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Abstrakt

Tato diplomova prace se zamétuje na piipravu a charakterizaci polymernich nosic¢t na
bazi N-(2-hydroxypropyl)methakrylamidu (HPMA) a N-(1,3-
dihydroxypropyl)methakrylamidu (DHPMA) uréenych pro dopravu a fizené uvoliiovani 1éciv,
derivatl kyseliny betulinové (BA), v nadorové tkani. Byly syntetizovany a detailn¢ fyzikalné-
chemicky charakterizovany polymerni prekurzory, obsahujici hydrazidové skupiny nebo
primarni aminoskupiny. Déle byly studovany jejich konjugaty s funkénimi derivaty BA nesouci
oxo skupinu, které byly navazané na polymery pomoci pH-senzitivni hydrazonové vazby nebo
ve formé Shiffovy baze. V dal§im kroku byla ovéfena hydrolyticka stabilita uvedenych
konjugatt ve fyziologickém pH (7,4) a zéaroveil jejich schopnost uvolnit 1é¢ivo v pH
simulujicim nadorové mikroprostiedi (5,0).Rovnéz byla ovétrena cytotoxicka aktivita derivati
BA 1 jejich polymernich konjugati na bunécné linii lidského kolorektalniho adenokarcinomu
DLD-1. Vysledky ukazuji, Ze polymerni nosice na bazi HPMA a DHPMA ptedstavuji slibny
nastroj pro cilenou dopravu derivatd BA, ptficemz jejich biologickd uc¢innost je vyrazné

ovlivnéna strukturou samotného 1é€iva 1 typem chemické vazby.

Klic¢ova slova: polymerni nosice 1é¢iv, HPMA, DHPMA, kyselina betulinova, in vitro

testovani



Abstract

This thesis focuses on the preparation and characterization of polymer carriers based on
N-(2-hydroxypropyl)methacrylamide (HPMA) and N-(1,3-dihydroxypropyl)methacrylamide
(DHPMA) designed for the delivery and controlled release of betulinic acid (BA) derivatives
in tumor tissue. Polymer precursors containing hydrazide or primary amino groups were
synthesized and thoroughly physico-chemically characterized, along with their conjugates with
functional BA derivatives bearing an oxo group, attached via a pH-sensitive hydrazone bond or
a Schiff base. The hydrolytic stability of these conjugates was evaluated at physiological pH
(7.4) as well as their ability to release the drug at pH simulating the tumor microenvironment
(5.0). Furthermore, the cytotoxic activity of BA derivatives and their polymer conjugates was
assessed in vitro on the human colorectal adenocarcinoma cell line DLD-1. The results
demonstrate that polymer carriers based on HPMA and DHPMA are a promising platform for
the targeted delivery of BA derivatives, with their biological efficacy being significantly
influenced by the structure of the drug and the type of chemical linkage.

Keywords: polymer drug carriers, HPMA, DHPMA, betulinic acid, in vitro testing
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1 Uvod

Mnoho protinddorovych 1é¢iv. ma nezddouci vedlejsi ucCinky, které souvisi s jejich
nespecifickou biologickou aktivitou. Patii sem zejména cytotoxicky efekt na rychle se mnozici
zdravé bunky, kardiotoxicita, nefrotoxicita a hepatotoxicita [1]. Pii systétmovém podani je
1é¢ivo distribuovano do celého t€la, ale pouze zlomek podané davky dosdhne cileného mista
ucinku. Lécba onkologickych onemocnéni proto mize byt pfedcasné ukoncena z divodu
nadmérné systémove toxicity. Proto se v poslednich desetiletich hledaji nové moznosti, jak
zvysit akumulaci v cilovém misté ptisobeni. Systémy pro dopravu lé¢iv (drug delivery systems,
DDS) si kladou za cil prodlouzit dobu ob&hu 1é¢iv v téle, ptiznivé ovlivnit jejich biodistribuci

a kinetiku uvolfiovani, ¢i zvysit jejich rozpustnost [2, 3].

1.1 Systémy pro dopravu lé¢iv

DDS by mély zajistit zvySenou akumulaci 1é¢iva v poZzadovaném misté v organismu, aniz by
doslo k jeho degradaci nebo biotransformaci béhem transportu [7]. Béhem podani a distribuce
DDS je dopravované 1écivo ve valné vétSin€ pripadd v neaktivni formé a aktivuje se na
biologicky aktivni molekulu az v cilovém misté Gi¢inku uvolnénim z nosice [4, 5, 6]. Idedlnim
feSenim, navrzenym jiz pted vice jak 100 lety P. Ehrlichem, je zkonstruovat 1€k jako

,kouzelnou stielu®, kdy 1€k plisobi vyhradné na nadorové buiiky [7, 8].

Dosud byla navrzena tada riiznych DDS jako jsou koloidni nosic¢e (mikro, nanocastice,
liposomy, micely), systémy na bazi konjugati protilatka-1é¢ivo, nanogely nebo vodorozpustné
polymerni systémy [1]. A pravé posledni jsou pfedmétem predkladané prace. Aby mohl byt
polymer pouzit jako nosi¢, musi byt biokompatibilni, neimunogenni, netoxicky a rozpustny
v télnich tekutinach. Lécivo je na polymerni nosi¢ kovalentné navazano tak, aby se uvolnilo
v cilovém misté pisobeni na zaklad¢ specifického podnétu (naptiklad na zdkladé zmény pH).
Polymerni nosi¢ je zaroven navrzen tak, aby byl po uvolnéni 1é¢iva vyloucen z organizmu

renalni filtraci [3].

Polymerni nosice 1¢é¢iv Ize klasifikovat dle piivodu na piirodni a syntetické. Syntetické
nosice lze rozdélit na biologicky odbouratelné a biologicky nerozlozitelné. Vyhoda ptirodnich
polymert je jejich biokompatibita, schopnost biodegradace a moznost ziskavani z ptirodnich

zdrojt. Naopak nevyhodou je mozné riziko imunogenicity [9, 10]. U syntetickych polymert je
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velkou vyhodou moZnost kontrolovat jejich fyzikalné-chemické vlastnosti, napiiklad molarni
hmotnost a hydrodynamicky rozmér. Jsou také stabilng;jsi a maji Sirsi Skalu pouziti, Ize z nich
pfipravit nanosystémy o rtuznych strukturach. Jejich nevyhodou mtize byt naro¢nost syntézy a

omezeni molarni hmotnosti, jak bude popsano nize [4, 5].

Polymery rozpustné ve vodé se pouZzivaji v oblasti vyvoje DDS kvili hydrofilni povaze
polymerniho fetézce, jehoz hydratace zvySuje energetickou bariéru adsorpce proteinti a jinych
biomolekul béhem transportu v krevnim obéhu, ¢imz se pro organizmus stavaji ,,neviditelnymi‘
[4, 5]. Vazba na vodorozpustny polymer miize solubilizovat 1é¢iva nerozpustnd ve vodeé,
vyrazné zlepsit jejich farmakokinetiku a eliminovat jejich vedlejsi uc€inky [3]. Polymerni 1é¢iva
vykazuji prodlouzenou dobu setrvani v krvi a zvySenou akumulaci v pevnych nadorech
prostiednictvim efektu zvySené permeability a retence, tzv. EPR efektu (viz kapitola 1.2.).
Nasleduje fizené uvolnéni 1éCiva v nadorovém mikroprosttedi, pfipadn€¢ po priniku do

nadorovych bunék [2, 3, 11].

Chemicka struktura polymeru, molarni hmotnost a disperzita zna¢né ovliviiuji celkovou
terapeutickou aktivitu [4, 13]. Vysoka molarni hmotnost brani rychlé eliminaci polymernich
nosict renalni filtraci, a umoznuje tak jejich prodlouzenou cirkulaci a zvyseny zachyt
v pevnych nadorech [5, 14]. Aby se vSak zabranilo nezddoucimu hromadéni polymernich
nosicu v téle, musi byt zajist€no vylouceni nosic¢l z organizmu po slnéni jejich role. Vylouceni
polymernich nosicli glomerularni filtraci je fizena pfedevsim velikosti polymernich klubek,

respektive jejich molarni hmotnosti [4, 15].

1.2 Pasivni cileni do pevnych nadoria a EPR efekt

Jak jiz bylo zminéno, jednim z tskali u¢inné 1éby rakoviny je neschopnost selektivniho
plsobeni lé¢iva vici nddorovym bunkdm. Kromé aktivniho cileni, naptiklad za pouziti
protilatek, je mozné pouzit 1 pasivni cileni, které je zalozené¢ na odliSnych vlastnostech
vaskularniho systému pevnych nadorit a které popisuje EPR efekt (obr. 1) [2].
Kdyz pevny nador dosahne velikosti 1 az 2 mm, potiebuje vytvorit nové cévy, které jej budou
zasobovat zivinami a kyslikem. Nicméné tyto nové cévy maji nepravidelnou a netiplnou stavbu

[2, 12, 14].
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Jedinec¢né vlastnosti a faktory vaskularni patofyziologie pevnych nadort jsou:

a) Aktivni angiogeneze a vysoka vaskularni hustota.

b) Rozsahlé produkce vaskuldrnich mediétort, které usnadnuji extravazaci
(bradykinin, oxid dusnaty, VPF/VEGF, prostaglandiny, kolagenasa, proxydusitan).

c) Vadna vaskularni architektura jako nedostatek bunék vrstvy hladkého
svalstva, nedostatek receptori pro angiotenzin II, velkda mezera ve spojeni
endotelialnich bun¢€k, anomalni konformace vaskulatury nadoru.

d) ZhorSena lymfaticka clearance makromolekul a lipidi z intersticialni

tkang. [12, 14]

<E>Endoteliilni bunky @ Niderove buiky '@ Angiogenni endoteliilni bwiky  [(© ) Zdravé buiilcy )Nimut"dsﬁct

Obr. 1 EPR efekt: vlevo je zndzornén zdravy cévni systém s fungujicim lymfatickym systémem, vpravo
je zndzornén pevny nddor, kde jsou angiogenni endotelidlni buriky tvofici nepravidelnou vystelku cévy, a
nefunkéni lymfaticky systém, diky cemu se v pevném nddoru zadrZuji nanosystémy. Prevzato a upraveno z [2].

Navzdory zvySenému intersticidlnimu tlaku v nadorové tkani bylo experimentalné
dokéazano, ze se velké molekuly hromadi v nddorové tkéni. Péry mezi endotelovymi bunikami
v permeabilizované nadorové vaskularité¢ maji velikost ptiblizn¢ 200 az 800 nm, coz umoziuje
prinik a akumulaci nanocastic v nddorovém mikroprostiedi. Nejcastéji pouzivana DDS jsou

obycejné navrzena tak, aby méla praimér 10 az 100 nm [2, 14].

