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1. Uvod

Védecko — technicka revoluce pfinesla v mnohych ohledech zlepSeni kvality Zivota.
Odvracenou tvafi rozvoje spole€nosti je mimo jiné i zvySeni vyskytu tzv. civilizaénich
chorob. Kardiovaskularni choroby spolu s nadorovymi onemocnénimi jsou hlavnimi

pfi¢inami umrti obyvatelstva.

Lécba nadorovych onemocnéni chemoterapeutiky, nizkomolekularnimi latkami
s kancerostatickymi uc¢inky, vede v fad¢ pfipadi k vylé€eni pacientii. Chemoterapeutie ma
ovSem i své stinné stranky. VétSina kancerostatik se vyznaduje riznymi vedlej$imi uginky,
které mohou vést k poskozeni zdravych tkani ¢i organi. U vét§iny z nich nelze ovlivnit
biodistribuce v organizmu, ani zajistit lokalizované pulsobeni lé¢iva v nadoru. Proti
nékterym nadorovym onemocnénim dokonce dosud nebyla objevena vhodna a dostateéné
ucinna léciva.

Vyvoj novych lé¢iv a lékovych forem, které by umoznily pfekonat nedostatky
soucasné lé¢by, proto patfi mezi jednu z nejvice studovanych oblasti vyzkumu. Polymerni
lé¢iva, umoziujici cileny transport do nadorové tkané¢ a fizené uvolilovani 1é€iv
ve farmakologicky u¢inné formé, projevila v mnoha ptipadech vyraznou protinadorovou
aktivitu. Od prvnich systéml navrZzenych na konci 70. let 20. stoleti dospél vyzkum az
k né€kolika klinickym aplikacim v soudasnosti, pfiCemZ fada dalSich polymernich 1é¢iv
pfipravovanych na bazi rozpustnych polymernich nosi¢u jiZ postoupila do zavéreénych fazi
klinického testovani.

Cilem této disertaéni prace je pfispét k vyvoji polymernich nosi¢d 1é€iv, jejichz
kombinace s kancerostatiky povede k cilené pusobicim lékovym formédm umoZilujicim
vysoce uéinnou léébu nadorovych onemocnéni. Prace je konkrétné v€novana piipravé
novych polymernich kancerostatik s pH-fizenou aktivaci lé¢iva, urenych pro pasivni
transport do pevnych nadorti. Polymerni 1é¢iva jsou tvofena konjugaty kopolymerti na bazi
N-(2-hydroxypropyl)methakrylamidu a kancerostatika doxorubicinu  navdzaného
k polymernimu nosi¢i pH-senzitivni hydrazonovou vazbou, ktera umoziiuje uvolnit 1é¢ivo

v nadorovych burikach v dusledku poklesu pH.



2. Teoreticka Cast

Vyvoj systémi pro dopravu 1é¢iv a jejich kontrolované uvoliiovani (drug delivery
and controlled release) v Zivém organizmu proziva jiz fadu let nebyvaly rozkvét. Existuje
celd fada pfistupl k feSeni problematiky i fada aplikaci, pro které jsou systémy urceny.
Ziskané védecké poznatky zoblasti biologie a mediciny umozfiuji v soucasné dobé
pfipravovat systémy ,,§it€ na miru“ (tailoring), urené pro lé¢bu konkrétniho onemocnéni.
Tato kapitola by méla byt ptehledem soucasného stavu dosazeného pii vyzkumu a vyvoji
lé¢iv a lékovych forem uréenych pro lé¢bu nadorovych onemocnéni. Nejprve budou
struén€ popsany principy klasické chemoterapie a bude poukdzano na divody vedouci
ke zmén¢ paradigmatu v 1é¢b& nadorovych onemocnéni', k revoluéni zmé&né ve struktufe
pouzivanych lé¢iv. Pak budou nastinény hlavni sméry, kterymi se vyzkum novych forem
lé¢iv ubird. Znaény prostor bude veénovan vyvoji lékovych forem vyuzivajicich
vodorozpustnych polymernich nosi¢a 1é¢iv a micelarnich nosi¢l, ptipadné nosi¢ti od nich
odvozenych. Pozomost bude zaméfena také na zpusoby uvolfiovani 1é¢iv z nosi¢ovych
systémid a zpusoby cileni 1é€iv do nadorovych bunék. Duraz bude kladen pfedevsim na
systémy vyuZivajici pH-senzitivni hydrolyticky degradovatelné spojky mezi lé¢ivem

a nosi¢em a na systémy pro ,,pasivni‘ smérovani.

2.1 Systémy pro 1é¢bu nadorovych onemocnéni

2.1.1 Chemoterapie nizkomolekularnimi lécivy

Sougasna 1ééba nadorovych onemocnéni se skldda z kombinace chirurgickych,
chemoterapeutickych a radia¢nich metod. Chirurgicky mohou byt odstranény pouze
nadory, které jsou lokalizovany. Obvykle vSak nelze odstranit v§echny nadorové buiiky,
proto po operativnim zakroku zpravidla terapie pokracuje podavanim chemoterapeutik
(kancerostatik) nebo ozafovanim. Ob& metody maji fadu nedostatkli a neZadoucich

vedlejsich u€inkd. Vénujme se nadale jiZ jen chemoterapii.

Principem chemoterapie je ovlivnéni ristu a metabolizmu nadorovych bunék
chemickymi slou¢eninami, cytostatiky. Nizkomolekularni chemoterapeutika zazila sviyj
rozkvét v 50. a 60. letech 20. stoleti. Tehdy se véfilo, ze budou schopna vylé€it vSe. Zahy
se ukazaly limity tohoto zpuisobu lé¢by. Jmenujme nékteré z nich: BéZzné uZivana

chemoterapeutika jsou obecné nizkomolekularni latky, krvi volné distribuované do celého



organizmu, kde mohou v disledku svych cytotoxickych uéinkiti poskodit zdravé tkéané.
Cytostatika jsou bunééné jedy, které pusobi, vzhledem k nepatrnym odliSnostem mezi
normalnimi a nadorovymi buiikami, toxicky nejen na burky nadorové, ale ina buiky
zdravych tkéani. Nizkomolekularni lé¢ivo je velmi rychle odstranéno z organizmu
glomerulami filtraci v ledvinach (jedna se fadové o minuty az desitky minut). Nechranéné
volné lé¢ivo muze také jeste¢ pfed vyloucenim z organizmu projit biotransformaci nebo se
ukladat v n€kterych tkanich (naptiklad jatra, ledviny). V dusledku vsech téchto vlivi se jen
mala ¢ast 1é€iva akumuluje v nadorové tkani. Pokles koncentrace u¢inné latky v 1é¢eném
misté proto vyZaduje ¢asté opakovani podani cytostatik, nebo pouziti vy$sich koncentraci,
coz ovSem vede i ke zvySeni vedlejSich toxickych u¢inki. K dal§im ¢astym nevyhoddm
klasické chemoterapie patfi i nizkd rozpustnost hydrofobnich 1é¢iv ve fyziologickém

prostiedi.

2.1.2 Idea , kouzelné strely*

Vroce 1906 P. Ehrlich formuloval pozadavky kladené na idedlni lécivo, které
pojmenoval , kouzelnou stfelou® (magic bullet), zacilenou pfimo do nemocné tkand>.
Léc¢ivo by mélo byt pfi podani neaktivni, cilené by se mélo ukladat v misté pozadovaného
uéinku a pouze tam by mélo dochazet k uvoliiovani 1é¢iva v aktivni formé po dobu
potiebnou k dosazeni maximalni efektivity. V pfedchozi kapitole jsme poukézali na to,
Ze bé€Zn€ pouzivana nizkomolekularni cytostatika zdaleka nedosahuji t€chto pozadavki.
Moznym feSenim je vSak pouziti vysokomolekularnich systému jako nosi¢d 1é¢iv. Jejich
vyhodou je vyrazné prodlouZeni doby cirkulace na nich navdzaného 1é¢iva v krevnim
feCisti a naopak pomalé vyluCovani lé¢iva z organizmu zplsobené sniZenou rychlosti
glomerularni filtrace vysokomolekularnich latek ledvinami. Mezi dalsi vyhody takovych
nosi¢ovych systému patfi i sniZeni pfimé toxicity samotného léCiva (nekovalentné
¢i kovalentné vazaného k nosiéi), zlepSeni jeho rozpustnosti, moznost sniZzeni mnozstvi
podavaného lé&iva, ochranéni lé¢iva pfed biotransformaci ¢i degradaci a pfipadné
i zajidténi dopravy specificky do poskozenych ¢asti organizmu. Vyzkumem takovychto
1é¢iv, nazyvanych souhrnné systémy pro dopravu l1é€iv (drug delivery) nebo systémy pro
kontrolované uvoliiovani (controlled release), se zabyva fada védeckych pracovist,

a to nejen na poli vyzkumu lé¢by nadorovych onemocnéni.



2.1.3 Piehled systémi pouzivanych jako nosic¢e 1é¢iv

2.1.3.1 Nanodastice a liposomy

V poslednich letech vzrustd zdjem o rtizné nanotechnologie. ProtoZze rozméry
vysokomolekuldrnich systému pro dopravu lé¢iv se pohybuji v rozmezi péti az n€kolika set
nanometri, mohou byt poznatky nové vyvijenych nanotechnologii vyuzitelné i pro vyvoj
t€chto systémul.. Mezi nejvice studované nanosystémy pouzitelné jako nosi¢e lé¢iv patii
nanocastice a liposomy. Nanocastice jsou polymerni koloidni ¢astice se submikronovymi
rozméry, na néz je 1é¢ivo vazano prevazné fyzikalnimi interakcemi’. Polymerni matrice
byva Casto tvofena biodegradovatelnymi polymery, napt. kopolymery poly(D,L-laktid-co-
-glykolid). Liposomy jsou sférické nadmolekularni struktury vzniklé uspofadanim
amfifilnich strukturnich jednotek nerozpustnych polarnich lipidi (napt. fosfolipidi)
do struktur podobnych strukturdm bun&&nych membran®. Lé&ivo je ve vétsing pkipadi
vazano v dutiné liposomu ve formé vodného roztoku, pokud je hydrofilni a ve vodé
rozpustné, nebo ve slupce tvofené lipidovou dvojvrstvou, pokud je hydrofobni’. Velkou
vyhodou nanodasticovych a liposomalnich systémi je pomérné jednoducha piiprava,
jednotlivé komponenty jsou také casto komeréné dostupné. Z tohoto diivodu se jimi
zabyvéa fada vyzkumnych pracovist. Na druhou stranu nanodastice i liposomy jsou velmi
rychle pohlcovany buitkami retikuloendotelidlniho systému (RES) a pomé&mé vyrazné
deponovany v jatrech (80 — 90 %), ledvinach (5 - 8 %) a kostni dfeni (1 — 2 %)°. V dalgi
generaci té&chto systémt je zasadni problém vychytavani &astic butikami RES
minimalizovan  povrchovou  modifikaci  hydrofilnimi  polymery,  zejména
poly(oxyethylen)em, zndamym i pod ndzvem poly(ethylenglykol) (PEG)®7. V nedavné
dobé bylo na trh (po Gsp&sném projiti vSemi fazemi klinickych zkous$ek) uvedeno prvni
liposomalni 1é¢ivo Doxil®/Caelyx® — liposom povrchové modifikovany PEG a obsahujici
cytostatikum doxorubicin (DOX). Toto liposomalni légivo je ureno pro 1é¢bu nadord

vajeéniku (http://www.doxil.com).

Pfi pouziti obou vySe uvedenych systéml jako nosi¢l cytostatik je moZné
ptedpokladat, Ze zvySeni protinadorového u¢inku bude dosaZzeno nejen prodlouZenim
cirkulace a sniZenim toxicity lékové formy, ale pfedev§im jejich pfednostnim ukladanim

v pevnych nadorech v disledku tzv. EPR efektu (viz kapitoly 2.2.3 a 2.5.2).



2.1.3.2 Vodorozpustné polymerni nosice

Jiny pfistup k ziskani ,.kouzelné stiely* pfedstavuje pfiprava polymernich konjugatt
Ié¢iv, ve kterych je 1é&ivo vazano kovalentnd k vodorozpustnému polymernimu nosi&i®’’.
Tyto systémy by mély umoznit, kromé pasivniho smérovani do pevnych nadord, i aktivni
smérovani k pfedem vybranym tkdnim ¢i typim bunék. Podrobné se vodorozpustnym

nosic¢im 1é¢iv budeme detailnéji vénovat v kapitole 2.2.

2.1.3.3 Micelirni systémy

Na pomezi mezi nanoasticovymi systémy a rozpustnymi polymernimi nosiéi je

i vyznamna oblast micelarnich nosidovych systémi'® !

. Polymerni micely jsou sférické
nadmolekularni struktury utvofené uspofadanim amfifilnich blokovych nebo roubovanych
kopolymera'? do micelarnich struktur tvofenych hydrofobnim polymernim jadrem
obklopenym vysoce hydrofilni polymerni vrchni vrstvou. Lé¢ivo je bud’ nekovalentné
vazano v hydrofobnim jadru micely, nebo kovalentné navazano k polymernimu fetézci.
V druhém piipadé¢ muze byt pfipojeno jak v hydrofobni ¢asti micely, tak i v hydrofilni

¢asti. Micelarnimi systémy se budeme podrobnéji zabyvat v kapitole 2.3.

2.1.3.4 Dendrimery

Zvlastnim typem rozpustnych polymernich systémi jsou dendrimery' . Jde
o vysoce vétvené vysokomolekularni systémy s pfisné definovanou architekturou a tizkou
distribuci molekularnich hmotnosti. Dendrimery jsou trojrozmérné makromolekuly, jejichz
struktura pfipomina strom (nazev je proto odvozen z feckého dendron — strom). Stromovita
struktura je zaloZena na uplném propojeni jednoduchych trojfunkénich monomernich
jednotek. Jadro (,,kofen*) dendrimerti je tvofeno vicefunéni molekulou. K ni jsou pfipojeny
,stromy“ — dendrony, které jsou tvofeny rozvétvenou strukturou monomernich jednotek.
Konce vétvi, které mohou nést rizné funkéni skupiny, pak tvofi vrchni slupku dendrimeru.
Dendrimery jsou téméf monodisperzni s dobte definovanou velikosti a molarni hmotnosti.
Velikost dendrimert a pocet funk&nich skupin na povrchu lze fidit po¢tem navazanych
vétvicich jednotek, poltem generaci (generace 0 oznaCuje jadro). Mezi nejznaméjsi
zastupce, které jsou zaroveii komeréné dostupné, patfi polyamidoaminové (PAMAM)
(schéma struktury je znazornéno na Obrazku 2-1) a polypropyleniminové (PPI)

dendrimery.



Lécivo mize byt vazano nekovalentnimi interakcemi jako jsou hydrofobni nebo
iontové interakce, ¢i vodikové ml‘flstky15 . Lécivo se miize vyskytovat v riznych castech
dendrimeru, a to v zavislosti na chemické struktufe 1é¢iva i ¢asti dendrimeru. Obsahuji-li
koncové strukturni jednotky dendrimeru vhodné funk¢ni skupiny, je jich mozno vyuzit ke

kovalentnimu navézani jak lé¢iva, tak i smérujici jednotky pro aktivni cileni do nemocné
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Obrazek 2-1 Struktura PAMAM dendrimeru generace 2

2.1.3.5 Genova terapie

Zcela jiny ptistup k 1é€bé nékterych nadorovych onemocnéni pfedstavuje genova
terapie. Cilem zde neni smrt buiiky v dusledku toxicity 1é¢iva, ale vneseni genti do buné¢né
dopravit do buiky, ale je nutné je ochranit pred degradaci lysosomalnimi enzymy
adopravit az do jadra bunék. Vnesené geny mohou pusobit riznym zpisobem,
uved’'me tfi hlavni pFistupy: 1. ZvySeni imunogenicity nadorovych bun¢k. Ty se tak stanou

,viditelné“ pro imunitni systém organizmu, ktery je pak mlze sam odstranit.
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2. Vneseni ,sebevrazedného* genu. Gen vede k produkci enzymu, ktery katalyzuje
biosyntézu cytotoxické latky vedouci ke zni¢eni nadorové buriky. 3. Nahrada poskozeného
genu. V disledku vneseni nadorové-supresivniho genu bude v buiice probihat apoptoza
(programovand smrt buiiky), ktera ve zmutovanych nadorovych burikach zpravidla

neprobiha'®.

Piikladem systému zaloZeného na syntetickych polymerech a potencialné vhodného
pro transport genu a genovou terapii jsou tzv. polyplexy, polyelektrolytové komplexy
polykationtd s DNA (zéporny naboj DNA je dan fosfatovymi skupinami), nebo lipoplexy,
liposomalni nosi¢e DNA'”. A¢koliv byla navrzena jiz fada struktur polyplex i lipoplexd,

praktickému vyuziti obou systému pro genovou terapii stoji zatim v cesté mnoho pfekazek.

2.2 Vodorozpustné polymerni nosice 1é¢iv

2.2.1 Model polymerniho nosice lé¢iv

Rozpustné polymerni nosi¢e 1é€iv patii k nejvyznamnéj§im novym systémim
umozilujicim dopravu a uvoliiovani 1é¢iv. S myslenkou vyuZiti vodorozpustnych polymert
jako nosi¢t 1égiv piisel prvni H. Ringsdorf vroce 1975'%. Navrzeny farmakologicky
aktivni polymer se skladal z hlavniho polymerniho fetézce modifikovaného riznymi
funkénimi skupinami. Ukolem vysoce hydrofilnich skupin vnesenych do fetézce bylo
hydrofilizovat cely polymerni nosi¢, a tim zvysit jeho rozpustnost ve vodném prostredi.
Zavedené reaktivni skupiny mély slouzit k vazbé molekul nizkomolekularniho 1é¢iva, nebo
obecné biologicky aktivni latky. Mezi lé¢ivo a polymer byla umisténa spojka (spacer),
ktera mohla byt biodegradovatelna a méla byt odpovédna za fizené uvoliiovani lé¢iva
z nosige. Cast oznaéena jako smérujici struktura by pak méla zajistit dopravu celého nosice

i s lééivem do mista uréeni.

Ringsdorfiv névrh kratce na to rozvinul J. Kope&ek'®. Na jeho pracovisti v Ustavu
makromolekularni chemie CSAV méli tehdy bohaté zkugenosti se syntézou hydrofilnich
polymerd. Zatimco H. Ringsdorf mél problém ziskat dostate¢né vodorozpustny polymerni
nosi¢ (polymerni fetézec proto musel obsahovat hydrofilni &ast), J. Kopecek pouzil
samotny hydrofilni polymer jako nosi¢. Jeho zékladni model se tedy skladal ze C&tyf
hlavnich komponent: polymerniho nosi¢e, lé¢iva navazaného k nosi¢i kovalentni vazbou,
biodegradovatelné spojky a smérujici jednotky (Obrazek 2-2). Kopecek se

spolupracovniky navrhli pouzit jako biodegradovatelnou spojku mezi nosi¢em a lé€ivem
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oligopeptidy pfipravené ,na miru polymemi nosié spojka lédivo
jako substraty lysosomalnich \ \L /

enzymu. Zménou struktury *.
oligopeptidu (kvality substratu) pak
bylo mozné tidit rychlost uvoliiovani
1é¢iva z nosice. Jako polymerni nosic¢
byly pouzity kopolymery na bazi ‘
N-(2-hydroxypropyl) methakryl-
amidu (HPMA) a pro Kkinetické

A

smérujici jednotka

Obrizek 2-2 Model polymerniho lé¢iva

studie byl pouzit 4-nitroanilin jako podle J. Kopetka

model 1é¢iva.

V soudasnosti, v dobé specializovanych konferenci a védeckych ¢asopisd,
zaméfenych pouze na oblast polymernich 1é¢iv, kdy u fady polymernich 1é¢iv probihaji
klinické testy nebo prvni z nich jsou dokonce jiz v prodeji, jsou jen tézko pfedstavitelné
pocateéni problémy s pfijetim ideje pouZiti polymernich 1é¢iv v humanni medicing€. Bylo
tieba pfekonat nékolik pfedsudkd. Panovala obava z pouziti syntetickych polymert pro
intravendzni aplikace. Nepfijatelna se dale zdala mozZnost specifické enzymolyzy spojky
s odivodnénim nepfistupnosti substratu pro enzym v disledku stinéni polymerem. Skupina
J. Kope¢ka vénovala proto mnoho usili na obhajeni opravnénosti pouZiti polymernich

nosi¢t'® ' pii pripravé 1é&iv a lékovych forem.

e

2.2.2 Vlastnosti polymernich nosi¢u lé¢iv

Polymerni nosi¢e 1é¢iv musi spliiovat fadu podminek, aby mohly byt pouzity

v huménni medicing® ?'"?%. V idealnim ptipadé musi byt polymerni nosi¢:

¢ netoxicky a neantigenni (pozadavek se tyka i jeho potencialnich metabolitl)
e biodegradovatelny, nebo nesmi projevit vyraznou akumulaci v téle
(molarni hmotnost musi byt pod limitem renélni filtrace)
¢ vodorozpustny
e biokompatibilni a neimunogenni
o schopny vazat l1é¢ivo a smérujici jednotku
e cenové dostupny a relativné snadno pfipravitelny

e a dale nesmi vykazovat pfili§ Sirokou distribuci molarnich hmotnosti.
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2.2.3 Principy dopravy a kontrolovaného uvoliiovani lé¢iv

Zatimco nizkomolekularni latky pronikaji do zivo¢isnych bun€k rychle difuzi
bunéénou membranou, k pronikdni vysokomolekuldrnich latek dochdzi pomalej$im
procesem — endocytosou, kterd se v ptipad€ rozpustnych latek nazyvé pinocytosa (Obrazek
2-3). Mechanizmus priniku membranou miize byt rizny, je znama pinocytosa v kapalné
fazi, adsorptivni pinocytosa a pinocytosa zprostiedkovana receptorem. U viech procesu
dochazi nejdfive k vchlipeni &asti plasmatické membrany s naslednym vytvofenim

endosomu uvnitf buriky.

polymerni konjugat s 1é¢ivem

ma

' dsorptivni
pinocytosa v kapalné faz pnocytosa adsorptivni

% pinocytosa zprostfedkovana receptorem
7

s “endosom U :
. . - hydrolytické stépem spo_|ky -

...................

. " difuze leélva
: t 7 do cymplasmy

sekundarmlysosom D -,-.-‘._—'_ -

' ‘3:".1 '°ﬂzymaflcké§tépem SPOJky ;: : : g i-i-'-.".’-.' S

Obrazek 2-3 Schéma znazortiujici prinik polymerniho lecwa do burky a zplsoby
uvolriovani 1é¢iva (pismeny E jsou oznaceny lysosomalni enzymy)

Pokud je 1é¢ivo k polymernimu nosi¢i pfipojeno vhodnou pH-senzitivni
hydrolyzovatelnou vazbou, miZe byt uvoltiovano kysele katalyzovanou hydrolyzou

v disledku poklesu pH jiz v endosomu (viz kapitola 2.4.2). Spojenim endosomu
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s primarnim lysosomem, ktery obsahuje lysosomalni enzymy schopné degradovat vétsinu
biologickych makromolekul, vznikne sekundarni lysosom; v ném se bude 1é¢ivo uvoltiovat
za predpokladu, Ze spojka byla pfipravena jako substrat pro néktery z lysosomalnich

enzymu (viz kapitola 2.4.1)23 2

Aby bylo dosazeno co nejvétSiho terapeutického u€inku, jsou pti piiprave
polymernich nosi¢ti kancerostatik vyuzivany obecné znamé rozdily mezi nadorovymi
a zdravymi buiikkami. Nadorové buriky maji ¢asto niz$i pH uvniti buriky i v jejich okoli,
v extracelularnim prostoru. Dale napf. exprimuji na svém povrchu specifické receptory
(li8ici se navic v riznych fazich vyvoje buné€k), maji propustnéj§i bunéénou membranu
a vy$8i rychlost pinocytosy. Pfedpoklada se, Ze v jejim diisledku mohou polymerni 1é¢iva

do nadorové buriky pronikat rychleji nez do buriky zdravé.

Specifické receptory vyskytujici se v membranach nadorovych bun¢k mohou byt
vyuzity pro smé€rovani 1é¢iv k povrchiim téchto bunék. Polymerni 1é¢iva v tom pfipadé
musi nést vhodné smeérujici jednotky, které tyto receptory rozpoznaji. Po interakci téchto
jednotek s receptorem pronika konjugat do buiiky jednim z mechanizmi pinocytosy*.
Vtomto pfipadé mluvime o bunééné¢ specifickém smeérovani. Podrobnéji bude tato

problematika pojednana v kapitole 2.5.1.

Jinym zpusobem smérovani je tzv. pasivni smérovani, které je zaméfeno na cely
organ, v pfipadé pevného nadoru pak na cely nador. Obecné makromolekuly nemohou,
narozdil od nizkomolekularnich latek, pronikat snadno pfes stény cévnich kapilar zdravé
tkan€. Nadorové buiiky ov§em rychle proliferuji, a proto je jejich metabolizmus uzptisoben
pro zvyseny piisun Zivin. Pevné nadory produkuji angiogenni a kapilary rozsifujici faktory,
které pusobi na zvétSeni prichodnosti vaskularniho systému nadoru, a tim umoZziiuji
zvySeny prunik makromolekul z krevniho fe¢i§té (viz Obrazek 2-4). Navic je nadorovy
lymfaticky systém jen malo rozvinuty, pfipadné chybéjici. Proto nejsou makromolekuly
z nadorové tkané odvadény, ale zustavaji v ni zachyceny. Tento efekt byl poprvé popsan
H. Maedou a nazvan ,,Efekt zvySené propustnosti a zadrzovani* (,,Enhanced permeability
and retention effect“, EPR efekt)®. Polymerni 1é¢iva o vy3§i molarni hmotnosti jsou diky
tomuto efektu pfednostné zachycovana v tkani pevnych nadort. Déle bude této

problematice vénovana kapitola 2.5.2.
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malé rnolekuly

Obrazek 2-4 Schéma znazortiujici rozdily mezi zdravou a nadorovou tkani

2.2.4 Prirodni polymerni nosice

Jako vodorozpustné nosiée 1é¢iv byly nejdfive studovany pfirodni polymerni nosice
typu polysacharidi (dextrany, chitin) a proteini (sérovy albumin, transferin,

glykoproteiny)> 4%

Jejich pfednosti je snadna dostupnost, biokompatibilita
a biodegradovatelnost. Na druhou stranu v8ak byvaji ¢asto imunogenni, zvlasté po
modifikaci cizorodymi latkami, napf. cytostatiky. Dal§i nevyhodou je ¢asté vyrazné sniZeni
rozpustnosti t€chto nosi¢u po konjugaci s 1é¢ivem a €asto i rozdily v kvalité jednotlivych

Sarzi produkti dodavanych jednotlivymi vyrobci.

Mezi glykoproteiny patti i protilatky, které se pouzivaji jako smérujici jednotky.
V tom ptipadé pak slouZzi zaroveil jako nosice 1é¢iva i jako smérujici jednotky. Pfikladem
dovedeni vyzkumu aZ ke komerénim aplikacim je konjugat monoklondlni protilatky
antiCD33 s cytostatikem calicheamicinem, nazvanym Mylotarg® (Gemtuzumab
ozogamicin)®®. Konjugat je uréen pro lé&bu leukémie (http://www.pharmacist.com/

/pdf/mylotarg.pdf).

2.2.5 Syntetické biodegradovatelné polymerni nosice

Synteticky lze pfipravit celou fadu polymernich nosi¢i s pozadovanou strukturou,
nesoucich vhodné funkéni skupiny pro pfipojeni lé¢iva ¢i smérujici jednotky. Tyto

polymery muZeme rozdé¢lit podle biodegradovatelnosti. U biodegradovatelnych nosi¢u
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odpada problém s jejich odstranénim z organizmu poté, co splnily sviij ukol. Jsou totiz
degradovany na mensi fragmenty, které organizmus bud’ dile metabolizuje, nebo vylouéi
moc¢i obdobné jako nizkomolekularni latky. Patfi mezi né zejména poly(a-aminokyseliny):
poly(L-lysin), poly(L-asparagova kyselina), poly(L-glutamova Kkyselina) a jejich
derivaty’’'?°3%  Lze je pfipravit aniontovou polymerizaci oteviranim kruht
N-karboxyanhydrid. V posledni fazi klinickych zkousek je v soufasnosti konjugat
poly(L-glutamové kyseliny) s cytostatikem paclitaxel Xyotax™
(http://www.cticseattle.com). Paclitaxel je zde navazany esterovou vazbou k polymernimu

nosi¢i degradovatelnému lysosomalnimi proteazami’'.

Na tomto misté je nutné zminit obecnou nevyhodu nabitych polymert, u nichZz mize
dochazet k neZadoucim interakcim v organizmu a jejich akumulaci v nékterych organech
(napt. jatra, ledviny). Tim je de facto omezeno jejich pouziti. V nékolika malo ptipadech to
vSak muze byt vyhodou. Pokud je nadorovym onemocnénim zasaZena tkam, ve které
dochézi k akumulaci polymerniho nosice, 1ze takovy nosi¢ vyuzit pro smérovani do této

tkané. Xyotax™ je proto napk. testovan pro 1é&bu nadort jater a vajenika.

2.2.6 Syntetické nedegradovatelné polymerni nosice

Hlavni fetézce vét§iny pouzivanych synteticky pfipravenych polymernich nosici
nejsou biodegradovatelné. Aby bylo zajisténo vylou¢eni polymernich nosi¢i moci
azamezeno akumulaci v organizmu, nesmi jejich moldrni hmotnost pfesdhnout
tzv. ,renalni (ledvinovy) prah“ (napf. pro nosi¢e vinylového typu se uvadi pfiblizné
50 000 g.mol™). V opa¢ném ptipadé by polymerni nosi¢e mohly byt odstrafiovany jen

velmi pomalym procesem pies jatra a Zlu¢.

2.2.6.1 PEG nosice

Zna¢na pozornost je v soucasné dobé vénovana vyvoji polymernich nosi¢l, jejichz
soucasti jsou PEG fetézce. Spliluji poZadavky kladené na nosice 1é€iv, navic jsou dobie
rozpustné v polarnich i nepolarnich rozpou§tédlech5 . Vyhodou PEG je moZnost pfipravy
polymeri o definované molarni hmotnosti a navic snizkym indexem molekularni
neuniformity, nebot’ jsou pfipravovany Zivou aniontovou polymerizaci. PEG je komeréné

dostupny ve velkém rozmezi molarnich hmotnosti. Pro biologické aplikace je nejCastéji

pouzivan vrozmezi Mwod 1000 do 20000 g.mol" .. Nevyhodou PEG fetézci je
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omezeny pocet funk&nich skupin, vhodnych pro vazbu lé¢iva. Lze totiz pouzit pouze konce
lineérnich retézcu.

Konjugity s biologicky aktivnimi latkami mohou byt pfipravovany
ze semitelechelického  a-methyl-w-hydroxypoly(oxyethylenu)  sjednou  koncovou
hydroxylovou skupinou. Tyto monofunkéni PEG jsou vhodné zejména pro povrchovou

modifikaci proteina®* '

. Kvyhodam této modifikace patii ochrana proteinu pfed
biodegradaci, prodlouzeni jeho cirkulace v krevnim fe¢idti, omezeni renalni filtrace
a uprava biodistribuce®>. Prvnim (v roce 1994) proteinem chranénym PEG, ktery byl

uvedeny do klinické praxe, se stala asparaginasa (Oncaspar) (http://www.enzon.com).

Enzym modifikovany feté¢zci PEG o M, 5000 g.mol™ byl pouzit pro 1é&bu akutni
lymfoblastické leukémie®. V klinickych testech, pfipadng jiz na trhu, jsou i dalsi podobné
konjugaty®’.

Prvni generace PEG nosi¢i cytostatik vychazela také z monofunkéniho PEG,
koncova hydroxylova skupina byla po aktivaci pouzita pro konjugaci s 1é¢ivem®® %,
Nevyhodou té€chto konjugétii je nizky obsah 1é¢iva. Obsah 1é¢iva je vSak mozné zvysit,
pokud se pouzije bifunkéniho PEG s obecnou strukturou HO-(CH,CH,O),-H. Byla

navrzena fada konjugatii obsahujicich 1é&ivo na obou koncich PEG fetézce*’. Konjugat

PEG-L-alanin-camptothecin (PROTHECAN™) byl zafazen do klinickych zkousek.

Zvyseni obsahu lé¢iva a zaroven zvySeni M, polymerniho nosi¢e umoznila ptiprava
poly(PEG-alt-L-lysin)u tvofeného alternujicimi jednotkami PEG a L-lysinu, jehoz ob¢
aminoskupiny byly soucasti hlavniho fetézce. Na volné karboxylové skupiny lysind pak
byl amidovou vazbou navazan DOX*'. Zajimavymi systémy jsou i nosi¢e na bézi
biodegradovatelnych blokovych polymeri PEG, kterym se budeme blize vénovat
v kapitole 2.5.2.3.

2.2.6.2 Nosice vinylového typu

Velkou skupinu syntetickych nosi¢i s nedegradovatelnymi hlavnimi fetézci tvoii
rizné vodorozpustné polymery vinylového typu — napf. rizné derivéaty kyseliny akrylové
a methakrylové. Pfipravuji se radikalovymi rozpoustécimi ¢&i sraZzecimi polymerizacemi.
Relativné velky vybér monomeri a komonomerd pro radikalovou kopolymerizaci
umoziuje pfipravu polymernich nosi¢ti obsahujicich rizné funkéni skupiny, vhodné pro

vazbu 1é¢iva nebo smérujici jednotky?’.
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Mezi nejstar$i studované kopolymery patti kromé&
kopolymeri na bazi HPMA i poly(divinylether-co-
-maleinanhydrid) (DIVEMA) (Obrazek 2-5). lJiz

samotny polymer projevoval mimo jiné protinadorové

u¢inky>'**. Anhydridové skupiny umoZfiuji vazbu

lé¢iva knosi¢i. Byl popsan napf. konjugat

. & Obrazek 2-5 Schéma struktury
s methotrexatem ™. DIVEMA

Vyznamnym nosi¢em je poly(styren-alf-mono-n-butylmaleinat), pfipraveny
z kopolymeru poly(styren-alt-maleinanhydrid) (SMA) (Obrazek 2-6)*. Anhydridova
skupina byla vyuzita pro reakci se-aminoskupinou lysinu nebo N-koncovou
aminoskupinou alaninu antibiotika neocarcinostatinu. Konjugat, nazvany SMANCS, tedy
obsahuje dva polymerni fetézce navazané na jednu molekulu peptidu. SMANCS byl
prvnim komerénd dostupnym protinddorovym lé&ivem (Zinostatin  stimalamer®)
vyuZzivajicim vodorozpustny synteticky polymerni nosi¢. V Japonsku je od roku 1993
pouzivan pro lé&bu primarnich jaternich nadord. Utinnost konjugitu byla zvysena

aplikovanim v kombinaci s lipidovym kontrastnim médiem lipiodol. Doslo k prodlouzeni

doby cirkulace v krvi, umoZnéni vizualizace nadoru a jistému zvySeni akumulace
37,44

v nadoru

A, :-H, nebo -NH,*
A, A, : -H, -NH;*, nebo -C H,
n+m: 5,5 (pramér)

Obriazek 2-6 Schéma struktury SMA*

Mezi dal§i studované biologicky nedegradovatelné syntetické vodorozpustné
polymerni nosice pattily napf. poly(1-vinyl-2-pyrrolidon)**, poly(1-vinyl-2-pyrrolidon-co-
-maleinanhydrid)****’ nebo poly[(N-akryloyl)morfolin]*®. Aviak patmé nejvyznamngjsi

jsou kopolymery na bazi HPMA, kterym se budeme vénovat v néasledujici kapitole.

