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Abstrakt

Nadorova onemocnéni jsou po celém svété jednou z nejéastéjsich piicin umrti. V Ceské
problémem jsou pii 1€c¢bé onkologickych onemocnéni nezadouci ucinky chemoterapie,
které ¢ini pacientim 1écbu jesteé t€zsi. V pripad¢ predkladané bakalarské prace je vyzkum
soustfedén na syntézu polymernich nosicii, které by mohly slouzit jako dopravci
cytostatik do naddorové tkan€. Pfi pouziti nosicu cytostatik by bylo plsobeni na zdravé
tkan¢€ a tim zptsobené nezadouci G¢inky vyrazné sniZzeny. Prace je zaméfena na syntézu
a fyzikaln€ chemickou charakterizaci novych diblokovych polymernich nosic¢i cytostatik,
konkrétné cytostatika docetaxelu. V predkladané praci je vedle uspésné syntézy novych
vodorozpustnych  polymernich  prekurzori a  konjugath na bazi N-(2-
hydroxypropyl)methakrylamidu studovdna hydrolytickd stabilita syntetizovanych
diblokovych systémil v 0,3M fosfatovém pufru o pH 7,4 simulujicim prostfedi krevniho
fecisté. Usp&iné bylo ovéfeno, Ze syntetizované polymerni systémy jsou hydrolyticky
labilni, a tudiz snadno vylucitelné z organismu. V praci je dale prokazany vliv typu
oxokyseliny pouzitych pro modifikaci cytostatika na rychlost uvolilovani nesen¢ho
cytostatika z polymerniho nosic¢e. Na zavér prace byla studovéana in vitro cytotoxicita
pfipravenych polymernich konjugatii, kterd prokazuje snizenou cytotoxicitu léciva

navazaného na polymerni nosic.

Kli¢ovéa slova: protinddorova terapie, nanomateridl, biodegradace, polymerni nosic,

1é¢ivo



Abstract

Cancer diseases are the most common cause of death over the world. One fifth of death
is caused by cancer in the Czech Republic. The big problem in the treatment of cancer
diseases are side effects of chemotherapy, which make treatment more difficult for
patients. The present bachelor thesis is focused on synthesis and characterization of novel
polymer carriers. Polymer carriers can target the cytostatic drug to the tumor tissue and
minimize side-effect of chemotherapies. This bachelor thesis is focused on synthesis and
physical chemistry characterization of new diblock polymer carriers, specifically carries
of docetaxel. Successful synthesis of novel water-soluble polymer precursors and
conjugates based on N-(2-hydroxypropyl)-methacrylamide is described and discussed in
this thesis. The hydrolytic stability of the synthesized diblock systems was studied in
0,3M phosphate buffer at pH 7,4 simulating the bloodstream environment. It has been
successfully verified that the synthesized polymer systems are hydrolytically degradable
after fulfilling its role of drug carrier and therefore can be finally excreted from the
organism. The effect of the type of oxoacid used for modification of the cytostatic on the
release rate of the carried cytostatic from the polymeric carriers was thoroughly evaluated
and proved. Finally, the in vitro cytotoxicity of the prepared polymer conjugates was
studied to demonstrate the reduced cytotoxicity of the drug bound to the polymeric

carrier.
Key words: anti-cancer, nanomaterial, biodegradation, polymer carrier, drug

(in Czech)
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1 LITERARNI PREHLED

1.1 Uvod

Nadorova onemocnéni stéle trapi velkou ¢ast celosvétové populace [1]. Odhaduje se, ze
vroce 2018 trpélo rakovinovym onemocnénim na celém svété¢ 18 miliont lidi;
9,5 miliond muza a 8,5 miliont Zen. Podle dat Svétové zdravotnické organizace (WHO
z angl. World Health Organization) jsou nadorova onemocnéni druhou nejCastéjsi
priCinou umrti. V roce 2018 zptisobila celosvétové 9,6 milionti Gmrti. Vzhledem
k mnozstvi typi nddorovych onemocnéni, ktera se lisi mezi sebou v piicinach vzniku,
typu napadené tkané€ a prib¢hu onemocnéni se mnoho védeckych tymu po celém svéte
snazi vyvijet nové a efektivnéjsi piistupy 1écby téchto onemocnéni s minimem vedlejSich

ucink.

Jednim ze zpusobd, jak dosdhnout minimalizace vedlejSich u¢inkti chemoterapie
a zaroven snizit potfebné mnozstvi podavaného cytostatika je vyuziti polymernich nosi¢t
1é¢iv. Bylo prokazano, ze vyuzitim vodorozpustnych netoxickych polymernich nosicti 1ze
dosédhnout zvysSené akumulace cytostatika v nddorové tkani bez vyraznéjsi akumulace
1é¢iva ve zdravych organech organismu. Nicméné mnoho studovanych systému, které
vykazuji velmi dobré vysledky v protinadorové 1é¢bé€, jsou velmi narocné na syntézu.
Naro¢na syntéza tak komplikuje jejich pfipravu ve vétSich mnozstvich. Pravé proto se
tato prace zabyva navrhem, syntézou a charakterizaci novych polymernich systémd, které
budou snadno pfipravitelné ve velkém mnoZstvi, zajisti zvySenou akumulaci neseného
cytostatika docetaxelu v pevném néadoru a zaroven budou po splnéni funkce nosice

jednoduse vylucitelné z organismu glomerularni filtraci.
1.2 Zpisoby 1é¢by nadorovych onemocnéni

V soucasné dob¢ jiz existuje n€kolik zptisobti 1é¢by, které dokazou postup rakovinovych
onemocnéni vyznamné zpomalit, nebo v nejlepsim piipadé€ rakovinu tplné€ vylécit. Mezi
tyto zplisoby se fadi hlavné chirurgickd 1écba, chemoterapie, radioterapie a biologicka
1écba. Ve vétSing pripadii se vyuziva kombinace zminénych lé¢ebnych postupti.
V ptipadé pevnych nadorti, pokud je to mozné, nejprve dochazi k chirurgickému

odstranéni co nejveétsi ¢asti nadoru. I pies odstranéni velké ¢asti nadorové tkdné musi

pacient dale podstoupit dalsi 1é¢ebné kroky k odstranéni piipadnych zbylych lozisek



nadorové tkané. V nékterych piipadech ovSem neni mozné tento postup aplikovat

a primarni 1écbou byva biologicka 1é¢ba, radioterapie nebo chemoterapie.

Ve své praci se zamétuji konkrétné na cytostatika, jejich dopravu do mista urceni
ajejich samotny ucinek, proto bude pozornost v dalSich kapitolach vénovana prave

chemoterapii.
1.2.1 Chemoterapie a cytostatika

Chemoterapie je 1écba nadorovych onemocnéni zalozena na vyuziti 1€k ze skupiny
cytostatik. Cytostatika jsou obecné definovéana jako latky, které riznymi mechanismy
zastavuji rast a mnozeni nddorovych bunék [2]. Tento ucinek je bohuzel casto
nespecificky a pfi podani cytostatika mtize dojit i k zasazeni n¢kterych (zvlasté rychle se
mnozicich) zdravych bun€k organismu. Mezi nejvice poskozené buiiky naseho téla patii
napft. buniky ¢ervenych krvinek, bilych krvinek, buiiky ve sliznicich traviciho ustroji nebo
vlasovych vaccich. Se zasazenim téchto bunck pii podani cytostatika jsou spojené
nepiijemné komplikace jako vypadavani vlasu, fas, poSkozeni sliznic traviciho ustroji,
nevolnost nebo tinava. Behem chemoterapie miize dochazet k poklesu bilych a ¢ervenych
ucinklim chemoterapie patii febrilni neutropenie ¢i katetrova sepse, kterd mize pacienta

dokonce ohrozit na zivoté.
Rozdéleni cytostatik a jejich pisobeni

Mezi mechanismy ucinku cytostatik se fadi napf. inhibice syntézy nukleovych kyselin,
poskozeni struktury nukleovych kyselin, alterace mikrotubularniho proteinu, inhibice
proteosyntézy nebo kombinace vySe zminénych mechanismti. Podle mechanismu t¢inku

jsou cytostatika rozdélena do né€kolika skupin [3]:

» Alkylac¢ni latky, skupina IéCiv, které se kovalentné vazou na DNA
a inhibuji tak jeji funkci a dalsi déleni bunék. Do této skupiny fadime hlavné
derivaty yperitu adale platinova cytostatika, kterd maji podobny
mechanismus G¢inku. Cisplatina (viz obrazek 1, str. 8) je jednim
z nejucinngjSich znamych 1€¢iv, ktera vykazuje klinickou aktivitu u mnoha
druhil pevnych nadorti. Jeji cytotoxicky ucinek spoc¢iva v reakci s DNA za

vzniku DNA aduktl (napf. nitridové). Nasledné dochazi diky témto



aduktim k aktivaci n€kolika signalnich drah jako je ATR, p53, p73 ¢i
MAPK. VSechny tyto spontdnni reakce nasledné vyvrcholi v apoptdzu
buniky. Aby vsak mohlo dojit k interakci cisplatiny s DNA, je zapotiebi
nekolika aktivacnich kroku, které vedou k nahrazeni cis-chlor ligandi
cisplatiny za molekuly vody [4].

Antimetabolity jsou cytostatika, kterd inhibuji tvorbu bdzi DNA. Muze
také dochazet k zaclenéni antimetabolitii v pozménéné, aktivované forme
(,,pseudonukleotid”) do fetézct nukleovych kyselin, z kterych nésledné
vznikd poskozend, nefunkéni DNA [5]. Zastupci této skupiny jsou napf.
metotrexat, pemetrexed, S-fluorouracil [6], cytarabin ¢i gemcitabin.
Skupina inhibitorit mitézy zahrnuje alkaloidy a taxany pivodné
rostlinného ptvodu, mezi které se fadi 1éCivo docetaxel (DTX,
viz obrazek 1, str. 8), které zaujima dulezitou roli této praci. Uvedené
skupiny 1é¢iv vytvaii vazbu s tubulinem, a tim zplisobuji rozruSeni
bunéénych mikrotubull, které maji velky podil na sprdvném pribéhu
mitozy. Toto rozruSeni zapti¢ini inhibici bunééného déleni a s tim spojenou
bunécnou smrt. Dal$imi piiklady téchto inhibitord jsou 1éCiva paclitaxel ¢i
vincristin. Mezi nevyhody této skupiny 1€¢iv patii jejich vysoky hydrofobni
charakter, z tohoto diivodu musi byt samotné 1é¢ivo podavéano v olejové
formulaci na bazi emulgatord. Bylo ovSem prokadzano, ze rozpoustédla
vyvolavaji u znaéné ¢asti pacientti nezadouci reakce, proto je nova strategie
pro podavani téchto latek zadouci [7].

Interkalac¢ni cytostatika jsou zodpovédné za tzv. interkalaci neboli vsunuti
mezi baze, vytvofeni nekovalentni vazby cytostatika na DNA a tim
znemoznéni nove syntézy DNA nebo RNA. Tyto cytostatika zpiisobuji také
blokaci topoisomerasy II a poskozuji bunéénou membranu. Tuto inhibici
zpisobuji antracyklinové glykosidy, mezi které fadime napt. doxorubicin
(DOX, viz obrazek 1, str. 8) ¢i mitomycin [8]. Vznikem kyslikovych
Osetfovanému se tak za Zivot musi podat jen urCit¢é mnoZstvi tohoto
cytostatika. Pro doxorubicin je tato davka uréena na 450-550 mg/m?” plochy
povrchu téla (a to vEetné pouziti ptibuznych l1€ki jako je napt. daunorubicin)

[9].



» Kortikosteroidy jsou pfirodni hormony a 1éky podobné hormoniim. Tyto
latky jsou ucinné jak pii 1écbé rakoviny, tak i1 dal§ich onemocnéni.
V piipadé 1écby rakoviny jsou pouzivany jako chemoterapeutika a také pii
prevenci proti nevolnosti a zvraceni vyvolanych chemoterapii. Znamym
kortikosteroidem je napt. dexamethason.

» Ostatni chemoterapeuticka 1é¢iva nezapadaji svym G¢inkem do zadné vétsi

skupiny. K nim se fadi napt. mitotam ¢i romidepsin [10].

o

Cl,  NH;
-
Ccl”  “YNHs

cisplatina

0»#

doxorubicin

docetaxel

Obrazek 1: Struktury vybranych cytostatik

1.3 Polymerni nosice 1é¢iv

V soucasné dobé jsou polymerni nosie 1éCiv stale Castéji studovany v souvislosti
s vyvojem novych terapeutickych systému pro 1é¢bu mnoha onemocnéni. Pravé tyto
polymerni nosice by mély pomoct v dopraveni lé¢iva k cilové tkani, fidit aktivaci nesené
latky ¢i prodluZovat dobu cirkulace biologicky aktivni latky v krevnim fecisti. Timto
zpusobem lze omezit napf. nezadouci u€inky neseného léciva, potlacit rezistenci cilové
tkdné k 1€¢ivu nebo zajistit ¢i alespont zvysit rozpustnost 1é¢iva ve vode. Polymerni nosice
1é¢iv lze rozdélit na dvé skupiny makromolekul dle jejich piivodu, a to na piirodni

a syntetické.

