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Souhrn

»Drug delivery™ systémy pro cilené smérovani a fizené uvolnovani léciv jsou v soucasné
dobé¢ intenzivné studovany ve vyvoji terapeutickych, ale i diagnostickych prostfedkii pro mnoho
typd onemocnéni. Tyto systémy mohou mit oproti zakladnim 1écivim vyrazné vyssi ucinnost a
soucasn¢ mensi vyskyt nezadoucich efektt, a to pfedevsim diky vyssi specifické afinité 1éciva
k cilové tkani (napf. nadoru) a prodlouzené dob¢ setrvani 1éciva v krevnim fecisti. Tak muize byt
dosazeno nejen snizeni vyskytu vedlejsich ucinka vlastntho léciva, ale napf. i zlepseni jeho
tyzikalné-chemickych vlastnosti. Pfi pouziti vhodného terapeutického radionuklidu pro
radioterapii nadorovych onemocnéni lze také vyznamné snizit ekonomické naklady na 1écbu,
protoze efektivni davka radionuklidu je v fadu nanogramt oproti typickym desitkam az stovkam
miligramt chemického léciva a tedy 1 nosice je tieba podstatné mensi mnozstvi. Byly studovany
vybrané typy nosi¢t zalozenych na rozpustnych polymerech a nanodasticich pro nékolik
zvolenych terapeutickych a diagnostickych radionuklidt. Radionuklidy byly voleny s ohledem na
své fyzikaln{ vlastnosti a samozfejmeé také na svoji dostupnost.

V této praci jsou studovany tfi typy polymernich nosicua léciv, které mohou byt povazovany
za perspektivni radiofarmaka, popf. mohou byt dile modifikovany ¢i vyuzity jako modelové
systémy pro dalsi studie.

Prvni znich je termoresponsivni systém na bazi telecheického poly(IN-isopropyl

akrylamidu) s vazanym radionuklidem ("I, "', *

Y), ktery byl uspésné pfipraven a oznacen za
ucelem lokalnich radioterapeutickych aplikaci. Dale byly studovany systémy vyuzivajici stifbrné
nanoéastice jako nosice astatu *''At ( T ,= 7,21 h) pro a-radioterapii a polymerni systém nesouci
radionuklidy "I a '"'In cfleny hydroxybisfosfonatovymi skupinami do kostn{ tkiné. Posledni

jmenovany systém byl pfipraven i ve varianté¢ nesouci chemoterapeutikum doxorubicin a s timto

polymerem byly provedeny srovnavaci studie jeho cileni na modelu kostni tkané (hydroxyapatit).

Kli¢ova slova: polymer, termoresponsivni, termosensitivni, nosi¢ 1éciv, radionuklid,
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SEZNAM POUZITYCH ZKRATEK

AAm — akrylamid

AcOH — kyselina octova

ADEPT — terapie prolécivem aktivovanym protilaitkou smérovanym enzymem (antibody
directed enzyme prodrug therapy)

AH — 6-aminohexanoyl (spojka)

AHHBP — (6-Amino-1-hydroxyhexan-1,1-diyl)bisfosfonova kyselina, monosodna sl
monohydrat

AIBN — 2,2"-azobis(isobutyronitril)

DCC — N,N *dicyclohexylkarbodiimid

DDS — systém pro transport 1éciva (drug delivery system)

DLS — dynamicky rozptyl svétla (dynamic light scattering)

DMSO — dimethylsulfoxid

DMSO-d6 — perdeuterovany dimethylsulfoxid (pro 1H NMR)

DOTMP — kyselina 1,4,7,10-tetraazacyklododekan-1,4,7,10-tetramethyl-enfosfonova
DOX — doxorubicin

DSC — diferencialni skenovaci kalorimetrie (differential scanning calorimetry)

DTPA — kyselina diethylentriaminopentaoctova

DTPAA — dianhydrid kyseliny diethylentriaminopentaoctové

EDTMP — kyselina ethylendiaminotetra-methylenfosfonova

EPR (efekt) — efekt hromadéni velkych molekul a nanocastic v nadorové tkani (enhanced
permeation and retention)

GFLG - tetrapeptid Gly-Phe-Leu-Gly (spojka)

GPC — gelova permeacni chromatografie

HA — hydroxyapatit

HBF — hydroxybisfosfonat

HEDP — kyselina hydroxyethyldifosfonova

HPMA — N-(2-hydroxypropyl)methakrylamid

LCST — dolni kriticka rozpoustéci teplota (lower critical solubility temperature)

MADb — monoklonalni protilatka

M rw — pocetné stredn{ molekulova hmotnost



M., —hmotnostné stfedni molekulova hmotnost

Ma-AH-OH — 6-methakryloylamidohexanova kyselina

Ma-AH-TT — 3-(6-methakryloylamidohexanoyl)thiazolidin-2-thion
Ma-GFLG-OH — N-methakryloyl glycyl-DIL-fenylalanyl-L-leucylglycin
Ma-GFLG-TT — 3-(IN-methakryloylglycyl-DL-fenylalanylleucylglycyl) thiazolidin-2-thion
PBS (pufr) — fosfatovy pufr s chloridem sodnym (phosphate buffered saline)
PET — positronova emisni tomografie

PEO — poly(ethylenoxid)

QELS — dynamicky rozptyl svétla

RES — retikulo-endotelialni systém

RIA — radioimunochemicka analysa

SPECT - jednofotonova emisni pocitacova tomografie

TT (skupina) — thiazolidin-2-thionova (skupina)
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1. Uvod

V soucasné dob¢ jsou stale vice studovany ,,drug delivery* systémy vyuzivajici polymery
jako perspektivni nosice terapeutik pro lécbu mnoha typu onemocnéni. Od téchto systému se
ocekava predevs§im vyssi ucinnost 1écby pfi soucasném zmenSeni vedlejsich ucinkd vlastnfho
1é¢iva, a to nékolika moznymi zplisoby. Jde o zvySeni afinity léciva k cilové tkani, o prodlouzeni
cirkulace 1éc¢iva v krevnim ob¢hu, potlaceni vzniku rezistentnich bunécnych populaci u aplikaci
pro nadorova onemocnéni, dale i o zlepseni fyzikalné-chemickych vlastnosti jako je napf.
rozpustnost vlastniho 1éciva aj.

Vétsina studovanych ,,drug delivery® systémi je uréena pro cilenou léébu niadora'”.
Duavodem je casty vyskyt téchto typd onemocnéni pfi vysoké relativni mortalité. Léciva
pouzivana v soucasné dob¢ maji nizkou afinitu k nadorové tkani a jejich malé terapeutické
rozpéti pak vede k vyraznym nezadoucim vedlejsim ucinkim. Tyto nezadouci vedlejsi ucinky
nedovoluji aplikaci dostatecné vysokych davek 1éciva nutnych pro uspésnou lécbu, casto si
dokonce vynuti uplné pferuseni 1écby (poruchy krvetvorby aj.) a pusobi kontraproduktivné
(sniZzeni imunity).

Nosice 1é¢iv by mély byt kombinovany s terapeuticky vysoce ucinnymi latkami, aby
organismus nebyl dale vice zatézovan odbouravanim a vylucovanim velkého mnozstvi nosice.
Z tohoto hlediska jsou idealni radionuklidy s kratkym polocasem rozpadu a emisi biologicky
ucinného casticového zafeni (a, P). V soucasné dobé se pro radioterapii uziva pfedevsim
radioisotopt jédu (', méné ¢asto T a 1) a dale napt. Y, “Cu, "“Ho, ""Lu, *Sr aj’. Uzit
téchto radionuklida zatim spoéiva do znaéné miry v paliativni terapii'.

Vhodné y-zatice (L, ""'In) nebo B*-zafice (™', "F, *'Cu) vazané na analogické systémy pak
slouzi ke sledovani distribuce a metabolismu zobrazovacimi metodami SPECT a PET.

Tato disertace se vénuje studiu vysokomolekularnich nosicu radinuklidu na basi

biokompatibilnich polymert s odlisnymi zptsoby cileni.
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2. Teoreticka Cast

2.1. Latky vyuZivané pro diagnostiku a terapii nadorovych

onemocnéni

V soucasnosti zname celou fadu metod a jejich kombinaci pouzitelnych pro diagnostiku a
terapii nadorovych onemocnéni. Jejich aplny prehled by byl nad ramec této disertacni prace, a
proto budou uvedeny jen ty, které jsou v praxi casto vyuzivany a souviseji s problematikou
studovanou v této praci. Jde predeviim o diagnostické metody nuklearni mediciny [jednofoton-
ova emisni pocitacova tomografie (SPECT) a positronova emisni tomografie (PET)], z
terapeutickych postuptd budou pfedevsim zminény ty, které vyuzivaji radionuklidy a chemicka
léciva.

Metody SPECT a PET® jsou zaloZeny na detekci jednoho (SPECT) nebo dvou soucasné
emitovanych (PET) fotont zafeni gama vhodného radionuklidu aplikovaného do organismu a
nasledném pocitacovém zpracovani ziskanych dat. Jejich vyhodnocenim Ize pak obdrzet
informaci o biodistribuci radiofarmaka v organismu a mistu jeho vyznamné retence, vcetné
casového vyvoje. Metody maji znacnou pienositelnost a variabilitu a jejich pouziti je casté i
v jinych oblastech vnitiniho 1ékafstvi, napf. v kardiologii, neurologii aj.

Ackoliv obé metody pracuji na podobnych principech, pouzivaji odlisné radinuklidy i
technické prostfedky detekce zafeni a zpracovani dat. Metody SPECT vyuzivaji radionuklidy
emitujicf gama zafen{ o energii 100-200 keV (nejcastéji “™Tc)®” a detektory na basi monokrystalu
jejich anihilacf vzniklé dva fotony gama o energii 511 keV (nejéastéji "°F)’. Pro detekci téchto
fotonu pak slouzi systém detektora, ktery ve spolupraci s pocitacem vyhodnoti jejich koincidenci
a uréi misto anihilace ptvodniho pozitronu.

V terapii pak existuje celd fada principidlné odlisnych zpusobu 1écby; nejcastéji jsou
vyuzivany jejich kombinace. Typickou kombinaci je chirurgicky vykon spojeny s chemoterapii a
radioterapif. Chemoterapie pak zahrnuje volbu vhodného léc¢iva, jeho aplikaci a velmi casto
aplikaci jeho antidot a podpurnou symptomatologickou lécbu nezadoucich vedlejsich ucinka.
Radioterapie spoc¢iva bud’ v lokalnim ¢i celkovém ozafeni ionizujicim zafenim (gama, rentgen,
urychlené elektrony a jiné castice), nebo v piimé aplikaci radionuklidd do organismu. Moderni
metodou externf radioterapie je tzv. ,,hadronova terapie“®’, jejf princip vyplyva z Braggovy kfivky.

Vétsina energie vysokoenergetickych nabitych tézkych castic se totiz predava az tésné pfed jejich
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dobrzdénim tj. napf. v hluboko ulozeném jinak inoperabilnim nadoru. Tato technika je ovsem

vazana na pracovisté vybavena dostatecné vykonnym urychlovacem castic .
2.1.1. Chemicka kancerostatika

Jde o pocetnou, chemicky heterogenni skupinu latek s odlisnymi mechanismy ucinku.
V modernich 1ékopisech najdeme predev§im antimetabolity [analoga kyseliny listové — napf.
methotrexat, analoga nukleovych bazi (napf. 5-fluoruracil)], produkty metabolismu rostlin a
plisni (alkaloidy - napf. paklitaxel a antibiotika, napf. doxorubicin), dale alkylujici cytostatika
(derivaty cs-platiny, cyklofosfamid aj.), interkalatory, inhibitory topoisomerazy (elipticin,
doxorubicin) a hormonalné aktivn{ léky (napf. antiestrogenné pusobicf 1ék, Tamoxifen™)'*".

Mechanismy ucinku téchto 1éc¢iv jsou casto smiSené, napft. lécivo se interkaluje v DNA a
zaroven ji alkyluje a soucasné i inhibuje enzym DNA-gyrazu (topoizomerazu). Tyto efekty vedou
k takovému poskozeni DNA nadorové bunky, Zze bunka neni dile schopna replikace a zanika.
Pi{kladem takovych 1é¢iv jsou alkaloid elipticin'® a antibiotikum doxorubicin'*'",

Jsou-li ovsem takova léciva aplikovana systémové, obvykle ptsobi vyrazné nezadouci
ucinky v celém organismu. Mezi nejcastéji pozorované hlavni nezadouci ucinky patii poruchy
krvetvorby a s tim spojena imunodeficience. Tyto nezadouci ucinky véetné poskozeni dalsich

struktur organismu jsou vsak typické pro vétsinu chemoterapeutik.
2.1.2. Radiofarmaka vyuZivané pro diagnostiku nadorovych onemocnéni

Radionuklidy jako volné prvky nebo ve formé svych soli, raznych sloucenin a komplexa
aplikované parenteralné ¢i peroralné jsou ve spojeni s vhodnou metodou (SPECT, PET) vhodné
pro diagnostiku nejen onkologickych onemocnéni, ale i pro zjisténi jinych poruch vnitfnich
organu, napf. ledvin, srdce, plic a stitné zlazy.

Specifi¢nost radiofarmaka je zde dana pfedevsim afinitou tkani k nékterym slouceninam a
prvkim. Piikladem mutZe byt zachyt isotopd jédu Stitnou Zldzou nebo kationu TI° [*''T]]
srdecnim svalem. Pfi vysetfeni ledvin a urogenitalniho traktu se vyuziva sledovani rychlosti a
dalsich parametra distribuce a retence komplext technecia (¥™Tc) & sloucenin jodu.

Diagnostika nadorovych onemocnéni vyuziva odlisnosti morfologie a biochemie nadorové
tkane, ktera spociva napiiklad v hromadéni makromolekularnich sloucenin (bilkovin, polymert)
nebo derivata glukosy ¢i nukleovych basi v nadorové tkani. Typickymi pfedstaviteli téchto

13;14

. . . v 4 , : : v s 67 15;16 : 2
radiodiagnostik jsou znac¢ené makroagregaty albuminu 7, transferrin znaceny "'Ga ”" a zejména

[ *F]-2-deoxy-2-fluoro-D-glukosa (FDG)'"",
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Pii volb¢ vhodného diagnostického radionuklidu je tfeba vzit v Gvahu polocas rozpadu,

energii emitovanych fotonu (optimum je 100-200 keV z davodt maxima ucinnosti detekce

v krystalech Nal(T1)) a dalsi faktory. Nezanedbatelna je také minimalizace radiologické zatéze

pacienta, jiz lze docilit volbou radionuklidu s vhodnym polocasem rozpadu a minimalni emisi

¢asticového zateni.

Radionuklidy bézné pouzivané v diagnostice jsou uvedeny v Tabulce 1 a 2, vcetné

zakladnich fyzikalné-chemickych vlastnosti a piiklada pouziti

Tabulka 1. SPECT radionuklidy!-43.