2.2.6.3 Kopolymery na bazi HPMA

Kopolymery na bazi HPMA byly jiz zminény pfi popisu modelu polymerniho nosice
(kapitola 2.2.1), vénujme se jim nyni detailngji. Samotny homopolymer poly(HPMA) je
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biokompatibilni neimunogenni vodorozpustny polymer. Homopolymer vS$ak nenese
vhodné funkéni skupiny pro ptimou vazbu lé€iv, proto se do jeho struktury zabudovavaji
reaktivni skupiny kopolymerizaci HPMA s vhodnymi komonomery. Nejvyznamnéjsi
polymerni prekurzory s reaktivnimi skupinami byly pfipraveny kopolymerizaci HPMA
s aktivnimi estery methakrylovanych oligopeptidd a aminokyselin. Kopolymerizace byly
provadény srazecimi nebo roztokovymi radikdlovymi polymerizacemi s pouzitim

iniciatoru 2,2-azobis(isobutyronitril)u (ABIN) 19-21,49

Prvni konjugéty pfipravené na pracovisti
J.Kopecka obsahovaly pouze modelové
1€¢ivo 4-nitroanilin. Od druhé poloviny 80. let
vSak jiz byly syntetizovany konjugaty
s cytostatiky DOX a daunomycinem. V téchto
konjugatech bylo 1é¢ivo piipojeno k polymeru
amidovou vazbou prostiednictvim
enzymaticky degradovatelné oligopeptidové
spojky®™32.  Neju¢inngjsi v in  vivo
experimentech se  ukazaly  konjugaty

obsahujici tetrapeptidové spojky GFLG>.

Konjugat s DOX nazvany PK1 (nazev byl
vytvofen z prvnich pismen domovskych mést "I CH,
vyzkumnych tymt spolupracujicich na jeho
vyvoji — Praha, Keele) byl vybran do
klinickych studii (schéma struktury je

znazornéno na Obrazku 2-7). Konjugat PK1

(o] OH O

prosel druhou fazi klinického testovani Obrizek 2-7 Schéma struktury PK1

ve Velké Britanii®’ >4,

V nasledujicich letech byly studovany podobné konjugaty jako PK1, které nesly jina
lé¢iva. R. Duncan uvadi pfiklady 17 rtznych nizkomolekularnich protinddorovych 1é¢iv
a dale péti dalSich lé¢iv uréenych pro 1é€bu jinych onemocnéni”>. Krom& PK1 byly do
klinického testovani zafazeny i konjugaty obsahujici paclitaxel®®, camptothecin®’,
&i derivat platiny’ 8 Paclitaxel byl navazan esterovou vazbou ke spojce GFLG.

Camptothecin byl navazan také esterovou vazbou pies spojku tvofenou pouze glycinem.
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Jako ligand pro vazbu platiny ve formé komplexu byl pouzit derivat malonové kyseliny,

ptipojené k biodegradovatelné spojce GFLG.

Vsechny dosud popsané konjugaty neobsahovaly aktivni smérujici jednotky, byla
vSak pfipravena i fada smérovanych konjugéati. Zatim jedinym zastupcem specificky
smérovanych konjugati v klinickych testech byl konjugat PK2°°%°. Jednalo se o polymer
se strukturou podobnou PK1, ktery obsahoval navic monosacharid galaktosamin, navazany
pfes stejnou tetrapeptidovou spojku. PK2 byl uréen pro 1é¢bu jaternich nadoru,
asialoglykoproteinové receptory hepatocyti totiz projevuji afinitu viéi galaktose. Klinicky
byl dale testovan (nejednalo se v§ak o fadné klinické studie jako v ptedchozich p¥ipadech,
do této predbézné studie bylo zafazeno pouze né€kolik pacientek v terminalnim stadiu
onemocnéni karcinomem prsu) konjugat s protilatkou - lidskym imunoglobulinem® -®.
Ackoliv se konjugat ukéazal velmi u€innym, jeho vyroba ve vét§im mnoZstvi je naro¢na jak

synteticky, tak i finan¢né.

2.3 Micelarni nosice 1éCiv

&3

2.3.1 Pocatky vyvoje micelarnich nosic¢u léciv

Pocatky studia polymernich micel spadaji do $edesatych let 20. stoleti. Prvni pouziti
polymernich micel jakozto nosi¢li 1é¢iv vSak bylo uvefejnéno az vroce 1984
H. Ringsdorfem a jeho kolegy64'65. Sulfidovy derivat cyklofosfamidu byl navdzan na
lysinové zbytky blokového kopolymeru PEG-block-poly(L-lysin). Pouzité 1éCivo bylo
hydrofilni, proto bylo nutné hydrofobizovat jadro micely. Z toho divodu byla na pfiblizné
50 % g-aminoskupin lysinovych zbytkd navazana kyselina palmitova. Studie byla sice
ukoncena ve stadiu in vitro testovani, ale ukazala na novou cestu ve vyvoji polymernich
nosicu lé¢iv.

V roce 1989 A. Kabanov s kolegy popsal nardst in vivo aktivity neuroseptického
1é¢iva haloperidol nekovalentné vazaného v polymernich micelach, které tvofil Pluronic®
P-85 (Pluronic® je blokovy kopolymer PEG-block—poly(oxypropylen)—block—PEG)“. Byly
pfipraveny jak nesmérované micely, tak micely smérované protilatkami. Pluronic®

. , P w I3 v roor s o s r , 167
s inkorporovanym DOX je v sou€asné dobé ve druhé fazi klinického testovani®’.

Ve stejné dobé jako A. Kabanov pfipravili M. Yokoyama a K. Kataoka s kolegy
blokovy kopolymer PEG-block-poly(L-asparagova kyselina)68'69. Cytostatikum DOX bylo

amidové navazano na vy-karboxylové skupiny hydrofobniho bloku poly(L-asparagové

20



kyseliny). Micelarni konjugat vykazoval vysokou protinadorovou aktivitu viaci
leukemickym nédorim. V soucasné dobé je micelarni systém (pod ozna¢enim NK911),
obsahujici kovalentn¢ vazané DOX (pro vazbu DOX bylo vyuZito pfiblizné 50 % -COOH
skupin) a zaroveti fyzikalné vazané DOX, zafazen do druhé faze klinického testovani’®: ",
Zda se vsak, Ze farmakologicky u¢innou latkou je pouze inkorporovany DOX, nikoliv
amidové vazany DOX, jehoz funkce je ptedeviim hydrofobizovat jadro micely a zarovefi
hydrofobnimi interakcemi poutat volné 1é¢ivo.

4 e

2.3.2 Vlastnosti micelarnich nosi¢u 1é¢iv

Velkou vyhodou micelarnich nosi¢ 1é€iv je biokompatibilni hydrofilni povrch,
chranici micelu pfed vychytavanim v RES. Micely proto mohou cirkulovat po dlouhou
dobu v krevnim fe¢isti. Této vlastnosti lze vyuzit v pfipadé protrahovaného systému, kdy
je cilem pozvolné dlouhodobé uvoliiovani léiva béhem cirkulace’®. Dalsi piednosti
micelarnich nosi¢d je moZnost pouzit lé¢iva obtiZzné rozpustnd ve vodném prostiedi

17 & ellipticin”™). Takova lé&iva jsou vézéna hydrofobnimi

(naptiklad paclitaxe
interakcemi v jadfe, hydrofilni obal pak zajistuje vodorozpustnost celého micelarniho
utvaru a zaroven i ochranu pfed biotransformaci v organizmu. Podobné jako v pfipadé
vodorozpustnych polymernich nosi¢d i zde se uplatiiuje pasivni smérovani do pevnych

nadord diky vyznamnému EPR efektu’®.

Nevyhody micelarnich nosi¢d 1é¢iv vyplyvaji z jejich dynamického charakteru. Pii
koncentraci niz$i nez je tzv. kritickd asocia¢ni koncentrace (CAC) netvoii amfifilni latky
nadmolekularni utvary - micely, ale jejich molekuly - unimery - se pohybuji samostatné
solvatované ve vodném prostfedi. I nad CAC se vSak polymer tvofici micelu nachézi
v rovnovdze s unimerem. Nevyhoda vyskytu unimerd je dvoji: Mohou byt cytotoxické
nebo mohou zplsobovat hemolyzu. Jsou totiz povrchové aktivni, mohou jako detergenty
naruSovat fosfolipidové membrany bunék. Dale je nechranénd hydrofobni ¢ast unimeru
piistupna pro zachyceni v RES. Micely jsou proto v disledku neustile se ustavujici
rovnovahy mezi unimerem a micelou vorganizmu v principidln¢ termodynamicky
nestabilnim stavu’’. Na druhé stran& vSak dynamika systému napoméhé uvoliiovéni 1égiva
a muze prispét, po uvolnéni hydrofobniho lé¢iva z jadra, k findlnimu rozpadu micely

a naslednému vylou¢eni polymeru z organizmu.
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2.3.3 Micelarni nosice lé¢iv s fyzikalné vazanym lécivem

Nejjednodussi, a proto i nejrozsifendjsi, zplisob zachyceni 1é¢iva na micelarni nosi¢
je inkorporace hydrofobniho lé¢iva do hydrofobniho jadra polymerni micely. Lé¢ivo tak
neni vazano kovalentné, ale pouze hydrofobnimi interakcemi. P¥ikladem mohou byt jiz
diive zminéné micely obsahujici Pluronic® ®'®”. Vétsinou se jedna o diblokové (A-B) nebo
triblokové (A-B-A) kopolymery (A oznauje hydrofilni polymer, B hydrofobni). Vedle
snadné pfipravy je jejich vyhodou i moznost pouzit 1é¢iva, ktera nemaji vhodné funk&ni
skupiny pro kovalentni vazbu k polymeru. Nevyhodou téchto systému je obtizna kontrola
uvoliiovani lé¢iva. Uvoliiovani 1é¢iva je zde difuzi fizeny dé&j, proto dochazi k uvoliiovani
po celou dobu cirkulace micel v krvi a nikoliv pouze v misté pozadovaného terapeutického
ucinku.

Hydrofilni bloky by mély spliiovat stejnd kriteria, jaka jsou kladena
na vodorozpustné polymerni nosice (viz kapitola 2.2.2). Vétsinou byvaji tvofeny PEG
fetézei’®. Vyhody i nevyhody PEG byly jiz diskutovany v kapitole 2.2.6.1. Vyzdvihnéme
zde pouze jejich nizky index molekularni neuniformity (Mw/ﬁn =1,05-1,2), ktery
dovoluje pfipravit micely spomémé uzkou distribuci molarnich hmotnosti, a tedy
i velikosti ¢astic. Hydrodynamicky polomér micely je jednim zhlavnich faktort
ovlivilyjicich jak dobu cirkulace, tak i schopnost micely pronikat membranami a ukladat se
v pevnych nadorech. Jako hydrofilni bloky byly, kromé PEG, také pouzity polymery
vinylového typu. Jednalo se napt. o homopolymery poly(HPMA) nebo poly(1l-vinyl-
-2-pyrrolid0n)79'80. Hydrofobni blok poly(e-kaprolakton)u, ktery obsahoval koncové -SH
skupiny, byl vyuZit jako pfenosové ¢inidlo pro radikalovou polymerizaci HPMA nebo
1-vinyl-2-pyrrolidonu8°. Nevyhodou polymeri ptipravenych volnou radikélovou
polymerizaci s pfenosem je Sir$i distribuce molarnich hmotnosti (Hw/ﬁn =1,5-2)
ve srovnani s PEG. VyuzZiti pseudoZivych radikalovych polymerizaci by v§ak mohlo vést

k odstranéni této nevyhody®'+*.

Hydrofobni blok by mél byt sloZen z netoxickych polymerd, které je moZné pfipravit
s izkou distribuci molarnich hmotnosti. Nabizi se fada moznych struktur. Velkou
nevyhodou pouzivanych polystyrenovych83 , polymethylmethakrylétonchM,
&i poly(oxypropylen)ovych®® fetézct je absence jejich biodegradace. Proto se pfi ptipravé
hydrofobnich blokd diblokovych polymert dava pfednost fetézcim obsahujicim amidové

nebo esterové vazby, které jsou enzymaticky, resp. hydrolyticky Stepitelné. Z polyesteri se
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85,86

jedna napt. o poly(L-laktid) nebo poly(e-kaprolakton) . Z polyamidi je to pak

poly(B-benzyl-L-aspartat)’> *.

2.3.4 Micelarni nosice lé¢iv s kovalentné vazanym lécivem

Vyhodou micelarnich nosi¢i obsahujicich 1é¢ivo, které je kovalentn€ navazano, je
moznost ovlivnit rychlost jeho uvoliiovani podle vyb&ru vazby a spojky mezi 1é€ivem

a polymernim fetézcem. Naopak nevyhodou je vét§i naro¢nost syntézy téchto systému.

V kapitole 2.3.1 jsme jiz popsali prvni dva navrzené micelarni systémy, obsahujici
kovalentné navazané lé¢ivo. V obou systémech 1é¢ivo nebylo vazané biodegradovatelnou
vazbou®* %5:%8:%° Mijcelarni nosi¢ PEG-block-poly(L-asparagova kyselina) byl dale pouzit
pro vazbu léiva cisplatiny®’. Autofi nepozorovali zadné uvolfiovéni lé&iva z micel.
Konjugat byl piesto cytotoxicky vu¢i nadorovym liniim (my$i B16 melanom), byt
pfiblizn¢ Sestkrat méné nez volna cisplatina. Vysvétleni cytostatické aktivity konjugatt
obecné neni snadné, je v8ak mozZné, Ze terapeuticky ucinek lé¢iva neni podminén jeho

uvolnénim z nosice, jak bylo neddvno pozorovano u konjugatu PK1%,

VétSina praci je ovSem zaméfena na systémy, umoziujici kontrolované uvoliiovani
lé¢iva. V oblasti vyzkumu vodorozpustnych polymernich nosi¢d byly nejéastéji studovany
systémy obsahujici enzymové degradovatelné spojky mezi l1é¢ivem a nosi¢em. Oproti tomu
v piipad€é micelarnich nosi¢d byla pozornost vénovana jinému zptisobu uvolfiovani 1é¢iva.
Jadra micel jsou totiz velmi malo dostupna pro aktivni mista enzymi®®. Nejv&tsi pozornost
byla proto vénovana pH-senzitivnim hydrolyticky degradovatelnym spojkam mezi 1é€ivem

a micelarnim nosi¢em. Témito systémy se budeme podrobné vénovat v kapitole 2.4.2.4.

2.3.5 Micelarni nosice vzniklé asociaci polyionti

Vys$e popsané micelarni systémy asociovaly diky hydrofobnim interakcim mezi
hydrofobnimi ¢astmi unimerd. Micely ov§em vznikaji i v disledku iontovych interakci
mezi unimery, které obsahuji ¢asti tvofené polyanionty, a unimery, které obsahuji &asti
tvofené polykationty. Ptikladem je smé&s PEG-block-poly(L-asparagova kyselina) a PEG-
block—poly(L-lysin)90. Jadro micely tvofené polyelektrolytovym komplexem je chranéno
slupkou PEG fetézcl. Micely také vznikaji interakci nabitych blokovych kopolymert
s nabitymi peptidy nebo nukleovymi kyselinami. PEG-block-poly(L-asparagova kyselina)

byl napf. pouzit pro piipravu micel s modelovym proteinem lysozymemgl. Pro komplexaci
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s DNA byly vyuzity blokové kopolymery PEG s poly(L-lysin)emgz,
poly(dimethylaminoethylmethakrylét)em93 , €l poly(ethylenimin)em94, nebo kopolymer
poly(HPMA )-block-poly[2-(trimethylammonio)ethylmethakrylat chlorid]®.

2.4 Zpisoby uvoliiovani kovalentné vazanych 1é¢iv

Smyslem navazovani léfiva na polymerni nosi¢ je predev§im dopravit lécivo
na poZadované misto v organizmu a tam zajistit jeho fizené uvoliiovani ve farmakologicky
ucinné formé. V ptipadé protinadorovych polymernich 1é¢iv je potieba, aby 1é¢ivo ziistalo
neaktivni b&hem transportu v krevnim feéisti a aby se uvolnilo z nosie ve své aktivni,
cytotoxické formé teprve po pruniku do nadorové buriky. Ve vét§iné studovanych
konjugati byva l1é€ivo navazano k polymernimu nosi¢i pfes specidlni spojku, kterd tento
narok spliiuje. K nejpouzivan€j§im vazbam patii enzymaticky hydrolyzovatelné vazby
a pH-senzitivni hydrolyticky S§tépitelné vazby. Podrobné se budeme vénovat pouze

druhému zpisobu vazby.

2.4.1 Enzymaticky degradovatelné spojky

K nejstudovanéj$im systémim patii tzv. lysosomotropni systémy, k uvolnéni 1é€iva
vyuZivaji lysosomalni enzymy, které se vyskytuji v organizmu v lysosomech bungk.
Vzhledem k vysoké specifit¢é enzymovych reakci je u takovych systémt zaji$t€no,
Ze béhem transportu v krevnim feci§ti nedochazi k uvoliiovani lé¢iva. Dojde k nému az po
pruniku do buriky v disledku ptisobeni specifického enzymu. To je dulezité pfedevsim pfi
pfipravé konjugatli s vysoce toxickymi cytostatiky, jejichZ uvoliiovani by bylo, naptiklad
v krevnim fe¢isti, doprovazeno vedlej$imi toxickymi G¢inky. Lysosomalnimi enzymy jsou
S$tépitelné peptidové, glykosidické a fosfatové vazby®’®, v oblasti vyzkumu polymernich
nosi¢d 1é¢iv vSak byly v naprosté vét§iné studovany pouze peptidové vazby. Jako
potencialni biodegradovatelné spojky byly testovany rizné a-aminokyseliny
a oligopeptidové sekvence. Po detailnim studiu polymernich substrati obsahujicich tyto
spojky byla vybrana tetrapeptidova sekvence GFLG™. Klinicky testované polymerni
nosi¢e na bazi kopolymeri HPMA, ptipadné dalsi lysosomotropni konjugéty, obsahovaly

stejnou spojku.

Lysosomotropni systémy maji oviem i nékteré nevyhody. Pfedev§im je pro uvolnéni

1é¢iva nutna pfitomnost lysosomalnich enzym?, které se v n€kterych typech bunék nemusi
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vibec vyskytovat. V neposledni fad¢ je nevyhodou i pomérmné slozitd a ndkladna syntéza

oligopeptidovych sekvenci.

2.4.2 pH-senzitivni hydrolyticky degradovatelné spojky

Dilezitou oblasti studia jsou 1 systémy pouzivajici spojky, které obsahuji
hydrolyticky degradovatelné vazby. Princip tohoto zplsobu uvolilovani IéCiva
z polymernich konjugétii vyuziva rozdili mezi pH v prostiedi krevniho fecisté (pH 7,4)
a pH v endosomech a lysosomech butiky (pH 5 - 6)*. Vazba mezi 1é¢ivem a nosi¢em ma
byt proto stabilni v pH neutrdlnim prostfedi, tzn. béhem transportu krevnim feéi§tém by
nemé€lo dochazet k uvoliiovani 1é€iva. Naproti tomu ma byt vazba hydrolyzovatelna
ve slabé kyselém prostiedi, tzn. v endosomech ¢i lysosomech nadorovych bunék, kde by
melo dochazet k relativné rychlému uvoliiovani 1é¢iva v jeho pivodni aktivni formé.
K poklesu pH vSak miZze dochéazet jiz v okoli nadorovych bunék, v extracelularnim
prostoru nadorové tkan&”’**®. V tom pfipadé postaci, aby byl konjugat dopraven pouze do
blizkosti nadorovych bun€k. V disledku poklesu pH zde dojde k uvolnéni 1é¢iva, které

vzapéti pronikne do buiiky velmi rychlym difuznim procesem.

Ve srovnani s enzymolyticky degradovatelnymi spojkami pfinaS§i pouziti
hydrolyticky degradovatelnych spojek jisté vyhody i nevyhody. Velkou vyhodou je
nezavislost na pfitomnosti enzymut pro uvoliiovani 1é¢iva a ve vétSiné piipadu i relativné
snadnéj$i a levnéj8i pfiprava. Nevyhodou je naopak Easte¢né uvolfiovani 1é€iva v krvi
v pribéhu transportu 1é¢iva k cilové tkani, k hydrolyze totiz mtize dochazet i pti pH krve.
Na druhou stranu je tfeba podotknout, Ze konjugaty cirkuluji v krvi fadové desitky minut
aZ jednotky hodin. Za tuto dobu by se v krevnim fe€isti nemélo uvoliiovat vyrazné
mnozZstvi lé¢iva. To znamena, Ze pro vybér struktur vhodnych pro pH-zéavislé uvoliiovéani
1é¢iv je mozné vybrat i takové struktury, které ¢asteéné a pomalu hydrolyzuji pfi pH krve,
rychlost jejich hydrolyzy v mirné kyselém prostiedi (prostiedi endosomil) by vSak méla byt
fadové vyssi. Hydrolyticka nestabilita systému také klade vét$i naroky na skladovani

pifipravenych preparati.

2.4.2.1 cis-Akonitylova spojka

Mezi jedno z prvnich rozsahleji studovanych pH-senzitivné hydrolyzovatelnych
spojeni lé¢iva anosie patfi pouZiti cis-akonitylové spojky. V roce 1981 W.C. Shen

a H.J.P. Ryser pfipravili konjugat poly(D-lysin)u s daunomycinem (Schéma struktury je
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znazornéno na Obrazku 2-8)%°. Syntéza probihala ve dvou krocich, v prvnim byla
aminoskupina daunomycinu acylovdna cis-akonitylanhydridem, ve druhém volny
y-karboxyl cis-akonitylové spojky reagoval s e-aminoskupinou poly(D-lysin)u
v pfitomnosti vodorozpustného karbodiimidu. Bylo zji§téno, Ze pti 37 °C v pufru o pH 5,0
se polovina navazaného lé€iva uvolnila z nosiée za 6 h, zatimco v pufru o pH 7,0 nebylo
pozorovano vyznamné uvolfiovéni ani po 4 dnech inkubace. Vysledky in vitro testl
ukazaly na vyznamnou inhibici rdstu leukemickych
bunék v porovnani s konjugatem, ve kterém bylo 1é¢ivo ? NHJ\

n

navazano pies stabilni spojku.

V dalsich letech byly studovany rizné konjugaty

daunomycinu ¢i DOX, ve kterych bylo 1é¢ivo navazano HN
pomoci cis-akonitylové spojky k riznym polymernim 0
nosi¢im. VétSinou byly pouzity pfirodni polymery, 2
zejména monoklonalni protilatky”. Jinym ptikladem / o°"

polymeru pouzitého pro konjugaci s lé¢ivem
prostfednictvim cis-akonitylové spojky je napf. alginat
(linearni kopolymer B-D-mannuronové a a-L-guluro-

nové kyseliny)'®. Ze synteticky pfipravenych nosicu

99,101

byly kromé¢  poly(D-lysin)u syntetizovany

2,1
A102,103

kopolymery HPM , vysledky biologickych testd

vSak neukazaly vyraznou protinadorovou aktivitu

ve srovnani s volnym DOX. cis-Akonitylova spojka Obrazek 2-8 Schéma struktury
konjugatu poly(D-lysin)u

s daunomycinem obsahujici
nosi¢tm (viz kapitola 2.4.2.4)104‘ cis-akonitylovou spojku

byla také vyuzita pro vazbu DOX k micelarnim

Piiprava konjugath s cis-akonitylovou spojkou neni snadna. Nezadouci je zejména
vznik dvou riznych produktl, reakce navazovani k polymernimu fetézci se totiz mohou
ucastnit obé volné —COOH skupiny. Zda se, Ze jeden z produktd neni hydrolyzovatelny,
bohuZel zatim nebyla provedena detailni studie, ktera by tento problém objasnila.
V poslednich letech byly konjugaty s cis-akonitylovou spojkou syntetizovany a testovany
jen ojedinéle. Pozornost se soustfed’uje na jiné, slibnéj§i pH-senzitivni hydrolyticky labilni

spojeni, jako je napfiklad hydrazonova vazba.
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2.4.2.2 Hydrazonova vazba

V poslednich dvou desetiletich byla pro navazovani vhodnych 1é¢iv (obsahujicich
keto nebo aldehydovou skupinu) na polymerni nosi¢e vyuzivana také hydrazonova vazba.
Léciva (pfedev§im DOX nebo daunomycin) byla vét§inou piipojena pies kratkou spojku
k monoklonadlnim  protilatkdm, pfipadné¢ k transferrinu ¢ lidskému sérovému
albuminu'®-'®. Prvni takové konjugity se datuji do roku 1990. U nékterych konjugatt
byla zjisté€na vyssi protinddorova aktivita vi€¢i pevnym nadorim nez u volného 1é&iva.
V nedavné dob¢€ dokonce skonéila I. faze klinickych zkousek prvniho takového
konjugatu®. Jednalo se okonjugat albuminu s DOX, pfi jehoz syntéze byl pouzit

(6-maleimidohexanoyl)hydrazonovy derivat DOX''°.

Zatim bylo popsano jen né&kolik konjugatd, ve kterych bylo 1é&ivo piipojeno
hydrazonovou vazbou i kjinym nosi¢im. Takové systémy byly poprvé navrZzeny
ve dvou pracich v roce 1979. V jedné studii byl model 1é¢iva piedstavovany slouéeninou
nesouci karbonylovou skupinu (cyklohexanon a 4-bromobenzaldehyd) navazan
na polyhydrazin [polyakryloylhydrazin, poly((6-(methakryloylamino)-hexanoyl)hydrazin)

a poly((4-(methakryloyloxy)-benzoyl)hydrazin)) t

. Vedruhé studii byly jiz ptipraveny
konjugaty slé¢ivem, se sulfitem streptomycinu. Polymerizovatelny hydrazonovy
derivat  lé¢iva byl pouzit pro kopolymerizaci s methakrylamidem nebo
s 2-(methylsulfinyl)ethylmethakrylatem''?. V dalsim roce byly jako potenciondlni nosice
studovany karboxymethyldextran a polyglutamat'’*. Hydrazinolyzou aktivovanych
karboxylovych skupin byly do bo¢nich fetézcti polymerd zavedeny hydrazidové skupiny,
které byly nasledn€ pouzity pro konjugaci s daunomycinem. Oba konjugaty vykazaly

zvySenou protinddorovou aktivitu in vivo vzhledem k volnému lé¢ivu (mys$i Yac lymfom).

Ackoliv vysledky biologickych testi hydrazonovych konjugati pusobily slibng€, po
mnoho dal$ich let nebyla hydrazonova vazba dale pouzivana pro vazbu lé¢iv k polymernim
nosi¢im. Pokud opomineme konjugaty s protilitkami nebo jinymi proteiny, dalsi
hydrazonové konjugaty byly pfipraveny az pocatkem 90. let 20. stoleti.

Polymerni nosi¢ poly(PEG-alt-L-lysylhydrazid) byl pouzit pro vazbu DOX*.
Molarni hmotnost (ﬁw) polymerniho prekurzoru ¢inila 47 000 a index molekulérni
neuniformity 1,5. Vzhledem k tomu, Ze byl pro pfipravu polymerniho nosi¢e vyuzit PEG
o My=2000 gmol!, vysledny polymerni nosi¢ obsahoval znaéné mnoZstvi

hydrazidovych skupin (12,6 mol.%). Na konjugat bylo proto mozné navazat pomérné velké
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mnozstvi DOX (13,5 hm.%). BohuZel nebyly publikovany Zzadné biologické studie
ptipraveného konjugatu. Jako nosi¢ streptomycinu byly pouzity poly(N-(hydroxyethyl)-
-L-glutamin) a dextran''*. Na polymerni nosi¢e aktivované 4-nitrofenylchloroformatem byl
nejprve navazan N'-(terc-butoxykarbonyl)-N’-glycyl hydrazin. Poté byly odchrangny
hydrazidové skupiny trifluorooctovou kyselinou a navazan streptomycin. Konjugat 1é¢iva
s dextranem obsahoval 11,2 hm.% lé¢iva akonjugat s poly(N-(hydroxyethyl)-
-L-glutamin)em 15,0 hm.%. V druhém pfipadé¢ byla provedena i studie rychlosti
uvolniovani 1é¢iva in vitro. Inkubovanim pti 37 °C pii pH 5,2 doslo k uvolnéni 50 % lé¢iva
za 8 h, pfi pH 7,4 se vSak lé¢ivo uvoliiovalo jen o néco malo pomaleji (30 % za 8 h).

Bohuzel opét nebyly publikovany Zadné biologické studie pfipravenych konjugatq.

Hydrazonova vazba byla dale pouzita v riznych konjugitech obsahujicich PEG
fetezce. Konjugaty s DOX byly pfipraveny ve dvou krocich'"®. Nejprve byl p¥ipraven
hydrazonovy derivat DOX, ktery obsahoval maleimidylovou skupinu. Tato reaktivni

skupina byla dale vyuzita pro vazbu k monofunkénim ¢&i bifunkénim PEG fetézcim

zakon¢enym SH- skupinou (Mw PEG fetézch &inilo 20000 g.mol™). VpH 5,0 se
poloviéni mnozstvi vazaného DOX uvolnilo za 2 h, 6 h, resp. 30 h v zavislosti na struktuie
pouzité spojky. U vSech konjugatd se pti pH 7,4 uvolnilo méné nez 10 % léciva za 48 h.
Stejné bifunkéni PEG fetézce byly pouZity i pro vazbu paclitaxelu''® a daunorubicinu''’.
Vysledky in vitro testi uvoliiovani lé¢iva ukazaly na podobné rychlosti uvolfiovani jako
v ptipadé¢ ptedchozich PEG konjugatt. U vSech tii typl konjugatl byly provedeny in vitro
testy cytotoxicity, ve kterych konjugaty prokazaly cystostatickou aktivitu. Pti interpretaci
téchto vysledki je v8ak nutna opatrnost. V priib&hu testovani totiz mize dojit k hydrolyze

hydrazonové vazby, G¢inek vysoce cytotoxického uvolnéného 1é¢iva pak vyrazné zkresli

vysledek testu.

Velkou nevyhodou vsech tii typd konjugatti, popsanych v pfedchozim odstavci, byl
velmi nizky obsah 1é¢iva. VétSina hmotnosti konjugatu byla totiz tvofena
vysokomolekularnim PEG fetézcem, 1é¢ivo bylo mozné navéazat pouze na konce linearniho

polymeru. S cilem pfekonat tato omezeni byly pfipraveny multiblokové PEG nosice' '8 11°,

Kriatké PEG fetezce (o Myw=2000 g.mol™) byly propojeny biodegradovatelnymi
oligopeptidovymi spojkami, které byly tvofeny sekvencemi EK(E) 118 hebo DPK(DP)'".
Volné karboxylové skupiny byly pievedeny na hydrazidové skupiny a déle vyuZzity pro
vazbu lé¢iva. Obsah navazaného 1é¢iva byl jiz pomémé vysoky, ¢inil 14, resp. 11 hm.%.

V in vitro podminkach se v obou pfipadech pti 37 °C v pufru o pH 5,0 uvolnilo pfiblizné
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70 % DOX a pii pH 7,4 ptiblizné 20 % lé¢iva. Oba konjugaty prokazaly protinadorovou
aktivitu vi¢i mySimu T-bunéénému lymfomu EL4, jehoz lé¢ba volnym DOX je jen velmi

malo u¢inna. Dal$im multiblokovym kopolymerim se budeme vénovat v kapitole 2.5.2.3.

Hydrazonové vazany DOX byl pouZit i v detailni studii provedené na polymernich
nosi¢ich na bazi HPMA. Jako spojky mezi lé¢ivem a nosi¢em slouzily hydrazidovou
skupinou zakonc¢ené rGzné sekvence a-aminokyselin nebo hydrazidy jinych

aminokyselin'?: 12!

. Pfi 37°C vprosttedi o pH 5,0 dochazelo k pomémé rychlému
uvoliovani DOX v zavislosti na struktufe spojky (60 — 80 % za 24 h), kdeZto v prostiedi
o pH = 7,4 se uvoliiovalo jen minimalni mnozstvi 1é¢iva (pod 10 % za 24 h). Protinadorova
aktivita testovana na my$im T-bunééném lymfomu EL4 byla vyrazné vyssi neZ aktivita
volného 1é¢ivo i nez aktivita PK1'®. Dalsi vyrazné zvy3eni terapeutického u&inku bylo
pozorovano pfi pouziti vysokomolekularniho vétveného konjugatu'?® (viz kapitola 2.5.2.2).
Piedkladana diserta¢ni prace navazuje pfedevs§im na tyto poznatky a rozviji je.
Hydrazonové vazba byla také vyuzivana v jinych systémech, nez jsou vodorozpustné

4,1 : r
104,122,123 nebo dendrlmemlm'lzs

polymerni nosi¢e. Byly pfipraveny napf. micelarni
konjugaty s DOX. Témto konjugatim se budeme vénovat v kapitolach 2.4.2.4,

resp. 2.5.2.3.

2.4.2.3 Jiné hydrolyticky labilni spojky

Jind pH-senzitivni hydrolyticky degradovatelna spojeni, nez jsou cis-akonitylova
spojka a hydrazonova vazba, byla vyuzita jen sporadicky. Byly popsany konjugaty
protilatek s difluoronukleotidy navazanymi pomoci spojky tvofené substituovanou
tritylovou skupinou'®®'?’. Vazba byla relativné stabilni pfi 37 °C pt pH 7,4 s polodasy
hydrolyzy minimalné¢ 133 h. P¥i pH 5,4 dochazelo k vyrazné rychlej$imu uvoliiovani
lé¢iva, polocasy hydrolyzy se pohybovaly mezi 2,5 — 26,5 h v zavislosti na substituci

tritylu.

Dale byla pouzita fosfamidova vazba pro vazbu protivirdlniho 1éCiva
5-jodo-2'-deoxyuridinu  5'-monofosfatu k poly(L-lysin)u'?®. Konjugat byl smérovén
do jaternich bun€k pomoci navazanych laktosovych jednotek.

Jinym piikladem je spojka obsahujici N-(benzylthiokarbamoyl)aspartyl, pomoci niz
byl daunorubicin navazan k poly[2-akrylamido-2-(hydroxymethyl)propan-1,3-diolju'?.
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P#i 37 °C byl konjugat stabilni v pufru o pH 7,4, ve slabé kyselém prosttedi dochazelo
k pomalému uvolniovani 1é¢iva (polo¢as hydrolyzy: 150 h pii pH 5,0 a 44 h pti pH 4,0).