Mezi prirodni makromolekuly se fadi naptiklad proteiny, glykoproteiny nebo
polysacharidy. Pouziti téchto pfirodnich nosi¢i ma fadu vyhod, ale obnasi 1 fadu
nevyhod. Mezi pozitivni vlastnosti patii napiiklad biodegrabilita a dobrd snaSenlivost
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molekul v organismu. Casto jsou p¥irodni makromolekuly ziskavany z obnovitelnych
zdrojl, na druhé strané mohou tyto ptirodni molekuly po urcité chemické modifikaci
ztratit svoji biodegradovatelnost, jejich fyzikalné-chemické chovani je pomérné nestalé
a v neposledni fad¢ se mohou stat, po vazb¢ s dalsi komponentou dopravniho systému,

imunogennimi [11, 12].
1.3.1 Syntetické polymery, jejich rozdéleni a vlastnosti

Nejrozsifenéjsi polymerni materidly pro syntézu polymernich nosic¢ii 1é¢iv, jsou materialy
syntetické. Tyto materidly mohou byt hydrofilni, hydrofobni nebo amfifilni, tedy
obsahovat ¢ast hydrofilni i hydrofobni. VSechny polymerni materidly pouzité pro syntézu
polymernich nosici musi spliovat nékolik kritérii, a to: musi byt netoxicke,
biokompatibilni, neimunogenni a po splnéni ukolu snadno vyluditelné z organismu.
Dulezity je také rozmér syntetickych polymert s navazanym lécivem. Obecné plati, Ze
¢im vetsi je hydrodynamicka velikost polymerniho systému, tim déle cirkuluje konjugat
v krevnim fecisti a tim pomaleji se polymerni 1é¢ivo vylucuje z téla ven [13]. V piipade
polymernich materiadlt s velikosti nad 200 nm jiz dochazi ke zvySenému zachytu
polymernich systému také v nekterych zdravych tkanich. Aby byly polymerni nosice
snadno vylouceny pomoci glomerularni filtrace, musi molekuly projit pory glomerulérni
membrany o priméru 8—10 nm. Proto se u polymerniho nosi¢e musi brat ohled nejen na
molarni hmotnost, ale pfedevS§im na jeho hydrodynamicky rozmér, ktery musi byt pod
hodnotou rendlniho prahu zminéného vySe. Tato hodnota pro polymery na bazi

N-(2-hydroxypropyl)methakrylamidu je pfiblizng 50 kg-mol ! [14, 15].

Syntetické polymerni nosice 1€€iv mizeme rozdé€lit do tii zakladnich skupin podle

jejich hydrofilicity:

» Vodorozpustné polymerni konjugaty
» Amfifilni polymerni micely

» Hydrofobni polymerni nanocastice s hydrofilnim povrchem

Vzhledem k zaméfeni této prace, ve které se vyuzivaji pravé vodorozpustné
polymerni nosice, bude této skupin€¢ vénovana samostatnd kapitola. Zbylé dva typy

polymernich nosi¢li jsou popsany v nasledujicich odstavcich.



Polymerni micely jsou samo-uspotradavajici se ¢astice nejcastéji o velikosti mezi
10—50 nm, kter¢ jsou tvoieny amfifilnimi blokovymi nebo vétvenymi polymery [16]. Ve
vodném roztoku vznika z takovychto materiali polymerni micela tvofena hydrofilnim
obalem a hydrofobnim jadrem (viz obrazek 2, vytvofeno v BioRender.com). Vyhoda
polymernich micel je jednak moznost transportu hydrofobnich bioaktivnich molekul bez
nutnosti kovalentni vazby mezi polymernim nosi¢em a léCivem a jednak snadné
vylou¢eni z organismu v podobé tzv. polymernich unimert vzniklych pii rozpadu
nadmolekularni ~struktury micely. Diky hydrofilnimu obalu micely tvofené
vodorozpustnym  polymerem, je  béhem  cirkulace v krevnim  fecisti
minimalizovano vyvolani imunitni odpovédi, interakce s retikuloendotelialnim
systémem a je vyznamné¢ sniZzena nespecifickd akumulace 1é¢iva ve zdravych tkanich.
Polymerni micely se tak daji povazovat za univerzdlni dorufovaci systémy, které
usnadnuji rozpustnost 1é¢iv a umoziuji specifickou dopravu hydrofobnich molekul, které
jsou jinak ve vod¢ nerozpustné. Nevyhodou micelarnich systémi s fyzikalné vazanymi
l1éCivy je casto jejich nedostatecnd stabilita, a tim zplsobené uvoliiovani léCiva jiz

v prub¢hu cirkulace v téle.

hydrofilni ¢ast
hydrofobni ¢ast

Obrazek 2: Schématické znazornéni polymerni micely (A) a polymerni nanocdstice (B)

V dnesni dobé jsou popsany polymerni micely pro dopravu léciv slozené
z hydrofilnich  polymeri na bazi polyethylenglykolu (PEG), kopolymert
N-(2-hydroxypropyl)methakrylamidovych (pHPMA) ¢i poly(oxazolini) a hydrofobnich
polymertt jako je napiiklad poly(propylenoxid) (PPO), poly(e-kaprolakton)
¢i poly(ethylakrylat). Jako velmi ucinny se ukézal nosi¢ na bazi kopolymeru pHPMA
s PPO, ktery nese navazany doxorubicin, a krom& dopravy lé€iv dokaZe i inhibovat
p-glykoproteinovou pumpu, a tedy obejit viceCetnou Iékovou rezistenci. Déle jsou

zajimavymi piiklady miceldrni nosi¢e na bazi PEG s poly(D,L-laktidem) a paclitaxelem
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nebo PEG s poly(glutamatem) a navdzanou cisplatinou, které se dostaly i do klinického

testovani [17, 18].

Hydrofobni polymerni nanocastice s hydrofilnim obalem jsou castice o velikosti
10—200 nm casto tvofené v organismu nerozpustnymi materialy, napiiklad kopolymerem
kyseliny mlééné a glykolové (PLGA) [19]. Takovéto castice mohou byt snadno
v organismu vychytany retikuloendotelidlnim systémem, a proto je zapotiebi tyto Castice
povrchoveé modifikovat hydrofilnimi polymernimi fetézci. K modifikaci se hojné vyuziva
napt. PEG. LécCivo je do polymernich nanocéstic nejcastéji enkapsulovano, a uvoliuje se
po rozpadu nanocasticového systému. DalSi vyuziti nanocasticovych systému pak
nalezneme napiiklad v radioterapii ¢i diagnostice [20]. Polymerni nanocastice, které se
uplatituji pravé jako nosice 1€¢iv a jsou pouzivany klinicky ¢i podstupuji klinické
testovani, jsou naptiklad ¢astice tvofené kopolymery PLGA a PEG obsahujici hydrofobni

1é¢ivo (taxoly, doxorubicin ¢i rapamycin) [21].
1.4 Vodorozpustné polymerni konjugaty

Vodorozpustné polymery jsou v kombinaci s cytotoxickymi chemoterapeutiky velkym
prislibem pro zdokonaleni nadorové 1é€by. Obecné jsou takovéto systémy vice specifické,
vysoce ucinné, a hlavné maji vyznamné redukované vedlej$i ucinky pro pacienty
v porovnani se samotnym cytostatikem [22]. Jednd se o velkou skupiny polymert, a to
pfevazné linearnich. Polymerni fetézce mohou obsahovat rizné funkéni skupiny, které
umoznuji navazani aktivni latky. Dalsi z pfednich vyhod téchto polymert je, Ze po
navazani biologicky aktivni molekuly (napt. chemoterapeutika) je toxicka funkce této
molekuly odstinéna nosi¢em a stava se tak méné toxickou nebo az netoxickou. S vyhodou
také dochazi ke zvySeni vodorozpustnosti cytostatik jinak Spatné rozpustnych ve vodnych
roztocich. Typickd ptfedstava vodorozpustného konjugatu tak jak ji znadme dnes byla

vyvijena po n¢kolik desitek let [23, 24].

Jiz pted vice nez sto lety, vroce 1906, formuloval némecky lékat, biochemik
a farmakolog Paul Ehrlich ptedstavu o tzv. kouzelné stiele (,,magic bullet™) [25]. Tato
sttela méla predstavovat 1é¢ivo v takové forme, ze by ho bylo mozné nasmeérovat ptimo
k postizené tkéni. Problémem této pfedstavy bylo hledani spravného posla, ktery by
1é¢ivo dopravil do poZzadovaného mista. Prvnimi kandidaty byly bilkoviny vznikajici

v dtsledku specifické obrany proti antigentim, tzv. protilatky [25].
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V roce 1975 formuloval polymerni chemik Helmuth Ringsdorf mySlenku, ze jako
tzv. poslové, by mohly slouzit také syntetické polymery [26]. Na zaklad¢ této myslenky,
sestavil Ringsdorf model, ve kterém navrhoval strukturu biokompatibilniho polymerniho
fetézce, na kterém bylo navazané 1é¢ivo kovalentni vazbou pies spojku Stépitelnou
v cilové tkani. Jako dalsi bylo nutné k polymernimu fetézci navazat tzv. solubilizacni
skupiny, které zarucovaly rozpustnost konjugatu ve vodé a sméfujici jednotky. Tyto

jednotky mély za tikol dopravit strukturu do mista Gcinku [26].

Podle této navrzené koncepce byly na Ustavu makromolekularni chemie AV CR
(UMCH) v laboratofi biolékaiskych polymerti koncem 70. let syntetizovany
a pfedstaveny nové polymerni nosice 1é¢iv Jindfichem Kopeckem a jeho spolupracovniky
[27]. Struktura téchto novych polymert vychazela z koncepce chemika Ringsdorfa,
nicmén¢ jeho obecné predstavy o funkei jednotlivych komponent byly feSeny konkrétné
(viz obrazek 3). Konstrukce polymerniho konjugitu byla tvofena z linearniho,
hydrofilniho kopolymeru na bazi N-(2-hydroxypropyl)methakrylamid (HPMA). Diky
dobré vodorozpustnosti tohoto polymerniho prekurzoru odpadla potieba solubiliza¢nich
jednotek. Na fetézec bylo pomoci biodegradovatelné spojky navazano 1éc¢ivo a také
tzv. sméfujici jednotka.

Lécivo
\ Biodegradovatelna spojka

V\ 5

Smeérujici jednotka

Polymerni rozpustny nosic

Obrazek 3: Schéma rozpustného polymerniho nosice s navazanym lécivem a smérujici jednotkou

1.4.1 Polymerni konjugaty na bazi HPMA pro nadorovou lé¢bu

V poslednich letech jsou vodorozpustni ,,dopravci“ na bazi HPMA intenzivné studovany,
a to diky jejich biokompatibilité a ostatnim velmi ptiznivym biologickym vlastnostem
[28]. Velkou vyhodou HPMA kopolymert je snadna kopolymerizace s methakrylamidy
obsahujici rizné funkéni skupiny, na které se mohou véazat nejriiznéjsi biologicky aktivni

molekuly jako jsou napf. nizkomolekularni protinadorova I1éciva, proteiny
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a imunomodulanty. Biologické u¢inky se u vétSiny protinadorovych 1é€iv navazanych na
HPMA kopolymery minimalizuji a zacnou se projevovat az po op&tovném uvolnéni
z polymerniho nosice ve své ptivodni — aktivni form¢. Mlzeme fici, ze 1é¢ivo navazané
na pHPMA vykazuje ve srovnani se samotnym nizkomolekuldrnim léCivem v téle
vyznamné niz$i vedlejsi Gcinky na zdravé tkané [29]. Toto téma bude vice probrano

v dalsi kapitole.

Jako prvni byly studovany konjugaty pHPMA s navazanymi nizkomolekularnimi
1éCivy, a to naptiklad s doxorubucinem piipojenym pomoci oligopeptidové sekvence
Stépitelné vybranymi enzymy. Vroce 1994 se konjugat s kovalentné navazanym
doxorubicinem pomoci oligopeptidové spojky (Gly-Phe-Leu-Gly) oznaceny jako PK1
(viz obrazek 4) dostal jako prvni polymerni 1é¢ivo do prvni a druhé faze klinického

testovani [30, 31].

HN NH
o:<
HO NH
(o]
NH
—0
HN
OH
o ~
NH 0

Obrazek 4: Struktura konjugatu s kovalentné navazanym doxorubicinem pomoci oligopeptidové spojky

Béhem dalSich let byly syntetizovany polymerni konjugity na bazi HPMA
obsahujici rizna chemoterapeutika a sméfujici jednotky. Naptiklad konjugat podobny

PK1 oznaceny PK2, ktery obsahoval taktéz 1éc¢ivo DOX navazané pomoci enzymaticky
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Stépitelné vazby, ale navic sméfujici jednotku ve formé monosacharidu galactosaminu,
byl také testovan v klinickych testech na lidskych pacientech. Tento konjugat se dostal
také do druhé faze klinického testovani. Do prvni faze klinického testovani se dostaly
napt. konjugaty pHPMA s captothecinem [32], paclitaxelem [33] ¢i cisplatinou [34].
Mezi dalsi studované konjugaty, které byly testovany v klinickych studiich se tadi
1 konjugaty na bazi pHPMA s DTX [35].

1.4.2 Aktivni a pasivni smérovani léCiva

Dilezitou otazkou celého procesu 1écby je samotné doruceni 1éCiva do cileného mista,
tedy do postizené tkané pevnym nddorem. Jsou hned dva piiklady, jak sméfovani miize

probihat.

V ptipad¢ aktivniho smérovani je vyzadovano, aby cilova buiika obsahovala
specificky receptor, na ktery se bude vazat smétujici jednotka nosice s 1éCivem [36].
Vyhodou takto ptipravenych systémi je zvySeni selektivity podavaného lécCiva. Jde
o velmi ucinny proces, ktery mize byt ale technicky pomérné slozity. VSechny nadorové
buiiky ale neobsahuji dany receptor anebo své receptory viibec nevystavuji. Mize tak
dojit k tomu, Ze bude zasazena jen ¢ast nddorovych bunék, ¢i v hor§im ptipadé nadorové
bunky 1éCbu pieziji. Dale pak stejné receptory mohou obsahovat i zdravé buiky, i kdyz
v mensim mnozstvi, tato shoda se pak stdva zasadni nevyhodu, kterd zptisobuje zvySenou
toxicitu smerovanych systémi na zdravé ¢asti organismu. V soucasné dobé se vyuziva
smétujicich jednotek, jako jsou naptiklad proteiny, peptidy, sacharidy a polysacharidy ¢i

rizné ,,malé molekuly* jako napt. vitaminy [37].
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Druhou moznosti je tzv. pasivni smérovani neboli vyuziti efektu zvySené
propustnosti a zadrze (EPR efekt — z anglického Enhanced Permeability and Retention
effect). Tento efekt byl popsan v roce 1986 profesorem H. Maedou [38]. Na zaklad¢
tohoto efektu (viz obrazek 5) dochazi k akumulaci polymernich konjugati s vysokou
molekulovou hmotnosti a velikosti v nadorové tkani. Akumulaci v pevnych nadorech

podporuji hlavné rozdily mezi zdravou a nddorovou tkani.