19-43

N | Chemicka forma | Polocas Hlavni E, Vyroba * Aplikace
uldid rozpadu [keV]
*'Cr Cr-HSA, Na,CrO, | 27.70d 320 r katabolismus proteint
aj.
“Fe citrat zelezity 4450d 1095, 1292 r metabolismus Fe
"Ga citrat gality 3,26 d 93 c scintigrafie nadoru a
skeletu
™St SrCl, 2,80 h 388 g (*'Y) |scintigrafie kostni tkané
P Te technecistan 0,01 h 141 g(”Mo) | scintigrafie, diagnostika
sodny, ruzné znacéné univerzalni
komplexy podle pouzité chemické
formy
"'n InCl; citrat indity 2,80d 247,173 c hematol. diagnostika
" In-EDTA 1,65 h 395 o('’Sn) diagnostika ledvin
| jodované 13,27 h 159 c diagnostika myokardu,
organické latky mozku, $t. zlazy, ledvin
a jinych podle pouzité
chemické formy
Pl jodované 8,02 d 364 r diagnostika. myokardu,
organické latky mozku, $t. zlazy, ledvin
a jinych podle pouzité
chemické formy
"Y1 Yb-EDTA 32,02 d 63;107; 198 t diagnostika ledvin
T TIC1 7291 h | 167, X70-80 c scintigrafie myokardu

* ¢ = cyklotron, r = reaktor, g = radionuklidovy generator (matefsky radionuklid)
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Tabulka 2. PET radionuklidy!-4.
Nuklid Ptiprava Polocas E,...(8"), MeV
rozpadu
e "N (p) 2039 min 0.96
R O (p,n); “Ne(d,) 109,77 min 0,63
50 "N(d,n) "O 12224 5 1,72
PK PAr(p,n) *K; 7,63 min 2,7
BTy BSc(pn) “Ti 184.8 min 12
FCo * | Fe(d,n)"Co 1753 h 151; 1,04
I “Ni(p,n) "Cu 23,70 min 39,30
Cu * | “Ni(p,n) " Cu 333 h 122:1.15; ...
“Cu /n/%Cu generétor 9,74 min 29
“Cu “Ni(p,n) “Cu; “Cu(n,y) 12,70 h 0,655
%Ga ®Ge/*Ga generator 67,62 h 1,88; 0,77
Y * | Se(p.n) St 1474 h 2.33: 2.02: ..
x| P Mo(pn) " Te 52,00 min 2.42
P * Ce/""La gen. 6,45 min 2,67

* nejsou dosud zavedeny v klinické praxi

2.1.3. Radiofarmaka vyuZivané pro terapii nadorovych onemocnéni

Jedna z metod terapie nadorovych onemocnéni spociva v aplikaci ionizujictho zafeni na
mista postizena nadorem. Zdroje zafeni mohou byt externi, nebo interni. Pfikladem externitho
zdroje zafeni je tzv. ,Lexeliv gama nuz“, ktery pracuje na principu fokusace mnoha svazkua
zafeni gama do nadorové tkané. Ptikladem interni aplikace zafic mohou byt zrna radioaktivniho
zlata (""Au) implantovand do nadoru (brachyradioterapie)** nebo radiojod (°'T) ve formé
roztoku jodidu sodného, ktery se po aplikaci hromadi v nékterych nadorech $titné zlazy**.

Pro interni radioterapii lze uzit zafica emitujicich ¢éastice. Jejich cytotoxicita a dosah v tkani
je dana pfedevsim hodnotou linearntho pfenosu energie ,linear energy transfer™; LET)

emitovaného zafeni a polohou v burnice. Obecné plati, ze a-zafice maji zhruba o tii fady vyssi

hodnotu LET nez B-zafice, avsak o dva fady kratsi dolet, viz Tabulka 3.

Tabulka 3.
B8 o
Zateni: [E,..=2,8MeV] [E,=6,8MeV]
LET [keV/pm] 0,2 100
Dosah v tkani [mm] 4,1 <0,1

Biologické vlastnosti ¢asticového zareni
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O vhodnosti pouziti radionuklidu dale rozhoduji jeho dalsi fyzikalné-chemické vlastnosti,

zejména polocas rozpadu a moznost jeho pipravy v dostate¢cném mnozstvi a kvalité. V soucasné

dobé se v klinické praxi vyuzivaji pouze B-zafice, ale pfedmétem studia jsou dlouhodobé i «-

zafice a také radionuklidy semisi Augerovych elektroni. Seznam nejcastéji

terapeutickych radionuklidu viz Tabulka

419743

pouzivanych

Je zfejmé, Ze i radionuklid musi byt podan cilené, tj. v chemické formé, jez ma vysokou

afinitu k nadorové tkani, aby se minimalizovala radia¢ni zatéz okolnich struktur

Tabulka 4.
Nuklid | Chemicka forma®| Polocas Max. Eg (Ex) Hlavni E, / V}'rrobab
rozpadu /MeV MeV
?p fosforecnan 14,26 d 1,71 -—- t S(n,p)
Cu Cu-chelat-peptid 61,83 h 0,57 0,84 c
“Sr StCl, 50,53 d 1,46 - r
% Y-citrat, MAb 64,00 h 2,27 - g("'Sr)
""Rh Rh-chelat-peptid 35,36 h 0,57 0,32 r
"mSn Sn-DTPA 13,60 d 0,13 0,158 r
Pl I-thyroxin aj. 8,02 d 0,81 0,364 r
Sm Sm-EDTMP aj. 46,28 h 0,8 -- r
"“Ho Ho-DOTMP 26,83 h 1,6 0,81 r
"Re Re-HEDP 3,71d 1,07 0,137 t
Re-peptid
"®Re Re-HEDP 17.00 h 2,11 0,155 g("*W)
At At-protein aj. 721 h () pram. 6,8 c
*PBi Bi-DTPA-MAb 45,0 min (o) pram. 7,8 2(*’Ac)

vvvvvv

a) DTPA = kyselina diethylentriaminopentaoctova, EDTMP =kyselina ethylendiaminotetra-
methylenfosfonova, DOTMP = kyselina 1,4,7,10-tetraazacyklododekan-1,4,7,10-tetramethyl-

enfosfonovd, HEDP = kyselina hydroxyethyldifosfonovd. MAb = monoklonaln{ protilatka
b) ¢ = cyklotron, r = reaktor, g = radionuklidovy generator.
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2.2. ,,Drug delivery* systémy

Drug delivery systémy jsou takové aplikacni formy léciv, které umoznuji na zakladé svych
tyzikalné-chemickych vlastnosti zménit pusobeni a biodistribuci vlastniho léciva tak, aby bylo
dosazeno vhodnéjsich nebo zcela novych parametrt lécby. Jednim z hlavnich davoda pfiprav
téchto systému je i snaha o maximalni koncentraci 1éc¢iva v cilové tkani pfi soucasném snizeni
koncentrac{ 1é¢iva ve ostatnich castech organismu.

V této disertacni praci uvedené systémy jsou uvazovany nejcastéji pro injekéni podani ve
formé pravych ¢i koloidnich roztokud, ackoliv jsou znamy a testovany i systémy zalozené na

pouziti micel, liposomu ¢i makroagregatt. Zvlastni duraz je kladen na protinadorovou terapii.
2.3. Moznosti cileni ,,drug delivery* systémii do nadorové tkané

Cileni terapeutickych systému do wurcité tkan¢ je mozné nckolika zpusoby. Jednou
z moznosti je lokaln{ aplikace 1é¢iva do nadoru popf. do kaverny vzniklé po resekci nadoru. Jinou
metodou je cileni ucinku 1é¢iva fyzikalni aktivaci, nejcastéji svételnym zafenim pfivedenym
svétlovodnymi vlakny, lokalnim ohfevem tkané, ultrazvukem, magnetickjm polem nebo
neutronovym tokem. Alternativu pfedstavuje vyuziti odlisné morfologie a fyziologie nadorové
tkané, cileni ligandy bunécné specifickych receptorti a vyuziti latek, které nadory selektivné
akumuluji. Variantou této alternativy cileni mutze byt ,,pretargeting®, tedy dvoufazové cileni

ligand-receptorového charakteru s podstatné rychlejsi kinetikou.
2.3.1. Cileni 1éciv lokalni aplikaci do tkané postiZené onemocnénim

Jde o nejjednodussi zpuasob cileni dcinku léciva, kdy je léc¢ivo navazané na vhodny nosic
aplikovano pfimo na misto urceni. Nosi¢ zajisti setrvani léciva na misté aplikace a jeho fizené
uvolnovani. Z hlediska lécby nadorovych onemocnéni jsou z tohoto pohledu studovany zejména
gely’' a implantaty” urcené k chirurgickému zavedenf po vyjmutf vétsiny nadorové tkané, kters je
operabilni, dile pak intratumorélni injekce™ a piipadné intraperitoneilné aplikované systémy
proti nidoram diseminovanym v dutiné bfign{™.

Tento postup lze vSak pouzit jen u lokalizovanych nadora. Naopak nevyhodou je, Ze ¢asto

nelze zabranit vyznamnéjsimu uniku cytotoxického lé¢iva z nadoru do zdravé tkané a ze tento
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zpusob mnohdy nelze uzit z divodd anatomického umisténi nadoru a obecné u metastaz. Navic

klade zna¢né naroky na techniku provedeni.
2.3.1. Cileni uc¢inku léc¢iva fyzikalni aktivaci zvnéjSku organismu

Aktivace ucinku 1éc¢iva fyzikalné zvnéjsku organismu je pfistupem, ktery kombinuje
parenteralni aplikaci nosice léciva s dodatecnym vnéjsim fyzikdlnim podnétem. Tim lze
dosahnout dvojiho cileni — jednak zacilit vlastni nosic, napiiklad ligandem (viz dale), a jednak
zacilit samotné aktivujici pole, ¢imz se selektivity nasobi.

Cileni ultrazvukovym svazkem je zaloZeno na uvolnéni hydrofébné fyzikalné vazaného
1é¢iva z polymern{ micely vlivem ultrazvuku™. Nevyhodou tohoto zptisobu cilenf je relativné
slaby efekt zvySeni rychlosti uvolnéni 1é¢iva z micely” a nutnost pouziti vykonného
ultrazvukového svazku, ktery uz sam o sob¢ muze mechanicky poskodit okolni tkan.

Cileni vnéjsim magnetickym polem pfedstavuje v soucasné dobé¢ intenzivné studovanou
metodu™", Ve vétsiné studif se do krevnfho obéhu aplikuje lé¢ivo na superparamagnetické
castici (napf. ,.ferrofluidu®) a k mistu, kam je tfeba zacilit ucinek se zvnéjsku pfiklada silny
elektromagnet™. Aplikace je omezena na nddorova onemocnénf lokalizovana blizko povrchu téla,
respektive na mista, kam lze magnet pfilozit, stejn¢ tak je omezena malou biodegradabilitou
uzivanych materiald. Vyhodou je naopak moznost vytvofit lokalni hypertermii v nadoru
vysokofrekvencénim vnéjsim magnetickym polem, a tim docilit ptipadného zvysen{ ucinku.

Cileni termosensitivaimi systémy je zaloZzeno na zméné chovani{ polymerniho nosice pfi
lokalnim zvySenim teploty v nadorové tkani vnéjsim zahfatim. Je-li v krevaim ob¢hu pfitomen
nosic léciva, ktery je pfi teploté lidského téla v krevni plazmé rozpustny, ale za zvysené teploty
dochazi kjeho vysrazeni, lze této vlastnosti vyuzit k zakoncentrovani nosice v takto pfehfaté
tkani”. Ze systému, které jsou ve vodném prosttedi rozpustné pii laboratorni teploté, ale majf
dolni kritickou rozpoustéci teplotu (LCST), nad kterou uz jsou nerozpustné, se studuji pfedevsim
selastin-like™  peptidové  systémy®, polyethylenoxid-black-polypropylenoxid-black-polyethylen-

62;63

oxid®' a kopolymery poly(N-isopropylakrylamid)u®**, poly(N-isopropylmethakrylamid)u® a poly-
(N,N-diethylakrylamid)u™. Termosensitivnfho chovéani lze vyuZit jak v pifpadé rozpustnych
systémi, tak i termosensitivnich liposomu, geld a micel”. Nevyhodou termosensitivnich systému
obecné je fakt, ze praktickou limitou lokalni hypertermie je teplota cca 42-43 °C, tedy jen o 5-6
°C vyssi, nez teplota lidského téla. Vzhledem k tomu, ze teplota separace fazi termosensitivnich

polymert je silné¢ koncentra¢né zavisla a navic je u kopolymert zna¢né zavisla na obsahu skupin

s jinou polaritou, nez ma zakladni fetézec (separace fazi je zalozena na hydrofébni interakei, ktera
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jiz nad urcitou teplotou nemuze byt kompenzovana solvataci polarnich skupin), nelze zarucit
kompletni vysrazeni v cilové tkani®.

Cileni neutronovym svazkem je zalozeno na jaderné reakci, kterou vznika z biologicky
relativné neskodného proudu zpomalenych epitermalnich neutront v tkani s dostatecnou
koncentrac{ vhodného stabilnfho nuklidu sekundarni ionizujici zafeni, které ma mnohem
intenzivnéjsi biologické ucinky®. Vyuziva se zde tedy opét dualniho cileni, kde se nosi¢ vhodného
nuklidu zakoncentruje jinym mechanismem v nadorové tkani a pak je pacient ozafen uzkym
proudem epitermalnich neutront, ktery je rovnéz kolimovan na tuto nadorovou tkan, ¢imz se
nasobi selektivity. Tento pfistup reprezentuje borova neutronzachytova terapie (Boron Neutron
Capture Therapy, BNCT)®, vyuzivajici tvorby vysoce cytotoxickych ¢éastic « a jader 'Li z "B
epitermalnimi neutrony. Nevyhodou tohoto pfistupu je pfedevsim nutnost dosahnout relativné
vysokych koncentraci ''B v cilové tkani, aby se dosdhlo dostate¢né efektivity a byly potlaceny
konkurencni jaderné reakce neutront s uhlikem, vodikem a sodikem. Je tedy tfeba podat injekéné
i desftky gramii "B obohacené latky, coz klade ¢asto nerealné pozadavky na nosié 1é¢iva, zejména

. . v . ’ , . _(0
je-li vyuzito cileni hgandem(’(’ 69

, které ma mezni satura¢ni hodnotu a je zavislé na koncentraci
receptoru na povrchu bunék cflové tkané. Dalsi nevyhodou je konkurenéni aktivace *Na
(pfirodni monoisotopicky) sodnych soli v krvi a tkanich na radioaktivni *Na (3~ zafi¢, T,,, =
14,96 h), ktera zpusobuje, Zze pacient je zatizen jest¢ fadu hodin po ozafeni indukovanou
radioaktivitou.

Fotodynamicka terapie je zalozena na aplikaci makrocykla, pfedevsim derivata porfyrinu a
ftalocyaninu, schopnych aktivovat po ozafeni viditelnym svétlem kyslik ve tkanich na singletovy
kyslik, ktery je velmi reaktivni a puasobi cytotoxicky (poskozuje zejména DNA)™™. Piislusna
fotosenzibilizujici latka, citliva k viditelnému zafeni, je aplikovana do krevniho ob¢hu a po urcité
dobé¢, kdy dojde k ulozeni do nadorové tkang, je svétlovodnym vlaknem k nadoru pfivedeno
aktivujici svételné zafeni. Vznikajici singletovy kyslik pak poskodi ozafovanou tkan. Nevyhod této
metody je nckolik. Pfedevsim, coz bylo nejkritictéjsi zejména u prvnich generaci
fotosenzibilizatort, se tyto latky ukladaji 1 v kiazi s pomérné dlouhym polocasem vylucovani,
takze pacient musel zistat ve tmé nebo silném Seru po fadu dni, aby neriskoval popaleniny
slune¢nim svétlem. Dal$i komplikaci je zavedeni svétlovodu piimo k nadoru, coz piinasi
podobné problémy jako lokalni aplikace (viz vyse). Dalsi nevyhodou je, ze nedostatecné
prosvétlené okrajové casti nadoru, které byvaji proliferacné nejaktivnéjsi, jsou nedostatecné
inhibovany a mnohdy je tam proliferace bunck hormesnim efektem dokonce stimulovana.

Konec¢né velmi zavaznym omezenim této metody je, ze nadorova tkan je velmi c¢asto hypoxicka.
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Nedostatek volného kysliku jako reaktantu pro vznik singletového kysliku pak vede k jeho

nedostatecné tvorbé.

2.3.3. Cileni 1éciv zaloZené na motfologické a fyziologické odliSnosti

nadorové tkané

Novée vznikla nadorova tkan ma fadu morfologickych specifik, na kterych lze zalozit cileni
nosicu léciv. Predevsim jde o mnohem vétsi prostupnost cévniho systému nadorové tkané pro
velké molekuly (fenestrace), coz spolu s nedostate¢nym nebo casto i uplné chybéjicim odtokem
lymfy zptisobuje hromadéni velkych molekul v nadorové tkani [tzv. ,,Enhanced Permeation and
Retention” (EPR) efekt]”. Proto se makromolekuly o velké molekulové hmotnosti, micely,
nanocastice a liposomy hromad{ v nadorové tkani casto i s vice nez dvacetinasobnou selektivitou
oproti normalni tkani’*. Vzhledem k charakteru interakce se tomuto cilenf #ika pasivnf a hojné se
vyuzivi pfi navrhu struktur riznych nosi¢ovych systémd pro protinadorova léciva™".
Dostatecné velké castice lze cilit i do tkani, které maji zuzeny prasvit krevnich kapilar
(embolizace™), zejména jsou-li aplikovany do arterie vyZivujici piislusny organ, jako napfiklad
&astice TheraSphere™. EPR efekt je dosti univerzalnf pro mnoho pevnych nadort, ale napiiklad
pro radionuklidy s kratsim polocasem rozpadu je jeho kinetika pfili§ pomala (k akumulaci dochazi
v fadu hodin az dnt). Navic EPR efekt cili do intersticialniho prostoru tkané, ale nikoliv dovnitf
bunck. Proto je vyhodné EPR efekt kombinovat s cilenim ligandem, uvolnovanim léciva fizenym
hodnotou pH apod. (viz vyse).

