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Abstrakt

Soucasné s rozvojem protinddorovych 1€Civ vyvstava stale Castéji otazka,
jak tato léciva, ktera mnohdy sama o sobé vykazuji karcinogenni ucinky, s jistotou
a efektivné dopravovat pifimo do postizenych tkani a piedejit tak jejich
destruktivnim U¢inkiim na zbytek organismu. Jednou z moznosti, jak dopravovat
1é¢ivo do nadorové tkang, je vyuziti nékteré ze specifickych vlastnosti této tkang,
z nichz jednou je efekt zvySené propustnosti a zadrze (tzv. EPR efekt). Tento jev,
ktery bude v této praci dale diskutovan, umoziuje makromolekulam, které jsou
prili§ objemné na to, aby pronikly z krevniho fecist€¢ do nepostizené tkane,
proniknout do tkané nadorové a hromadit se v ni. Je-li tedy protinddorové 1é¢ivo
pripojeno k vhodné makromolekule, miize diky tomuto efektu spolecné s ni
vstoupit cilené do nadorové tkané. Je-li navic toto 1éCivo pfipojeno
k makromolekule prostiednistvim enzymové Stépitelné spojky, lze vyuzit
pritomnosti lysozomalnich proteas (napt. katepsinu B, ktery je v nékterych
rakovinnych bunkach zastoupen ve vyssi mife nez v bunkach zdravych) k jeho
odstépeni a aktivaci. Tato prace vedle samotnych protinddorovych 1é€iv popisuje
jednotlivé zastupce polymernich systémi uréenych k smérovani téchto 1éciv,
jejich strukturu a funkci. V ¢asti experimentalni je dale popsana syntéza nékterych
polymernich konjugati (skladajicich se z nosice, spojky a léciva) a jejich
charakterizace. Vysledkem prace je sada polymernich konjugétii
protinddorovych 1é¢iv doxorubicinu a pirarubicinu se tfemi rliznymi peptidovymi
spojkami a soubor dat, ziskanych méfenim rychlosti uvolfiovani protinddorovych
1é¢iv, stanovenim jejich cytotoxicity a jejich charakterizaci béznymi analytickymi

technikami.

Klic¢ova slova: nosice 1écCiv, EPR efekt, kancerostatika, polymery, katepsin B



Abstract

As the development of cancerostatic drugs progresses it is becoming necessary to
contemplate the question of how to deliver these drugs, which themselves tend to exhibit
carcinogenic properties, effectively and accurately to the affected tissues and thus to
circumvent their destructive effects upon the healthy parts of the organism. One approach
to delivering drugs selectively to cancerous tissues is to make use of some of the specific
properties which these tissues tend to possess, one of which being the so-called enhanced
permeability and retention effect (EPR effect). This effect, which will be further discussed
within this thesis, allows for macromolecules that are too massive to pass from the
bloodstream into healthy tissue, to exit the blood vessels of cancerous tissue and to
accumulate there. Therefore, a drug molecule can specifically enter cancerous tissue along
with a suitable macromolecule, to which it is conveniently attached. If, moreover, the
given drug is connected to the carrier molecule via an enzymatically cleavable spacer, it is
possible to make use of lysosomal proteases (such as cathepsin B, which is overexpressed
in some cancer cells) in order to attain its detachment from the carrier molecule and its
subsequent activation. This bachelor thesis focuses on describing the structure and function
of various polymeric drug delivery systems along with the cancerostatic drugs themselves.
The experimental section of this thesis further details the synthesis of some of these
polymeric conjugates (consisting of a carrier molecule, a spacer and a drug molecule) and
their characterisation. The results obtained include a set of polymeric conjugates of
doxorubicin and pirarubicin cancerostatics with three different peptide spacers and a body
of data acquired by measuring drug release rates, determining the cytotoxicity of the

conjugates and by characterising them by means of standard analytical procedures.

Keywords: drug delivery systems, EPR effect, cancerostatic drugs, polymers, cathepsin B

(In Czech)
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SEZNAM SYMBOLU A ZKRATEK

AIBN
AMP
Az

Bzl-Arg-NAp

CTA
DBCO

DBCO-NH:

DCM
DIC
DIPEA
DLD-1
DMA
DMAP
DMEM
DMF
DOX
DOX-HCI
EDC
EDTA
EL4

EPR efekt

et al.

FLIM

Fmoc
FTS
HFIP
HOBt

azobisisobutyronitril

l-aminopropan-2-ol

zbytek kyseliny azidopentanové
N*-benzoyl-L-arginin-4-nitroanilid

pienosové Cinidlo (z angl. chain transfer agent)
dibenzoazacyklooktynova skupina

dibenzoazacyklooktyn-amin

dichlormethan

N,N-diisopropylkarbodiimid

N,N-diisopropylethylamin

bunécna linie lidského kolorektalniho adenokarcinomu
N,N-dimethylacetamid

4-(dimethylamino)pyridin

kultiva¢ni medium (z angl. Dulbecco's modified Eagle's medium)
N, N-dimethylformamid

doxorubicin

doxorubicin hydrochlorid
1-ethyl-3-(3-dimethylaminopropyl)karbodiimid

kyselina ethylendiamintetraoctova

bunéénd linie mysiho T-bunééného lymfomu

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

a kolektiv (z latinského et alii - a dalsi)

meéfeni poloc¢asu zhdseni fluorescence (angl. fluorescence lifetime)
imaging

9-fluorenylmethyloxykarbonylova skupina

fetalni teleci sérum

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

1-hydroxybenzotriazol
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HPLC

HPMA
kys.

MeOH
MS ESI
NHS
PEG
PGA
PIR
PLA
PyBOP
RAFT

RPMI
SEC
t-BuOH
TFA
TT

V70
VEGF

VPF

vysokoucinna kapalinovéa chromatografie (z angl. high performance
liquid chromatography)

N-(2-hydroxypropyl)methakrylamid

kyselina

zbytek kyseliny methakrylové

methanol

hmotnostni spektrometrie s ionizaci elektrosprejem
N-hydroxysukcinimid

poly(ethylenglykol)

poly(glutamova kyselina)

pirarubicin

poly(mlécna kyselina)
(benzotriazol-1-yloxy)tripyrrolidinofosfonium hexafluorofosfat
polymerace s fizenym adi¢né-fragmenta¢nim pfenosem fetézce (z
angl. reversible addition-fragmentation chain transfer)
kultivaéni medium (z angl. Roswell Park Memorial Institute)
rozmérove vyluovaci chromatografie

terc-butylalkohol (2-methylbutan-2-ol)

kyselina trifluoroctova

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

vaskularni endotelidlni ristovy faktor

(z angl. vascular endothelial growth factor)

faktor vaskularni permeability

(z angl. vascular permeability factor)



1. UVOD

1.1 Problematika 1é¢by zhoubnych nadorovych onemocnéni

Zhoubna néadorovd onemocnéni patii vedle onemocnéni kardiovaskularnich k
hlavnim p#i¢indm Gmrti ve vyspélych zemich dnesni doby!™. Jejich 1é¢ba se vyznaduje
mnohymi uskalimi, mezi néz patii mj. znatnd rozmanitost a vzajemna nepodobnost
jednotlivych  rakovinnych onemocnéni, nizkd specifita a rychlé vyluCovani
protinadorovych 1é¢iv a dale skuteCnost, ze mnohd tato 1éCiva sama o sobé vykazuji
toxické, ¢i ptimo karcinogenni ucinky. Z tohoto diivodu se v poslednich desetiletich staly
predmétem védeckého zajmu molekuldrni dopravni systémy, které by umoznovaly cilené
dodavani protinddorovych 1é¢iv do postizenych tkéni, ¢i bun¢k. Ve snaze vytvofit takovyto
molekularni systém, byla v prib¢hu poslednich desetileti vyvinuta Siroké Skala nosict 1é¢iv
rozliénych struktur a vlastnosti. Jako pfiklad 1ze uvést nosice zalozené na polymernich
nanocasticich, miceldch, dendrimerech ¢i liposomech, systémy zalozené na raznych
alotropech uhliku, nebo systémy zalozené na vysokomolekuldrnich, vodorozpustnych

polymernich nosicich, které budou v této praci detailn&ji popsany?.

1.2 Specifické vlastnosti nadorové tkané a EPR efekt

V disledku zna¢nych odliSnosti v ristu a vyvoji nadorové tkané ve srovnani se
zdravou tkéani disponuji pevné naddory n€kolika specifickymi vlastnostmi, kterych Ize v boji
s nimi vyuzit: Rlst tumoru byva provazen zvySenou angiogenezi (pojmem angiogeneze se
rozumi rist a vétveni krevnich kapilar)*. Tato hyperangiogeneze je stimulovana faktorem
vaskularniho endotelialniho ristu® (angl. VEGF - ,vascular endothelial growth factor®;
difve také VFP -, vascular permeability factor)’ a umozfiuje dostate¢né zasobeni rychle, z
pocitku exponencialn&®, rostouciho tumoru. Rychle rostouci cévni systém viak
v porovnani se zdravou vaskulaturou vykazuje mnoho abnormalit, jakymi jsou napf.
defektni endotelidlni buniky s Sirokymi fenestracemi, velka cévni lumina, ¢i nepfitomnosti

3. Dal$im systémem,

hladké svaloviny, v jejichz disledku se stdva vice propustnym
vykazujicim znacné defekty, je systém lymfatickych cév, ktery je v naddorovych tkanich
bud’ zcela nepfitomen, nebo nefunguje dostateéné efektivng® a omezuje tak odstrafiovani

latek z tumoru®. Spoleénym diisledkem téchto anatomicky patofysiologickych vlastnosti je
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jiz zminovany EPR efekt (EPR zangl. enhanced permeability and retention), popsany
vroce 1986 Y. Matsumurou a H. Maedou, ktery jej dale studoval a uvedl do kontextu
s makromolekularnimi nosi¢i 1é¢iv>. Dle poznatkti, publikovanych H. Maedou et al., miize
vlivem zvySené propustnosti nadorové vaskulatury dojit k extravazaci makromolekul
prevysujicich 40 kDa znadorové vaskulatury a kjejich pruniku do tkdn€¢ tumoru
(permeability). Nefunkcnost lymfatického systému poté vede k zadrzeni téchto molekul
v nadorové tkani (retention)’. Tento jev lze ovéfit intravenéznim podanim Evansovy
modfi, vdzané na plazmaticky albumin, kterd se po vpraveni do organismu akumuluje
v nddorovych tkanich a obarvuje je, zatimco ve zdravych tkénich k akumulaci (a tudiz ani
k obarveni) nedochazi. Mimo to lze u nadort s primérem vétsim nez 3 cm pozorovat vyssi
akumulaci barviva v periferiich, ve kterych pfevlada nadorovy riist a angiogeneze, nez ve
sttedu nadoru, ktery byva z cCasti nekroticky a oproti periferiim hypovaskularni. Tato
pozorovani naznacuji, ze je EPR efekt (resp. akumulace makromolekularnich latek ve tkani

tumoru) zavisly na cévnim systému a jeho patologiich v nadorové tkani konkrétniho typu

nadoru’.
, ZDRAVA TKAN NADOROVA TKAN
polymerni
terapeutika , | \ \8| @ |®| ® @fﬂ\j
|‘T}JT; ui hUCZ ”*‘“l"’*’:g@;, .