V nedavné dobé byl pFipraven konjugat DOX s polyacetalovym nosi¢em'*’, jehoz
schematickéd struktura je znazornéna na Obrazku 2-9. Aplikovany pfistup se vSak lisi
od vSech predchozich ptipadi. Byl pouzit pH-senzitivni hydrolyticky degradovatelny
polymerni nosi¢, nikoliv hydrolyzovatelna spojka. Hmotnost polyacetalové patefe nosice
ubyvala rychleji ptfi pH 5,5 0 40 % za 1 den a pomaleji pfi pH 7,4 0 10 % za 3 dny
inkubace pii 37°C"'. A&koliv degradace nevedla kuvolnéni DOX, vznikly
nizkomolekularni derivat ptsobil cytotoxicky vuéi vybranym nadorovym liniim. Konjugat

cirkuloval déle v krevnim fecisti a vice se akumuloval v nddorové tkani ve srovnani s PK1.

(o) OH O

Obrazek 2-9 Schéma struktury polyacetalového konjugatu s DOX

2.4.2.4 Hydrolyticky degradovatelné spojky v micelarnich systémech

Hydrolyticky degradovatelné spojky v micelarnich systémech pfedstavuji
problematiku ponékud odlisSnou od systémi vyuzivajicich vodorozpustné polymerni

nosice. Proto jsou pojednany v samostatné kapitole.

Micelarni nosi¢ PEG-co-poly(L-asparagova kyselina), popsany v kapitole 2.3.1, byl
také pouzit pro navazani methotrexatu'>>''**. Na nosi¢ byly nejprve zavedeny hydroxylové
skupiny (po reakci ethanolaminu s L-asparagylbenzoatem) a nasledn¢ vyuzZity pro vazbu
lé¢iva esterovou vazbou. V in vitro testech rychlosti uvolfiovani dochazelo k velmi

pozvolné hydrolyze esterové vazby. Pii pH 7,4 se uvolnilo pouze 15 % lé¢iva za 10 dni, pfi
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pH 5,0 hydrolyza probihala je$t¢ dvakrat pomaleji. Vysledky biologickych testli dosud

nebyly prezentovany.

Na micelarni nosi¢ PEG-block-poly(D,L-laktid-co-glykolid) byl pomoci karbamatové
vazby navazan DOX'*. Tato vazba viak nebyla biodegradovatelna, k uvolnéni 1é¢iva mélo
dojit po degradaci hydrofobniho bloku. Rychlost uvoliiovani métena in vitro byla velmi
nizkd, v pH neutralnim prostiedi pti 37 °C bylo detekovano pouze 50 % uvolnéného DOX
po dvou tydnech inkubace. Dal$i nevyhodou tohoto systému byl i nizky obsah vazaného
1é¢iva (2,2 hm.%). DOX byl totiZ navazan pouze na volném konci bloku poly(D,L-laktid-
-co-glykolid). Autofi proto zménili zptisob vazby 1é¢iva. Nové vyuzili hydrazonové vazby
a cis-akonitylové spojky'®. Vv ptipadé¢ hydrazonové vazaného DOX k PEG-block-
-poly(L-laktid)u pfi pH 7,4 nedochazelo k signifikantnimu uvoltiovani 1é¢iva a pfi pH 5,0
doslo k uvolnéni 40 % za 1 den. V pt¥ipadé DOX vazaného pomoci cis-akonitylové spojky
byl profil uvoliiovani obdobny. Pti pH 5,0 sice doslo k uvolnéni 50 % DOX za 1 den,
aviak ne jako plvodniho nederivovaného 1é¢iva. Nevyhodou obou testovanych systému
byl opét nizky pocet skupin, na které bylo mozné 1é¢ivo navazat.

Hydrazonovéa vazba byla také pouzita pro navazani DOX k micelarnim nosi¢tim
PEG-co-poly(L-asparagova kyselina)'?- 1%
10) a  PEG-block-poly(allylglycidyl-

ether)'23 138 Micelarni nosi¢ PEG-block-

(schéma struktury je znazornéno na Obrazku 2-

-poly(L-aspardgova kyselina), na ktery
byly zavedeny hydrazidové skupiny, jiz
umozioval navazat vyssi obsah 1é€iva nez
umoziiovaly pfedchozi systémy. Konjugat

obsahoval 42,5 hm.% DOX. P#i pH 74

nedochazelo k vyznamnému uvolfiovani
DOX apti pH 5,0 doslo k uvolnéni 25 %

lé¢iva za 24 hodin. Pfipraveny konjugat

“NH,.HCI

vykazoval  zvySenou  protinddorovou
aktivitu oproti volnému léCivu, pfi 1é¢bé

myS$iho adenokarcinomu C26 cirkuloval Obrizek 2-10 Schéma struktury micelarniho
déle v krvi (s polo¢asem piiblizn¢ 5 h) nosi¢e PEG-block-poly(L-aspartoylhydrazid)

, « . . 1...  Skovalentné vazanym DOX
a vyrazné se akumuloval v nadorové tkani.
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Reakci dvojnych  vazeb  PEG-block-poly(allylglycidylether)u s methyl
sulfanylacetdtem a naslednou hydrazinolyzou methylesteru byly do hydrofobniho bloku
zavedeny hydrazidové skupiny, které byly dale vyuzity pro vazbu DOX hydrazonovou
vazbou'?’. Konjugat obsahoval sice pouze 3 hm.% DOX, ale principidlng bylo moZné
navazat 1é¢iva mnohem vice. Pfi 37 °C se v pufru o pH 7.4 uvolnilo 16 % lé€iva za 24 h
avpufru opH 5,0 43 % lécCiva za 24 h. Vysledky biologickych testd zatim nebyly

prezentovany.

Zavérem této kapitoly se zaméfme na profil uvolitovani 1é¢iva z micel. Nejprve
zpravidla dojde k uvolnéni uréitého mnoZstvi 1é¢iva, pak se v8ak uvoliiovani vyrazné
zpomali a s €asem se prakticky neméni (napf. v poslednim popsaném konjugétu se uvolnilo
pfi pH 5,0 za 1 den 43 % lé€iva a za 16 dni 48 %). Hydrofobni 1é¢ivo je patrné i po
hydrolyze a rozruSeni kovalentni vazby nadile poutino k hydrofobnimu jadru
hydrofobnimi interakcemi a z micely neunikd ven do polarniho prostiedi. Tato hypotéza
byla potvrzena nasledujicim pokusem: K inkubovanym vzorkim byl pfidan nadbytek
dimethylsulfoxidu, ktery zpusobil rozpad micel na jejich unimery. Teprve poté bylo
stanoveno mnozstvi uvolnéného lé¢iva. Za téchto podminek bylo pozorovano vyrazné
rychlejsi uvolfiovéani lé¢iva pfi pH 5,0 i 7,4 (75 %, resp. 10 % uvolnéného DOX za
1 den)'®. PHi pH 5,0 se uvolnilo témét veskeré navazané 1é¢ivo. Uspofadani experimentu
neumoziiuje uvolnit 100 % DOX. Zatimco v tomto in vitro pokusu miZe probihat vratna
reakce — tvorba hydrazonové vazby, v redlném in vivo systému bude uvolnéné lécivo

kontinualn€ odstratiovano z dosahu polymeru, ¢imZ se zamezi jeho zpétnému navazovani.

2.5 Smérovani polymernich 1é¢iv

Existuji rizné pfistupy, které se snazi vyfeSit problém smérovani lé¢iva ptimo do
mista poZadovaného terapeutického u¢inku, v na§em piipad¢ do nddorové tkané. Jako
nejjednodus$i mozZnost se nabizi aplikace 1é¢iva piimo do nadoru (intratumoralni
podani)'®’. Tato moznost viak ma mnoha omezeni. Nutnym pfedpokladem je piistupny
a lokalizovany nador, metodu nelze pouZit u metastazujicich nadort. Touto 1é€bou oviem
nemohou byt zasazeny vSechny nadorové buriky a navic miZe byt poSkozena i okolni

zdrava tkan nasledkem difuze 1é¢iva ven z nadoru.

Jiny pfistup vyuZiva aktivace proléfiva pisobenim vnéjSich fyzikalnich sil
v definovaném mist¢ organizmu. Neaktivni lé¢ivo (proléivo, prodrug) je distribuovano

krvi do celého organizmu. U¢innym se stane pouze v misté lokalniho ptisobeni vnéjsiho
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138,139 Na konjugat s létivem

podnétu. Piikladem je fotodynamickd terapie
(mesochlorin eg, ¢i jiné derivaty porfyrinového typu) je pusobeno UV zéfenim, které
aktivuje 1é¢ivo zajist'ujici produkci singletového kysliku toxického pro cilovou buiiku.
Jinym piikladem stimulem aktivovaného smeérovani mutze byt kombinace
termosensitivnich systémd a lokalniho ohfati nadorové tkan€. Pouzité termosensitivni
polymerni nosiGe (napf. peptidy podobné elastinu'*’, nebo kopolymery na bazi

N-isopropylakrylamidu'*'

) jsou rozpustné pti télesné teploté. V misté zvySené teploty vsak
nastava fazova separace, coz vede k tzv. depo efektu, v daném misté dochazi k akumulaci
konjugatu uvoliujiciho 1é¢ivo. Tyto metody jsou obecné limitovany dosahem a specifitou

pusobeni vnéjsiho podnétu.

Patrné nejcastéjSim zplisobem smérovani polymernich lé¢iv je vSak cileni buné¢né
specifickymi ligandy a tzv. pasivni smérovani vyuzivajici EPR efektu. Ob&ma pfistupy se

budeme zabyvat v samostatnych kapitolach.

2.5.1 Smérovani k receptorim exprimovanym na povrchu bunék

VétSina bun€k v organizmu exprimuje na svém povrchu struktury specifické pro
dany typ bun€k, které jsou schopny interagovat s vybranymi biologicky aktivnimi
molekulami, chovaji se jako jejich receptory. Pokud bude polymerni 1é¢ivo obsahovat
smérujici jednotky, které jsou schopné rozpoznat tyto receptory v membranach nadorovych
buné€k a navézat se na n€, potom muize byt takové lé¢ivo pfednostné dopraveno do mista
pozadovaného terapeutického u¢inku, tedy do nadoru a piedev§im k nadorovym butikam.
V minulosti byly studovany jako smérujici struktury zejména biologicky aktivni proteiny,
sacharidy, lektiny a protilatky. Oblast vyzkumu smérujicich jednotek se vSak v posledni
dobé dynamicky rozviji ajsou navrhovany rizné nové struktury. Vénujme se déle jen

vvvvvv

zfejme nejdulezitéj$im z nich, protilatkam a peptidim.

2.5.1.1 Protilatky

Protilatky (AtB), neboli imunoglobuliny patii mezi globularni glykoproteiny, které se
skladaji z fetdzct spojenych do tvaru pismene Y'**''3. D&li se na n&kolik tiid, v lidské
krvi je nejvice zastoupen typ IgG. V ramci téhoZ typu se AtB lisi variabilnimi doménami,
které tvofi vazebna mista pro antigeny (receptory v bunéénych membranach). AtB jsou
v organizmu produkovany B lymfocyty. Kazdy typ B lymfocytu produkuje

imunoglobuliny jiné tfidy, specifity a afinity k antigenu. Produkce protilatek urcité
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specifity se dosahuje imunizaci pokusnych zvifat, ¢imz se ziskaji tzv. polyklonalni AtB.
Obsahuji vSak smés imunoglobulini o rizné specifité, a proto hrozi nebezpeci jejich
interakce s receptory i na zdravych burikich. Pfed necelymi tiiceti lety byl objeven zpilsob
ptipravy tzv. monoklonalnich AtB'*, které jiz maji jednotnou specifitu. Jejich nevyhodou
jsou vysoké naklady na pfipravu a nestabilita (koagulace) pfi vyraznéj$i zméné pH, iontové
sily a teploty. Pfesto v8ak monoklonélni i polyklondlni protilatky ptedstavuji velmi
univerzalni formu smérujici jednotky'*’, nebot’ je mozné ptipravit AtB specifické pro
riuzné nadory.

Protilatky mohou slouzit nejen jako smérujici jednotka, ale i jako samotny polymerni
nosi¢'*. K nevyhodam téchto systémul patii nizky poc¢et molekul lé¢iva, které je mozné
navéazat na molekulu AtB, sniZeni vazebné aktivity AtB k receptoriim a né€kdy i zhor$eni
rozpustnosti konjugatu AtB s hydrofobnim l1é¢ivem. Pro praktickou aplikaci miZe pfinést
jisty problém i jejich potencialni imunogenicita.

Byla popséana fada konjugatii AtB-polymerni nosi¢-1é¢ivo, ve kterych jako polymerni

8,24,27,103, 146

nosi¢ figuruji vodorozpustné polymery , polymerni micely'"’, &i liposomy®.

Jako smérujici jednotky se vyuzivaji i fragmenty AtB, napt. Fab a F(ab),'4 14

, hebo
jejich kombinace. Tyto fragmenty stile obsahuji aktivni vazebné misto pro antigen.
Vyhodou jejich pouziti pti syntéze smérovanych systému je zejména jejich mnohem mensi
velikost ve srovnani s celou AtB a ¢asto definované;js$i struktura smérovaného konjugatu.
Velké molekuly AtB mohou totiz obtizné pronikat do nadord, které maji nedostate¢né
vyvinuty cévni systém'®’. Spojenim dvou Fab fragmentl, pochézejicich z riznych
protilatek, je mozné pfipravit tzv. diabody. Ziskana smérujici jednotka je specificka pro
dva rtzné receptory téZe buriky, ¢imz se zvySuje jeji afinita. Smérovani konjugatu pomoci

diabody pak mize byt u&inngjsi nez smérovani pivodnimi Fab fragmenty'>'.

2.5.1.2 Peptidy

V souvislosti s vybérem vhodnych smérujicich struktur s vyraznou specifitou
a afinitou k cilovym receptorim je v sou¢asnosti stale vét§i pozornost vé€novana peptidiim
a zvlasté oligopeptidim jako alternativé k protilatkdm. Jsou mnohem menSi nez fragmenty
protilatek, maji pfesné definovanou strukturu a navic nejsou vychytdvany v RES, jsou
chemicky stabilni a relativné snadno derivatizovatelné'>2. Vyuziti peptidi jako smérujicich
struktur maze byt rizné. Podobné jako v piipadé monoklonédlnich AtB, lze ziskat peptidové

sekvence, které se vyznaduji specifickou afinitou k nékterym receptorim vyskytujicim se
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na povrsich vybranych nadorovych bunék. K vybéru vhodnych sekvenci je vyuZivana

predevsim tzv. phage-display metoda' .

Neékteré peptidy mohou byt pouzity, kromé smérovani k bunéénym receptorim
specifickych nadorovych linii, i ke smérovani do nadorové vaskulatury, k endotelidlnim
burikdm cév vyzivujicich nador'>’. V pevnych nadorech totiz probiha angiogeneze,
pomérné rychla tvorba novych cév. Endotelidlni buriky, které jsou soucasti tohoto procesu,
exprimuji specifické integriny obsahujici receptory citlivé via¢i urlitym peptidovym
motiviim, plsobicim jako jejich inhibitory (napf. sekvence RGD). Inhibice déleni
endotelialnich bun€k pfispiva k zamezeni tvorby novych cév a vyzivovani nadoru. Tyto
oligopeptidové sekvence mohou byt, diky specifi¢nosti své interakce, pouzity pro
smérovani cytostatik do endothelia nadoru. Jejich antiangiogenni u¢inek v kombinaci

s cytotoxickym u€inkem lé¢iva tak muiiZe vést k eliminaci nadoru.

Zatim bylo publikovano jen malo praci vénovanych polymernim nosi¢im, které by

byly takto sm&rovany'>*-'*®. V budoucnosti viak Ize odekavat velky nardst zajmu, i pfes

wew7s

2.5.2 Pasivni smérovani - EPR efekt

Princip pasivniho smérovani makromolekul do pevnych nadori zaloZeny na EPR
efektu jiz byl vysvétlen na konci kapitoly 2.2.3. Zde bude pozornost blize zamétena na
pfipravené systémy, které tohoto efektu vyuZzivaji. Poprvé byl EPR efekt popsan
u konjugatu SMANCS®, a poté i u dalsich polymernich nosii 16&iv** 1° ® Podrobna studie
byla provedena i pro kopolymery HPMA. V jejich piipadé byl sledovan vliv molarni
hmotnosti kopolymeri (Mw od 22 000 do 778 000 g.mol']) na biodistribuci a zejména na
akumulaci v pevnych nadorech'®. Jiz kopolymery snejmensi molarni hmotnosti se

vyrazné akumulovaly v nadorech, s rostouci hmotnosti pak rostla i mira akumulace.

Pouziti vysokomolekularnich konjugatd tvofenych biologicky nedegradovatelnymi
polymernimi fet€zci brani omezeni, které je dané limitem rendlni filtrace (viz uvod
kapitoly 2.2.6). Zopakujme, Ze takové konjugaty nemohou byt dostate¢né rychle vylouceny
z organizmu mo¢i ptes ledviny a pfi jejich pouziti jako nosi¢t 1é€iv by mohlo dojit k jejich
nezadouci akumulaci. Aby mohly byt vysokomolekularni konjugaty pro tyto Gcely pouZity,

musi obsahovat biodegradovatelné spojky propojujici polymerni fetézce o molarnich
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hmotnostech nizsich, nez je limit rendlni filtrace. Degradaéni produkty, tvofené kratkymi

polymernimi fragmenty, pak mohou byt po splnéni funkce nosice 1é¢iv vylouceny z téla.

Zatim bylo publikovano jen velmi malé mnoZstvi praci, které by byly vé€novany
jinym systémiim, neZ jsou micelarni nosi¢e nebo konjugéty s AtB. Do zna¢né miry se vSak
jednalo o modelové systémy, u kterych se teprve v budoucnu ukaze, zda jejich vyvoj je

slepou uli¢kou, ¢i naopak slibnou cestou.

2.5.2.1 Konjugaty s protilaitkami

Protilatky maji vysokou molarni hmotnost, napf. pro typ IgG je My ptiblizn¢
150 000 g.mol™. Proto se u AtB smérovanych konjugati vyznamné uplatiiuje, kromé
specifického smérovani (viz kapitola 2.5.1.1.), i EPR efekt. Vliv jednotlivych zpisobd
smérovani na zvySeni protinddorové aktivity téchto konjugati lze jen tézko odliSit,
zejména u polyklonalnich protilatek. Velkou nevyhodou konjugati s AtB je nizky obsah
lé¢iva vzhledem k celkové hmoté konjugatu. Casto také dochazi k tvorbé vétvenych
struktur, pro které jsou charakteristické velmi vysoké molarni hmotnosti a $iroka distribuce

molarnich hmotnosti.

2.5.2.2 Biodegradovatelné vétvené kopolymery

Poprvé syntetizované vysokomolekularni vétvené polymer - DOX konjugaty

obsahovaly fetézce PK1, které byly spojeny spojkou degradovatelnou lysosomalnimi

enzymy. Vé&tvené konjugaty (o My od 160000 do 1200 000 g.mol™) byly ptipraveny
kopolymerizaci s piidavkem vétviciho c¢inidla NN -bis(N-methakryloylglycylphenyl-
alanylleucyl) ornithinu'®'. Takovéto konjugaty se vyznaGovaly velmi Sirokou distribuci
molarnich hmotnosti. In vitro provedeny test degradace konjugati inkubovanych
v pfitomnosti tritosomd ukazal na jejich pomérné rychlou degradaci na kratké polymerni
fragmenty. VSechny konjugaty byly roz$tépeny béhem 30 h. Slibn¢ se jevily i vysledky
in vivo pokust. Vétvené konjugaty cirkulovaly déle v krvi a vice se akumulovaly v nddoru

(lidsky karcinom vajecniku OVCAR-3)'%?, nezli jejich linearni analoga.

Jiny typ polymer - DOX konjugéatu na bazi HPMA obsahoval také spojku tvofenou
dvéma GFLG sekvencemi, avSak 1é¢ivo bylo navazano pH-senzitivni hydrazonovou
vazbou'?’. Vétveny konjugat byl pfipraven nasledovng: Nejprve byl ziskan vétveny

kopolymer reakci ethylendiaminu s ¢asti reaktivnich 4-nitrofenoxy skupin polymerniho
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prekurzoru. Poté byly hydrazinolyzou zbylych reaktivnich skupin zavedeny do struktury

polymeru hydrazidové skupiny, na které bylo dale navazdno lécivo. Konjugat
o My=115000 g.mol'1 byl v in vitro prostiedi degradovan kathepsinem B na fragmenty

o M= 43000 g.mol” béhem 5 dni. Dale bylo prokazano, ze vysokomolekularni konjugét

wewr

lymfom EL4).
Nevyhodou obou ptikladd vétvenych konjugatli je pomérné S§iroka distribuce
molarnich hmotnosti (HW / Mp=3- 7) a $patna reprodukovatelnost piipravy konjugatt

o stejné molarni hmotnosti.

2.5.2.3 Biodegradovatelné multiblokové polymery

Pfistup vyuzZivajici propojeni polymernich fetézci biodegradovatelnymi spojkami byl

pouzit i pro PEG polymerni nosi¢e. Hlavni fetézec multiblokovych PEG polymert byl

tvofen nedegradovatelnymi kratkymi linearnimi PEG fetézci (napf. o M =2 000 g.mol™).
Konce fetézch byly spojeny biodegradovatelnymi spojkami, na které bylo dale pfipojeno

lé¢ivo, pfipadné smérujici jednotka.

Prvni pfipravené multiblokové polymery obsahovaly enzymové degradovatelné
spojky mezi PEG fetézci, modelové 1é€ivo 4-nitroanilin bylo rovnéZz navazano pfes
enzymaticky degradovatelnou oligopeptidovou spojku'®®. Rychlost degradace kathepsinem
B byla v Sirokém rozsahu fizena vybérem aminokyselin, ze kterych se spojka skladala.
V dalSich pracich bylo modelové lé¢ivo nahrazeno DOX, konjugat prokazal vyssi
protinadorovou aktivitu nez volné 1é&ivo (mysi kolorektalni karcinom C26)'®*. Protilatkami
smérované konjugaty tohoto polymeru byly také uéinné in vivo (my$i T-bun&ény lymfom
EL4)'%°. Nedavno byly pfipraveny konjugaty obsahujici DOX vazany k polymeru
hydrolyticky Stépitelnou vazbou''®. Rovnéz byly ptipraveny blokové kopolymery PEG

obsahujici v hlavnim fetézci hydrolyticky degradovatelné esterové vazby'®, nebo

119

obsahujici enzymové i hydrolyticky degradovatelnou pentapeptidovou spojku "°. Molarni

hmotnosti (Mw) pfipravenych multiblokovych polymerti dosahovaly pfiblizné
40 000 g.mol ™.

vvvvvv

roubovanych kopolymerid byla tvofena multiblokovym kopolymerem na bazi poly(PEG-

168

-alt-ester-karbonat)u Tento kopolymer je biodegradovatelny, ve fyziologickém
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prostiedi doslo béhem 24 h k uplné hydrolyze kopolymeru na PEG a oligomerni produkty.
Bo¢ni fetézce roubovanych kopolymerii byly sloZzeny z PEG fetézci, na jejichZ konec byl

amidovou vazbou navazan DOX pies GFLG spojku. Podafilo se pfipravit

vysokomolekularni konjugaty (ﬁw= 100 000 a 190 000 g.mol'l), ty vSak byly obtizné
rozpustné a obsahovaly jen malé mnoZstvi vazaného DOX (pfiblizn€¢ 4 hm.%). Patrné
z téchto diivodi zadny z konjugat neprokazal protinadorovou aktivitu (melanom B16F10

a leukemie L1210).

2.5.2.4 Hybridni systémy tvoifené vodorozpustnymi polymery a dendrimery

Jiny pfistup feSici pfipravu vysokomolekularnich konjugatd vyuzivd kombinace
linedrnich polymernich nosi¢d s dendrimery. NavrZeny byly hvézdicovité konjugaty,

asymetricky substituované dendrimery a dendronizované linearni polymerni nosice.

Ve hvézdicovitych systémech dendrimer slouZil jako stfed hvézdy, na ktery byla
pfipojena ramena tvofena linearnimi polymery. PANAM dendrimer (G4) byl napt. vyuzit
pro vazbu semitelechelického kopolymeru na bazi HPMA, ktery jiz obsahoval
amidové véazany DOX pfes GFLG sekvenci'®. Ptipraveny hvézdicovity konjugat
o Mw=150 000 g.mol”' s pom&mé uzkou distribuci molarnich hmotnosti (HW / M, = 2,3)
byl tvofen piiblizn€ 11 polymernimi rameny. V prvotni studii, kterou publikace byla,
konjugat prozatim neobsahoval biodegradovatelné spojky, v dal$ich pfipadnych studiich by
vSak jiz nemé€ly byt opomenuty. In vitro testy uvoliiovani DOX v pfitomnosti kathepsinu B
ukazaly na velmi pozvolné uvoliiovani 1é€iva oproti referenéni PK1. Pomémé kompaktni
struktura hvézdicovitého konjugatu ziejmé brani pfistupu enzymu k lé¢ivu. Provedené
testy cytotoxicity ukazaly nizkou inhibici ristu nddorovych bun€k. Bohuzel zatim nebyly
provedeny testy protinadorové aktivity konjugatu v in vivo podminkach. I ptes uvedené

nevyhody je tento konjugat zajimavym a slibnym systémem vyuzivajicim EPR efekt.

Jinym piikladem hvézdicovitého konjugatii je t¥iramenna hvézdice'?*, jejiz stfed byl
tvofen trojfunkéni molekulou, ramena byla sloZzena z PEG fetézci. Na vné&j$i konec
kazdého PEG byl pfipojen polyesterovy dendron (G2). Kazdy dendron nesl ¢&tyfi
hydrazidové skupiny, které byly vyuzity pro vazbu DOX hydrazonovou vazbou. Konverze
hydrazidovych skupin probé&hla z 50 %, zbyvajici funkéni skupiny byly zfejmé stéricky
branéné. Molarni hmotnost konjugitu ziskand pomoci MALDI-TOF MS ¢inila

27200 g.mol” a distribuce molarnich hmotnosti byla velmi tizka. Predb&zné biologické
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in vivo testy ukazaly prodlouzenou dobu cirkulace konjugétu v krvi'?. Lze proto o&ekavat,
Ze se jej dostane do nadorové tkané vice, nez v piipadé klasickych dendrimernich nosi¢a.
Nevyhodou piipraveného konjugatu byla opét absence biodegradovatelnych ¢asti hvézdice.

Také molarni hmotnost hvézdice nebyla pfili§ vysoka pro vyraznéjsi uplatnéni EPR efektu.

Asymetricky substituované dendrimery (autory nazvané ,bow-tie“ — motylek,

vazanka) byly sloZeny z polyesterovych dendrimerd (G1 — G3), na jejichZ jeden dendron

byly navazany PEG fetézce (sz 5000 - 20000 g.mol™)'™. My pfipravenych
hybridnich systémii se pohybovala mezi 20 000 a 123 000 g.mol' v zavislosti na pouZité
generaci dendrimeru a délce fetézce PEG. Ve vSech piipadech se jednalo o systémy
s uzkou distribuci molarnich hmotnosti (pfiblizné Moy / My = 1,1). V ptedbéznych in vivo
testech bylo zjiSténo, Zze vSechny konjugaty déle cirkulovaly v krvi a vyrazné se ukladaly
v pevném nadoru (melanom B16F10). Prozatim se jednalo o modelovy systém, konjugat
s vhodnym lé¢ivem dosud nebyl ptipraven. Jejich velkou nevyhodou vsak ziejmé bude
nizky obsah navazaného léCiva. Pfipravené systémy totiz obsahovaly jen maly pocet

skupin vhodnych pro vazbu l1é¢iva.

Poslednim studovanym systémem byly dendronizované linearni polymery. Jednalo
se o analogii roubovanych kopolymerti. Na nosny fetézec byly ,,naroubovany“ dendrony.

Patef polymerniho nosi¢e byla tvofena nedegradovatelnym poly(4-hydroxystyrenem)'”!
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nebo biodegradovatelnym y-substituovanym polykaprolaktonen . V prvnim ptipadé

byly pfipraveny dva vysokomolekularni dendronizované linearni polymery

svelmi uzkou distribuci molarnich hmotnosti. Polymer pfipraveny z ptivodniho
polymeru o M= 4800 g.mol™ a pfi rastu dendrimerni vétve do generace G3 dosahl
M= 95000 g.mol” bez rozsifeni distribuce molarnich hmotnosti (Ew/ My = 1,08).
Polymer pfipraveny z ptivodniho polymeru o M= 10400 g.mol™" a p#i riistu dendronu do
generace G3 dosahl M= 112 000 g.mol” a Hw/ﬁn =1,02. V druhém piipadé byl
ptfipraven dendronizovany polymer o M= 80 000 g.mol'1 a Mw/ My = 1,2 (pivodni
polymer mél Myw=12300 g.mol", M. / M= 1,04; rist dendronu probéhl do G4). Tento

polymer byl stabilni v kyselém prosttedi (pH 5,0; 37 °C). Oproti tomu s rostouci bazicitou
prostiedi rostla i rychlost degradace. Zatimco pfi neutralnim pH byl polocas rozpadu
16 dni, pfi pH 9 ¢&inil 2,5 dne. V obou pfipadech byla v ptedbéznych in vivo testech zjisténa

— . 17
prodlouzena doba cirkulace v krvi' .
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Stejné jako u vyse popsanych asymetricky substituovanych dendrimerti i v pfipadé
dendronizovanych linearnich polymeri se jednalo o modelovy systém, polymerni nosice
nenesly zadné 1é&ivo. Navazani 1é¢iva totiz muze vyrazné zménit farmakokinetiku celého
systému, konjugat s lé¢ivem se napf. miize vice akumulovat v n€kterych orgénech. Proto
lze jen tézko odhadovat, zda budou tyto konjugaty puasobit protinadorové. Nespornou
vyhodou dendronizovanych linedrnich kopolymerd oproti asymetricky substituovanym
dendrimerim je dostateény pocet funk&nich skupin, na které je mozné navazat 1é¢ivo,

piipadné smérujici jednotku.

2.5.2.5 Micelirni systémy

Jinym pfistupem jak vyuzit EPR efektu ke smérovani 1é¢iv do pevnych nadort je
pouziti nadmolekuldrnich systému, polymernich micel. V pfipadé¢ micel, kdy se jedna
o dynamicky systém sloZeny z relativné malych unimert, neni principialné nutné uvazovat
o biodegradabilit¢ celého polymeru, protoZe k vylouéeni polymeru (nosi¢e) z organizmu
muze dojit po uvolnéni léCiva a rozpadu micely na unimery. Kritické micelarni
koncentrace polymernich micel jsou vSak ¢asto nizké a rozpad micely na unimery je tedy
pomaly. Proto je vhodné pouzit biodegradovatelné micely, nebo pfesnéji, pouZit k ptiprave
micel blokovy kopolymer, jehoz alespoii jeden blok je degradovatelny. Proto byvaji
pro studie micelarnich systému pfipravovany blokové kopolymery, jejichZ hydrofobni ¢ast
je tvofena biodegradovatelnymi polymery (viz kapitola 2.3.3). Jiné pfistupy byvaji
navrhovany jen zfidka. Piikladem nového pfistupu miZe byt nedavno publikovany
micelarni systém nesouci hydrazonovou vazbou vazany DOX. Tento systém vychazi
z pfedstavy, Zze v endosomech nadorovych bunék dochazi v disledku kysele katalyzované
hydrolyzy k uvolnéni hydrazonové vazaného hydrofobniho DOX, a tim i k vyrazné
hydrofilizaci pivodné hydrofobniho bloku, coZ vede k rozpousténi polymeru a rozpadu

micel'?.
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3. Cile diserta¢ni prace

Hlavnim cilem této disertaéni prace je pfiprava a studium vlastnosti vodorozpustnych

polymernich nosi¢a 1é¢iv na bazi kopolymert HPMA umozZiiujicich pH-fizenou aktivaci

lé¢iva. Zna€nad pozornost je soustfedéna na vyvoj polymernich nosi¢t pro ,,pasivni“

smérovani cytostatik do pevnych nadorti. Prace ov§em nema byt pouze teoretickou studii,

jeji nedilnou souéasti je i spoluprace s Mikrobiologickym tstavem AV CR pfi biologickém

testovani pfipravenych lé¢iv a vyuziti téchto vysledkd pti navrhu a optimalizaci struktur

nové generace lé¢iv vhodnych k pouziti v humanni medicing.

1.

Piedpokladem k dosaZeni cile je vyfeSeni ¢tyf okruhi otazek:

Pfiprava a studium vlastnosti polymernich nosi¢t 1é¢iv nesoucich hydrazidové skupiny
a) syntéza polymernich prekurzori nesoucich hydrazidové skupiny a jeji optimalizace
b) syntéza polymer - DOX konjugati a studium jejich vlastnosti v zavislosti

na struktufe pouzitého polymerniho prekurzoru.

Pfiprava a studium vlastnosti polymernich nosi¢i 1é¢iv obsahujicich zaporné, nebo

kladné nabité skupiny

a) syntéza polymernich prekurzorti nesoucich hydrazidové skupiny a nabité funkéni
skupiny

b) syntéza polymer - DOX konjugatti a studium jejich vlastnosti v zavislosti na jejich

struktufe

Ptiprava a studium vlastnosti polymernich nosi¢t 1é¢iv obsahujicich hydrofobni

substituenty

a) syntéza polymernich prekurzori nesoucich hydrazidové skupiny a hydrofobni
substituenty

b) syntéza polymer - DOX konjugati, studium jejich uspofadani do nadmolekuléarnich

struktur a studium jejich vlastnosti v zavislosti na jejich strukture

Piiprava a studium vlastnosti biodegradovatelnych roubovanych polymernich nosicii

1é¢iv

a) syntéza vysokomolekularnich polymernich prekurzori, obsahujicich enzymolyticky
degradovatelné spojky, a jeji optimalizace

b) syntéza biodegradovatelnych vysokomolekularnich polymer - DOX konjugati

a studium jejich vlastnosti
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4. Experimentalni cast

4.1 Syntetické postupy

4.1.1 Pouzité chemikalie

Vsechna ¢inidla a vychozi latky pouzité v této praci byly od firem Sigma, Fluka nebo
Aldrich. 2,2-azobis(isobutyronitril) byl dvakrat rekrystalovan z methanolu (bod téani
(b.t.) 103 °C). Doxorubicin hydrochlorid byl zakoupen od firmy Meiji Seika.
2,4,6-Trinitrobenzen-1-sulfonova kyselina (TNBSA) byla zakoupena od firmy Serva.
Methakryloylchlorid byl té€sné pred pouzitim predestilovan s pfidavkem inhibitoru
oktylpyrokatechinu (bod varu (b.v.) 95 - 96 °C). Dodecylmethakrylat (DDM) byl zakoupen
od firmy Merck, tésné pied pouzitim byl pfedestilovan za snizeného tlaku na olejové lazni
s pfidavkem inhibitoru difenylpikrylhydrazylu (b.v. 160 °C). 1-amino-2-propanol byl
destilovan za snizeného tlaku (b.v. 67 °C/ 2000 Pa). Dimethylformamid (DMF) byl suSen
P,0s a destilovan za snizeného tlaku (b.v. 61 °C/ 2000 Pa). Dimethylsulfoxid (DMSO) byl
suSen nad molekulovymi sity Merck 4A adestilovan za snizeného tlaku (b.v. 76 °C/
2000 Pa). Ostatni rozpoustédla byla suSena bezvodym siranem sodnym a nasledné

destilovana.