Buriky zdravé tkané Buriky nadorové tkané

Malé molekuly Makromolekula

Buriky cévniho endotelu

Obrizek 5: EPR efekt

V ptipad¢ zdravé tkdn€ jsou buiky endotelu cévnich kapilar uspotréddané, bez
velkych mezibunéénych prostor a v ramci zdravych tkani je dobfe vybudovan lymfaticky
systém odvadéjici odpadni latky z téchto tkani. Na rozdil od zdravych bunék, se nadorové
buiikky d€li mnohem rychleji nez zdravé, tim padem dochdzi k poSkozeni cévniho
endotelu a vzniku velkych mezibunéénych prostor. Proto je v mistech pevnych nadort
zvySena propustnost pro vysokomolekularni latky, které se do zdravé tkané kvili své
velikosti nedostavaji ve velké mite. Diky popsanému procesu, mize vysokomolekularni
konjugéat proniknout pifimo do nadorové tkané¢ ve velké mife. Dal§i vyhodou pro
smérovani polymernich 1é¢iv je, Ze nddorova tkan nema dostate¢né vyvinuty lymfaticky
systém nebo ji upIné€ chybi, proto zde dochazi k vysoké zadrzi akumulovanych latek. Tato
specifika tak umoziuji akumulaci biokompatibilni makromolekuly v nadorové tkani.
Molekuly nebo castice na bazi HPMA, které maji molekulovou hmotnost vétsi nez

40 kg'mol ! vykazuji vyrazné vys§i dobu cirkulace v krevnim ob&hu, prostupuji nidorem
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selektivnim zptsobem a navic se udrzuji v naddorové tkdni po relativné¢ dlouho dobu

(az n€kolik dni) [39].
1.4.3 Uvolilovani lé¢iva v misté ucinku

Samotné 1é¢ivo je k vodorozpustnému polymernimu nosici ptfipojeno kovalentni vazbou
a je v této forme¢ témet neaktivni. K aktivaci nizkomolekularniho 1é¢iva dochézi az po
uvolnéni z polymerniho nosice. Idedln¢ k tomuto uvolnéni dochézi v cilové tkani, tedy
v nadoru, nebo pifimo v jednotlivych nadorovych buiikach. Aby vytvofeny konjugat
uvolnil 1é¢ivo na spravném misté, je potieba vyuzit biologicky Stépitelnou spojku, k jejiz
Stépeni dochazi az v prostfedi nadorové tkane. Spravny vybér takoveé spojky mezi 1é¢ivem
a nosicem je rozhodujici pro spravném uvolnéni 1é¢iva v misté ucinku.
Nejpouzivangj$imi spojkami jsou spojky, které tvoii s 1é¢ivem pH-senzitivni vazbu, ktera
je Sté€pena hydrolyticky nebo vazbu Stépitelnou plisobenim enzymi vyskytujicich se ve

zvySené mife v danych tkanich.

Nejvice pouzivanou a studovanou pH-senzitivni vazbou mezi spojkou a l1écivem je
vazba hydrazonova. Nespornou vyhodou je jeji stabilita pfi neutrdlnim, tedy 1 pfii
fyziologickém pH 7,4, a naopak rychlé hydrolytické Stépeni pii nizSim pH. Tato
pH-senzitivni zavislost je piesné Sitd pro dopravu nosice s 1é¢ivem do nadorové tkané.
Béhem cirkulace krevnim fecistém je tato vazba stabilni a 1éCivo zlistdva v neaktivni
formé& nebo se uvoliiuje pouze v malém mnozstvi. Po vniknuti do naddorové tkané, kde je
prostfedi mirné kyselé (pH nadoru okolo 6,5 a v lysozomech dokonce 4-5) se vSak zacne
vazba hydrolyticky Stépit a dochézi tak k uvolnéni velkého mnozstvi 1é€iva, které se tak
stava aktivnim a vysoce cytotoxickym. Bylo studovdno nékolik polymernich konjugata,
které se liSily v detailni struktuie. Mezi polymernim fetézcem a hydrazonovou vazbou
obsahovaly tyto konjugaty rizné oligopeptidové nebo aminokyselinové spojky. VSechny
konjugaty vykazovaly uvolnéni 1é¢iva (DOX) od 65 % do 85 % po 24h inkubaci v pufru
o pH 5,0 modelujici nadorové prostiedi a od 5 % do 10 % po 24h inkubaci v pufru
o pH 7,4 modelujici krevni fecisté [28]. Mezi dalsi vyuzivané pH senzitivni spojky patfi

cis-aconityl nebo tritylové spojky [40].

Enzymaticky Stépitelné spojky maji také velky vyznam. Je opét nezbytné, aby
systém nosice s 1é¢ivem byl po dobu transportu do cilové tkdné stabilni, a aby podléhal

degradaci v cilové bunce a odstepil tak 1éCivo, které by na mist¢ mohlo zacit ti¢inkovat.
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Dutlezitou roli tohoto procesu hraje tzv. endocytoza, diky které se nosi¢ s lécivem
absorbuje do bunky v podobé vezikuly, kterd se nasledné spoji s lysosomélni buitkou

(viz obrazek 6, vytvoreno v BioRender,com).

L, polymemi nesié s lééivemn
_.:cﬁ- L
L
bunééna L P, B
membréna e -
v
FE> ]
) i
L
cytoplazma
i =]
hydrolyticke enzymy FE
L]
\\.tl‘ ” e
b rany endozom
o _.' ..._ 3 ]
T
53
pozdni endozom
spojeni endosomu a
lysczomu & enzymy
Golgiho aparat

Obrazek 6: Znazorneni pribéhu endocytozy

Tyto lysozomalni buiiky obsahuji velké mnozstvi riznych hydrolytickych enzymn,
napt. skupiny esterdz, glykosiddz, lipadz ¢i protedz, které jsou schopné degradovat

pfitomné makromolekuly a vazby mezi [é€ivem a polymernim nosi¢em.

Pro enzymaticky $tépitelné spojky se nejvice pouZzivaji oligopeptidové sekvence.
Prvni takové sekvence byly zkoumany v osmdesatych letech na polymernim konjugatu
na bazi pHPMA a jako modelové 1é¢ivo slouzil 4-nitroanilin [41]. Jako nejvhodnéjsi
spojka byl vybran tetrapeptid Gly-Phe-Leu-Gly (GFLG), ktery vykazoval nejvyssi
stabilitu v krvi a zarovenl byl rychle degradovan v pfitomnosti lysosomalnich enzymu
(konkrétné kathepsinu B nebo smési lysosomalnich enzymi zvanych tritosomy). Prave
spojka GFLG byla jedna znejlepSich kandidati pro syntézu konjugati s realnym
kancerostatikem uréenym pro in vivo 1é¢bu riznych nadori. Uspésné tak byly
syntetizovany konjugaty na bazi pHPMA napf. s daunomycinem, puromycinem ¢i

doxorubicinem, které obsahovaly zminény tetrapeptid [28].
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2 CILE PRACE

1. Navrh a syntéza novych biodegradovatelnych diblokovych systémil na bazi

N-(2-hydroxypropyl)methakrylamidu

a.

C.

Syntéza diblokovych homopolymert za vyuziti strukturné odliSnych
prenosovych Cinidel
Syntéza diblokovych kopolymeri za vyuziti strukturné odlisnych
prenosovych ¢inidel

Syntéza kontrolniho linearniho polymerniho kopolymeru

2. Fyzikalné-chemicka charakterizace novych polymernich systémi

C.

Ovéteni fizeného pribehu polymerizace
Stanoveni molarnich hmotnosti polymernich systémi a jejich
hydrodynamickych primért ve vodném prostiedi

Stanoveni hydrolytické stability syntetizovanych diblokovych systému

3. Modifikace 1éCiva docetaxel pro moznost navazani na polymerni nosi¢

pH-sensitivni vazbou

a.

Syntéza a optimalizace dvou rliznych derivati 1é¢iva docetaxel

4. Syntéza polymernich konjugatt

a.

Syntéza a charakterizace linearnich a diblokovych polymernich konjugatt
za vyuziti dvou rozdilnych derivati docetaxelu
Studium rychlosti uvolfiovani 1é¢iva z polymerniho konjugétu v zavislosti

na hodnoté pH

5. Stanoveni cytotoxicity

a.

Stanoveni cytotoxicity syntetizovanych derivati a konjugati 1éciva

docetaxel
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3 EXPERIMENTALNI CAST

3.1 Chemikalie

Chemikalie

Cistota

vyrobce, ptivod

4-(dimethylamino)pyridin
1,3-benzendiol
aceton

acetonitril

AIBN

2-kyano-5-0x0-5-(2-thioxo-1,3-thiazolidin-3-
yl)pentan-2-yl-ethylkarbontrithionat (CTA)

diethylether
dimethylsulfoxid
docetaxel

EDC-HCI

ethylacetat
hydrogenuhli¢itan sodny
chloroform

k. 5-methyl-4-oxo-hexanova

k. 2-(dodecylthiokarbonothioylthio)-2-
methylpropionova
k. 4-ox0-4-(2-pyridyl)butanova

k. 4-kyano-4-
[dodecylsulfanylthiokarbonyl)sulfanyl]pentanova

k. octova
k. trifluoroctova
methanol

terc-butanol

TNBS
V-70
N,N'-dimethylacetamid

dichlormethan
chlorid sodny
hydrogenfosforecnan sodny

dihydrogenfosfore¢nan sodny

19

95,0%
pro syntézu
98,0%

pro HPLC

rekrystalizo
vany

> 99 %
(HPLC)
Suseny,
destilovany
99,9%

97,0%

> 98,0%
99,9%
>99,0%
99,9%
97%
98,0%
97,0%
98,0%
99,9%
99,0%

> 99,8%

> 99,0%

1M roztok
\% Hzo

95,0%

bezvody,
99,8%

99,90%
p.a.

> 98,0%
> 99,0%

Sigma Aldrich, US
Sigma Aldrich, DE
Lach-ner, CR

VWR, US

FUJIFILM Wako
Chemicals Europe, DE

UMCH AV, CR
Lach-ner, CR

Sigma Aldrich, DE
AURISCO, CN (CHN)
Sigma Aldrich, DE
Lach-ner, CR
Lach-ner, CR
Lach-ner, CR
RIEKE Metals, US
Sigma Aldrich, DE
RIEKE Metals, US
Sigma Aldrich, DE
Lach-ner, CR

Iris biotech, FR
VWR Chemicals, FR
Honeywell, DE

Sigma Aldrich, DE

FUJIFILM Wako
Chemicals Europe, DE

Sigma Aldrich, DE
Lach-ner, CR
Lach-ner, CR

VWR Chemicals, BE
VWR Chemicals, BE



3.2 Syntézy
3.2.1 Syntéza derivati léCiva

Reakci oxokyselin 5-methyl-4-oxo-hexanové (MeOHe) a 4-oxo0-4-(2-pyridyl)butanové
(PYR) s docetaxelem byly pfipraveny dva odlisné derivaty 1éCiva. Navazky
(viz tabulka 1) docetaxelu, EDC-HCI a pfislusné oxokyseliny byly rozpustény
v dichlormethanu. K vzniklému roztoku bylo ptidano katalytické mnozstvi DMAP. Smés
byla michana za laboratorni teploty (25 °C) bez pfistupu svétla po dobu 18 h. Nésledné
byl vysledny produkt extrahovan vodou, 2% hydrogenuhli¢itanem sodnym (m/V),
2x vodou. Takto byla reakéni smés zbavena EDC-HCI a nezreagované oxokyseliny.
Po provedeni extrakce byla organicka faze suSena siranem hotecnatym, nasledné byla stl
odfiltrovana a filtrat byl poté zahustén na rotacni vakuové odparce. Ziskany produkt byl
rozpustén v acetonitrilu a purifikovan pomoci FLASH chromatografie (Silicagel,

gradient voda : acetonitril 0—100 %).

Tabulka 1: Navazky chemikalii pro syntézu derivati PYR-DTX a MeOHe-DTX

PYR-DTX MeOHe-DTX
DTX [mg] 400 400
DCM [ml] 4 4
oxokyselina [mg] 184 150
EDC-HCI [mg] 395 395
DCM [ml] 5,76 5,45
DMAP kat. kat.

molarni pomér v nasadé [DTX] : [oxokyselina] : [EDC-HCl]=1:1,4:2,8

3.2.2 Syntéza monomeru

Monomery HPMA a 1-(tert-butoxykarbonyl)-2-(6-methakrylamidohexanoyl)hydrazine
(MA-Acap-NHNH-Boc) byly syntetizovany na oddéleni Biolékaiskych polymeri
UMCH AV CR podle jiz publikovanych postupt [42, 43].

3.2.3 Syntéza pienosovych ¢inidel

Ptenosova Cinidla, pouzitd pro syntézu linedrnich a diblokovych polymerd,

2-kyano-5-0x0-5-(2-thioxo-1,3-thiazolidin-3-yl)pentan-2-yl-ethylkarbontrithionat

(CTA), benzen-1,3-diylbis(2(((dodecylthiio)karbonothioyl)thio)-2-methylpropanoéat
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(CTA-1) a benzen-1,3-diylbis(4-kyano-4-[(dodecylsulfanylthiokarbonyl)sulfanyl]-
pentanoat (CTA-2) byl syntetizovan na oddéleni Biolékatskych polymert UMCH AV
CR. CTA bylo syntetizovano podle jiZ publikovaného postupu [44]. CTA-1 a CTA-2 byly

syntetizovany nasledovné.