(@) u.;r] 9 7]

cévni systém (= \‘ nadmérné

s normalni v ¥y propustny

propustnosti = - cévni systém
[r-w@l@'@] ||f=a

&
__,_,__“Eﬁl @f"i ;"%ﬁa -
|{‘[(iﬁ|¢r[iﬂ|:@ d}'\quk'? R_JL@}‘V

funkéni lymfaticky systém
lymfaticky systém neucinny/nepiitomen

Obr. 1 Schématické znazornéni EPR efektu. Zatimco objemnéjsi molekuly do zdravé tkané nepronikaji a
nizkomolekularni latky jsou odstrafiovany lymfatickym systémem, do tkané pevného nadoru pronikaji i

makromolekuly (napf. polymerni terapeutika) a jsou v ni zadrZzovany.
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1.3 Polymerni nosice 1é¢iv

Z vyse popsan¢ho vyplyva, ze ma-li byt latka dopravena do nédorové tkané s
vyuzitim EPR efektu, musi disponovat dostatecnou molekulovou hmotnosti
(alespoit 40 kDa)’>. Mnoh4 protinadorovd 1é¢iva jsou vsak sama o sobé latkami
nizkomolekularnimi a k jejich efektivni akumulaci v nddorové tkani je tedy zapotiebi
konjugovat je s vhodnymi latkami vysokomolekuldrnimi. V tomto bod¢ je nutno zminit, ze
do nadorovych tkani vlivem zvySené permeability pronikaji nejen makromolekuly, ale také
latky nizkomolekuldrni. Ty se vSak, narozdil od vysokomolekularnich latek, uvnitf tumoru
nezadrzuji a vraceji se do krevniho obéhu vlivem difuze’. Kromé selektivni akumulace
lé¢iva  vnadorové tkani vlivem EPR efektu ssebou jeho konjugace s
vhodnym makromolekularnim nosi¢em piinasi nékolik dal$ich vyhod: Lé¢ivo konjugované
s vysokomolekularni latkou vykazuje lepsi farmakokinetické vlastnosti (napt. prodlouzeny
biologicky polo¢as - nékdy az 200 krat delsi oproti volnému 1é¢ivu®), vyssi rozpustnost a
stabilitu®. Dale je mozno konjugat 1é¢iva s makromolekulou modifikovat dal$imi ligandy,

slouzicimi napt. k aktivnimu navadéni konjugatu do cilové lokality?®.

1.3.1 Struktura polymerniho nosice

V soucasnosti je zndma Siroka Skala latek, jak syntetického, tak i pfirodniho ptivodu,
které 1ze pouzit, jako polymerni prekurzory k ptipravé nosici 1é€iv. Zakladnim kritériem
vyuzitelnosti téchto latek je biokompatibilita, tzn. dany polymer musi byt
biodegradovatelny a nesmi vykazovat toxické, ¢i imunogenni u¢inky®. Zakladni polymerni
konjugat sestavd minimalné ze tii zdkladnich komponentii: vodorozpustny polymerni nosi¢
(pfirodni, ¢&i synteticky), biodegradovatelnd spojka (angl. spacer), u¢inna latka®.

V nasledujicich odstavcich jsou tyto slozky polymerniho konjugatu detailnéji popsany.

-
-

polymerni ../‘\__///aépitelné

nosi¢ =~ ﬁ v spojka
‘ [
.. kancerostatikum

Obr. 2 Schéma polymerniho konjugatu s protinddorovym lécivem (kancerostatikem).
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1.3.1.1 Polymer

Prvni zminky o konjugaci 1éCiv s makromolekularnimi nosi¢i pfirodniho ¢i
syntetického ptivodu pochazi zpadesatych let minulého stoleti. Mirné pozdéji,
v sedmdesatych letech, byly popsany prvni pokusy o propojeni lécCiva s nosi¢em
prostiednictvim peptidové spojky’. Od prvnich experimenti bylo vyvinuto mnoho
polymernich nosicli 1€¢iv s riznymi strukturnimi a funkénimi parametry, jez v principu
umoziuji pfipravu vhodného konjugatu, odpovidajiciho konkrétnimu vyuziti a
predpokladanému mechanismu ptisobeni?. Mezi zakladni kritéria, ktera by polymerni nosi¢
mél spliiovat, patfi jiz zminéna vodorozpustnost, dale pak absence imunogennich, ¢i
toxickych ucinkl, degradovatelnost, nebo vylucitelnost a v neposledni fad¢ dostatek
vazebnych mist, slouZicich k pfipojeni 1é¢iva, ¢i dalsich funkénich jednotek®. Zatimco
napiiklad fetézec linearniho poly(ethylenglykolu) (PEG) disponuje pouze jednim, ¢i dvéma
vazebnymi misty, mohou jich rtizné dendrimerni, hvézdicovité, nebo kopolymerni
struktury obsahovat mnohem vice?. Co nejpiesnéji definovana molekulovd hmotnost miize
byt rovnéz uziteCnou vlastnosti, jelikoz pravé variaci molekulové hmotnosti je mozné
ovladat distribuci polymerniho konjugatu v organismu?. V neposledni fadé je nutné, aby
byla buiika schopna zvoleny nosi¢ prostfednictvim endocytdzy internalizovat'®. Jako
ptiklad polymernich nosicli lze uvést vySe jmenované poly(ethylenglykoly), polymerni
derivaty kyseliny mlééné (PLA), poly(glutamovou kyselinu) (PGA), nebo v ramci
experimentalni Casti této prace pouzity poly(N-(2-hydroxypropyl)methakrylamid)

(HPMA), ktery je jednim z nejhojnéji studovanych vodorozpustnych nosici 1é¢iv2.

1.3.1.2 Spojka

V kontextu nosi¢li léCiv se pojmem spojka (angl. spacer, linker) rozumi
molekularni struktura, slouzici k pfipojeni 1é€iva, ¢i jiné latky ke zvolenému nosici. Kromé
pfipojeni 1éciva mize tento Utvar slouzit 1 k jeho kontrolovanému uvolfiovani. Za timto
ucelem se vyuZziva intracelularné Stépitelnych spojek, které jsou v prosttedi vné bunck
stabilni, ale které po proniknuti do intracelularniho prostoru ur€itym mechanismem
degraduji'®. Podle mechanismu $t&peni lze rozlisit nasledujici typy spojek: pH senzitivni,
redukovatelné, samostépici, enzymové §tépitelné!’. JelikoZ jsou pifedmétem zajmu této
prace polymerni nosi¢e s enzymové Stépitelnou spojkou, bude zvlastni pozornost dale

vénovana praveé jim - viz kapitola 1.3.2. Vedle vySe popsanych vlastnosti musi spojka
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rovnéz byt schopna degradovat tak, aby neovliviitovala molekulu 1é¢iva, tj. v idealnim

piipadé tak, aby uvolnéna molekula lé¢iva neobsahovala zbytek spojky!°.

1.3.1.3 Utinn4 litka

Utinna latka, nékdy oznaGovana anglickym vyrazem payload (naklad), mize na
polymernim nosi¢i byt navazana bud’ v podobé neupravené, nebo v podob¢ neaktivniho
prekurzoru (angl. prodrug)'®, k jehoz aktivaci dochdzi zvla$tnim mechanismem az po
odstépeni z polymerniho nosice. V obou piipadech je nutnou podminkou pro ptipravu
polymerniho konjugatu moznost navazani u¢inné latky na spojku, a tudiz i na polymerni
nosi¢, ktera je dana pfitomnosti vhodnych funk¢nich skupin na molekule ucinné latky.
Dodate¢na modifikace ptivodniho 1é¢iva témito funkénimi skupinami s sebou piinasi riziko
ztraty biologické aktivity, & jejiho omezeni'!. Po konjugaci uU¢inné latky
s makromolekularnim nosi¢em je dale zapotiebi aby tato Gi¢inn4 latka zlstala stabilni az do
jejiho uvolnéni v cilové tkani'!.
V souvislosti s uc¢innosti volného a na polymer vazaného léCiva je vhodné zminit, ze
v odborné literatufe ptfevladd néazor, ze polymerni konjugaty, které ucinnou latku
(kancerostatikum) neuvoliiuji, nevykazuji pfesvédéivou protiniddorovou aktivitu in vivo?.
Prakticky se tedy predpokladd, Ze je odStépeni z nosiCe nezbytné pro aktivaci vétSiny
ucinnych latek, bez ohledu na to, zda byly navazany v ,pfirozené, ¢i neaktivni formé.

Ovefteni prave tohoto predpokladu bylo jednim z cill této prace (viz kapitola 2).

1.3.2 Polymerni nosi¢e s enzymové Stépitelnou spojkou

K cilenému Stépeni riznych chemickych vazeb (napt. peptidovych, esterovych.
¢i glykosidickych) lze vyuzit aktivity nékterych enzymii®!?. Substratovd specifita
téchto enzymt, spolu s jejich nizkou aktivitou v krevnim séru, je zna¢nou vyhodou,
jelikoz umoziuje vyuziti téchto typli vazeb coby kontrolovatelné Stépitelnych spojek
mezi nosi¢em a lé¢ivem'®. Diky nizké aktivité proteolytickych enzymii v séru
(zplsobené ptitomnosti inhibitori a nepfiznivym pH) vykazuji zejména oligopeptidy
vysokou stabilitu v krevnim obéhu'®. Avsak po jejich endocytéze mohou byt tyto
struktury degradovany plisobenim lysosomalnich, ¢ endosomalnich proteas®!?, které

navic byvaji (spolu s dalSimi enzymy) v nékterych nadorovych buikéach ptitomny ve
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zvy$ené miie'®!>!4. V tomto sméru je velmi vyznamnou proteasou jiz zmiiovany
katepsin B°, ktery hraje zésadni roli pii uvoliiovani protinddorovych 1é¢iv
z polymernich nosili s enzymové Stépitelnymi spojkami, nebot’ jeho substratova
specifita je velmi blizkéd specifit¢ smési vSech lysosomélnich proteas isolovanych z

krysich jater, tzv. tritosom'?