4.1.2 Priprava monomeri

Cistota monomerti byla kontrolovana pomoci TLC (kapitola 4.2.3.1), HPLC
(kapitola 4.2.3.2) a "H-NMR (kapitola 4.2.5).

4.1.2.1 Ptiprava N-(2-hydroxypropyl)methakrylamidu (HPMA)

N-(2-hydroxypropyl)methakrylamid byl pfipraven acylaci 1-aminopropan-2-olu
methakryloylchloridem v dichlormethanu (DCM) (schéma syntézy viz Obrazek 4-1y° 0

CH, NH, CH,
H,C + ————  HC
o OH  -HCI 0
cl CH, H
HO
CH,

Obrazek 4-1 Schéma syntézy N-(2-hydroxypropyl)methakrylamidu
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Vznikajici HCl byl odstrafiovan zreakéni smési pomoci Na,COs;. B.t. 70 °C.
Elementarni analyza: vypoéteno 58,72 % C, 9,15 % H, 9,78 % N; nalezeno 58,98 % C,
9,18 % H, 9,82 % N.

4.1.2.2 Priprava 6-(methakryloylamino) hexanové kyseliny (MA-eAhx-OH)

3,29 g (0,025 mol) 6-aminohexanové kyseliny a 1,00 g (0,025 mol) NaOH bylo
za michani a chlazeni na 4°C rozpusténo v 15 ml destilované vody. Z délicich nadob bylo
postupné pfidano 2,62 g methakryloylchloridu (0,025 mol, 2,5 ml) a roztok 1,00 g NaOH
(0,025 mol) v 7,4 ml vody tak, aby pH zistavalo v rozmezi 7 — 9. Po pfidani vSech
reaktantli byla reakéni smés 15 minut michana pfi 4 °C a 1 h pfi laboratorni teploté. Poté
byla smés okyselena pomoci HCI (1 : 1) na pH = 2. Produkt byl vytfepan do ethylacetatu
(5x). Organicka faze byla zbavena vody pfidavkem bezvodého siranu sodného a po filtraci
vakuové zahusSténa. Produkt byl krystalizovan i rekrystalizovan ze smési ethylacetat :
diethylether 2 : 1. VytéZek reakce: 2,61 g (52 %). B.t. 44 —45 °C. Elementarni analyza:
vypocteno 60,28 % C, 8,60 % H, 7,03 % N; nalezeno 60,06 % C, 8,10 % H, 6,79 % N.

TLC: aceton, Rf = 0,75. Schéma syntézy je znazornéno na Obrazku 4-2.

CH, NH, CH,

H,C + — =  HC

0 -HCI fo)
Ci HN
(o]
HO

(o]

OH

Obrazek 4-2 Schéma syntézy 6-(methakryloylamino)-hexanové kyseliny

4.1.2.3 Ptiprava 4-nitrofenyl 6-(methakryloylamino) hexanoatu (MA-eAhx-ONp)

2,40 g 6-(methakryloylamino)-hexanové kyseliny (0,012 mol) a 1,68 g
4-nitrofenolu (0,012 mol) bylo rozpustétno v 22 ml cerstvé piedestilovaného DMF.
Po ochlazeni na -10 °C byl za michani postupné do reakéni smési pfidan roztok 2,74 g
(0,013 mol) konjugaéniho €inidla N,N’-dicyklohexylkarbodiimidu (DCC) v 5,0 ml DMF
areakéni smés byla michdna 1 h pti -10°C a 20 h pti 4°C. VylouCend
dicyklohexylmocéovina (DCU) (b.t. 226 °C) byla odfiltrovana na frit¢ S4. Reakéni smés

byla vakuove za sniZzeného tlaku zahusténa na visk6zni olej, po jehoZ ochlazeni byl ziskan
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krystalicky produkt. Produkt byl ¢istén krystalizaci ze smési chloroform : hexan 2:1
arekrystalizaci ze stejné smési. Vytézek reakce: 2,39 g (62 %). B.t. 75-76°C.
Elementarni analyza: vypoéteno 60,00 % C, 6,29 % H, 8,75 % N; nalezeno 60,19 % C,
6,44 % H, 8,74 % N. TLC: ethylacetat, Rf = 0,75. Schéma syntézy je znazornéno na
Obrazku 4-3.

CH, OH CH,
H,C DCC H,C
o+ e (o}
HN -H;0 HN
0?"~o-
(o} (o}
OH o}

o=r\’
o
Obrazek 4-3 Schéma syntézy 4-nitrofenyl 6-(methakryloylamino) hexanoatu

4.1.2.4 Priprava N’ -(terc-butoxykarbonyl)-N2 -(6-(methakrylamido)hexanoyl)
hydrazinu (MA-géAhx-NHNH-Boc)

8,37 g 6-(methakryloylamino) hexanové kyseliny (0,042 mol) a 5,55 g terc-butyl-
karbazatu (Boc-hydrazinu) (0,042 mol) bylo rozpusténo v 85 ml Cerstvé predestilovaného
tetrahydrofuranu (THF) (Boc je zkratka pro ferc-butoxykarbonylovou skupinu).
Za michani a chlazeni na -18 °C byl postupné¢ do reakéni smési pfikapavan roztok 9,53 g
DCC (0,046 mol) v 10 ml THF a reakéni smés byla michédna pfi této teploté 1 h a poté 20 h
pfi 4 °C. Vylou¢ena DCU byla odfiltrovana na frit¢ S4 a filtrat odpafen na vakuové
odparce. Odpafteny filtrat byl rozpustén v 120 ml ethylacetatu a zbyla volné kyselina byla
odstranéna vytfepavanim do 2 % NaHCO;. Ethylacetatova faze byla poté vysuSena
bezvodym Na,SO; a sudidlo bylo odstranéno filtraci. Produkt byl ¢istén krystalizaci ze
smési ethylacetat — hexan a rekrystalizaci ze stejné smési. Vytézek: 6,06 g (46 %). B.t.
110 - 114 °C. Elementarni analyza: vypoéteno 57,70 % C, 8,33 % H, 13,46 % N; nalezeno
58,66 % C, 8,84 % H, 13,16 % N. TLC: ethylacetat : methanol 9: 1; Rf = 0,8. 'H-NMR
300 MHz ((CD3),SO, 330K): 61,29 m, 2H (CH»(CH;),-N); & 1,38 s, 9H ((CHs)3-C);
81,40-1,54m, 4H (CH,CH,CH,CH,-N); 81,95m, 3H (CH;-C=C); 82,17 t, 2H
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(CO-CHy); 63,26 m, 2H (N-CH,); & 3,91 br, 2H (NH>); 6 5,26 a 5,60 d, 2H (CH,=C);
36,10 br, 1H (NHNH;); 67,68 br, 1H (NH-CH;). Schéma syntézy je znazornéno
na Obrazku 4-4.

CH, /NH, pce CH,
H,C + HN —_— H,C
:Szo (o] -H,0 :;O
H (o) HN
CH,
CH, CH,
(0] (o]
OH NH
HN/
\o
(o]
>vCH3
CH, CH,

Obrizek 4-4 Schéma syntézy N/ -(terc-butoxykarbonyl)—N2 -(6-(methakrylamido)hexanoyl)
hydrazinu

4.1.2.5 Priprava (6-(methakryloylamino) hexanoyl)hydrazinu (MA-¢Ahx-NHNH,)

5 g methyl 6-aminohexanoat hydrochloridu (0,028 mol) a 9,5 ml diisopropyl-
ethylaminu (0,055 mol) a ptiblizné 20 mg oktylpyrokatechinu bylo pfi laboratorni teploté
rozpu$téno v 35 ml DCM a ochlazeno na 0 °C. K michanému chlazenému roztoku bylo
postupné ptikapavano 2,82 g methakryloylchloridu (0,027 mol, 2,6 ml) v 5 ml DCM. Po
nadavkovani celého objemu byla smés jest¢ 0,5 h michana pfi 0 °C a 2 h pfi laboratorni
teploté. Nezreagovany diisopropylethylamin a vodorozpustné produkty byly odstranény
vytfepavanim z ethylacetatu do 2 % NaHCO;. DCM faze byla poté vysusena bezvodym

Na,SOy, zfiltrovéana a rozpoustédlo odpateno.

Olejovita kapalina obsahujici meziprodukt methyl 6-(methakryloylamino) hexanoat
byla rozpusténa v 16 ml methanolu, do intenzivné michaného roztoku byly pfi laboratorni
teploté pfidany 4 ml hydrazin hydratu (0,082 mol). Prub&h reakce byl kontrolovan pomoci
TLC. Po 4 h byla reakéni smés odpafena na vakuové odparce za vakua vodni vyvévy,
olejovitd kapalina byla natedéna methanolem a reakéni smés znovu odpafena. Tento
postup byl nékolikrat opakovan, dokud se po odpafeni neobjevil krystalicky produkt.
Produkt byl ¢istén krystalizaci a rekrystalizaci z ethylacetatu. Vytézek: 3,84 g (65 %). B.t.
80 - 81 °C. Elementarni analyza: vypodéteno 56,32 % C, 8,98 % H, 19,70 % N; nalezeno
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56,27 % C, 8,88 % H, 19,75 % N. TLC: ethylacetat : methanol 5 : 1; Rf = 0,2. 'H-NMR
300MHz (CDCl;, 297K): 81,35m, 2H (CHy(CH;)-N); 61,50-1,69m, 4H
(CH,CH,CH,CH,-N); 6 1,95 m, 3H (CH3); 8 2,17 t, 2H (CO-CHy); 8 3,26 m, 2H (N-CH,);
83,91 br, 2H (NH,); 8 5,30 a 5,67 d, 2H (CH,=C); 8 6,10 br, 1H, (NHNH,); 6 7,45 br, 1H
(NH-CH,). Schéma syntézy je znazornéno na Obrazku 4-5.

CH, NH, CH;  NH,NH,H,0 3
H,C + —> HC ——» HC
0 -HCI (o] (o]
cl HN HN
)
0
\
CH,
o o
0 NH
/ /
CH, NH,

Obrazek 4-5 Schéma syntézy (6-(methakryloylamino) hexanoyl)hydrazinu

4.1.2.6 Priprava cholesteryl 6-(methakryloylamino) hexanoatu
(MA-gAhx-cholesteryl)

17-(1,5-Dimethyl-hexyl)-10,13-dimethyl-2,3,4,7,8,9,10,11,12,13,14,15,16,17-
-tetradekahydro-1H-cyklopenta[a]phenanthren-3-yl ~ 6-(methakryloylamino)  hexanoat
(MA-eAhx-cholesteryl) byl piipraven reakci 6-(methakryloylamino) hexanové kyseliny
(MA-¢Ahx-OH) s cholesterolem v ptitomnosti DCC v THF. (Schéma syntézy viz Obrazek
4-6).

250 mg MA-eAhx-OH (1,26 mmol) a 456 mg cholesterolu (1,26 mmol) bylo
rozpus$téno v 3,75 ml Cerstvé predestilovaného THF. 1,2 molarni nadbytek DCC (311 mg,
1,51 mmol) byl rozpustén v 0,75 ml THF, do roztoku bylo ptfidano né€kolik krystalkd
N,N’-dimethylaminopyridinu. Oba roztoky byly ochlazeny na —18 °C. Po 1 h po ochlazeni
byly roztoky slity a reakéni smés byla ponechana 1 h pfi —18°C a 16 h pfi 4 °C.
Nezreagovany DCC byl odstranén reakci s 50 pl koncentrované kyseliny octové za
michani pfi laboratorni teploté. Za 0,5 h byla vylou¢ena DCU odstranéna filtraci, THF byl
odpafen a produkt rozpustén v ethylacetatu. Zbytky vylou¢ené DCU byly opét odstranény
filtraci. Nezreagovana MA-geAhx-OH byla odstranéna vytfepavanim do 2 % NaHCO;.
Organicka faze byla vysuSena bezvodym Na,;SO,, zfiltrovana a rozpoustédlo odpateno.

MA-gAhx-cholesteryl byl separovan krystalizaci z acetonu a pfecistén rekrystalizaci.
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Vytézek: 329 mg (46 %). B.t. 93 - 95 °C. Elementarni analyza: vypoéteno 78,25 % C,
10,83 % H, 2,47 % N, nalezeno 78,73 % C, 10,85 % H, 2,34 % N, TLC: ethylacetat :
hexan 1:1, Rf = 0,8. '"H-NMR 300 MHz (CDCls. 297 K):; §3,30 m, 1H (CH,-NH);
34,58 m, 1H (CO-O-CH-(CH,),); 85,29 a 5,65 d (2H (CH,=C); 6 5,81 br, 1H (NH);
vybrané piky z cholesterylové ¢asti molekuly: & 5,35 t, 1H (C=CH-CH,); 6 0,66 s, 3H

(C(18)H3).
CH,
H,C
(o]
H
Oj 3

OH

H,C

Obrazek 4-6 Schéma syntézy cholesteryl 6-(methakryloylamino) hexanoatu

4.1.2.7 Ostatni monomery

Ostatni monomery byly pfipraveny dfive popsanymi zpusoby. Schoten-
-Baumannovou acylaci dipeptidu glycylglycinu methakryloylchloridem byl ziskan
N-methakryloylglycylglycin (MA-GG-OH)".

Acylaci dipeptidu glycylfenylalaninu methakryloylchloridem, jeho pfevedenim na
ONp ester a naslednou reakci s leucylglycinem byl pfipraven N-methakryloylglycyl-
-D,L-fenylalanylleucylglycin (MA-GFLG-OH). Reakci MA-GFLG-OH s 4-nitrofenolem
byl pomoci DCC pfipraven 4-nitrofenyl ester (ONp) N-methakryloylglycyl-
-D,L-fenylalanylleucylglycinu (MA-GFLG-ONp)’".
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Reakci MA-GFLG-OH s 4,5-dihydrothiazol-2-thiolem byl pomoci DCC
piipraven thiazolidin-2-thion (TT) N-methakryloylglycyl-D,L-fenylalanylleucylglycinu
(MA-GFLG-TT)'".

N-(2-(dimethylamino)ethyl)methakrylamid hydrochlorid (DMAEMA) byl pfipraven
acylaci 2-(dimethylamino)ethylaminu methakryloylchloridem'”.

2-(trimethylammonio)ethylmethakrylamid chlorid (TMAEMA) byl pfipraven
dvoustupriovou syntézou. Nejprve byl acylaci methakryloylchloridem v pfebytku
2-(dimethylamino)ethylaminu syntetizovan N-(2-(dimethylamino)ethyl)methakrylamid,
ktery byl posléze kvarternizovan methylchloridem na TMAEMA'”.

4.1.3 Priprava kopolymeru na bazi HPMA obsahujicich hydrazidové
skupiny
Statistické kopolymery na bazi HPMA, které obsahovaly hydrazidové skupiny,
poly(HPMA-co-MA-¢Ahx-NHNH,) byly pfipraveny tfemi rdznymi zpuisoby. Schéma

struktury tohoto kopolymeru je znazornéna na Obrazku 4-7.

Obrazek 4-7 Schéma struktury kopolymeru poly(HPMA-co-MA-¢Ahx-NHNH;)

Pfipravené kopolymery byly charakterizovany molarni hmotnosti (kapitola 4.2.3.4),
obsahem hydrazidovych skupin (kapitola 4.2.1.3) a ptipadné obsahem dalSich funk&nich

skupin nachazejicich se ve struktufe ptipravenych kopolymeru.

4.1.3.1 Syntéza kopolymerua na bazi HPMA vyuzivajici monomer MA-gAhx-ONp

Kopolymer poly(HPMA-co-MA-eAhx-ONp) byl pfipraven radikalovou srazeci
kopolymerizaci HPMA a MA-eAhx-ONp v acetonu*’. Kopolymer poly(HPMA-co-
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-MA-eAhx-NHNH;), P(ONp), byl pfipraven hydrazinolyzou polymeru poly(HPMA-co-
-MA-eAhx-ONp) hydrazin hydratem v methanolu.

Ptiklad kopolymerizace: 849 mg (5,93 mmol) HPMA, 100 mg (0,31 mmol)
MA-gAhx-ONp (12,4 hm.% monomert) a 46 mg (0,28 mmol) (0,6 hm.%) ABIN bylo
rozpusténo v 8,4 ml acetonu. Ampule s polymerizaéni smési byla 10 min probublavana
dusikem, zatavena a umisténa na 22 h do termostatu vyhfivaného na 50 °C. Vznikly
polymer byl izolovan filtraci, rozpu$tén v methanolu a pfesrazen do dvacetinasobného
mnozstvi acetonu. Po odfiltrovani a promyti acetonem a diethyletherem byl polymer
usuSen do konstantni hmotnosti. Obsah ONp skupin byl stanoven spektroskopicky
(kap. 4.2.1.1).

250 mg poly(HPMA-co-MA-eAhx-ONp) (0,05 mmol ONp) bylo rozpusténo
v2,5ml methanolu a zaintenzivniho michani bylo p#idino 25 ul NH;NH;.H,O
(0,5 mmol). Po 1 h byla reakéni smés nafedéna 25 ml destilované vody a dialyzovana proti

destilované vodé 2 dny. Roztok polymeru byl poté lyofilizovan.

4.1.3.2 Syntéza kopolymeri na bazi HPMA vyuZivajici monomer
MA-¢Ahx-NHNH-Boc

Kopolymer poly(HPMA-co-MA-eAhx-NHNH-Boc) byl pfipraven roztokovou
radikalovou kopolymerizaci HPMA a MA-¢Ahx-NHNH-Boc v methanolu p#i 60 °C.
Poly(HPMA-co-MA-eAhx-NHNH;), P(Boc), byl ziskan odstranénim chranici skupiny Boc

koncentrovanou kyselinou trifluorooctovou (TFA).

Priklad kopolymerizace: 22,8 g (0,159 mol) HPMA, 3,8 g (12,2 mmol) MA-eAhx-
-NHNH-Boc¢ (14 hm.% monomert) a 1,9 g (11,6 mmol) ABIN (1 hm.%) bylo rozpusténo
v 170 ml methanolu. Ampule s roztokem polymeriza¢ni smési byla 10 min probublédvana
dusikem, poté zatavena a na 23 h umisténa do termostatu vyhtivaného na 60 °C. Reakéni
smés byla vysrazena do 2,2 |1 smési aceton : diethylether 2 : 1. Vylou¢eny polymer byl
odfiltrovan na frit¢ S4, rozpustén ve 150 ml methanolu a vysrazen do 2 1 stejné srazeci

smeési. Poté byl polymer su$en do konstantni hmotnosti.

15 g poly(HPMA-co-MA-eAhx-NHNH-Boc) bylo rozpustétno ve 150 ml TFA.
Po 15 minutach byla smés opakované odpafovana s methanolem (v pétindsobném
ptebytku) na vakuové odparce za vakua vodni vyvévy, dokud se nevyloucil pevny podil
polymeru. Produkt byl rozpustén ve 100 ml vody a pH tohoto roztoku bylo upraveno
na pH = 7 -8 pomoci 1 M NaOH. Nizkomolekularni pf¥imési byly z roztoku polymeru
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odstranény pomoci dialyzy proti vodé (2 dny) a polymer byl z roztoku izolovan naslednou

lyofilizaci.

4.1.3.3 Syntéza kopolymeri na bazi HPMA vyuzivajici monomer MA-gAhx-NHNH;

Kopolymer poly(HPMA-co-MA-eAhx-NHNH,), P(OMe), byl pfipraven roztokovou
radikalovou kopolymerizaci HPMA s MA-gAhx-NHNH; v methanolu pii 60°C.

Ptiklad kopolymerizace: 468 mg (3,27 mmol) HPMA, 52 mg (0,24 mmol)
MA-eAhx-NHNH; (14 hm.% monomerti) a 37 mg (0,22 mmol) ABIN (1 hm.%) bylo
rozpu$téno v 4 ml methanolu. Ampule sroztokem polymerizaéni smési byla 10 min
probublavana dusikem, poté zatavena a na 17 h umisténa do termostatu vyhiivaného na
60 °C. Reak¢ni smés byla vysrazena do 80 ml ethylacetitu. Vylou¢eny polymer byl
odfiltrovan na frit¢ S4, rozpustén ve 4 ml methanolu a vysrazen do 80 ml ethylacetatu.

Finélni polymer byl susen do konstantni hmotnosti.

4.1.4 Priprava terpolymeri na bazi HPMA obsahujicich hydrazidové
skupiny a dalsi zaporné ¢i kladné nabité skupiny
Pfipravené terpolymery byly charakterizovany molarni hmotnosti (kapitola 4.2.3.4),
velikosti €astic (Ry) a jejich distribuci (kapitola 4.2.4), obsahem hydrazidovych skupin
(kapitola 4.2.1.3) a obsahem zaporné ¢i kladné nabitych skupin.

4.1.4.1 Ptiprava terpolymeru poly(HPMA-co-MA-eAhx-NHNH;-co-MA-GFLG-OH)

Terpolymer poly(HPMA-co-MA-¢Ahx-NHNH;-co-MA-GFLG-OH), P-GFLG-OH,
byl pfipraven roztokovou radikdlovou kopolymerizaci HPMA s MA-eAhx-NHNH-Boc
a MA-GFLG-OH v methanolu pti 60 °C a naslednym odchranénim hydrazidovych skupin.

Schéma struktury terpolymeru je znazornéno na Obrazku 4-8.

Piiklad kopolymerizace: 233 mg (1,63 mmol) HPMA, 46 mg (0,15 mmol)
MA-cAhx-NHNH-Boc, 21 mg (0,05 mmol) MA-GFLG-OH (14 hm.% monomert)
a22mg (0,13 mmol) ABIN (1 hm.%) bylo rozpusténo v 2,3 ml methanolu. Ampule
s roztokem polymeriza¢ni smési byla 10 min probublavana dusikem, poté zatavena a na
23 h umisténa do termostatu vyhfivaného na 60 °C. Reakéni smés byla vysraZena do 50 ml
acetonu asraZenina byla izolovina centrifugaci. Vznikly polymer byl pfesraZzen
z methanolu do diethyletheru, odfiltrovan na frit¢ S4 a byl susen do konstantni hmotnosti.

Chranici skupina Boc byla odstranéna koncentrovanou TFA podle postupu popsaném
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v kapitole 4.1.3.2. Terpolymer byl charakterizovan stanovenim obsahu -COOH skupin
titraci karboxylu (kapitola 4.2.2).

NH
o
HN
o o CH,
0 HO NH CH,
° OH
" 0
NH, HO
(A) (8) (€)

Obriazek 4-8 Schéma struktury terpolymerti poly(HPMA-co-MA-gAhx-NHNH;-co-
-MA-eAhx-OH) (A), poly(HPMA-co-MA-eAhx-NHNH;-co-MA-GG-OH) (B)
a poly(HPMA-co-MA-eAhx-NHNH;-co-MA-GFLG-OH) (C)

4.1.4.2 Priprava terpolymeru poly(HPMA-co-MA-¢Ahx-NHNH;-co-MA-GG-OH)

Terpolymer poly(HPMA-co-MA-eAhx-NHNH;-co-MA-GG-OH), P-GG-OH, byl
pfipraven roztokovou radikalovou kopolymerizaci HPMA s MA-eAhx-NHNH-Boc
a MA-GG-OH v methanolu pti 60°C a naslednym odchranénim hydrazidovych skupin.

Schéma struktury terpolymeru je znazornéno na Obrazku 4-8.

Postup kopolymerizace, izolace terpolymeru i odchranéni hydrazidovych skupin byl
shodny s postupem uvedenym v kapitole 4.1.4.1. Terpolymer byl charakterizovan
stanovenim obsahu -COOH skupin titraci karboxyli (kapitola 4.2.2).

4.1.4.3 Priprava terpolymeru poly(HPMA-co-MA-¢éAhx-NHNH,-co-MA-¢Ahx-OH)
Terpolymer poly(HPMA-co-MA-eAhx-NHNH;-co-MA-eAhx-OH), P-géAhx-OH,
byl ptipraven roztokovou radikélovou kopolymerizaci HPMA s MA-eAhx-NHNH,

a MA-eAhx-OH v methanolu pfi 60 °C. Schéma struktury terpolymeru je znazornéna na
Obrazku 4-8.

Piiklad kopolymerizace: 822 mg (5,74 mmol) HPMA, 112 mg (0,53 mmol)
MA-eAhx-NHNH,, 66 mg (0,33 mmol) MA-eAhx-OH (14 hm.% monomert) a 71 mg
(0,43 mmol) ABIN (1 hm.%) bylo rozpusténo v 7,7 ml methanolu. Reak¢éni smés byla
vysrazena do 140 ml ethylacetatu. Vylouceny polymer byl odfiltrovan na frit€¢ S4,
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rozpu$tén v 8 ml methanolu a vysraZzen do 160 ml ethylacetatu. Finalni produkt byl suSen
do konstantni hmotnosti. Terpolymer byl charakterizovan stanovenim obsahu -COOH

skupin titraci karboxyli (kapitola 4.2.2).

4.1.4.4 Priprava terpolymeru poly(HPMA-co-MA-¢Ahx-NHNH;-co-DMAEMA)

Terpolymer poly(HPMA-co-MA-eAhx-NHNH;-co-DMAEMA), P-DMAE, byl
pfipraven roztokovou radikdlovou kopolymerizaci HPMA a MA-eAhx-NHNH-Boc
a DMAEMA v methanolu pii 60 °C nasledovanou odchranénim hydrazidovych skupin.

Schéma struktury terpolymeru je znazornéno na Obrazku 4-9.
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Obrazek 4-9 Schéma struktury terpolymerti poly(HPMA-co-MA-eAhx-NHNH;-co-
-DMAEMA) (A) a poly(HPMA-co-MA-eAhx-NHNH;-co-TMAEMA) (B)

Ptiklad kopolymerizace: 391,3 mg (2,73 mmol) HPMA, 78,4 mg (0,25 mmol)
MA-eAhx-NHNH-Boc, 30,3 mg (0,16 mmol) DMAEMA (14 hm.% monomerd) a 35,7 mg
(0,22 mmol) ABIN (1 hm.%) bylo rozpusténo v 3,8 ml methanolu. Ampule s roztokem
polymeriza¢ni smési byla 10 min probubldvana dusikem, poté zatavena a na 23 h umisténa
do termostatu vyhifivaného na 60 °C. Postup separace a odchranéni hydrazidovych skupin
byl shodny s postupem uvedenym v kapitole 4.1.4.1. Obsah N-(2-(dimethylamino)ethyl)
(DMAE) skupin byl zjistén elementarni analyzou polymeru pomoci stanoveni obsahu

chloru.

4.1.4.5 Priprava terpolymeru poly(HPMA-co-MA-¢Ahx-NHNH;-co-TMAEMA)

Terpolymer poly(HPMA-co-MA-eAhx-NHNH;-co-TMAEMA), P-TMAE, byl
pfipraven roztokovou radikalovou kopolymerizaci HPMA a MA-eAhx-NHNH-Boc
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a TMAEMA v methanolu pfi 60 °C nasledovanou odchranénim hydrazidovych skupin.

Schéma struktury terpolymeru je znazornéno na Obrazku 4-9.

Postup kopolymerizace, izolace terpolymeru i odchranéni hydrazidovych skupin byl
shodny s postupem uvedenym v kapitole 4.1.4.4. Obsah 2-(trimethylammonio)ethyl
(TMAE) skupin byl zji§tén elementarni analyzou polymeru pomoci stanoveni obsahu

chloru.

4.1.5 Priprava terpolymeri na bazi HPMA obsahujicich hydrazidové
skupiny a hydrofobni substituenty
Pfipravené terpolymery byly charakterizovany molarni hmotnosti (kapitola 4.2.3.4),
velikosti ¢astic (Ry) a jejich distribuci (kapitola 4.2.4), obsahem hydrofobniho substituentu
(kapitoly 4.2.5 a 4.2.6) a obsahem hydrazida (kapitola 4.2.1.3).

4.1.5.1 Priprava terpolymeru poly(HPMA-co-MA-eAhx-NHNH;-co-DDM)

Terpolymer poly(HPMA-co-MA-eAhx-NHNH;-co-DDM), P-dodecyl, byl pfipraven
ve dvou krocich. Prvnim krokem byla roztokové radikdlova kopolymerizace HPMA
s MA-eAhx-NHNH-Boc a DDM v methanolu pti 60 °C. V druhém kroku byly odstranény

chranici skupiny pomoci TFA. Schéma struktury terpolymeru je znazornéno na Obrazku
4-10.

3

Obriazek 4-10 Schéma struktury terpolymeru poly(HPMA-co-MA-eAhx-NHNH;-co-
-DDM)
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Priklad ptipravy P-dodecyl-1: 818 mg (5,71 mmol) HPMA, 158 mg (0,506 mmol)
MA-eAhx-NHNH-Boc, 24 mg (0,095 mmol) Cerstvé piedestilovaného DDM (14 hm.%
monomert) a 71,4 mg (0,435 mmol) ABIN (1 hm.%) bylo rozpus$téno v 7,7 ml methanolu.
Ampule sroztokem polymeriza¢ni smési byla 10 min probublavana dusikem, poté
zatavena a na 20 h umisténa do termostatu na 60 °C. Reakéni smés byla vysrdzena
do 175 ml smési aceton : diethylether 3 : 1 a sraZenina odcentrifugovana. Vznikly polymer
byl pfesraZzen z methanolu do stejné smési, zfiltrovan na frit¢ S4 a suSen do konstantni
hmotnosti. 288 mg polymeru s chranénymi hydrazidovymi skupinami bylo rozpusténo
v3ml smési TFA : triisopropylsilan : voda 95:2,5:2,5. Po 15 minutach byla smés
opakované odpafovana s methanolem (v pétindsobném piebytku) na vakuové odparce za
vakua vodni vyvévy, dokud se nevyloudil pevny podil polymeru. Produkt byl rozpustén
v 10 ml vody a pH tohoto roztoku bylo upraveno na pH = 7-8 pomoci 1 M NaOH.
Nizkomolekulérni ptimési byly z roztoku polymeru odstranény pomoci dialyzy proti vodé

(2 dny) a polymer byl z roztoku izolovan lyofilizaci.

4.1.5.2 Priprava terpolymeru poly(HPMA-co-MA-¢Ahx-NHNH;-co-
-MA-g¢Ahx-NHNH-oleoyl)

Terpolymer poly(HPMA-co-MA-eAhx-NHNH,-co-MA-eAhx-NHNH-oleoyl),
P-oleoyl, byl pfipraven polymer-analogickou reakci hydrazidovych skupin poly(HPMA-
-co-MA-eAhx-NHNH;) se sukcinimidyl oledtem. Schéma struktury terpolymeru je

znazornéno na Obrazku 4-11.

H,C
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]

Obriazek 4-11 Schéma struktury terpolymeru poly(HPMA-co-MA-eAhx-NHNH;-co-
-MA-¢Ahx-NHNH-oleoyl)
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Piiklad pfipravy P-oleoyl-2: 209 mg poly(HPMA-co-MA-eAhx-NHNH;)
(0,100 mmol -NHNH,) bylo rozpus§téno v 1 ml methanolu. 10 mg sukcinimidyl oleatu
(0,027 mmol) bylo rozpusténo v 0,2 ml methanolu a pfidino do michaného roztoku
polymeru. Reakce probihala 5 h pfi laboratorni teploté, a pak 16 h pti 4 °C. Reakéni smés
byla poté vysrazena do ethylacetatu a vysraZzeny polymer oddélen centrifugaci. Dale byl
polymer rozpustén v methanolu, vysraZen do ethylacetatu, pfefiltrovan na frit€¢ S4 a susen

do konstantni hmotnosti.

4.1.5.3 Priprava terpolymeru poly(HPMA-co-MA-¢Ahx-NHNH;-co-
-MA-gAhx-cholesteryl)

Terpolymer poly(HPMA-co-MA-eAhx-NHNH,-co-MA -eAhx-cholesteryl),
P-cholesteryl, byl pfipraven roztokovou radikalovou kopolymerizaci HPMA, MA-¢Ahx-
-NHNH; a MA-eAhx-cholesteryl v methanolu pfi 60 °C. Schéma struktury kopolymeru je

znazornéno na Obrazku 4-12.

Obrazek 4-12 Schéma struktury terpolymeru poly(HPMA-co-MA-geAhx-NHNH,;-co-
-MA-eAhx-cholesteryl)

Piiklad pfipravy P-cholesteryl-2: 601,3 mg (4,20 mmol) HPMA, 69,3 mg
(0,327 mmol) MA-eAhx-NHNH, a 79,46 mg (0,140 mmol) MA-gAhx-cholesteryl
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(14 hm.% monomert) a 53,6 mg (0,326 mmol) ABIN (1 hm.%) bylo rozpusténo v 5,76 ml
methanolu. Ampule s roztokem polymeriza¢ni smési byla 15 min probubldavana dusikem,
poté zatavena a na 20 h umisténa do termostatu na 60 °C. Mala ¢ast nerozpustného podilu
se rozpustila po ohfati smési na 60 °C. Reakéni smés byla vysraZena do 150 ml
ethylacetatu a vysraZzeny polymer oddélen centrifugaci. Dale byl polymer piesrazen

z methanolu do ethylacetatu, odfiltrovan na frit¢ S4 a suSen do konstantni hmotnosti.

4.1.6 Priprava roubovanych kopolymeru na bazi HPMA obsahujicich
hydrazidové skupiny
Roubované kopolymery byly charakterizovany molarni hmotnosti (kapitola 4.2.3.4)
a obsahem hydrazidovych skupin (kapitola 4.2.1.3).