Syntéza CTA-1: Kyselina 2-(dodecylthiokarbonothioylthio)-2-methylpropionova
(1,2 g, 3,29 mmol), N-(3-dimethylaminopropyl)-N'-ethylkarbodiimid hydrochlorid
(EDC); 1,27 g, 6,60 mmol), 1,3-benzendiol (137,3 mg, 1,25 mmol) a katalytické
mnozstvi 4-(dimethylamino)pyridinu (DMAP) bylo rozpusténo ve
20 ml dichlormethanu. Roztok byl nésledné¢ michan ptes noc pii 25 °C. Nasledn¢ byla
reakéni smés opakované extrahovana vodou a roztokem hydrogenuhli¢itanu sodného.
Organickd faze obsahujici produkt byla suSena siranem hofe¢natym a zfiltrovéana.
Vysledny produkt byl zahustén na rotacni vakuové odparce a ¢istén pomoci kolonové
chromatografie (Silikagel, hexan : ethylacetat 40 : 1). Jimana frakce byla odpafena do
sucha a vysledny produkt byl skladovan pii —20 °C pod inertni atmosférou.

Syntéza CTA-2 probihala obdobnym zplsobem jako CTA-1 s pouzitim
4-kyano-4-[dodecylsulfanylthiokarbonyl)sulfanyl]pentanové  kyseliny. Pii  cCiSténi
pomoci kapalinové chromatografie byla jako mobilni faze pouzita smés

hexan : ethylacetat v poméru 60 : 1.
3.2.4 Syntéza polymernich prekurzori

Mechanismem RAFT (z angl. reversible-addition-fragmentation chain-transfer)
polymerizace byly pfipraveny homopolymery a kopolymery na bazi HPMA. V zavislosti
na pouzitém pienosovém ¢inidle byly pfipraveny linearni a dva odlisné typy diblokovych

polymert.
Linearni polymerni prekurzor

Zakladnim polymerem pouZitym pro tuto praci byl linearni kopolymer na bazi HPMA
a komonomeru obsahujici hydrazidové skupiny. Navazky a molarni poméry vychozich
latek potifebnych pro syntézu linearniho prekurzoru shrnuje tabulka 2 (str. 22). Monomery
HPMA a MA-Acap-NHNH-Boc byly rozpustény v ferc-butanolu tak, aby jejich
koncentrace v reakéni smési byla 0,7 mol-dm™>. Pfenosové ¢inidlo (CTA) bylo

rozpusténo v N, N-dimethylacetamidu (DMA) a taktéz 1 iniciator V-70. VSechny roztoky
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byly nasledné¢ kvantitativné pievedeny do polymeriza¢ni ampule. Reakéni smés byla
probublana argonem, ampule uzaviena a ulozena do vodni lazné (30 °C, 72 h). Reakce
byla ukoncena ochlazenim reak¢ni smési a nizkomolekularni latky byly odstranény
srazenim reak¢éni smési do smési bezvodych rozpoustédel aceton : diethylether v poméru
1 : 1. Vznikly produkt byl pfefiltrovan, suSen a opétovné srazen z methanolu (MeOH).
Finalni produkt byl suSen v exsikdtoru za snizen¢ho tlaku do konstantni hmotnosti.
Reakce syntézy linearniho polymeru je zndzornéna na obrazku 7.

Tabulka 2: Navazky, molarni poméry a objemy pfislusnych chemikalii pouzitych pii syntéze linearniho
polymeru

linearni polymerni prekurzor LN1

navazka [mg]  molarni pomér objem rozpoustédla

HPMA 1000 358,8
8, 06 ml ~-BuOH
MaAcap-NHNH-Boc 190 31,2
CTA 3,98 1
1,42 ml DMA
V-70 3,00 0,5

$o % T Ay
ol IR,
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Obrazek 7: Reakce syntézy linedarniho kopolymeru

Diblokovy polymerni systém

Diblokovy polymer byl syntetizovan jednak ve formé¢ homopolymeru HPMA, ktery byl
pouzit pro modelovou studii hydrolytické stability diblokového systému, jednak ve formé

kopolymeru HPMA, ktery slouzil k syntéze polymerniho konjugatu. Diblokové
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homopolymery i kopolymery byly syntetizovany analogicky jako v pfipadé linearniho
prekurzoru LN1.

Navazky a pfisluSné objemy rozpoustédel pouzité pii syntéze diblokovych

homopolymert jsou zobrazeny v tabulce 3.

Tabulka 3: Navazky a objemy chemikalii pouzitych pii syntéze diblokovych homopolymert

diblokovy homopolymer DB-H1 diblokovy homopolymer DB-H2
g objem rozpoustédla gz objem rozpoustédla
[mg] [mg]
HPMA 500 4, 49 ml +-BuOH HPMA 500 4, 49 ml ss-BuOH
CTA-1 3,51 CTA-2 3,85
0,499 ml DMA 0,499 ml DMA
V-70 1,35 V-70 1,35

molarni pomér v nasadé¢ [HPMA] : [CTA]: [V-70]1=800:1:1

V ptipad€ homopolymernich dibloki byly timto zptisobem piipraveny dva odlisné
systémy. Strukturnich rozdilti bylo dosaZeno pouZitim rozdilnych pienosovych ¢inidel
(viz obrazek 8).

S S
)I\ 0 o )‘L
H,Cp—S S s §—Cy;Hys
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b—s 5—::\
s o 5
NC CN

Obrazek 8: Struktury prenosovych cinidel CTA-1(nahore) a CTA-2 (dole) pouzitych pri syntéze
dvou typii diblokovych homopolymerii
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Jednotlivé navazky ptisluSnych reaktantli pro syntézu diblokového kopolymeru
jsou rozepsany v tabulce 4. Kopolymerni systém byl syntetizovan pouze z pienosového

¢inidla CTA-1 z divodu vétsi stability, kterd bude diskutovana v kapitole 5.3 (str. 49).

23



Tabulka 4: Navazky, molarni pomér a objemy chemikalii pouzitych pfi syntéze diblokového kopolymeru

diblokovy kopolymer DB-K1

navazka [mg]  moldrni pomér objem rozpoustédla
HPMA 1000 736
9, 77 ml t-BuOH
MaAcap-NHNH-Boc 190 64
CTA-1 7,42 1
1, 08 ml DMA
V-70 2,93 1

Odstranéni chranicich a prenosovych skupin

Vzhledem k mozné hydrolyze trithiokarbonatovych skupin (TTc), bylo nutné koncové
skupiny odstranit pfed dalsi reakci polymerniho prekurzoru. Odstranéni
trithiokarbondtovych skupin bylo provedeno reakci polymeru s nadbytkem AIBN
v DMA. K 600 mg linearniho polymeru bylo ptidano 20 hm% AIBN, a nasledné bylo vse
rozpusténo v 6 ml DMA (10% roztok). Roztok byl pfeveden do reakéni ampule,
probublan argonem 10 minut a temperovan pii 80 °C po dobu tfi hodin. Nasledn¢ byl
polymer srazen do smési bezvodého ethylacetatu, filtrovan a suSen. Pro odstranéni zbytkt
AIBN a rozpoustédel byl polymer rozpustén v methanolu, srazen opét do ethylacetatu,
filtrovan a suSen pod vakuem do konstantni hmotnosti. Stejnym postupem byly
odstranény i trithiokarbonatové skupiny u diblokového polymeru. Reaktivni hydrazidové
skupiny byly v pfipad¢ linedrniho polymeru odchranény termickou hydrolyzou Boc
skupin v olejové lazni. Ke 100 mg polymeru byly piidany 2 ml destilované vody, po

rozpus$téni byl roztok pieveden do reakéni ampule a temperovan pii 100 °C v olejové

CN o
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Obrazek 9: Schéma reakce predstavujici odchranéni hydrazidovych skupin
linedarniho kopolymeru
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lazni 40 minut. Po ochlazeni byl roztok kvantitativné pieveden do krystalizacni misky,

zmrazen a lyofilizovan. Reakci znazoriuje obrazek 9 (str. 25).

Odstranéni  chranicich skupin na reaktivnich hydrazidovych skupinach
diblokového kopolymeru bylo docileno reakci s kyselinou trifluoroctovou (TFA).
Z navéazky polymeru byl pfipraven 10% (m/V) roztok polymeru v TFA. Po 5 minutach
reakce byl polymer srdzen do diethyletheru, nasledn¢ byl polymer jesté 3x promyt
diethyletherem a filtrovan. Suchy produkt byl opétovné rozpustén v methanolu a srazen
do diethyletheru, filtrovan a suSen pod vakuem do konstantni hmotnosti. Na zavér byly
zbytky TFA odstranény pouzitim chromatografie (PD10, QH>0), finalni roztok pfeveden

do krystalizacni misky, zmrazen a lyofilizovan.
3.2.5 Syntéza linearnich polymernich konjugata

Pomoci pH-senzitivni hydrazonové vazby byl na linedrni polymerni prekurzor navazan
derivat docetaxelu. Navazka polymeru (viz tabulka 5) byla rozpusténa v methanolu
a smichana s roztokem derivatu lé¢iva. Reakce byla katalyzovéana pridavkem kyseliny
octové a michana bez pfitomnosti svétla pii teploté 30 °C po dobu 18 h. Nenavazany
derivat docetaxelu byl odstranén pomoci kolonové chromatografie (LH20, Sephadex,
MeOH). Takto ptipraveny polymerni konjugat byl zkoncentrovan, srazen do ethylacetatu,
zfiltrovan a susen za snizeného tlaku do konstantni hmotnosti. Reakce syntézy konjugatu

LN1-PYR-DTX je zndzornéna na obrazku 10 (str. 27).

Tabulka 5: Navazky chemikalii pouzitych pti syntéze konjugatu LN-PYR-DTX a LN-MeOHe-DTX

LN1-PYR-DTX LN1-MeOHe-DTX
derivat [mg] 10,9 10,2
MeOH [pl] 100 100
linearni polymer [mg] 84,1 85,1
MeOH [pl] 700 700
k. octova [ul] 100 100
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Obrazek 10: Znazorneni reakce derivatu léc¢iva PYR-DTX s linearnim kopolymerem za vzniku linearniho
konjugatu s hydrazonoveé vazanym docetaxelem

3.2.6 Syntéza diblokovych polymernich konjugatii

Diblokovy konjugat DB-K1 byl syntetizovan nasledovné: navazka polymeru byla
rozpuS$téna v methanolu a stejné tak navazky derivati PYR-DTX, piipadné
MeOHe-DTX. Oba roztoky byly smichany, po pfidavku kyseliny octové jako
katalyzatoru reakce byla smés michana bez pfitomnosti svétla pfi teploté 30 °C po dobu
18 h. Nezreagovany derivat 1é¢iva byl odstranén pomoci kolonové chromatografie
(LH20, Sephadex, MeOH). Takto vycistény polymerni konjugat byl zakoncentrovan na
rotacni vakuové odparce, srazen nejprve do ethylacetitu, nasledné¢ do diethyletheru,
filtrovan a suSen za sniZzeného tlaku do konstantni hmotnosti. Pouzité navazky a objemy
jednotlivych vychozich latek znazornuje tabulka 6.

Tabulka 6: Navazky a objemy chemikalii pouzitych pii syntéze konjugatu DB-K1-PYR-DTX a
DB-K1-MeOHe-DTX

DB-K1-PYR-DTX DB-K1-MeOHe-DTX
derivat [mg] 6,16 7,37
MeOH [pl] 100 100
diblokovy polymer [mg] 70,12 90,12
MeOH [pl] 600 800
k. octova [pl] 84 108
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3.3 Pristroje

Ke sledovani jednotlivych reakei a charakterizaci syntetizovanych produkta v praci byly

pouzity nasledujici ptistroje.
Vysokoucinna kapalinova chromatografie

Vysokoucinna kapalinova chromatografie (HPLC, zangl. high performance liquid
chromatography) firmy Shimadzu (JP) s pumpou LC-20AD, odplynovacem DGU-20As,
kolonou Chromolith® HighResolution RP-18 Endcapped od firmy Sigma-Aldrich (US)
ulozenou v CTO-20AC a detektory (fotodiodovy SPD-M20A, fluorescenéni RF-20A).
Systém je fizen jednotkou CMB-20A. Zéiznam dat je realizovan softwarem

LCsolution 1.25.
Gelova permeacni chromatografie

Gelova permeacni chromatografie (GPC, z angl. gel permeation chromatography) od
firmy Shimadzu (JP) vybaven pumpou LC-20AD, odplynovac¢em DGU-20Asg, kolonami
Superose-6-Increase 10/300 GL a Superose 12 10/300 GL od firmy Cytiva (US),
fotodiodovym detektorem SPD-M20A a tfemi detektory (refraktometricky Optilab,
viskozimetricky ViscoStar III a 18-uhlovy rozptyl svétla DAWN HELIOS II) od firmy
WYATT Technology (US). Systém je fizen jednotkou CBM-20A. Zaznam dat je
realizovan softwary LabSolutions 5.97 a ASTRA 7.3.

Spektrofotometr
Spektrofotometr Jenway 7415 od firmy Jasco (DE) s xenonovou lampou (198—-1000 nm).
Chromatograficky systém FLASH

Chromatograficky systém PrepChrom C-700 od firmy BUCHI (SUI) s kolonou
Chromolith RP-C18 25/100 od firmy Merck (DE).

Rota¢ni vakuova odparka

Systém G3 heidolph s chladici jednotkou heil-CHILL 350.
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Centrifuga

Centrifuge 5430R od firmy Eppendorf (DE) s rotorem F-35-6-30 (maximum otacek
7830 =7700g).

Lyofilizator

Lyofilizator L4-110 PRO s fidici jednotkou LyoControl od firmy GREGOR Instruments
(C2).