Obr. 3 Struktura katepsinu B (Bos taurus, slezina) vytvorena v programu PyMol 2.0 podle PDB souboru
z webu https://www.rcsb.org!®. Zluté zndzornéna je sekundarni struktura enzymu, Gervend jeho aktivni misto.

Seda miizka naznacuje povrch proteinu.

]}rﬁumma'lm
proteasy

lysosom/endosom

" addorova bl

Obr. 4 Mechanismus priniku polymerniho terapeutika do nadorové buiiky a uvolnéni Ucinné latky

plsobenim lysosomalnich proteas.
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Ve snaze vyuzit aktivity proteas k uvoliiovani 1é¢iv z polymernich nosict (konkrétné
nosi¢li na bazi N-(2-hydroxypropyl)methakrylamidu - HPMA) bylo v sedmdesatych a
osmdesatych letech minulého stoleti syntetizovano a otestovano pies 300 riznych
oligopeptidd, z nichz se tetrapeptid Gly-Phe-Leu-Gly (GFLG) ukazal jako nejslibngjsi
spojka mezi polymernim nosi¢em a koncerostatikem doxorubicinem®. Prvni polymerni
konjugaty, obsahujici spojku GFLG byly J.Kopeckem pojmenovany PK1 a PK2 (zkratka
PK je tvofena pocateCnimi pismeny meést Praha a Keele, kde byly tyto konjugaty
syntetizovany a testovany). Konjugat PK1 byl tvofen kopolymerem HPMA a kyseliny
methakrylové, na niz bylo prostiednictvim zminéného tetrapeptidu GFLG navazano
protinadorové 1écivo doxorubicin. Konjugat PK2 byl oproti PK1 doplnén jesté o smérujici
jednotku v podobé N-acetylgalaktosaminu, navdzaného na polymerni nosi¢ rovnéz pomoci
spojky GFLG. Od svého objeveni do dnesni doby byl tetrapeptid Gly-Phe-Leu-Gly
rozsahle studovan a pouzivan pro piipravu rliznych nosi¢t 1é¢iv>%1°, Podobné popularité se
t&31 také dipeptid Val-Cit, vyznadujici se vysokou stabilitou v krevnim ob&hu'!. Jakymsi
protipélem k témto prokazatelné Stépitelnym spojkam je spojka tvotfena aminokyselinou -
alaninem (B-Ala), o jejiz degradaci katepsinem B ani jinymi proteasami neni nic znamoa
l1ze ji odivodnéné (na zakladé¢ znamé substratové specifity katepsinu B) povazovat za
nestépitelnou, coz nakonec potvrzuje i tato prace. K ovéeteni tvrzeni, ze je odStépeni 1éCiva
z nosice nutnou podminkou jeho Uc¢innosti, byly v rdmci této prace pfipraveny a studovany

myj. konjugaty protinadorovych 1é¢iv, vyuzivajici B-Ala jako spojku.
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Obr. 5 Strukturni vzorce methakrylovanych spojek, popsanych v kapitole 1.3.2: a - Ma-Gly-Phe-Leu-Gly,b -

2

Ma-Val-Cit, ¢ - Ma-B-Ala. (Zkratka Ma znaci zbytek kyseliny methakrylové, slouzici k zakotveni peptidové

spojky do polymerniho skeletu nosice).

1.4 Protinadorova léciva

Cilem protinadorové chemoterapie je vyvolani cytotoxickych ucinkd, vedoucich
k zastaveni ristu a $ifeni nddoru a dlouhodobému vylé&eni nadorového onemocnéni®. Za
timto ucelem byla vyvinuta fada cytostatickych latek, s jejichz pomoci jsou nadorova
onemocnéni 1é¢ena. Zasah téchto 1é¢iv je obvykle zaméfen proti metabolickym procesiim
nutnym pro bunécnou replikaci. Jednim z problému, spojenych s vyuzitim béznych
chemoterapeutik, je jejich neschopnost rozlisit nddoroveé bunky od bun€k normalnich a
tudiz jejich toxicky ucinek na vSechny proliferujici buriky®!°. Z tohoto diivodu byva
protinddorova chemoterapie spojena sfadou neZadoucich u€inkl, jakymi jsou napf.
zvraceni, alopecie a stomatitida. U nékterych cytostatik dochazi déale k poSkozeni kostni
dfen¢, ¢i myokardu (kardiotoxické ucinky). Mezi zpusoby, jak tyto nezadouci ucinky
omezit, patfi podavani antiemetik, rastovych faktorti k zotaveni funkce kostni dienég, ¢i

podpora diurézy. Zakladni mechanismy pisobeni cytostatickych latek jsou uvedeny nize.
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1.4.1 Klasifikace protinadorovych léciv podle mechanismu ptisobeni

Protinddorova 1é¢iva lze podle mechanismu plsobeni rozdé€lit do ¢tyt zakladnich
skupin. Jednd se o: 1) inhibitory biosyntézy nukleovych kyselin a jejich prekurzort; 2)
latky modifikujici jiz pritomné nukleové kyseliny; 3) latky poskozujici mikrotubuly a

branici bunéénému déleni a 4) latky s kombinovanymi a dal$imi u¢inky®.

1.4.1.1 Inhibitory biosyntézy nukleovych kyselin

Cytostatickymi ucinky disponuji latky, které maji schopnost blokovat enzymy
podilici se na biosyntéze nukleovych kyselin, nebo jejich slozek. Analogicky ucinek maji
rovnéz latky, které jsou svoji strukturou podobné nékterym stavebnim kamenim
nukleotidi a které vSak, jsou-li zabudovany do nukleové kyseliny, zplsobuji jeji
nefunkcénost Tyto latky, nékdy nazyvané antimetabolity, mohou soucasné pusobit jako
inhibitory kli¢ovych enzymia syntézy nukleovych kyselin, jelikoz jsou podobné jejich
pfirozenym substratim. Mezi zdstupce téchto latek patii napt. palitrexat (inhibitor
thymidylat-synthasy), 6-thioguanin (antimetabolit guaninu), nebo 5-fluorouracil

(antimetabolit uracilu)®.

1.4.1.2 Latky modifikujici nukleové kyseliny (genotoxicka cytostatika)

Alternativou k vyuziti antimetabolitd, ¢i latek blokujicich syntézu nukleovych
kyselin, je modifikace nukleovych kyselin jiz existujicich. T¢ lze docilit pomoci latek
alkyla¢nich, které se vazou na DNA a zpusobuji jeji denaturaci, pomoci inhibitorti
topoisomeras, znemoziujicich spravné prostorové uspofadani DNA, nebo pomoci
interkala¢nich l4tek®. Interkalace piedstavuje vytvofeni nekovalentni vazby mezi
cytostatikem a DNA. Interkalujici molekula pronika do nitra dvojité spirdly DNA, kde se
véaze prostiednictvim vodikovych mistk!’. Vysledkem je inhibice replikace i transkripce.
Vétsina interkalacnich latek méd navic schopnost inhibovat topoisomerasu II'7. Mezi
interkalacni latky patfi mj. anthracyklinova antibiotika (napf. doxorubicin), kterd maji pro

tuto praci specidlni vyznam a kterd budou na nésledujicich stranach dale popisovana.
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1.4.1.3 Latky branici bunéénému déleni (antimitotika)
Mezi latky zabranujici bunéénému dé€leni, ptesnéji feCeno latky inhibujici mitoézu,
patii bud’ latky, které inhibuji vznik déliciho vieténka (tzv. vinca-alkaloidy), nebo naopak

latky blokujici jeho desintegraci (tzv. taxany)®.

1.4.1.4 Latky s kombinovanymi a dal§imi acinky

U nékterych cytostatik 1ze zaznamenat nékolik odlisSnych mechanismt pilisobeni.
Ptikladem muze byt kombinace alkyla¢niho ucinku s uc€inkem antimetabolickym, nebo

interkalaéni efekt doprovazeny inhibici topoisomerasy®.

1.4.2 Doxorubicin a pirarubicin

V ramci této prace byly pfipravovany a studovany polymerni konjugaty dvou jiz
zminénych protinddorovych 1é¢iv - doxorubicinu (DOX) a pirarubicinu (PIR). Tato
1é¢iva, patiici mezi anthracyklinova antibiotika!’, 1ze dle vySe uvedené klasifikace zatadit
mezi genotoxicka cytostatika, konkrétné mezi latky interkalaéni a latky inhibujici
topoisomerasu II. Doxorubicin, pouzivany k l1é¢bé mnoha typi pevnych nadord a
hematologickych malignit'’, je v souvislosti s polymernimi terapeutickymi systémy
2

jednim z nej€astéji studovanych lé€iv.. Kromé toho maji obecné anthracyklinova

antibiotika zna¢ny vyznam v kombinované chemoterapii Sirokého spektra rakovinnych
onemocnéni'’. Ztéchto divodd byly pravé tyto latky idedlnimi modelovymi
kancerostatiky pro potfeby této prace. Diky vyuziti dvou riiznych kancerostatik bylo
mozné sledovat nejen vlastnosti konjugatl sriznymi spojkami, ale také rozdily
v cytotoxicité ¢i rychlosti uvoliiovani v zéavislosti na pouzitém léCivu. Mechanismem
pusobenti jsou totiz doxorubicin a pirarubicin totozné. Diivodem je intracelularni pfeména
PIR na DOX, ke které dochézi jiz pfi poklesu pH ze 7,4 vkrvi na piiblizné 6,0
v cytoplazmé. Obé 1é¢iva se vSak liSi napt. svoji hydrofobicitou, coZ ma vliv pfedev§im

na rychlost internalizace 1é¢iva pfes bunéénou membranu.
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Obr. 6 a - doxorubicin, b- pirarubicin.
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Obr. 7 Znazornéni interkalace molekul doxorubicinu do dvousroubovice DNA. Pfevzato a upraveno z'®.
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2. CILE PRACE

Jak jiz bylo naznaceno na ptedchozich stranach, byla cilem této prace ptiprava
polymernich terapeutickych systémt s protinadorovymi 1éCivy, vyuzivajicich dvou
ruznych, enzymové Stépitelnych spojek (GFLG, Val-Cit), jejich fysikdlné-chemicka a
biologickd charakterizace a vzajemné porovnani vlastnosti téchto konjugat, jak
v zavislosti na pouzitém kancerostatiku (DOX, PIR), tak i na zvolené spojce. V neposledni
fad¢ bylo cilem prace i ovéfeni hypotézy pravici, Ze 1éCivo vazané na polymer neni

terapeuticky aktivni a Ze tudiz jeho odStépeni z nosice je nutnou podminkou jeho uc€innosti.