4.1.6.1 Priprava thiazolidin-2-thionu 4,4’-azobis(kyanovalerové kyseliny)

Thiazolidin-2-thion 4,4"-azobis(kyanovalerové kyseliny) (ABIK-2TT) (Obrazek
4-13) byl pfipraven reakci 4,5-dihydrothiazol-2-thiolu s 4,4'-azobis(kyanovalerovou
kyselinou) (ABIK) v ptitomnosti DCC v THF'7®.

v LY

NZ Nn

Obrazek 4-13 Struktura thiazolidin-2-thionu 4,4 -azobis(kyanovalerové kyseliny)

5 g ABIK (0,018 mol) a 8,83 g DCC (0,021 mol) bylo rozpusténo v 30 ml erstvé
piedestilovaného THF a ochlazeno na -18 °C. 4,47 g 4,5-dihydrothiazol-2-thiolu
(0,019 mol) bylo rozpusténo v 10 ml THF, ochlazeno na -18 °C a piidano k roztoku ABIK
a DCC. Reakéni smés byla ponechana pii -18 °C 2 h a poté 20 h pti 4 °C. Do reakéni smési
byly pfidany 0,2 ml kyseliny octové, aby zreagovala zbyvajici DCC. Po 1 h byla vylou¢ena
DCU odstranéna filtraci na frit¢ S4 a filtrat byl odpafen na vakuové odparce do sucha.
Produkt byl rozpustén v DCM a nerozpusténé zbytky (dalsi podil DCU) odstranény filtraci.
Produkt byl ¢isté€n dvakrat krystalizaci z DCM. Vytézek: 3,7 g (43 %). B.t. 128 — 130 °C.
Elementarni analyza: vypocteno 44,50 % C, 4,95 % H, 17,3 % N, 26,50 % S; nalezeno
45,10% C, 4,96 % H, 16,89 % N, 26,05 % S. TLC: ethylacetat : aceton 3 : 1, Rf =0,8.
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4.1.6.2 Ptiprava semitelechelického kopolymeru
poly(HPMA-co-MA-eAhx-NHNH-Boc)-OSu

Kopolymer poly(HPMA-co-MA-¢eAhx-NHNH-Boc)-OSu, SP-OSu, byl pfipraven
dvoukrokovou syntézou. Nejdfive byl roztokovou radikalovou kopolymerizaci HPMA
a MA-eAhx-NHNH-Boc v ethanolu pii 50 °C v ptitomnosti inicidtoru ABIK pfipraven
kopolymer  poly(HPMA-co-MA-eAhx-NHNH-Boc)-COOH.  Karboxylové  skupiny
kopolymeru byly nasledn¢ aktivovany na reaktivni sukcinimidylovy ester (OSu) pomoci

DCC. Schéma struktury kopolymeru je znazornéno na Obrazku 4-14.
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Obrazek 4-14 Schéma struktury semitelechelickych kopolymerd poly(HPMA-co-
-MA-eAhx-NHNH-Boc)-OSu (A) a poly(HPMA-co-MA-eAhx-NHNH-Boc)-TT (B)

3,33 g (23,2 mmol) HPMA, 674 mg (2,16 mmol) MA-eAhx-NHNH-Boc (12 hm.%
monomert) a 600 mg (2,14 mmol) ABIK (1,8 hm.%) bylo rozpusténo v 35 ml ethanolu.
Roztok byl pielit do ampule a 10 min probublavan dusikem. Ampule byla zatavena
a umisténa do vyhfivaného termostatu na 50 °C. Po 21 h polymerizace byla reakéni smeés
vysrazena do 700 ml acetonu a vysrazeny polymer oddélen centrifugaci. Polymer byl
presrazen z methanolu do acetonu, odfiltrovan na frit€ S4 a suSen do konstantni hmotnosti.
Polymer byl charakterizovan stanovenim obsahu -COOH skupin titraci karboxyll (kapitola
4.2.2) a stanovenim obsahu hydrazidovych skupin (kapitola 4.2.1.3) po odstranéni Boc
skupin dle postupu uvedeného v kapitole 4.1.3.2.

400 mg polymeru poly(HPMA-co-MA-eAhx-NHNH-Boc)-COOH (0,027 mmol
-COOH) bylo rozpusténo v 1,75 ml DMF. 27,5 mg DCC (0,133 mmol) a 15,4 mg
N-hydroxysukcinimidu (0,133 mmol) bylo rozpusttno v 0,2 ml DMF a piidano
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k michanému a chlazenému (4 °C) roztoku polymeru. Reakéni smés byla michana 1,5 h pti
4 °C a 2 h p#i laboratorni teploté. Polymer byl izolovan srazenim reakéni smési do 30 ml
acetonu a filtraci na frité¢ S4. Po ususeni do konstantni hmotnosti byl vzorek skladovan pod

argonem pii -18 °C.

4.1.6.3 Priprava semitelechelického kopolymeru
poly(HPMA-co-MA-gAhx-NHNH-Boc)-TT
Kopolymer poly(HPMA-co-MA-eAhx-NHNH-Boc)-TT, SP-TT, byl piipraven
roztokovou radikalovou kopolymerizaci HPMA a MA-geAhx-NHNH-Boc v DMSO pfi
60 °C v pfitomnosti iniciatoru ABIK-2TT. Schéma struktury kopolymeru je znazornéno
na Obrazku 4-14.

367,5 mg (2,57 mmol) HPMA, 70 mg (0,224 mmol) MA-¢Ahx-NHNH-Boc
(14 hm.% monomertl) a 140 mg (0,290 mmol) ABIK-2TT (4 hm.%) bylo navazeno pfimo
do polymeriza¢ni ampule, do které bylo pfilito 2,7 ml DMSO. Po 10 min probublavani
dusikem byla ampule zatavena a umisténa do termostatu vyhfivaného na 60 °C.
K rozpusténi vSech reaktanti doslo do 15 min po ohfati polymeriza¢ni smési na 60 °C.
Po 6 h polymerizace pti 60 °C byla reakéni smés vysraZzena do 80 ml smési aceton :
diethylether 2 : 1 a vysraZeny polymer byl oddélen centrifugaci. Polymer byl piesrazen
z methanolu do stejné sraZeci smési, odfiltrovan na frit¢ S4 a suSen do konstantni
hmotnosti. Polymer byl charakterizovan spektroskopickym stanovenim obsahu TT skupin
(kapitola 4.2.1.2).

4.1.6.4 Priprava kopolymeru poly(HPMA-co-MA-GFLG-NHNH,)

Kopolymer poly(HPMA-co-MA-GFLG-NHNH;), P-GFLG-NHNH_, byl pfipraven
hydrazinolyzou kopolymeru poly(HPMA-co-MA-GFLG-ONp) hydrazin hydritem
v methanolu. Kopolymer poly(HPMA-co-MA-GFLG-ONp) byl ptipraven radikélovou
srazeci kopolymerizaci HPMA s MA-GFLG-ONp v acetonu'’.

1,43 g (10,0 mmol) HPMA, 580 mg (1,0 mmol) MA-GFLG-ONp (12,4 hm.%
monomeru) a 96 mg (0,6 mmol) ABIN (0,6 hm.%) bylo rozpusténo v 17,5 ml acetonu.
Ampule s polymeriza¢ni smési byla 10 min probubldvéana dusikem, zatavena a umist€na na
22 h do termostatu vyh#ivaného na 50 °C. VysraZzeny polymer byl izolovan filtraci na frité
S4, rozpu$tén v methanolu a pfesrdzen do dvacetindsobného mnoZstvi acetonu.

Po odfiltrovani a promyti acetonem a diethyletherem byl polymer ususen do konstantni
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hmotnosti. Polymer byl charakterizovan spektroskopickym stanovenim obsahu ONp
skupin (kapitola 4.2.1.1).

400 mg poly(HPMA-co-MA-GFLG-ONp) (0,19 mmol ONp) bylo rozpusténo
ve 4 ml methanolu a za intenzivniho michani bylo pfidano 100 pl NH,NH,.H,O
(1,94 mmol). Po 2 h byla reakéni smés nafedéna 40 ml destilované vody a dialyzovana

proti destilované vod¢ 2 dny. Roztok polymeru byl poté lyofilizovan.

4.1.6.5 Priprava terpolymeru poly(HPMA-co-MA-¢Ahx-NHNH-Boc-co-
-MA-GFLG-NH-CH,CH,-NH;)

Terpolymer  poly(HPMA-co-MA-gAhx-NHNH-Boc-co-MA-GFLG-NH-CH,CH,-
-NH;), P"-GFLG~NH,, byl pfipraven dvoukrokovou syntézou. V prvnim kroku byl
roztokovou radikalovou kopolymerizaci HPMA, MA-¢eAhx-NHNH-Boc a MA-GFLG-TT
vDMSO pifi 60°C piipraven polymer poly(HPMA-co-MA-eAhx-NHNH-Boc-co-
-MA-GFLG-TT). Terpolymer nesouci primarni aminoskupiny byl piipraven naslednou
reakci TT skupin s nadbytkem ethylendiaminu. Schéma struktury terpolymeru je

znazomeéno na Obrazku 4-15.
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Obrazek 4-15 Schéma struktury terpolymeru poly(HPMA-co-MA-eAhx-NHNH-Boc-co-
-MA-GFLG-NH-CH,CH,-NH;)

465 mg (3,25 mmol) HPMA, 44,5 mg (0,14 mmol) MA-eAhx-NHNH-Boc, 100 mg
(0,18 mmol) MA-GFLG-TT (12,5 hm.% monomer)) a 98,3 mg (0,60 mmol) ABIN
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(2 hm.%) bylo rozpusténo v 3,8 ml DMSO. Ampule s roztokem polymerizaéni smési byla
10 min probublavana dusikem, poté zatavena a na 6 h umisténa do termostatu vyhtivaného
na 60 °C. Reak¢ni smés byla vysrazena do 80 ml smési aceton : diethylether 3: 1
a vysrazeny polymer byl oddélen centrifugaci. Polymer byl pfesrazen z methanolu do
stejné smesi, odfiltrovan na frit€¢ S4 a suSen do konstantni hmotnosti. Polymer byl

charakterizovan stanovenim obsahu TT skupin (kapitola 4.2.1.2).

410 mg  polymeru  poly(HPMA-co-MA-geAhx-NHNH-Boc-co-MA-GFLG-TT)
(0,10 mmol TT) bylo rozpusténo v 6 ml methanolu. Do intenzivné michaného nazloutlého
roztoku bylo pfidéno 70 pl ethylendiaminu (1,05 mmol). Po 30 min byl z bezbarvého
roztoku polymer izolovan vysraZenim do 120 ml smési aceton : diethylether 3:1,
pfesrazen z methanolu do stejné smési a zfiltrovan. Polymer byl poté susen do konstantni

hmotnosti. Polymer byl charakterizovan stanovenim obsahu aminoskupin (kapitola
4.2.1.4).

4.1.6.6 Priprava roubovaného kopolymeru - reakce OSu a -NHNH; skupin

Roubovany kopolymer poly(HPMA-co-MA-GFLG-NHNH;)-grafi-poly(HPMA-co-
-MA-eAhx-NHNH,) byl pfipraven reakci reaktivnich OSu skupin semitelechelického
kopolymeru poly(HPMA-co-MA-eAhx-NHNH-Boc)-OSu s hydrazidovymi skupinami
kopolymeru poly(HPMA-co-MA-GFLG-NHNH,) a naslednym odstranénim chranicich

Boc skupin. Schéma struktury roubovaného kopolymeru je znazornéno na Obrazku 4-16.

206 mg poly(HPMA-co-MA-geAhx-NHNH-Boc)-OSu bylo rozpusténo ve 1,2 ml
DMSO a piidano k michanému roztoku 102 mg poly(HPMA-co-MA-GFLG-NHNH,)
(39 umol NHNH,) ve 0,6 ml DMSO. Po 24 h reakce pii laboratorni teploté byla reakéni
smes vysraZzena do 25 ml diethyletheru a vylou¢eny roubovany polymer byl odfiltrovan
na frit¢ S4. Polymer byl pfesrazen z methanolu do diethyletheru, znovu odfiltrovéan a susen
do konstantni hmotnosti. Roubovany kopolymer byl frakcionovan pomoci SEC na koloné
Sephacryl S-300 s destilovanou vodou jako eluentem a ziskané frakce roubovaného
polymeru byly izolovany z vodného roztoku lyofilizaci. Odstranéni Boc skupin bylo

provedeno podle postupu uvedeného v kapitole 4.1.5.1.
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Obrazek 4-16 Schéma struktury roubovaného kopolymeru poly(HPMA-co-MA-GFLG-
-NHNH,)-graft-poly(HPMA-co-MA-eAhx-NHNH;)

4.1.6.7 Priprava roubovaného kopolymeru - reakce TT a -NH; skupin

Roubovany  kopolymer poly(HPMA-co-MA-¢Ahx-NHNH;-co-MA-GFLG-NH-
-CH,CH,-NH)-grafi-poly(HPMA-co-MA-eAhx-NHNH,) byl pfipraven reakci reaktivnich
TT skupin semitelechelického kopolymeru poly(HPMA-co-MA-eAhx-NHNH-Boc)-TT
s aminoskupinami kopolymeru poly(HPMA-co-MA-¢Ahx-NHNH-Boc-co-MA-GFLG-
-NH-CH,CH,-NH;) a naslednym odstranénim Boc skupin. Schéma struktury roubovaného

kopolymeru je znazornéno na Obrazku 4-17.

Ptiklad ptipravy ve vodném pufru (RP(TT)-9): 127 mg poly(HPMA-co-
-MA-geAhx-NHNH-Boc)-TT (13 pmol TT) bylo rozpusténo v 0,75 ml fosfatového pufru
(0,066 M NaH,PO4/Na,HPO,;, pH8,0) a piidino k michanému roztoku 56 mg
poly(HPMA-co-MA-eAhx-NHNH-Boc-co-MA-GFLG-NH-CH,CH,-NH,) (13 pumol
-NH;) v 2 ml 0,75 ml fosfatového pufru. Po 16 h reakce pti laboratorni teploté byl
kopolymer izolovan pomoci SEC na kolon¢ G-25 s destilovanou vodou jako eluentem
a naslednou lyofilizaci. Odstranéni Boc skupin bylo provedeno dle postupu uvedeného

v kapitole 4.1.5.1.
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Obrazek 4-17 Schéma struktury roubovaného kopolymeru poly(HPMA-co-MA-gAhx-
-NHNH;-co-MA-GFLG-NH-CH,CH,-NH)-graft-poly(HPMA-co-MA-eAhx-NHNH;)

Piiklad ptipravy v DMSO (RP(TT)-15): 179 mg poly(HPMA-co-MA-cAhx-
-NHNH-Boc)-TT (19 umol TT) bylo rozpusténo ve 3 ml DMSO a ptidano k michanému
roztoku 1244 mg poly(HPMA-co-MA-¢Ahx-NHNH-Boc-co-MA-GFLG-NH-CH,CH,-
-NH,) (28 pmol -NH3) v 2 ml DMSO. Po 2,5 h reakce pfi laboratorni teploté byla reakéni
smeés vysraZzena do 250 ml smési ethylacetat : diethylether 3 : 1, polymer byl pfesrazen
z methanolu do stejné smési a odfiltrovan. Polymer byl suSen do konstantni hmotnosti za
vakua olejové vyvévy. Odstranéni Boc skupin bylo provedeno dle postupu uvedeného

v kapitole 4.1.5.1.

4.1.7 Vazba DOX na polymerni prekurzory

Reakci polymernich prekurzori obsahujicich hydrazidové skupiny s DOX byly
pfipraveny polymerni konjugaty s DOX kovalentné navdazanym hydrazonovou vazbou.
Reakce byly provadény pii laboratorni teploté v methanolu v pfitomnosti kyseliny octové.

Piiklad ptipravy: Roztok 150 mg kopolymeru poly(HPMA-co-MA-eAhx-NHNH;)
(61 umol -NHNH>) v 1 ml methanolu byl za michani pfidan k 13 mg DOX.HCI (22 pmol)
Do heterogenni reakéni smési bylo pifidano 30 pl koncentrované kyseliny octové

(0,52 mmol). V prib&hu reakce dochdzelo k postupnému rozpousténi DOX.HCL
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Po 2 dnech reakce provadéné vtemnu pii laboratorni teplot¢ byl homogenni roztok
precistén gelovou filtraci (2x) na kolon& naplnéné Sephadexem LH-20 s methanolem jako
eluentem. Polymerni frakce byla vakuové zahu$téna na objem 1 — 3 ml a polymer vysrazen

do ethylacetatu. Produkt byl vakuové susen do konstantni hmotnosti.

Polymerni konjugaty s DOX byly charakterizovany molarni hmotnosti (kapitola
4.2.3.4), obsahem celkového DOX (kapitola 4.2.1.5) a obsahem volného, nenavdzaného
DOX (kapitola 4.2.7). V nekterych ptipadech byly konjugaty také charakterizovany
velikosti ¢astic (Ry) a jejich distribuci (kapitola 4.2.4).

4.2 Pouzité fyzikalné-chemické metody

Teploty tani byly méfeny na Boetiové pfistroji. Elementarni analyzy byly provedeny
na pfistroji Perkin-Elmer 2400. (Vzorky byly pfed analyzou vakuové suSeny 2-3h
zavakua olejové vyvévy.) Lyofilizace vodnych roztokd byly provadény na pfistroji
LYOVAC GT2. Dialyzy byly provadény na dialyzaénich membranach Spectra/Por
MWCO 3500 (Serva).

4.2.1 UV-VIS spektroskopie

UV-VIS spektra byla méfena na piistroji HeAios o (Thermo Spectronic). Pokud neni

uvedeno jinak, byly pouzivany kyvety s optickou délkou 1 cm.

Molarni procenta aktivniho komonomeru byla vypocitavana podle nasledujiciho

vzorce, odvozeného z Lambert — Beerova zakona:

mol.%M, =100/(1 +

mol.%AM; - molérni procenta aktivniho komonomeru

M, - molarni hmotnost HPMA (g.mol'l)

M, - molarni hmotnost aktivniho komonomeru (g.mol™)
€ - molarni absorpéni koeficient (I.mol”.cm™)

d - opticka délka kyvety (cm)

g  -koncentrace polymeru (g.I™")
A

- absorbance
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4.2.1.1 Stanoveni obsahu 4-nitrofenoxy skupin

Obsah ONp skupin v polymernich prekurzorech byl stanoven spektralné
pfi A =274 nm v DMSO. Meéfeni byla provadéna v kyvetach s optickou délkou 1 mm.

Pfi stanoveni byl pouzit molarni absorpéni koeficient & =9 500 Lmol.cm™.

4.2.1.2 Stanoveni obsahu thiazolin-2-thionovych skupin

Obsah TT skupin v polymernich prekurzorech byl stanoven spektralné
pfti A = 305nm v methanolu. Pfi stanoveni byl pouZit molarni absorpéni koeficient
£=10300 L.mol".cm™.

4.2.1.3 Stanoveni obsahu hydrazidovych skupin

Obsah hydrazidovych skupin byl stanoven spektralné po jejich derivatizaci pomoci
TNBSA'”". Principem stanoveni je nukleofilni aromaticka substituce sulfonové skupiny
TNBSA hydrazidovou skupinou, vznikly substituovany trinitrofenylhydrazin vyrazné

absorbuje v cervené oblasti viditelného svétla.

Vzorky kopolymerii a terpolymerti obsahujici hydrazidové skupiny nebo jiné
skupiny, nez jsou hydrofobni substituenty, byly rozpu$tény v boratovém pufru (0,1 M
Na;B407.10H,0; pH = 9,3) tak, aby byla vysledna koncentrace polymeru 5 g.l'l. 25 ul
roztoku bylo pfidano do kyvety, ktera obsahovala 950 pl pufru a 25 pl 0,03 M roztoku
TNBSA ve vodé. Referen¢ni kyveta obsahovala 975 pl pufru a 25 ul 0,03 M roztoku
TNBSA ve vodé. Po 45 min inkubace byly zjistény absorbance pii A = 500 nm. Molarni
absorpéni koeficient byl ziskan pomoci reakce zndmého mnozstvi MA-eAhx-NHNH,

s TNBSA (¢ = 17 200 L.mol'.cm™).

Vzorky terpolymert obsahujicich hydrazidové skupiny a hydrofobni substituenty
byly rozpustény v DMSO tak, aby byla vysledna koncentrace polymeru 5 g.I'". 25 ul tohoto
roztoku bylo pfidano do kyvety, ktera obsahovala 950 ul smési DMSO : boratovy pufr
9:1a25ul 0,03 M roztoku TNBSA ve vodé. Referenéni kyveta obsahovala 975 pl smési
a 25 pl 0,03 M roztoku TNBSA ve vodé. Po 45 min inkubace byly zji§tény absorbance
pfi A = 520 nm. Molarni absorpéni koeficient byl ziskan pomoci reakce znamého mnozstvi

MA-eAhx-NHNH, s TNBSA (g =21 130 L.mol".cm™).

Kopolymery obsahujici TT skupiny a zaroveri chranéné hydrazidové skupiny byly

pfed stanovenim obsahu hydrazidovych skupin nejprve aminolyzovany dle postupu
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uvedeného v kapitole 4.2.3.4, poté byly odstranény Boc skupiny dle postupu uvedeného
v kapitole 4.1.3.2.

4.2.1.4 Stanoveni obsahu primarnich aminoskupin

Obsah aminoskupin byl stanoven spektralné po jejich derivatizaci pomoci TNBSA
podle postupu uvedeného v kapitole 4.2.1.3. Molarni absorpéni koeficient byl ziskan
pomoci reakce znamého mnozstvi lysinu s TNBSA v boratovém pufru (0,1 M
Na;B407.10H,0; pH = 9,3), pfi A = 420 nm byla zji§téna hodnota € = 11 550 L.molt.cm™.

4.2.1.5 Stanoveni obsahu DOX

Obsah DOX vazaného v konjugatech hydrazonovou vazbou byl stanoven
spektraln¢ pifi A=488 nm ve vodé. Pro vypocet byl pouzit molarni absorb¢éni
koeficient € = 9800 Lmol'.cm™, ktery byl stanoven pro modelovy monomer

MA-eAhx-NHN=DOX ¢,

4.2.2 Stanoveni obsahu karboxylovych skupin

Obsah karboxylovych skupin v kopolymerech byl stanoven acidobazickou titraci
0,05M NaOH s pouzitim titratoru TIM 900 (Radiometer Copenhagen). Titrace byla
provadéna v destilované vodé zbavené CO, vyvatenim. Titr NaOH byla stanoven titraci

na hydrogenftalan draselny.

4.2.3 Kapalinova chromatografie

4.2.3.1 Tenkovrstva kapalinova chromatografie

Pro ovéfeni Cistoty pfipravenych monomert a sledovani prib&hu reakci byla pouzita
tenkovrstva kapalinova chromatografie (TLC). Byly pouzity desti¢ky Silicagel 60 Fjs4
od firmy Merck.

4.2.3.2 Vysokoucinna kapalinova chromatografie

Cistota ptipravenych monomer byla ovéfena pomoci vysokou¢inné kapalinové
chromatografie (HPLC) na systému Shimadzu VP [kolona s reverzni fazi 125 x 4 mm SGX
Cig (Tessek), prutok 0,5 ml.min’ a gradient eluentd A a B od 40 do 100 % roztoku B
v priibéhu 35 min (roztok A: 10 % methanol, 89,9 % voda, 0,1 % TFA; roztok B: 89,9 %
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methanol, 10 % voda, 0,1 % TFA)]. HPLC bylo vybaveno prutokovym UV/VIS

spektrofotometrem nebo UV/VIS detektorem s fotodiodovym polem.

4.2.3.3 Rozmérové vylu¢ovaci chromatografie

Polymerni konjugaty s DOX byly ¢istény od nizkomolekularnich podiléi rozmérové
vylucovaci chromatografii (SEC) na preparativni koloné¢ (300 x 15 mm) naplnéné
Sephadexem LH-20 a s methanolem jako mobilni fazi. Frakce obsahujici kopolymer byla
jiména, roztok byl zahu$tén na vakuové odparce a vysraZen do ethylacetatu. Roubovany
kopolymer byl frakcionovan na preparativni koloné (500 x 40 mm) naplnéné Sephakrylem
S-300 s vodou jako mobilni fazi (UV/VIS detekce pfi 230 nm). Frakce roubovanych
kopolymeru byly poté lyofilizovany.

4.2.3.4 Stanoveni molarnich hmotnosti

Stanoveni molarnich hmotnosti bylo provadéno pomoci HPLC systému (AKTA™
explorer 10S, nebo Shimadzu VP) s detektorem rozptylu svétla (DAWN DSP-F, nebo
DAWN 8, oboji od Wyatt Technology) a diferencialnim refraktometrem (Shimadzu RID-
10A nebo Optilab®-rEX od Wyatt Technology). Pro stanoveni molérnich hmotnosti
kopolymeri neobsahujicich hydrofobni substituenty byla pouzita SEC kolona Superose™™6
(300 x 10 mm). Jako mobilni faze byl pouzit 0,3 M octanovy pufr (pH=6,5; 0,5 g1’
NaN;) p#i pritoku 0,5 mlmin’. Pro stanoveni molarnich hmotnosti terpolymert
obsahujicich hydrofobni substituenty byla pouzita kolona TSKGel G 3000 (300 x 7,8 mm).
Jako mobilni faze byla pouzita smés tvofend methanolem a 0,3 M octanovym pufrem
(pH=6,5; 0,5 g.I"' NaN;) v poméru 80 :20 0bj.% pi pritoku 0,5 ml.min"'. Hodnoty
inkrementu indexu lomu polymerii se pohybovaly v rozmezi 0,167 -0,175 ml.g"'.
V piipadé pouziti diferencialniho refraktometru Optilab®-rEX bylo moZné méfit inkrement

indexu lomu pfimo v pribéhu stanoveni.

Kopolymery obsahujici reaktivni skupiny ONp a TT byly pted stanovenim molarnich
hmotnosti aminolyzovany 1-amino-2-propanolem. Piiklad aminolyzy: 20 mg poly(HPMA-
-co-MA-gAhx-ONp) bylo rozpusténo v 0,2 ml methanolu. Za laboratorni teploty a michani
bylo pfidino 10 ul 1-amino-2-propanolu. Po 15 min michani byl aminolyzovany
kopolymer vysraZzen do 5 ml acetonu a centrifugovan. Pevny podil byl poté promyt

diethyletherem, polymer byl odfiltrovan na frit¢ S4 a ususen do konstantni hmotnosti.
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4.2.4 Quasi-elasticky rozptyl svétla

Hydrodynamické poloméry (Ry) a jejich distribuce ve fyziologickém roztoku
(koncentrace ¢ =0,02 g.ml" pro vodorozpustné polymery nebo c¢=0,01 g.ml’
pro konjugaty s hydrofobnimi substituenty a roubované konjugaty) byly uréovany pomoci
Nano-ZS Zetasizer (model ZEN 3600, Malvern, UK). Intenzita rozptyleného svétla byla
detekovana pfi wthlu 6=173°. VInova délka pouZitého laseru byla 632,8 nm.
Pro vyhodnoceni dat dynamického rozptylu svétla byl pouzit DTS(Nano) program.

Zdéanlivd molarni hmotnost (M,p,) konjugatl byla vypodétena podle Rovnice 1.
Hustota (p) polymernich klubek, asociatl nebo micel byla vypoctena podle Rovnice 2.

Agregaéni Cislo (n,) bylo vypocéteno podle Rovnice 3.

Rovnice 1
I, -1 in@
app = ( vz Vz) g S ;  dn/dc - inkrement indexu lomu, 0,174 ml.g™'
d
0,662[£j c- It(90°) I; - intenzita rozptyleného svétla toluenu, 104,8 kcps

I, - intenzita rozptyleného svétla vody, 24,4 kcps
I,; - intenzita rozptyleného svétla méfeného vzorku

Rovnice 2

p= 4_Mﬂ’_ ;  N4— Avogadrova konstanta

3 T (RH )3 N4
Rovnice 3
n, = Lapp
My

4.2.5 Nuklearni magneticka rezonance

Vodikova spektra nuklearni magnetickd rezonance ('H-NMR) byla naméfena

na spektrometru Bruker pracujicim s frekvenci 300 MHz.

4.2.5.1 Stanoveni obsahu oleoylovych skupin

Obsah oleoylovych skupin v terpolymerech byl ziskan porovnanim integralnich
intenzit v CH30D: 6 5,35 t, 2H (CH=CH), 5 3,88 br, 1H (CH-OH).
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4.2.5.2 Stanoveni obsahu cholesterylovych skupin

Obsah cholesterylovych skupin v terpolymerech byl ziskan porovnanim integralnich
intenzit v (CD3),S0: § 5,32 t, 1H (C=CH), § 4,70 br, 1H (CH-OH).

4.2.6 Plynova chromatografie

Obsah dodecylovych skupin v terpolymerech byl stanoven pomoci plynové
chromatografie analyzou obsahu 1-dodekanolu, uvolnéného bazickou hydrolyzou
terpolymerud. 5 mg terpolymeru bylo rozpusténo v 0,4 ml 6 M NaOH, roztok byl inkubovan
13h pfi teplot¢ 110 °C. 1-dodekanol byl nasledné extrahovan do 2 ml ethylacetitu
a analyzovan pomoci plynové chromatografie s plameno-ionizaénim detektorem
(AutoSystem PerkinElmer, kolona PE — Carbowax 20M (0,25 mm x 20 m, tloustka filmu
0,25 pm), nosny plyn dusik, teplota detektoru 240 °C, teplota injektoru 200 °C, teplotni
program: polateéni teplota 100 °C, izotermalné 2 min, pak rist rychlosti 8 °C.min’
na 200 °C za 5,5 min). Vypocet koncentrace vzorku byl proveden metodou externiho

standardu.

4.2.7 Meéreni rychlosti uvoliiovani DOX z polymernich konjugati
a stanoveni obsahu zbytkového, nenavazaného DOX
v polymernich konjugatech

4.2.7.1 Metoda vyuzivajici kombinaci extrakce a HPLC

Mnozstvi DOX uvolnéného z polymernich konjugatt po jejich inkubaci ve vodnych
roztocich pufri nebo volného, nenavdzaného DOX v polymernich konjugatech bylo
stanoveno metodou vyuzivajici kombinaci extrakce a HPLC. Uvolnény DOX byl nejdtive
extrahovan z vodného prostiedi do chloroformu a extrakty pak analyzovany pomoci

HPLC.

Me¢feni rychlosti uvoliiovani DOX z polymenich konjugatid: Konjugaty s DOX byly
inkubovany ve fosfatovych pufrech (0,1 M NaH,P04/Na,HPO,, 0,15M NaCl) o pH 5,0
a 7,4 ve tmé pii 37 °C. Koncentrace polymeru byla 10 g.l'l. V ¢asovych intervalech 0, 2, 5,
9 a 24 h bylo z inkubaé¢niho roztoku odebrano vzdy 0,1 ml vzorku. Ke vzorku bylo pfidano
nejprve 0,3 ml uhli¢itanového pufru (0,1 M NaHCO;/Na,CO3;, 4 M NaCl, pH =9,8)
a nasledné 0,8 ml chloroformu. Po 15 min extrakce a odstfedéni byla odebréana ¢ast spodni

chloroformové vrstvy o zndimém objemu a rozpoustédlo bylo odpateno.
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Odparek obsahujici DOX byl rozpu§tén v definovaném mnozZstvi methanolu
a analyzovan pomoci HPLC (syst¢ém Shimadzu VP) vybaveném kolonou s reverzni fazi
(125 x 4 mm SGX C)3 (Tessek)) pti pritoku 0,5 ml.min™ a s pouZitim gradientu od 40 do
100 % roztoku B v pribéhu 35 min (roztok A: 10 % methanol, 89,9 % voda, 0,1 % TFA;
roztok B: 89,9 % methanol; 10 % voda; 0,1 % TFA). Pro detekci byl pouzit fluorescenéni
detektor (Shimadzu RF-10AXL) (Aexc = 480 nm, Aey = 560 nm). Kalibrace byla provedena
pomoci nastfiku pfesného mnozstvi volného DOX rozpusténého v methanolu. MnozZstvi
volného DOX v konjugatech nebo mnozstvi uvolnéného DOX pfi experimentech bylo
ureno v procentech z poméru nalezeného mnozstvi volného DOX a obsahu celkového
DOX v konjugatech stanoveného spektroskopicky (kapitola 4.2.1.5). Mnozstvi 1é¢iva
ve vzorku odebraného v ¢ase 0 h ve vSech ptipadech odpovidalo mnozstvi volného DOX

v konjugatu, stanoveného jinym nezavislym méfenim.

4.2.7.2 Metoda SEC

Mnozstvi volného, nenavazaného, DOX nebo DOX uvolnéného v inkubadnim
roztoku bylo stanoveno pomoci HPLC systému (AKTA™ explorer 10S, nebo Shimadzu
VP) s vyuzitim pritokového UV/VIS spektrofotometru (UV/VIS detekce pfi 488 nm).
Z inkubaéniho roztoku (viz kapitola 4.2.7.1) bylo v pfedem urenych ¢asovych intervalech
0, 2, 5, 9 a 24 h) odebirano 50 pl vzorku a analyzovano pomoci SEC. Mé&feni bylo
provedeno na kolon¢ TSKGel G3000 (300x 7,8 mm) s izokratickym pritokem
0,5 ml.min™ s vyuZitim mobilni faze sloZené ze smési methanol : octanovy pufr o pH 6,5
(80 : 20 0obj.%). Obsah volného DOX v konjugatech nebo mnoZstvi uvolnéného DOX bylo
uvedeno v procentech a bylo uréeno jako pomér ploch pikd nalezicich volnému

a vazanému DOX.

4.2.8 Stanoveni kopolymeriza¢nich parametru

Kopolymerizaéni parametry kopolymerizace HPMA s MA-eAhx-NHNH,, nebo

179 nebo Kelen

MA-eAhx-NHNH-Boc byly vypoc¢teny pomoci Fineman — Rossovy metody
— Tiidésovy metody'®. Slozeni kopolymeru bylo zjisténo pomoci spektralniho stanoveni
obsahu hydrazidovych skupin po jejich derivatizaci pomoci TNBSA v boratovém pufru
(viz kapitola 4.2.1.3). Reakéni podminky kopolymerizaci byly stejné jako v pfipadé
syntézy P(OMe) a P(Boc) (viz kapitoly 4.1.3.2 a 4.1.3.3). Kopolymerizaéni nasady

obsahovaly 2, 6, 10, 14 a 18 mol.% MA-eAhx-NHNH,;, resp. MA-eAhx-NHNH-Boc.

69



Kopolymerizace byly vedeny do nizké konverze a byly ukonéeny po 1 h reakce (konverze
~5-10 %), reakéni smési byly vysrazeny do ethylacetatu a vysrazené kopolymery byly
oddéleny centrifugaci. Kopolymery byly pifesraZzeny z methanolu do stejného srazedla,
odfiltrovany na frit¢ S4 asuSeny do konstantni hmotnosti. Pfed stanovenim obsahu

hydrazidovych skupin byly pfipadné odstranény chranici Boc skupiny.

4.2.9 Stanoveni kritické asociac¢ni koncentrace

Kritickd asociaéni koncentrace byla stanovena v 0,15M vodném roztoku NaCl
metodou zaloZenou na zvySeni intenzity fluorescence pyrenu pifi pfechodu z vodného
prostiedi do hydrofobniho jadra micely pfi konstantni celkové koncentraci pyrenu'®.
Byla pfipravena fada roztokti polymerniho prekurzoru o objemu 2 ml a koncentraci
(10 — 0,0001 g.I") ve vod&. Ke kazdému roztoku byly pfidany 2 ml nasyceného roztoku
pyrenu v 0,3 M vodném roztoku NaCl. Po 16 h inkubace pfi laboratorni teploté ve tmé& byla
meéfena intenzita fluorescence pyrenu (Aexe = 339 nm, Aem = 367 nm) (Hitachi Perkin-Elmer
MPF-2A spektrometr). Data byla vyhodnocena ze zavislosti intenzity fluorescence

na logaritmu koncentrace'®.

4.3 Biochemické a biologické metody

Biologické testovani pfipravenych polymernich konjugati nebylo mozno provést
na Ustavu makromolekularni chemie AV CR. Stanoveni inhibice proliferace nadorovych
bun¢k (kapitola 4.3.2) a in vivo testy protinadorové aktivity (kapitola 4.3.3) byly proto
provedeny spolupracovniky ze skupiny prof. RNDr. Blanky Rihové, DrSc.
z Mikrobiologického ustavu AV CR.