Nadorova tkan je z davodu intenzivniho metabolismu a relativniho podzasobeni kyslikem
pomérné kysela (pH 5-6) oproti krevnf plazmé (pH 7,4)". Lze tedy vyuzit systémd, které uvolni
lécivo pifi snizeni pH z neutralnf do mirné kyselé oblasti. Toho lze docilit napiiklad Stépenim
acidolabilni hydrazonové nebo «s-akonitylové spojky mezi lécivem a polymerem, uzitim
liposomalnich 1ékovych forem, kdy se liposom v kyselém prosttedi rozpada, vazbou léciva
charakteru slabé hydrofébni baze hydrofébné do jadra polymerni micely a piipadné aplikaci

polymern{ micely degradovatelné v kyselém prosttedi®"™.
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2.3.4. Cileni ligandem bunécné specifického receptoru

Mnoho typa nadorovych bunck hyperexprimuje na svém povrchu receptory pro ligandy a
nebo antigeny normalné pfftomné v organismu v malé mife, ¢asto mnohonasobné oproti
normalni tkani, nebo dokonce receptory a antigeny v normalni tkani nepfitomné. Jestlize je
piislusny komplementarni ligand k takovému receptoru nebo protilatka proti takovému antigenu
pfipojena k nosic¢i léc¢iva, pak muze dojit ke specifické interakci takového nosice léciva
s nadorovymi bunkami a v dusledku toho k jeho akumulaci v nadorové tkani. Je-li navic receptor
schopny po vazb¢ ligandu endocytézy, mize takovy ligand zprostiedkovat i endocytézu celého
systému. Cilen{ ligandem muze byt velmi specifické, ligand vSak musi byt s nosicem spojen pfes
spojku (,,spacer), ktera nebran{ vazbé na receptor a receptor je v kompartmentu dostupném pro
nosi¢. Hlavnimi nevyhodami a omezenimi cileni ligandem jsou razné faze vyvoje nadorové
bunky, ve kterych bunka nemusi exprimovat piislusny receptor, a navic saturovatelnost a pomala
obnova dostupnych receptort v piipad¢ vyssich davek smérovaného léciva. Problémem muze byt
1 snizeni koncentrace receptord pro dany ligand v cilové tkani vlivem zpétné vazby jako reakce
bunky na nadbytek tohoto ligandu (,,downregulation®), u nadorovych onemocnéni v pozdé¢jsich
stadiich 1 diferenciace nadorové tkané na imunologicky a biochemicky nehomogenni populace a
nasledna selekce rezistentnich populaci vlivem cileného 1éc¢iva. Podstatnym faktorem muze
rovnéz byt fenotypova variabilita nadorovych onemocnéni, takze je obtizné najit ligand, ktery by
byl alespofi ¢asteéné univerzalni pro uréitou skupinu nadorovych onemocnéni. Rada struktur,
hyperexprimovanych v nadorové tkani, uzivanych ke studiu moznosti cileni (napiiklad folatovy
receptor, viz dale) je v urcité, byt’ mensi mife pfitomna i v jinych tkanich, které pak mohou byt
cytostatikem také zasazeny.

Ke studiu cilenf léciv do jater a retikuloendotelového systému (RES) se vyuziva laktéza,
galaktdza nebo galaktosamin (parenchymatické jaterni bunky), respektive trinitrofenylova skupina
(neparenchymatické jaterni buniky)**. RES (jatra, slezina, lymfatické uzliny, makrofagy) rovné
zachytava litky s obecné $patné biokompatibilni strukturou™. Toho se d4 vyuZit i pro
radiodiagnostiku RES. Mohlo by jit i o uzitecny nastroj pro adjuvantni chemoterapii po
operativnim odstranéni nidorové tkané z hlediska tvorby metastaz ptes lymfaticky systém®’.

Tvorba protilatek pfedstavuje jednu z velmi efektivnich specifickych obran lidského t¢la
proti cizorodym strukturam. Moznost pouziti protilatek proti nadorovym antigentim jako cilicich
skupin byla studovéna pro liposomy (tzv. imunoliposomy™), micely (tzv. imunomicely ") a dalsi

84;90

nosicové systémy' . Z hlediska nevyhod a omezeni cilen{ protilatkami je to jednak jejich vysoka

cena, vysoka citlivost ke ztraté vazebné aktivity vlivem chemickych modifikaci a tim i obtizna

20



reprodukovatelnost aktivity pfipravenych preparatd, obtizné a financné narocné cisténi od
ostatnich bilkovin ze zdrojového biologického systému, obtizné dosazitelnd bezinfekénost
zejména u preparatd vyrobenych z krve, pomala kinetika vychytavani, silné nespecifické interakce
protilatek v jinych nez cilovych tkanich, nutnost pouzit protilatku téhoz zivocisného druhu kvuli
imunogenicité¢ (pifpadné monoklonalni protilatku produkovanou hybridomovou technologii
butikami téhoz Zivocisného druhu), ale i problémy s internalizaci do bunék”. Vysoka molekulova
hmotnost imunoglobulina (cca 150 kDa u IgG) sice zvysuje EPR efekt, ale snizuje dosazitelnou
ptepravni kapacitu pro lé¢ivo. Proto se soustfedi pozornost na Fab fragmenty protilatek o nizsi
molekulové hmotnosti™.

Myslenka cileni lektiny, oligomernimi rostlinnymi bilkovinami schopnymi selektivné vazat
sacharidické struktury, je zalozena na odlisné glykosylaci membran nadorovych bunék a tim i
vy$§f afinité mnoha lektind k nidorové tkani oproti normalni tkani””. Navic fada lektint je sama
silné cytotoxickych (napf. viskotoxin, ricin) inhibici proteosyntézy. Nevyhody cileni lektiny
plynou predev§im z toho, Ze jde o rostlinné, télu cizi a tudiz imunogenni bilkoviny. Dale
podjednotky funkcni oligomerni struktury jsou vazany pomérné slabé nekovalentné, takze majf
tendenci k reverzibilni deagregaci, nehledé¢ na fakt, ze konstanta stability vazby sacharidd na
lektiny je pomérné nizka pro ucely efektivniho cileni.

Proliferace tkani je podminéna rustovymi faktory a fada nadort hyperexprimuje receptory
pro tyto faktory, coz predstavuje daldf moznou strategii pro cilenf nosi¢a 1é¢iv’™. Nevyhodou
téchto ligandt jako smérujicich jednotek je kromé pomérné malé transportni kapacity zejména
silné zpétnovazebné potlaceni exprese receptoru vlivem nadbytku ligandu v cilové tkani”.

Nové vytvofena nadorova vaskulatura obsahuje ve zvySené mife integriny, které specificky
vazou RGD (Arg-Gly-Asp) peptid a jeho analoga, na cemz je zalozen design polymernich nosict
pro cilen{ do nadorové vaskulatury™'"”. Tkin ozafena ionizujicim zifenim ma mnohem vyssf
vazebnou kapacitu pro RGD indukci exprese piislusného integrinu, coz pfedstavuje dalsi
moznost zvyseni selektivity RGD cileni kombinaci s radioterapif (synergicky efekt)”"'".
V posledni dobé se ve velké mife vyuziva pro vyhledavani potencialnich ligandd pro (nejen)
nadorovou tkan metoda ,,phage display” kombinatorialnich knihoven'®.

Kostni tkan je v podstaté piirodni orientovany kompozit na bazi anorganického mineralu
hydroxyapatitu. Tento mineral diky pfihodné krystalové struktufe vaze silné hydroxybisfosfonaty,
které se chovaji jako strukturni analoga difosfatu normalné pfitomného ve struktufe

104;105

hydroxyapatitu ", viz Obrazek 1. Hydroxybisfosfonaty a jejich kovové komplexy se siln¢ a
velmi rychle po podani do organismu hromadi v kostech'” a inhibuif jejich odbouravani, ¢ehoz

se vyuziva terapeuticky pro paliativn{ lé¢bu kostnich metastdz'”, terapii osteoporézy a Pagetovy
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choroby, 1 diagnosticky pro scintigrafii kosti, zejména pro radiodiagnostiku kostnich metastaz. Byl

proto navrzen modelovy bisfosfonatem cileny nosi¢ léciv (radionuklidd) pro kostni

onemocnemlo 109
Obrazek 1.
Se el R *
2+’O O O\ o 2 O N
Ca \ / Ca Ca \ / Ca2
Ca Ca
kost - hydroxyapatit hydroxybisfosfonat

Struktura HA a jeho interakce s hydroxybisfosfonatem

Biokompatibilni polysacharid hyaluronan je rovnéz vyuzivan ke konstrukci slibnych
nosicovych systému pro léciva cilenych do nadorové tkane, protoze ma afinitu k receptoru CD44,
hyperexprimovanému v fadé nadorovych tkan{'"". Nevyhodou hyaluronanu je nutnost jeho
izolace z biologického materialu, podobné jako u protilatek.

I fada enzymu vazanych na membrany je ve zvysené mife exprimovana v nadorové tkani,
coz predstavuje dalsi trend cileni do nadorové tkané pomoci inhibitord téchto enzymu jako
cilicich ligandt. Pfedeviim jde o karboxypeptidizu II''' a isoenzym onco-APazu (alkalicka
fosfataza hyperexprimovana v fadé mozkovych nadort, jejimiz inhibitory jsou derivaty 1,4-

dihydronaftochinon difosfatu'").
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2.3.5. Cileni specifickymi pfenaseci Zivin a vitaminti kumulujicich se ve

zvySené mife v nadoru

Nadorova tkan jako tkan rychle se délicich bunéénych populaci a rychle rostouci,
spotfebovava ve srovnani se zdravou tkani, jez neroste tak rychle, hodné organickych i
mineralnich Zivin a vitamint. Je tedy pfirozené, ze ve zvySené mife akumuluje tyto Zziviny,
piipadné jejich pfenasece, coz lze vyuzit pro cileni nosict léciv.

Zelezo je v organismu transportovano v podobé bilkoviny transferrinu. Bylo zjisténo, Ze
transferrin je ucinnym nastrojem cilenf riznych nosi¢t 1é¢iv do nadorové tkané'”, jeho hlavni
nevyhodou viak je nutnost jeho izolace z lidské plazmy.

Jednim z vitamina je 1 kyselina listova (folat). Bylo zjisténo, Ze receptory zprostiedkovavajici
pifjem folatu jsou siln¢ hyperexprimovany v mnoha typech nadora. Folat je proto dodnes velmi
studovanym cilicim ligandem'"*"'%. Folat se stal i modelovou latkou fady studii na cileni obecné,
napiiklad kolik molekul folatu sta¢i na cileni jednoho liposomu a jak ovlivni hustota cilicich
skupin na povrchu liposomu selektivitu''” anebo jak ovlivni zptisob vazby folatu (ktery z jeho
dvou karboxylt je vyuZit pro vazbu) jeho cilici schopnost''®. Folat se zprvu zdal idedln{ cilici
skupinou, ¢im dal vice autorti v$ak poukazuje na jeho malou selektivitu k nadorové tkani

119

vzhledem k tomu, Ze jde o pfirozeny vitamin . Antagonisté kyseliny listové (antifolika, napf.

Methotrexat nebo modernéjsi Raltitrexat) jsou nicméné velmi uzivanymi a Gc¢innymi
kancerostatiky, protoze tento vitamin je nezbytny pro biosyntézu bazi nukleovych kyselin a tim 1

pro bunécné délen.
2.3.6. ,Pretargeting* a jiné studované techniky

Kdyz byla zjisténa pomala kinetika vychytavani fady zejména bilkovinnych liganda jako jsou
protilatky v nadorové tkani, zacaly se vyvijet metody redukujici tuto, zejména z hlediska napt.
imunoradioterapie velmi podstatnou nevyhodu, pomoci tzv. ,pretargetingu®. ,,Pretargeting® je
zalozen na rozdéleni cileni do dvou krokt. Nejprve se do cilové tkané vnese pomalu, ale
selektivné cilici skupinou sam o sobé¢ neskodny receptor, na ktery existuje cileni s podstatné
rychlejsi kinetikou. Po urcité dobé, nutné k akumulaci v cilové tkani, se pak poda vlastni acinné
lécivo cilené ligandem pro tento sekundarné vneseny receptor. Ze studovanych piistupu jde
piedeviim o ADEPT (,antibody directed enzyme prodrug therapy* "), GDEPT (,,gene directed
enzyme prodrug therapy* '*), PTAPT (,peptide transporter-associated prodrug therapy* '),

LEAPT (,lectin-directed enzyme-activated prodrug therapy* '*') a pretargeting pomoci specifické
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interakce biotin-avidin nebo biotin-streptavidin®. V ptfpadé GDEPT je do cilové tkiné nejprve
vnesen gen pro enzym, ktery neni obsazen v normalni tkani a ktery je schopen stépit vazbu
v nizkomolekularnim prolécivu (,,prodrug®, viz vyse), ktera je nestépitelna jakymkoliv jinym
enzymem v organismu. Prolécivo, samo o sobé neucinné, se tedy aktivuje pouze v cilové tkani.
Zbytek je pak obdobny jako u ,,prodrug® strategie. ADEPT, LEAPT a PTAPT vyuzivaji cileni
ligandem (protilatkou — ADEPT, lektinem — LEAPT respektive peptidem — PTAPT), kterym je
do cilové tkané¢ vnesen enzym pro prodrug strategii. Pretargeting pomoci velmi rychlé a
specifické interakce biotin-avidin nebo biotin—streptavidin pfedstavuje vnesen{ bilkoviny avidinu
respektive streptavidinu do cilové tkané pomoci vhodného pomalu cilictho ligandu. Pak je
aplikovan konjugat biotinu s pfislusnym lécivem, ktery je vychytan v pifslusné tkani na avidinu
respektive streptavidinu'”. Nevyhodou pretargetingu je zna¢na komplikovanost téchto systémd,
které zptsobuji jejich vysokou cenu, obtiznou reprodukovatelnost piipravy a tézko predvidatelny
nespolehlivy ucinek. Kromé toho vyuzivaji bilkoviny, coz s sebou nese nevyhody jmenované u

cileni protilatkami (viz vyse).
2.4. ,,Drug delivery* systémy (DDS) v nuklearni mediciné

Prestoze popsané moznosti cileni ,,drug delivery systému lze rozsifit o oblast vyvoje
novych radiofarmak, nestuduji se dosud dle dostupné literatury tyto systémy v ocekavané mife.
Vyuziti radionuklida jako aktivn{ slozky DDS muze odstranit mnohé limitujici faktory DDS, at’
jiz z hlediska nutnosti konstruovat nosic tak, aby uvolfioval lé¢ivo prednostné v misté urceni, tak
z hlediska mnozstvi uzitého nosice. Je na misté podotknout, ze vazba radionuklid-nosi¢ musi byt
naopak velmi pevna, mnozstvi uzitych nosicovych systéml a finanéné narocnéjsich cilicich
skupin (protilatky a jejich fragmenty, peptidy) je vSak obecné velmi malé, typicky v fadu
miligramt. Stavajici DDS s chemickymi lécivy  typicky vyzaduji davkovani v fadu stovek
miligramt az desitek gramd, a tak se jejich pouziti v humanni mediciné stava obtiznéjsim.