3. MATERIAL

3.1 Pristroje a material

centrifuga Eppendorf 5430 R

centrifuga stolni Corning, LSE

detektor indexu lomu Optilab rEX
detektor rozptylu svétla Helleos 11
detektor UV-VIS PDA

detektor viskozimetricky Viscostar III
hmotnostni spektrometr LCQ Fleet
kapalinovy chromatograf HPLC LC - 20
kolona Chromolith Performance RP-18e
kolona TSKgel Super AW3000
Plate-reader Synergy H1

Rastrovaci konfokalni mikroskop FV 1000
spektrofotometr HeAios a

termoblok Grant QB T2

termostat Haake D8

vakuové odparka Laborota 4003

vakuova odparka Rotavapor-M
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Eppendorf, Némecko
Thermo Fisher, USA

Wyatt Technology, USA
Woyatt Technology, USA
Shimadzu, Japonsko

Wyatt Technology, USA
Thermo Fisher, USA
Shimadzu, Japonsko

Merck, Némecko

Tosoh Bioscience, Japonsko
Biotek, USA

Olympus, Japonsko

Thermo Spectronic, UK
Grant Instruments Ltd., UK
Haake Technik GmbH, Némecko
Heidolph, Némecko

Biichi, Svycarsko



3.2 Chemikalie a rozpoustédla

I-aminopropan-2-ol

2-chlorotrityl chloridova pryskyiice

AIBN

alamarBlue™ cell viability reagent

Bzl-Arg-NAp

DCM

DIC

diethylether

DMSO

doxorubicin hydrochlorid
EDC

EDTA

glutathion

HFIP

HOBt

katepsin B z hovézi sleziny
KH>PO4

kyselina methakrylova
methanol
N,N-diisopropylethylamin
N,N-dimethylacetamid
N,N-dimethylformamid
NaOH

N-Fmoc-glycin
N-Fmoc-L-citrulin
N-Fmoc-L-fenylalanin
N-Fmoc-L-leucin

N-Fmoc-L-valin

piperidin (25% roztok v DMF)

pirarubicin hydrochlorid

PyBOP

TCI, Némecko

Iris Biotech GmbH, Némecko
Sigma-Aldrich, Ceska republika
Thermo Fisher, USA

Fluka, Némecko
Sigma-Aldrich, Ceska republika
Fluka,Némecko

Sigma-Aldrich, Ceska republika
Merck, Némecko

Seiko, Japonsko

GenScript, USA

Fluka, Némecko

Fluka, Némecko

Fluka, Némecko
Sigma-Aldrich, Ceska republika
Sigma-Aldrich, Ceska republika
Lach:ner, Ceska republika
Fluka, Némecko
Sigma-Aldrich, Ceska republika
Fluka, Némecko
Sigma-Aldrich, Ceska republika
Sigma-Aldrich, Ceska republika
Lach:ner, Ceska republika

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

Seiko, Japonsko

Iris Biotech GmbH, Némecko



t-BuOH Sigma-Aldrich, Ceska republika
thiazolidin-2-thion Fluka
V70 Sigma-Aldrich, Ceska republika

3.3 Bunécéné linie a kultivaéni media

Bunécna linie DLD-1 LGC Standards Sp. z o.0., Polsko
Bunécna linie EL4 LGC Standards Sp. z o.0., Polsko
Kultiva¢ni medium DMEM Thermo Fischer, USA
Kultiva¢ni medium RPMI Thermo Fischer, USA
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4. METODY

4.1 Metody charakterizace produktii a kontroly syntetickych postupii

4.1.1 HPLC

Vysokoucinnd kapalinova chromatografie (HPLC) byla pouzivana v pribéhu celé
prace k monitorovani jednotlivych syntetickych krokii a k charakterizaci (mezi)produkta.
Konkrétné byl pouzivan systém HPLC Shimadzu LC-10 s kolonou Chromolith RP-18e
s reverzni fazi a dvojice mobilnich fazi A (94,9 % H>O; 5 % acetonitril; 0,1 % TFA) a B
(94,9 % acetonitril; 5 % H>0; 0,1 % TFA) s linearnim gradientem od 100 % A do 100 % B

po dobu 5 min a priitokem 5 ml-min’.

4.1.2 SEC

Hmotnostn¢ vazené molekulové hmotnosti, My, a pocetné¢ vazené molekulové
hmotnosti, M,, pfipravenych polymernich konjugati byly stanovovany pomoci rozmérove
vylu¢ovaci chromatografie (SEC) na HPLC systému Shimadzu s kolonou TSKgel
SuperAW3000, vybavenym detektorem UV/VIS, refraktometrickym detektorem,
detektorem viceuhlového rozptylu svétla a viskozimetrickym detektorem. Pro vypocty byla
vyuZita hodnota inkrementu indexu lomu, dn/dc, stanovena pro poly(HPMA). Ziskana

data byla zpracovana pomoci softwaru ASTRA VII zna¢ky Wyatt Technology.

4.1.3 MS ESI

Produkty a meziprodukty jednotlivych reakci byly charakterizovany pracovniky
oddéleni Biolékaiskych polymertt Ustavu Makromolekularni Chemie AV CR, v.v.i.
metodou hmotnostni spektrometrie s ionizaci elektrosprejem. Za timto tcelem byl pouzit

hmotnostni spektrometr LCQ Fleet znacky Thermo Fisher.
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4.1.4 Spektrofotometrické stanoveni TT skupin

Zastoupeni  reaktivnich  thiazolidin-2-thionovych skupin na  polymernich
prekurzorech bylo provadéno spektrofotometricky na spektrofotometru Helios a,
v kyvetach o optické délce, / = 1 mm, a pii vinové délce absorpcniho maxima pro
thiazolidin-2-thion, Amax = 305 nm. Pro vypocet byl pouzit absorb¢ni koeficient TT skupin

v methanolu ¢ = 10300 1'mol'-cm™.

4.2 Syntéza polymernich konjugati

Proces syntézy polymernich konjugat obecné sestaval ze tii hlavnich fazi: syntéza
methakrylovaného monomerniho prekurzoru (neboli komonomeru), pfiprava prekurzoru
polymerniho kopolymeraci komonomeru s HPMA a navazani 1éciva (DOX/PIR) na
polymerni prekurzor. Komonomery, obsahujiic spojky GFLG a Val-Cit byly pfipraveny
peptidovou syntézou na pevné fazi (Merrifieldova metoda)'®?°. Tato metoda spociva
v kovalentnim navazani C-koncové aminokyseliny, opatfené chranici skupinou Fmoc, na
povrch 2-chlorotrityl chloridové pryskyfice a v postupném navazovani dalSich chranénych
aminokyselin na N-konec rostouciho fetézce peptidu. Pfed navazanim dal$i aminokyseliny
je provedena deprotekce aminokyseliny pfedchozi a oplach piebytecnych reaktantl a
vedlejsich produktd znerozpustné pryskyfice!”. Po navidzini pozadovaného poctu
aminokyselin miize byt vysledny peptid dale modifikovan a nakonec odstépen z
pryskyfice. V tomto piipadé byla na N-konec ziskaného peptidu navazana kyselina
methakrylova, slouZici k zakotveni spojky do kostry polymerniho nosice. Na C-konec
peptidu byla navazana thiazolidin-2-thionova skupina, uplatiujici se pfi navazovani
protinadorovych 1é¢iv doxorubicinu, ¢i pirarubicinu. V dal§im kroku byla metodou fizené
radikélové polymerace s reverzibilnim adi¢né-fragmenta¢nim pienosem fetézce (RAFT)
provedena kopolymerace komonomeru s HPMA. Na vysledny polymerni prekurzor bylo
nasledné navéazano po jednom ze studovanych 1éciv (DOX/PIR). Na nésledujicich stranach
je popsana syntéza zvolenych polymernich konjugati, a to vzdy v pofadi od komonomeru,
ptfes polymerni prekurzor, az k vyslednym dvéma konjugatim. Zavérem této kapitoly je

vhodné zminit, Ze vSechny pouzité opticky aktivni aminokyseliny mély konfiguraci L.
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4.2.1 Komonomer Ma-Gly-Phe-Leu-Gly-TT

Na 2-chlorotrityl chloridovou pryskyfici (0,5 g) byl za stadlého michani
(probublavani Ny) v prosttedi DCM (5 ml) a DIPEA (353 pul) navdzan Fmoc-Gly-OH (149
mg). Uvedena navazka Fmoc-Gly-OH odpovidd pozadované substituci 1 mmol-g™!. Po
navazani Fmoc-Gly-OH byla pryskyfice odsata na frit€, promyta roztokem
DCM/MeOH/DIPEA (17:2:1), ¢istym DCM a MeOH a vysuSena v exsikatoru.

Po odstranéni chranicich skupin Fmoc znavazaného glycinu (25% roztokem
piperidinu v DMF) a trojnasobném promyti c¢istym DMF, byl vroztoku DMF
v ptitomnosti PyBOP (780 mg), HOBt (230 mg) a DIPEA (514 pl) navazan Fmoc-L-Leu-
OH (530 mg). Navazka Fmoc-L-Leu-OH odpovida trojndsobnému molédrnimu nadbytku
oproti vychozi teoretické substituci. Ve stejném stechiometrickém nadbytku a stejnym
zpisobem byly navazdny i1 aminokyseliny Fmoc-L-Phe-OH a Fmoc-Gly-OH. Mezi
jednotlivymi kroky byla pryskyfice promyvana DMF.

Na tetrapeptid Gly-Phe-Leu-Gly, navdzany na pryskyfici, byla v prosttedi DMF
(5 ml) a v ptitomnosti PyBOP (1300 mg), HOBt (383 mg) a DIPEA (856 nul) navazana
kyselina methakrylova (220 pl). Narozdil od trojndsobného nadbytku, ve kterém byly
navazovany aminokyseliny (s vyjimkou prvniho glycinu), byl nadbytek kyseliny
methakrylové oproti teoretické substituci petinasobny.