Hmotnostni spektrometr

Hmotnostni spektrometr LCQ Feet od firmy Thermo SCIENTIFIC (US), ionizace

elektrosprejem. Zaznam dat realizovan softwarem Excalibur.
Nano-Zetasizer

Ptistroj slouzici k urceni velikosti polymernich systémil v roztoku od firmy Malvern

Panalytica (UK).
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3.4 Metody

Vsechny syntetizované produkty byly standardné¢ charakterizovany pomoci nize

popsanych metod.
3.4.1 Metody UV-VIS spektrofotometrie

Metoda UV-VIS spektrofotometrie byla pouzita ke stanoveni skupin TTc, hydrazidovych
skupin a stanoveni molarnich absorp¢nich koeficienti. Absorbance jednotlivych vzorki
byly méfeny na spektrofotometru ve sklenénych kyvetach o siice bud’ 1 cm nebo 1 mm.
Pro vypocet koncentraci jednotlivych funkénich skupin a molérnich absorpcnich

koeficientl byl pouzit Lambert-Beertv zédkon.
Stanoveni obsahu koncovych trithiokarbonatovych skupin

Obsah koncovych trithiokarbonatovych skupin byl stanoven ze zméfené absorbance.
Polymerni prekurzor byl rozpustén v dimethylsulfoxidu (DMSO) tak, aby koncentrace
odpovidala 1 mg:ml~!. Absorbance TTc skupin byla méfena pii vinové délce 307 nm.
Vysledny obsah TTc skupin byl pouzit jako funkcionalita polymerniho fetézce, tedy podil
molarni hmotnosti z GPC a molarni hmotnosti ur¢ené z hodnoty absorbance viz
rovnice (1). Pro  vypocet byl pouzit molarni  absorpéni  koeficient

€307 =10 500 L-mol '-cm™".

ML (GPC) (1)
- erc+d
A

funkcionalita

pocetné primérna molarni hmotnost zméfena pomoci dRI [g-mol ']
molarni absorpéni koeficient [/-mol -cm™]

koncentrace polymer [mg-ml ']

Sirka kyvety [cm]

NAS Y

absorbance roztoku polymeru

Stanoveni hydrazidovych skupin

Obsah komonomeru obsahujici hydrazidové skupiny byl stanoven pomoci
2,4,6-trinitrobenzen-1-sulfonové  kyseliny (TNBS). Hydrazidy substituovany

trinitrobenzen absorbuje v ervené oblasti pii 500 nm. Vzorek byl pfipraven rozpusténim
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polymeru v boratovém pufru (0,1 M NaxB4O7-10H20; pH 9,3) na koncentraci 2 mg-ml .
Roztok pouzity pro spektralni méteni byl pfipraven smichanim 100 pl ptipraveného
vzorku polymeru, 875 pl boratového pufru a 25 pl 0,03 M TNBS. Referen¢ni vzorek byl
piipraven smichanim 975 pl boratového pufrus 25 ul 0,03 M TNBS. Po 60 minutach byla
zmeétena absorbance pii 500 nm a vypocéteny molérni procenta zastoupeni hydrazidovych
skupin kopolymeru viz rovnice (2). Pro vypocet byl pouzit molarni absorp¢ni koeficient

€500 =17 200 L-mol "-cm™ .

100 2)
mol% kopolymeru =

ec-d

E - - M,

AU

Mypma

M, molarni hmotnost kopolymerni jednotky [g-mol ']
Mypys molarni hmotnost HPMA [g-mol ']
€ molarni absorpéni koeficient [/-mol '-cm™]
Cm koncentrace polymer [mg-ml™’]

d Sitka kyvety [cm]
A absorbance roztoku polymeru

Stanoveni molarniho absorp¢niho koeficientu pouzitych pienosovych ¢inidel

Piesné navazky CTA-1 a CTA-2 byly rozpustény v DMSO na koncentraci 5-107* M.
Nasledné byly roztoky méfeny na spektrofotometru v 1 mm sklenénych kyvetach pti
vlnove délce 312 nm. Ze ziskanych absorbanci byl vypoc¢ten molarni absorpcni koeficient

pomoci Lambert-Beerova zdkona viz rovnice (3).

LA ®
c-d
€ molarni absorpéni koeficient [/-mol "-cm™]
A absorbance roztoku polymeru
d Sitka kyvety [cm]
Cn koncentrace roztoku [mol-dm ]
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3.4.2 Chromatografické metody
GPC

Pro stanoveni molekulové hmotnosti pfipravenych polymernich prekurzort a konjugata
byla pouzita gelova permeacni chromatografie. Vzorky byly méfeny pfi pratoku mobilni
faze (0,05 M fosfatovy pufr + 0,05 M NaCl, pH 7,4) 0,5 ml'min"!. Délka jednotlivych
méfeni byla 100 min. Pro vypocet molarnich hmotnosti pfipravenych polymert byl pouzit

index inkrementu lomu (dn/dc) 0,167.
HPLC

Pomoci HPLC byla stanovena Cistota pfipravenych nizkomolekularnich latek. Stejna
metoda byla také pouzita pro stanoveni celkového obsahu a vyhodnoceni rychlosti
uvolnovani navazaného lé¢iva z polymerniho nosic¢e. Pro méfeni byla pouzita metoda
s mobilni fazi sloZzené z pufru A (95 % voda, 5 % acetonitril, 0,1 % TFA) a B (95 %
acetonitril, 5% voda, 0,1 % TFA) s linearnim gradientem 0-100 % B, pritokem

2,5 ml'min ! a délkou méfeni 12 minut.
DLS

Hydrodynamicky polomér (Rn) polymernich prekurzorti a konjugati byl stanoven za
vyuziti dynamického rozptylu svétla. Vzorky byly mé&feny v 0,15 M NaCl (5 mg-ml™)
pii teploté 37 °C. VSechny vzorky byly filtrovany ptes 0,2 pum PVDF filtr. Poloméry
ekvivalentnich tuhych kouli, které maji stejny difuzni koeficient s méfenym vzorkem,
byly vypocteny z naméfenych difuznich koeficientli pomoci Einstein-Stokesovy rovnice

viz (4).

R — k-T 4)
"T6-mn-D
n

h hydrodynamicky polomeér [m]
Boltzmanova konstanta [J-K /]

teplota prostredi [K]

dynamicka viskozita kapaliny [m ’-kg-s ']

O N x

difazni koeficient [m?-s ']
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3.5 Hydrolyticka stabilita

3.5.1 Hydrolyticka stabilita diblokovych prekurzori

Hydrolyticka stabilita pfipravenych diblokovych homopolymeri a diblokového
kopolymeru byla provadéna ve fosfatovém pufru o pH 7,4 pti 37 °C o koncentraci roztoku
3 mg'ml~!. Rychlost hydrolytické degradace byla sledovana pomoci pfistroje GPC

a vyhodnocena z vyslednych molarnich hmotnosti rozstépeného polymeru.
3.5.2 Rychlost uvoliiovani navazaného léciva

Rychlost uvoliiovani derivatu 1éCiva z linearniho polymerniho nosi¢e byla sledovana
pomoci HPLC. Uvoliovani pfipravenych polymernich konjugatd LNI1-PYR-DTX
a LN1-MeOHe-DTX bylo provadéno ve 0,3M fosfatovych pufrech o tfech rtiznych pH,
demonstrujici krevni fecisté a prostfedi s lysozymy uvniti naddoru, tedy pH 7,4 a pH 5,0.
Pro kazdé¢ pH byla pfipravena fada vzorkii o hmotnosti 1 mg, které¢ byly rozpustény
v 500 pl fosfatového pufru o prislusném pH a inkubovany pii 37 °C po dobu v rozmezi

0,5haz 48 h.

Po pfesné daném casovém intervalu bylo uvolnéné lé€ivo extrahovano do 1 ml
chloroformu, pfesny objem organické faze byl odebran, odpafen do sucha, rozpustén
v 1 ml DMSO a analyzovan na HPLC. Pomoci kalibra¢ni kiivky bylo nasledné spocteno

mnozstvi uvolnéného derivatu 1é¢iva.
3.6 Studie in vitro

Testovani in vitro probihalo ve spolupraci s oddélenim Biologickych modelt na UMCH
AV CR. Pro docetaxel byly pouzity bun&né linie DLD-1, kolorektalniho karcinomu
(LGC, Standarts Sp., Polsko). Testované buiiky byly péstovany v RPMI médiu (Gibco,
US) obohaceném o 10% fetalni bovinni sérum (FBS; Sigma-Aldrich) a 1% penicilin-
streptomycin (Thermo Fisher Scientific, US) ve zvlh¢ovaném inkubatoru (37 °C,
5% CO3). Bunky byly nésledné sklizeny pomoci 0,05% roztoku trypsinu a nasazeny
do 96jamkovych desticek v koncentraci 5000 bunék/jamku. Po 24 hodindch kultivace
byly bunky inkubovany s pfisluSnymi roztoky 72 hodin. Roztoky byly pfipraveny
dvojkovou fedici fadou ze zasobnich roztokt viz tabulka 7 (str. 33). Po tfech dnech bylo

do kazdé jamky ptidano 10 pl barviva Presto Blue (Thermo Fisher Scientific, US) a po
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¢tyfech hodindch od pfidani barviva byly kultivaéni desticky méfeny pomoci
spektrofotometru Hybrid Reader Synergy H1 (BioTek, US) pii excitacni, resp. emisni
vlnové délce 550, resp. 590 nm. Pro vyhodnoceni slouzil program Gen 5 2.03.

Tabulka 7: Vzorky pouzité pro méfeni in vitro cytotoxicity, pouzita rozpoustédla a koncentrace zasobniho
roztoku, z kterého byla nasledné pfipravena dvojkova fedici fada

vzorek DTX PYR-DTX MeOHeDTX LTNIPYR- LNI-MeOHe-

DTX DTX
rozpoustédlo DMSI(?I: PBS DMSlO.1: PBS DMSl(?l: PBS PBS PBS
koncentrace el el ol ol ol
roztoku 5 mg'ml 5 mgml 5 mg'ml 20 mg'ml 20 mg'ml

Ve spolupraci s oddélenim na Mikrobiologickém ustavu AV CR probihalo téZ
meéfeni cytotoxicity docetaxelu, derivatu docetaxelu a taktéz jeho konjugatu. V tomto
ptipad¢ byly pouzity bunééné linie EL4 (bunéény T-lymfom) a CT26 (mysi karcinom
tlustého stieva). VSechny bunécné linie byly zakoupeny od spolecnosti ATCC a byly
udrzovany podle doporuceni dodavatele. Bunky byly kultivovany v 96jamkovych
kultivacnich destickach s riznymi koncentracemi vzorkd konjugat a volného DTX po
dobu tfi dnii. Na zacatku kultivace byla koncentrace bunck 5000 bunék/jamku.
Proliferace byla poté vyhodnocena standardnim testem inkorporace [3H]-thymidinu,

ktera vyuziva radioaktivniho znaceni.
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4 VYSLEDKY

Cilem této prace byla nejen syntéza novych biodegradabilnich polymernich systémd, ale
také optimalizace vazby docetaxelu na polymerni nosi¢, studium chovani polymerniho
systétmu a také navazaného docetaxelu v prostfedi simulujici prostfedi organismu.
V nasledujicich podkapitolach budou popsany vysledky ziskané béhem vypracovani této

bakalaiské prace.
4.1 Syntéza a charakterizace derivati docetaxelu

Béhem prace byly uspésné piipraveny dva rozdilné derivaty docetaxelu. Lé¢ivo docetaxel
neobsahuje vhodnou ketoskupinu pro navazani na polymerni prekurzor, proto bylo nutné
1é¢ivo modifikovat. K modifikaci byly pouzity dvé oxokyseliny, které zastavaly roli
spojek mezi l1écivem a polymernim fetézcem. Karboxylova skupina oxokyseliny slouzila
pro navazani docetaxelu pomoci esterové vazby. Pfipraveny derivat byl poté navazan
pomoci ketoskupiny na polymerni fetézec pomoci vazby hydrazonové. Konkrétné byly
pfipraveny derivaty s kyselinou 5-methyl-4-oxo-hexanovou (MeOHe-DTX) a kyselinou
4-0x0-4-(2-pyridyl)butanovou (PYR-DTX). Vybrané oxokyseliny mély odliSnou
strukturu, kterd by méla mit zdsadni vliv na rychlost uvoliiovani derivatu z polymerniho

fetézce.

Derivaty docetaxelu byly pfipraveny esterifikaci ptislusné kyseliny. Do reakce
byly nasazeny reaktanty v moldrnim poméru DTX : oxokyselina : EDC = 1:1,4: 2,8,
reakce byla katalyzovana ptidavkem DMAP a probihala 18 h pifi pokojové teploté.
Pomoci HPLC bylo stanoveno, Ze reakce probéhla z 77 % pro derivat PYR-DTX az 62 %
pro MeOHe-DTX. Dalsi prodlouzeni reak¢ni doby jiZ nemélo vliv na narast produktu.
Vysledné derivaty byly dale ¢istény pomoci FLASH chromatografie, diky které bylo

dosazeno vysoké Cistoty derivatu.

MeOHe-DTX byl pfipraven s vytéZzkem 34 %. Struktura derivatu byla potvrzena
pomoci hmotnostni spektrometrie (MS) (ESI): m/z: 956,42 [M + Na], ktera odpovida
teoretické molarni hmotnosti (M; = 934,06 g-mol ). Cistota p¥ipraveného derivatu byla

také oveétena pomoci HPLC (jeden pik, retencni €as 6,75 min, Cistota > 99%).