Nevyhodou DDS nesoucich radionuklidy je skutec¢nost, ze bcéhem transportu léciva
krevnimi cestami je radiacné zatézovana i zdrava tkan, z ¢ehoz plyne pozadavek na rychlou

kinetiku akumulace takového systému v cilové tkani.
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3. Cile disertacni prace

Tato diserta¢ni prace je zaméfena na pfipravu, charakterizaci a studium vlastnosti
makromolekularnich nosicovych systému na bazi biokompatibilnich polymert pro radiofarmaka
a chemoterapeutika navrzenych pro 1écbu a diagnostiku nadorovych onemocnéni. Cilem je vyvoj
a poznani zakladnich fyzikalné-chemickych a radiochemickych vlastnosti navrzenych systému.
K pochopeni problematiky vyznamné pfispéla pfiprava a studium fyzikalné-chemickych a posléze

1 biologickych vlastnosti nasledujicich systému:
1. Termoresponsivni polymery navrzené pro lokalni terapii.
2. Systém urceny pro lokalni i systémovou radioterapii s pasivaim cilenim
EPR efektem do tkané pevnych nadora zalozeny na stifbrném koloidu
7 211
nesoucim ~ At.
3. Systém kombinujici pfi systémové aplikaci pasivni cileni EPR efektem

s aktivaim cilenim hydroxybisfosfonatovymi skupinami do nadorové

kostni tkané.
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4. Experimentalni ¢ast

4.1. Material

Byly pouzity nasledujici chemikalie a radiochemikalie, bez dodate¢ného ¢isténi, neni-li
uvedeno jinak: (*"'At) astat (UJF ReZ), 6-aminohexanova kyselina (Fluka Chemie AG, Némecko,
CR zastoupeni Sigma-Aldrich s.r.o), ¢&std; 1-aminopropan-2-ol (Fluka), ¢isty; 2,2-
azobis(isobutyronitril) (AIBN; Fluka), ¢isty, 3 x pfekrystalovan z acetonu; benzen (Pliva Lachema
a.s., Ceska republika), p.a., vysuseny sodikem a predestilovany; cyklohexan (Lachema), p.a.,
skladovan nad sodikem a pfed pouzitim predestilovan; N,N*-dicyclohexylkarbodiimid (DCC;
Fluka), cisty; cyklohexadien (Fluka), cisty; dihydrat hydrogenfosfore¢nanu sodného (Fluka), p.a.;
dihydrogenfosfore¢nan draselny (Fluka), p.a.; 4,5-dihydrothiazol-2-thiol (Fluka), cisty; dichlor-
methan (Lachema), p.a.; 4-(IN,N-dimethylamino)pyridin (Fluka), cisty;  IN,IN-dimethylformamid
(DMF; Fluka), cisty; dimethylsulfoxid (IDMSO; Fluka), p.a; dioxan (Llachema), p.a.; doxorubicin
hydrochlorid (Fluka); ellipticin (Sigma-Aldrich), synteticky; N-ethylkarbazol (ECZ; Fluka), cisty;
glycyl-L-fenylalanin (Fluka); hexahydrat dusi¢nanu vapenaté¢ho (Fluka), p.a.; hexan (Lachema),
p.a.; hydrazinhydrat (Fluka), 50 %; hydrid sodny (Fluka), 60 % disperse v mineralnim oleji;
hydroxid draselny (Lachema), p.a.; hydroxid sodny (Lachema), p.a.; 2-hydroxy-2-methyl-1-fenyl-
1-propanon (Aldrich), cisty; hydroxyapatit (HA; Fluka); chlorid sodny (Lachema), p.a.; chlorid
Y) yttrity (Lacomed s.r.o., Ceskd republika); chloroform (Lachema), p.a.; isopropanol
(Lachema), p.a; j6d (Lachema); chlorid fosfority (Fluka); jodid (I a "'I) sodny (Lacomed);
kyselina L-askorbova (Fluka), p.a.; kyselina fosforita (Fluka), cista; kyselina octova (Lachema),
p-a; L-leucylglycin (Fluka); methakryloylchlorid (Fluka), cisty, pfedestilovany (b.v. 95 °C pii
atmosférickém tlaku); 4-methoxystyren (Fluka), ¢isty; methylester kyseliny sulfanyloctové (Fluka),
¢isty; octan sodny bezvody (Fluka), p.a.; palladium na uhli (5 %; Fluka), cisté; polyethylenoxid
monomethyl ether (PEO monomethyl ether; M, =2000 a 5000; Fluka); silikagel 60 (Fluka), pro

chromatografii; sodik (Lachema), cisty; stfibro koloidalni (Fluka), Sudan III (Fluka), Standard;
tetrahydrofuran (THF; Lachema), p.a., skladovan nad sodikem a pfed pouzitim pfedestilovan;
toluen (Lachema), p.a., skladovan nad sodikem a pfed pouzitim pfedestilovan; L-tyrosinamid
(Sigma-Aldrich), cisty.

Dialyza¢ni stfevo Spectra Por 3 (velikost pora 3500 Da) bylo zakoupeno u Serva

Electrophoresis GmbH (Némecko), Sephadex LH 60 a Sephadex G 25 média pro gelovou
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permeacni chromatografii (GPC) a odsolovaci kolonky PD-10 byly zakoupeny u Amersham
Pharmacia Biotech AB (Svédsko).
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4.2. Metody

4.2.1. Termoresponsivni polymery pro lokalni radioterapii
4.2.1.1. Piiprava termoresponsivniho polymeru

Polymerace a charaktetizace polymert provedl na Ustavu makromolekularni chemie

AVCR, v.v.i. Mgr. Martin Hruby, PhD.

Priprava iniciatorn 3, 3 -azobis (4-kyano-4-methyl-1-oxobutan-1,4-diyl)bis(thiazolin-2 thionn) (I'T-ABIK;
II)

4,4"-Azobis(4-kyanopentanova kyselina) (2,00 g, 7,14 mmol), thiazolidin-2-thion (1,87 g,
15,7 mmol) a 4-(IN,N-dimethylamino)pyridin (96 mg, 0,79 mmol) byly rozpustény v THF (20 ml).
V dalsich 5 ml THF byl rozpustén dicyklohexylkarbodiimid (DCC; 3,88 g 18,8 mmol). Oba
roztoky byly ochlazeny na —10 °C a smichany. Teplota —10 °C byla udrzovana 1 h, poté byla
zvysena na 5 °C a na této vysi udrzovana 24 h. Po skonceni reakce bylo pfidano 0,1 ml kyseliny
octové a 1 h michiano za laboratorni teploty. Srazenina 1,3-dicyklohexylmocoviny byla
odfiltrovana a THF odpafen. Olejovity zbytek byl rozpustén v malém mnozstvi dichlormetanu a
ponechan krystalizovat ze smési dichlormetan-diethylether. Vytézek: 3,0 g (87%), b.t. 126130 °C.
Elementarn{ analyza: (teotrie/zméfeno): C 44,79/45,16 %, H 4,59/4,74 %, N 17,41/16,95 %,
S 26,57/26,47 %. Molarni absorpénf koeficient ey, = 20,500 1 mol 'cm™ ' (methanol). 'H NMR:
o = 1,56 (s, 6H), 2,75 (m, 4H), 2,95 (m, 4H), 3,19 (m, 4H), 4,04 (m, 4H) Reakcni schéma viz
Obrazek 2

Priprava série poly(IN-isopropylakrylamidi) s 1-tyrosinovou koncovou skupinou (IV)

N-Isopropylakrylamid (500 mg, 4,42 mmol) a TT-ABIK (II, navazka inicidtoru viz
Tabulka 5.) byly rozpustény v THF a polymerizovany 12 h pii 60 °C pod dusikem. Poté byl do
reakéni smési pfidan L-tyrosinamid (180 mg, 1,00 mmol), roztok byl dale michan 3 h pii 60 °C a
zfiltrovan. Z filtratu byl polymer vysrazen diethyletherem (Et,O; 40 ml), promyt diethyletherem,
znovu rozpustén v THF (5 ml) a opét pfesrazen diethyletherem (50 ml). Poté byl polymer (IV)
zfiltrovan a susen ve vakuu. Dalsi purifikace zahrnovala dialysu (72 h, proti destilované vodé),

lyofilizaci a gelovou permaecni chromatografii (Sephadex G-25, mobilni faze — destilovana voda).
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Nakonec byly frakce obsahujici polymer lyofilizovany a byly stanoveny vytézky (viz Tabulka 5).
Obsah L-tyrosinamidu v polymerech IV-1, IV-2, IV-3 byl stanoven spektrofotometricky (A=275

nm) ve vode, viz Tabulka 5.

Tabulka 5.

Polymer Iv-1 IvV-3 IV-5
Iniciator (molarni %) 1,0 3,0 5,0
Iniciator (mg) 21 04 107
Iniciator (mmol) 0,044 0,133 0,221
Vytezek (%) 52 37 46
M | (kDa) 9,3 7,5 6,7
M , (kDa) 20,9 18,3 17,2
Obsah funkeni

skupiny (umol g ) 9,0 26,6 41,5

Polymery s koncovym L-tyrosinamidem (IV-1, IV-3, IV-5)
Priprava série poly(IN-isopropylakrylamid)ii s koncovou skupinon — DTPA (VI)

N-Isopropylakrylamid (1000 mg, 8,84 mmol) byl polymerovan (viz syntéza IV) na roztok
polymeru III (viz Obrazek 2. ) K tomuto roztoku byl pfidan ethylendiamin (590 ul, 8,84 mmol)
a za stalého michan{ byl roztok zahfivan na 60 °C po 2 h. Polymer V byl srazen diethyletherem
(80 ml) a odfiltrovan. Nasledovalo rozpusténi v THF (10 ml), znovu vysrazeni diethyletherem
(100 ml), filtrace a suseni ve vakuu. Polymer byl dale cistén gelovou permeacni chromatografii
(Sephadex G-25, mobilni faze — destilovana voda). Nakonec byly frakce obsahujici polymer
lyofilizovany (viz Tabulka 6).

Tabulka 6.

Polymer V-1 V-3 V-5
Iniciator (molarni %) 1,0 3,0 5,0
Vytézek (Yo) 74 76 85
M , (kDa) 7,9 7,0 5,5
M , (kDa) 18,6 18,5 14,3

Polymera¢ni podminky a charakteristiky polymert V-1, V-3 a V-5
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Obrazek 2.
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Syntéza reaktivniho polymeru III.

Polymer V (300 mg) byl rozpustén v dimethylacetamidu (6 ml) a ethyldiisopropylaminu
(500 ul, 2,92 mmol). K roztoku byl pfidan 4-(IN,N-dimethylamino)pyridin (50 mg, 0,41 mmol),
nacez byl roztok za stalého michani zahtat na 50 °C. Poté byl k roztoku pfidan DTPAA (214 mg,
0,6 mmol) a roztok byl dale michan po 3 h pii teplot¢ 50 °C a dalsich 12 h za laboratorni teploty.
Poté byla reakce ukoncena pfidanim 30 ml vody. Polymer byl vysrazen rozpusténim 15 g siranu
amonného v reakéni smési a odfiltrovan. Surovy polymer byl rozpustén v destilované vodé (20
ml) a cistén gelovou chromatografii za pouziti Sephadexu G-25 v koloné o objemu 120 ml a
vodného roztoku octanu amonného (0,8 M) jako mobilni faze. Frakce obsahujici polymer byly
smichany, dialyzovany proti destilované vodé 72 h a nakonec lyofilizovany.
Vytézky viz Tabulka 7.

Obsah koncovych DTPA skupin byl stanoven chelatometricky titraci octanem zine¢natym
0,25 mM) v pufru NH,OH-NH,CI (0,2 M, pH=9,25) za pouziti Eriochromové cerni T jako

indikatoru.
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Tabulka 7.

Polymer VI-1 VI-3 VI-5
Vytézek (%) 84 84 79
M | (kDa) 11,7 8,9 7.8
M  (kDa) 19,9 18,4 17,9
Obsah funkéni

skupiny (umol g ) 6,9 9,3 11,5

Charakteristiky polymera VI-1, VI-3 a VI-5

Obrazek 3.
f 0
o
v, [ [< @
H NH
N’( NH, \
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. NH, HOOC_NZ__—coon

@ Q N N N o
’ kCOOH \
Ptiprava polymera IV, V, VL

4.2.1.2. Studium fazové separace termoresponsivnich polymert

Fazova separace termoresponsivnich polymeru byla studovana diferencialni skenovaci
kalorimetrii (differential scanning calorimetry; DSC). Méfeni byla provedena na kalorimetru
Perkin-Elmer DSC Pyris 1 (Perkin-Elmer, USA) v isotonickém vodném roztoku NaCl (0,15

mol.I") jako modelu fyziologického prosttedi.
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4.2.1.3. Isotopické znaceni termotesponsivniho polymeru I

Termosensitivni polymer IV skoncovou L-tyrosinamidovou skupinou byl znacen
elektrofiln{ radiojodaci isotopem '*I chloraminovou metodou upravenou podle '*. Pro znaceni
byl pouzit polymer s nejvyssim obsahem L-tyrosinamidové skupiny (IV-5). Postup byl nasledujici:

Do mikrozkumavek Eppendorf bylo odpipetovano 200 pl destilované vody, 50 pl PBS
pufru (phosphate buffered saline) o pH = 7,4, 20 ul vodného roztoku polymeru I'V-5
(20 mg.mlI™), 5 ul vodného roztoku chloraminu-T (10 mg.ml™) a 5 pl vodného roztoku Na'*T (9
MBgq.mlI™). Roztoky byly inkubovany pozadovanou dobu (1; 1,5; 10; 30 a 60 minut) p#i 20 °C.
Inkubace byla ukoncena pfidavkem 200 pl PBS 7,4 a 50 ul vodného roztoku kyseliny askorbové
(10 mg.ml™).

Polymerni frakce byla po znaceni oddélena z reakéni smési gelovou filtraci na odsolovacich
kolonkach PD-10 za pouziti destilované vody jako elu¢niho cinidla. Radioaktivita jednotlivych
frakci (o objemu 1,4 ml) byla stanovena na scintilacnim detektoru Nal(Tl), typ 74038 (RFT,
Némecko). Relativni chyba méfeni byla niz§i nez 5 %.

Vliv pH na vytézek znaceni (‘*’T) polymeru IV-5 byl testovan za analogickych podminek za
pouziti PBS pufru o pH = 4,8 po inkubacni dobu 30 minut.

Vliv teploty na vytézek radioznaceni polymeru IV-5 byl studovan za podminek PBS o pH
= 7,4 a inkubace 30 minut pfi teplotach 20 °C, 37 °C a 50 °C.

Vliv koncentrace polymeru na vytézek znaceni byl studovan za analogickych podminek
(PBS pufr o pH = 7,4 a inkubace 30 minut pii teploté 20 °C) s proménnou koncentraci polymeru

v roztoku: 0,5 mg.ml’l; 2,0 mg.ml’] 210 mg.ml’l.
4.2.1.4. Isotopické znadeni termoresponsivniho polymeru *°Y

Polymer VI-5 nesoucf chelatujici skupinu (DTPA) byl znacen ionty ™'Y ve vodném roztoku
octanu amonného (0,5 M) jako pufru.

Vodny roztok YCl, (12 MBq.pl; 10 ul) byl inkubovan s roztokem polymeru VI-5 (10 mg
/ 200 pl) ve vodném roztoku octanu amoného (0,5 M). Inkubace (10 minut) prob¢hla za
laboratorni teploty (20 °C). Oznacena polymerni frakce byla z reakéni smési separovana GPC za
pomoci odsolovaci kolonky PD-10 eluci roztokem octanu amoného (0,5 M). Relativni
radioaktivita 1,4ml frakci byla stanovena v ionizaéni komote Bqmeter 4 (BQM; Ceska republika)
nebo pomoci piistroje Contamat FHT 111M (ESM Eberline Instruments Strahlen und
Umweltstechnik GmbH; Némecko).
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Vazebna kapacita polymeru VI-5 pro ™Y byla stanovena fadou vzorka s klesajici
koncentrac{ polymeru VI-5 v reakénim prostfedi, dokud nebylo dosazeno piiblizné 50%
radiochemického vytézku. Této hodnoty (pfesné¢ 57 %) bylo dosazeno inkubaci vodného
roztoku "'YCl, (3,7 GBg.mlI™ ; 10 ul) s roztokem polymeru VI-5 (5 pl; 10 mg ml) ve vodném
roztoku octanu amoného (0,5 M; 200 ul). Tomu odpovida vazebna kapacita polymeru VI-5 pro

Y cca 420 MBq.mg. Separace polymeru z reakéntho roztoku a méfeni vzorki viz vyse.
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4.2.2. Stiibrné nanocastice navrZené pro lokalni radioterapii a pasivni cileni

4.2.2.1. Ptiprava biokompatibilizovanych stfibrnych nanocastic

Komercné dostupny stifbrny koloid (stffbrné nanocastice stabilizované pfidavkem proteinu
(,,silver proteinate®; 6,77 % Ag, 50 mg) byl rozpustén v 10 ml destilované vody. Nasledoval
pfidavek sukcinimidylkarbondtu monomethoxypolyethylenoxidu '*(,,aktivovany PEO%), (500
mg) a roztok byl za michani a pfidavku 1M roztoku NaOH udrzovan 60 minut na pH = 7,4. Poté
byl roztok lyofilizovan. Byly pfipraveny dva druhy nanocastic lisici se v molekulové hmotnosti
pouzittho PEO (PEO-5000 a PEO-2000). Produkt byl lyofilizovan a charakterizovan
elementarn{ analyzou (obsah stiibra 0,62 % resp. 0,63 % je v dobré shodé¢ s teoretickym obsahem

0,62%) a dynamickym rozptylem svétla.