Pryskyfice, nyni nesouci methakrylovany tetrapeptid Ma-Gly-Phe-Leu-Gly-OH,
byla po dobu 1,5 hod michana s roztokem, tvofenym 30 % HFIP, 70 % DCM a malym
mnozstvim (n€kolik krystalkil) inhibitoru polymerace [4-(5,5-dimethylhexyl)benzen-1,2-
diol], ¢imz bylo docileno odStépeni tetrapeptidu z pryskyfice. Déle byla pryskyfice
odfiltrovana na frit¢ a ziskany roztok za snizeného tlaku zahu$tén do podoby hustého,
olejovitetho odparku. Odparek byl nasledné triturovan suSenym, destilovanym
diethyletherem a vznikld bild sraZenina byla izolovéana filtraci na frit¢ a vysuSena
v exsikatoru.

Na odstépeny tetrapeptid (125 mg) byl v roztoku DMF (2 ml) a v pfitomnosti EDC
(78 mg) a DMAP navazan thiazolidin-2-thion (36 mg), ¢imZ byl ziskdn komonomer
Ma-Gly-Phe-Leu-Gly-TT (46 mg; 0,078 mmol; 28 % teoretického vytézku). Na HPLC
(podminky méteni, viz kapitola 4.1.1) byl zaznamenan jeden pik (# = 3,1 min), pomoci MS
ESI (podminky méfeni, viz kapitola 4.1.3) byla stanovena molekulovd hmotnost (M + Na)
=585 g-mol ..
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Obr. 8 Komonomer Ma-Gly-Phe-Leu-Gly-TT.

4.2.2 Polymerni prekurzor poly[HPMA-co-(Ma-Gly-Phe-Leu-Gly-TT)]

Ma-Gly-Phe-Leu-Gly-TT byl kopolymerovan fizenou radikalovou polymeraci
s HPMA dle nasledujiciho postupu: monomer (43,6 mg) a V70 (0,4 mg) byly zvlast
rozpustény v DMA (celkovy objem DMA: 431 pl). Déle bylo CTA-AIBN (0,572 mg) a
HPMA (100 mg) zvlast’ rozpusténo v 2-methylbutan-2-olu (celkovy objem t-BuOH: 431
ul). Ziskané roztoky byly smichany ve sklenéné ampuli (roztok V70 byl pfidan jako
posledni). Smés byla probublana argonem, ¢imz byl ze smési i z ampule vypuzen vzduch.
Poté byla ampule zatavena a na 23 hod. ponotena do vodni 1azné o teploté 40 °C. HPMA
pouzité pti kopolymeracich bylo pfipraveno podle literatury?!. Polymer byl izolovan
srazenim do smési smési aceton/diethylether a naslednou centrifugaci. Tento postup byl
dvakrat opakovan a ziskand srazenina polymeru byla usuSena za snizené¢ho tlaku. Bylo
ziskdno 46 mg polymerniho prekurzoru (28 % teoretického vytézku). Pomoci SEC (viz
kapitola 4.1.2) bylo stanoveno My = 57422 a D =1,219.

27



CH3 CH3
- CH, CH, -
X y
HN"0 07 >NH |co
o e
@) NH

Obr. 9 Polymerni prekurzor poly[HPMA-co-(Ma-Gly-Phe-Leu-Gly-TT)].

4.2.3 Konjugaty poly[HPMA-co-(Ma-Gly-Phe-Leu-Gly-DOX/PIR)]

Na ziskany polymerni prekurzor poly[HPMA-co-(Ma-Gly-Phe-Leu-Gly-TT)] bylo
dle nésledujiciho postupu navazano protinadorové 1écivo doxorubicin (DOX): DOX-HCI
(3,3 mg) byl rozpustén ve 100 ul DMA. Déle byl ve 200 ul DMA rozpustén kopolymer (30
mg). Roztoky byly smichany a byly pfidany 2 pl DIPEA. Reakéni smés byla michdna na
stolni tfepacce a prubéh reakce byl monitorovan pomoci HPLC. Po dokonceni reakce bylo
k reakéni smési pfidano malé mnozstvi 1-aminopropan-2-olu a roztok byl vysrazen smési
aceton/diethylether (1:1). SraZenina byla separovdna centrifugaci, ziskany pelet byl
rozpustén v methanolu a byl znovu vysrazen smeési aceton/diethylether (1:1). SraZenina
byla opét separovana centrifugaci. Ziskany pelet byl kratce suSen argonem a nasledné
dosusen v exsikatoru. Obdobnym zpiisobem bylo provedeno navazani 1€¢iva pirarubicinu

(PIR).
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Obr. 10 Polymerni konjugaty s GFLG spojkou: a - poly[HPMA-co-(Ma-Gly-Phe-Leu-Gly-DOX)],
b - poly[HPMA-co-(Ma-Gly-Phe-Leu-Gly-PIR)].

4.2.4 Komonomer Ma-Val-Cit-TT

Na 2-chlorotrityl chloridovou pryskyfici (2 g) byl v prosttedi DCM (20 ml) a
v pritomnosti DIPEA (1,37 ml) navazdn Fmoc-L-Cit-OH (795 mg). Reakéni smés byla
michana po dobu 1,5 hod, nafez byla pryskyfice odsata na frit¢ a promyta smési
DCM/MeOH/DIPEA (17:2:1), dichlormethanem a methanolem.

Dale byla provedena deprotekce Fmoc-L-citrulinu na pryskyfici 25% roztokem
piperidinu v DMF. Po deprotekci a dikladném promyti DMF byl v prosttedi DCM a
v ptitomnosti PyBOP (3,0 g), HOBt (900 mg) a DIPEA (2,1 ml) navdzdn Fmoc-L-Val-OH
(2,0 g). Reak¢ni smés byla michana po dobu 1,5 h.

Po opétovné deprotekci 25% roztokem piperidinu v DMF byla v prostiedi DCM a
v pritomnosti DIC (1,548 ml) a DIPEA (3,425 ml) navazana kyselina methakrylova (1,756
ml). Reakéni smés byla michana po dobu 1,5 h. Pryskytice byla nasledné odsata a promyta
DMF, DCM a MeOH.

Methakrylovany dipeptid Ma-Val-Cit-OH byl pomoci roztoku HFIP (1,5 ml) a
DCM (3,5 ml) s ptfidavkem inhibitoru polymerace [4-(5,5-dimethylhexyl)benzen-1,2-diol]
odstépen z pryskyfice, kterd byla nasledné odsata na frit€. Ziskany filtrat byl za snizené¢ho
tlaku odpaten a vysusen v exsikatoru. Na HPLC (podminky méteni, viz kapitola 4.1.1) byl
zaznamenan jeden pik (# = 1,7 min), pomoci MS ESI (podminky méteni, viz kapitola

4.1.3) byla stanovena molekulovd hmotnost (M + Na) = 365 g-mol .
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Na odstépeny methakrylovany dipeptid Ma-Val-Cit-OH (68 mg) byl v prostredi
DMF s ptidavkem DMAP a v ptitomnosti EDC (57 mg) navazan thiazolidin-2-thion (26

HNIO (0] s

e y )
’ N/\S
CHj 0] \\/

O%NH

mg).

2

Obr. 11 Komonomer Ma-Val-Cit-TT.

Jelikoz tato reakce opakované poskytla jen mizivy vytézek (fddové jednotky mg), byl
k ptipravé polymerniho konjugatu se spojkou Val-Cit pouzit prekurzor poly[HPMA-co-
(Ma Val-Cit-OH)], jehoz syntéza je popséana niZe.

4.2.5 Polymerni prekurzor poly|[HPMA-co-(Ma-Val-Cit-OH)]

Polymerni prekurzor poly[HPMA-co-(Ma-Val-Cit-OH)] byl pfipraven kopolymeraci
HPMA (100 mg) s methakrylovanym dipeptidem (monomerem) Ma-Val-Cit-OH (15 mg)
v prostiedi t-BuOH a DMA s iniciatorem V70 a pfenosovym cinidlem AIBN v molarnim
poméru monomer:V70:AIBN = 600:2:1. Polymer byl opét izolovan srdzenim do smési
smési aceton/diethylether a néslednou centrifugaci. Ziskand srazenina polymeru byla

usuSena za snizeného tlaku.
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4.2.6 Konjugaty poly|[HPMA-co-(Ma-Val-Cit-DOX/PIR)]

Na kopolymer poly[HPMA-co-(Ma-Val-Cit-OH)] byl dle nésledujiciho postupu

navazan doxorubicin: polymer (30 mg; 11 pmol COOH) byl spole¢né s NHS (6,6 mg; 57

umol) rozpuStén v DMA a ziskany roztok byl ochlazen na 4°C. K roztoku bylo dale
pridano DIC (8,8 ul; 57 umol) a po 30 min DOX-HCI (3,3 mg; 5,7 umol) a DIPEA (9,8 ul;
57 pmol). Obdobnym zpiisobem byl na kopolymer poly[HPMA-co-(Ma-Val-Cit-OH)]

navazan i pirarubicin.

Obr. 13 Polymerni konjugaty se spojkou Val-Cit: a - poly[HPMA-co-(Ma-Val-Cit-DOX)], b - poly[HPMA-

co-(Ma-Val-Cit-PIR)].
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4.2.7 Konjugaty poly|[HPMA-co-(Ma-B-Ala-DOX/PIR)]

Na polymerni prekurzor poly[HPMA-co-(Ma-B-Ala-TT)] (20 mg; 12 umol TT),
predem pfipraveny dle literatury??, byla navazana 1é¢iva DOX a PIR dle stejného postupu,
jako pfi navazovani téchto 1é¢iv na poly[HPMA-co-(Ma-Gly-Phe-Leu-Gly-TT)], tj.
v prosttedi DMA a v piitomnosti DIPEA.

Obr. 14 Polymerni konjugaty s f-Ala spojkou: a - poly[HPMA-co-(Ma-B-Ala -DOX)], b - poly[HPMA-co-
(Ma- B-Ala -PIR)].

4.2.8 Konjugaty poly[HPMA-co-(Ma-B-Ala-,,click“-Val-Cit-DOX/PIR)]

Jako alternativa k ptipravé konjugati se spojkou Val-Cit prostfednictvim prekurzoru
Ma-Val-Cit-OH, resp. Ma-Val-Cit-TT, byla dle nésledujiciho postupu provedena ptiprava
konjugatt se spojkou Val-Cit, zalozend na ptipravé polymerniho prekurzoru poly[HPMA-
co-(Ma-B-Ala-DBCO)] a nasledném navéazani 1é¢iv v podobé prekurzori Az-Val-Cit-
DOX/PIR na polymer cestou tzv. ,,click* reakce:

Na polymerni prekurzor poly[HPMA-co-(Ma-B-Ala-TT)] (50 mg.) byla v prostfedi
DMA navazana dibenzoazacyklooktynova skupina (5 mg DBCO-NH>).

