volné hydrazidové skupiny v navazujicim syntetickém kroku.
Tim by doslo k nezadouci nizsi substituci fluoroforu na polymeru.

Takto pripravené aktivované oxokyseliny byly navazany amidovou vazbou na
fluorofor.  Alkalicky katalyzovana reakce probihalave smési rozpoustédel
dimethylformamidu a methanolu. Vytézky reakci se pohybovaly mezi 94 a 99 %.
Vytezky blizici se 100% je mozné pfisoudit vysoké ucinnosti aktivace oxokyselin pomoci
thiazolidin-2-thionu, ktery ochotné reaguje s aminy za vzniku jiz zminéné amidové vazby
[58]. Cistota produktii byla ovéfena metodou HPLC (CH5M). V piipadé derivatu
COP-Cy7 se v produktu nevyskytovala Za4dnd necistota, naproti tomu u derivatl
OPB-Cy7 a PYR-Cy7 se vyskytovalo 9 % piivodniho, nezreagovaného, fluoroforu.
Vzhledem k tomu, Ze se tento volny fluorofor nemize navazat na reaktivni skupiny
polymerniho prekurzoru, nebyl z reakéni smési odstranén pred dalsi reakci.

Z namétenych molarnich absorpénich koeficientii takto derivovanych oxokyselin
vyplyva, Ze derivatizaci doSlo k mirnému sniZeni schopnosti fluoroforu absorbovat
elektromagnetické zatfeni, v ptipadé PYR-Cy?7 je toto sniZzeni vyrazné (pies 30 %). Vliv
na absorpci mize mit zména elektronové hustoty zptisobend navazanim jednotlivych
spojek k fluoroforu. Jejich struktury jsou zndzornény na obr. 5.1 na str. 55. Vzhledem
k tomu, ze spojka OPB ma karboxylovou skupinu v konjugaci s benzenovym jadrem, ale
spojka COP nikoliv, a presto je hodnota jejich molarnich absorp¢nich koeficientl
podobna, nelze pficitat tuto zménu aromatickému okoli vazby fluoroforu na spojku. To
doklada i fakt, ze karboxyl spojky PYR je od pyridinového kruhu izolovan, ale pfesto u ni
dochazi k nejvétSimu poklesu schopnosti absorbovat.

Kvantovy vytézek fluorescence byl nejvyssi pro derivat OPB-Cy7 (0,35), naopak
nejniZsi pro PYR-Cy7 (0,17). Je dilezité zminit, Ze v piipadé OPB a COP derivatt doslo
k navySeni vytéZku fluorescence vii¢i samotnému fluoroforu. Vzhledem k tomu, ze
kvantovy vytézek urcuje pomér mezi absorbovanymi a emitovanymi fotony, je tato
charakteristika dilezitd vzhledem k zamySlenému budoucimu uZiti derivati. Hodnoty
kvantovych vytézka vSech derivatl jsou pro aplikaci dostacujici, a to 1 v ptipad¢ derivatu
PYR-Cy7, kdy je zpét emitovano 17 % absorbovanych fotonll. Ani zde nelze snadno
vyvodit, pro¢ dochazi u derivati OPB-Cy7 a COP-Cy7 ke zvyseni, zatimco u PYR-Cy7

naopak ke snizeni kvantového vytézku. Vliv opét nemize mit pouhd piitomnost
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aromatické struktury v derivatech, pravdépodobn¢ hraje roli i vzdalenost aromatického
jadra a rovnéz i ptitomnost heteroatomu v piipadé€ spojky PYR, jelikoz aromatické spojky

OPB a PYR vykazuji po derivatizaci opacny trend.

2 0O
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Obr. 5.1 Strukturni vzorce derivatit oxokyselin. Modra barva predstavuje fluorofor Cy7 vazany amidovou
vazbou, zatimco Cervené znaCeny karbonyl znazorfuje, kde budou jednotlivé derivaty vazany pies

hydrazon v polymernich konjugatech.