I kdyz se pouzitim DDS pfi 1é€be pevnych nddort zvysuje bezpecnost, ne vzdy dochdzi
ke zlepSeni u¢innosti v porovnani s podavanim samotného nizkomolekularniho 1é¢iva. ZvySena
vaskularni hustota pevnych nadorti, oproti zdravym tkanim, nastdva v ranych fazich a je
kli¢ovym faktorem rstu naddord. Riistem naddort dochazi ke zvysené koagulaci krve, coz vede

k okluzi a ucpavani nadorovych cév. Kyslik a ziviny nejsou dostatecné dopravovany a nadorova
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tkan se stava siln€ hypoxickou, ¢ast nadorové tkdn€ zacne odumirat a stdva se avaskuldrni, coz

vede ke zhorSeni EPR efektu [2, 14].

Kwvili témto omezenim jsou studovany nové moznosti aplikace polymernich nosi¢t
1é¢iv vyuzivajici EPR efekt, které spocivaji v souCasném podani molekul generujici oxid
dusnaty (nitroglycerin, hydroxymocovina, L-arginin) a DDS, cozZ vede k zesileni EPR efektu a

zvyseni akumulace DDS v pevném nadoru [16].

1.3 Vstup polymernich konjugati do nadorovych bunék a uvolnéni
léCiva z kopolymeru

Polymerni konjugaty nemohou prochazet ptes cytoplazmatickou membranu prostou difuzi, ale
vstupuji do bunék pomoci endocytarnich cest [4, 5]. V posledni dobé se vyzkum navic zamétuje
na identifikaci riiznych cest vstupu do buiiky s cilem dopravit 1é¢ivo do kompartmenta
odlisnych od lysozomtli/endozomii. Tento zpiisob by mohl vést k vyvoji ufinnéjSich DDS
vzhledem k tomu, Ze aktivita mnoha 1é¢iv zavisi pravé na subcelularnim zacileni, naptiklad do
mitochondrii nebo jadra builky. Pro vstup do jadra jsou ucinné pfistupy zprostiedkované
pomoci receptorti steroidnich hormont, které prochazeji z cytoplazmy do jadra [17].
Mitochondrialni cileni je zprostiedkované delokalizovanymi hydrofobnimi kationty, mezi néz
patii naptiklad trifenylfosfonium (TPP) [18]. V piipadé, Ze polymerni konjugat neni cilen vici
konkrétni bunécné organele nebo jiné ¢asti, dochazi k uvolnéni 1é¢iva z polymerniho nosice
v lysozomu, a to vétSinou bud’ pomoci plsobeni lysozomalnich enzymu, nebo kyselou

hydrolyzou.

1.3.1 Polymerni konjugaty s 1é¢ivem vazanym enzymaticky $tépitelnou spojkou

Jako spojku vazajici 1é¢ivo k polymernimu nosic¢i 1ze pouzit oligopeptidové spojky, které jsou
stabilni v krevnim séru a plazmé, a zarovein jsou vhodnymi substraty pro lysozomalni enzymy,
napf. katepsiny [5, 19]. Na zakladé podrobnych studii byla vybrana sekvence aminokyselin
GlyPheLeuGly jez byla testovana 1 v klinickych studiich s DDS nesouci cytostatika
doxorubicin, paklitaxel, ¢1 karboplatina [20]. Pouzity byly 1 jiné enzymaticky Sté€pitelné spojky,
GlyGlyGly-aminomalonat ¢i GlyAcapGly jez byly také klinicky testovany, [23].
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1.3.2 Polymerni konjugaty s lé¢ivem vazanym hydrolyticky Stépitelnou spojkou

Dalsi z moznosti je vyuziti pH-senzitivni spojky pro navazani 1éciva. Tento pfistup vyuziva
rozdilnych hodnot pH mezi krevni plazmou (pH 7,4) a pH lysozomu (pH = 5-6) resp.
nadorového mikroprostiedi, které¢ je mimé kyselé (pH = 6,5). K uvolnéni 1éCiva dochazi
pfevazné v mirn€ kyselém prostfedi v endosomech a lysozomech nadorovych bunék.
K uvolnéni Ié¢iva ovsem muze dojit 1 v mirné kyselém naddorovém mikroprosttedi (pH obvykle
kolem 6,5) [21, 22] V minulosti byly studovany ptedevSim hydrazonova vazba, ptipadné
Shiffova baze. Vyhodou hydrazonové vazby je jeji pomérné velka stabilita béhem transportu
v krvi (pH 7,4). Hydrazonova vazba vznika reakci hydrazidové skupiny na polymeru s keto
nebo aldehydovou skupinou na molekule 1éCiva. Timto zplisobem jsou syntetizovany napiiklad
polymery na bazi HPMA s doxorubicinem, nebo pirarubicinem [4]. Pokud lé¢ivo nema
prirozen¢ keto, nebo aldehydovou skupinu, mize byt modifikovano, a tato skupina miize byt
do jeho struktury zavedena. To se tyka i kyseliny betulinové, které pfirozené nema keto skupinu
a musi se tedy vhodné derivatizovat, Cemuz se vénovala i prace Lomkové et al., na kterou tato

prace navazuje [24].

Kromé hydrazonové vazby lze pouzit i vazbu pies Shiffovu bazi, kterd je podobn¢ jako
hydrazonova vazba, pomérn¢ stabilni pfi pH krve a hydrolyzuje se pii niz§im pH (5-6).
Syntetizuje se kondenzaci keto, nebo aldehydové skupiny s amino skupinou. Takto byly
naptiklad pfipraveny polymerni konjugaty polyethylenglykolu (PEG) s doxorubicinem nebo
glycidyl metakrylat s linedarnim PEG [25].

1.4 Vylucovani polymernich nosic¢t z organizmu

Po dosazeni mista G€inku a uvolnéni 1é¢iva by v idedlnim piipadé¢ mélo dojit k vylouceni
polymerniho nosice z organizmu. V piipadé cileni na pevné nadory, u kterych chybi lymfaticky
systém, cirkuluje polymerni nosi¢ v krevnim fecisti a je vyloucen renalnim systémem. Pro
polymerni nosi¢e na bazi HPMA kopolymert se limit rendlni filtrace pohybuje okolo 50 000

g/mol, coz odpovida hydrodynamickému primér ptiblizné 10 nm [26, 27].

Presahuje-li polymerni systém tuto hranici je vyloucen stolici. Tento zptsob vylucovani
ovSem muze trvat i nékolik mésict, a z hlediska mozného hromadéni nosice v organizmu, nebo
s ohledem na vedlej$i U€inky, neni pro 1écbu vhodny. Navic polymery, které se nevylucu;ji

z organizmu by neobstaly pii procesu schvaleni pro klinickou praxi [26]. Piesto jsou popsany
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polymerni nosice piesahujici limit rendlni filtrace. Vyloucitelnost téchto vysokomolekularnich
systémt, je zajiSténa naptiklad pfitomnosti degradovatelnych spojek v hlavnim fetézci téchto
polymerd. Jednd se piedevSim o hvézdicové, di-blokové anebo micelarni systémy [28].
Vyhodou téchto biodegradovatelnych vyskomolekularnich polymernich nosiclije vysoky
zachyt v pevnych nadorech diky EPR efektu.

1.5 Polymerni nosice 1é¢iv

Jednim z prvnich polymert, ktery byl pouzit jako nosi¢ 1¢kti, byl PEG. Jedna se o synteticky a
zaroven hydrofilni polymer, jehoz vyhody spocivaji ve zvyseni stability a rozpustnosti 1éCiva,
prodlouzeni polocasu rozpadu, zlepSeni biodistribuce a snizeni imunogenicity. Vzhledem ke
znacnému rozsifeni PEG vcetné oligomernich forem, byl popsany riizné imunitni reakce.
Produkce protilatek proti PEG je jiZz dnes béZné uznavana védeckou komunitou. Pfesto se stale
bézn¢ pouzivaji zejména pro ochranu proteint, liposomii apod. Proto se hledaji alternativy

k PEG, které by nebyly imunogenni [29].

Dalsim pfikladem hydrofilnich polymernich nosic¢li jsou polyoxazoliny, které jsou
oproti PEG méné€ imunogenni, stabilnéjsi pfi rizném pH, a také chemicky variabilné;jsi [30].
V neposledni tad¢ jsou vyuzivany polymerni prekurzory na bazi vodorozpustnych
methakrylamidti, mezi nez patifi N-(2-hydroxypropyl)methalakrylamid a  N-(1,3-
dihydroxypropyl)methakrylamid, kterym se tato prace vénuje [26].

1.5.1 Kopolymery N-(2-hydroxypropyl)methalakrylamidu

N-(2-hydroxypropyl)methakrylamid (HPMA, obr. 2) byl poprvé syntetizovan v Praze v 70.
letech za ucelem vyvoje biokompatibilnich hydrofilnich polymerd jako nahrazka krevni
plasmy. Struktura tohoto monomeru byla vybrana zejména pro hydrofilitu a biokompatibilitu
ziskanych polymert, ale také diky snadnosti pfipravit monomer o vysoké Cistoté, protoZze ve
srovnani s mnoha ostatnimi studovanymi akrylamidy a methakrylamidy ochotné krystalizuje.
N-substituce methakrylamidu na alfa uhliku byla zvolena pro hydrolytickou stabilitu

postrannich fetézct [31].
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Obr. 2 Polymer N-(2-hydroxypropyl)methakrylamidu

Dalsi vyhodou HPMA je moZnost piipravy kopolymert s vhodnymi funkénimi
skupinami pro pfipojeni 1é¢iv, nebo jinych biologicky aktivnich latek. Vazba 1é€iva na HPMA
kopolymer muze solubilizovat ve vod¢ nerozpustna 1éciva, jako je praveé betulinova kyselina, a

tim zlepsit jejich farmakokinetiku [31].

Kopolymery lze ptipravovat volnou radikdlovou polymeraci (obr. 3), nicméné takto
ptipravené kopolymery maji Sirokou distribuci molarnich hmotnosti s disperzitou (£) obvykle
nad 1,5, coz mlze branit pfipadnému klinickému schvaleni pfipraveného DDS. S rozvojem
modernich polymera¢nich technik, jako je polymerizace s reverzibilnim adi¢né-fragmentacnim
prenosem fetézce (RAFT) (kap. 3.2, obr. 9), lze ptipravit 1épe definované polymery s uzkou
distribuci molarnich hmotnosti (P kolem 1,1) [32].