Lécivo DOX, popt. PIR, (20 mg) bylo navdzano na prekurzor Az-Val-Cit (14 mg)
v ptitomnosti NHS, DIC a DIPEA. Vysledny prekurzor Az-Val-Cit-DOX, resp. Az-Val-
Cit-PIR, byl ,.click® reakci propojen s polymernim prekurzorem poly[HPMA-co-(Ma-f3-
Ala-DBCO)] v prosttedi DMA. Ziskané konjugaty poly[HPMA-co-(Ma-B-Ala-,.click®-
Val-Cit-DOX/PIR)] byly pfecistény sraZzenim do etheru a vysuSeny v exsikatoru do

konstantni hmotnosti.
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Obr. 15 Polymerni konjugaty se spojkou Val-Cit, ptipravené ,.click® reakci: a - polyfHPMA-co-(Ma-B-Ala-
»click“-Val-Cit-DOX], b - poly[HPMA-co-(Ma-B-Ala-,click“-Val-Cit-PIR].

4.3 Stépeni katepsinem B

4.3.1 Stanoveni aktivity enzymu

Pied enzymolyzou samotnych polymernich konjugatii byla dle literatury® stanovena

aktivita katepsinu B. Za timto uUcelem byly pfipraveny nasledujici zasobni roztoky:

katepsin B ve fosfatovém pufru (KH>PO4 0,1M; 0,001M EDTA; pH = 6,0 - upraveno

NaOH) (1,6 mg-cm™), glutathion (30 mg) ve 2 ml téhoZ pufru a N*-benzoyl-L-arginin-4-
nitroanilid (Bzl-Arg-NAp) (13,59 mg) ve 338 pl DMSO, coby modelovy substrat.

Nasledné bylo 60 pl roztoku katepsinu B, 815 ul pufru a 100 pl roztoku glutathionu

spolecn¢ inkubovéano ve sklenéné kyveté o /=1 cm, pii teplot¢ 37 °C po dobu 5 min,

nacez bylo pfidano 25 ul roztoku Bzl-Arg-Nap a byla zmétena absorbance pii 4 = 410 nm.
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Reakeéni smés byla inkubovana pti 37 °C po dobu dalSich 10 min, kdy byla znovu zmétena
absorbance pii A = 410 nm. Ze zmény absorbance roztoku (Ad41o = 0,226) byla dle citace 23

vypoctena koncentrace aktivnich mist enzymu.

4.3.2 Stépeni

Pro enzymové Stépeni byly jednotlivé polymerni konjugity rozpustény ve
fosfatovém pufru o vyse uvedeném slozeni (1 mg-cm™) a zvIast inkubovény pii teplots
37°C s mnozstvim katepsinu B, odpovidajicim enzymové aktivité 4-107 mol-dm> a
glutathionem (15 mg-cm™) po dobu 0hod, 24 hod, 48 hod a 72 hod. Po uplynuti
jednotlivych dob inkubace bylo z reakéni smési vytfepano volné 1é¢ivo (DOX/PIR) do
chloroformu (800 pl). 500 ul chloroformové faze bylo nasledné odpateno do sucha, pevny
zbytek byl rozpustén v methanolu (100 pl, v ptipadé€ posledniho méfent, kdy bylo pfitomno
nejveétsi mnozstvi volného 1éciva, 200 pl) a mnozstvi volného 1é¢iva bylo kvantifikovdno
pomoci HPLC. Diky piedem provedené kalibraci bylo nasledné¢ mozné z plochy pod pikem

stanovit latkové mnozstvi odstépeného doxorubicinu ¢i pirarubicinu.

4.4 Stanoveni cytotoxicity polymernich konjugati in vitro

Cytotoxicitu, konkrétné koncentraci zpusobujici 50% inhibici zivotaschopnosti
nadorovych bunék (ICso), jednotlivych polymernich konjugati stanovili pracovnici
z oddéleni Biolékaiskych polymerid UMCH AV CR, v.v.i. na nasledujicich dvou liniich
nadorovych bunék: bunéfnd linie lidského kolorektdlniho adenokarcinomu (DLD-1) a
bunéénd linie mySiho T-bunééného lymfomu (EL4). Buiky DLD-1 byly kultivovany
v kapalném mediu RPMI (Aditiva: 10 % FTS, 100 IU-cm>, penicilin, 100 pg-cm
streptomycin), buiitky EL4 v kapalném mediu DMEM s tymiz aditivy. Za G¢elem stanoveni
inhibi¢ni koncentrace byly buniky obou linii zvIa$t inkubovany s jednotlivymi
polymernimi konjugaty o koncentracich 0,01 pg-ecm?, 0,1 pg:em>, 1 pg-cm>, 10 pg-cm™
a 100 pg-cm™ po dobu 72 hod pii teploté 37 °C. Zivotaschopnost bunék (angl. viability),
potiebna k stanoveni ICso, byla stanovena spektrofotometricky pomoci ¢inidla

alamarBlue™ cell viability reagent s vyuzitim piistroje Plate-reader H1. Hodnoty ICso byly
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odecteny z grafli zavislosti naméfené zivotaschopnosti bun¢k na koncentraci polymerniho

konjugétu.

4.5 Fluorescencni mikroskopie a méreni polocasu zhaseni fluorescence

(FLIM)

Aby bylo mozné sledovat proces internalizace 1é¢iv do nadorovych bunék a piipadné
1 jejich intraceluldrni distribuci, byla se zkoumanymi builkkami provedena ftada
mikroskopickych pozorovani za pouziti laserového rastrovaciho fluorescen¢niho
mikroskopu. Fluorescencni mikroskopie umoziiuje mj. sledovat internalizaci a distribuci
anthracyklinovych 1éciv (DOX, PIR) a jejich makromolekularnich konjugatt diky vyrazné
fluorescenci téchto latek v oblasti viditelného svétla (napt. pro doxorubicin i pirarubicin je
Jexcitazni = 470 NM; Aemisni = 595 nm)**. Na fluorescenci zkoumanych latek je zaloZena i
metoda FLIM (angl. fluorescence lifetime imaging), pii které je vSak namisto intenzity
fluorescence sledovan polocas jejiho zhaseni, definovany jako primérny cas, po ktery
fluorofor setrvavad v excitovaném stavu, dokud emisi fotonu nedojde k jeho navratu do
stavu zakladniho®®. Hodnoty tohoto polo¢asu vypovidaji napt. o chemickém okoli daného
fluoroforu nebo o tom, zdali je pfitomen ve volné ¢i vazané formé. Fluorescencni
mikroskopie a FLIM byly provadény po 24 hod inkubace bunéénych kultur
s protinadorovymi lé¢ivy/konjugaty pii 37 °C.
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5. VYSLEDKY

5.1 Syntéza polymernich konjugatu s 1é¢ivy a jejich prekurzori

Za UCelem vzajemného porovnani byly pfipraveny polymerni konjugaty
protinadorovych 1é¢iv doxorubicinu a pirarubicinu na bdazi statistickych kopolymerii
HPMA s methakrylovanymi oligopeptidy ¢i aminokyselinami, vyuzivajici tfi rGznych
spojek k propojeni 1éCiva a polymerniho nosice (viz kapitoly 4.2.1 - 4.2.8). Spojka tvofena
tetrapeptidem Gly-Phe-Leu-Gly a spojka tvoiena dipeptidem Val-Cit byly navrzeny jako
enzymove Stépitelné, zatimco spojka tvofend aminokyselinou B-alaninem piedstavovala
enzymoveé nesStépitelnou kontrolu. Konjugaty s peptidovymi spojkami byly vzdy
pfipravovany v pofadi od komonomeru na béazi N-methakrylované aminokyselinové
sekvence, pfes polymerni prekurzor k vyslednému konjugéitu, nesoucimu protinadorové
1é¢ivo. Aminokyselinové sekvence byly pripravovany peptidovou syntézou na pevné fazi.
Po odstépeni z pryskyfice byly nodifikovany reaktivni skupinou TT nebo byly ponechany
s volnym karboxylem posledni aminokyseliny (Ma-Val-Cit-OH). Polymerni prekurzory
byly syntetizovany kontrolovanou RAFT kopolymeraci komonomerti s HPMA, pficemz
bylo cilem ziskat polymerni prekurzory s nizkou disperzitou. Konjugaty se spojkou p-Ala
byly syntetizovany s vyuzitim ptedem ptipraveného polymerniho prekurzoru poly[HPMA-
co-(Ma-B-Ala-TT)]*2. Pribéh jednotlivych krokl syntetického postupu byl sledovin
pomoci HPLC a vzniklé produkty byly charakterizovany pomoci MS, GPC a HPLC.
Vysledkem byla sada Sesti konjugatli, které byly dale vyuzity k porovnani rychlosti
enzymového uvoliiovani 1éCiv a cytotoxicit in vitro. Kromé uvedenych Sesti konjugati byly
dale pfipraveny  konjugaty  poly[HPMA-co-(Ma-B-Ala-,click*“-Val-Cit-DOX)] a
poly[HPMA-co-(Ma-B-Ala-,.click“-Val-Cit-PIR)], které vSak k dal§imu testovani nebyly
z kapacitnich divodd vyuzity. Navdzani DOX, nebo PIR, na polymer se neprojevilo

vyraznou zménou disperzity.

5.2 Enzymové Stépeni

Rychlost uvoliiovani 1é€iva z jednotlivych polymernich konjugati byla stanovena
s vyuzitim modelového enzymu katepsinu B (bos taurus, slezina), ktery je v nékterych

rakovinnych bunikdch pfitomen ve zvySené miie a jehoZ specifita je srovnatelnd se
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specifitou ostatnich lysosomalnich proteas, které mohou k uvoliiovani 1éciva pfispivat.
Aktivita enzymu v zdsobnim roztoku (1,37-107 mol-dm™) byla piedem stanovena
spektrofotometricky s vyuzitim modelového substratu Bzl-Arg-NAp (viz kapitola 4.3.1).
Do reakéni smési bylo vzdy piidavano takové mnozstvi zasobniho roztoku, aby vysledna
aktivita enzymu byla rovna 4-107 mol-dm>. Casovy priibéh enzymového $tépeni je
znazornén grafem na obrazku 16. Pfesna mnozstvi uvolnéného 1é¢iva, stanovena pomoci

HPLC, jsou uvedena v tabulce 1, str. 44.