5.3 Konjugaty
Polymerni konjugaty s derivaty pol-COP-Cy7, pol-OPB-Cy7 a pol-PYR-Cy7 se
podaftilo pfipravit kysele katalyzovanou reakci polymerniho prekurzoru obsahujiciho
reaktivni hydrazidové skupiny s konkrétnim derivatem fluoroforu. Hmotnostni vytézek
reakci se pohyboval mezi 50 a 60 %. Polymerni konjugaty byly okamzité¢ po ukonceni
reakce vyéistény od volného derivatu Cy7 pomoci sloupcové chromatografie. Cistota
findlnich konjugath byla nasledné oveéfena metodou SEC a bylo potvrzeno, Ze v Zadném
z konjugati se nevyskytovalo detekovatelné mnozstvi volného derivatu. Vzhledem
ktomu, Ze vlnovd délka laseru MALS detektoru koliduje s absorpénim
spektrem fluorescenéni znacky Cy7, nemohla byt uréena piesna ¢iselna hodnota M,, a P.
Porovnanim RI chromatogramil polymernich prekurzort s RI chromatogramy konjugatt
ale bylo zjisténo, Ze v pritbé¢hu navazovani derivatt fluorescencnich znacek na polymerni
prekurzor nedoslo k vyznamnému rozSifeni disperzity molekulovych hmotnosti a ani
molekulova hmotnost nebyla vyznamné¢ zvySena.

Substituce fluoroforem v konjugatech byla stanovena spektrofotometricky,
v ptipadé konjugatli pol-COP-Cy7 a pol-PYR-Cy7 byla nizsi, a to 0,3 hm%, tedy 15 %
z nasady. Naproti tomu u konjugéatu pol-OPB-Cy7 ¢inila substituce 90 % z nasady, tedy
1,8 hm% navazaného fluoroforu. Rozdil téchto hodnot ziejme spociva v charakteru vazeb
v okoli vznikajici hydrazonové vazby a sterické dostupnosti karbonylu piislusného
derivatu fluoroforu.

Kvantové vytézky fluorescence polymernich konjugatl stanovené v methanolu

(tab. 4.3 na str. 46) byly vyznamné¢ nizSi (az Sestindsobné) nez samotnych derivati
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fluoroforu. Toto snizeni kvantového vytézku fluorescence piisuzujeme konjugaci
fluorofort s polymernim prekurzorem. Na polymernim prekurzoru se jednotlivé
molekuly fluoroforu dostévaji do takové blizkosti, Ze dochdzi k vyznamnému zhaseni
fluorescence. Stanovenim relativnich kvantovych vytézkt konjugati ve fosfatovém pufru
pted (pH 7,4) a po okyseleni (pH ~5) byla ovéfena hypotéza, ze kyselou hydrolyzou
hydrazonové vazby doslo k opétovnému uvolnéni fluoroforii vedouci k oddéleni
jednotlivych molekul Cy7, a tudiz ke zvySeni kvantovych vytézki, a tedy 1 intenzity
fluorescence.