4.2.2.2. Studium chovani nanocastic stfibra ve vodnych roztocich metodami

rozptylu svétla

Zdanlivy hydrodynamicky prameér Dy, a sife jeho distribuce A D/ D,; stiibrného koloidu
a biokompatibilizovanych nanocastic s volnym PEO a téz bez néj ve vodném roztoku (1,0
mg.ml ") byly uréeny pomoci dynamického rozptylu svétla (QELS) a pfistroji Nano-ZS zetasizer
(Malvern, UK).

QELS byl také pouzit na zjisténi interakci nanocastic modifikovanych PEO-5000 (0,5
mg.ml ") s hovézim sérovim albuminem (BSA, 10 mg.ml ") ve fyziologickém roztoku (0,15 mol.I

' NaCl), celkova doba inkubace byla 7 h.
4.2.2.3. Isotopické znadeni st¥ibrnych nano&astic *'At

Modifikované stifbrné nanocastice (12,5 mg) byly rozpustény v 450 pl vody, k roztoku
bylo pfidano 50 ul PBS pufru (pH = 5,0 nebo 7,4 nebo 8,0) nebo 50 pl vody. Pak byl pfidan
methanolicky roztok *'At (5 pl) o pfiblizné objemové aktivité 1 MBq ml ™. Po separaci gelovou
permeacni chromatografii (PD-10) byla méfena radioaktivita sebranych frakci o objemu cca 1,4
ml a stanoveny radiochemické vytézky.

Dale byl studovan vliv redukcnich a oxidacnich cinidel na afinitu astatu k stfibrnym
nanocasticim. K zasobnimu roztoku *'At (20 pl) bylo pfidino 5 pl roztoku KMnO,, nebo
NaBH, (10 mg.ml™") a vie bylo inkubovano 15 minut. Dal$f postup byl shodny s vyse uvedenym

znacenim modifikovanych stfibrnych nanocastic.
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Stabilita oznacené vysokomolekularni frakce byla ovéfovana gelovou permeacni
chromatografii (PD-10) roztoku pfipraveného spojenim vysokomolekularni frakce z vyse
uvedeného znaceni (1 ml) a 100 ul PBS pufru (pH = 7,4) a 10 mg KCI (pro ovéfeni kompetice
chloridovych iontt vs. *''At). Inkubace probihala 3,5 h a 7,0 h pfi teploté 37 °C.
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4.2.3. Vodorozpustné polymery cilené hydroxybisfosfonatovymi skupinami

4.2.3.1. Ptiprava vodorozpustnych polymert cilenych hydroxybis-

fosfonatovymi skupinami

Priprava statistickych kopolymersi N-|2-(hydroxypropyl)] methakrylamidu (HPM.A)

Byly pfipraveny tfi typy statistickjch HPMA kopolymeri pro studium sorpce na
hydroxyapatit, pro prehlednost jsou znaceny cislem polymeru podle struktury (viz Obrazek 4 a
5) a teoretického obsahu hydroxybisfosfonatovych cilicich skupin v molarnich procentech.

Statistické kopolymery HPMA (1) s Ma-AH-TT (5) ¢i Ma-GFLG-TT (6) byly piipraveny
radikalovou polymerizaci v DMSO [iniciator AIBN: 2 hm. % monomerd; koncentrace
monomert: 12,5 hm. %; molarni pomér monomerta: HPMA : Ma-AH-TT (5; polymer 14)
respektive Ma-GFLG-TT (6; polymer 15) 11,5 : 1; pfi 60 °C; 6 h]. Obsah TT skupin v
polymerech 14 a 15 byl stanoven UV-VIS spektrofotometrif (¢ = 10300 1 mol” cm™ pii A = 305

nm v methanolu). Pocetné a hmotnostné stfedni molekulové hmotnosti (M, a M) byly

stanoveny gelovou permeacni{ chromatografii (GPC) po aminolyse reaktivnich TT skupin 1-
aminopropan-2-olem.Vlastni stanoveni bylo provedeno na koloné¢ Superose™ 6 za pouziti
HPLC systému AKTA Explorer (Pharmacia) vybaveného RI, UV a vicethlovym rozptylovym
detektorem DAWN 8 (Wyatt Technology Corp., USA) a acetatového pufru jako mobilni faze
(0,3 mol.I'"", pH 6,5). Charakterizace produktt viz Tabulka 8.

Priprava HPMA kopolymeru obsabujiciho hydroxybisfosfondtové skupiny a L-tyrosinamid (16, vig
Obrazek 4)

Konjugaty obsahujici AHHBP (4a) a L-tyrosinamid byly pfipraveny reakci polymerniho
prekursoru obsahujictho TT skupiny (14) s L-tyrosinamidem za laboratorni teploty ve fosfatovém

pufru (0.05 mollI"" NaH,PO,/Na,PO,; pH 8.1). Polymerni prekursor 14 (100 mg; 48 umol TT
skupin) byl rozpustén ve fosfatovém pufru (1 ml) a pak byl pfidin AHHBP (4a, 0 mg ~ 0 pmol ~
0 molarnich % pro polymer 16-0; 2,7 mg ~ 14 umol ~ 2 molarni % pro polymer 16-2 respektive
5,4 mg ~ 28 pmol ~ 4 molarnich % pro polymer 16-4). pH reakcni smési bylo béhem reakce
udrzovano na hodnoté 8,1 piidavky roztoku Na,B,0, (0,1 mol.l™"). Po 30 minutich byl ptidin L-
tyrosinamid (2 mg, 11 umol) a reakéni smés byla michana dalsi 3 h. Zbylé TT skupiny pak byly
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aminolyzovany pfidavkem 1-aminopropan-2-olu (4 pl, 53 pmol). Po 10 minutich byl polymerni
konjugat 16 izolovan pomoci GPC na koloné naplnéné Sephadexem G-25 (objem kolony 150 ml)
za pouziti vody jako mobilni faze, detekce konduktometricky. Polymerni frakce byla
lyofilizovana. Molekulové hmotnosti byly stanoveny pomoci HPLC (viz vyse charakterizace TT
prekursort) a obsah AHHBP skupin byl vypocten z elementarni analyzy obsahu fosforu. Obsah

L-tyrosinamidu byl stanoven aminokyselinovou analyzou podle za pouziti HPLC systému LDC
Analytical, USA [pfedkolonova OPA derivatizace; kolona Tessek SGX C,q, 250x4 mm, gradient

vodny octan sodny (0,3 M) — methanol; fluorescenéni detektor Fluoromonitor 4100].

Charakterizace produkta viz Tabulka 8.

Priprava HPMA kopolymeru obsabujiciho hydroxybisfosfondtové skupiny a DOX vdzany amidickou vazbou na
postranni retéec s G-aminobexanovou Ryselinon (17, viz Obrazek 4) respektive Gly-Phe-Len-Gly
tetrapeptidenr (18, viz Obrazek 5)

Konjugaty cilené hydroxybisfosfonatovymi skupinami obsahujici DOX vazany amidicky
byly pfipraveny reakci pfislusnych polymernich prekursorti obsahujici TT skupiny (polymery 14
respektive 15) postupné¢ s AHHBP (4a) a DOX.HCIL Reakce byla provadéna pii laboratorni
teploté¢ ve fosfatovém pufru ve tmé analogicky, jak je uvedeno vyse u pifipravy polymeru 16, za
pouziti ekvimolarntho mnozstvi DOX.HCl misto L-tyrosinamidu. Polymerni konjugaty 17
respektive 18 byly vycistény pomoci GPC na koloné naplnéné Sephadexem LH-20 (objem kolony
200 ml) za pouziti methanolu jako mobilni faze. Polymerni frakce byla zahusténa ve vakuu a

pfesrizena ve smési aceton-diethylether (3:1 v/v).
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Obrazek 4.

CONH,

OH

H,0,P
(@]
CH,
OH
NH,.HC
O S
H,O,P

Priprava HPMA kopolymert s hydroxybisfosfonatovymi skupinami I.
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Obrazek 5.

o) ...\fo

(0] S (0]
Phe _Gl
_Phe e/Glylk )k NNy yMI}IH

R, nebo R,

1. R—NH,
-
CH, 2. R—NH,HC

NH,.HCl

Ptiprava HPMA kopolymert s hydroxybisfosfonatovymi skupinami II.

Polymerni konjugaty 17 a 18 obsahujici DOX byly charakterizovany elementarni analyzou

obsahu fosforu a HPLC, jak je uvedeno vyse u konjugatu 16. Obsah DOX byl stanoven UV-VIS

spektrofotometrii ve vodé (€ = 11 500 1 mol ™ cm™ pfi A = 488 nm). Charakterizace produktt viz

Tabulka 8.
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Ve vsech konjugatech obsahujicich doxorubicin byl stanoven obsah volného doxorubicinu
po extrakci volného léciva do chloroformu pomoci HPLC na koloné naplnéné Superose™ 12 na
chromatografu Akta Explorer (Pharmacia) nebo na koloné Tessek SGX C18 (130x3 mm) na
chromatografu Shimadzu (Japonsko) a pouziti gradientu methanol - voda 10-90 % methanolu,

fluorescencni detektor s A, = 488 nm a A, = 560 nm.

Tabulka 8.
Obsah TT Obsah Obsah
P ; Obsah Obsah L-
ostranni . . , —
Polymer skupin AHHBP tyrosinamidu ~ hydrazidovych DOX M In
fetézec LW
(mol.%) (mol.%0) (mol.%) skupin (mol.%)  (hm.%)
14 AH 6,85 - - - - 24600 1,85
15 GFLG 73 - - - - 34000 1,54
16-2 AH - 2,53 1,42 - - 32000 2,12
16-4 AH - 4,02 1,48 - - 35000 2.21
17-0 AH - 0 - - 3,74 25200 1,82
17-2 AH - 1,37 - - 4,120 27900 1,76
17-4 AH - 3,42 - - 3,688 28100 1,65
18-0 GFLG - 0 - - 5,100 38200 1,85
18-4 GFLG - 1,60 - - 5,25 43000 211
19-2 AH - 1,75 - 43 - 34000 2,10
19-4 AH - 3,32 - 2,9 - 30400 1,89
20-0 AH - 0 - - 8,51h 29000 1,82
20-2 AH - 1,75 - - 5,53h 32600 211
20-4 AH - 3,32 - - 4,23 34600 1,96

>

Charakteristiky statistickych kopolymerd HPMA:
AH — 6-aminohexanoylova spojka; GFLG — spojka je tetrapeptid Gly-Phe-Leu-Gly; *» DOX vazany
amidicky; P DOX vazany hydrazonovou vazbou; I, - index polydispersity I,= M. W / M Lo
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4.2.3.2. Znaceni hydroxybisfosfonatovymi skupinami cilenych polymert

jodem I

Polymer 16 (3 mg) byl v 1,5ml plastové mikrozkumavce Eppendorff rozpustén v PBS pufru
(pH = 7,4; 200 pl) a v uvedeném potadi byly postupné piidan: vodny roztok Na'*’I (9 MBq.ml™';
20 pl) a vodny roztok chloraminu-T (10 mg.ml™; 50 pl). Ve bylo inkubovano 30 minut p#i 23
°C. Jodace byla zastavena ptidavkem vodného roztoku kyseliny L-askorbové (10 mg.ml™; 80 pl).
Vysokomolekularni frakce byla oddélena na odsolovaci kolonce PD-10 za pouziti vodného
roztoku NaCl (0,15 mol.I") jako mobilni faze, byly jimany 1,5ml frakce a jejich radioaktivita byla
méfena na scintila¢nim pocitaci Nal(Tl), typ 74038 (RFT, Némecko). Relativni chyba stanoveni
aktivity jednotlivych frakei byla < 5 %. Celkovy objem makromolekularni frakce byl pro sorpcni

experimenty upraven na 3,0 ml (tj. koncentrace polymeru 1 mg.ml™).
4.2.3.3. Zna&eni polymeru 16 indiem "'In

Polymer 16 (3 mg) byl v 1,5ml plastové mikrozkumavce Eppendortf rozpustén ve vodném
roztoku octanu amonného (0,5 moL1™, 300 wl),pak byl pfidan vodny roztok "'InCl, (9 MBqg.mlI”
'; 20 pl) 2 smés byla inkubovana 30 minut pfi 23 °C. Vysokomolekularni frakce byla oddélena na
odsolovaci kolonce PD-10 za pouziti vodného octanu amonného (0,5 M) jako mobilni faze, byly
jimany 1,5 ml frakce a jejich radioaktivita byla méfena jak je popsano vyse pro znaceni polymeru

16 jodem 1.
4.2.3.4. Adsorpcni studie na hydroxyapatitu (HA)

Vyhodnocen{ adsorpce na hydroxyapatit bylo ve vsech pfipadech provedeno tak, ze vzorek
suspenze HA v roztoku polymeru byl po pfislusné dobé¢ inkubace odcentrifugovan a obsah
polymeru v supernatantu byl proméfen spektrofotometricky (DOX; A = 488 nm, v kyveté¢ o
optické draze 1 cm na pifstroji Unicam Helios), respektive byla zméfena jeho radioaktivita ("I a
""n, viz vyse). Z podilu zbytkové versus ptvodni absorbance (radioaktivity) byla vypoctena

frakce nasorbovana na hydroxyapatit.
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4.2.3.4.1. Vliv prostfedi na adsorpci polymeru 17-4 na HA

K roztoku polymeru 17-4 v destilované vodé (1 mg.ml™, 1 ml) byl pfidan pfislusny pufr
(PBS pufr pH 5,0 respektive pH 7,4; 1 ml) a roztok dusi¢nanu vipenatého (4,8.10~° mol.I", 0, 0,5,
1 respektive 10 molarnich ekvivalentd hydroxybis-fosfonatovych skupin navazanych na polymeru
17). Pak byl pfidan HA (50 mg) a suspenze byla tfepana 30 minut. Pak byla smcés

odcentrifugovana a byla zméfena absorbance supernatantu pfi A = 488 nm.
4.2.3.4.2. Rychlost adsorpce polymera 17 a 20 na HA

Roztok polymeru (0,5 mg.ml™, 15 ml) v piislusném PBS pufru (pH 5,0 respektive 7,4) byl
trepan s HA (750 mg). V casovych intervalech ( 1, 2, 5, 10, 30, 60, 120 a 300 minut) byly
odebirany vzorky (1 ml) suspenze, které byly thned odcentrifugovany a byla zméfena absorbance

supernatantu pii A = 488 nm.
4.2.3.4.3. Sorp&ni kapacita HA pro polymery 17 a 20 na HA

K navazenym mnozstvim HA (0 — 200 mg, 8 vzorkt o rostouci hmotnosti v této skale) byl
pfidan roztok polymeru (0,5 mg.ml_l, 2,5 ml) v pfislusném PBS pufru (pH 5,0 respektive 7,4).
Vzorky byly trepany 30 minut a pak odcentrifugovany. Byla zméfena absorbance supernatantu pii

A = 488 nm.
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5. Vysledky a diskuse

5.1 Termoresponsivni polymery pro lokalni radioterapii

Tento termosensitivni ,,drug delivery™ systém zalozeny na poly(IN-isopropylakrylamidu)
s isotopicky znacitelnou koncovou skupinou byl navrzen pro lokalni radioterapii. Je rozpustny

v isotonickém roztoku chloridu sodného za laboratorni teploty a pfi teploté lidského téla dochazi

ke kompletni fazové separaci, tj. prakticky veskera radioaktivita zistane ve vysrazeném polymeru,
viz Obrazek 6.
Obrazek 6.

Priklad fazové separace termoresponsivniho polymeru. V obou zkumavkach je roztok poly(IN-isopropyl-
akrylamidu) (0,5 mg.ml-!) ve vodném roztoku chloridu sodném (0,15 mol.l-!), leva lazen ma teplotu
mistnosti (23 °C), prava lazel ma teplotu lidského téla (37 °C).

Polymery s isotopicky znacitelnou koncovou skupinou byly pfipraveny radikalovou
polymeraci N-isopropylakrylamidu za pouziti reaktivniho iniciatoru nesouciho karboxylovou
skupinu. Tyto karboxylové skupiny byly nasledné transformovany vybranymi aminy.