CN CN
i \l’NzN \|/ CN | )
0] /
:§=D HMN o] 8] .
HN H‘Nz HMN

+ -~

Ho—a HO

methanol, 60°C, 17 h

NH 0
H,N NH
LP HoN

Obr. 3 Schéma syntézy kopolymeru HPMA s monomerem nesoucim hydrazidovou skupinu volnou

radikdlovou polymeraci.
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1.5.2 Kopolymery N-(1,3-dihydroxyprop-2-yl)methakrylamidu

N-(1,3-dihydroxyprop-2-yl)methakrylamid (DHPMA) se od HPMA 1i§i dvéma primdrnimi
hydroxylovymi skupinami namisto jedné sekundarni. Polymerni konjugaty s 1é¢ivy na bazi
DHPMA vykazuji vyssi rozpustnost ve vodé, nez analogické kopolymery na bazi HPMA. Diky
tomu miZe byt navySen obsah hydrofobnich 1éCiv pfi zachovani zlepSeni farmakokinetiky,
prodlouzené doby ob¢hu, ¢i akumulace 1é¢iva v pevném nadoru vlivem EPR efektu. Vyssi
hydrofilita DHPMA, a tim 1 vétsi potencial solubilizovat hydrofobni 1é¢iva byla prokéazéana jak
porovnanim Markovych-Houwinkovych parametrti pro DHPMA a HPMA, tak i porovnanim
termoresponzivniho chovani polymernich konjugati s hydrofobnim lécivem, pirarubicinem

[33, 34, 35].
V odborné literatufe jsou popsany polymerni konjugaty na bazi DHPMA
s pirarubicinem vazanym acidolabilni hydrazonovou vazbou, ¢i analogické enzymaticky

Stépitelné diblokové kopolymery s doxorubicinem [34].

1.6 Kyselina betulinova a jeji derivaty

Kyselina betulinova (3B-hydroxy-lup-20(29)-en-28-oova kyselina, BA, obr. 4) je pentacyklicky
triterpenoid, ktery se pfirozené vyskytuje v rostlinach a obvykle se izoluje z biezové kiry.

V rostlin€ je pfitomna v glykosylované i aglykonové formé [36,37].

29
30 /0/ 0
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Obr. 4 Struktura kyseliny betulinové.
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BA a jeji derivaty maji vyznamnou biologickou aktivitu. Jsou popsany protinddorové,
BA a jejich derivata je studovéna zejména pii 1é€bé melanomu, rakoviny prostaty, prsu,
kolorektalniho karcinomu a u rakoviny plic. BA ma pfi potencialni chemoterapeutické 1écbe
vyhodu, protoze cytotoxicky ucinek na rtzné lidské naddorové bunky, je vyrazné vyssi ve
srovnani se cytotoxicitou na normalnich (zdravych) bunkach [39]. BA uz postoupila do

klinického testovani, jako cytostatikum [37].

1.6.1 Mechanismus cytotoxického uc¢inku BA

Kyselina betulinova méa hned n€¢kolik mechanizmi cytotoxické aktivity a jedna se predevsim o
indukci mitochondridlniho oxida¢niho stresu, regulaci buné¢ného cyklu a inhibici angiogeneze

[38, 40].

Aktivace mitochondrialnich drah

V disledku bunééného dychéani jsou mitochondrie vyznamnym zdrojem reaktivnich forem
kysliku (ROS) v bunice, jejichz akumulace Gzce souvisi s bunécnou proliferaci a apoptoézou.
Nadmérna produkce ROS muZe vést k oxida¢nimu stresu, ktery zplsobuje poSkozeni DNA,
proteinti nebo lipidd a vede k apoptopické nebo nekrotické bunécné smrti [41]. BA indukuje
tvorbu ROS a snizuje vné&jsi mitochondridlni membranovy potencial (MMP). Piechodovy por
mitochondridlni membrany hraje dulezitou roli pfi pienosu signalu apoptdzy. Depolarizace
mitochondrialni membrany muze nakonec aktivovat apoptotickou signalni drahu (viz. obr. 5)

[40, 42, 43].
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Obr.5 Schematicky popis aktivace mitochondridlni drahy bunécné smrti pomoci BA:

Pritomnost BA vede ke sniZeni vnéjsiho membrdnového potencidlu (MMP), zvysené produkci ROS a
také zvysuje hladinu proapoptickych proteint (Bax, kaspdsa 3, 8 a 9). Zkratky: Bcl-2 interagujici protein (BIP),

cytochrom C (CytoC), superoxiddismutasa 2 (Sod2), endonukleasa G (EndoG). Prevzato a upraveno z [40].

Inhibice signalnich drah STAT3

STAT3 je onkogen, ktery je bézné aktivovan u riznych druht rakoviny a podili se na
diferenciaci, proliferaci, apoptoze, metastazach a angiogenezi. Jeho aktivace se podili na fadé
onemocnéni jako je rakovina prsu, rakovina hlavy a krku, mnohocetny myelom, giberelinova

leukémie, akutni myeloidni leukémie a jiné [44].

BA selektivné inhibuje drahu STAT3, ¢imZ omezuje proliferaci nadorovych bunék.
Mechanismus BA spociva v blokaci vazebné aktivity STAT3/DNA [48, 49]. BA potlacuje
vazbu STAT3 a hypoxii indukovatelného faktoru-lo na promotor VEGF za hypoxickych

podminek a inhibuje tak angiogenezi karcinomu [45].
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Inhibice signalnich drah nuklearniho faktoru kB (NF-kB)

Tato signalni draha je bézna u zanétu a rakoviny a hraje dulezitou roli v regulaci bunécné
proliferace a apoptdézy [46]. Aktivace NF-«kB byva spusténa lipopolysacharidem nebo
nékterymi zanétlivymi cytokiny, jako je tumor nekrotizujici faktor o (TNF-a) a interleukin-1
(IL-1) [47]. K aktivaci NF-kB dochédzi v naddorovém mikroprostiedi vétSiny pevnych a
hematologickych nadorti, coz muze zplsobovat epigenetické zmény, epitelidln¢
mezenchymalni transformaci, angiogenezi, metastaze, lékovou rezistenci a imunosupresi [47].

BA miize vést k apoptdze nadorovych bun€k snizenim stability kinasy IKK-a [53]. BA
muze také snizit transkripcni aktivaci NF-kB inhibici expresi proteinu p65, ¢imZ se snizi
exprese vazodilatatorem simulovany fosfoprotein (VASP). a podpofi apoptdézu nadorovych

bun¢k (obr. 6) [49].

/\ BA
&a&m™

3= —
s K )
BA o
\ / Epigenetické zmény
IKKy o -
IKKa Y IKKB Epitelidlné-mezenchymalni
/ transformace
NF-kB kompl VASP Angiogeneze
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m c-Myc Metastaze
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Obr. ¢. 6 Detailni popis inhibice signdlnich drah NF-kB pomoci BA: BA muZe primo plsobit na komplex
IKK, ovlivriovat aktivitu a fosforylaci proteinu IkB, ¢imZ omezuje jadernou translokaci NF-kB/p65 a inhibuje jeho
vazbu na DNA. Prevzato a upraveno z [40].
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Regulace riistu nadorovych bunék pomoci transkripcnich faktorii Sp

Sp patii do rodiny transkrip¢nich faktort a reguluji nejen fyziologické procesy, jako je bunéény
rust proliferace a diferenciace, ale také reguluji patogenezi mnoha lidskych onemocnéni, véetné

rakoviny a zanétu [50].

Inhibice Sp snizi expresi onkogenil, coz vede k inhibici ristu nadorovych bunék a
zvySeni poctu bunék ve fazi G2/M. Aby doslo k zastaveni buné¢ného cyklu, dochazi k podpote

exprese kaspas a nasledné indukci apoptézy nadorovych bunék [51].

1.6.2 Kombinace s jinymi cytostatiky

Cytotoxicky ucinek BA miize byt vyznamné podpoien kombinaci s dalSimi protinadorovymi
modalitami. Pozitivni vysledky byly prokdzany zejména pii kombinaci BA a mithramycinu A,
ktera vedla k synergické inhibici ristu pankreatického karcinomu a potlaceni angiogeneze [52].
Kombinace BA s cisplatinou vykdzala schopnost indukovat apoptdézu kolorektalnich
nadorovych bun¢k [53]. Synergicky efekt byl pozorovan rovnéz pii kombinaci BA s ionizujicim
zafenim, zejména v modelu melanomu, kde BA potencovala antiproliferaéni ucinek
radioterapie a napomahala indukci apoptozy [51]. Tyto vysledky ukazuji, Ze BA nemusi ptsobit
jen sama o sob¢ jako protinadorova latka, ale mize taky pomoct zlepsit u€inek chemoterapie

nebo ozafovani v kombinaci s jiz zavedenymi lé¢ebnymi postupy.

1.6.3 Derivaty kyseliny betulinové

Pro zlepSeni rozpustnosti a terapeutické ucinnosti BA bylo pfipraveno a testovano nékolik
stovek derivati BA. Mista pro modifikovani BA jsou nejcastéji v pozicich C-1, C-2, C-3, C-4,
C-20, C-28, a také na kruzich A, D a E. Z dostupnych dat bylo vyvozeno né€kolik zavért:

a) Pritomnost halogenového substituentu v poloze C-2 zvySuje cytotoxicitu

b) Modifikace v misté¢ C-3 muze byt kriticka pro cytotoxicky uc¢inek

c) Karboxylova skupina (v poloze C-28) je nezbytna pro cytotoxicky u¢inek Nicméné
amidovy konjugat v této poloze zlepsil rozpustnost BA beze zmény cytotoxicity

d) Pritomnost dvojné vazby mezi uhliky C-20 a C-29 nevede k zvyseni cytotoxicity

e) ZvétSeni kruhu A nemélo vyznamny vliv na cytotoxickou aktivitu

V kapitole 1.3 bylo zminéno, ze zavedenim molekuly TPP vede ke zvySeni akumulace

v mitochondriich, které jsou zaroveri i cilem pusobeni cytotoxické aktivity BA. Z téchto divoda
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byly testovany derivaty BA s TPP. Zavedeni jedné nebo dvou molekul TPP na C-2, C-30 nebo
C-28 obvykle vedla ke zlepSeni rozpustnosti a cytotoxicity BA [52]. Vzhledem k vyse
zminénym zavérim je patrné, ze v tomto pripadé¢ modifikace karboxylové skupiny nesnizila

cytotoxicitu, podobné jako pfitomnost amidu v této poloze [53].
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2 Cile prace

. Ptipravit polymerni nosi¢ové systémy na bazi HPMA a DHPMA pro dopravu derivati
kyseliny betulinové do nadorovych bungk.
Charakterizovat fyzikalné-chemické vlastnosti piipravenych konjugata.