Dalsi krok byl zaméfen na stanoveni zavislosti rychlosti hydrolytického Stépeni
hydrazonové vazby mezi polymerem a derivaitem fluoroforu na pH. VsSechny tii
konjugaty byly ve fyziologickém pH (7,4) pomérn¢ stabilni, dochédzelo k hydrolyze do
20 % za 24 h. V mirné kyselém pH 6,5 (odpovidajicimu pH v mezibunécném prostiedi
nadoru) dochdzelo k postupnému $tépeni pH-senzitivni hydrazonové vazby, polovina
fluoroforu byla uvolnéna u pol-PYR-Cy7 a pol-OPB-Cy7 po 10 hodinach, v ptipadé¢
konjugétu pol-COP-Cy7 jiZ po 3 hodindch. Nejpomaleji ze vSech tii konjugati se $tépil
konjugéat pol-PYR-Cy7, cozZ je v souladu s literaturou publikovanou pro jiné systémy
s nizkomolekuldrnimi 1&Civy [59]. V pH 5,0 (modelujici prosttedi lysosomu) doslo
v ptipad¢ konjugatu pol-OPB-Cy7 k rapidni hydrolyze, kdy bylo uvolnéno vice jak 65 %
fluoroforu béhem 5 minut. MliZeme konstatovat, Ze na rychlost uvolfiovani mélo
vyznamny vliv chemické okoli hydrazonové vazby. Obecné je znamo, ze nejvétsi vliv na
stabilitu hydrazonové vazby ma jeji konjugace do aromatické struktury nebo jeji stericka
dostupnost [60]. V ptipadé¢ spojek COP, OPB a PYR lze ptedpokladat, Ze rozdilnou
rychlost uvoliiovani zplsobuje pfitomnost aromatické struktury u spojek OPB a PYR,
z pohledu sterické dostupnosti neni mezi spojkami velky rozdil. Vysledky méfeni
hydrolytickeé stability vSech tii konjugét témto pfedpokladiim odpovidaji. Nejrychleji se
Stépil konjugat pol-COP-Cy7, jehoz spojka neobsahuje zddnou aromatickou strukturu.
Naopak konjugaty pol-OPB-Cy7 a pol-PYR-Cy7 ve svych strukturdch obsahuji
aromaticke struktury a hydrolyzuji vyrazn€ pomaleji neZ prvné zminény konjugét. Jak jiz
bylo zminéno, vibec nejpomaleji se Stépi konjugit pol-PYR-Cy7, u nchoz je

hydrazonova vazba ptimo konjugovana s pyridinovym kruhem.
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5.4 Konfokalni mikroskopie

V poslednim kroku byly ovéteny piredbézné biologické vlastnosti v in vitro uspotradani,
konkrétn¢ Slo o stanoveni intenzity fluorescenéniho signdlu nadorovych bunék
po inkubaci s polymernimi konjugaty pomoci konfokalni mikroskopie. Cilem bylo ovéfit
hypotézu, ze pii odstépeni fluoroforu z polymeru dojde k narastu fluorescen¢niho signalu
buiiky. Pro testovdni byla vybrdna bunéénd linie FaDu (buiiky skvamocelularniho
epitelidlniho naddoru hltanu). Tato bunécna linie byla zvolena proto, ze polymerni sondy
jsou zamysleny primarné pro endoskopickou chirurgii pevnych nadora hlavy a krku.

Inkubace polymernich konjugatl s buitkami po dobu 24 hodin prokazala, Ze dochazi
k vyraznému nartstu intenzity fluorescence v ramci bun€k (viz obr. 4.4 na str. 52), coz
pfisuzujeme S$tépeni hydrazonové vazby v kyselém prostiedi endosomi a lysosomtl.
Po uvolnéni fluoroforu dochézi k zvyseni jeho kvantového vytézku fluorescence, a tedy
je pozorovano vyznamné navyseni fluorescence, které nebylo pozorovano pro kontrolni
polymerni systém pol-B-Ala-Cy7 s fluoroforem véazanym neSté€pitelnou amidovou
vazbou (viz obr 4.4 na str. 52). Podobné vysledky byly pozorovany u polymernich
konjugatt s fluoroforem IR783 navazanym enzymaticky stépitelnou peptidovou spojkou
[51].