PYR-DTX byl pfipraven s vytézkem 40 %. Struktura derivatu byla potvrzena MS
(ESI): m/z: 969,17 [M + Na]*, ktera odpovida teoretické molarni hmotnosti
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(M = 969,03 g-mol ). Cistota ptipraveného derivatu byla také ovéfena pomoci HPLC

(jeden pik, reten¢ni ¢as 6,50 min, Cistota > 99%).
4.2 Syntéza a fyzikalné-chemicka charakterizace polymernich systémii

4.2.1 Prenosova ¢inidla pro rFizenou radikalovou polymerizaci

Ptenosova ¢inidla CTA-1 a CTA-2 (viz Obrazek 8, str. 23), kterd umoznuji in situ syntézu
diblokovych systémi, byla noveé syntetizovana na Odd¢€leni biolékaiskych polymert
UMCH. Obé¢ pienosova ¢inidla umoziuji pribéh polymerizace tak, Ze pomoci jedné
molekuly pfenosového c¢inidla vzniknou dva spojené polymerni fetézce. Lze tak
syntetizovat polymerni fetézec s dvojndsobnou molarni hmotnosti nez v piipadé
linearniho polymeru. Tento narist molarni hmotnosti polymeru umoziuje delsi cirkulaci
v organismu. Pfenosova ¢inidla byla navrzena tak, aby vznikly diblokovy polymer, byl
po degradaci vyloucen pomoci glomeruldrni filtrace. Konkrétné pfipravena cinidla
obsahuji esterové vazby, diky kterym se diblokovy systém v pH 7,4 rozpadé na dva $tépy

s polovi¢ni molarni hmotnosti.

CTA-1 bylo syntetizovano s vytézkem 75,7 % a CTA-2 72,1 %. Cistota produktu
obou pienosovych ¢inidel byla ovéfena pomoci HPLC ( > 99%) a 'H NMR v CDCls.
Moléarni hmotnosti obou CTA byly stanoveny pomoci hmotnostni spektrometrie
amolarni absorpcni koeficient pfenosovych cinidel byl stanoven pomoci UV-VIS
spektrometrie v DMSO. VsSechny popsané hodnoty pro CTA-1 a CTA-2 shrnuje
tabulka 8.

Tabulka 8: Molarni hmotnosti a molarni absorpéni koeficienty syntetizovanych pienosovych ¢inidel CTA-1
aCTA-2

m/z M; [g'mol ] €308 [I'mol -cm™]
CTA-1 803 803,34 21 406,30
CTA-2 881 881,41 22 063,30

4.2.2 Diblokové homopolymery

Za ucelem studia hydrolytické stability diblokovych systéma byly syntetizovany dva
diblokové homopolymery DB-H1 a DB-H2. V ptipad€ dibloki DB-H1 bylo pouzito
pfenosové ¢inidlo CTA-1, v pfipadé DB-H2 bylo pouzito CTA-2. Molarni pomér
pouzitych ptenosovych c¢inidel : HPMA : inicidtoru V-70 byl 1:800: 1. Reakce

35



probihala 72 h pti 30 °C. Néasledn¢ byly odstranény TTc skupiny reakci s AIBN a finalni
produkty charakterizovany. Charakterizaci pfipravenych homopolymerti shrnuje
tabulka 9. V ptipadé¢ DB-H2 doslo pii reakci ke ztraté¢ casti produktu a vytézek je tak

nizs$i, nez se predpokladalo.

Tabulka 9: Charakterizace diblokovych homopolymeri

homopolymer V)Ezzz]ek M [g'mol!] M. [g'mol] P F(TTc¢) Ri[nm]
DB-H1 53 114 500 70 700 1,16 2 10,1
DB-H2 32 114 500 102 000 1,21 1,4 10,9

M; — teoretickd M, pfi 100% konverzi

4.2.3 Linearni a diblokovy kopolymer

Vsechny polymerni systémy popsané v této praci byly syntetizovany pomoci
kontrolované RAFT kopolymerizace. V préci byly syntetizovany dva typy polymernich
prekurzori, linearni a diblokovy, jejichz syntéza se liSila pouzitym pfenosovym ¢inidlem.
V ptipad¢ linearniho prekurzoru LN1 bylo do reakce pouzito pfenosové Cinidlo CTA,
molarni pomér CTA : inicidtoru : monomernim jednotkdm byl na zalatku reakce
1:0,5:390. Reakce probihala pii 30 °C po dobu 72 h. Po polymerizaci byl linedrni
prekurzor ¢istén srdzenim, dale byly odstranény TTc skupiny a odchranény hydrazidové
skupiny, na které se v dal$im kroku vazal ptipraveny derivat docetaxelu hydrazonovou
vazbou. Pro diblokovy prekurzor bylo pouzito pienosové ¢inidlo CTA-1. Toto pfenosové
¢inidlo vykazovalo pfi studiu hydrolytického St€peni vyssi stabilitu. Do reakce bylo
nasazeno CTA-1, monomerni jednotky a iniciator V-70 v moldrnim poméru 1: 800 : 1,
reakce probihala pfi 30 °C po dobu 72 hodin. Molarni hmotnosti po odstranéni TTc
skupin 1 po odchranéni hydrazidovych skupin byly shodné.

Molérni hmotnost syntetizovanych kopolymeri LN1 a DB-K1 byla po odchranéni
hydrazidovych skupin stanovena pomoci GPC spolu s hodnotou disperzity. Obsah
hydrazidovych skupin, na které se v dal§im kroku vazal modifikovany DTX, byl stanoven
pomoci UV-VIS spektrometrie a je spolu s funkcionalitou koncovych

trithiokarbonatovych skupin polymerniho fetézce uveden v tabulce 10 (str. 38).
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Tabulka 10: Charakterizace linearniho a diblokového polymerniho prekurzoru

2T _ F NHNH,

o, 5 1
prekurzor Vytézek [%] M, [g'mol’] D (TTc) [mol%] Ry [nm]
LN1 74 41 000 1,1 0,9 6,1 4,1
DB-K1 83 80 800 1,2 2,0 4,6 5,7

4.2.4 Polymerni konjugaty

Ptipravené polymerni prekurzory LN1 a DB-K1 byly pouzity pro syntézu polymernich
konjugatt s derivaty docetaxelu. V této praci byly syntetizovany celkem cCtyti rozdilné
polymerni konjugaty. Dva linearni LN1-PYR-DTX, LN1-MeOHe-DTX a dva diblokové
DB-K1-PYR-DTX a DB-KI1-MeOHe-DTX. V ptipadé linearnich konjugati bylo do
nasad nasazeno 13 hm% derivatu PYR-DTX a 12 hm% derivaitu MeOHe-DTX. Pro
diblokové konjugaty byl zvolen niz$i obsah 1é¢iva v nasad¢, a to 8 hm% derivatl. Reakce
probihaly po dobu 18 h pti 30 °C, po vysrazeni byly vysledné produkty ¢iSt€ny pomoci
kolonové chromatografie (LH20, MeOH). Polymerni konjugaty obsahovaly pod 1 %

volného DTX. Vysledky fyzikalné-chemické charakterizace jsou uvedeny v tabulce 11.

Tabulka 11: Charakterizace Ctyf pripravenych polymernich konjugat

obsah lééiva

konjugat vytézek [%] M, [g'mol!] b (hm%| Ry [nm]
LN1-PYR-DTX 79 65200 1,2 12 7,4
LN1-MeOHe-DTX 77 49 800 1,1 8 5,3
DB-K1-PYR-DTX 57 98 400 1,3 3 8,8
DB-K1-MeOHe-DTX 60 78 100 1,3 3 5,2

4.3 Hydrolyticka stabilita

Hydrolyticka stabilita diblokovych systéml byla sledovdna na homopolymernich
fetézcich andasledné jednom diblokovém kopolymeru pied a po odchranéni
hydrazidovych skupin. Takto mohl byt zjistén vliv jak komonomerni jednotky, tak
volnych hydrazidi na hydrolytickou stabilitu diblokli. Na konec byla sledovana
1 hydrolyticka stabilita diblokového konjugatu DB-K1-PYR-DTX.
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4.3.1 Rychlost degradace diblokovych homopolymeri, kopolymeru a konjugatu

Hydrolyticka stabilita pfipravenych diblokovych systémi byla provedena v 0,3M
fosfatovém pufru o pH 7,4 pii teplot€¢ 37 °C (modelujici prostfedi krevniho feciste).
V Casovych intervalech po 2 h byl vzorek analyzovan na GPC a ze ziskanych hodnot

molekulovych hmotnosti byly sestaveny ptislusné grafy.

Pribéh sledovéani hydrolytické stability znazoriiuje obrazek 11, kde je patrny
posun piku v Case, a tedy snizeni molarni hmotnosti které vyplyva z pribéhu gelové

permeacni chromatografie.

relativni méfitko

0.5+

0.0

24.0 26.0 28.0 30.0 320 34.0 36.0
¢as [min]

Obrazek 11: Zndazorneni pribehu hydrolytického stépeni diblokového systému v case. Tmavé modra
krivka znazornuje diblok pred stépenim, tedy v case 0 hodin. Svétle modra predstavuje jiz rozstépeny
retézec s polovicni moldarni hmotnosti po probéhnutém Stépeni

Homopolymerni diblok DB-HI1 syntetizovany pomoci CTA-1 vykazuje nizkou
hydrolytickou stabilitu za danych podminek. Polo¢as rozpadu tohoto dibloku, tzn. Cas,
kdy se v roztoku polymeru nachazi 50 % rozstépenych fetézci, byl stanoven na 5 hodin.

Rychlost degradace DB-H1 je zndzornéna na obrazku 12 (str. 40).
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Obrazek 12: Graf ndriistu procentudlniho zastoupeni degradovaného dibloku DB-H1 v case se
zndzornénym polocasem rozpadu

V piipadé¢ druhého homopolymeru DB-H2, ktery byl syntetizovany pomoci

CTA-2 podléha esterova vazba jesté rychlejsi hydrolyze nez u DB-H1. Poloc¢as rozpadu

tohoto systému v pufru o pH 7,4 pti 37 °C byl stanoven na 2,5 hodiny (viz obrazek 13).
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Obrazek 13: Graf narustu procentualniho zastoupeni degradovaného dibloku DB-H2 v case se
zndzornénym polocasem rozpadu

Pro ovéfeni ptipadného vlivu komonomernich jednotek na stabilitu esterové

vazby spojujici jednotlivé bloky byla provedena hydrolytickd stabilita kopolymeru

DB-K1 pied a po odchranéni hydrazidovych skupin. V ptipadé¢ DB-K1 ptfed odchranénim
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byl polocas rozpadu 12 hodin, pro diblokovy syst¢ém DB-K1 po odchranéni, tedy
s volnymi hydrazidovymi skupinami, bylo dosazeno polocasu rozpadu po 15 hodinach.
Dale byla také zkoumana hydrolyticka stabilita dibloku s navazanym docetaxelem a byl
tak pfibliZzen vliv navazaného 1éCiva na stabilitu celého systému. Pro DB-K1-PYR-DTX
byl polocas rozpadu 20 hodin. Srovnéani rychlosti hydrolytického $tépeni DB-K1 pred
a po odchranéni a dibloki s navazanym docetaxelem je zndzornéno na obrazku 14. Pred

a také po méteni byla provedena kontrola hodnoty pH méieného roztoku.

— 100
o
b
[¥]
R
D 80
o
T 60 . .
5} ° : ' : ® pied odchranénim
a,
JI‘L’. s w r
7 4 ® ® b4 ® po odchranénim
No40 o @
= ' ® L4 g ® s navazanym lécivem
5 )
2 i .
3 20
%
N
0@
0 5 10 15 20
¢as [h]

Obrazek 14: Graf nariistu procentudlniho zastoupeni degradovaného dibloku DB-K1 pred, po odchranéni
hydrazidovych skupin a s navdazanym lécivem v Case, se zndzornénym polocasem rozpadu systému

4.3.2 Rychlost uvoliiovani derivatu lé¢iva z linearnich konjugati

Rychlost uvoliiovani derivatu 1é¢iva z polymeru byla vyhodnocovana pomoci HPLC.
Aby bylo mozné kvantifikovat namétend data, byla nejprve stanovend kalibrace pro
studované derivaty s PYR a MeOHe. Stanovené kalibrace jsou zobrazeny na obrazku 15
a obrazku 16 (str. 41). Nasledné byly pomoci HPLC zjiStény plochy pod kiivkou, které
odpovidaly danému derivatu a naslednym dosazenim do kalibra¢ni rovnice bylo urceno

uvolnéné mnozstvi piislusného derivatu.

Z ptipravenych linearnich konjugati LN1-MeOHe-DTX a LN1-PYR-DTX byla
demonstrovana rychlost uvolnéni derivati MeOHe-DTX nebo PYR-DTX v modelovém

prostiedi krevniho fecCisté a prostiedi lysozomil uvniti nadorové buiky (0,3M fosfatovy
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pufr o pH 7,4 a pH 5,0). Pro kazdy konjugat byly ptipraveny uvoliiovaci fady ve vSech
demonstrujicich pH a v rozmezi od 0,5 h do 48 h byly vzorky inkubovany pii teploté
37 °C. Po daném case byl do roztoku piidan ptesné definovany objem chloroformu
a uvolnény derivat nasledné vytfepan do organické faze, tato faze byla odpaiena, vzorek

rozpu$tén v MeOH a analyzovan pomoci HPLC.
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Obrazek 15: Kalibracni kiivka pro derivat PYR DTX
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Obrazek 16: Kalibracni kiivka pro derivat MeOHe DTX

Ze ziskanych dat byly nésledné sestaveny grafy porovnavajici rychlosti uvolnéni
derivatu MeOHe-DTX a PYR-DTX z linedrniho polymeru (viz obrazek 17 a 18, str. 42).
Je tak mozné konstatovat, ze v ptipadé pH 5,0 se derivat uvoliiuje vyrazné rychleji nez
v pH 7,4. Pfi porovnani grafii navzdjem je také patrné, Ze rychlosti uvolnéni zavisi na

pouzitém typu oxokyseliny pii1 modifikaci DTX.
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Obrazek 17: Graf porovnani rychlosti uvoliiovani derivatu MeOHe-DTX z linearniho polymeru v pH 5
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Obrazek 18: Graf porovnani rychlosti uvoliiovani derivatu PYR-DTX z linearniho polymeru v pH 5 a 7,4
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4.4 Studie in vitro

Studium cytotoxicity bylo provadéno na kultufe bun¢k DLD-1. Pfi provadéni
experimentu bohuzel doslo k technickym problémiim s pouzivanym médiem. Vyrobcem
byla dodana Spatnd Sarze, ve které dochazelo jen k minimalni proliferaci bunék a nemohlo
tak byt dosazeno spravnych vysledkt. Byla tak navazana spoluprace s laboratofi na
Mikrobiologickém tistavu AV CR, kde mohla byt provedena studie in vitro na buiikach
CT26 (bunécna linie mysiho karcinomu tlustého stieva) a EL4 (buiiky T-bunécného
lymfomu). Inhibice proliferace nadorovych bun¢k je vyjadiena jako IC50, tedy
koncentrace pouzitého vzorku (DTX nebo jeho ekvivalentu v derivatu nebo polymernim

konjugétu), ktera inhibovala proliferaci bunék o 50 %. Vysledné hodnoty jsou primérem

tfi nezavislych méteni a jsou spolu se smérodatnou odchylkou uvedeny v tabulce 12.