Iniciator 2-[1-kyano-1-methyl-4-oxo-4-(2-thioxo-(1,3-thiazolan-3-yl)butyl]-1-diazenyl-2-
methyl-5-0x0-5-(2-thioxo-(1,3-thiazolan-3-yl)pentannitril (II) byl pfipraven acylaci thiazolin-2-

thionu komercéné dostupnym radikalovym iniciatorem 4-[2-(3-karboxy-1-kyano-1-methylpropyl)-
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1-diazenyl]-4-kyanopentanovou  kyselinou za pouziti dicyklohexylkarbodiimidu  jako
kondenzacniho c¢inidla. Reakce byla provedena v tetrahydrofuranu s katalytickym mnozstvim 4-

124

(N,N-dimethylamino-pyridinu) v analogii podle . Thiazolidin-2-thion amid jsou reaktivn{
sloucenina slouzici k velmi selektivni acylaci amind. Proti hydrolyse a alkoholyse je pomérné
odolny'*.

Produkt II je smés Za E stereoisomert, které mohou byt rozdéleny pomoci HPLC za
pouziti reversni faze, ale vzhledem kjejich stejnym inicia¢nim vlastnostem nebyla separace
provedena.

Polymerizace ~ samotna  byla nejprve  testovana v suchém  dimethylsulfoxidu,
dimethylsulfoxid vSak pfili§ ztézoval separaci a cisténi. Z téchto duvoda byl zvolen
tetrahydrofuran (THF) jako polymeriza¢ni prostfedi s vyhodou snadné separace  poly(IN-
isopropylakrylamid)u jeho srazenim pfidavkem diethyletheru. THF je navic dostatecné inertni
vuci thiazolin-2-thionovym amidum. Velmi vysoké molekulové hmotnosti polymeru jsou
nezadouci z hlediska pomalé eliminace z organismu.

Ziskany polymer m¢l dostate¢nou molekularni vahu pro cile zamyslené v této praci.
Vsechny nami zkousené termoresponsivni polymery byly polymerizovany v THF.

K omezeni nezadouci aminolysy reaktivnich thiazolin-2-thionovym amidd v prabéhu
separace a cisténi nebyl meziprodukt izolovan, ale bezprostfedné aminolysovan piidavkem
zvoleného aminu.

Poly(IN-isopropylakrylamid) s koncovou skupinou L-tyrosinamidem (IV) byl pfipraven
sitn aminolysou prekursoru IT [-tyrosinamidem. Polymer byl vysrazen diethyletherem a pfecistén
dialysou proti destilované vodé. Dialysa rovnéz odstrani nadbytecny L-tyrosinamid a oligomery
vzhledem k jejich malé molekulové hmotnosti. Dal$imi experimenty [znaceni "I, gelovou
permeacni chromatografii (GPC) s UV detekci] vSak byl zjistén stale vysoky obsah volného -
tyrosinamidu. Jeho obsah je zna¢né nezidouci z hlediska znadeni "I, protoZe volny -
tyrosinamid se rovnéz snadno znaci, a tak snizuje relativni vytézky znaceni vysokomolekularni
frakce.

Z tohoto davodu byla nutna dalsi purifikace GPC za pouziti bézné odsolovaci kolony PD-
10 (Sephadex G-25) ve vodném prostiedi. Roztok ¢istého poly(IN-isopropylakrylamidu) byl
lyofilizovan za vzniku kyprého a snadno rozpustného produktu bilé barvy.

Jako znacné nepfijemna vlastnost se ukazala pénivost koncentrovanych roztokd pfi
vlastnim znacen{ radionuklidy, protoze explose bublin snadno vede k radioaktivni kontaminaci
okoli radioisotopy a klade tak vysoké naroky na manualni zru¢nost a preciznost pfipravy.

Molekulové hmotnosti polymera IV jsou v Tabulce 5.
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M, jsou kolem 18 kDa sindexem polydispersity I = M_/M, = 24. Molekulova hmotnost
polymera IV dle ocekavani klesa s rostoucim obsahem inicidtoru v polymeriza¢nim roztoku.
Srovnani polymera IV-1, IV-3, IV-5 je uvedeno v Tabulce 5. Teoretickd kapacita pro znacen{
polymeru IV-5 radioisotopy jodu je cca 50 GBq.mg" a 6,7 GBq.mg pro "', resp. '*I.

Polymer VI s koncovou skupinou diethylentriaminpentaoctovou kyselinou (DTPA) byl
pfipraven dvoukrokovou syntézou zahrnujici aminolysu prekursoru III ethylendiaminem a
naslednou acylaci produktu reakei s dianhydridem kyseliny diethylentriaminpentaoctové (DTPAA).
Ob¢ cinidla, jak ethylendiamin, tak DTPAA, jsou bifunkéni a byla pouzita ve vyrazném
stechiometrickém nadbytku pro potlaceni reakci vedoucich k propojeni polymernich fetézcu.
Aminolysa polymerniho amidu (IIT) byla provedena analogicky k polymeru IV s L-tyrosinamidem.
Acylace polymeru V byla nejprve zkousena ve vodném pufru uhli¢itanu sodného a DTPAA,
nicméné vytézky reakce nebyly uspokojivé. Nejlepsiho vysledku (nejvysstho obsahu DTPA) bylo
dosazeno reakci v dimethylacetamidu za pouziti tercialni baze ethyldiisopropylaminu. Prebytek
volné DTPA byl odstranén dvakrat opakovanym vysolenim polymeru z roztoku a GPC za pouziti
kolony PD-10 (Sephadex G-25). Mobiln{ faze uzita pro GPC obsahovala NaCl (9 g.I", fyziologicky
roztok) pro potlaceni iontovych interakci polymeru se Sephadexem G-25 vedoucich k rozmyvani
piku obsahujictho vysokomolekularni frakci. Z Tabulek 6 a 7 je patrné, ze nedoslo k zvétseni

molekulové hmotnosti polymeru spojenim fetézcu vlivem bifunkénich ¢inidel.
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5.1.1. Studium fazové separace termoresponsivnich polymera

Chovani fazové separace termoresponsivnich (ko)polymert se studuje pfevazné UV-VIS
spektrofotometricky a pomoci diferenéni skenovaci kalorimetrie (DSC). Obé metody maji urcité
vyhody a samozfejmé i nevyhody. UV-VIS spektrofotometricka metoda je zalozena na méfeni
intensity zakalu. Metoda je omezena na nizké koncentrace polymeru a pozvolny rust (pokles)
teploty, protoze zakal vznikajici v zahfivaném roztoku nenf linearni odpovédi na probihajici d¢je.
Mnozstvi a velikost ¢astic srazeného polymeru jsou totiz rovnéz proménné v prubéhu
precipitace polymeru. Také je pomérné obtizné pfesné zjistit okamzitou teplotu uvnitt méfici
kyvety. Tento problém byl nakonec vyfesen termorezistorem v ochranném epoxidovém pouzdfe
vlastni konstrukce umist’ovaném do meéfici kyvety.

Srazeni polymeru z roztoku lze charakterizovat takto: nejprve, se vzrustajici teplotou po
kolapsu polymerntho klubka (pfechod coil-to-globule) se objevuje zakal, ktery dale (teplota
piekrocila LCST ) houstne a objevuje se srazenina s patrnymi ¢asticemi, které se dale shlukujf (vse

v fadu rninut)125 26

. Shluky castic koaguluji v polopruhledné klky (v fadu hodin), az nakonec
utvoii gel (a dle koncentrace i ¢asto kopirujici tvar mikrozkumavky).

Proto tato meéfeni UV-VIS spektrofotometrickou metodou méla pfevazné orientacni
charakter a pro dalsi studium byla zvolena metoda DSC. Tato metoda je zalozena na méfeni tepla

absorbovaného endotermni fazovou separaci a je mnohem presnéjsi v odhadu separace frakei

polymeru rizné molekularni hmotnosti, viz Obrazek 7.

Obrazek 7.
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Méfeni probfhala v isotonickém vodném roztoku NaCl (0,15 moll™") jako modelu
tyziologického prostiedi. Dulezita data fazové separace polymera IV-1, IV-3, IV-5 a VI-1, VI-3,
VI-5 ziskana DSC metodou jsou uvedena v Tabulce 8. Tyto data zahrnuji zacatek fazové
separace (nejdulezitéjsi parametr), maximum a konec separace. Experimentalné bylo ovéfeno, ze
niz§{ rychlost ohfevu vzorku (0,5 — 1,0 a 2,0 °C.min" ) neméla na dilezité teplotni body
méfenych polymert zadny vliv. Z tohoto duvodu byla zvolena jako optimalni rychlost ohfevu

vzorku 5,0 °C.min", kdy odezva pfistroje a pfesnost méfeni byla stale ve vyhovujicim poméru.

Tabulka 8
Polymer Start (°C) Maximum (°C) Konec (°C)
Iv-1 29.6 31,5 375
IV-3 293 31,2 35,7
IV-5 28,9 31,1 332
VI-1 282 31,5 35,2
VI-3 29,3 29.7 349
VI-5 29,7 31,2 33.0

Prabe¢h fazové separace polymert v roztoku NaCl (0,15 mol.I-1).
Koncentrace polymeru byla 5 mg.ml™, stanoveno DSC.

Ve shodé s teoretickym pfedpokladem bylo pozorovano, ze se vzrustajicim obsahem
L-tyrosinamidu (polymery IV-1, IV-3, IV-5 viz Tabulka 8) teplota fizové separace klesa a u
polymeru s rostoucim obsahem DTPA (polymery VI-1, VI-3, VI-5 viz Tabulka 8 teplota fazové
separace stoupa. Teoreticky predpoklad vychazi ze zmény celkové polarity polymeru inkorporaci
I -tyrosinamidu, ktery je méné polarni nez hlavni polymerni fetézec poly(IN-isopropylakrylamid)u
a opacn¢ pro DTPA (ktera je polarnéjsi néz hlavni polymerni fetézec) . To je v dobrém souhlasu
s hydrofobni povahou jevu fazové separace a také v souhlasu s dfive ziskanymi daty jinych
termoresponsivnich polymerti jako nosi¢t chemoterapeutik'”’,

Tato data také demonstruji, jak maly obsah (viz Tabulka 8) terminalni skupiny vyznamné
ovlivni teplotu fazové separace, a ukazuji nutnost pouziti telecheickych polymert misto
statistickych kopolymert s podstatné $irsi distribuci obsahu znacitelné skupiny.

Vliv iontové sily na pribéh fazové separace ma charakter vysolovactho efektu'”"'. Se
vzrustajici iontovou silou roztoku klesa teplota fazové separace (viz Tabulka 9). Nebyla
pozorovana zavislost vysolovaciho efektu na terminalni skupiné polymeru, jev je zpusoben
castecné hydrofobni povahou hlavnitho polymerniho fetézce. Vysolovaci efekt je prakticky
vyuzitelny pfi ¢isténi polymert. Na druhé strané, je tfeba brat jej v uvahu pfi praci s témito

polymery, nebot’ pii vyssich koncentracich polymeru a pfedev$im pufri muze teplota fazové
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separace klesnout pod laboratorni teplotu a znacné ztizit dal§i postup nezadouci precipitaci

polymeru.

Tabulka 9

Polymer koncova skupina prostiedi Start (°C) Maximum (°C) Konec (°C)
IV-5 I -tyrosinamid destilovana voda 31,4 333 38,0
V-5 I_tyrosinamid aq. NaCI (0,15 M) 289 311 33,2
VI-5 DTPA destilovana voda 32,0 343 37,1
VI-5 DTPA aq. NaCl (0,15 M) 29,0 31,2 33,0

Vliv iontové sily na chovani fazové separace

Byla pozorovana urcitd hystereze fazové separace, ktera se, ackoliv je precipitace
reversibilni, projevuje zpozdénim rozpousténi polymeru pfi dosazeni wurcité teploty. Jak je
ukazano na piikladu polymeru IV-5,( viz Tabulka 10), srazenina polymeru se zacina zpétné
rozpoustét teprve pii teploté, kdy zprvu polymer zacinal precipitovat. Zjisténi ma vyznam
napiiklad pro lokaln{ aplikaci polymeru do perifernich tkani (kloubt), kde mize nastat i lokalni

podchlazeni oblasti.
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Tabulka 10

Koncentrace Start Maximum Konec

polymeru (mg.ml‘l) (°O) °O) (°C)
(Ohfev) 5 30,3 32,2 36,2
10 293 32,7 36,8

20 27,8 31,2 36,1

(Chlazeni) 5 30,4 294 273
10 31,0 28,6 273

20 30,7 29.2 26,2

Teplotnf hystereze fazové separace polymeru IV-5 ve vodném roztoku NaCl (0,15 M)

Velmi cenny je poznatek, ze vSechny testované polymery s nejvyssim obsahem znacitelné

skupiny (IV-5 a VI-5) zcela kompletné precipituji pod normalni teplotou lidského téla.
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5.1.2. Zna&eni termoresponsivnich polymer I a Y

Termoresponsivni polymery (IV-1, IV-3 a IV-5) a na bazi poly(IN-isopropylakrylamidu)
s koncovou skupinou I-tyrosinamidu byly znaceny elektrofilni jodaci I jakozto modelovym
radioisotopem za pouziti Na'*I a chloraminu-T. Pro experimenty uvedené dale byl zvolen
polymer IV-5 z davodu nejvysstho obsahu znacitelné koncové skupiny. Radiojodace byla
ukoncena pfidavkem roztoku redukcniho cinidla (kyselina I-askorbova). Polymerni frakce byla
oddélena od nezreagovaného nizkomolekularniho radiojédu gelovou permeaéni chromatografii
za pouziti odsolovaci kolonky PD-10 (Sephadex G-25). Tyto kolonky maji napln 8,3 ml gelu.
Separace jsou plné reprodukovatelné.

Experimenty byly zaméfeny na vliv nékolika parametrt na vytézek znaceni (je uveden v %
celkové radioaktivity vnesené do reakéntho roztoku ve formé Na'*I). Po znacenf byla polymerni
frakce separovana od nizkomolekularni podilt reakéni smési gelovou permeacni chromatografii
za pouziti odsolovacich kolonek PD-10.

Byly studovany vybrané faktory ovliviiujici radiochemicky vytézek a chovani polymerd
(doba inkubace, vliv pH, teploty a koncentrace polymeru). Vytézek znaceni je uvadén v %
celkové radioaktivity vnesené do reakce v podobé Na'*I .

Znaceni elektrofilni aromatickou jodaci probihalo velmi rychle i za laboratorni teploty a po

30 minutich dosahlo maxima cca 77 % viz Obrazek 8.

Obrazek 8.
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Vytézek radiojodace polmyeru IV-5 - zavislost na reakénim case
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K dosazeni dostatecné vysokého vytézku je nezbytna vysoka cistota znaceného polymeru,
zejména absence volného IL-tyrosinamidu, ktery kvuli vyssi reaktivit¢ oproti I-tyrosinamidu
vazanému na polymer vyznamné snizuje vytézek znaceni.

Bylo zjisténo, ze snizeni pH fosfatového pufru z 7,4 (pH krevn{ plasmy) na pH = 4.8, pfi
némz se obvykle u elektrofilni substituce dosahuje vyssich vytézka, v tomto piipadé snizuje
vytézek z 77% na 51%. Proto byl fosfatovy pufr o pH = 7,4 (ktery je vhodny i pro parenteralni
aplikaci) pouzit i v ostatnich experimentech.

Zajimavy poznatek pfinesl experiment tykajici se vlivu teploty na vytézek znaceni.
S rostouci teplotou vytézek klesal (20°C - 77%, 37°C - 72%, 50°C - 64%), coz je opacny trend
oproti vétsiné chemickych reakei véetné radiojodace nizkomolekularnich latek. Pravdépodobnym
vysvétlenim je snizeni reaktivity polymerniho I-tyrosinamidu v koagulovanych casticich

S souladu s oc¢ekavanim vytézky znaceni mirné rostly se stoupajici koncentraci polymeru

(0,5 mg.mlI™ - 71%; 2,0 mg.ml™" - 79%; 10,0 mg.ml™" - 86%)
Znatent polymern VI-5 chloridem | *°Y] ytritym

Znaceni polymeru obsahujictho DTPA polymeru probihalo téméf kvantitativné (> 99%)
v prostiedi pufru octanu ammoného (0,5 mol.I™"). Separace znac¢eného polymeru od volného
"YCl, a Y-DTPA komplexu pomoci GPC na kolonkich PD-10 byla dostate¢né ucinn4, jak je
patrné z Obrazku 9.