Stanovit biologickou aktivitu vybranych systému in vitro.
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3 Experimentalni ¢ast

3.1 Pouzité chemikalie

Chemikalie

aceton

acetonitril

aminopropanol

2,2- azobis(isobutyro)nitril (AIBN)

2,2-azobis(4-methoxy-2,4-
dimethyl)valeronitril (V-70)

chlorid sodny

1,4-diazabicyklo[2.2.2]oktan
(DABCO)

dibutylcindilaurat (DBTL)
dichlormethan

diethylether

dihydrogenfosfore¢nan sodny dihydrat
N,N-dimethylacetamid (DMA)
dimethylsulfoxid

fenylisokyanat

fluorenylmethyloxykarbonylchlorid
(Fmoc-Cl)

hydrogenfosforecnan disodny dihydrat
kyselina octova
kyselina trifloroctova (TFA)

methanol (MeOH)

poly(N,N-dimetylakrylamid) (PDAM)

Cistota
99,98 % suseny, destilovany
99,95 % pro HPLC
>98 %
rekrystalovany

>98 %

99,99%

>99 %

>95%
99,95%
99,8 % suseny, destilovany
99,90%
99,5 % extra suchy
99,9 % bezvody
>99 %

>99%

100%
99,98%
>99%

bezvody

>99 %
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Vyrobce
Lach-Ner

VWR Chemicals
Sigma-Aldrich
Wako Chemicals

Wako Chemicals

Lach-Ner

Sigma-Aldrich

Sigma-Aldrich
Lach-Ner
Lach-Ner

VWR Chemicals
Acros Organics
Sigma-Aldrich
Fluka

Sigma-Aldrich

VWR Chemicals
Lach-Ner
Iris Biotech

Macron Fine Chemicals

Sigma-Aldrich



terc-buthanol (+~-BuOH)
terc-butyl (3-
methacrylamidopropyl)carbamate

(MA-Pr-NH-Boc)

tetraboritan sodny

tetramethylsilane

2,4,6-trinitrobenzensulfonova kyselina
(TNBSA)

99,5 % pro analyzy

99%

99,5%

99%

>98 %
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3.2 Syntetické postupy

3.2.1 Syntéza derivati

Derivaty kyseliny betulinové dBA1 (30-oxodihydrobetulinova kyselina) a dBA2 (30-oxo0-3-
(pyrazin-4-yl)dihydrobetulinova kyselina) byly syntetizovany ve skupin¢ prof. Milana Urbana

na Ptirodovédecké fakulté¢ Univerzity Palackého v Olomouci (obr. 7).

O
H H 0
COOH COOH
N

\

HO [N/

Obr. 7 Struktura derivatu betulinové kyseliny dBA1 (vlevo) a dBA2 (vpravo).

3.2.2 Syntéza monomeru
Monomery N-(2-hydroxypropyl)methakrylamid (HPMA) [55],

N-(terc-butoxykarbonyl)-N’-(6-methakrylamidopropanoyl)hydrazin (Ma-BAla-NHNH Boc)
[56] N-(terc-butoxykarbonyl)-N"-(6-methakrylamidohexanoyl)hydrazin (Ma-Ah-NHNH-Boc)
[54] a N-(1,3-dihydroxypropyl)methakrylamid (DHPMA) [55] byly syntetizovany na odd¢leni
Biolékatskych polymertt UMCH AV CR podle jiz publikovanych postupi.

3.2.3 Syntéza prenosového Cinidla (CTA)
Ptenosové  ¢inidlo  S-2-kyano-2-propyl-S’-ethyltrithiokarbondt  (TTC-AIBN)  bylo
syntetizovano na oddéleni Biolékaiskych polymerit UMCH AV CR podle jiz publikovaného
postupu [57].

3.2.4 Syntéza polymernich prekurzori

Pro piipravu polymernich konjugati s derivaty kyseliny betulinové bylo pouzito nékolik

polymernich prekurzorii na bazi HPMA a DHPMA, kter¢é se liSily typem postranni reaktivni
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skupiny (-NHNH: nebo —NH:) a spojkou mezi hydrazidovymi skupinami a polymernim

fetézcem. V dalSim textu jsou tyto polymerni prekurzory oznaceny jako P1-P5:

P1 a P2 predstavuji polymery na bazi HPMA nebo DHPMA s navazanymi
hydrazidovymi skupinami spojku tvofenou B-alaninem, P3 a P4 jsou rovnéz polymery na bazi
HPMA resp. DHPMA obsahuji ale spojku na bazi 6-aminohexanové kyseliny zakonc¢enou
hydrazidovou skupinou a kone¢né P5 zakonceny primarni aminoskupinou misto hydrazidové.
Vsechny polymery byly pfipraveny v ramci spoluprace na UMCH AV CR a v nasledujicich
odstavcich je popsan jejich postup ptipravy.

3.2.4.1 Syntéza polymerniho prekurzoru na bazi HPMA s hydrazidovymi

skupinami

Monomery HPMA (500 mg; 3,50 mmol) a Ma-BAla-NHNH-Boc (80 mg; 0,3 mmol) pro P1,
resp. Ma-Ah-NHNH-Boc (95 mg; 0,31 mmol) pro P3, byly rozpustény v 5 ml smési tBuOH a
DMA (90:10 v:v) s piidavkem azo-inicidtoru V-70 (2,32 mg; 7,6 umol) a pfenosového Cinidla
TTC-AIBN (3,40 mg; 15,2 umol). Molarni pomér monomer:CTA:V-70 pro polymerni
prekurzor byl 250:1:0,5. Molarni pomér DHPMA k Ma-BAla-NHNH-Boc, resp. Ma-Ah-
NHNH-Boc byl 11,5:1 pro P1, resp. pro P3. Smés byla probublana argonem po dobu 10 minut,
nasledné¢ byla ampule uzaviena a smés byla ponechana k polymeraci po dobu 24 hodin pfti

teploté 40 °C.

Po polymeraci byla reakéni smés vysrazena do smési acetonu a diethyletheru (2:1, v:v),
po centrifugaci byl supernatant odstranén a srazenina byla vy¢isténa rozpusténim ve 400 ul
MeOH a néslednym vysraZzenim do smési aceton a diethylether (2:1, v:v). Po centrifugaci a
odstranéni supernatantu byla sraZenina pfedsuSena argonem a dosuSena v exikatoru za
snizeného tlaku. Bylo ziskdno 346 mg produktu ve form¢ naZloutlého prasku odpovidajiciho

vytézku 69,2 % pro P1, resp. 423 mg (76,0 %) pro P3.

Po syntéze bylo potieba odstranit koncové TTC skupiny, coz bylo provedeno reakci
345 mg resp. 422 mg polymeru se 70 mg AIBN v 2,5 ml DMA pii 80 °C (3 h). Smés byla po
reakci vysraZena a €iSténa, obdobné, jak je uvedeno v predchozim odstavci. Bylo ziskano 235
mg produktu ve formé bilého prasku odpovidajiciho vytézku 67,9 % pro P1, resp. 305 mg (72,3
%) pro P3.

Nasledn¢ byly odstranény Boc skupiny chranici hydrazidy, coz bylo provedeno

rozpu$ténim 234 mg resp. 305 mg polymeru v 6 ml destilované vody a ponechanim v olejovém
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termostatu pii 100 °C po dobu jedné hodiny. Produkt byl izolovan lyofilizaci. Bylo ziskano 168
mg produktu ve formé bilého lyofilizatu odpovidajiciho vytézku 71,8 % pro P1 (obr. 9), resp.
258 mg (84,7 %) pro P3.

3.2.4.2 Syntéza polymerniho prekurzoru na bazi DHPMA s hydrazidovymi

skupinami

Monomery DHPMA (500 mg; 3,50 mmol) a Ma-BAla-NHNH-Boc (80 mg; 0,3 mmol) pro P2,
resp. Ma-Ah-NHNH-Boc (85,7 mg; 0,3 mmol) pro P4, byly rozpustény v 5 ml smési tBuOH a
DMA (90:10 v:v) s piidavkem azo-inicidtoru V-70 (2,32 mg; 7,6 umol) a pfenosového ¢inidla
TTC-AIBN (3,40 mg; 15,2 pumol). Molarni pomér monomer:CTA:V-70 pro polymerni
prekurzor byl 250:1:0,5. Molarni pomér DHPMA k Ma-BAla-NHNH-Boc, resp. Ma-Ah-
NHNH-Boc byl 11,5:1 pro P2, resp. pro P4. Sm¢s byla probublana argonem po dobu 10 minut,
nasledné¢ byla ampule uzaviena a smés byla ponechana k polymeraci po dobu 24 hodin pfti

teploté 40 °C.

Po polymeraci byla reakéni smés vysrazena do smési acetonu a diethyletheru (2:1, v:v),
po centrifugaci byl supernatant odstranén a srazenina byla vyc¢isténa rozpusténim ve 400 ul
MeOH a néslednym vysraZzenim do smési aceton a diethylether (2:1, v:v). Po centrifugaci a
odstranéni supernatantu byla srazenina predsusena argonem a dosusena v exikatoru za
snizeného tlaku. Bylo ziskdno 346 mg produktu ve form¢ naZloutlého prasku odpovidajiciho

vytézku 69,2 % pro P2, resp. 562 mg (94,0 %) pro P4.

Odstranéni koncovych TTC skupin, bylo provedeno reakci 345 mg resp. 563 mg
polymeru se 70 mg AIBN v 2,5 ml DMSO pii 80 °C (3 h). Smé&s byla po reakci vysrazena a
CiSté€na, obdobné, jak je uvedeno v predchozim odstavci. Bylo ziskano 235 mg produktu ve

formé bilého prasku odpovidajiciho vytézku 67,9 % pro P2, resp. 382 mg (68,0 %) pro P4.

Nasledné byly odstranény Boc skupiny chranici hydrazidy, coz bylo provedeno
rozpu$ténim 234 mg resp. 380 mg polymeru v 6 ml destilované vody a ponechanim v olejovém
termostatu pii 100 °C po dobu jedné hodiny. Produkt byl izolovan lyofilizaci. Bylo ziskano 168
mg produktu ve formé bilého lyofilizatu odpovidajiciho vytézku 71,8 % pro P2 (obr. 8), resp.
286 mg (75,3 %) pro P4.
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Obr. 8 Schéma syntézy polymernich prekurzori P1 a P2
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3.2.4.3 Syntéza polymerniho prekurzoru na bazi HPMA s amino skupinami

Monomery HPMA (466 mg; 3,26 mmol) a Ma-Pr-NH-Boc (59 mg; 0,25 mmol) byly rozpustény
v 5 ml smési tBuOH a DMA (85:15, v:v) s pfidavkem azo-inicidtoru V-70 (1,80 mg; 5,8 umol)
a prenosového ¢inidla TTC-AIBN (2,4 mg; 11,7 umol). Molarni pomér monomer:CTA:V-70
pro polymerni prekurzor byl 300:1:0,5. Molarni pomér HPMA k Ma-Pr-NH-Boc byl 93:7.
Sm¢és byla probublana argonem po dobu 10 minut, nésledné byla ampule uzaviena a smés byla
ponechéna k polymeraci po dobu 20 hodin pfi teploté 40 °C. Po polymeraci byla reakéni smés
vysrazena do smési acetonu a diethyletheru (2:1, v:v), po centrifugaci byl supernatant odstranén
a srazenina byla vycisténa rozpusténim ve 400 ul MeOH a naslednym vysraZenim do smési
aceton a diethylether (2:1, v:v). Po centrifugaci a odstranéni supernatantu byla sraZenina
piedsusSena argonem a dosusena v exikatoru za snizeného tlaku. Bylo ziskdno 370 mg produktu

ve formé nazloutlého prasku odpovidajiciho vytézku 70 %.