70
60
50
40
30
20

% volného lé¢iva

Cas od zapofeti reakce (dny)
—o— GFLG-DOX GFLG-PIR —e—Val-Cit-DOX - Val-Cit-PIR

Obr. 16 Graf casové zavislosti mnozstvi uvolnéného 1é¢iva (uvedeného v hmotnostnich procentech

celkového vazaného 1é¢iva).
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Tabulka 1 Podil volného 1é¢iva oproti vazanému (stanoveny pomoci HPLC) v zavislosti na Case.

Konjugdt Hmotnostni procento uvolnéného léciva po
24 hod 48 hod 72 hod

GFLG-DOX 12 51 68
GFLG-PIR 4,6 16 29
Val-Cit-DOX 4,8 8,6 9,4
Val-Cit-PIR 2,4 4,7 4,9
B-Ala-DOX 0,0 0,0 0,0

B-Ala-PIR 0,0 0,0 0,0

5.3 Stanoveni cytotoxicity polymernich konjugati

Vysledky stanoveni cytotoxicity konjugati na nadorovych bunéénych liniich in vitro
jsou uvedeny na obrazcich 17 a 18 a v tabulce 2 (str. 39). Z téchto vysledkt je patrné, ze
cytotoxicita volnych 1é€iv je vZzdy vyssi, nez u 1é¢iv vdzanych na polymer. Pii testovani na
obou bunéénych liniich vykazoval nejvys$si cytotoxicitu konjugat se spojkou Val-Cit a
1é¢ivem PIR. Nasledovaly konjugaty Val-Cit-DOX a GFLG-PIR s navzijem podobnymi

hodnotami cytotoxicity. Konkrétni hodnoty ICso jsou uvedeny v tabulce 2 v poradi od

v v
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Bunécéna linie DLD-1
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Obr. 17 Graf zavislosti relativni Zivotaschopnosti bun¢k lidského kolorektalniho adenokarcinomu

na koncentraci protinadorového 1é¢iva dodaného ve formé jednotlivych polymernich konjugatt.

Inkubace: 72 hod, 37 °C.
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Obr. 18 Graf zavislosti relativni Zivotaschopnosti bunék mysiho T-bunééného lymfomu na

koncentraci protinadorového 1é¢iva dodaného ve formé jednotlivych polymernich konjugatt.

Inkubace: 72 hod, 37 ; °C.
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Tabulka 2 Pfehled inhibi¢nich koncentraci, ICso, volnych Ié¢iv a polymernich konjugéatt pro

bunécné linie DLD-1 a EL4.

DLD-1 EL4
Lécivo/konjugat I1Cso (ug-cm) Lécivo/konjugat ICso (ng-cm)
PIR 1,2 PIR 0,023
DOX 2,8 DOX 0,069
Val-Cit-PIR 14 Val-Cit-PIR 0,27
Val-Cit-DOX 38 GFLG-PIR 0,74
GFLG-PIR 49 Val-Cit-DOX 1,2
B-Ala-PIR 77 B-Ala-PIR 2.4
B-Ala-DOX - GFLG-DOX 20
GFLG-DOX - B-Ala-DOX 21

5.4 Fluorescen¢ni mikroskopie a FLIM

V ramci biologického testovani polymernich konjugat a volnych protinddorovych

1é¢iv (viz kapitola 4.4) byla s bunécnou linii DLD-1 provedena fada mikroskopickych

pozorovani s vyuzitim laserového rastrovaciho konfokalniho mikroskopu a série méfeni

polocasu zhdSeni fluorescence (FLIM). Pofizené fotografie, vyobrazené nize (Obr. 19 -

21), poskytuji nahled do intracelularni distribuce jednotlivych polymernich konjugati,

nebo 1é¢iv a je diky nim moZzné, jak jiZ bylo zminéno, ¢aste¢né usuzovat na pifitomnost

1é¢iv ve volné, €1 vazané podobé (dale, viz kapitola 6). Ob¢ sady fotografii byly pofizeny

po 24 hod inkubace bunécnych kultur s protinadorovymi lécivy/konjugaty pii 37 °C - viz

kapitola 4.5.
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DOX PIR

Obr. 19 Fluorescence volnych nizkomolekularnich kancerostatik DOX (vlevo) a PIR (vpravo)

v buitkich DLD-1 po 24 hod inkubace. Fluorescence 1éCiv je zobrazena zelené, Cervéné jsou
zobrazeny bunétné membrany a extracelularni matrix, vybarvené pomoci CellMask™ Deep Red.

Barvy pouzité na snimcich jsou pocitacové upravené.

Val-Cit p-Ala

PIR

Obr. 20 Fluorescence polymernich konjugatl s 1é¢ivy DOX a PIR v buitkach DLD-1 po 24 hod

inkubace. Fluorescence 1éCiv je zobrazena zelené, Cervéné jsou zobrazeny bunééné membrany a
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extracelularni matrix, vybarvené pomoci CellMask™ Deep Red. Barvy pouzité na snimcich jsou

pocitacove upravené.

Val-Cit B-Ala

Al

]
. 31} uorescence
Fi

Obr. 21 Polocas zhaseni fluorescence volnych 1éciv (sloupec vlevo) a jednotlivych konjugatt
v prostfedi bunék DLD-1 po 24 hod inkubace. Intenzita zabarveni odpovida intenzité fluorescence,
zatimco barevné spektrum znazoriuje rtizné polocas zhaSeni od nejdelSich (Cervena) po nejkratsi

(svétle modrd). Zde znazornéné poloCasy se pohybuji fadoveé v jednotkdch nanosekund.
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6. DISKUSE

S vyuzitim postupli, popsanych na piedchozich stranach této prace, byly uspésné
pfipraveny polymerni nosice protinddorovych 1é¢iv na bazi kopolymerai HPMA
s komonomery methakrylamidového typu, vybavené rlznymi aminokyselinovymi C¢i
peptidovymi spojkami. Pfipravené kopolymery obsahovaly reaktivni TT skupiny které
byly vyuzity pro reakci s primarnimi aminoskupinami l1é¢iv (DOX, PIR). Vyjimkou byla
syntéza polymernich konjugati se spojkou Val-Cit, nebot polymerni prekurzor
poly[HPMA-co-Ma-Val-Cit-TT] se nepodafilo s dostatecnym vytézkem pfipravit. Tento
problém byl vyfeSen piipravou polymerniho prekurzoru poly[HPMA-co-Ma-Val-Cit-OH]
a naslednym navazanim kancerotatickych 1é¢iv prostfednictvim karbodiimidu. Alternativu
pfedstavovala syntéza polymerniho prekurzoru tvofeného kopolymerem HPMA a
methakrylovaného derivatu B-Ala-DBCO, na ktery bylo nasledné¢ pomoci nekatalyzované
cykloadice azid-alkyn, tzv. ,click reakce navadzano 1éCivo se spojkou Az-Val-Cit.

Konjugaty ptipravené touto cestou vSak nebyly pouzity k blizsi charakterizaci.

Syntéza vSech vySe uvedenych konjugatii probihala v pofadi od komonomerQ
k polymernim prekurzoriim a na zavér k pozadovanym konjugatim s 1écivy, pficemz di- a
tetrapeptidové spojky byly syntetizovany metodou peptidové syntézy na pevné fazi dle
Merrifielda. Kopolymery HPMA s methakrylovanymi oligopeptidy ¢i aminokyselinami,
byly pfipravovany metodou fizené radikdlové polymerace s reverzibilnim adicné-

fragmentacnim prenosem fetézce (RAFT).

Z vysledki ziskanych pii enzymovém Stépeni jednotlivych konjugétil je patrné, Ze
k nejrychlejSimu uvolnéni 1é¢iva z nosice doslo v pfipadé doxorubicinu, navazaného
prostfednictvim spojky GFLG, kdy se po 48 hod inkubace uvolnilo pfiblizné 50 %
z navazaného léCiva. Pirarubicin, navazany prostfednictvim téze spojky, se uvoliioval o
poznani pomaleji, s necelymi 16 % uvolnéného 1é¢iva po 48 hod inkubace. Tento rozdil
v rychlosti uvolilovani, 1ze zfejmé ptisoudit vétsi stérické ndro¢nosti pirarubicinu oproti
doxorubicinu pii tvorbé komplexu enzym-substrat (srov. strukturni vzorce na obr. 6, str.
20). Necekan¢ nizkou rychlosti dochédzelo k uvoliiovani 1é¢iv vazanych spojkou Val-Cit.
V ptipad¢ konjugitu poly[HPMA-co-Ma-Val-Cit-DOX] bylo po 48 hod inkubace

uvolnéno jen necelych 9 % z navazaného 1é€iva a v ptipadé poly[HPMA-co-Ma-Val-Cit-
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PIR] jen necelych 5 %. I zde je tedy patrné rychlejsi uvoliiovani doxorubicinu oproti
pirarubicinu. Piekvapiva vSak je relativné nizka rychlost uvoliiovani obou téchto 1é¢iv
vazanych spojkou Val-Cit. Tato dipeptidova spojka je opakované popsana v literatuie
zejména v souvislosti s konjugaty protilatek s 1éCivy. Zpravidla vSak byva mezi dipeptidem
a uvoliiovanym lé¢ivem za ucelem zpiistupnéni spojky pro enzym vloZena spojka na bazi
4-aminobenzylalkoholu, kterad se po rozstépeni spaceru samocinné uvolni z 1é¢iva tzv. 1,6-
eliminaci®¢. Oba polymerni konjugaty obsahujici spojku B-Ala neuvolnily pfi inkubaci s
enzymem zadné 1é¢ivo, ¢imz byl potvrzen piivodni pfedpoklad nestépitelnosti této spojky
katepsinem B. Pfestoze by zdanlivé delsi doba inkubace konjugatii s katepsinem B mohla
poskytnout dalsi cenné poznatky, byla inkubace po 3 dnech ukoncena. Pti del$i inkubaci
totiz katepsin B ztraci svou aktivitu, ¢imz by dalsi vysledky byly zna¢né€ zkreslené. Prvotni
pokus o stanovovani volného 1éCiva in situ, tedy bez vytfepavani, nebyl uspésny, jelikoz
uvolnéna 1é¢iva méla tendenci agregovat a vypadavat zreakéni smési, coz vedlo ke
znaénym zkreslenim namétenych hodnot. Z tohoto diivodu byla zvolena metoda vytfepani
volného 1é¢iva a jeho nasledného stanoveni pomoci HPLC. V souvislosti s enzymovym
Stépenim piipravenych konjugatl je nutno zminit, Ze katepsin B, pouzity, jako modelova
lysosomalni proteasa, neni jedinym enzymem, schopnym $tépit dané peptidové spojky.
K vysledné rychlosti uvoliiovani in vivo tedy muize prispivat cela fada dalSich, v danych

nadorovych buiikach ptitomnych, enzymi.