4.3.1 §tépeni GFLG sekvence roubovanych kopolymeru kathepsinem B

Roubovany kopolymer, ve kterém jsou rouby navazany k hlavnimu polymernimu
fetézci biodegradovatelnou tetrapeptidovou spojkou o struktufe GFLG, byl Stépen
v in vitro podminkach v 0,5 pM roztoku thiolové proteinasy kathepsinu B pi#i 37 °C.
Aktivita enzymu byla stanovena pomoci N,-benzoyl-L-arginin-4-nitroanilid.HCl jako
substratu. Do kyvety o svételné délce 1 cm bylo nadavkovano 60 ul roztoku enzymu
(1,6 g1"") ve fosfatovém pufru (NaH,PO,/NaOH, 1 mM EDTA; pH 6,0)), 815l
fosfatového pufru a 100 pl roztoku glutathionu (15,4 g.I'") rozpusténého ve stejném pufru.
Po 10 min inkubace pti 37 °C bylo ptidano 25 ul zasobniho roztoku N,-benzoyl-L-arginin-
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-4-nitroanilid. HC1 (40,8 g.I') vDMSO a byl zméfen rozdil absorbanci AA/10 min
pfi 410 nm (¢ = 8440 Lmol'.cm™). Titraci aktivnich mist enzymu 14C-jodoctovou
kyselinou bylo zjisténo, Ze hodnota AA/10 min = 0,33 odpovida koncentraci aktivnich mist
kathepsinu B 0,2 pM'®!. Vypocet koncentrace enzymu v inkuba¢nim roztoku byl proveden
pomoci tohoto udaje a skute¢né naméfené zmény absorbance substratu v kalibranich

roztocich enzymu o n€kolika riznych koncentracich.

Vlastni méfeni pribc¢hu §té€peni roubovaného polymeru bylo provadéno nasledovné.
Polymer byl rozpustén v 0,1 M fosfatovém pufru (NaH,PO4/NaOH; 5 mM glutathion;
1 mM EDTA; pH = 6,0) tak, aby jeho konena koncentrace v pufru byla 15 gl
Po pfidavku vypoc¢teného mnozstvi zasobniho roztoku enzymu (koneéna koncentrace
enzymu byla 0,5 uM) byla reakéni smés inkubovana v termostatu ve tmé pii 37 °C.
V pfedem urCenych ¢asovych intervalech byly ze smé&si odebirany vzorky, které byly
na SEC kolon€ s néaplni Sephadexu G-25 (eluent destilovand voda) zbaveny
nizkomolekularnich pfimési a soli. Vodny roztok obsahujici degradaéni polymerni
produkty byl lyofilizovan. Molarni hmotnosti polymernich degradaénich $tépa byly
stanoveny pomoci SEC s vyuzitim detektoru rozptylu svétla (kapitola 4.2.3.4).

4.3.2 Inhibice proliferace

Normélni nebo nadorové bunétné linie byly inkubovany v Zivném médiu
obsahujicim testované polymery. Cytostaticka aktivita polymeru byla sledovana pomoci
zmény inkorporace [H] thymidinu do testovanych bundk. V cytotoxickém prostfedi
dochazi k zaniku ¢i poskozeni funkce testovanych bunék, coZ se projevi neschopnosti
proliferovat, a tedy izabudovavat [*H] thymidin do bun&tné struktury. Mira poklesu
rychlosti inkorporace [*H] thymidinu je tedy i mirou toxicity preparatu pro testovany typ
bun¢k. Experimenty byly provedeny v 96 jamkovych tkaniovych mikrotitranich desti¢kach
(Nunc) s pouzitim riiznych nadorovych linii: mysi T-bun&ény lymfom EL4 (5-10* bungk),
38C13 mysi B-bunéény lymfom (2'10° bungk), SW 620 lidsky kolorektalni karcinom
(1-10* bun&k); Raji lidsky B-bun&ény lymfom (1-10* bungk); Jurkat lidska T-bun&na
leukemie (1-10* bungk). Do jamek byly pfidany zdsobni roztoky polymert tak,
aby se kone¢na koncentrace polymeru v roztoku pohybovala v rozmezi odpovidajicimu
0,0002 - 40,0 mg.I"' DOX. V kontrolnich jamkach byly buitky kultivovany bez ptidani
testovaného vzorku. Buriky byly kultivovany 72 h (EL4 buriky 48 h) pti 37 °C v 5 % CO,.
Pak byl pfidan [*H] thymidin (18,5 kBq, resp. 0,5 uCi na jamku) a buiiky byly dale
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inkubovany je$té 6 h (4 h v pfipadé EL4 bunék, 5 h v pfipadé 38C13 bun¢k). Intenzita
-zafeni zabudovaného radioaktivné zna¢eného thymidinu byla detekovdna pomoci
scintilatoru 1450 Microbeta Trilux (Wallac, Finsko). Vysledky byly vyhodnoceny jako
aritmetické priméry zméfenych impulsi za min (cpm) ze téi individudlnich jamek
a vyjadieny jako hodnoty ICsy, tj. koncentrace DOX nebo ekvivalentu DOX, ktera inhibuje
rust 50 % bunék. V pfipadé kontrolniho testovani cytotoxicity polymernich prekurzort

(nosice) bylo pouzito mnozstvi polymeru odpovidajici mnozstvi ptislusného konjugatu.

4.3.3 In vivo experimenty protinadorové aktivity

Pro in vivo experimenty byl pouzit my$i T-bunéény lymfom EL4. Samcim mysi
C57BL/6 bylo subkutanné injikovano 1-10° bun&k nadorové linie v den 0. Vzorky byly
aplikovany intravenézné do ocasni zily aZ po zfetelném vytvoieni nadoru (terapeuticky
rezim podavani 1éCiva). Zvifata byla denné sledovana, aby byl zachycen proces ristu
nadoru. Objem nadoru byl vypogitavan podle vzorce V = a-b*/2, kde ,,a zna&i delsi primér
a ,,b* kratsi, na n€j kolmy primér. Déle byla sledovana doba pfezivani mys$i a jejich télesné

hmotnost.

Konjugdt K(Boc) byl testovan vjednom pokusu pfi davkovani 25 mg
DOX(ekvivalent)’kg v jedné davce (podané 10. den), 75 mg DOX(ekvivalent)/kg ve tfech
davkach po 25 mg (10., 15. a 20. den), a 75 mg DOX(ekvivalenty’kg v jedné déavce
(10. den). Kazda skupina mysi se skladala z 8 jedincti. Konjugaty obsahujici nabité funk¢&ni
skupiny a K(Boc) byly testovany pifi dvou rtiznych davkovanich. P vy$§im davkovani
bylo aplikovano 50 mg DOX(ekvivalent)’kg ve dvou davkach po 25 mg (11. a 16. den),
kazda skupina mysi se skladala z 8 jedinci. P#i niZ§im davkovani bylo ve dvou nezéavislych
pokusech aplikovano 15 mg DOX(ekvivalent)’kg v jedné davce (8. den, resp. 9. den),
kazda skupina mysi se skladala z 8 jedincu s vyjimkou K-DMAE, ktery byl testovan pouze
na 4 jedincich. Samotného 1é¢iva bylo aplikovano 10 mg DOX.HCl/kg ve dvou davkach
po 5 mg (8. a 15. den). Konjugaty obsahujici hydrofobni substituenty byly aplikovany
pfi dvou riznych davkovani, a to 10 mg DOX (ekvivalent)/kg v jedné davce (8. den), nebo
ve dvou davkach, vidy po 5 mg ekvivalentu DOX (8. a 12. den). Kazda skupina mysSi se
skladala z 8 jedinci. Konjugat K(Boc) byl davkovan pouze v jedné davce 15 mg DOX
(ekvivalent)/kg (8. den). Roubovany konjugat a K(Boc) byly aplikovany pii davkovani
15 mg DOX (ekvivalent)/kg (9. den).
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5. Vysledky a diskuze

V této Casti disertacni prace jsou uvedeny a diskutovany vysledky studia vztahu mezi
strukturou a fyzikéln€-chemickymi a biologickymi vlastnostmi konjugati polymernich

nosicl lé¢iv s doxorubicinem umoziujicich pH-tfizené uvolnéni, a tedy i aktivaci 1é¢iva.

Kapitola 5.1 je vé€novdna zejména optimalizaci pfipravy novych polymernich
prekurzorti nesoucich hydrazidové skupiny, pfipravenych dvéma riznymi zpusoby.
Diskuze je zaméfena i na fyzikalné-chemické a biologické vlastnosti konjugatii polymer —

DOX pfipravenych z t€chto polymernich prekurzort.

Obsahem dvou nasledujicich kapitol jsou vysledky studia vlivu struktury konjugati,
nesoucich v polymernim fetézci kovalentné vazané zaporné¢ ¢i kladné nabité funkéni
skupiny (kapitola 5.2) nebo hydrofobni substituenty (kapitola 5.3), na jejich fyzikalné-

chemické a biologické vlastnosti.

Kromé¢ zakladni charakterizace ptipravenych konjugati a jejich polymernich
prekurzori (molarni hmotnosti, obsahy funkénich skupin, obsah 1é¢iva) je pozornost
vénovana i jejich chovani ve vodném prostfedi, zejména tomu, zda dochazi ke tvorbé
nadmolekularnich utvari v disledku nekovalentnich interakci. Dilezité informace
poskytuji i vysledky testd rychlosti uvoliiovani 1é¢iva v in vitro podminkach. Stejné jako
v ptipad€ zjiS§tovani inhibice proliferace nadorovych bun€k se ovSem jednd pouze

vvvvvv

protinadorové aktivity konjugatti, provadéné na laboratornich zviratech.

Posledni kapitola (5.4) je zaméfena na pfipravu a fyzikalné-chemické a biologické
vlastnosti vysokomolekularnich roubovanych kopolymerd, obsahujicich biodegradovatelné
spojky. Nejvétsi prostor je vénovan optimalizaci pfipravy roubovanych kopolymert.
Pozornost je také zaméfena na ovéfeni degradace konjugitu v in vitro podminkach.

Nejdulezitéjsim testem ovSem zustava zjisténi protinddorové aktivity v in vivo

podminkach.
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5.1 Piiprava a studium vlastnosti konjugati polymer — DOX

Pro ptipravu ,klasickych“ konjugati, ve kterych byl DOX véazén k polymeru
amidovou vazbou, byly pouzivany polymerni prekurzory nesouci reaktivni ONp estery.
Kopolymeriza¢ni reakce HPMA s N-methakryloylovanymi aminokyselinami nebo
oligopeptidy byly v minulosti detailng studovany®’. Ziskané poznatky umoziiovaly syntézu
kopolymert s poZadovanou molarni hmotnosti a obsahem reaktivnich skupin. Proto byly
tyto kopolymery jako prvni vyuzity i pro pfipravu polymer - DOX konjugati nesouci

1é¢ivo vazané k polymeru hydrazonovou vazbou'®?

. Do polymerni struktury byly nejprve
zavedeny hydrazidové skupiny hydrazinolyzou ONp esteril a vzniklé hydrazidové skupiny
byly nasledné vyuZzity pro vazbu lé¢iva. Pouziti polymernich prekurzori obsahujicich
reaktivni ONp skupiny k ptfipravé polymernich hydrazidd je spojeno s nékolika
nevyhodami, k nimZ patfi omezena moznost regulace molarnich hmotnosti polymeru pfi
pfipravé radikalovou polymerizaci, zptsobena ucasti ONp skupin na pfenosovych
reakcich, a mala hydrolyticka stabilita téchto skupin. SloZeni vznikajicich kopolymert bylo
obtizn€ definovatelné, a proto jsme hledali jiné zptsoby pfipravy dobfe definovanych

polymernich prekurzorti nesoucich hydrazidové skupiny.

Novy postup pfipravy polymernich prekurzorti spo¢ival v pouziti monomerd, které
jiz pfimo obsahovaly hydrazidové skupiny. Kopolymerizaci téchto monomerti s HPMA by
tedy jiz mély vznikat kopolymery s definovanou strukturou. Dva navrZené postupy syntézy
polymernich prekurzort se liSily pfedev§im ve struktufe pouzitého monomeru. V prvém
ptipadé byly hydrazidové skupiny chranény skupinou Boc, v druhém piipadé byl vyuzit

monomer obsahujici volné hydrazidové skupiny.

V pifedchozich studiich byl sledovan vliv struktury spojky, tvofené aminokyselinami
¢i oligopeptidy, na fyzikalné-chemické a biologické vlastnosti konjugéti polymer — DOX
nesoucich 1é&ivo navazané hydrazonovou vazbou'®?''®. Jako nejvhodngjsi spojka byla
vybrana 6-aminohexanova kyselina, a to diky pomérné vysoké stabilité¢ hydrazonové vazby
na této spojce pii pH fyziologického prostfedi a zaroveni diky nejvyssi rychlosti uvoliiovani
lé¢iva pfi endosomalnim pH (5,0). Proto byly pro dal§i studie pouZivany zpravidla

konjugaty obsahujici prave tuto spojku.

74



5.1.1 Optimalizace pFipravy polymernich prekurzori

Polymerni prekurzory oznacené jako P(Boc) byly pfipraveny roztokovymi
radikdlovymi kopolymerizacemi HPMA s monomerem obsahujicim chranéné hydrazidové
skupiny (MA-¢eAhx-NHNH-Boc). Polymerni prekurzory oznacené jako P(OMe) byly
pfipraveny roztokovymi radikdlovymi kopolymerizacemi HPMA s monomerem

obsahujicim hydrazidové skupiny bez chranicich skupin (MA-eAhx-NHNH,).

V prvnim kroku optimalizace pfipravy polymernich prekurzorti byly provedeny
kopolymerizace v riznych rozpoustédlech. Vybér rozpoustédel byl piedev§im omezen
rozpustnosti monomerd. Molarni hmotnosti pfipravenych polymernich prekurzori
v methanolu, ethanolu, DMSO a DMF jsou uvedeny v Tabulce 5-1.

Tabulka S-1 Charakteristiky molarnich hmotnosti polymernich prekurzort pfipravenych

kopolymerizaci v riznych rozpoustédlech (reakéni podminky kopolymerizaci: 14 hm.%
monomert, 1 hm.% ABIN, 60 °C, 20 h)

My

Polymerni e - —
prekurzor rozpoustédlo (@mol™) My/Mn
P(Boc)-1 methanol 18 500 1,8
P(Boc)-2 ethanol 27 600 2,4
P(Boc)-3 DMSO 39 400 2,1
P(Boc)-4 DMF 19 800 2,0

P(OMe)-1 methanol 18 000 2,2
P(OMe)-2 ethanol 28 800 2,4
P(OMe)-3 DMSO 46 300 2,5
P(OMe)-4 DMF 20300 2,1

Molarni hmotnost pfipravenych kopolymeri zavisela na pouzitém rozpoustédle.

Kopolymery pfipravené v DMSO doséahly nejvyssich My, Oproti tomu molarni hmotnosti
kopolymeru pfipravenych v methanolu byly pfiblizn€ o polovinu nizsi. Ke sniZeni doslo
disledkem vétsiho pfenosu rozpou$tédlem pfi radikalové kopolymerizaci provadéné
v methanolu. Podobného vysledku bylo dosazeno i vptipad¢ polymerizaci
N-substituovanych methakrylamidd, autofi zjistili, Ze pfenosova konstanta methanolu byla
pfiblizné desetinasobnd oproti pfenosové konstanté DMSO'*. V ethanolu zfejmé& také
dochézelo k prenostim, avsak ne vtakové mite, jako pfi kopolymerizaci v methanolu.
Molami hmotnosti kopolymerti pfipravenych v DMF byly srovnatelné s molarnimi
hmotnostmi kopolymerid pfipravenych v methanolu, vyrazny pfenos byl pravdépodobné

zpusoben aminoslou¢eninami vznikajicimi rozkladem DMF pfi zvySené teplot€.
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Obrizek 5-1 Vliv rozpoustédla na distribuci molarnich hmotnosti (zaznam RI detektoru)
polymernich prekurzort P(Boc) ptfi kopolymeriza¢ni reakci.
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Obrazek 5-2 Vliv rozpoustédla na distribuci molarnich hmotnosti (zaznam RI detektoru)
polymernich prekurzori P(OMe) pti kopolymeriza¢ni reakci.

S rostouci molarni hmotnosti polymernich prekurzori vzristal i index molekularni
neuniformity, coZ je patrné i ze zdznamu distribuce molarnich hmotnosti (viz Obrazky 5-1
a 5-2). Pfitomnost chranici skupiny neméla vliv na molarni hmotnost prekurzort,
hydrazidové skupiny tedy ziejmé nezpusobuji pfenos aktivnich center kopolymerizace.

Vytézky kopolymerizaci se pohybovaly v rozmezi 65 — 75 %.
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Na zakladé piedbéznych studii byl jako nejvhodnéjsi rozpoustédlo pro polymerizaci

vybran methanol, pro vyjime¢né ptipady pak jest¢ DMF. Pti polymerizacich v téchto

rozpoustédlech se dosazené My kopolymeri pohybovaly okolo 20 000 g.mol™. Takové
kopolymery spliiuji podminku vylou€itelnosti z organizmu rendlni filtraci. Pouziti
methanolu meélo oproti DMF né€kolik vyhod: methanol mé niz§i bod varu rozpoustédla,
nedochazi k jeho degradaci pfi pribéhu kopolymerizace, izolace kopolymeru sraZenim je

jednodussi a z ekonomického hlediska je jeho pouziti vyrazné levnéjsi.

V dal$im kroku optimalizace piipravy polymernich prekurzori byl studovan vliv
koncentrace iniciatoru, koncentrace monomerti a teploty na vlastnosti kopolymeru
ptipravovaného v methanolu. Molarni hmotnosti pfipravenych kopolymerti P(OMe) jsou

uvedeny v Tabulce 5-2.

Tabulka 5-2 Charakteristiky molarnich hmotnosti polymernich prekurzori P(OMe)
ptipravenych kopolymerizaci v methanolu (reakéni doba 17 h)

Polymerni | obsah inicidtoru | obsah monomerti |kopolymeriza¢ni M Mo/M
prekurzor | v nasadé (hm.%) | v nasadé (hm.%) | teplota (°C) (g.mol™) v
P(OMe)-1 1,0 14 60 18 000 2,2
P(OMe)-5 0,8 14 50 38300 1,9
P(OMe)-6 0,5 14 50 49 300 1,8
P(OMe)-7 0,5 14 60 25500 1,8
P(OMe)-8 0,5 20 50 88 800 2,1

SniZeni koncentrace iniciatoru vedlo v souladu s teorii ke zvyseni My kopolymerd,
jak je patrné ze srovnani molarnich hmotnosti P(OMe)-1 (18 000 g.mol') a P(OMe)-7
(25 500 g.mol™")  kopolymerizovanych pfi 60°C nebo ze srovnini P(OMe)-5
(38 300 g.mol™") a P(OMe)-6 (49 300 g.mol") kopolymerizovanych pfi 50 °C. SniZeni
kopolymeriza¢ni teploty ze 60 °C na 50 °C vedlo k jesté vyrazn€j§imu vzristu molarnich
hmotnosti, jak je patmmé ze srovnani P(OMe)-7 (25 500 gmol’) a P(OMe)-6

(49 300 g.mol™"). Rovnéz zvyseni koncentrace monomert v kopolymeriza&ni nasadé vedio

ke zvySeni M,y kopolymerd, jak je zfejmé ze srovnani molarnich hmotnosti P(OMe)-6
(49 300 g.mol™) a P(OMe)-8 (88 800 g.mol™). Zvy3eni molarnich hmotnosti kopolymert
v disledku sniZeni koncentrace iniciatoru, snizeni kopolymerizaéni teploty nebo zvySeni
koncentrace monomerti je v souladu s teoretickymi vztahy, kterymi se fidi prubéh
roztokovych radikalovych polymerizaci. S rostouci molarni hmotnosti polymernich
prekurzori se vyrazné neménil index molekularni neuniformity, coz je patrné i ze zdznamu

distribuce molarnich hmotnosti (viz Obrazek 5-3).
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Obrazek 5-3 Vliv reakénich podminek na distribuci molarnich hmotnosti (zdznam RI
detektoru) polymernich prekurzori P(OMe) pii kopolymerizaci v methanolu.

Pokud jsou moldrni hmotnosti polymernich prekurzori s nedegradovatelnymi
hlavnimi fetézci pod limitem rendlni filtrace, mize dojit k vylou€eni polymernich nosi¢t
z organizmu. P(OMe)-1 a P(OMe)-7 tuto podminku spliiovaly, a proto byly reakéni
podminky pouzité k jejich syntéze i nadale pouzivany k syntéze HPMA kopolymerti.

V nasledujicim kroku byla sledovdna ¢&asova zavislost molarnich hmotnosti
kopolymeru a konverze reakce. Kopolymerizace byly provedeny pfi optimalizovanych

reakénich podminkéch ptipravy P(OMe)-1 a P(Boc)-1.

100
X
" /
)
N
%]
»
g + P(Boc)-1
= X P(OMe)-1
0 5 10 15 20 25

¢as (h)

Obrazek 5-4 Zavislost konverze na dob¢ polymerizace
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V piipadé¢ P(Boc)-1 bylo pomémé rychle (6 h) dosazeno konverze 60 % (viz
Obrazek 5-4). My pfitom klesla 227400 gmol' (méfeno po 2 h reakce)
na 23200 gmol'. Vdalsim pribshu reakce vytdZek kopolymerizace vzristal jen

minimalné¢ na kone¢nych 70 % (20 h). My pitom klesla na kone&nych 19 000 g.mol

po 16 h kopolymerizace a dale se jiz neménila. (Casova zavislost distribuce molekulovych
hmotnosti je znazornéna na Obrazku 5-5.) Hw/ Musev pribéhu kopolymerizace ménil
jen nepatrné, z hodnoty 1,5 (méfeno po 2 h) aZ na kone¢nych 1,8.

V pfipadé P(OMe)-1 rostl vytéZek kopolymerizace pomaleji, pfiCemz limitni
hodnoty nebylo dosazeno ani po 24 h kopolymerizace. Casova zavislost distribuce

molarnich hmotnosti P(OMe)-1 byla témét identicka s distribuci molarnich hmotnosti
P(Boc)-1. M, Klesla z 27 800 g.mol” po 2 h reakce na 18 200 g.mol™ po 16 h reakce.

My / My se také ménil jen nepatrné, z hodnoty 1,6 na 1,9.

1,0

—1h

0,8- —2h

—4h

——6h

. 0,67 —38h
- J e

< 12h

0,4- 16 h

——20h

0.2- ——24h

0,0

25 30 35 40 45

retenéni ¢as (min)

Obrazek 5-5 Vliv doby kopolymerizace na distribuci molarnich hmotnosti (zdznam RI
detektoru) polymerniho prekurzoru P(Boc)-1.

Pro kopolymerizace HPMA s MA-geAhx-NHNH; nebo MA-¢Ahx-NHNH-Boc bylo
provedeno stanoveni kopolymerizaénich parametrd. Pro jejich vypocet byly pouzity dvé
zékladni metody, Fineman - Rossova aKelen — Tiidésova. Vypocitané hodnoty
kopolymeriza¢nich parametrl, uvedenych v Tabulce 5-3, byly podle ocekavani blizké

hodnoté 1. Vysledky ziskané riznymi metodami se témét shodovaly.
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Tabulka 5-3 Kopolymeriza¢ni parametry

Pouzity komonomer Metoda vypoctu Ta Th

Fineman — Ross 1,63 1,41
Kelen — Tiid68s 1,60 1,15
Fineman — Ross 1,26 0,91
Kelen — Tiidos 1,26 0,93

MA-¢Ahx-NHNH-Boc

MA-gAhx-NHNH,

" index ,,a“ oznacuje HPMA

5.1.2 Priprava polymernich prekurzoru a konjugatu s DOX

Reakéni podminky kopolymerizace P(Boc)-1 a P(OMe)-1 byly pouzZity pro pfipravu
vét§iho mnozstvi polymernich prekurzori P(Boc) a P(OMe), které byly v dalsi kroku
vyuzity pro syntézu polymer — DOX konjugati K(Boc) a K(OMe). Charakteristiky
konjugati a jim odpovidajicich polymernich prekurzori jsou uvedeny v Tabulce 5-4.
Polymerni prekurzor oznafeny jako P(ONp) byl pfipraven sraZeci radikalovou
kopolymerizaci HPMA a MA-eAhx-ONp, nasledovanou hydrazinolyzou ONp skupin'®.
Schéma struktury konjugatti K(Boc) a K(OMe) je znazornéna na Obrazku 5-6.

e “/NH,.HCI

Obrazek 5-6 Schéma struktury K(Boc) nebo K(OMe).
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Tabulka 5-4 Charakteristiky polymernich prekurzori a polymer — DOX konjugatt

Obsah Obsah —
Polymer |hydrazidi | DOX Mw | Mu/M.
(mol.%) | (hm.%) | &mol)
P(ONp) 2.3 ; 28 900 1.9
P(Boc) 53 - 24 200 1,7
P(OMe) 5,7 - 17 800 1,7
K(ONp) ; 5,5 30 700 1,5
K(Boc) ; 10,0 25 000 1,8
K(OMe) - 10,1 20 800 1,8

5.1.3 Uvolnovani lé¢iva v in vitro podminkach

Uvolnéni volné farmakologicky u¢inné formy lé¢iva z nosice je ve vétsiné€ pfipadi
pfedpokladem pro u¢innou protinadorovou aktivitu doxorubicinovych konjugatu.
Pro polymerni konjugaty, které vyuzivaji k aktivaci 1é¢iva hydrolyticky degradovatelné
vazby mezi léCivem a spojkou, je dilezité, aby hydrolyza vazby neprobihala, nebo
pH),

ale aby probihala relativné rychle v mim¢ kyselém prostiedi (pH 5 — 6) endosomt

probihala velmi pomalu béhem cirkulace krevnim fedi§t¢ém (neutralni

¢i lysosomi cilovych bun¢k (viz kapitola 2.4.2). Pfi studii rychlosti uvoliiovani 1é€iv
v in vitro podminkach byly obé prosttedi piipodobnény zjednodu$enymi modely: inkubace

byla provedena ve fosfatovych pufrech o pH 5,0 a pH 7,4 pfi teploté lidského téla (37 °C).

100 -

—8— K(ONp); pH 5,0
—&— K(Boc); pH 5,0
—0O- K(ONp); pH 7,4
- O— K(Boc); pH 7,4

uvolnény DOX (%)

Obrizek 5-7 Uvoliovani DOX z konjugatt ve fosfatovych pufrech pti 37 °C.
Srovnani K(ONp) a K(Boc).
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V pufru o pH 5,0 dochazelo u vSech testovanych konjugatii k vyraznému uvoliiovani
DOX, zatimco v pufru o pH 7,4 byla rychlost uvolfiovani velmi mala. Pfedpoklad pouziti
konjugatl, formulovany v pfedchozim odstavci, byl tedy splnén. Vzhledem k pomérné
rychlé akumulaci polymer — DOX konjugati v nadoru lze pfedpokladat, ze 1é¢ivo bude

z konjugétu uvolniovéano pfedev§im v endosomech ¢i lysosomech nadorovych bunék.

Rychlost uvoliiovani DOX pti pH 7,4 z K(ONp) i z K(Boc) byla srovnatelna (5 %
za 24 h). Oproti tomu byla rychlost uvoliiovani DOX pfi pH 5,0 z K(ONp) (85 % za 24 h)
znaéné vyssi neZ rychlost uvoliiovani z K(Boc) (68 % za 24 h) (viz Obrazek 5-7). Mezi
nevyhody pfipravy polymernich prekurzori obsahujicich ONp skupiny, zminéné
na zacatku kapitoly 5.1, patii i mala hydrolyticka stabilita ONp skupin. Vzrist rychlosti by
tedy mohl byt zptisoben pfitomnosti karboxylovych skupin v K(ONp) vzniklych ¢aste¢nou
hydrolyzou ONp skupin. Opravnénost této hypotézy bude diskutovana v kapitole 5.2.3.
Rychlosti uvoliiovani DOX pti pH 5,0 z obou konjugati budou porovnany s rychlostmi
uvoliovani 1é¢iva z konjugatli obsahujicich definovand mnozstvi karboxylovych skupin

v polymerni struktufe.

5.1.4 Cytostaticka aktivita

Konjugaty prokazaly velmi vysokou cytostatickou aktivitu, téméf srovnatelnou
s volnym DOX (viz Tabulka 5-5). Cytostaticka aktivita konjugatli vyznamné zéavisela na
pouzitém typu nadorovych bunék. Konjugaty byly vysoce toxické pro bunééné linie, které
jsou citlivé pro lé€bu volnym DOX (38C13 B-bunéény lymfom, SW 620 lidsky
kolorektalni karcinom, Raji lidsky B-buné¢ny lymfom). Pro tyto linie byla ICs
(koncentrace DOX nebo ekvivalentu DOX, ktera inhibuje rust 50 % bun€k) nizsi
nez 0,05 pg DOX/ml a zadny vyznamny rozdil mezi konjugaty nebyl pozorovan. I testy
s méné citlivymi liniemi (EL4 T-bunéény lymfom, Jurkat lidskd T-bunéénad leukemie)
neukazaly podstatné rozdily v cytostatické aktivité¢ konjugati. Celkov€ vzato cytostaticka

aktivita konjugath byla pro tyto linie pfiblizné o jeden fad niZ$i nez aktivita volného lé¢iva.

Tabulka 5-5 Cytostaticka aktivita konjugatd vyjadfena jako ICso v ug DOX/ml

EL4 | 38C13 | SW620 | Raji | Jurkat
K(ONp) | 0,340 - - - -

K(Boc) | 0,169 | 0,004 | 0,048 | 0,001 | 1440
K(OMe)| 0,139 | 0,006 | 0,040 | 0,007 | 1,035
DOX 0,012 | 0,003 | 0,004 | 0,001 | 0,125
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5.1.5 Invivo protinadorova aktivita

Protinadorova aktivita polymer — DOX konjugatd byla testovana na laboratornich
mySich inbredniho kmene C57BL/6 s inokulovanymi buiikami modelového nadoru,
myS$iho T-bunééného lymfomu EL4. Tento nador je velmi agresivni a jeho lé¢ba volnym

DOX je téméf netcinna.
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S —m—3x25 mg DOX (ekvivalent)’kg
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Obrazek 5-8 Protinaddorova aktivita K(Boc) v zavislosti na davkovani v terapeutickém
rezimu: rist EL4 T-bunééného lymfomu (A); pieziti mysi (B)

Testovani in vivo aktivity je moZné provadét v tzv. protektivnim nebo terapeutickém

modu. Pfi protektivnim zplisobu podéani 1é¢iva se 1é¢ivo zafind podavat nasledujici den
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po inokulaci nadorovych bunék pokusnym zvifatiim, tedy jes§té pied zietelnym vytvoienim
nadoru. BliZe realné situaci je ovSem terapeuticky rezim podéni lé¢iva, pfi kterém je 1é€ivo
podavano az pfi zjisténi prvnich znamek ristu nadoru. Ve vsech in vivo testech uvedenych

v diserta¢ni praci byl proto pouzivan vyhradné terapeuticky rezim podavani.

Konjugat K(Boc) byl velmi G¢inny v 1é¢bé EL4 T-buné¢ného lymfomu (viz Obrazek
5-8). Nejnizs§i davkou 1x25 mg DOX (ekvivalent)’kg bylo zcela vylééeno 62 % mysi.
Trojnasobnym opakovanim této davky (3x25 mg DOX (ekvivalent)/’kg, opakovani davky
vzdy po 5 dnech) byla zvy$ena protinadorova aktivita, lé¢bou bylo vylé¢eno 80 % mysi.
Pouziti vysoké davky 1x75 mg DOX (ekvivalent)/’kg vedlo k vylééeni téméf 100 % mysi
(pouze 1 my$ uhynula, avSak az po velmi dlouhé dobé od zahdjeni 1é¢by). U vSech

dlouhodobé ptezivajicich mysi doslo ke kompletni regresi nadoru.

Konjugat K(OMe) projevil, podle ocekavani, velmi podobnou protinadorovou

aktivitu jako K(Boc). Data proto nejsou znazornéna.
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5.2 Priprava a studium vlastnosti konjugatu polymer — DOX

obsahujicich nabité funk¢ni skupiny

Zaporné, ¢i kladné nabité funkéni skupiny, zavedené do polymerni struktury,
by mohly vyrazné€ ovlivnit ,,osud“ konjugatu v organizmu. V disledku elektrostatickych
repulzi by mohly vzrist rozméry polymernich klubek, vedoucich ke zvy$eni EPR efektu,
a tim i ke zvySeni protinadorové aktivity konjugatii. Nabité skupiny by také mohly ovlivnit
rychlost uvoliiovani 1é¢iva, nebo zrychlit prinik konjugati do nadorovych bunék diky
interakcim skupin s membranami'®®'¥". Tetrapeptidova sekvence GFLG by navic mohla

zvysit penetraci konjugati do bungk v diisledku zatim neobjasnéného mechanizmu®®,

5.2.1 Priprava polymernich prekurzoria a konjugatia s DOX

Polymerni prekurzory byly pfipraveny roztokovou radikalovou
kopolymerizaci HPMA s monomerem obsahujicim chranénou hydrazidovou skupinu
(MA-eAhx-NHNH-Boc) a monomerem nesoucim nabitou funkéni skupinu. VS3echny
monomery obsahovaly methakrylamidovou skupinu. Zaporny naboj byl do struktury
polymeru zaveden pouzitim rtiznych methakrylovanych aminokyselinovych sekvenci
(MA-eAhx-OH, MA-GG-OH a MA-GFLG-OH). Kladny naboj byl zaveden do struktury
kopolymeru pouzitim komonomeru obsahujiciho hydrochlorid terciarni dimethylamino

skupiny nebo kvartérni trimethylammoniové baze (DMAEMA, resp. TMAEMA).

Tabulka 5-6 Charakteristiky polymernich prekurzorti nesoucich kladné nebo zaporné
nabité skupiny

Obsah hydrazida Obsah nabitych o
Polymerni Nabita (mol.%) skupin (mol.%) My M. /M
. -1 w n
prekurzor skupina v v ter- . v ter- (g.mol™)
L v nasadé
nasadé | polymeru polymeru
P(Boc) - 8,0 53 - - 24 200 1,7
P-GG-OH GG-OH 8,0 54 3,5 3,3 20100 1,6
P-GFLG-OH-1 | GFLG-OH| 8,0 5,4 1,5 1,2 22 500 1,6
P-GFLG-OH-2 | GFLG-OH| 8,0 53 2,5 24 20 300 1,6
P-GFLG-OH-3 | GFLG-OH | 8,0 5,1 4,0 3,3 25900 1,5
P-GFLG-OH-4 | GFLG-OH| 8,0 4,1 5,5 5,2 21200 1,7
P-eAhx-OH eAhx-OH 8,0 5,3 5,0 4,3 19 300 1,9
P-DMAE DMAE 8,0 5,4 5,0 6,1 20500 1,8
P-TMAE TMAE 8,0 5,7 5,0 7,2 21900 2,0
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Charakteristiky pfipravenych polymernich prekurzort jsou uvedeny v Tabulce 5-6.
Pfidavek nabitého komonomeru do polymerizaéni smési vyznamné neovlivnil molarni
hmotnost & index molekuldrni neuniformity. SloZeni terpolymert pfiblizn¢ odpovidalo
slozeni kopolymerizaénich smési, coZz ukazuje na podobné kopolymerizacni parametry.