Odstranéni koncovych TTC skupiny, coz bylo provedeno reakci 368 mg polymeru se
70 mg AIBN v 2,5 ul DMA pfi 80 °C (3 h). Smés byla po reakci vysraZena a €isténa, obdobné,
jak je uvedeno v piedchozim odstavci. Bylo ziskano 275 mg produktu ve formé bilého prasku

odpovidajiciho vytézku 74,6 %.

Nasledné byly odstranény Boc skupiny chrénici aminoskupiny, coz bylo provedeno
rozpu$ténim 273 mg polymeru v xx ml destilované vody pii 150 °C po dobu 2 hodin. Produkt
byl izolovan lyofilizaci. Bylo ziskdno 198 mg produktu ve formé bilého lyofilizatu

odpovidajiciho vytézku 72,4 %.

3.2.5 Navazovani derivati kyseliny betulinové na kopolymery

Konjugaty P1-dBA1 (obr. 9), P2-dBA1 (obr. 9), P3a-dBA1, P3b-dBA1, P4a-dBA1 a P4b-dBA1
byly pfipraveny reakci ptislusného polymerniho prekurzoru (P1-P4) s derivatem betulinové
kyseliny dBAl. Reakce probihala za wvzniku pH-citlivé hydrazonové vazby mezi
hydrazidovymi skupinami polymeru a aldehydovou skupinou derivatu dBA1. Piehled
pouzitych polymernich prekurzori, obsahu reaktivnich skupin a podminek syntézy je uveden

v tabulce 1.
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Tabulka 1: Prehled pouzitych polymernich prekurzori, procentudlni obsah, a podminky syntézy pro

navazovani derivati kyseliny betulinové

Obsah
wt%
Obsah dBA1 Navazka
dBA1 Reakéni
Nazev Polymer hydrazidi v reakéni dBA1
vreakéni podminky*
[mol%o] smési [mg] ..
smési
[pmol]
HPMA-co-
48 hod
P1-dBA1 MA-BAla- 4,18 10,6 5 10
NHNH,
DHPMA-co-
48 hod.
P2-dBA1 MA-BAla- 4,71 10,6 5 10
NHNH,
P3a-dBA1 HPMA-co- 10,6 5 10
96 hod
MA-Ah- 11,9
P3b-dBA1l 5,3 2,5 5
NHNH,
P4a-dBA1 DHPMA-co- 10,6 5 10
96 hod.
MA-Ah- 10,9
P4b-dBA1 5,3 2,5 5
NHNH,;

* VSechny experimenty byly provadény pfi laboratorni teploté

Polymerni prekurzory na bazi HPMA (P1, P3a a P3b) (50 mg) a derivat dBA1 byly
rozpustény v MeOH (500 ul) a DMSO (10 pl). Po smichadni roztokt bylo pfidano 20 ul kyseliny
octové. Po navazovani byla reakéni smés vysrazena do ethylacetatu, srazenina byla odstiedéna
a po odstranéni supernatantu znovu rozpusténa ve 400 pl MeOH. Smés byla znovu vysrazena

do ethylacetatu, odstfedéna, ptedsusena argonem a dosusena v exikatoru za snizeného tlaku.
Polymerni prekurzory na bazi DHPMA (P2, P4a a P4b) (50 mg), a derivat dBA1 byly
rozpustény v DMSO (410 ul), a MeOH (100 pl). Po smichani roztokti k nim bylo piidano 20 ul
kyseliny octové.
Po navazovani byla reak¢ni smés vysraZzena do ethylacetatu, sraZenina byla odstfedéna

a po odstranéni supernatantu znovu rozpusténa ve 400 pl DMSO. Poté¢ byla smés znovu

vysrazena do ethylacetatu, odstfedéna a po odstranéni supernatantu znovu protfepavana
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v ethylacetatu, znovu odstfedéna, pfedsuSena argonem a dosuSena v exikatoru za sniZzeného
tlaku.

Konjugaty P5a-dBA1 a PSb-dBA2 byly pfipraveny reakci amino skupiny polymerniho
prekurzoru P5 s aldehydovou skupinou derivati dBA1 resp. dBA2. Pfehled podminek reakce
je uveden v tabulce 2.

Tabulka 2: Polymerni prekurzor s amino skupinami, procentudlni obsah amino skupin na polymeru, a

podminky syntézy pro navazovani derivatii kyseliny betulinové

wt%
Obsah Obsah dBA Navazka
derivatu Reak¢éni
Nazev Polymer Derivait aminoskupin v reakéni dBA
v reakéni podminky
[mol%] smési [pmol] [mg] ..
smési
P5a- 72 hod
HPMA- dBA1 8,5 4 8
dBA1 lab.t.
- co-MA- 4,7
P5b- 72 hod
Pr-NH; dBA2 13,7 7,5 15
dBA2

37°C

Tento polymerni prekurzor (50 mg), derivat dBA1 a derivat dBA2 byly rozpustény

v MeOH (300 pl) a DMSO (210 pl) resp. v MeOH (300 pl) a DMSO (200 pl). Po smichani
roztokli k nim bylo pfidano 20 pl kyseliny octové.

Po navazovani byla reakéni smés vysrazena do ethylacetatu, srazenina byla odstiedéna
a po odstranéni supernatantu znovu rozpusténa ve 400 ul DMSO. Smés byla znovu vysrazena
do ethylacetatu, odstfedéna a po odstranéni supernatantu znovu protiepavana v ethylacetatu,

znovu odstfedéna, predsuSena argonem a dosuSena v exikatoru za snizeného tlaku.
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Obr. 9 Schéma syntézy polymernich konjugdti P1-dBA1 a P2-dBA1
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3.3 Pouzité pristroje

Centrifuga
Centrifuga 5430R od firmy Eppendorf (Némecko) s rotorem F-35-6-30

(maximum otacek 7 830 = 7 700 g).

Cte¢ka mikrotitra¢nich desti¢ek

Ctecka desti¢ek Infinite M200Pro od firmy Tecan (Svycarsko).
FT-IR spektroskop

Spektrometr Nicolet Nexus vybaveny diamantovym krystalem s MMCT detektorem, méfeni

bylo provadéno metodou ATR na GoldenGateTM (Wisconsin, USA).
Lyofilizator

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

Nano-Zetasizer
Malvern Panalytical. Sbér dat a jejich vyhodnoceni probihalo v softwaru ZetaSizer Software

7.11. (Velka Britanie)
Ramaniv spektroskop

Spektrometr Renishaw inVia Quantor, vybaveny detektorem Centurus CCT, s miizkou 2400

linek/mm pro 532 nm diodové excitacni lasery. (Velka Britanie)

Rotacéni vakuova odparka

Systém G3 Heidolph s chladici jednotkou Heil-CHILL 350. (Némecko)

Rozmérové vylucovaci chromatograf
Rozméroveé vylucovaci chromatograf 1: od firmy Shimadzu (Japonsko) vybaveny pumpou LC-
20AD, odplyniovacem DGU-20A5R, kolonou Superose-6-Increase 10/300 GL od firmy
Cytiva (USA), fotodiodovym detektorem SPD-M20A a tfemi detektory (refraktometricky
Optilab, viskozimetricky ViscoStar I1I a 18-tthlovy rozptyl svétla DAWN HELIOS 1II) od firmy
WYATT Technology (USA). Systém je fizen jednotkou CBM-20A. Zaznam dat byl realizovan
softwary LabSolutions 5.97 a ASTRA 7.3.
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Rozmérové vyluovaci chromatograf 2: od firmy Shimadzu (Japonsko) vybaveny
pumpou LC-40D, odplynovacem DGU-403, kolonou TSK3000 SW od firmy Tosoh Bioscience
(Japonsko), fotodiodovym detektorem SPD-M40 a dvéma detektory (rozptylovy detektor
Dawn 8 a koncentrac¢ni detektor Optilab) od firmy WYATT Technology (USA). Systém
byl fizen jednotkou CBM-40. Zaznam dat byl realizovan softwary LabSolutions 5.97 a
ASTRA 7.3.

UV-VIS spektrofotometr

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

Vysokoucinny kapalinovy chromatograf
Vysokoucinny kapalinovy chromatograf od firmy Shimadzu (Japonsko) s pumpou LC-20AD,
odplynovacem DGU-20A5, kolonou Chromolith® HighResolution RP-18 Endcapped od firmy
Sigma-Aldrich (USA) ulozenou v CTO-20AC a detektory (fotodiodovy SPD-M20A,
fluorescenc¢ni RF-20A). Systém byl fizen jednotkou CMB-20A. Zaznam dat byl realizovan

softwarem LCsolution 1.25.
3.4 Charakterizace a analytické metody

3.4.1 Spektroskopické metody
3.4.1.1 UV-VIS spektroskopie pro stanoveni obsahu hydrazidovych skupin

Obsah hydrazidovych a amino skupin byl stanoven spektrofotometricky. Vzorek kopolymeru
byl rozpustén v boratovém pufru (¢ = 2 mg/ml, pH = 9,3). 100 pl tohoto roztoku bylo smichdno
s 875 ul boratového pufru a k nému bylo pfidano 25 pl TNBSA. Referencni roztok byl
piipraven smichanim 975 pl boratového pufru a 25 ul TNBSA.

Po promichéni byly roztoky inkubovany 1 hod pfi laboratorni teploté a pak byla zmétena
absorbance pii vlnové délce 500 nm. Pro vypocet obsahu hydrazidd byl pouzit vzorec (3.1),

kde byl pouzit molarni absorpcni koeficient 500 = 17 200 1/mol-cm.

100
nhydrazidﬁ exext_ . (3-1)
A 'H
—4 41
Mpypma

€ molarni absorp¢ni koeficient [//mol-cm]
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c koncentrace polymeru [mg/ml]

[ opticka draha kyvety [cm]

A absorbance roztoku polymeru

My molarni hmotnost monomeru s hydrazidy [g/mol]
Myppr4 molarni hmotnost monomeru HPMA [g/mol]

3.4.1.2 Ramanova a FT-IR spektroskopie

Experiment Ramanovy spektroskopie byl proveden s miizkou 2400 linek/mm pro 532 nm.
Kazdy vzorek byl méfen na nékolika mistech pro posouzeni homogenity vzorku. FTIR spektra
byla zaznamenana se spektralnim rozliSenim 4 cm™!, pro kazdé spektrum bylo vytvoteno 256
skenll. Pro tuto metodu byly pfipraveny 5 % roztoky konjugati P1 a P2, derivatu dBAI a
kyseliny betulinové. Samotné méfeni a analyzu provedla kolegyn& RNDr. Ivana Sedénkova,

Ph.D.