Tabulka 12: Hodnoty IC50 zméfené na dvou bunéénych koloniich pro samotny docetaxel, jeho derivat

s MeOHe a polymerni konjugat

pouzité bunky pridany vzorek IC50 [nM]
DTX 27 £8,5
CT26 MeOHe-DTX 53+3)5
LN1-MeOHe-DTX 78+ 12

DTX 2,3+£0,01

EL4 MeOHe-DTX 7,7+0,24

LN1-MeOHe-DTX 17+0,76
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5 DISKUZE

V nasledujicich podkapitolach budou diskutovany vysledky ziskané béhem vypracovani

této prace. Vsechny diskutované vysledky jsou zminény v ptedchozi kapitole.
5.1 Syntéza a charakterizace derivatii docetaxelu

Lécivo docetaxel ve své struktufe neobsahuje zaddnou ketoskupinu, ktera by mohla byt
pouzita k navazani léCiva hydrazonovou vazbou na polymerni prekurzor. Z tohoto
divodu muselo byt 1é¢ivo derivatizovano pomoci vybranych oxokyselin. Modifikaci
hydroxylové skupiny zndzornéné na obrazku 19 byly ptipraveny derivaty DTX vhodné

pro navazani pomoci pH-senzitivni hydrazinové vazby na polymer.
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Obrazek 19: Struktura docetaxelu se zndzornénou hydroxylovou vazbou vyuzitou pri navazani na
oxokyseliny a vytvoreni derivatu

Pro tuto praci byly vybrany dvé oxokyseliny srozdilnou strukturou
(viz obrazek 20). Karboxylova skupina oxokyselin byla pouzita pro navazani léc¢iva
esterovou vazbou. Zavedena ketoskupina byla nasledn¢ pouzita k navazani derivati DTX
na polymerni prekurzory hydrazonovou vazbou. Zasadnim rozdilem v oxokyselinach
PYR a MeOHe je, Ze oxokyselina PYR obsahuje v alfa poloze ke ketoskupiné aromaticky,
pyridinovy, kruh, kdeZzto spojka MeOHe jen alifaticky isopropyl. Aromatické okoli

T 0 Q

T
M OH OH

0 0

Obrazek 20: Struktura oxokyseliny PYR (vlevo) a MeOHe (vpravo) pouzitych
pro derivatizaci docetaxelu
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hydrazonové vazby by mélo dle literatury stabilizovat vzniklou hydrazonovou vazbu
mezi derivatem léCiva a polymerem [45]. Naopak MeOHe je alifatickou oxokyselinou,
ktera by neméla hydrazonovou vazbu stabilizovat. Tento rozdil by mél mit hlavni vliv na
rychlost uvoliiovani derivatu z polymerniho prekurzoru abude vice piiblizen

v kapitole 5.4 (str. 51).

Reakce oxokyselin s DTX byla sledovana pomoci HPLC. Po 18 h bylo v ptipadé
derivatu PYR-DTX odreagovano 77 %, reakce derivatu MeOHe-DTX odreagovala
z 62 %. Vedle pozadovaného produktu ovSem dochdzi i k mirné modifikaci ostatnich
hydroxylovych skupin na molekule docetaxelu. Kvuli této nechténé modifikaci bylo
nutné vysledny derivat vycistit pomoci FLASH kolonové chromatografie. Vysledkem byl
¢isty produkt PYR-DTX, ktery byl ziskan v mnoZstvi 211 mg (34 %) a MeOHe-DTX,
ktery byl ziskan v mnozstvi 170 mg (40 %). Cistota a struktura finalniho produktu byla

MV

ztratami produktu v procesu ¢isténi.

V porovnani s vysledky publikovanymi v praci T. Etrycha a spol. [7], kde byly
syntetizovany obdobné derivaty docetaxelu s jinymi oxokyselinami, bylo v pfedkladané

praci dosazeno vétsi Cistoty ovSem s niz$imi vytézky.
5.2 Syntéza a charakterizace polymernich systémi

Rizena radikalova RAFT polymerizace byla aplikovana pro piipravu viech polymernich
prekurzord popisovanych v této praci. Strukturnich odlisnosti bylo dosazeno pouzitim
rozdilnych ptenosovych ¢inidel. Pro syntézu linedrniho kopolymeru bylo pro reakci
pouzito ptrenosové ¢inidlo CTA. V pfipad¢ diblokovych homopolymerd a kopolymeru
byly pouzity dvé bifunkéni pfenosova Cinidla CTA-1 a CTA-2, jejichz vliv na pfipravu

diblokovych polymernich systémt byl dale studovan.
5.2.1 Polymerni prekurzory

Cilem préce bylo pfipravit biodegradovatelné polymerni systémy, které po splnéni své
ulohy spocivajici v dopravé docetaxelu, budou degradovatelné na polymerni Stépy

a vylucitelné glomerularni filtraci.
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V ptipadé¢ linearniho prekurzoru bylo cilem pfipravit polymerni prekurzor s moléarni
hmotnosti pod 50 000 g'mol™' a hydrodynamickym priimérem polymerniho klubka
v rozmezi 8—10 nm. Pii dosazeni této velikosti je dle publikovanych vysledkt potvrzeno,
ze polymerni prekurzor splnujici tyto limity je snadno vylucitelny pomoci glomerularni
filtrace ven z organismu a nedochazi tak k dlouhodobému ukléddani tohoto nosice v téle

[14].

Pti syntéze linearniho prekurzoru se podatilo pfipravit prekurzor, ktery ma molarni
hmotnost pied odstranénim TTc skupin 42 000 g'mol . Po reakci s nadbytkem AIBN
byly tyto skupiny odstranény, a nedoSlo ke zméné¢ molarni hmotnosti polymerniho
prekurzoru (41 800 g'mol™!). Po termickém odchranéni hydrazidovych skupin opét
nedoglo ke zméné molarni hmotnosti linearniho prekurzoru (41 000 g-mol!). Polymerni
prekurzor 1 po odstranéni TTc a Boc skupin mél nizkou disperzitu (1,1)
a hydrodynamicky polomér polymerniho klubka byl 4,1 nm, tedy pod limitem renalni
filtrace. Teoretickda molarni hmotnost spo¢tena z molarnich hmotnosti pfislusnych
monomernich jednotek a pouzitého molarniho poméru monomert : ptenosovému ¢inidlu
pfi 100% konverzi je 44 000 grmol . Diky souladu teoretické a stanovené molarni

hmotnosti a nizké disperzité 1ze konstatovat, ze jde opravdu o fizenou polymerizaci.

Dalsim krokem byla pftiprava diblokovych systémt, které by mély mit

dvojnasobnou molarni hmotnost oproti kontrolnimu linearnimu prekurzoru.

Pii syntéze diblokovych systémli se uUspéSné podafilo syntetizovat dva
homopolymerni dibloky DB-H1 a DB-H2 s vyuzZitim pfenosovych c¢inidel CTA-1
a CTA-2. Tyto systémy dale slouzily ke studiu hydrolytické stability (viz podkapitola 5.3,
str. 49). Molarni hmotnosti pfipravenych homopolymerti jsou uvedeny v tabulce 13

a odpovidaji vypoctené teoretické molarni hmotnosti.

Tabulka 13: Pfehled molarnich hmotnosti a disperzit diblokt a jejich rozstépenych jednotek

systém M [g'mol ] M, [g-mol ] b M2 [g'mol] D1
DB-H1 114 500 100 000 1,0 40 000 1,1
DB-H2 114 500 120 000 1,1 61 000 1,2
DB-K1 100 800 95200 1,3 50 000 1,1

M — teoretickd M, pii 100% konverzi
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Dale byl Gspésné syntetizovan diblokovy kopolymer, ktery slouZzil primarné pro
navazani docetaxelu, ale také ke studiu hydrolytické stability. V piipad¢ tohoto
kopolymeru bylo nutné odstranit TTc skupiny a nasledn¢ odchranit hydrazidové skupiny,
které v dalsim kroku slouzi pro navazani 1éciva. Odstranéni TTc skupin nemélo vliv na
molarni hmotnost diblokového kopolymeru. Chranici Boc skupina musela byt v piipadé
diblokovych systémt odstranéna pomoci kyseliny trifluoroctové. Termicky katalyzovana
hydrolyza chranici skupiny (100 °C, 40 minut) zptisobila rozstépeni esterové vazby, a tak
rozpadnuti diblokového systému. Provedenim reakce s TFA (TFA, 5 minut)
k nezddoucimu $tépeni esterové vazby nedochazelo. Vytézek této reakce dosahoval 85 %
a molarni hmotnost diblokového prekurzoru mirné narostla na hodnotu 95 200 g-mol .
Tato molarni hmotnost odpovidala teoreticky stanovené molarni hmotnosti. Molarni

hmotnosti diblokovych systémi a spoctené teoretické molarni hmotnosti jsou shrnuty

v tabulce 13 (str. 47).

Po provedeni totalni hydrolyzy dibloku vznikaly dva téméf monodisperzni
polymerni fetézce s polovicni moldrni hmotnosti (viz tabulka 13, str. 47). To dokazuje,
ze jde opravdu o fizenou polymerizaci diblokového systému jak s pfenosovym cinidlem
CTA-1, tak i s CTA-2. Z charakterizace diblokovych homopolymeri syntetizovanych
s vyuzitim novych pienosovych ¢inidel CTA-1 a CTA-2 je patrné, Ze jsou tato Cinidla
vhodné pro polymerizaci HPMA. Syntetizované kopolymery mohou tak diky svym

vysledklim slouzit k navazani derivatu 1é¢iva a vytvoreni findlniho konjugatu.
5.2.2 Polymerni konjugaty

Ptipravené kopolymery byly pouzity jako nosice 1éciva DTX, respektive jeho derivatu.
Z 1éc¢iva se navazanim na polymerni nosic stala neaktivni forma, ktera tak pti dopravovani
k nadoru plisobi jen minimalné na buiiky zdravé tkané, na rozdil od samotného volného
— aktivniho 1é¢iva. Pro navazéani 1é¢iva na polymerni nosi¢ byly vyuzity odchranéné
hydrazidové skupiny kopolymeru, které mohly reagovat s keto skupinou oxokyseliny

derivatu 1é¢iva a vytvoftit tak hydrazonovou vazbu, ktera je labilni v prostfedi s pH 5,0.
Linearni polymerni konjugaty

Ze syntetizovaného linedrniho prekurzoru LNI1 byly pfipraveny dva konjugaty
LNI-PYR-DTX a LN1-MeOHe-DTX, které se liSily pouzitou oxokyselinou, kterad

slouzila jako spojka mezi 1éCivem a polymernim fetézcem. Linearni prekurzor LN1
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obsahoval 6,1 mol% hydrazidovych skupin, na které mohl byt navazan derivat 1é¢iva.
V ptipad¢ derivatu PYR-DTX bylo nasazeno do reakce 13 hm% tohoto derivatu. Pro
konjugat s oxokyselinou MeOHe bylo v ndsad¢ 12 hm% derivatu MeOHe-DTX. Syntézy
polymernich konjugatii byly sledovany pomoci HPLC. Po odreagovani vétSiny derivatu
1é¢iva, byl finalni produkt ¢istén od nezreagovaného nizkomolekularniho 1é¢iva pomoci
kolonové chromatografie (LH20, MeOH) a nésledné byl stanoven obsah 1éciva
navazaného na linearnim prekurzoru. V ptfipadé LN1-PYR-DTX polymerni konjugat
obsahoval 12 hm% (2 mol%) derivatu 1é¢iva a navazalo se tak 92 % derivatu z nasady.
Polymerni konjugdt LN1-MeOHe-DTX obsahoval pouze 7 hm% (1,2 mol%) derivatu
1é¢iva coz odpovida 58 % derivatu z nasady. Z vysledki je patrné, ze efektivita vazby

s derivatem PYR-DTX je vyssi, neZ pfi reakci s MeOHe-DTX.

Cilem této prace bylo pfipravit vodorozpustné polymerni konjugaty, které by
neztratily svou vodorozpustnost ani po navazani hydrofobniho 1é¢iva. Z tohoto diivodu
bylo pfi syntéze linearniho prekurzoru do reakce nasazeno jen 8 mol% hydrazidovych
skupin. Toto mnozstvi hydrazidovych skupin je zdrukou zachovéni vodorozpustnosti
polymernich konjugétii. Linearni prekurzor LN1 obsahoval po polymerizaci 6,1 mol%
hydrazidovych skupin, a tedy v piipad¢ linearniho konjugatu LN1-PYR-DTX byla
derivatem lécCiva obsazena jedna tfetina (2 mol%) volnych hydrazidovych skupin.
V ptipadé konjugatu LN1-MeOHe-DTX byla derivatem obsazena pouze Sestina volnych
hydrazidovych skupin. Nizké mnozstvi navazaného derivatu mohlo byt zplsobeno
pfitomnosti vody v rozpoustédle, diky které béhem vazby derivatu zarovent dochéazelo

k jeho Stépeni.