VytéZzky terpolymerizaci se pohybovaly v rozmezi 65 — 75 %.

OCH, O HO O )

H,C—NH'CI” HC—N CI” o HO
: \ : /N \
CH, CH, CH, OH

]
[]]
z
~ N2
X
D
(@]
\ﬂ/\§
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I
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Obrazek 5-9 Schéma struktur konjugatl nesoucich nabité funkéni skupiny:
K-DMAE (A), K-TMAE (B), K-eéAhx-OH (C), K-GG-OH (D), K-GFLG-OH (E).

Vsechny polymerni prekurzory byly pouzity pro vazbu DOX hydrazonovou vazbou.
Charakteristiky polymer-DOX konjugatt jsou uvedeny v Tabulce 5-7. Pfitomnost nabitych
skupin nemeéla vliv na reakci hydrazidovych skupin s DOX. Schéma struktur konjugatd

jsou znazornéna na Obrazku 5-9.
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Tabulka 5-7 Charakteristiky konjugatd s DOX nesoucich nabité skupiny

Konjugat s DOX | Polymerni prekurzor Ob(;z:g.oDA)?x (g.An/: :]_1) Mu/M,
K(Boc) P(Boc) 10,0 25000 1,8
K-GG-OH P-GG-OH 7,6 22 000 1,7
K-GFLG-OH-1 P-GFLG-OH-1 7,2 24 600 1,7
K-GFLG-OH-2 P-GFLG-OH-2 6,9 26 100 1,8
K-GFLG-OH-3 P-GFLG-OH-3 5,9 26 300 1,9
K-GFLG-OH-4 P-GFLG-OH-4 5,9 21 600 1,8
K-eAhx-OH P-eAhx-OH 7,3 25 800 2,2
K-DMAE P-DMAE 8.2 21900 2,1
K-TMAE P-TMAE 8,7 23 700 22

5.2.2 Chovani polymernich prekurzoru a konjugati ve vodném
prostiedi

Akumulace makromolekul v pevnych nadorech zpisobena EPR efektem zavisi
na jejich molarnich hmotnostech (hydrodynamickych rozmérech) (viz kapitoly 2.2.3
a2.5.2). Alternativou k vysokomolekularnim konjugétiim, které jsou biodegradovatelné,
nebo obsahuji biodegradovatelné spojky mezi polymernimi fetézci, mohou byt systémy,
kde by naristu hydrodynamickych rozmérti polymernich nosi¢i bylo dosaZeno
bud’ botndnim polymernich klubek v disledku elektrostatickych repulzi, nebo diky
»Self-assembly™ kratkych polymerti do polymernich micel. Konjugaty popisované v této
¢asti prace, které obsahuji nabité skupiny podél polymerniho fetézce, byly vhodnymi

kandidaty pro zvyseni rozméra klubek pravé diky elektrostatickym repulzim.

Tabulka 5-8 Hydrodynamické polomeéry polymernich prekurzori a konjugati s DOX

l;?g::g:rl Ry (nm) | Konjugat s DOX | Ry (nm)
P(Boc) 3,8 K{(Boc) 4,3
P-GG-OH 4,1 K-GG-OH 4,3
P-GFLG-OH-1 4,3 K-GFLG-OH-1 4,7
P-GFLG-OH-2 3,9 K-GFLG-OH-2 4,6
P-GFLG-OH-3 4,8 K-GFLG-OH-3 4,5
P-GFLG-OH-4 4,0 K-GFLG-OH-4 4,7
P-DMAE 3,9 K-DMAE 4,3
P-TMAE 4,0 K-TMAE 4,6

Hydrodynamické poloméry polymernich prekurzord i konjugati s DOX byly
zjistovany pomoci quasi-elastického rozptylu svétla (QELS). Méfeni byla provadéna
ve fyziologickém roztoku, ve kterém se zpravidla vodorozpustnd lé¢iva intravendzné
Primérné

podavaji. hodnoty hydrodynamickych polomérd (Ry) jsou uvedeny
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v Tabulce 5-8, distribuce Ry vybranych konjugatd jsou zndzornény na Obrazku 5-10.

Ry - distribuce polymernich prekurzort byly témét shodné s Ry - distribuci konjugatq.

10-
1 — K(Boc)

8- —— K-GFLG-OH-4
_ 1 —— K-DMAE
= 6 —— K-TMAE
s |
E |

2-

0-

1 10 100

Obrazek 5-10 Ry - distribuce konjugati s DOX obsahujicich nabité skupiny

Hydrodynamické poloméry vSech polymernich prekurzori i konjugati byly
srovnatelné s Ry polymerniho prekurzoru P(Boc), resp. konjugatu K(Boc) neobsahujiciho
nabité skupiny (Ry = 4 — 4,5 nm). Distribuce Ry vSech méfenych polymeri byla relativné
uzkd. K ocekdvanému nérGstu Ry nedoslo u Zzadného z polymernich prekurzori
a konjugatl. Obsah nabitych skupin (méné nez = 8 mol.%) byl pravdépodobné ptili§ nizky,
nez aby zpisobil zménu Ry polymernich klubek a jejich distribuci v dusledku
elektrostatickych repulzi. Je tedy moZné ptedpokladat, Ze zadny z konjugatti nesoucich
nabité¢ funkéni skupiny neprojevi zvySenou protinddorovou aktivitu pii 1€¢b&é pevnych
nadoru v disledku EPR efektu.

5.2.3 Uvoliiovani 1é¢iva v in vitro podminkach

V kapitole 5.1.3 jsme uvedli, Ze rychlost uvoliovani DOX pfi pH 5,0 z konjugatu
K(ONp) byla vyssi nez rychlost uvolfiovani z konjugatu K(Boc). Vyjadfili jsme hypotézu,
Ze vzrust rychlosti byl zptisoben pfitomnosti karboxylovych skupin v K(ONp) vzniklych
hydrolyzou ONp skupin. Aby byla spravnost hypotézy ovétena, byly pfipraveny konjugéty
obsahujici definované mnozstvi karboxylovych skupin v polymerni struktufe. Rychlost
uvoliiovani DOX ze dvou konjugitt K-GG-OH a K-GFLG-OH-2 obsahujicich
karboxylové skupiny byla podobna rychlosti uvoliiovani DOX z K(ONp) (viz Obrazek
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5-11). P¥itomnost karboxylovych skupin v polymerni struktuie tedy zfejmé€ snizuje pH
v okoli polymernich fetézcl a vede ke zvySeni rychlosti kysele katalyzované hydrolyzy
a uvolfiovani DOX v pufru o pH 5,0. To znamena, Ze rychlost uvoliiovani DOX by mohla
byt ovlivnéna zavedenim definovaného mnozstvi karboxylovych skupin do polymerni
struktury kopolymerizaci. Bylo ov§em pozorovano, Ze i malé mnoZstvi -COOH skupin
(1 -2,5 mol.%) K-GFLG-OH-1 a K-GFLG-OH-2 vedlo ke zvyseni rychlosti uvoliiovéani
DOX pfi pH 5,0 (viz Obrazek 5-12). Dalsi zvysSeni obsahu -COOH skupin K-GFLG-OH-3
a K-GFLG-OH-4 jiz nevedlo k dal§imu nartstu rychlosti uvoliiovani.
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§| —8—K(ONp), pH 5,0
/ —e— K(Boc), pH 5,0

8 —w— K-GG-OH, pH 5,0

—A— K-GFLG-OH-2, pH 5,0

— 0O- K(ONp), pH 7,4

- O— K(Boc),pH 7,4

-v- K-GG-OH, pH 7,4

- A- K-GFLG-OH-2, pH 7,4

uvolnény DOX (%)
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Obrazek 5-11 Uvoliiovani DOX z konjugati ve fosfatovych pufrech pii 37 °C.
Vliv pfitomnosti -COOH skupin.
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Obrazek 5-12 Uvoliiovani DOX z konjugatu ve fosfatovém pufru o pH 5,0 pti 37 °C.
Vliv pfitomnosti a obsahu nabitych skupin.
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Pfitomnost kladn€¢ nabitych skupin v kopolymerech (K-DMAE a K-TMAE)
vyznamné neovlivnila rychlost uvoliiovani DOX pfi pH 5,0, ktera tak byla srovnatelna
s rychlosti uvoliiovani DOX z konjugatu neobsahujiciho nabité skupiny - K(Boc)
(viz Obrazek 5-12). Mirné zvySeni rychlosti uvoliiovani 1é¢iva z K-TMAE by nemélo byt

brano v potaz, namétené hodnoty se pohybovaly v ramci experimentéalni chyby méfeni.

Vsechny konjugaty byly relativné stabilni v pufru o pH 7.,4. Rychlosti uvoliiovani
DOX byly vtéchto podminkach pfiblizn¢ stejné. Zména struktury konjugati nevedla
k zddnému vyznamnému zvySeni rychlosti uvolfiovani, volné lé¢ivo by proto mélo byt

v pribéhu transportu krevnim fe¢istém uvoliiovano z konjugatd jen minimalné.

5.2.4 Cytostaticka aktivita

Vsechny testované konjugaty prokazaly velmi vysokou cytostatickou aktivitu,
srovnatelnou s volnym DOX (viz Tabulka 5-9), kterd opét vyznamné zavisela na pouZitém
typu nadorovych bunék. Ani testy provedené s méné citlivymi liniemi (EL4 T-bunéény
lymfom, Jurkat lidskd T-buné¢na leukemie) neukazaly podstatné rozdily v cytostatické
aktivit¢ konjugatl. Velmi malé rozdily v naméfenych cytostatickych aktivitaich
ptipravenych konjugétii bohuzel nedovoluji podrobné diskutovat zavislosti mezi aktivitou

a strukturou konjugatt.

Tabulka 5-9 Cytostaticka aktivita konjugati vyjadfena jako ICso v ug DOX/ml

EL4 38C13 | SW620 Raji Jurkat

K(Boc) 0,275 0,011 0,035 0,006 0,595

K-GFLG-OH-1 0,709 0,010 0,016 0,002 0,916

K-GFLG-OH-2 0,301 0,010 0,028 0,003 1,016

K-GFLG-OH-4 0,509 0,008 0,037 0,002 1,301

K-eAhx-OH 0,247 0,009 0,083 0,013 0,800
K-DMAE 0,080 0,005 0,016 0,004 1,025
K-TMAE 0,632 0,013 - - -

DOX 0,030 0,002 0,010 0,003 0,056

5.2.5 In vivo protinadorova aktivita

Konjugaty K(Boc), K-GFLG-OH-4 a K-DMAE byly pfi podani 2x25 mg
DOX(ekvivalent)kg mys$im kmene C57BL/6 nesoucim inokulovany nador myS$iho
T-buné¢ného lymfomu EL4 vysoce u¢inné, lé¢ba vedla ke kompletni regresi nddoru, nebyl

nalezen rozdil v uéinnosti (data nejsou znazornéna).
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Obrazek 5-13 Protinadorova aktivita K-GFLG-OH-4, K-DMAE, K(Boc) a DOX.HCI
(terapeuticky rezim, 1x15 mg DOX (ekvivalent)/kg pro konjugaty a 2x5 mg DOX/kg pro
DOX): rtist EL4 T-buné¢ného lymfomu (A); pieziti mysi (B)

Pfi niz§im davkovani (1x15 mg DOX(ekvivalent)’kg) K(Boc) a K-GFLG-OH-4 byl
rust naddoru kompletn€ inhibovan, nador zmizel a nebyl hmatatelny jiz po 17. dnu
po inokulaci nadorovych bunék (viz Obrazek 5-13). Oproti nim inhibice rtstu nadoru
konjugiatem K-DMAE byla pfi stejném davkovani mnohem mensi, avsak stile vét§i nez
inhibice ristu volnym DOX. Preziti mys$i ukézalo jisté rozdily v aktivitich konjugati.

Nejuc¢innéji pusobil K-GFLG-OH-4 (100 % dlouhodobé ptezivajicich mysi). Vysokou
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u¢innost prokazal i K(Boc) (88 % dlouhodobé ptezivajicich mysi). Aktivita konjugatu
mysi), av§ak byla stdle mnohem vyss§i nez aktivita volného DOX. Pti 1€¢bé volnym DOX

doslo pouze k prodlouzeni doby zivota o ~ 30 %, pfiC¢emZ nepfezilo zadné laboratorni

zvifte.
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Obriazek 5-14 Protinadorova aktivita K-GFLG-OH-4, K-cAhx-OH, K-TMAE a K(Boc)
(terapeuticky rezim, 1x15 mg DOX (ekvivalent)/kg): rust EL4 T-buné¢ného lymfomu (A);
pteziti mysi (B)
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Pro rozliSeni vlivu GFLG sekvence a -COOH skupin byly porovnany aktivity
konjugati K-GFLG-OH-4 a K-geAhx-OH nesouci oligopeptid nebo kyselinu
6-aminohexanovou. Test byl proveden pfi stejném suboptimalnim davkovani 1x15 mg
DOX(ekvivalent)/kg. Zaroveni byla sledovana i aktivita K-TMAE nesouciho kvartérni
ammoniovou skupinu. K-GFLG-OH-4, K-eAhx-OH i K-TMAE ovSem neprojevily
vyrazné lepsi protinadorovou aktivitu oproti K(Boc) (25 % dlouhodobé ptezivajicich mys$i)
(viz Obrazek 5-14).

Ze srovnani in vivo testl protinadorové aktivity (EL4 T-bunéény lymfom,
terapeuticky rezim, 1x15 mg DOX (ekvivalent)’kg) je ziejmé, Ze zavedeni kladné
¢i zaporné nabitych funkénich skupin do polymerni struktury nevedlo k vyraznému

zvySeni protinadorové aktivity v terapeutickém rezimu podavani 1é¢iva.
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5.3 Piiprava a studium vlastnosti polymer — DOX konjugati
obsahujicich hydrofobni substituenty

Obdobné jako nabité funkéni skupiny, zavedené do polymerni struktury,
by i hydrofobni substituenty mohly vyrazné ovlivnit ,,osud“ konjugatu v organizmu.
V disledku hydrofobnich interakci by mohly konjugaty vytvaret ve vodném prostiedi
micelarni struktury. ZvétSeni rozméri a molarni hmotnosti micel by pak mohly vést
ke zvySeni EPR efektu, a tim i ke zvySeni protinadorové aktivity konjugati. Hydrofobni
substituenty by mohly rovnéz ovlivnit rychlost uvoliovani lé¢iva nebo ovlivnit prinik

konjugétu do nadorovych bunék diky hydrofobnim interakcim s membranami.

5.3.1 Ptiprava polymernich prekurzori a konjugati s DOX

V zavislosti na hydrofobicité a detailni struktufe byly vybrany tfi rizné hydrofobni
substituenty. Nejkrat§i a nejméné hydrofobni uhlikaty fetézec (12 C atomi) pfedstavoval
alifaticky dodecylovy substituent. Jako ptiklad alifatického metabolizovatelného
substituentu byl pouzit derivat kyseliny olejové (cis-9-oktadekanové) (18 C atomi).
Nejvice hydrofobni substituent byl odvozen od cholesterolu (27 C atomi), ktery ma na

rozdil od pfedchozich linearnich substituentt cyklickou strukturu.

Polymerni prekurzory byly pfipraveny dvéma riznymi zptsoby. Hydrofobni
substituenty byly do polymerni struktury zavedeny bud’ polymer-analogickou reakci, nebo
terpolymerizaci. V prvnim pfipadé byla ¢&ast hydrazidovych skupiny polymerniho
prekurzoru P(Boc), resp. P(Boc)-5 pouzita pro reakci s hydrofobni slou€eninou nesouci
reaktivni skupiny (sukcinimidyl oleat). Reakce prob&hla kvantitativn€. Polymerni
prekurzory pfipravené timto zptisobem jsou charakterizovany v Tabulce 5-10.

Tabulka 5-10 Charakteristiky polymernich prekurzori nesoucich hydrofobni substituenty,
které byly pfipraveny polymer-analogickou reakci

) Obsah Obsah hydrofobniho —
Polymerni hydrazida substituentu (mol.%) Mw Mo/ M,
prekurzor o - (g.mol™)
(mol.%) | teoreticky | v terpolymeru

P(Boc) 5,3 - - 24200 1,7
P-oleoyl-1 43 1,0 1,0 20 800 1,9
P-oleoyl-2 3,4 2,0 1,9 19 200 1,9
P(Boc)-5" 7,6 - - 24 400 1,9
P-oleoyl-3 2,5 5,0 4,8 20 500 1,9

") P(Boc)-5 byl ptipraven podobné jako P(Boc), ale s vét§im obsahem monomeru
s hydrazidovymi skupinami v nasadé (11 mol.%)
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Druha
HPMA

metoda pfipravy prekurzori byla zaloZzena na terpolymerizaci

s monomerem nesoucim hydrazidové skupiny a komeréné dostupnym

dodecyl methakrylitem nebo nami syntetizovanym cholesterylovym esterem

6-(methakryloylamino)hexanové kyseliny. Vytézky terpolymerizaci se pohybovaly
v rozmezi 65 — 75 %. Obsah monomernich jednotek v terpolymerech pfiblizn¢ odpovidal
zastoupeni monomeri v polymeriza¢ni nasadé. Polymerni prekurzory pfipravené timto
zpusobem jsou charakterizovany v Tabulce 5-11.

Tabulka 5-11 Charakteristiky polymernich prekurzorti nesoucich hydrofobni substituenty
pfipravenych terpolymerizaci

‘e Obsah hydrofobniho
Polymerni Obsah hydrazidii (mol.%) substitue);ltu (mol.%) My I; /ﬁ
prekurzor .. .y (g.mol™) mee
v nasad€ | v terpolymeru | v néasadé | v terpolymeru

P-dodecyl-1 7,0 5,1 1,5 1,6 22900 2,1
P-dodecyl-2 7,0 4,3 5,0 4,7 29 500 2,4
P-cholesteryl-1 7,0 5,5 1,5 1,4 16 300 2,2
P-cholesteryl-2 7,0 4,6 3,0 2,8 17 300 2,0
P-cholesteryl-3 7,0 4.4 5,0 5,0 20 500 2,3

Polymerni prekurzory byly vyuzity pro navazani DOX hydrazonovou vazbou.
Charakterizace polymer-DOX konjugatii je uvedena v Tabulce 5-12, jejich struktura je
znazornéna na Obrazku 5-15. Reakce nebyla ovlivnéna pfitomnosti hydrofobnich

substituentl ve struktufe polymernich prekurzora.

Tabulka 5-12 Charakteristiky konjugatti s DOX nesoucich hydrofobni substituenty

Konjugat Polymerni Obsah DOX M. Y

s DOX prekurzor (hm.%) (g.mol™) wem
K(Boc) P(Boc) 10,0 25 000 1,8
K-dodecyl-1 P-dodecyl-1 7,7 27 200 1,9
K-dodecyl-2 P-dodecyl-2 8,7 32 500 2,0
K-oleoyl-1 P-oleoyl-1 7,8 29 900 2,0
K-oleoyl-2 P-oleoyl-2 7,8 32 400 2,1
K-oleoyl-3 P-oleoyl-3 6,1 29 000 1,9
K-cholesteryi-2 | P-cholesteryl-1 8,6 23 700 2,0
K-cholesteryl-2 | P-cholesteryl-2 8,7 24 500 2,2
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Obrazek 5-15 Schéma struktur konjugétti nesoucich hydrofobni substituenty:
K-dodecyl (A), K-oleoyl (B), K-cholesteryl (C).

5.3.2 Chovani polymernich prekurzori a konjugatia ve vodném
prostredi
Chovani polymernich prekurzorti a konjugati bylo studovano ve fyziologickém
roztoku, ktery ma obdobnou iontovou silu jako télni tekutiny. Z tohoto divodu byl tento
roztok pouzit jako vhodné modelové prostfedi. Terpolymery (kromé P-cholesteryl-3) se
kompletn& rozpoustély béhem 15 — 20 min pouze za pouZiti michani a ultrazvuku. Casto
pouzivany slozity zptsob pifipravy micel, zalozeny na krokové dialyze ze selektivniho

82,122

rozpoustédla do vody proto nebyl nutny.

Vlastnosti polymernich prekurzori v roztoku byly méfeny pomoci QELS. Pouzity

pristroj (Zetasizer) vyhodnocoval rozptylené svétlo zjednoho zadniho whlu (173°),
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coz postaéovalo pro urfeni hydrodynamickych rozmérd. Molarni hmotnosti konjugatd
vypocitané z intenzity rozptyleného svétla pfi tomto uhlu jsou ovSem pouze zdanlivymi
molarnimi hmotnostmi (M,yp). Navic hodnoty M,,, nebyly extrapolovany na nulovou
koncentraci (pouZitd koncentrace byla 20 g.I"' pro K(Boc) nebo 10 g1 pro konjugity
s hydrofobnimi substituenty). Proto M,,, astejné tak i hustota p a agregacni ¢islo n,

vypoctené pomoci M,p, by proto mély byt chapany jen jako orientaéni hodnoty. Skute¢né

molarni hmotnosti by mély byt vyssi, jak je ziejmé ze srovnani hodnot My, a My
v ptipad€é konjugatu K(Boc). Toto pozorovani potvrzuje popsané stanoveni druhého
virialniho koeficientu 4, ktery byl uréen pro obdobny linedrni vodorozpustny polymer —
DOX konjugat se shodnym obsahem DOX. Tento koeficient byl kladny (4, = 5:107)!"8,
coz znamena, Ze s klesajici koncentraci kopolymeru stoupd jeho zdéanlivdi molarni

hmotnost. Proto skute¢né molarni hmotnosti konjugati by mély byt vyssi nez M,p,.

Zavedeni hydrofobnich substituenti do polymerni struktury vedlo ve vétsiné piipadi
k vyrazné zméné chovani ve vodném prostfedi. Polymerni prekurzory a konjugaty tvotily
ve vodném prostfedi polymerni asociaty nebo micely. Charakteristiky jejich chovani jsou
uvedeny v Tabulce 5-13. Vyjimky tvofily P-oleoyl-1 a K-oleoyl-1, které obsahovaly pfili§

nizky obsah oleoylovych skupin umoziiujici tvorbu micel ¢i asociati. Rozdil mezi M,
aMy u konjugatu K-oleoyl-1 je mozné vysvétlit stejnym zplGsobem jako rozdil
molekulovych hmotnosti konjugatu K(Boc). Naopak P-cholesteryl-3 obsahoval pfili§
mnoho siln¢ hydrofobnich cholesterylovych skupin znemozZiujicich pfimé rozpusténi
kopolymeru ve fyziologickém roztoku.

Tabulka 5-13 Charakteristiky chovani polymernich prekurzor ¢i konjugati s DOX
ve fyziologickém roztoku

1;‘:3:[‘;‘;2’: Ry (nm) | Konjugéts DOX | Ry (nm) (gﬁagi.l) @ c”m.3) 1,
P(Boc) 3,8 K(Boc) 4,3 11 000 0,05 ~1
P-dodecyl-1 6,7 K-dodecyl-1 6,1 22 000 0,04 ~1
P-dodecyl-2 5,6 K-dodecyl-2 6,5 37 000 0,05 1,1
P-oleoyl-1 4,0 K-oleoyl-1 4,0 14 000 0,09 ~1
P-oleoyl-2 6,8 K-oleoyl-2 6,4 110 000 0,17 3.4
P-oleoyl-3 6,6 K-oleoyl-3 6,4 170 000 0,26 5,9
P-cholesteryl-1 8.8 K-cholesteryl-1 9,6 41 000 0,02 1,7
P-cholesteryl-2 17,9 | K-cholesteryl-2 18,4 460 000 0,03 19

n, — agregadéni ¢islo, udavajici pomér M,/ M+ konjugatu
P
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Polymerni prekurzory ¢i konjugaty, které obsahovaly vice nez 1 mol.% oleoylové
skupiny, tvofily ve fyziologickém roztoku micely s uzkou distribuci velikosti
a Ry~ 6,5 nm. Doslo k naristu My, (~ 1-2:10° gmol™) a p (~ 0,2 g.cm™) piiblizng
o jeden fad. O vzniku micel sv&d¢i také vzrist agregaéniho ¢&isla. Distribuce Ry micel
vytvotenych z polymernich konjugatii obsahujicich oleoylové skupiny jsou znazornény
na Obréazku 5-16.
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Obrazek 5-16 Ry - distribuce konjugétii obsahujicich oleoylové skupiny

Zajimavé zjisténi vyplynulo ze srovnani chovani kopolymert obsahujicich oleoylové
skupiny ve vodé a v 0,15 M vodném roztoku NaCl. Zatimco polymerni prekurzory tvofily
stabilni micely v obou prostfedich, v pfipadé konjugati s 1é€ivem byla ve vod€ rovnovaha
unimer — micela posunuta smérem k unimeru a micely byly jen malo stabilni. Tento jev byl

ziejmé zplsoben protonaci aminoskupin DOX, ktery pusobil proti tvorbé micel.

U vsech polymernich prekurzorti nebo konjugati obsahujicich dodecylovou skupinu
vzrostl hydrodynamicky polomér (Ry~ 6 —6,5 nm) obdobné jako v pfipadé¢ konjugatt
obsahujicich vice nez 1 mol.% oleoylové skupiny. Jejich My, oviem vzrostlo jen velmi
malo, a to iv pfipadé pouziti nejvy$§iho obsahu hydrofobni skupiny. Také nedoslo
ke zvySeni hustoty a agregaéniho ¢isla nebo ke zuZeni distribuce Ry (viz Obrazek 5-17),
tedy k charakteristikam, které zpravidla dokladaji tvorbu micel. Lze se tedy domnivat,

Ze nanejvys doslo k tvorbé malych stabilnich asociati, nikoliv v§ak ke tvorbé micel.
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Obrazek 5-17 Ry - distribuce konjugatt obsahujicich dodecylové skupiny ve vodném
prostiedi

Polymery nesouci vysoce hydrofobni substituent cholesteryl tvofily nadmolekularni
utvary s nejvy$simi Ry. (Distribuce Ry micel jsou zndzornény na Obrazku 5-18.) Jejich Ry
byly pfiblizn¢ tfikrat vét$i nez Ry micel obsahujicich oleoyl. M, a n, konjugétu
K-cholesteryl-2 také velmi vyznamnég vzrostly. Oproti micelam obsahujicich oleoyl ov§em
nedoslo k nardstu hustoty a rovnéz distribuce Ry nebyly uzké (viz Obrazek 5-18).
Struktura téchto nadmolekularnich utvart se spiSe podoba ndhodnym asociatim, tvofenym
ohebnymi polymernimi fetézci spojenymi hydrofobnimi bodovymi kontakty
cholesterolu'®. Diky planarni struktufe cholesterolu pak lze predpokladat, e bodové
kontakty pfipominaji ,,sendviovou® strukturu. Vytvofené ¢astice ziejm¢€ pfipominaji
fyzikalné sitované mikrogely. Stanoveni pfesné nadmolekularni struktury téchto konjugatu

bude vénovana navazujici prace.

Konjugat K-cholesteryl-2 mél nejvétsi hydrodynamické rozméry ze vSech
pFipravenych konjugatii obsahujicich hydrofobni skupiny. Céstice o priméru tém&f 40 nm
spliuji pfedpoklad pro Géinnou extravasaci do nadorové tkan€. Lze proto piedpokladat,
Ze by mohl prokazat vétsi protinadorovou aktivitu nez ostatni konjugaty, a to v disledku

moznosti vét§iho uplatnéni EPR efektu.
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Obrazek 5-18 Ry - distribuce konjugati obsahujicich cholesterylové skupiny

Kritické asocia¢ni koncentrace (CAC) pfipravenych konjugati byly zji§tovany
pomoci metody vyuzivajici zvySeni intenzity fluorescence pyrenu pti pfechodu z vodného
prostfedi do hydrofobniho jadra micely pfi konstantni celkové koncentraci pyrenu. Tyto
kritické koncentrace byly stanoveny pouze pro polymerni prekurzory s nejvy$§im obsahem
hydrofobniho substituentu. CAC micel vytvofenych zkonjugatu K-oleoyl-3 byla
0,176 + 0,009 g1"' a zkonjugatu K-cholesteryl-2 0,044 + 0,002 g.I'. CAC konjugiti
odpovidajicich méfenym prekurzorim nebyly stanoveny, nebot’ fluorescenéni spektrum
DOX se piekryva se spektrem pyrenu. CAC blokovych kopolymert ve vodném prostiedi
se zpravidla pohybuje v hodnotach 0,001 az 0,0107%. Vzhledem k témto hodnotam byly
nami pfipravené micely nebo asociaty o néco méné stabilni nez micely tvofené blokovymi

kopolymery.

Obecné mohou amfifilni unimery, uvolnéné z micelarnich nosi¢i v prib&hu
transportu krevnim fe¢i§tém, ptisobit jako detergenty, a tim naruSovat bun&né membrény,
coz muzZe vést ke smrti bun€k (toxické u¢inky na zdravou tkai). Proto byly provedeny
ptedbézné in vitro testy toxicit téchto latek na bunéénych kulturach, vysledky budou

diskutovany v kapitole 5.3.4.
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5.3.3 Uvoliovani lé¢iva v in vitro podminkach

Ve vét§iné micelarnich nosi¢i byva lé€ivo navazano k polymernim fetézctim
tvoticim hydrofobni jadro micel. Oproti tomu bylo v naSem ptipadé 1é¢ivo navazano
k hydrofilni ¢asti micelarniho nosice, terpolymeru na bazi HPMA. Z tohoto dtivodu by mél
byt DOX, vazany v hydrofilnim obalu micel, snadnéji uvolfiovan, aniz by musel

piekonavat stérické zabrany nebo hydrofobni interakce.

Rychlost uvoliiovani DOX pii pH 5,0 z K-oleoyl-3, stanovena stejnou metodou jako
v piipadé konjugatd diskutovanych v pfedchozich kapitolach, byla vyznamné niz$i nez
rychlost uvoliiovani z K(Boc) (pfiblizné€ o 20 % za 24 h). Zdanlivé sniZeni obsahu volného
DOX v inkuba¢ni smési mohlo byt zplsobeno vazbou volného hydrofobniho lé¢iva
na hydrofobni slozky micely pomérné silnou vazbou, kterou se pii stanoveni extrakéni
metodou nepodafilo rozrusit, a tak se i volné 1é¢ivo mohlo chovat jako polymerné vazané
a zustat ve vodné vrstvé. To nas vedlo k vypracovani nové metody stanoveni obsahu
volného DOX v inkuba¢ni smési. Inkubované vzorky byly analyzovany piimo pomoci
SEC. Pouzitd mobilni fdze slozend z 80 obj.% z methanolu by méla rozrusit piipadné
hydrofobni interakce mezi uvolnénym lé¢ivem a micelarnim konjugatem. V dtsledku toho
by touto metodou mélo byt stanoveno veskeré mnozstvi DOX uvolnéného hydrolyzou
hydrazonové vazby. Vysledky této metody stanoveni rychlosti uvoliiovani nas vedly
k zavéru, Ze u puvodni metody vyuzivajici extrakce nebylo veskeré uvolnéné léivo
extrahovano do organické vrstvy a vysledky byly zatiZeny zna¢nou chybou. U vsech
micelarnich konjugati byla proto pro stanoveni rychlosti uvolfiovani DOX z nosi¢e pouzita
metoda SEC.

Rychlost uvoliiovani DOX z vybranych konjugatt je znazornéna na Obrazku 5-19.
Nejrychleji byl DOX uvoliiovan z K(Boc) (76 % za 24 h). Z ostatnich konjugati bylo
l1é¢ivo uvoliiovano jen o néco malo pomaleji (67 % za 24 h z K-dodecyl-2, 69 %
z K-oleoyl-3 a 65 % z K-cholesteryl-2). Pfitomnost hydrofobnich skupin v polymerni
struktufe tedy vyznamné neovlivnila rychlost hydrolyzy hydrazonové vazby pii pH 5,0.
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Obrizek 5-19 Uvoliiovani DOX z konjugati ve fosfatovém pufru o pH 5,0 pti 37 °C.
Vliv pfitomnosti hydrofobnich substituentu.

Rychlost uvoliiovani DOX z micel inkubovanych pfi pH 7,4 se stejné jako v pfipadé
konjugatd nesoucich nabité skupiny vyznamné neli§ila v zavislosti na struktufe
kopolymeru (~ 5 % za 24 h) (viz kapitola 5.2.3). Pfipadné rozdily se pohybovaly v ramci

chyby méfeni.

S5.3.4 Cytostaticka aktivita

Oba testované konjugaty prokdzaly velmi vysokou cytostatickou aktivitu
(viz Tabulka 5-14). Testy provedené s méné citlivymi liniemi (EL4 T-bunéény lymfom,
Jurkat lidska T-bunééné leukemie) neukazaly podstatné rozdily v cytostatické aktivité
konjugatid, podobné jako v ptipadé konjugath nesoucich nabité funkéni skupiny.

Tabulka 5-14 Cytostaticka aktivita konjugati s DOX a jejich polymernich prekurzort
vyjadiena jako ICso v ug DOX/ml

EL4 38C13 | SW620 Raji Jurkat
P-oleoyl(3) > 400 141 > 400 ] > 400
P-cholesteryl(2) | > 400 255 > 400 - > 400
K-oleoyl(3) 0,151 0,007 0,040 0,010 0,124
K-cholesteryl(2)| 0,159 0,005 0,040 0,013 0,120
DOX 0,010 0,001 0,003 0,001 0,119

Narozdil od polymernich konjugétli zadny z testovanych polymernich prekurzorti

neprojevil cytostatickou aktivitu vi¢i nadorovych liniim. Lze proto oekavat, Ze konjugaty
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po uvolnéni lé€iva nebudou piisobit toxicky ani viéi jinym buiikdm, naptiklad béhem

transportu krevnim fec¢i§tém nebo v prubéhu odstrafiovani z organizmu.

5.3.5 In vivo protinadorova aktivita

Pfi podani micelarniho konjugatu K-oleoyl-3 v davkach 2x25 i 1x15 mg
DOX(ekvivalent)’kg podaného myS$im kmene C57BL/6 se kratce po podani projevily
ptiznaky akutni toxicity polymerniho lé€iva (napf. zjezené chlupy né€kolik hodin po
injekci). V disledku akutni toxicity lé¢iva uhynulo 50 % myS$i v ptipadé vyssi davky
al4 % vpiipadé¢ niz8i davky. U prezivSich laboratornich zvifat vsak lécba EL4
T-bunééného lymfomu vedla v naprosté vétsiné ke kompletni regresi nadoru (data nejsou
znazornéna), UspeéSnost 1é€by byla srovnatelna s uspésnosti 1é€by konjugatem K(Boc) pii
stejné vysoké davce, ktera vSak u pii podani konjugatu K(Boc) byla bezpe¢na. To ukazuje

vvvvvv

davkovani nez u vodorozpustnych neasociovanych konjugatt.