3.4.2 Vysokoucinna kapalinova chromatografie (HPLC)

HPLC byla pouzita pro kvantifikaci obou derivati kyseliny betulinové (dBA1 a dBA2), pro
stanoveni jejich obsahu na polymernich konjugatech a pro hodnoceni hydrolytické stability.
Derivat dBA1 vyzadoval ptfedkolonovou derivatizaci, zatimco dBA2 bylo mozné analyzovat
piimo pomoci UV detekce. VSechny analyzy byly provadény na systému Agilent 1260 Infinity
s pouzitim kolony Chromolith HighResolution RP-18¢ (100 mm x 4,6 mm).
Mobilni faze A sestavala z 95 % vody a 0,1 % kyseliny trifluoroctové (TFA), mobilni faze B z
95 % acetonitrilu a 0,1 % TFA. Gradientovy elu¢ny program probihal od 0 % do 100 % B
béhem 5 minut, s pritokem 5 ml/min. Detekce byla provadéna bud’ pomoci UV detektoru nebo

pomoci fluorescencniho detektoru v zévislosti na typu derivatu.
Stanoveni derivatu dBA1
Byly provedeny tii zplsoby pifedkolonové derivatizace pro HPLC:

Fmoc-Cl derivatizace: Roztok dBA1 (1 mg/ml) byl smichan s Fmoc-CI (5,7 mg/ml v
acetonitrilu) a inkubovan 5 minut pfi laboratorni teploté. Pro stabilizaci produktu bylo pfidano

20 pl 2-aminopropanolu a 40 pl mobilni faze B. Detekce probihala pii 260 nm.
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Fenylisokyanatova derivatizace: Reakéni smés obsahovala dBAI1, fenylisokyanat,
DABCO a DBTL v acetonitrilu. Vzorky byly ponechdny 10 minut pii laboratorni teplot¢.
Detekce probihala pti 254 nm.

PDAM derivatizace (pro fluorescencni detekci): Nejlépe vyhovujici metoda spocivala
v derivatizaci pomoci pyrenyldiazomethanu (PDAM). Roztok dBA1 a PDAM (0,1 mg/ml, resp.
1 mg/ml v ethylacetatu) byly smichany v poméru 1:1 a inkubovany pti 50 °C po dobu 2 hodin.
Detekce derivatu probihala pii A_ex = 340 nm a A_em = 395 nm. Tato metoda byla nasledné

pouzita pro vSechny analyzy polymernich konjugati s dBAI.
Stanoveni derivatu dBA2

Na rozdil od dBA1 nebylo nutné derivat dBA2 derivatizovat pfed analyzou. Vzorky byly
rozpustény v mobilni fazi B (1 mg/ml) a pfimo aplikovany na kolonu. Detekce probihala

pomoci UV detektoru pii 275 nm.

Kvantifikace obou derivati (dBA1 i dBA2) probihala pomoci kalibra¢nich kiivek
sestavenych z péti standardnich koncentraci v rozsahu 1-50 pg/ml. VSechny vzorky byly
méfeny ve trojnasobné replikaci. Pii stanoveni v polymernich systémech byly pouzity

polymerni prekurzory jako negativni kontrola.
3.4.2.1 Stanoveni obsahu derivati BA na polymernich konjugatech

Mnozstvi navazaného derivatu kyseliny betulinové bylo stanoveno po jeho uvolnéni z
polymerniho nosice. K tomu byly polymerni konjugaty (2 mg/ml) inkubovany ve vodném
roztoku HCI (pH 1) po dobu 1 hodiny pii 37 °C. V dlsledku hydrolyzy vznikl volny derivat
BA, ktery byl extrahovan do dichlormethanu (600 pl) tfepanim po dobu 20 minut. Po odpateni
organické faze byl zbytek upraven podle typu derivatu:

dBA1: zbytek byl derivatizovan pomoci PDAM a analyzovdn metodou HPLC s

fluorescencni detekei (A_ex =340 nm, A_em = 395 nm).

dBA2: zbytek byl rozpustén v mobilni fazi B a pfimo analyzovan pomoci HPLC s UV
detekci pfi 275 nm.
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3.4.2.2 Stanoveni hydrolytické stability konjugati

Stabilita polymernich konjugati byla hodnocena v prosttedi simulujicim extracelularni (pH 7,4)
a endozomdlni (pH 5,0) podminky. Roztoky konjugati (2 mg/ml) byly pfipraveny ve

fosfatovém, resp. citratovém pufru a inkubovany pii 37 °C.

Vzorky byly odebirany v ¢asovych bodech 0, 1, 3, 5, 7, 10, 16 a 24 hodin. Z kazdého
vzorku byl derivat BA extrahovan do dichlormethanu (600 ul), faze oddélena a odparena.

Derivaty byly pak analyzovany stejné, jako v pfechdzejici kapitole.
3.4.2.3 Stanoveni molarni hmotnosti pomoci GPC

Hmotnostné praimérna molarni hmotnost (My), pocetné primérna molarni hmotnost (M,) a
disperzita (D) ptipravenych polymernich systéml byly zjiStovany pomoci rozméroveé
vylucovaci chromatografie (GPC). Méfeni byla provadéna na zafizeni Shimadzu, detekce
zahrnovala refraktometr (RI), viskozimetr a rozptyl svétla. Métfeni polymernich prekurzorti na
bazi DHPMA byla provedena na kolon¢ Superose-6-Increase 10/300 GL v mobilni fazi (0,05M
fosfat, 0,15M NaCl, pH 7,4) s pratokem 0,5 ml/min a ¢asem meéteni 100 min. M¢éfeni
polymernich konjugatti na bazi HPMA byla provedena na koloné¢ TSK 3000 SW v mobilni fazi
(methanol: 0,3M octan sodny, 80:20, v:v, pH 6,5) s pratokem 0,5 ml/min a ¢asem méfeni

45 min.

3.4.4 Stanoveni hydrodynamického priméru pomoci DLS

Velikost polymernich agregatii byla méfena metodou dynamického rozptylu svétla (DLS) na
piistroji Malvern Zetasizer Nano. Vzorky byly rozpustény v 0,026 M roztoku NaCl a méteny
pti 37 °C.

Na zaklad¢ difuzniho koeficientu byl vypocten hydrodynamicky pramér (Rh)

jednotlivych vzorkli. Méfeni poskytlo informace o velikosti a homogenité polymernich

systémt, coz je dulezité pro posouzeni jejich stability a biodistribuce.

3.4.5 Biologické testovani

Cytotoxickd aktivita byla testovdna na linii lidského karcinomu DLD-1. Bunky byly
kultivovany v médiu RPMI-1640 (Sigma), které obsahuje 2 mM L-glutamin, 4500 mg/I
glukosy, 10 mM HEPES, 1 mM pyruvat sodny, antibiotika penicilin a streptomycin a 10 %
FBS. Buinky byly inkubovany pii 37 °C a ve zvlhéené atmosféie s 5 % CO,. Pied zahdjenim
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testu byla ovéfena zivotaschopnost bun€k pomoci trypanové modii, pficemz viabilita vzdy

ptesahovala 95 %.

Pro test cytotoxicity byly bunky nasazeny do 96-ti jamkovych desticek (10 000
bunék/jamka) a kultivovany po dobu 24 hod pied ptidanim jak polymernich konjugat P3a-
dBA1, P5a-dBA1 a P5b-dBA2, tak i derivati dBA1 a dBA2 samotnych. Nejvyssi koncentrace
jak samotnych derivatii kyseliny betulinové, tak i jejich polymernich konjugatii (P3a-dBA1
P5a-dBA1) byla 760 uM, pticemz byla pouzita dvojkova fedici fada. Nejvyssi koncentrace
1é¢iva dBA2 konjugatu P5b-dBA2 byla 200 uM. Celkové bylo pouzito osm riznych
koncentraci pro jak pro samotné derivaty BA, tak i jejich polymerni konjugaty. Poté byly
buitky inkubovény po dobu 72 hod a byla méfena jejich viabilita pomoci MTT eseje.

Meéfeni bylo provedeno v triplikatech.
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4 Vysledky

4.1 Syntéza polymernich prekurzori

V této praci byly syntetizovany kopolymery na bazi HPMA a DHPMA se spojkou na bazi -
alaninu (BAla) nebo kyseliny aminohexanové (Ah) zakoncenou hydrazidem resp. amino
skupinou, které byly pozdéji pouzity ke konjugaci s derivaty kyseliny betulinové. VSechny
polymerni prekurzory byly syntetizovany pomoci RAFT-polymerace popsané v kapitole 3.2.
Molarni hmotnosti spolu s hodnotami disperzity vSech prekurzori byly stanoveny
pomoci rozmérove vyluCovaci chromatografie. Obsah hydrazidovych skupin, na které se bylo

pozdéji vazano 1é€ivo, byly stanoveny spektrofotometricky a velikost polymernich ¢astic byla

analyzovana pomoci dynamického rozptylu svétla Vysledky jsou uvedeny v tabulce 3.

Tab. 3 Fyzikalné-chemicka charakterizace polymernich prekurzorii

Nazev Polymer M, D Dh prekurzoru Obsah Obsah amino
[g/mol] [nm] hydrazida skupin [mol%]
[mol%]
Poly(HPMA-co-
P1 MA-BAla- 34 000 1,17 7,4 4,2 —
NHNH,)
Poly(DHPMA-
P2 co-MA-BAla- 40 000 1,27 7,9 4,7 —
NHNH,)
HPMA-co-MA-
P3 34 800 1,19 5,8 11,9 —
Ah-NHNH,
DHPMA-co-MA-
P4 34 500 1,12 4,9 10,9 —
Ah-NHNH,
Poly(HPMA-co-
P5 27700 1,10 8,7 — 4,7
MA-Pr-NH,)

4.2 Analyza derivatu dBA1

Aby mohl byt stanoven skute¢ny obsah léciva dBA1 navdzaného na kopolymer, musela byt

nalezena vhodna analytickd metoda schopna toto 1é¢ivo detekovat. Samotny derivat dBA1
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nema absorbanci v UV-VIS spektru, ani nevykazuje fluorescenci. Pro analyzu byly tedy
vybrany FT-IR a Ramanova spektrometrie, a nasledné¢ predkolonova derivatizace a detekce

pomoci HPLC.