Kombinaci vysledki ziskanych fyzikalné-chemickou charakterizaci konjugatd,
zejména uvoliovanim fluoroforu v ¢ase a zmény kvantového vytézku po hydrolyze,
a vysledkti ziskanych metodou konfokalni mikroskopie se polymerni konjugat
pol-OPB-Cy7 ukazal jako nejslibnéjsi kandidat pro budouci in vivo testovani. Vzhledem
k tomu, Ze je ale in vitro testovani velmi zjednodusenym modelem (uzavieny systém,
absence krevniho ob&hu a lymfatické drenaze), bylo by velmi pied¢asné na jeho zakladé
vyloucit konjugaty pol-PYR-Cy7 a pol-COP-Cy7 pro eventualni in vivo testovani napf.
na mysim modelu. Teprve zivy systém mtize uk4zat vhodnost pfipravenych polymernich

sond pro pouZiti v praxi.
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6. ZAVER

Zaverem je mozné shrnout, ze se podatilo piipravit biokompatibilni polymerni prekurzor,
poly(HPMA-co-MA-Ahx-NHNH;), o vhodném obsahu reaktivnich hydrazidovych
skupin, Uzké disperzité a molarni hmotnosti splilujici vylouceni ledvinami po splnéni
zobrazovaci funkce v organismu. Dale se podafilo pfipravit tii derivaty oxokyselin COP,
OPB a PYR s molekulou fluoroforu Cyanine7. Ty byly nasledn¢ navazany na polymerni
prekurzor, za vzniku tfi polymernich konjugati pol-OPB-Cy7, pol-COP-Cy7
a pol-PYR-Cy7 s fluoroforem vazanym ptes pH-senzitivni hydrazonovou vazbu.

Muzeme konstatovat, ze fyzikalné-chemické vlastnosti pfipravenych polymernich
konjugath byly vzhledem k zamySlenému pouziti vyhovujici ve vSech sledovanych
charakteristikdch. Polymerni konjugéaty obsahovaly dostate¢né mnozstvi fluoroforu
Cyanine7 a byla zjisténa pH senzitivni zavislost uvoliiovani fluoroforu. V mirné kyselém
pH 6,5 modelujicim prostiedi nadorové tkané vykazovaly vyrazné€ rychlejsi sté€peni nez
vpH 74, které odpovidd prostfedi krevniho teciSté. Dulezitym faktem je, Ze po
navazanim fluoroforu na polymer doslo k vyznamnému snizeni kvantového vytézku
fluorescence u vSech tii konjugatt, pticemz pfti jejich odstépeni v kyselém prostiedi doslo
k jeho opétovnému zvySeni, a tedy znatelnému naristu intenzity fluorescence.

Dva vybrané polymerni konjugaty, pol-OPB-Cy7 a pol-PYR-Cy7, byly
podrobeny in vitro testovani pomoci konfokalni mikroskopie na buné¢né linii FaDu.
Prokézali jsme, ze inkubaci polymernich konjugatl s nadorovymi bunkami dochazi
k ¢asové zavislému vyznamnému navySeni fluorescence pozorovatelné v naddorovych
bunkach. Lze shrnout, ze pfipravené polymerni systémy vykazuji vhodné vlastnosti pro
navazujici in vivo biologické experimenty, které by mély prokazat schopnost
pfipravenych systému fluorescencné oznacit nadorovou tkan pro opticky navigovanou
chirurgii. Poskytnou-li i in vivo experimenty uspokojivé vysledky, pak budou tyto latky
vhodnymi kandidaty pro navazujici preklinické hodnoceni pro chirurgické uplatnéni.

V ramci prace byly splnény vSechny vytycené dil¢i cile zaméfené na syntézu
polymerniho prekurzoru, syntézu derivat oxokyselin s fluoroforem, syntézu konjugatd,
detailni fyzikaln&-chemickou a pfedb&znou biologickou charakterizaci. Jednoznaénym
vystupem prace jsou funkéni polymerni konjugaty, pH-stimulem aktivovatelné polymerni
fluorescen¢ni sondy, které by mohly najit uplatnéni jako néstroj pro navigovanou
chirurgii pevnych nadora. Vysledky prace jsou soucasti ptipravované patentové piihlasky
,, Fluorescencné znaceny polymer jako nastroj pro vizualizaci nadori”.
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