Obrazek 9
120
100 H90YCI3
I 90Y - DTPA
g 8 OVI-5 - DTPA
% 60
< 40 7
2
» ?/j g*&
)
0 é-l é 7 & & § §
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12
Frakce ¢islo

Radioaktivita jednotlivych frakei separovanych pomoci GPC. Z obrazku je patrné charakteristické
rozdeéleni nizkomolekularnich (*0YCls) a vysokomolekularnich latek (*Y-DTPA) na kolonkach PD-10.
(Soucet procentického zastoupeni kazdé chemické formy je 100%)
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Vazebna kapacita polymeru VI-5 byla uréena experimentalné fadou pokusu se snizujicim se
mnoZstvim polymeru a koncentrovanym roztokem “YCl,. Dosazitelni kapacita je cca 420
MBq.mg™' polymeru a pro lokéalni radioterapii plné postacuje. Kvantitativn{ vytézek znaceni
rovnéz umoznuje pouzit tento polymerni systém bez nutnosti separace polymerni frakce pomoci
GPC na PD-10.

Pro uvazované pouziti polymeru VI-5 pro radioterapii bylo nutné ovéfit stabilitu vazby ™Y
na polymeru v prostfed{ kompetujicich ionti( Ca*, Mg®* a fosfaty). Jejich koncentrace byla
zvolena tak, aby pfiblizné odpovidala fyziologickému prostfedi resp. prostiedi krevni plasmy
(Ca®* 1 mmol.I''; Mg*" 10 mmol.I™"; fosfat 1 mmoll™"). Inkubace v prostfedi kompetujicich ionti
trvala 24 hodin pii teploté 37°C. Vice nez 97 % Y bylo nalezeno v HMW frakci, tj. lze
pfedpokladat i vysokou stabilitu vazby ""Y-DTPA-polymer v in vivo prostredi, jak je popsino pro

jiné systémy, kde je DTPA pouzita jako chelataéni ¢inidlo'**",
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5.2. Stfibrné nanocastice pro lokalni radioterapii a pasivni

smeérovani

5.2.1. Piiprava biokompatibilizovanych stfibrnych nanocastic

Jako model EPR efektem cileného DDS byly pfipraveny stifbrné nanocastice. Byly zvoleny
z diivodu dobré fyzikaln{ stability koloidn{ formy stfibra a pfedevs§im proto, ze stitbro vykazuje
vysokou afinitu k astatu. Stifbro jako kov rovnéz nemuze byt atakovano drastickymi radia¢nimi
podminkami panujicimi v astat [*''At] obsahujicich roztocich, na rozdil od jinych uvaZzovanych
nosicy, tj. protilatek a jejich fragmentél. Astat [*''At] je a-zafi¢ s polocasem rozpadu T, = 7,21 h
a pro tyto vlastnosti je vhodnym radionuklidem pro terapii malych nadorti a mikrometastaz, aniz
by pfili§ poskozoval okolni struktury diky malému dosahu a-zafeni v tkanich.

Aby se pfedeslo interakci stifbrnych nanocastic, které jsou stabilizované proteinem
zvitectho puvodu, simunitnim systémem, byl jejich povrch modifikovan polyethylenoxidem
(PEO).

Modifikované stifbrné nanocastice byly piipraveny ve dvou verzich. Obé mély povrch
pokryty polyethylenoxidem lisici se pouze molekularni vahou pouzitého PEO. Byly pouzit PEO
o molekulové hmotnosti 2000 a 5000 (PEO-2000, resp. PEO-5000).

Na Obrazku 10 je model biokompatibilizované stifbrné nanocastice.

Obrazek 10.

jadro - stribrna nanocastice

protein - ochrany koloid

PEO - potlacujici
imunoreaktivitu

Nanocastice stfibra (koloid) jsou stabilizované proteinem, ten jako cizoroda bilkovina ptsobi silné
imunogenné; proto byl jeho povrch modifikovan PEO. V disledku této modifikace dojde k zneviditelnéni
nanocastic pro imunitnf systém — ,,biokompatibilizace*

53



5.2.2. Studium chovani stfibrnych nanocastic ve vodnych roztocich

metodami rozptylu svétla

Zdanlivé hydrodynamické poloméry D, a D,-distribuce A D,; /Dy stiibrného koloidu
polyethylenoxidem (PEO) modifikovanych nanocastic s volnym PEO a bez néj ve vodném
roztoku (1,0 mg.ml™) jsou uvedeny v Tabulce 11 Modifikace povrchu stifbrnjch nanoéastic
PEO mirné zvySuje polomér téchto castic pfedevsim o tloust’ku vlastni vrstvy PEO. Agregace
modifikovanych nanocastic byla pozorovana v pifipadé, Ze byl odstranén nadbyte¢cny PEO
pomoci dialyzy a nasledné lyofilizovan. Proto byl ponechan pfebytek volného PEO jako
ochranny faktor. Velikost poloméru modifikovanych stfibrnych nanocastic se jiz nachazi

v oblasti, kde se EPR efekt zfeteln¢ projevuje.

Tabulka 11.
Vzorek D, (nm) A Dy/ Dy
Vychozi nanocastice 18,3 0,42
Ag-PEO-2000 19,5 0,41
Ag-PEO-5000 242 0,33
Ag-PEO-2000 (dialysovany) 28,2 0,39
Ag-PEO-2000 (dialysovany) 34,7 0,36

Zdanlivé hydrodynamické polomeéry Dy a Dy a $itka distribuce A Dy/ Dy
stifbrnych nanoéastic a jejich modifikovanych verzi s volnym PEO a bez ngj.
K modifikaci nanocastic byl pouzit PEO o molekularni vaze 2000 a 5000
(PEO-2000, resp. PEO-5000).

K ovéfeni caste¢né kompatibility s fyziologickym prostiedim bylo zvoleno studium
interakce stifbrnych nanocastic modifikovanych PEO-5000 s hovézim sérovym albuminem ve
tyziologickém roztoku (vodny roztok NaCl, 0,15 mol.I™).

Distribuce  zdanlivych hydrodynamickych poloméra pfed a po 7 hodiniach inkubace je
na Obrazku 11. D,-distribuce modifikovanych castic se v pfitomnosti BSA prakticky neméni,

nedochazi tedy k vyznamné agregaci castic.
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Obrazek 11.
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Dy-distribuce modifikovanych stibrnych nanoéastic v 0,15 mol.I™! NaCl (¢tverce) a v BSA roztoku
(krouzky)

Zdanlivy hydrodynamicky polomér Dy modifikovanych nanocastic je mirné ovlivnén
koncentraci BSA, polomér Dy, klesa z 81+3 nm pii koncentraci BSA 0,5 mg.ml™ na 74 + 3 nm
pfi koncentraci BSA 0,05 mg.ml ™.

Vliv BSA na vychozi i modifikované stiibrné nanocastice (PEO-2000 resp. PEO-5000) byl
studovan pomoci rozptylu svétla, viz Obrazek 12. Relativni intensita rozptylu svétla I(t)/1,(0)
se zvetdovala exponencialné a dosahla ve vsech piipadech nejvyssich hodnot za cca 1,16 h.
Zvetsendi rozptylu svedél o narastu molekularnich hmotnosti ¢astic, tento narust je dan spise
sorbci BSA na povrchu c¢astic nez jejich aglomeraci. Povrch vychozich nemodifikovanych

nanocastic resp. povrchové modifikované verze byl nasycen za 1h, resp. za 3,5 h.
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Obrazek 12.
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Casova zavislost relativni zmény svételného rozptylu I(t)/I(0) modifikovanjch (plné krouzky) a
nemodifikovanych (prazdné krouzky) stfibrnych nanocastic v roztoku BSA

Modifikovani povrchu biokompatibilnim polymerem tedy vyznamné zpomaluje interakci
stifbrnych nanocastic s albuminem a podobny efekt lze ocekavat 1 u ostatnich proteint

vyskytujicich se v krvi.
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5.2.3. Znaceni stfibrnych nanoc&astic astatem At

Znacen{ modifikovanych stiibrnych nanocastic *''At poskytuje obvykle vysoké vytézky
vlivem znacné afinity astatu ke stiibru. Vytézky znaceni v destilované vodé byly mirné vyssi nez
v PBS pufru (99,1%, resp. 98,6%), patrné vlivem kompetice chloridovych iontt, hodnota pH
nem¢la na vytézek prakticky vliv. Rychlost znaceni je vysoka, znaceni je prakticky kompletni za
15 minut. Separace modifikovanych stfibrnych nanocastic probéhla pomoci GPC na kolonkach
PD-10 za pouziti vody jako elu¢niho prostfedku.

Vyznamné ovliviujicim faktorem jsou oxida¢né - redukéni podminky v reakénim roztoku

viz Tabulka 12

Tabulka 12
Cinidlo Vytézek (o)
KMnO, 53,7
NaBH, 99,7
Na,SOs 942

Vliv oxidacnich (redukénich) cinidel na vytézky
znaceni stfibrnych nanocastic Ag-PEO-5000 v
prostredi PBS pufru o pH =74

Zajimavym jevem, ktery jsem pozorovali, bylo obcasné a nec¢ekané snizeni vytézka znaceni
(az na 53%), pokud nebyla pfidina redukéni cinidla. Tento jev vyznamné snizoval
reprodukovatelnost vysledka a jeho pficiny jsou patrné ve procesu piipravy zasobniho roztoku
?"At. Podobné, jako byly pozorovany znaéné vykyvy ve vytézcich znaceni s radionuklidy jodu od
raznych vyrobcu (a dokonce i ruznych Sarzi téhoz vyrobce), lze i v tomto pifpad¢ uvazovat o
vlivu raznych chemickych forem astatu.

V zasobnim roztoku *''At o objemové aktivit¢ 1 MBq.ul" se davkovy pifkon pohybuje
okolo 1 Gy.s™, probiha v ném tedy radiolysa, jejiz produkty zna¢né ovliviji oxidacni stavy a
chemické formy astatu. Tyto formy mohou pochopitelné pozbyvat afinity ke stifibru, ktera je
patrné vlastnosti astatidového aniontu. Tento vyklad je v souladu s pozorovanymi vlivy
oxidac¢nich a redukénich cinidel uvedenymi v Tabulce 12.

Vliv na reprodukovatelnost mél v nasich experimentech pravdépodobné obsah vody ve
vychozim methanolovém roztoku *''At, ktery se ziskava vymytim vymrazené teflonové kapilary, v
nf2 kondenzuje *'At pfi suché destilaci z ozateného terce.

Pokud byl v destila¢ni aparatufe maly objem vodni pary (vzdusna vlhkost !), ta spolu s

*""At kondenzovala v kapilife (mnozstvi v jednotkach ul — jiz patrné pouhym okem) a s nim byla
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vymyta do malého mnozstvi methanolu (fadoveé 100-200 pl). Bezvody methanol funguje jako tzv.
»scavenger® volnych radikald, ale tato funkce patrné v pfitomnosti malé piimési vody nezabrani
efektivné oxidaci astatu produkty radiolysy.
K zajisténi dobré reprodukovatelnosti jsme proto pfidavali do zisobnfho roztoku *''At
stopové mnozstvi NaBH,,
Modifikace povrchu nanocastic vedla pfi pokusech 7z vitro k zna¢nému omezeni interakci
s proteiny. Testy na tkanovych kulturach prokazaly nizsi toxicitu, nez vykazuje AgNO;, a
pfedbézny test na laboratornich mysich neprokazal zadnou toxicitu pfi podani uvazovanych

terapeutickych davek.

5.3. Vodorozpustné polymery cilené hydroxybisfosfonatovymi

skupinami

Kostn{ tkan se na rozdil od jinych tkani lidského téla vyznacuje specifickymi odlisnostmi,
plynoucimi z jeji primarné mechanické funkce. Hlavnim specifikem je vysoky obsah mineralu
hydroxyapatitu (HA), ktery zlepsuje jeji mechanické vlastnosti. Podobnost hydroxybisfosfonata
(HBF) s difosfatem v HA je patrna z Obrazku 1. Strukturni podobnost je také duvodem
preferenéniho vychytavani HBF v oblastech kosti s vysokou remodelacni aktivtou. Zejména
v osteolysou postizenych mistech muze koncentrace HBF po jejich podani dosiahnout az
desetinasobku koncentrace HBF v ostatnich ¢astech kosti.

Proto byl pfipraven polymerni nosi¢ovy systém umoznujici cileny transport radiodiagnostik,

radioterapeutik a protinadorovych léciv do kostni tkane.

5.3.1. Pfiprava vodorozpustnych polymert cilenych hydroxybisfosfonatovymi

skupinami

Vsechny polymery byly pfipraveny z prekursoru nesouciho reaktivni N-acylthiazolidin-2-
thionové skupiny (TT) vyznacujici se rychlou aminolysou s relativni odolnosti vii¢i hydrolyse'™.
Selektivita TT skupin ve vodném prostredi k aminolyse je mnohem vyssi nez selektivita napf. 4-
nitrofenyl esterové (ONp) skupiny, ktera se obvykle pouzivana pro konjugaci HPMA
kopolymerd s aminy'*"., Navic TT skupiny neinteraguji s radikdlovou polymeraci tak jako ONp a

umoznuji tedy lepsi fizeni polymerizacni reakce.

58



L-tyrosinamid, cilici 6-amino-1-hydroxyhexan-1,1-diyl)bisfosfonova kyselina (AHHBP),
hydrazin a amidicky vazany DOX byly pak navazany na polymer aminolysou polymernich

prekursora I resp. VI piislusnym aminem.

DOX byl navazan na polymer VI obsahujici hydrazid kondenzaci a separace polymera
z reakéni smési (pomoci GPC) musela byt provedena ve fyziologickém roztoku pro potlaceni

iontovych interakci zhorsujicich vysledky separace.

Charakteristiky vSech polymert a polymernich konjugatd jsou shrnuty v Tabulcel3 .
Molekulova hmotnost vSech polymert mirné vzrusta piipojenim AHHBP, IL-tyrosinamidu,

hydrazinu a DOX, ale ukazuje, Zze nedochazi k nezadoucimu zesit’ovani ¢i roubovani.

Tabulka 13
Polymer Postrani AHHBP DOX M, I
fetézec (molar. %) | (wt.%)

1 AH - - 24600 1.85
11-2 AH 2.53 - 32000 212
11-4 AH 4.02 - 35000 2.21

II1-0 AH 0 3.74 25200 1.82
1I1-2 AH 1.37 412 27900 1.76
111-4 AH 3.42 3.68 28100 1.65
V-2 AH 1.75 - 34000 2.10
IV-4 AH 3.32 - 30400 1.89
V-0 AH 0 8.51 29000 1.82
V-2 AH 1.75 5.53 32600 2.11
V-4 AH 3.32 4.23 34600 1.96
VI GFLG - - 34000 1.54
VII-0 GFLG 0 5.10 38200 1.85
VII-4 GFLG 1.60 5.25 43000 2.11

Charakterizace polymerut pro studium cilenf do kostni tkane.

Ve vsech pfipadech molekulova hmotnost polymert na bazi HPMA ztstava pod renalnim
prahem. Diky tomu mohou byt tyto polymery eliminovany glomerularni filtraci, aniz by

dochazelo k jejich kumulaci v organismu.

V piipadé AHHBP, L-tyrosinamidu a hydrazinu dosahla konverze TT skupin 70 % az 100
% v zavislosti na kombinaci pouzitych pfipojovanych amint. V piipadé piipojeni DOX na
polymer je konverze pomérné nizka, jen mezi 40 — 60 %. Nebyla nalezena zavislost na typu

reakce, spise jde o dusledek velikosti molekul DOX (stérické zabrany a jiné interakce).
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5.3.2. Znaceni polymert cilenych hydroxybisfosfonatovymi skupinami

radionuklidy I a "'In

Vazba radionuklidu na systém navrzeny pro diagnosu a radioterapii kostnich metastaz je
DDS zalozena na elektrofilni radiojodaci aromatického kruhu I -tyrosinamidu radionuklidem "'T
(zafi¢ B a y — pouzitelny pro terapii i scintigrafickou diagnostiku) respektive chelataci '''In (y —
zafi¢, vyhodny pro scintigrafickou diagnostiku) iontd polymerem II. Pro experimenty byl pouzit
jako modelovy radioisotop jodu nuklid "I, ktery je vhodnéjsi k laboratorni praci [nizs{ davkovy
piikon, delsi polo¢as (T, = 59,40 d)]. Polymer II byl znac¢en Na'*I a '"'InCl; s radiochemickymi
vytézky 67 % pro I a vice nez 99 % pro ''In.

Stabilita obou znacenych polymert ve fyziologickém roztoku (0,15 moLl™ NaCl) byla

dostatecna, vice nez 99 % radioaktivity zustalo vazano v polymeru.