4.2.1 FT-IR a Ramanova spektroskopie

Pro FT-IR a Ramanovu spektroskopii byly vybrany konjugaty P1-dBA1 a P2-dBAl, jejich
polymerni prekurzory a samotny derivat dBA1. Z grafu pro FT-IR (graf 1) je patmé, ze ve
spektru mezi prekurzorem a konjugatem neni Zadny rozdil. Na spektrech konjugétii neni patrny

charakteristicky pik jako u derivatu dBA1 v oblasti kolen 1683 cm, coz je pik odpovidajici
1

odpovida aldehydové skupiné. Piky

] Z

volné karboxylové skupiny. Pik v oblasti 1718 cm’

v kolem 1630 cm™! odpovidaji volnym hydrazidiim.

P2-NHNH:

3206
1627
1523
1468
1275
120

P2-dBA2 IES

P1-NHNH: 8

a2

2970
2929
1275

Absorbance
1520

P1-dBAl

4000 3500 3000 2500 2000 1500 1000

Vinotet [cm]

Graf 1 Zdznam FT-IR spekter polymernich konjugdti P1-dBA1 a P2-dBA1 s léCivem dBA1, jejich

polymerni prekurzory a samotné lécivo dBA1

Pti zaznamu z Ramanovy spektroskopie (graf 2) jsou valencni vibraceskupin primérnich
aminli v polymerech prezentovany ve spektralnim intervalu 3550 az 3250 cm™ a deformaéni
vibrace 1650 az1580 cm’'. V zadné z téchto oblasti nebyly pozorovany zmény po
funkcionalizaci. ProtoZe poloha prvniho pasma (3550 az 3250 cm), se piekryva s oblasti
valené¢nich vibraci -OH skupi. A poloha druhého pasma (1650 az 1580 )em™ se prekryva s

polohou pasma amidu I. Konverze -NH; skupin pod detekénim limitem (asi 5 %) nelze vyloucit.
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Graf 2 Zdznam z Ramanovy spektroskopie polymernich konjugdtu P1-dBA1 a P2-dBA1 s lécivem

dBA1, jejich polymerni prekurzory a samotného léciva dBA1

4.2.2 Predkolonova derivatizace dBA1

Jelikoz z Ramanovy a FT-IR spektrometrie nebylo 1é¢ivo dBA1 na konjugatech viditelné byla
zvolena dalsi strategie, a to predkolonova derivatizace a nasledna detekce pomoci HPLC. Byly
vyzkouseny dvé molekuly cilici na volnou hydroxylovou skupinu (na pozici C-3) a to Fmoc-Cl
a fenylisiokyanat. U téchto derivatizaci ovS§em nebyla pozorovana zadna konverze. Je mozné,

ze sekundarni alkohol v molekule dBA1 je pro tyto reakce pirilis stabilni.

Nasledné byla derivatizace cilena na karboxylovou skupinu (na pozici C-28) pomoci
PDAM, ktera byla GispéSna. Poté byla vytvotena kalibra¢ni kifivka z roztokli derivatizovaného
dBA1l o znamych koncentracich, diky které mohl byt spocitdn celkovy obsah dBA1l na
konjugatech, a také proveden test hydrolytické stability.

4.3 Syntéza polymernich konjugatii s dBA1 a dBA2

Molarni hmotnost a disperzita byly stanoveny pomoci rozmérové vylucovaci chromatografie.

Stanoveni obsahu 1é¢iva na polymerech bylo provedeno uplnou hydrolyzou derivatu dBA1 ¢i
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dBA2. Stanoveni obsahu derivatu dBA1 bylo provedeno pomoci pfedkolonové derivatizace
s PDAM pomoci HPLC. Stanoveni obsahu derivatu dBA2 bylo rovnéz méteno pomoci HPLC,
bez nutnosti derivatizace. Velikost polymernich ¢astic byla analyzovana pomoci dynamického

rozptylu svétla. Vysledky jsou uvedeny v tabulce ¢.4.

Tab. 4 Fyzikalné-chemicka charakteristika polymernich konjugatii

Nazev Wt derivatu Wt derivitu na My xonjugitu D Dh konjugstu
v reakei [%0] konjugitu [%0] [g/mol] konjugétu [nm]
P1-dBA1 10 5,5 37 000 1,33 8,2
P2-dBA1 10 3,8 47 000 1,10 9,3
P3a-dBA1 10 4,2 46 200 1,17 9,2
P3b-dBA1 5 2,3 45 000 1,18 9,0
P4a-dBA1 10 3,9 38900 1,11 8,4
P4b-dBA1 5 2,4 41 000 1,11 6,7
P5a-dBA1 10 2,4 30 000 1,07 5,5
P5b-dBA2 15 1,0 27 000 1,06 5,2

Po navazani 1é¢iva doSlo u vSech konjugatl k nartstu stfedni molarni hmotnosti 1
hydrodynamického poloméru oproti vychozim polymertim. Jak je ale z téchto vysledkii patrné,
konjugaty se mezi sebou celkem zasadné liSily obsahem 1é¢iva. To bylo zplisobeno neochotou

1éCiva vazat se na polymer, a to 1 za pouziti vy$siho hmotnostniho zlomku léciva v reakci.

4.3.1 Hydrolyticka stabilita polymernich konjugatia P1-dBAal az P4-dBA1

Lécivo Derivaty dBA1 a dBA2 se na hydrazidové skupiny polymernich prekurzorti vazaly
aldehydovou skupinou za vzniku hydrazonové vazby. Ta je obvykle hydrolyzovana v mirné
kyselém prostfedi za vzniku volného 1é¢iva a polymerniho prekurzoru. Nizsi pH simuluje

mikroprostiedi pevného naddoru a také pH v lysozomech.

Konjugaty byly rozpustény v pufrech o pH 7,4 (PBS) a pH 5,0 (citratovy pufr); pricemz
byla sledovéana rychlost hydrolyzy dBA1 a dBA2 v ¢asech 0, 1, 3,5, 7,9, 12, 16 a 24 hod.
Piestoze obvykle v podobnych systémech dochazi k rychlejsi hydrolyze pfi niz§im pH, v tomto
piipad¢ nedoslo k zadné¢ hydrolyze. Vazba aldehydu na hydrazidové skupiny za vzniku

hydrazonové vazby je v naSem ptipad¢ velmi stabilni.
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4.3.2 Hydrolyticka stabilita polymernich konjugati P5 s dBA1 a dBA2

Na rozdil od vySe uvedenych polymernich systémi, u konjugati P5 s dBA1 a dBA2 jiz
dochazelo k hydrolyze 1éCiva, a to jak pti pH 5,0, tak i pfi pH 7,4. Z grafu 3 je patrné, ze
hydrolyza 1é¢iva z konjugatu P5a-dBA1 neni na pH velmi zavisla, coZ neni vhodné pro
potencidlnim pouziti. Systém navrZzen tak, aby dochéazelo k hydrolyze az uvnitf bunck
v lysozomech (pH ~5) nebo v mikroprostiedi pevného nadoru, které je charakteristické nizSim

pH okolo 6,5-6,8.

Hydrolytickou stabilitu konjugatu P5Sb-dBA2 s 1éc¢ivem dBA2 nebylo mozné stanovit,
kvli pfili§ nizkému obsahu navazaného 1é¢iva. Uvolnéné mnozstvi 1é€iva bylo pod detekénim
limitem. Derivat dBA2 byl na konjugit P5b-dBA2 navazén na polymer prostfednictvim
Schiffovy baze, obdobn¢ jako dBA1 na P5a-dBA1. Pti biologickém testovani se na zakladé této
podobnosti predpokladala obdobna hydrolyticka stabilita.
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Graf 3 Hydrolyticka stabilita konjugdtu P5a-dBA1 s lécCivem dBA1
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4.4 Cytotoxicka aktivita polymernich konjugati na bunkach rakoviny

lidského kolorekta DLD-1

Jako biologicky systém byly zvoleny buniky rakoviny lidského kolorekta DLD-1. Pro testovani
byly vybrany polymerni konjugaty P3a-dBA1, P5a-dBA1 (graf 4) a konjugat P5b-dBA2 (graf
5). Polymerni konjugaty P1-dBA1, P2-dBA1 a P4-dBA1 byly vylouceny z dal$iho testovani,
protoze derivat dBA1 se z téchto polymernich konjugati neuvoliuje. Konjugat P3a-dBA1 byl
testovan pro porovnani mozné cytotoxické aktivity s konjugatem P5a-dBA1, u kterého jiz

k hydrolyze 1é¢iva dochazi.

Inkubace bun¢k DLD-1 s polymernimi konjugaty a samotnym lécivem trvala 72 hod,
pfi 37 °C. Maximalni koncentrace 1éCiva jak samotné¢ho dBA1, tak dBA1 navazaného na

polymerni konjugét P3a-dBA1 a P5a-dBA1 v inkubacni smési byla 760 uM.
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Graf 4 Zivotnost bunék DLD-1 po inkubaci s lé¢ivem dBA1 a polymernimi konjugdty P3a-dBA1 a P5a-
dBA1

Maximalni koncentrace 1écCiva jak samotného dBA2, tak dBA2 navazaného na
polymerni konjugat P5b v inkubacni smési byla 200 uM. Tato nizsi koncentrace dBA2 byla

zvolena z diivodu jeho nizkého obsahu na polymernim konjugatu.
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Graf 5 Zivotnost bunék DLD-1 po inkubaci s lé&ivem dBA2 a polymernim konjugdtem P5b-dBA2
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5 Diskuze

Tato prace se veénovala pfipravé a in vitro testovani polymernich systémli na bazi
methakrylamida pro dopravu derivati kyseliny betulinové. Vyvinuté polymerni systémy jsou

urceny pro cilenou lé¢bu rakoviny.

Nejprve byly pfipraveny vodorozpustné hydrofilni kopolymery na bazi HPMA a
DHPMA obsahujici hydrazidové a amino skupiny védzané prostfednictvim beta-alaninové
(BAla) a aminohexanové (Ah) spojky. Zamérem vybéru DHPMA byl jeho hydrofilngjsi
charakter ve srovnani s HPMA, coz potencidlné umoznuje dosahnout vys$Siho obsahu
hydrofobniho 1é¢iva pti zachovani rozpustnosti ve vodném prostiedi [35]. Ze stejného divodu
byla zvolena i PBAla spojka, jelikoz je o tfi uhliky krat$i, a tedy i hydrofilnéjsi, nez
aminohexanova spojka. Tato prace navazovala na vyzkum Lomkové a spol. [24], kdy se
konjugaty s derivaty kyseliny betulinové, spojené pies aminohexanovou spojku s polymerem,

uvolnovaly pfilis rychle.