Protinadorova aktivita konjugatu K-oleoyl-3 ovSem ani pti davkach 1x10 a 2x5 mg
DOX(ekvivalent)kg nebyla vys$8§i nez aktivita konjugatu K(Boc), podaného pfi
suboptimalni davce 1x15 mg DOX(ekvivalent)/kg, kterym bylo vyléceno 50 % mysi
(viz Obrazek 5-20). Znaky akutni toxicity micelarniho konjugatu vSak jiZz nebyly pfi

v wr

K(Boc), je tedy mozné zdtivodnit niz§i podanou davkou ekvivalentu DOX, kone¢né zaveéry

(¥4

v8ak bude mozZné u€init az po provedeni podrobnéjsi in vivo studie.

Podani jiného micelarniho kancerostatika K-cholesteryl-2 vsak vedlo k vyraznému
zvySeni protinadorové aktivity. V pfipadé obou schémat podani lé¢iva doslo k zamezeni
ristu nadoru a ktémé& 100 % vyléCeni mySi (pouze v pfipadé podani 2x5 mg
DOX(ekvivalent)’kg 1 my$ uhynula, av§ak aZ po velmi dlouhé dob& od zacatku 1écby).
Pfi¢inou zvySené ucinnosti konjugatu K-cholesteryl-2 byl zfejmé zvyraznény EPR efekt,
nebot’” micely, vytvofené z konjugitu K-cholesteryl-2 mély vétsi hydrodynamické rozméry
a molarni hmotnost, nezli micely pfipravené z ostatnich konjugatti. Ve srovnani s K(Boc),
podaném pii davce 1x75 mg DOX(ekvivalent)/kg (viz Obrazek 5-8) se podatilo velmi

vyrazné snizit uinnou davku polymerniho 1é¢iva pfi zachovani stejné tspé€snosti 1é€by.
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Obrazek 5-20 Protinadorova aktivita K-oleoyl-3, K-cholesteryl-2 a K(Boc) (terapeuticky
rezim): rist EL4 T-bunééného lymfomu (A); pteziti mysi (B)
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5.4 Priprava a studium vlastnosti roubovanych konjugati

polymer — DOX

V pfipad¢ konjugatl, obsahujicich nabité funkéni skupiny, nebo hydrofobni
substituenty v polymerni struktufe, bylo cilem prace pfipravit vysokomolekularni struktury
se zvyraznénou interakci s bunéénou membranou a nebo s vyraznym EPR efektem. Mélo
toho mélo byt dosazeno uspofadanim polymernich feté€zc do supramolekularni struktury
o vhodné velikosti. Jinou moznosti, jak dosdhnout vyrazného EPR efektu bylo vyuZiti
vysokomolekularnich vodorozpustnych polymernich 1é¢iv, jejichz vysokomolekularni
struktura je dosazena vyhradné propojenim polymernich fetézci kovalentnimi vazbami.
Kopolymery na bazi HPMA vsak lidsky organizmus nedokaZe degradovat, a proto jsou
jejich molarni hmotnosti shora omezeny limitem rendlni filtrace. Vysokomolekularni
konjugaty na bazi HPMA, které maji byt vylouditelné z organizmu proto musi obsahovat
biodegradovatelné spojky. Ptikladem takového konjugitu byl ivétveny konjugat,
ve kterém byl DOX navdzdn hydrazonovou vazbou a ktery obsahoval enzymaticky
degradovatelnou spojku mezi polymernimi fetézci tvofenou tetrapeptidem GFLG'®.
Konjugat byl velmi G¢inny pti 1é¢bé EL4 T-bunééného lymfomu. Jeho nevyhodou viak
byla pfedev$im S$patnd reprodukovatelnost piipravy vétveného polymerniho prekurzoru
a Sirokd distribuce molarnich hmotnosti. Analogii k vétvenym Konjugatim, avSak
prekonévajicim jejich nedostatky, by mohly byt roubované konjugaty. I u nich lze oekavat

zvyseni protinadorové aktivity v disledku vétsiho uplatnéni EPR efektu.

5.4.1 Roubované kopolymery vyuzivajici semitelechelické kopolymery
nesouci sukcinimidylové skupiny

5.4.1.1 Priprava roubovanych kopolymeri

V prvnich pokusech pfipravy enzymaticky degradovatelnych roubovanych
kopolymerti byl pouzit semitelechelicky kopolymer, ktery obsahoval -COOH skupinu na
konci polymerniho fetézce. Reakce s hydrazidovymi skupinami statistického kopolymeru
P’-GFLG-NHNH; i pfi velkém nadbytku konjuga¢niho ¢inidla DCC nevedla k tvorbé
roubovanych kopolymert. Stejné dopadly i pokusy se semitelechelickym kopolymerem,

ktery obsahoval ONp estery na konci polymerniho fetézce (data nejsou prezentovana).

Reakce mezi polymernimi fetézci probihaji zpravidla pomaleji nez v ptipad¢ reakci

mezi polymerem a nizkomolekuldrni latkou. To je pfedev§im zplsobeno stérickymi
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zdbranami vzéjemnému piistupu reakénich center. Proto byly pro aktivaci koncové
karboxylové skupiny semitelechelického kopolymeru vybrany pomémé velmi reaktivni
OSu skupiny. Jejich zna¢na reaktivita je zaroveii i jejich nevyhodou, OSu skupiny jsou
velmi citlivé na stopy vlhkosti a snadno hydrolyzuji. Ztrata aktivace ¢asti koncovych
skupin by vedla k vyznamné kontaminaci roubovaného kopolymeru obtizné
odstranitelnym nizkomolekularnim kopolymerem, ktera by se projevila na znaéném

roz$ifeni distribuce molarnich hmotnosti. Aktivace -COOH skupin byla proto provedena

s co nejmensim ¢asovym odstupem od vlastni syntézy roubovaného kopolymeru.

Zakladni charakterizace ptipravenych polymernich prekurzort je uvedena v Tabulce
5-15. Ptipraveny semitelechelicky kopolymer SP-OSu mél pomémé vysokou molarni
hmotnost, blizkou limitu renalni filtrace. Jednalo se v$ak o orienta¢ni pokus piipravy

roubované struktury, pro dal$i studium by bylo nutné nalézt vhodnéjsi reakéni podminky

kopolymerizace. Funkénost kopolymeru F byla vyjadfena jako podil M, , ziskané SEC
s detekci rozptylu svétla a zmény indexu lomu, a M, coon, ziskané ze stanoveni koncovych
funkénich skupin acidobazickou titraci. V idedlnim pfipadé by mély mit semitelechelické
kopolymery funkénost F = 1. Radikalova kopolymerizace miize byt ov§em zakoncena
i rekombinaci radikalu, kterd vede ke vzniku telechelickych kopolymert. F > 1 proto
ukazuje na vznik semitelechelickych kopolymera s pfimési kopolymeru telechelickych
(bifunk¢nich).

Tabulka 5-15 Charakteristiky polymernich prekurzort pouzitych pro ptipravu
roubovaného kopolymeru

Obsah 7 — —|u
Polymerni prekurzor | hydrazidia v Muw/Mn n,COOH F
’ ’ (ymol.%) (g.mol™) / (g-mol™)
SP-OSu 5,7 45700 2,2 14 500 1,4
P’-GFLG-NHNH, 5,1 20 100 1,9 - -

Reakce SP-OSu a P'-GFLG-NHNH; (2 : 1 hmotnostné) v DMSO vedla ke vzniku

vysokomolekuldrniho kopolymeru RP(OSu) o My 146 000 g.mol” s pom&mé Sirokou
distribuci molarnich hmotnosti (viz Obrazek 5-21). Pfi srovnani chromatogramu RP(OSu)
s chromatogramem prekurzoru P-GFLG-NHNH; bylo patrné, Ze roubovany kopolymer
obsahoval i znaény podil nizkomolekuldrnich kopolymer. Pf¢inou mohla byt jiz
zmifiovana hydrolyticka nestabilita OSu skupin nebo nedostate¢na aktivace karboxylovych

skupin.
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Obrazek 5-21 SEC chromatogramy (zdznam RI detektoru) roubovaného kopolymeru
RP(OSu) (nefrakcionovany kopolymer a vysokomolekularni frakce) a polymerniho

prekurzoru.

Kopolymery s nizkou molarni hmotnosti byly odstranény frakcionaci na preparativni

SEC na koloné s naplni Sephacryl S-300. Frakcionaci bylo zarovenl dosaZzeno zuZeni

distribuce molarnich hmotnosti vysokomolekularni frakce. M, frakei jsou uvedeny
v Tabulce 5-16, SEC chromatogram vysokomolekularni frakce (RP(OSu)-fri(Il)) je

znazornén na Obrazku 5-18. Velkou nevyhodou frakcionace ov§em bylo sniZeni vytézku,

M )

20

30

retenéni ¢as (min)

40

S0

RP(OSu)-fr1(II) tvotil pouze 30 % pivodni hmotnosti RP(OSu).

Tabulka 5-16 Molarni hmotnost roubovanych kopolymert

Roubovany : My
Frakcionace 1
kopolymer (g.mol™)
RP(OSu) nefrakcionovany 146 000
RP(OSu)-fri(l) | 1. frakce 214 000
RP(OSu)-fr2(1) | 2. frakce 74 500
RP(OSu)-fr1(II) | 1. frakce po opakovani frakcionace | 365 000
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5.4.1.2 In vitro degradace roubovaného kopolymeru kathepsinem B

V kapitole 2.5.2 bylo zddraznéno, Ze vysokomolekularni polymerni konjugaty musi
obsahovat biodegradovatelné spojky, umoziujici degradaci konjugatu na nizkomolekularni
polymerni fragmenty. V nafem pfipadé byla pouzita enzymaticky degradovatelnd
oligopeptidova spojka GFLG, kterd je pro tuto vlastnost Casto vyuZivana v oblasti

polymernich l1é¢iv (viz kapitola 2.4.1).

300 000
250 000
=" 200 0001
150 000-
100 000-

50 0001

0 v T v T v T v T v 1
0 5 10 15 20 25

tas (h)

Obrazek 5-22 Casovy pribéh degradace RP(OSu)-fr1(II) kathepsinem B

Vin vitro podminkédch byla sledovana rychlost degradace RP(OSu)-fri(Il)

kathepsinem B jako zéastupcem lysosomélnich enzymu. Vliv doby inkubace na My
roubovaného kopolymeru je zndzormén na Obrazku 5-22. Roubovany kopolymer byl
pomérné rychle enzymaticky degradovan na produkty s molarni hmotnosti niz$i, nez je
limit rendlni filtrace. V prostiedi lysosomt nadorovych bun¢k by proto meélo dojit
k degradaci roubovaného kopolymeru na fragmenty vyloucitelné z organizmu. Skute€né
rychlost degradace v in vivo podminkach vs$ak bude odli$na, bunééné linie se totiz mohou
ligit jak v mnoZstvi, tak ve sloZeni lysosomalnich enzymu. Navic byla méfend rychlost

degradace ovlivnéna i postupnym ubytkem aktivity enzymu.
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5.4.2 Roubované kopolymery vyuzivajici semitelechelické kopolymery
nesouci thiazolidin-2-thionové skupiny

S5.4.2.1 Optimalizace pFipravy roubovanych kopolymeru

V ptedchozi kapitole byly uvedeny nevyhody OSu skupin a jejich vlivu na p¥ipravu
roubovanych kopolymert. Proto jsme vyvinuly novy postup syntézy roubovanych
kopolymerti vyuzivajici dostate¢né reaktivni, avSak hydrolyticky mnohem stabiln&jsi
thiazolidin-2-thionové skupiny (TT)'™*. Tato skupina reaguje s hydrazidovymi skupinami
na polymernim fetézci velmi pomalu (data nejsou uvedena). TT skupiny v8ak ochotné
reaguji s primarnimi aminoskupinami, proto bylo nejprve nutné zavést -NH, skupiny

do polymerniho fetézce.

Zatimco semitelechelické kopolymery nesouci koncové OSu skupiny byly
ptipraveny aktivaci -COOH skupin, TT skupiny byly zavedeny jiZ do struktury iniciatoru
radikalové kopolymerizace. Ptipravené semitelechelické kopolymery by proto mély

obsahovat pouze tyto koncové skupiny. Funkénost kopolymeru F byla vyjadiena jako podil

Mn , ziskané SEC s detekci rozptylu svétla a zmény indexu lomu, a M, 1, ziskané
ze spektroskopického stanoveni koncovych funkénich skupin. Funkénost polymeru F byla
stejn€ jako v ptipadé¢ SP-OSu vys§i nez 1, coz ukazuje na rekombinaéni zakon&eni
ristu polymemniho fetézce pii radikalové kopolymerizaci. SP-TT proto obsahoval
i pfimés telechelickych kopolymert. Charakterizace pouZitych kopolymeri je uvedena
v Tabulce 5-17.

Tabulka 5-17 Charakteristiky polymernich prekurzori pouZitych pro ptipravu
roubovanych kopolymert

Polvmerni Obsah Obsah i o M
i {(urzor hydrazidii | aminoskupin wl" Mu/Mn ( n'l";lT.l) F
pre (mol.%) | (mol%) | (&mel’) &
SP-TT 5,2 - 31 000 2,2 9 800 1,4
P’-GFLG~NH, - 3,7 19 130 1,9 - -

Reakce SP-TT a P-GFLG~NH; byla nejprve providéna ve vodném prostiedi
za podminek pouzitych u jinych diive popsanych reakci TT s -NH, skupinami'’™.
Pti laboratorni teploté se reak¢éni doba pohybovala v fadu hodin az desitek hodin. Nejvétsi
hodnota molarni hmotnosti byla dosaZena po 16 h, proto byla tato reakéni doba zachovana
i pro dalsi reakce ve vodném prosttedi. Vliv reakéni doby na molarni hmotnost

roubovanych kopolymert je zaznamenan v Tabulce 5-18.
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Tabulka 5-18 Vliv reakéni doby na molarni hmotnost roubovanych kopolymeru pfi reakci
polymernich prekurzorti SP-TT a P’-GFLG~NH, provadéné ve vodném prostredi

Roubovany | Reakéni My
kopolymer | doba (h) | (g.mol™)
RP(TT)-1 2 65 100
RP(TT)-2 4 68 200
RP(TT)-3 16 85 000

Dals8i optimalizace reak¢énich podminek spocivala v porovnani vlivu poméru TT
a -NH, skupin v reakéni smési na molarni hmotnost vyslednych roubovanych kopolymert.
Vysledky studie jsou uvedeny v Tabulce 5-19. Pomér funkénich skupin v§ak zfejmé nemél
na rust molarni hmotnosti vyznamny vliv. Po navazani ur€itého pocétu fetézcu
semitelechelického kopolymeru jiZ patrné zbyvajici aminoskupiny P’-GFLG~NH; nebyly

pro dalsi reakci ptistupné. Naopak, vliv koncentrace kopolymert se jevil jako hlavni faktor

ovlivijici M,y , proto byl tento vliv studovan v dal§im pokusu.

Tabulka 5-19 Vliv poméru funk¢nich skupin na molarni hmotnost roubovanych
kopolymert pti reakci ve vodném prostredi

Roubovany Pomér Koncentracs: W
kopolymer skupin kopoly-meru [
poly NH, : TT @l |(&mol’)
RP(TT)-4 4:1 16 39 400
RP(TT)-5 2:1 21 42 300
RP(TT)-6 1:1 16 39 500
RP(TT)-7 1:2 27 48 600

V Tabulce 5-20 jsou uvedeny molarni hmotnosti roubovanych kopolymert

pfipravenych v roztocich li§icich se pouZitou celkovou koncentraci kopolymeri v reakéni

smési. Narist koncentrace reaktanti mél za nasledek zvySeni M. S naristem
koncentrace se vSak také rozSifovala distribuce molarnich hmotnosti, jak je patrné
z Obrazku 5-23. Navic roubované kopolymery obsahovaly vzdy i €ast nezreagovanych

nizkomolekularnich kopolymer.

Tabulka 5-20 Vliv koncentrace kopolymert na molarni hmotnost roubovanych
kopolymeru pii reakci ve vodném prostiedi

. | Koncentrace —
Roubovany kopolymeri My |
kopolymer ) (g.mol™)

(g1)
RP(TT)-6 21 39 500
RP(TT)-8 63 82100
RP(TT)-9 122 111 000
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Obrazek 5-23 Vliv koncentrace kopolymert na distribuci molarnich hmotnosti (zdznam
RI detektoru) roubovanych kopolymert pti reakci ve vodném prostiedi

Reakce probihajici ve vodném prostfedi ziejmé nebyla optimélni pro tvorbu
roubovanych kopolymerti. Pro dalSi studium pfipravy roubovanych kopolymera byl

tedy vybran DMSO. Reakce v organickém rozpoustédle probihala vyrazn€¢ rychleji

nez ve vodném prostiedi. Po 2,5 h reakce doSlo k tvorbé¢ kopolymerd o vysoké My

pii viech pouzitych koncentracich reaktanti (viz Tabulka 5-21 a Obrazek 5-24).
RP(TT)-10 mél nejuzsi distribuci molarnich hmotnosti a pfitom dostatené vysokou My ,
proto byly pro dal§i optimaliza¢ni studie vybrany reakéni podminky piipravy tohoto

kopolymeru.

Tabulka 5-21 Vliv koncentrace kopolymerti na molarni hmotnost roubovanych
kopolymert pti reakci v DMSO

, | Koncentrace —
Roubovany kopolymerd My

kopolymer L) (g.mol™)

RP(TT)-10 43 203 000
RP(TT)-11 86 308 000
RP(TT)-12 120 405 000
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Obrazek 5-24 Vliv koncentrace kopolymeru na distribuci molarnich hmotnosti (zaznam
RI detektoru) roubovanych kopolymeru pti reakci v DMSO

Na rozdil od ptipravy roubovanych polymerti ve vodném prostiedi zavisela velikost
molarni hmotnosti pfi reakci v DMSO na mnozstvi TT skupin v reakci. S klesajicim

pomérem reagujicich skupin, resp. se vzristajicim mnozstvim SP-TT dochazelo k ristu

My (viz Tabulka 5-22 a Obrazek 5-25). Molarni hmotnost RP(TT)-14 byla dostate¢n¢
vysoka a zaroveii distribuce molarnich hmotnosti nebyla tolik §iroka jako u jinych
kopolymert pfipravenych v DMSO. Proto byly stejné reakéni podminky pouZity
pro pfipravu vé&t§iho mnoZstvi roubovaného polymer—DOX konjugatu, uréeného

pro biologické testovani.

Tabulka 5-22 Vliv poméru funkénich skupin na molarni hmotnost roubovanych
kopolymeru pfi reakci v DMSO

Roubovany Pome.':r Koncentrac:a W
kopolymer skupin kopoly-meru .
poly NH,:TT| (gl | (&mol)
RP(TT)-13 4:1 43 75 900
RP(TT)-14 2:1 43 120 000
RP(TT)-10 1:1 43 203 000
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Obrazek 5-25 Vliv poméru funkénich skupin na distribuci molarnich hmotnosti (zdznam
RI detektoru) roubovanych kopolymeru pfi reakci v DMSO

5.4.2.2 Priprava polymerniho prekurzoru a konjugatu s DOX

Pii ptipravé roubovaného kopolymeru RP(TT)-15 byly pouzity desetinasobné
navazky reaktanti i objem rozpoustédla. Ackoliv ostatni reakéni podminky zistaly
zachovany, M, RP(TT)-15 byla vyrazné vyssi nez v piipadé¢ RP(TT)-14 (viz Tabulka
5-23). Ze srovnani SEC chromatogrami (viz Obrazek 5-27) obou kopolymert je patrné,
Ze jejich pribéhy jsou téméf totozné, RP(TT)-15 vsak navic obsahoval i nezanedbatelny
podil kopolymerti o velmi vysoké molarni hmotnosti. Tento podil byl zfejmé& vytvofen
ihned po pfidavku P-GFLG~NH; do reakéni smési, ackoliv byla reakce intenzivné
michana. P¥i michani v men§im objemu reakéni smési se oproti tomu vysokomolekularni
podil nestacil vytvofit. Pfi dal§im studiu pfipravy roubovanych kopolymert bude zapotiebi
tento vliv omezit. Prioritni oviem bylo zodpovézeni otdzky, zda budou roubované
kopolymery G¢inngjsi pfi 1é¢b& nadorovych onemocnéni nezli nizkomolekularni linearni
kopolymery, pfipadné polymery tvofici micely. Proto byl nejdfive pfipraven konjugat
nesouci DOX navazany hydrazonovou vazbou (RP(TT)-15) anasledné byly testovany
jeho biologické uc¢inky. Struktura konjugatu je zndzornéna na Obrazku 5-26. Vzhledem
k vét§im hydrodynamickym rozmérim a molarni hmotnosti by konjugat mohl projevit

zvy$enou protinadorovou aktivitu diky EPR efektu.
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Obrazek 5-26 Schéma struktury roubovaného konjugatu RK(TT)-15.

Tabulka 5-23 Charakteristiky roubovanych kopolymert p#i reakci provadéné v DMSO —

finalni prekurzor a konjugat s DOX

Roubovany | Obsah hydrazidi | Obsah DOX M.y Ry My,
kopolymer (mol.%) (hm.%) (g.mol™") (nm) | (g.mol™)
RP(TT)-15 4,5 - 222 000 - -
RK(TT)-15 - 7,9 234 000 21,1 120 000
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Obrazek 5-27 Distribuce molarnich hmotnosti (zaznam RI detektoru) pfi reakci provadéné
v DMSO pfi ptiprave vét§tho mnozZstvi roubovanych kopolymera

Rychlost uvoliiovani DOX z roubovaného konjugatu se pfili§ neli§ila od rychlosti
uvolniovani DOX z nizkomolekuldrnich konjugati. Vysoka molarni hmotnost konjugatu

podle o¢ekavani rychlost uvoliiovani pfili§ neovlivnila.

5.4.2.3 Cytostaticka aktivita

Cytostatickd aktivita roubovaného konjugatu s DOX byla studovdna stejnym
zpusobem, jaky byl popsan v kapitole 5.2.4. a vyjadfena jako ICso. Konjugat RK(TT)-15
projevil vysokou cytostatickou aktivitu (viz Tabulka 5-24). Testy provedené s méné
citlivymi liniemi (EL4 T-buné¢ny lymfom, Jurkat lidska T-bunééna leukemie) neukazaly
vyznamné odli§nosti v cytostatické aktivité oproti jinym konjugatim (viz Tabulka 5-5, 5-9
a 5-14).

Tabulka 5-24 Cytostaticka aktivita roubovaného konjugatu vyjadiena jako ICs
v ug DOX/ml

EL4 38C13 | SW620 Raji Jurkat
RK(TT)-15 0,222 0,005 0,040 0,006 0,461
DOX 0,010 0,001 0,003 0,001 0,119

S5.4.2.4 In vivo protinadorova aktivita

Zatimco pfi testovani micelarnich konjugatti (K-oleoyl-3) byly pfi vyssich davkach
pozorovany pfiznaky akutni toxicity polymerniho 1é¢iva, v ptipadé¢ podani RK(TT)-15
pfidavce 1x15 mg DOX(ekvivalent)’kg se Zadné podobné uinky neprojevily. Lécba
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roubovanym kopolymerem vedla k zastaveni ristu nadoru u naprosté vétsiny pokusnych
zvifat. Kompletné bylo vylé€eno 88 % mysi, tj. pouze jedna my§ uhynula (Obrazek 5-24).
Lécba konjugatem K(Boc), podaném pii stejné davce, vedla také k zastaveni ristu nadoru,
avSak jiz ne tak vyraznému, jako v pfipadé podani roubovaného polymeru. Dlouhodobé

piezivajicich mysi bylo pouze 63 %.

16000 -
] O——0 —0— K(Boc)
- 14000. —A— RK(TT)-15
g 12000 —0O— kontrola
£ 10000
(=]
=
S 8000 -
£
S 6000+
=
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2000 - o /\o
] A
0 v T T T ‘_I

10 15 20 25 30 35 40 45
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100 & ?-‘mo
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804
- an—e
S I
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£
2 40
s 0-0 —&— K(Boc)
5 | —A— RK(TT)-15
ke (m]m]
2 20- I —0O—kontrola
1
0 v L v L} v T C L] v ) M ) v 1

0 10 20 30 40 50 60 70
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Obrazek 5-28 Protinadorova aktivita RK(TT)-15 a K(Boc) (terapeuticky rezim, 1x15 mg
DOX (ekvivalent)/kg): rist EL4 T-bunééného lymfomu (A); pfeziti mysi (B)

Porovnani protinddorového u¢inku obou konjugati vede k  zavéru,
ze vysokomolekularni roubovany konjugatu vykazuje, tak jak bylo pifedpokladano,

signifikantn¢ vys$$i protinadorovou aktivitu neZli nizkomolekularni linearni konjugat,
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ukterého se EPR efekt mlze uplatnit mnohem méné. Nardst v aktivit¢ pii 1écbé
vysokomolekularnim roubovanym konjugitem tedy mulzeme vysvétlit vyrazn€j$im
uplatnénim EPR efektu. Obdobné jako v pfipadé K-cholesteryl-2 se podafilo velmi

vyrazn¢ snizit u¢innou davku konjugatu pfi zachovani vysoké uspé€snosti 1é€by.
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6. Zavér

Hlavnim tématem pifedkladané diserta¢ni prace byl vyvoj novych polymernich
nosi¢i lé¢iv a na jejich bazi pfipravenych polymernich cytostatik pro ucinnou 1éEbu
nadorovych onemocnéni. Prace byla zaméfena na pfipravu a studium vodorozpustnych
polymernich 1é¢iv na bazi kopolymeri N-(2-hydroxypropyl)methakrylamidu (HPMA),
umoziujicich smérovani do pevnych nadord a pH-fizenou aktivaci 1éCiva - cytostatika

doxorubicinu (DOX) - v nadorové tkani.

Pozornost byla vénovana piipravé novych postupt syntézy polymernich prekurzora
pro snadnou a reprodukovatelnou vazbu lé¢iva, pfedev§im doxorubicinu. Ve dvou novych
postupech pfiprav polymernich prekurzori byly pro kopolymeriza¢ni reakci s HPMA
pouzity monomery obsahujici volné nebo Boc skupinou chranéné hydrazidové skupiny.
Ptipravené kopolymery mély definovanou linedrni strukturu a zménami reak¢nich
podminek kopolymerizaéni reakce bylo mozné fidit jejich moldrni hmotnosti v Sirokém
rozmezi hodnot. Konjugity polymer—DOX, pfipravené z linedrnich polymernich
prekurzoru, projevily vysokou cytostatickou aktivitu, blizici se aktivité¢ volného léc¢iva.
In vivo protinadorova aktivita konjugati vi¢i modelovému nadoru EL4 T-bunéénému
lymfomu testovand na mysich modelech byla vyrazné¢ vys$$i nezli aktivita komercné
pouzivaného volného lé¢iva. P¥i vhodné davce a rezimu podani polymerniho 1é¢iva bylo

vyléceno az 100 % mysi.

Dals$im cilem této prace bylo prostudovat moznosti zvySeni protinddorové aktivity
konjugatli polymer — DOX pomoci ovlivnéni rychlosti uvoliiovani 1é€iva, zménou
hydrodynamickych rozméri konjugatd ve vodném prostfedi, nebo umoZné€nim jejich
interakce s bunéénymi membranami nadorovych bun€k. Proto byla pfipravena fada
konjugati nesoucich v polymernim fetézci kovalentné vazané zaporn€ nabité
(aminokyseliny ¢&i oligopeptidy zakontené —COOH skupinou) nebo kladn€ nabité
(hydrochlorid terciarni dimethylamino skupiny ¢&i kvartérni trimethylammoniové baze)
funkéni skupiny nebo hydrofobni substituenty (dodecyl, derivat kyseliny olejové nebo

cholesterolu).

Zavedeni zaporné nabité skupiny do struktury polymeru vedlo ke zvySeni rychlosti
uvoliiovani 1é¢iva v pufru o pH 5, modelujicim pH prostfedi endosoml nadorovych bunék.
Stejné jako v pfipadé konjugatii obsahujicich kladné nabité skupiny se vSak u téchto

konjugatl neprojevilo zavedeni naboje do fetézce vyznamnym zvySenim protinddorové
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aktivity konjugatu pti 1é¢bé¢ EL4 T-bunééného lymfomu. Zatimco v p¥ipadé konjugatd,
které nesly nabité funkéni skupiny, nedo$lo ke zménam hydrodynamickych rozmérd,
v pfipadé¢ konjugati s hydrofobnimi substituenty tyto rozméry vyrazné vzrostly,
a to vzavislosti na struktufe a mnozstvi pouzitého substituentu. ZvétSeni
hydrodynamickych rozméri provazené zvySenim molarni hmotnosti konjugati vede
k vétsimu uplatnéni tzv. EPR efektu (efektu zvySené propustnosti a zadrzovani), a s tim
k ocekdvanému zvySeni protinddorové aktivity pii 1é€bé pevnych nadort. Konjugaty
obsahujici funkéni derivat olejové kyseliny tvofily ve vodném prosttedi polymerni micely
s uzkou distribuci velikosti ¢astic. Vybrany micelarni konjugat ov§em pfi in vivo testovani
pusobil pifi vysSich davkach toxicky a pii niz§ich davkach nebyl pfi 1é¢bé EL4
T-bunééného lymfomu terapeuticky u0¢€inn€j§i nezli linearni vodorozpustny konjugit.
V ptipad¢ konjugatu obsahujicich cholesterylovy substituent doslo ve vodném prostiedi
k jest¢ vyrazn€jSimu zvétSeni rozméri azvySeni molarni hmotnosti vznikajicich
nadmolekularnich struktur. Jejich fyzikalné-chemickd charakterizace vSak nesvédcila
o uspofadani polymernich fetézcti do micelarnich utvard, nybrz o vytvofeni nahodnych
asociatd tvofenych ohebnymi polymernimi fetézci spojenymi hydrofobnimi bodovymi
kontakty. Testovany konjugéat obsahujici cholesteryl prokézal zvySenou protinadorovou
aktivitu (az 100 % dlouhodob¢ piezivajicich mysi) pti 1éébé EL4 T-bunééného lymfomu
vzhledem k linearnimu vodorozpustnému konjugatu, a to dokonce i pfi vyznamné niz§ich
davkach lé¢iva.

Prace feSila 1 syntézu relativné slozitého systému, biodegradovatelného
vysokomolekularniho roubovaného konjugatu doxorubicinu. Jeho polymerni prekurzory
byly tvofeny roubovanymi kopolymery na bazi HPMA, které byly pfipraveny reakci
semitelechelickych kopolymerti s reaktivnimi koncovymi skupinami se statistickymi
multivalentnimi kopolymery. Aby se tyto vysokomolekularni roubované konjugaty
efektivné ukladaly v pevnych nadorech a soucasné byly vylougitelné z organizmu, byly
mezi jednotlivé polymernimi fetézce, jejichz molekulovd hmotnost lezi pod renalnim
prahem, zavedeny enzymaticky degradovatelné spojky, tvofené oligopeptidem GFLG.
Optimalizace reakénich podminek a vybér vhodnych funkénich skupin pro reakci
semitelechelického kopolymeru s multivalentnim kopolymerem vedly k piipravé
konjugatu, ktery prokdzal vyraznou protinadorovou aktivitu (90 % dlouhodobé
piezivajicich mysi) pfi 1€¢bé EL4 T-bunééného lymfomu. Stejné jako v pfipad€ konjugétu

nesouciho cholesterol byla vys$$i protinadorovéa aktivita zfejmé€ zpiisobena vyznamnym
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uplatnénim EPR efektu, vyvolaného nartistem molarni hmotnosti a rozméri konjugatu.
Inkubace roubovaného kopolymeru v pufru obsahujicim lysosomalni enzym kathepsin B
prokazala degradaci vysokomolekularni roubované struktury az na linearni fetézce

o puvodni molarni hmotnosti, vylouéitelné z organizmu.

Ptedlozena diserta¢ni prace tedy obohacuje nase teoretické znalosti polymernich
nosi¢d 1é¢iv. Ma ovSem zaroven i velmi nadéjny prakticky vystup. Navrzené typy
polymernich kancerostatik jsou totiz soucasti vyvoje polymernich 1é¢iv, jejichz rozséhlé
ptedklinické testovani bylo zahdjeno ve spolupraci s farmaceutickou firmou Zentiva a.s.
Lze tedy opravnéné piedpokladat, ze vysledky obsazené v piedloZené praci nezistanou
nepovS§imnuty a v pfipadé pozitivnich vysledkd zminéného testovani budou zafazeny

do dalSich klinickych zkousek.
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Seznam pouzitych zkratek a symboli

ABIK
ABIK-2TT
ABIN
AtB

b.t.

b.v.

Boc

CAC
DCC
DCM
DCU
DDM
DIVEMA
DMAE
DMF
DMSO
DNA
DOX
EDTA
EPR efekt

F

Fab, F(ab);
HPLC
HPMA
ICso

MA

MALDI-TOF
MS

Mapp
M,

M, coon, Ma T

4,4 -azobis(kyanovalerova kyselina)

thiazolidin-2-thion 4,4 -azobis(kyanovalerové kyseliny)

2,2-azobis(isobutyronitril)
protilatky, imunoglobuliny

bod tani

bod varu

terc-butoxykarbonylova skupina
kritick4 asociaéni koncentrace
N,N'-dicyklohexylkarbodiimid
dichlormethan
N,N'-dicyklohexylmocdovina
dodecylmethakrylat
poly(divinylether-co-maleinanhydrid)
N-(2-(dimethylamino)ethyl)
dimethylformamid
dimethylsulfoxid
deoxyribonukleova kyselina
doxorubicin
ethylendiamintetraoctova kyselina

efekt zvySené propustnosti a zadrzovani
(Enhanced permeability and retention effect)

funk¢nost semitelechelického kopolymeru
fragmenty protilatek

vysokoucinna kapalinova chromatografie
N-(2-hydroxypropyl)methakrylamid

koncentrace DOX nebo ekvivalentu DOX,
ktera inhibuje rtst bunék z 50 %

methakryloylamino skupina

hmotnostni spektrometrie s ionizaci MALDI
a v kombinaci s analyzatorem doby letu iontd

zdanliva molekulova hmotnost
pocetné primérna molarni hmotnost

pocetné primérna molarni hmotnost, ziskana
ze stanoveni koncovych funkénich skupin
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My
Muw/Mn
NMR
ONp
OSu
PEG
PK1

QELS
RES

Rf

Ru

RI detektor
SEC
SMA
SMANCS
TFA

THF

TLC
TMAE
TNBSA
TT

hmotnostné primérna molarni hmotnost
index molekularni neuniformity
nuklearni magneticka rezonance
4-nitrofenoxy skupina

sukcinimidyloxy skupina
poly(oxyethylen), poly(ethylenglykol)

konjugat poly(N-(2-hydroxypropyl)methakrylamid-co-
-N-methakryloylglycyl-D,L-fenylalanylleucylglycin)u s DOX

quasi-elasticky rozptyl svétla
retikuloendotelialni systém

reten¢ni faktor, TLC metoda
hydrodynamicky polomér

diferencidlni refraktometr

rozmérové vylu¢ovaci chromatografie
poly(styren-alt-maleinanhydrid)

konjugat poly(styren-alt-maleinanhydrid)u s neocarcinostatinem
trifluoroctova kyselina

tetrahydrofuran

tenkovrstva chromatografie
2-(trimethylammonio)ethyl
2,4,6-trinitrobenzen-1-sulfonova kyselina

thiazolidin-2-thionova skupina
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