5.3.3. Sorp¢ni studie na hydroxyapatitu

Jako model kostni tkané byl zvolen fosforecnan vapenaty, ktery je ve formé hydroxyapatitu

(HA) dominantni komponentou kostni tkané. Polymery II, III, V, VII nesouci

hydroxybisfosfonat (HBF) jsou rychle adsorbovany na povrchu HA. Rychlost adsorbce je velmi
vysokda a téméf nezavisla na pH ve fyziologickych mezich (5,0 - 7,4). Vétsina polymeru je

adsorbovana jiz v prvni minuté ( viz Obrazky 13, 14a a 14b).
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Obrazek 13.
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Rychlost adsorbce polymert ITI-4 a V-5 na HA pii pH = 5,0 a pH = 7,4. Experimentalni podminky :
15 ml roztoku polymeru (0,5 mg.ml-") v ptislusném pufru a 400 mg HA.
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Obrazek 14

A) Suspense hydroxyapatitu v roztoku necileného (lahvicky vlevo) a cileného (lahvicky vpravo) polymeru
nesoucich DOX. Obsah doxorubicinu dodava polymeru charakteristickou ¢ervenooranzovou barvu.

B) Tytéz vzorky bezprostfedné po sedimentaci, u cileného polymeru je zcela zfetelné, ze supernatant
pozbyl své charakteristické barvy a polymer byl téméf kompletné adsorbovan na HA
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Mnozstvi polymeru adsorbovaného na HA je silné zavislé na obsahu HBF skupin.
Polymery bez cilici skupiny se na HA prakticky neabsorbuji. S rostoucim obsahem HBF vyrazné
roste afinita polymert k HA. Pro polymery V-0, V-2 a V-4 byly nalezeny tyto hodnoty adsorbce:
1 %, 86 % a 94 %. Na Obrazku 15. je vynesena zavislost adsorbce HBF cilenych polymera na
HA v poméru hmotnosti polymer/HA.

Obrazek 15

100

90

80

70

60

ol 5
40 —e—11I-0

adsorbovany polymer [%]

//{ —— 112

30 A/ —A—lI-4

--0-- V-0

2014 -@-- V-2

10, --A-- V-4

0 = T = T — -\4-‘0
0 50 100 150 200

hydroxyapatit : polymer

Adsorbéni isothermy polymert III-0, ITI-2, ITII-4, V-0, V-2 a V-4 na hydroxyapatitu
Experimentalni podminky: Roztok polymeru (0,5 mg.ml-, 2,5 ml) v PBS pufru (pH 7.4) byl pfidan k HA,
doba inkubace 60 minut.

Neuplnost adsorbce BHF polymerd na HA lze vysvétlit chemickou a molekularni
polydisperzitou, ktera zpusobuje, ze nckteré DOX nesouci polymerni fetezce maji malo nebo
vubec zadnou cilici skupinu. Pro efektivni cileni je potfebny vétsi pocet HBF skupin, protoze
polymerni fetezec v roztoku pfedstavuje statistické klubko, na jehoZz povrchu musi byt pfistupna

alespon jedna HBF skupina potfebna pro interakci s povrchem HA. Tento efekt byl popsan také
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u albuminu cileného do kostni tkané"™'. Pro jeho efektivn{ cileni bylo zapotfebi nejméné pét
aminobisfosfonatovych skupin.

Tento efekt byl také ovéfen sorbénimi experimenty s polymerem II-4 znacenym ''In
(["In II-4] ) na HA. Byla zjisténa silni a rychla adsorbce samotného ''InCl, na HA, zatimco
['''In II-4] se na HA sorboval s podstatné mensf afinitou (85 %). Tedy pokud nizkomolekularnf
trivalentni iont (In’"), HBF komplex a HBF samotny maji stejnou afinitu ke kostni tkéni,
respektive HA, pak musi existovat polymerni fetézce s tak malym obsahem HBF skupin, ze jiz

nepostacuji pro dalsi interakci rsp. adsorbei na HA (viz Tabulka 14).

Tabulka 14
Polymer | Isotop Adsorbovany polymer [%]
I1-0 T 3
11-2 ! 57
11-4 21 77
11-2 "n 92
11-4 "'Tn 85
InCl, "'In 93

Studovali jsme rovnéz vliv Ca®* iontd pfitomnych v krevnim fecisti a té2 silné
chelatovanych HBF, zda neinterferuji se sorbci polymera na HA . Nebyl nalezen patrny vliv
koncentrace Ca®" iontii na sorbci ani za podminek, kdy se molarni pomér Ca*/polymer AHHBP
v inkubaénich roztocich pohyboval vintervalu 0; 0,5; 1 az 10. Toto zjisténi je v souhlasu s
adsorb¢nim mechanismem, ktery zahrnuje chelataci vapniku HBF pfimo ve struktufe krystalu
HA, analogicky k prostorové chelataci vapniku difosfatem (viz Teoreticka cast).

Adsorbce polymernich HBF na HA nenf ¢isté elektrostatickou interakei, protoze polymerni
HBF nesou zaporny naboj a jejich zeta-potencial na HA v pouzitych pufrech byl — 9.2 mV pii pH
5,0a-33.2 mV pii pH 7,4

Polymer V obsahujici hydrazid a DOX je mnohem rychleji a kompletnéji adsorbovan na
povrchu HA nez polymery s amidicky vazanym DOX nebo nesoucim L-tyrosinamid (II, IIT a
VII). Predpokladame Ze tento efekt je zpusoben protonizovatelnou aminoskupinou vazaného
DOX ptitomného v polymeru V (ale nikoliv v polymerech II, IIT and VII), ktera snizuje celkovy
zaporny naboj polymeru zpusobeny nesenymi HBF skupinami. To omezuje elektrostatické
odpudivé sily mezi polymerem V a povichem HA . Rovnéz jsou tak omezovany odpudivé
elektrostatické sily mezi molekulami jiz adsorbovaného polymeru a je tak mozné dosahnout vyssi

plosné hustoty adsorbovanych molekul polymeru V.
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Sorbce polymeru II znadeného I na HA byla niz$f neZ sorbce polymeru II znaceného
""In (viz Tabulka 14). Tento efekt miZe byt zpisoben ¢aste¢nou nestabilitou komplexu HBF s
trojmocnym kationtem v prostfedi obsahujicim kompetujici ionty a vysokou afinitou volného
In*" k HA, kter4 byla ovéfena sorbei In*" na HA (> 99% vazano).

Radioisotopy jodu mohou byt v tomto sméru podstatné vyhodnéjsi, protoze vazba polymer
- tyrosinamid a vazba jodu na tyrosinamid je mnohem stabilnéjsi a navic zastavaji neobsazené
HBF skupiny potfebné pro interakci s HA. Vybér dostupnych radioisotopt (‘*’T, T a "'I) jodu
pokryva celé spektrum zobrazovacich diagnostickych metod (SPECT i PET), a konecné pro

samotnou radioterapii lze pouzit "*'1.

5.4. Biologické vlastnosti studovanych systému

Studie biologickych vlastnosti hydroxybisfosfonatového systému byly provedeny na
pracovisti na Mikrobiologickém tstavu Akademie véd Ceské republiky, vedeném prof. RNDr.
Blankou Rihovou, DtSc., experimenty provadéli Mgr. David Vétvicka, RNDr. Ondiej Hovorka,
PhD. a RNDr. Marek St’astny, PhD.

Studie biologickych vlastnosti termoresponsivniho systému byla provedena v laboratofi
biologického testovani Ustavu jaderného vjzkumu ReZ a.s., pod vedenim Ing. Alfreda Riedela,

CSc.. Experimenty provedla Ing. Ludmila Jandova a Ing. Alfred Riedel, CSc..
5.4.1. Biodistribuce termoresponsivniho polymerniho systému

Byly stanoveny biodistribuce  termoresponsivniho polymeru (VI-5) na Sesticlennych
skupinach mysi (Balb/c) v intervalech 1 h, 8 h, 24 h, 3 dny a 7 dni. Oznaceny polymer ("*'T) byl
v roztoku dimethylsulfoxidu (50 pl roztoku obsahujictho 1 mg polymeru VI-5, mérna aktivita
4,44 MBg.ml™' roztoku) aplikovan injekéné do svaloviny zadni nohy. Po stanovené dobé byly
mysi usmrceny a vybrané organy spolu s injikovanou svalovinou byly odebrany. Radioaktivita
téchto tkani byla zméfena na gama spektrometru MC1256 s velkoobjemovou méfici studnou.
Ziskan4 data po korekci na polocas rozpadu "' jsou v Tabulce 15. V souladu s oéekavanim byla
prokazana znacna retence polymeru v misté¢ aplikace po dobu odpovidajici jednomu polocasu
rozpadu radioisotopu "'I. Nizka radioaktivita ve $titné Zlaze svédéf pro vysokou stabilitu vazby
radiojéd — polymer.

Na druhé strané, piilis dlouha retence v misté aplikace nemusi vzdy vyhovovat polocasu
nuklidu i charakteru aplikace, v pfistich experimentech bude proto rozsifeno spektrum polymera

o biologicky odbouratelné termoresponsivni systémy.
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Tabulka 15.

Organ 1h 8h 24 h 3d 7d
Krev celkem 1,483 0,380 0,112 0,050 0,018
Stitna zlaza 0,244 0,317 0,085 0,018 0,009
Ledviny 0,168 0,245 0,301 0,312 0,268
Plice 0,045 0,013 0,027 0,002 0,004
Srdce 0,015 0,005 0,004 0,014 0,003
Slezina 0,020 0,005 0,004 0,005 0,003
Varlata 0,022 0,012 0,006 0,001 0,002
Zaludek - sténa 0,226 0,050 0,035 0,005 0,006
Zaludek - obsah 0,323 0,032 0,062 0,011 0,009
atra 0,367 0,103 0,086 0,012 0,055
Slinivka 0,079 0,030 0,018 0,096 0,011
Tenké stfevo 0,302 0,200 0,202 0,020 0,042
Tlusté stfevo - sténa 0,053 0,062 0,050 0,067 0,025
Tlusté stfevo - obsah 0,033 0,138 0,152 0,037 0,009
Svalovina levé zadni nohy 93,8 86,3 79,9 77,9 79,6

Pramérnd radioaktivita (% z aplikované davky) odebranych orgiana ve stanoveném case. Vysoka retence
radioaktivity v mist¢ aplikace je zfejmym dtikazem retence polymeru v tkani.

5.4.2. In vivo vlastnosti polymeru cileného HBP skupinou

Byla testovana 7z vivo Géinnost cileni polymert cilenych hydroxybisfosfonatovymi (HBP)
skupinami (RNDr. Tomas Mrkvan, PhD. ze skupiny prof. Rihové, nepublikované vysledky). Byla
stanovena biodistribuce polymeru 17- 4 (HBP-cileny konjugat s DOX) u zdravych mysi C3H/He
a mys$i C3H/He s B-bunéénym lymfomem 38C13, ktetry metastazuje do patefe, ackoliv nejde o
typicky osteolyticky nador.

Vysledky (viz Tabulka 16) ukazuji, Ze polymerni 1écivo cirkuluje v krevnim obéhu pomérné
dlouho, po 18 hod je jest¢ zna¢né mnozstvi v krvi a silné prokrvenych organech. V kostech
zdravych mysi se hromadi 2,5-krat vice léciva nez v silné prokrvené svaloviné (srdce), takze lze
fici, ze byl pozorovan smérujici ucinek do kosti, byt slabsi nez u nizkomolekularnich
hydroxybisfosfonata. Pti porovnani biodistribuci ve zdravé mysi a mysi s nadorem lze pozorovat
nckteré odlisnosti. Piedev$im u mysi s nddorem se vyrazné méné léc¢iva hromadi ve zdravych

kostech (zde femur, pramérné 2,6-krat), pravdépodobné v dusledku demineralizace.
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Tabulka 16.

Procent injikované davky DOX ve tkani (mg.kg-1)
Organ Zdrava myS | Mys s nadorem Zdrava mys$ Mys s nadorem
femur 1 0,21 0,069 9,5 3,6
femur 2 0,20 0,075 9,4 4,2
jatra 3,7 0,8 10,0 13
krev 30 22 58 42
slezina 1,0 0,48 32 4.6
srdce 0,093 0,057 3,8 2,0
nador - 0,63 - 3,1

Pramérné biodistribuce polymeru 17- 4 ve zdravjch mysich kmene C3H/He a mysich C3H/He
s nadorem podle obsahu aglykonu DOX po hydrolyze; zvifata usmrcena 18 hod po aplikaci konjugatu.

Dosti velké mnozstvi léciva bylo nalezeno ve sleziné a jatrech, coz muze byt zptsobeno
jednak jejich silnou prokrvenosti a jednak tvorbou komplextt HBP skupin s vapnikem, které jsou
u nizkomolekularnich hydroxybisfosfonata znamé tim, ze se vyznamné zachytavaji kromé kostf 1
ve sleziné a jatrech (viz vyse). Akumulace ve sleziné je ovSem vyrazné mensi u mys${ s nadorem
(pramérné 7-krat) nez u zdravych mysi, coz muze byt zpusobeno pfednostnim zachytem
polymerniho 1é¢iva v nadoru. Vyznamna je akumulace v nadoru, k cemuz pravdépodobné dosti
piispiva EPR efekt. Zde je tfeba vzit v Gvahu, Ze pouzity modelovy nador (38C13) neni primarné
osteolyticky kostni nador, ale byl vybran proto, Ze slo o jediny dostupny model nadoru vyznamné
metastazujictho do kosti (zde patefe). Primarni nador byl pod kuzi na zadech. Byla vybrana
zvifata v dosti pokrocilém stadiu onemocnéni, aby uz byly vyvinuty metastazy na patefi, takze
procenta akumulace v nadoru v Tabulce 16 uvedené v procentech injikované davky mohou byt
do urcité miry zavadéjici, protoze byla analyzovana pouze vyoperovatelna ¢ast nadorové tkané.
Dale, vysoka koncentrace v krvi svédci o tom, ze pfisti experiment by mél mit delsi prodlevu

mezi aplikaci 1é¢iva a stanovenim biodistribuce.
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6. Zavér

Predkladana disertacni prace splnila véechny vytcené cile (viz kapitola 3). Pii jejim

vypracovavani bylo dosazeno nasledujicich nejdulezitéjsich poznatki:

1. Byl pfipraven, charakterizovan, oznacen a iz vivo otestovan
termoresponsivn{ systém nesouci 'T a Y. Byla pozorovéna dobra
biokompatibilita polymeru a jeho dlouhodobé setrvani v misté
aplikace soucasné s rychlym vyloucenim uvolnéného polymeru
z organismu. Dalsim zjisténym faktem byla vysoka stabilita
lyofilizovaného produktu, po dobu 1 mésice nedoslo k zadné
pozorovatelné zméné fyzikalné-chemickych vlastnosti.
Ackoliv 8lo o prvn{ systém, lze uvazovat o jeho praktickém
pouziti napf. pro radiosynovektomie.

Dlouhodobé setrvani v misté aplikace by mohlo byt v
nékterych piipadech nezadouci, a proto byly zahajeny prace na
biodegradovatelném polymeru. Jiz byly provedeny pfedbézné
pokusy s modelovymi polymery.

2. Podafilo se stabilné vazat s kvantitativnim vytézkem *''At na
potencialné pfimo pouzitelny nosic, ktery neni tolik nachylny k silné
radiolyse vyvolané a-zafenim “"At. Navic se podafilo ¢astecné
ozfejmit chovan{ At vad redukéné oxidacnim procesum a
stabilizovat jej v chemické formé astatidu vhodné pro znaceni

zvoleného systému.

3. Byly pfipraveny a charakterizovany modelové rozpustné systémy
navrzené pro cileni makromolekul do kostni tkané a zalozené na
statistickych kopolymerech N-|2-(hydroxypropyl)|methakrylamidu
s monomerem obsahujicim hydroxybisfosfonatové skupiny. Byla
prokazana rychla a ucinna adsorpce cilenych polymert na 7z vitro model
kostn{ tkan¢ hydroxyapatit (vétsina polymeru je nasorbovana béhem 1

minuty inkubace; v fadé ptipada bylo nasorbovano za tuto dobu pfes
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80 % polymeru). Mnozstvi polymeru adsorbovaného na hydroxyapatit
je siln¢ zavislé pfedevsim na obsahu hydroxybisfosfonatovych skupin
v polymeru. Byly pfipraveny systémy obsahuji modelova 1é¢iva vazana
na polymer stabilni amidickou, hydrolyticky $tépitelnou hydrazonovou
vazbou. Na polymer bylo navazano chemické kancerostatikum

(doxorubicin), radiodiagnostikum (*''In) a model radioterapeutika ('*’T).
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