Pro syntézu polymernich prekurzort v této praci byla vyuzita technika fizené radikalové
polymerace s vratnym adi¢né-fragmentacnim pienosem fetézce (RAFT polymerace) jez
poskytuje polymery sniz§i disperzitou ve srovnani s polymery piipravenymi volnou
radikalovou polymeraci. VSechny polymerni prekurzory mély pomérné nizkou hodnotu
disperzity, kterd svéd¢i o kontrolované polymerizaci téchto polymerd. Vzorky obsahujici
hydrazidové skupiny mély molarni hmotnost okolo 35 — 40 000 g-mol, tab.3. Polymerni
prekurzor s amino skupinami mél molarni hmotnost niz$i. VSechny polymerni prekurzory mély

nicméné vzodné fyzikalne-chemické charakteristiky pro dalsi vazbu 1é¢iv.

Po pfipravé a charakterizaci polymernich prekurzori byly pfipraveny polymerni
konjugaty s derivaty kyseliny betulinové dBA1 a dBA2. Pfi navazovani derivatl kyseliny
betulinové byl optimalizovan jak hmotnostni obsah 1é¢iva, tak teplota a ¢as reakce (tab. 1 a 2).
U konjugatt ptipravenych ptes hydrazonovou vazbu byl obsah navazaného 1é¢iva vyssi nez u
Schiffovy baze a rozdily mezi jednotlivymi derivaty byly jen malé. U konjugatii piipravenych
ptes Schiffovu bazi byla ii¢innost navazani 1é€iv nizsi, pravdépodobné kvili sterickému branéni
a usporadani reaktivnich skupin. Nejvice se to projevilo u derivatu dBA2, kde se navazalo
pouze 1 hm %, pfestoze v reak¢éni smési bylo 15 hm %, teplota pfi navazovani byla 40 °C a

reakéni doba byla 72 h. Celkové se pfi syntéze systémtl s hydrazonovou vazbou dosahovalo
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vyssich vytézkl nez v ptipadé systému se Schiffovou bazi. Budouci prace by se tedy mohly
zaméfit 1 na hledani optimalnich podminek syntézy konjugatl s témito derivaty za dosazeni
vyssich konverzi. Molarni hmotnost polymernich konjugati (P1-dBA1 az P4-dBA1) se mirné
lisila, jejich hydrodynamicky primér vSak byl srovnatelny a o nékolik nanometri vétsi nez
primér jejich polymernich prekurzord, ¢imz bylo prokdzano, Ze polymerni konjugaty po
navazani hydrofobnich derivati dBA ztlistavaji zcela vodorozpustné. Velikost ¢astic konjugata
P5a-dBA1 a P5b-dBA2 byla niZsi nez prekurzoru, coz mohlo byt zplisobeno hydrofobnim
kolapsem. Jejich velikost a molarni hmotnost byly srovnatelné, coz poskytuje lepsi zaklad pro

jejich porovnani v dalSim vyzkumu.

Piedtim, nez mohly byt zjiStény obsahy 1éciva dBA1 na polymernich konjugatech,
musela byt nalezena metoda, pomoci které by bylo mozné detekovat samotnou molekulu dBA1,

vzhledem k tomu, Ze nevykazuje UV-VIS absorbanci ani fluorescenci.

Nejprve bylo vyzkouSeno, zda lze piitomnost dBA1 detekovat pomoci FT-IR ¢i
Ramanovy spektroskopie s konjugaty P1-dBA1 a P2-dBA1, jejich polymernimi prekurzory a
samotnym derivatem dBA1. Na spektralnim zaznamu FT-IR (graf 1) je vidét, ze konjugaty
postradaji charakteristicky pik, charakteristicky pro derivat dBA1, ktery odpovida volné
karboxylové skupiné. V zdznamu Ramanova spektra (graf 2) také nebyly pozorovany zmény
po navdzani dBA1 na polymer. AvSak kvili pfekryvu valencnich vibraci hydroxylovych a
aminovych skupin by zménu bylo vidét az nad detekénim limitem 5 % (vice podrobnosti viz

kap. 4 Vysledky).

Dale byla vyzkousena ptedkolonova derivatizace pomoci HPLC. Nejdfive byla cilena
na hydroxylovou skupinu (C-3) s molekulami Fmoc-Cl a fenylisiokyanatem, avSak tyto
derivatizace dopadly neuspésné pravdépodobné proto, ze sekundarni alkoholova skupina ve
struktufe dBA1 neni dostatecné reaktivni. Nasledné¢ byla vyzkouSena derivatizace
karboxylovoé skupiny na pozici C-28 s pomoci PDAM, kterd dopadla uspésné. S cilem
doséhnout co nejvyssi konverze reakce probihala 2 h pti 50 °C (v reakéni smési byl minimalné

20ti nasobny molarni nadbytek PDAM).

Po nalezeni analytické metody pro stanoveni celkového obsahu dBA1 na konjugatech
se ptistoupilo k provedeni experimentu hydrolytické stability polymernich konjugati s dBA1
(P1-dBAL1 az P4-dBA1). Experiment byl provadén ve fosfatovém pufru o pH 7,4, odpovidajici

pH krevni plazmy a citratovém pufru o pH 5,0, ktery simuluje pH lysozomu nddorovych bunék.
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Sledované casy byly 0, 1, 3, 5, 7, 9, 12, 16, 24 hodin. Jak jiZz bylo zminéno ve Vysledcich,
k Zzadnému uvolnéni léciva z polymeru nedochazelo. Hydrazonovd vazba vznikld reakci
hydrazidové skupiny na polymeru s aldehydovou skupinou dBA1 je pravdépodobné prilis
stabilni. Z diivodu neuvolnéni 1éCiva byl syntetizovan konjugat dBA1 a polymerniho
prekurzoru, obsahujiciho volné amino skupiny (P5), kdy spojenim s aldehydovou skupinou
derivatu dBA1 vznikla Schiffova baze, ktera také miize podléhat hydrolyze pii niz§im pH,
zatimco pii neutralnim pH je stabilni. Z vysledki je patrné, Ze 1 kdyz tento polymerni konjugat

podléhal hydrolyze, tak tato hydrolyza nebyla na pH vyrazné¢ zavisla (graf 3).

Obsah derivatu dBA2 na konjugéatu byl stanoven pomoci UV-VIS spektroskopie na
HPLC koloné bez nutnosti pfedchozi derivatizace, jelikoZ samotny derivat vykazuje absorpéni
maximum pii vinové délce kolem 275 nm. Jak jiz bylo zminéno, obsah derivatu na konjugatu
byl pouhé 1 hm%. Kvuli tak nizkému obsahu dBA2 nebylo mozné stanovit hydrolytickou
stabilitu. Uvolnéné mnozstvi by bylo pod schopnosti detekce UV-Vis detektoru. Budouci prace
by tedy kromé zvySeni obsahu 1é¢iva dBA2 mély také ovétit rychlost uvoliiovani 1éciva ze
schiffovy baze pii niz§im pH. Pfi testovani in vitro bylo pocitano s moznosti uvolnéni 1éciva

dBA2 z polymeru, vzhledem ke stejnému zptisobu navazani na polymer, jako v ptipadé dBATI.

Po piipravé a charakterizaci polymernich konjugati s derivaty dBA1 a dBA2 bylo
provedeno testovani in vitro na nddorovych bunkdach lidského kolorekta DLD-1. Tato buné¢na
linie byla vybrana diky diive potvrzené citlivosti na kyselinu betulinovou, Jedna se o jednu
z nejcastéjsich forem rakoviny. Linie DLD-1 byla také pouzita v praci Lomkova 2016. Jelikoz
se z konjugati P1-dBA1 az P4-dBA1 1é¢ivo vibec neuvolnovalo byly pouzity pouze konjugaty
P5a-dBA1, P5b-dBA2 a pro porovnani i P3a. Od plvodniho cile pouziti polymerniho
prekurzoru DHPMA a BAla spojky se tedy upustilo.

Pti testovani samotného derivatu dBA1 i obou jeho polymernich konjugati (P3-dBA1
a P5a-dBA1) nebyla pozorovana zadnd vyznamna cytotoxicka aktivita. Toto zjiSténi bylo
ptekvapivé vzhledem k vyznamné cytotoxické aktivité samotné kyseliny betulinové a
skute¢nosti, Ze strukturné se od ni derivat dBA1 1i8i jenom nepatrné, a to aldehydovou skupinou
na uhliku 20 misto dvojné vazby (C20-C29). V ptipad¢ volného 1é¢iva jde o zcela zasadni
zménu na cytotoxickou aktivitu na bunééné linii DLD-1. Toto zjisténi koreluje se studii, dle
které tato dvojna vazba neni vhodna pro modifikaci, protoze je soucasti farmakoforu. V ptipadé

derivatu dBA2 jiz byla cytotoxicka aktivita pozorovana, a to jak u volného 1éciva, tak u
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polymerniho konjugéatu PSb-dBA2. Derivat dBA2 ma4, rovnéz jako dBA1, aldehydovou skupinu
na uhliku C20, ale také se lisi modifikaci na kruhu A. Dalsi prace by se mohly zaméfit na

strukturu, ve které by byla ponechana dvojna vazba, jako v kyselin¢ betulinové, ale zaroven by
byl modifikovan kruh A.
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6 Zavér

V této praci byly pfipraveny a charakterizovany nové polymerni systémy na bazi HPMA a
DHPMA ur¢ené¢ pro cilenou dopravu derivati kyseliny betulinové. Byly syntetizovany
prekurzory obsahujici hydrazidové nebo aminoskupiny, na které byly navazany derivaty dBA1

a dBA2 ptes hydrazonovou vazbu, resp. prostfednictvim Schiffovy baze.

Hydrolyticka stabilita konjugatti byla ovétena pii fyziologickém (7,4) a mirné kyselém
pH (5,0). Bylo zjisténo, ze u konjugata s hydrazonovou vazbou nedochézelo k uvolnéni 1é¢iva
ani za mirn¢ kyselych podminek. Konjugaty se Schiffovou bazi vykazovaly rychlost

uvoliiovani nezavislou na pH.

Biologické testovani in vitro na bunéné linii DLD-1 ukdzalo rozdilné chovani
jednotlivych derivati. Derivat dBA2 vykazoval signifikantni cytotoxickou aktivitu, zatimco
derivat dBA1 aktivitu nevykazoval. Tyto vysledky potvrzuji, Ze chemicka struktura derivatu

zasadné ovliviiuje biologickou Gc¢innost i v ptipad¢ pevné vazby na polymerni nosic.

Vysledky této prace ukazuji potencial polymernich systému na baizi HPMA a DHPMA
pro cilenou dopravu derivati kyseliny betulinové, avSak zdlraziiuji nutnost peclivé volby
derivatu a typu spojky s polymernim prekurzorem. Pro dalsi vyzkum se doporucuje zaméfit na
derivaty zachovavajici farmakofor kyseliny betulinové, a optimalizovat syntézu tak, aby bylo

dosazeno vyssi konverze a kontrolované¢ho uvoliiovani.
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