Neméné prekvapivych vysledkli bylo dosazeno pii biologickém testovani
pfipravenych konjugatl na buitkach DLD-1 a EL4. Pfirozené vykazovala v obou ptipadech
nejvyssi cytotoxicitu volna IléCiva. Neocekdvané vSak bylo zjisténi, Ze konjugat
pirarubicinu s enzymoveé nestépitelnou spojkou B-Ala projevil v ptipadé obou bunéénych
linii znaéné vyssi cytotoxicitu, neZ konjugat s GFLG-DOX, jehoz hodnotu ICso nebylo
v ptipadé¢ bun¢k DLD-1 pro pfili§ nizkou cytotoxicitu ani mozné urcit. Déle pak byl
cytotoxicky uc¢inek konjugatu B-Ala-DOX srovnatelné nizky s konjugatem GFLG-DOX, o
kterém se pfedpokladalo, Ze bude vzhledem k nejvyssi rychlosti uvoliovani vykazovat
znaén€ vys$i cytotoxicitu. Tyto vysledky naznacuji, Ze nedoSlo-li ke kontaminaci
nestépitelnych konjugéati volnym 1éCivem (coz bylo na zadkladé HPLC analyzy shleddno
nepravdépodobnym), mohla by pfijit v ivahu moZnost, Ze 1éivo miiZze projevit svij
ucinek, aniz by bylo zpolymerniho nosice odstépeno. Pozorovany nezanedbatelny

cytotoxicky ucinek téchto nestépitelnych (a tudiz dle predpokladu, uvedeného v kapitole 2,
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neucinnych) konjugatl naznacuje, ze navazani lé¢iva na polymerni nosi¢ nemusi nutné
znamenat jeho inaktivaci a naopak. Tento poznatek je v souladu s nékterymi neddvno
publikovanymi vysledky?’ ukazujicimi, Ze u nékterych polymernich konjugati DOX a PIR
na bazi HPMA byla prokazana znacna cytotoxicita, aCkoliv volné 1é¢ivo nebylo nalezeno
v jadrech nadorovych bunék, ale pouze byla zjisténa pfitomnost polymernich konjugatt
v membranovych strukturdch bun€k. Mimo to je tfeba poznamenat, Zze hodnoty ICso,
stanovené in vitro, nevypovidaji o klinické vyuzitelnosti testovanych konjugatt, jelikoz
jejich stanoveni nebere v potaz farmakokinetické vlastnosti konjugatu, ¢i zminovany EPR

efekt.

Jak je patrné z vySe diskutovanych vysledkd, jsou konjugéty pirarubicinu (a ostatné i
volny pirarubicin) cytotoxictéj$i, nez konjugaty doxorubicinu, a to 1 pfesto, Ze je
pirarubicin stéricky objemnéjsi, coz ztézuje jeho uvolilovani z nosice. V cytoplazmé navic
dochazi ke spontanni preméné pirarubicinu na doxorubicin, coZ naznacuje, ze je tento
rozdil v cytotoxicité zplisoben rozdilnou schopnosti piekondvat fosfolipidovou membranu.
Tuto skutecnost zachycuji fotografie na obr. 19, str. 40, kde je dobfe patrné vyssi mnozstvi
pirarubicinu uvnitt bun€k, oproti doxorubicinu. Pfedpokladalo se, Ze se tento rozdil projevi
i u polmyernich konjugati téchto 1€¢iv, avsak pifi porovnani snimkd na obr. 20, str. 41,
nelze s jistotou fici, kterého konjugatu proniklo do bunék nejvice. Tato problematika je
dale komplikovana skutecnosti, ze je v piipadé DOX a PIR fluorescence volného léciva
radové intenzivngjsi, nez fluorescence léCiva vazaného, coZ omezuje mozZnost urCovat
kvantitu v bunice ptitomného 1éCiva, ¢i konjugatu podle intenzity fluorescence. Podobné je
tomu i u toxicity volného a vazaného léCiva, coz znamend, Ze i mald kontaminace

konjugétu volnym lé¢ivem miiZze velmi zkreslit jeho fakticky cytotoxicky t€inek.

Ve snaze odlisit volné 1€¢ivo od vazaného, bylo provedeno méfeni poloCasu zhaSeni
fluorescence (FLIM). JelikoZ je polocas zhasSeni fluoroforu do znaéné miry zavisly jak na
prostiedi, ve kterém se fluorofor nachdzi*® (napt. pH, iontové sila, charakter sousednich
molekul apod.), tak 1 na tom, zdali je pfitomen ve volné, ¢i vazané podobé, lze
z naméfenych hodnot polocasli usuzovat na aktualni stav a lokalizaci fluoroforu v dobé
méieni. Vysledky metody FLIM tedy neposkytuji kvantitativni informaci, tj. nevypovidaji
o mnozstvi pfitomnych fluoroforti, ale informaci kvalitativni. Fotografie, pofizené pfi

analyze FLIM (viz obr. 21, str. 41) ovSem prozrazuji, ze se polocasy zhaseni fluorescence
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volného a vazaného 1éCiva sice lisi, avSak ne dostatecné na to, aby bylo mozné od sebe tyto
dvé formy lé¢iva odlisit. Na zaklad¢ ziskanych dat tedy nelze urcit, jakou mérou dochazi
uvnitt naddorovych bunék k ovolnovani 1é¢iva a do jaké miry zastava 1é¢ivo vazano na

polymer.

Vysledky jednotlivych stanoveni, obdrzené pro vyse uvedené konjugaty, jsou shrnuty

v tabulce 3.

Tabulka 3 Piehled pfipravenych konjugatti (zde uvedenych ve zkracené podob¢ spojka-1é¢ivo) a prislusnych
stanovenych hodnot: hmotnostné vazend primérnd molekulovd hmotnost, My; disperzita, P; retencni Cas, t.,
na HPLC; podil enzymové uvolnéného 1é¢iva po 48 h inkubace s katepsinem B a inhibi¢ni koncentrace,

ICso, pro bunééné linie DLD-1 a EL4.

CHARAKTERISTIKA BIOLOGICKE TESTOVANI
hm.% 1Cs0
SPOJKA-LECIVO m % My b volného (ng-em)
(mg) teoret. vytéZku | (g-mol ") 1é¢iva

po 48 hod DLD-1 | EL4

GFLG-DOX 13,9 42 57919 | 1,24 51 - 20
GFLG-PIR 20,0 62 57921 1,24 16 49 0,74
Val-Cit-DOX 11,2 34 46130 | 1,07 8,7 38 1,2
Val-Cit-PIR 12,3 37 46126 | 1,07 4,7 14 0,27

B-Ala-DOX 17,2 86 42910 | 1,14 - - 21
B-Ala-PIR 18,1 91 42897 | 1,14 - 77 2,4
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7. SOUHRN

Cilem této prace byla pfiprava, charakterizace a vzajemné porovnani nize uvedenych
polymernich konjugati protinddorovych 1é¢iv doxorubicinu (DOX) a pirarubicinu (PIR)

s peptidovymi spojkami:

poly[HPMA-co-(Ma-Gly-Phe-Leu-Gly-DOX)],
poly[HPMA-co-(Ma-Gly-Phe-Leu-Gly-PIR)],
poly[HPMA-co-(Ma-Val-Cit-DOX)],

poly[HPMA-co-(Ma-Val-Cit-PIR)],
poly[HPMA-co-(Ma-B-Ala-DOX)]
poly[HPMA-co-(Ma-B-Ala-PIR)].

Déle byly pfipraveny konjugaty poly[HPMA-co-(Ma-B-Ala-,click“-Val-Cit-DOX)] a
poly[HPMA-co-(Ma-B-Ala-,.click*-Val-Cit-PIR)], které vSak nebyly dale vyuzity.

Za ucelem porovnani rychlosti uvolnovani 1é¢iv z jednotlivych konjugati bylo
provedeno jejich S§tépeni katepsinem B, napodobujici enzymové uvolnovani

protinadorovych l1é¢iv v rakovinnych buiikach piisobenim lysosoméalnich proteas.

Na zavér byl stanoveny a vzajemné porovnany cytotoxickyé ucinky (konkrétné
inhibi¢nich koncentrace, ICso) pfipravenych konjugati na buiikach lidského kolorektalniho
adenokarcinomu (DLD-1) a bunikdch mySiho T-bunééného lymfomu (EL4). Paralelné
s biologickym testovanim byla provedena fada mikroskopickych pozorovani s vyuZzitim
laserového konfokalniho rastrovaciho mikroskopu a méteni polocasu zhaSeni fluorescence

(FLIM).

Vedle samotné piipravy a vzdjemného porovnani polymernich konjugati bylo
cilem prace také ovefeni hypotézy, pravici, Ze je kufinnému plisobeni léCiva
konjugovaného s polymernim nosi¢em nutné jeho odstépeni z nosice. Ziskané vysledky
tuto hypotézu nepodporuji. Na zaklad¢ ziskanych tudaji vSak neni mozné ani jeji uplné
vyvraceni. Nicmén¢ ze skutecnosti, ze nejvyssi cytotoxicitu projevily konjugaty, které se

enzymove $tépily spise sporadicky, nebo jsou, jak je tomu u konjugétii se spojkou B-Ala,
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povazovany za nesteépitelné, Ize pii nejmensim vyvodit, Ze rychlost uvoliiovani 1é¢iva neni
rozhodujicim faktorem jeho ptisobeni, coz ostatné uvadi napt. K.Ulbrich v citaci®>. Mozn4
tedy odstépeni antracyklinového antibiotika (DOX, PIR) z polymerniho nosi¢e neni vzdy
nutnou podminkou jeho protinddorové ucinnosti. V soucasné dob¢ probihaji na
spolupracujicim tustavu v Japonsku testy pfipravenych konjugdti in vivo, které tuto

problematiku snad pomohou vice objasnit.
Tyto vyledky jsou samoziejmé jen velice hrubym naznakem toho, co by detailnéjSimi

studiemi mohlo byt prokdzano. Pfesto vSak jsou zajimavou ukazkou toho, jak

nepiedvidatelna dokaze véda byt.
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Svoluji k zaptjCeni této prace pro studijni ucely a prosim, aby byla fadn¢ vedena evidence
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