Vzhledem k dostate¢nému mnoZzstvi volnych hydrazidovych skupin na polymernim

fetézci, by melo byt mozné v budoucnosti navazani i vétsStho mnozstvi MeOHe-DTX.
Diblokové polymerni konjugaty

Ptipraveny diblokovy prekurzor DB-K1 primarné slouZil k navazani dvou derivati 1é€iva
hydrazonovou vazbou. Vzhledem k niz§imu mnozstvi hydrazidovych skupin, 4,6 mol%,
bylo do reakce nasazeno jen 8 hm% derivatu PYR-DTX a taktéz 8 hm% derivatu
MeOHe-DTX. Po reakci polymerniho prekurzoru s derivaty DTX byly vytvotreny dva
diblokove konjugaty DB-K1-PYR-DTX a DB-K1-MeOHe-DTZX, které¢ se lisily pouZitou

oxokyselinou mezi 1é¢ivem a polymernim fetézcem.
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Obsah navazaného derivatu 1é¢iva byl stanoven pomoci HPLC. V ptipadé obou
konjugati, DB-KI1-PYR-DTX a DB-K1-MeOHe-DTX, byly navazany 3 hm%
(0,5 mol%) derivatu lé€iva, coz piedstavuje 37,5 % derivatu z ndsady. Nezreagované

derivaty 1é¢iva byly odstranény za vyuziti kolonové chromatografie (LH20, MeOH).

Nizky obsah navazaného derivatu 1éciva byl nejspise zptisoben vysokym podilem
TFA v polymernim prekurzoru, ktera byla pouzita k odchranéni hydrazidovych skupin
polymerniho prekurzoru a nasledné nedostatecné odstranéna. Teorie podilu TFA byla
ovéfena rozpusténim polymerniho prekurzoru s volnymi hydrazidovymi skupinami
v pufru o pH 7,4 a naslednym zmétenim hodnoty pH roztoku, které pokleslo na hodnotu
7,1. Lze tak ptedpokladat, ze béhem syntézy polymerniho konjugatu a nasledného cisténi
mohlo dochézet ke §t€peni hydrazonové vazby coz vedlo k nizkému mnoZzstvi
navazaného derivatu DTX. Vzhledem k piitomnosti malého mnozstvi vody jak v ledové
kyseliné octové, tak v polymeru, je tato moznost Stépeni v okyselené reakéni smési
vysoce pravdépodobna. Nezadouci vliv kyseliny trifluoroctové na obsah navazaného

derivatu byl jiz nad ramec této prace a nebyl dale feSen samostatné.
5.3 Hydrolyticka stabilita diblokovych systémii

Diblokové systémy diky své velikosti koluji déle krevnim feciStém, je ov§em nutné, aby
také po vylozeni svého nakladu docetaxelu byly vylouceny pomoci glomerularni filtrace
z organismu. Vylouceni je dosazeno diky rozStépeni esterovych vazeb pouzitych
prenosovych c¢inidel, z kterych se rozriistaji dva fetézce. Pravé tyto estery, labilni
v pH 7,4 simulujici krevni fe€isté, se v tomto prostiedi $tépi a z diblokoveého systému se

tak stavaji dva linedrni fetézce s pfedur¢enim pro snadné vylouceni z organismu.

Vtéto praci byla zkoumana hydrolytickd stabilita dvou diblokovych
homopolymeri a nasledné diblokového kopolymeru, u kterého bylo z divodu vyssi
stability vyuzito CTA-1. U pfipravenych homopolymerti byl studovan hlavné vliv okoli
zminéné esterové vazby dvou rozdilnych pienosovych cinidel CTA-1 a CTA-2

(viz obrazek 21, str. 50), z toho diivodu byly také syntetizovany pravé homopolymery.
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Obrazek 21: Porovnani rychlosti hydrolytického stépeni homopolymerii DB-HI1 a DB-H?2

Polocas rozpadu homopolymeru DB-H1 (viz obrazek 12, str. 39) je dle ziskanych
dat 5 h, oproti homopolymeru DB-H2 (viz obrazek 13, str. 39), jehoz polocas rozpadu
¢ini 2,5 h je tak o polovinu pomalejsi, a tedy také stabilnéjsi. Vysvétlenim vétsi stability
homopolymeru DB-H1 by mohlo byt okoli esterové vazby. Konkrétné methylové skupiny
v blizkosti esterové vazby na CTA-1 by mohly vlivem svého kladného indukéniho efektu

podpofit hydrolytickou stabilitu esterové vazby.

Pro ovéteni ptipadného vlivu komonomernich jednotek na hydrolytickou stabilitu
esterového dibloku byl pfipraven kopolymer DB-K1 pomoci CTA-1 a také konjugat
s navazanym docetaxelem DB-KI1-PYR-DTX. Rozdil polo€asu rozpadu kopolymeru
¢iSténim po odchranéni hydrazidovych skupin. Pfed 1 po méteni hydrolytické stability
byly méfeny hodnoty pH roztoku polymerniho nosice. Pied méfenim byla hodnota
pH 7,4, jak by tomu skutecné mélo byt. Naopak po 24 hodinach méteni hydrolytické
pravé zbytkem TFA pouZité pii odchranéni hydrazidovych skupin a naslednym Spatnym
¢iSténim. MozZnosti poklesu pH béhem hydrolytické stability mohla byt i kontaminace
pufru a pfitomnost bakterii. SniZzena hodnota pH mohla zplsobit zpomaleni procesu

hydrolyzy studovanych kopolymert.
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Polymerni konjugat s navdzanym lé¢ivem ma polocas rozpadu nejvyssi. V tomto
ptipad¢ bylo také méfeno pH roztoku a opét dochazelo po 24 hodinach k jeho mirnému
poklesu. Vyssi hydrolyticka stabilita konjugatu by také mohla byt zptisobena piitomnosti
hydrofobniho 1éCiva.

Vzhledem k tomu, Ze méfeni probihalo za statickych podminek, bez michani
roztoku 1 bez pribézného odstraiiovani degradovaného produktu, jak by k tomu nejspise
dochazelo v organismu. Hydrolyza diblokového systému bude v zivém organismu

nejspise probihat rychleji.
5.4 Rychlost uvoliiovani léCiva

V ptipadé linearnich konjugétii byla sledovana rychlost uvoliiovani derivatu docetaxelu
z polymeru pomoci HPLC. Pro uvoliiovani byly pouZity roztoky 0,3 M fosfatového pufru
o rozdilnych pH, simulujicich jednotliva prostiedi, kde se bude polymerni konjugat
nachdzet pii dopravovani 1éCiva. Konkrétné prostiedi krevniho tecisté (pH 7,4) a misto
pfimo v nadorové bunce (pH 5,0). Hydrazonova vazba spojujici derivat s polymerem je

labilni v pH 5,0, jak znadzornuje 1 obrdzek 22 (str. 52), v obou pfiipadech, je rychlost

Takového chovani je pak predpokladano v modelovém ptikladu, kdy se derivat uvolni az

v pH 5,0 v nadorové burice, a tak minimalné€ zasdhne zdravou tkan organismu.

V piipadé¢ uvoliovani v pH 7.4, je rychlost uvolnéni derivatu vyrazné niZsi.
Po 24 hodinach dochézi k uvolnéni maximalné kolem 10 %. Je ovSem piedpokladano, ze
po této dobé bude polymer vyloucen z téla diky jeho velikosti viz. podkapitola 5.2.1
(str. 45) a na zdravé tkané¢ bude ptlisobit jen minimdlni mnozstvi modifikovaného

cytostatika.

Pfi porovnani linearnich konjugatli mezi sebou je patrné, ze rozdilné struktury
pouzitych oxokyselin MeOHe a PYR pfii derivatizaci docetaxelu maji urcity vliv na
uvoliovani derivatu z polymeru. V pifipadé modifikace oxokyselinou PYR, probiha
uvolnéni pomaleji. Oxokyselina PYR obsahuje ve své struktufe aromaticky kruh, ktery
tak stabilizuje hydrazonovou vazbu vyrazné vic nez oxokyselina MeOHe, kterd je
alifaticka. Pro srovnani slouZi obrazek 22 (str. 52), na kterém je patrné, Ze po 24 hodinach

v pH 5,0 se v ptipad¢ konjugatu s docetaxelem navazanym pies PYR uvolnilo necelych
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20 %. U druhého konjugatu s DTX navazanym pies alifatickou MeOHe je po 24 hodinach

v pH 5,0 uvolnéno uz témét 80 % derivatu.
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Obrazek 22: Porovnani rychlosti uvoliiovani derivatu léciva z jednotlivych konjugatii v pH 5 a 7,4

5.5 Studie in vitro

Ve spolupraci s laboratoii Mikrobiologického ustavu AV CR, bylo provedeno méfeni
cytotoxicity pro docetaxel, derivat docetaxelu s MeOHe a také pro linedrni konjugat
s derivatem MeOHe-DTX. Experiment byl provaddén na dvou typech bunéénych linii
(EL4 a CT26). Bylo zjisténo, Ze nejvyssi toxicitu z testovanych latek ma volny docetaxel.
V piipadé derivatu lé¢iva MeOHe-DTX byla zjisténa cytotoxicita mirné niz8i na obou
typech nadorovych bunék nez u volného docetaxelu. Toto dvou az tfindsobné snizeni
toxicity pfisuzujeme pouzité derivatizaci léciva, kterd byla nutnd pro jeho vazbu na
polymerni systém. Nicmén¢ miiZzeme konstatovat, Ze 1 po derivatizaci je MeOHe-DTX
vysoce aktivnim protinadorovym lé¢ivem. MiZzeme tedy predpokladat, Ze ptfi uvolnéni
derivatu 1é¢iva z polymerniho fetézce v nddorovych bunkach, bude derivat 1é¢iva ucinny
velmi podobné, jako volny docetaxel. Nejnizsi cytotoxickd aktivita na obou typech bunék
byla stanovena pro samotny polymerni konjugat. Pokles cytotoxicity pro nadorové bunky
pfisuzujeme ruznému mechanismu vstupu 1é¢iv do nddorovych bunék. Pti procesu
vniknuti jednotlivych latek do buniky pfes membranu se uplatituje v ptipadé docetaxelu
jako nizkomolekularniho 1é¢iva volna difize, tedy prinik po koncentraénim spadu, ktery

vV Cvwr

je dan vyssi koncentraci docetaxelu vné buiiky a nizsi koncentraci uvniti. Pro konjugat
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ovSem nastava odliSnd situace. ZvySena velikost zabraniuje konjugatu prochazet ptes
membranu jednoduchou difuzi a uplatiiuje se zde tzv. endocytdza, kterd je vyznamné
pomalejSim procesem nez samotna difuze. Polymerni konjugat musi byt nejprve
endocytovan, kde bud’ jiz v endosomu nebo v sekundarnim lysozomu dochazi k uvolnéni
lé¢iva, které muze prokéazat protinddorovy efekt. Nicméné muzeme konstatovat, Ze
polymerni konjugat ma i ptes mirn€ zvySenou hodnotu IC50 proti samotnému ptivodnimu

1é¢ivu dostatecnou cytotoxickou aktivitu pro navazujici detailni testovani.

Pro detailné;si studii chovani téchto protinddorovych nosi¢li v organismu bude klicova

studie in vivo, ktera prob&hne v ramci dalsi spoluprace.
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6 ZAVER

V préci byly GspéSné syntetizovany fizenou raftovou polymeraci dva nové diblokové
polymerni systémy, vhodné pro dopravu cytostatik do nddorové tkané. Bylo prokazano,
ze nové systémy maji vétsi hydrodynamicky polomér, tudiz by mohly byt akumulovany
do vyssi miry v nadorové tkani. Zaroven obsahuji degradovatelné sekvence, které
umoznuji jejich degradaci po splnéni ukolu spocivajicitho v dopravé cytostatika na
degrada¢ni produkty vylucitelné jednoduse glomerularni filtraci z organismu. Tato
vlastnost by méla umoznit vysokou nadorovou akumulaci a snizit nezddouci dlouhodobou
akumulaci ve zdravych castech organismu. Také byla stanovena hydrolyticka stabilita
pfipravenych systémil v prostfedi modelujici krevni fecisté. Vzhledem k vysoké labilité
systému syntetizovanych pomoci CTA-2, které dosahovaly polocasu rozpadu jiz po
2,5 hodinach, byl jako vhodnéjsi systém pro biologické aplikace vybran diblokovy

systém syntetizovany pomoci CTA-1.

Déle bylo uspésné modifikovano 1é¢ivo docetaxel pomoci dvou oxokyselin,
konkrétné oxokyseliny MeOHe a PYR, a takto modifikované 1é¢ivo bylo v dal§im kroku

uspésné navazano na ptipravené polymerni prekurzory.

V préaci byly uspésn¢ syntetizovany polymerni konjugdty obou derivatu 1é¢iva
pomoci kontrolniho linedrniho polymerniho prekurzoru LN1 a nasledné za vyuziti
diblokového  prekurzoru DB-K1. Pfipravené konjugity LNI-MeOHe-DTX
a LN1-PYR-DTX byly nésledné pouzity na studium rychlosti uvoliiovani 1éciva. Bylo
prokézéno, ze PYR stabilizuje hydrazonovou vazbu a diky tomu zpomaluje rychlost
uvoliovani lé¢iva v obou studovanych pH. Polymerni konjugidt LN1-MeOHe-DTX
vykazoval vyrazné rychlej$i uvoliiovani polymerniho derivatu. V pH 5,0 bylo dosaZzeno
60 % uvolnéného 1éCiva jiz po 7 hodindch, v neutralnim pH vykazoval konjugat
LN1-MeOHe-DTX vyssi stabilitu a nebylo detekovano vice nez 10 % uvolnéného
derivatu béhem 24 hodin.

Rovnéz byla provedena studie in vitro, ve které byla prokazana mirné vyssi
cytotoxicita docetaxelu v porovnani s polymernim konjugatem. Bylo zaroven ovéfeno, ze
derivat 1éc¢iva méd hodnotu IC50 velmi blizko volnému docetaxelu a da se tak
predpokladat, Ze po uvolnéni z polymerniho fetézce bude derivat docetaxelu téméf stejné

ucinny jako samotny docetaxel.
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V predkladané praci tak byly splnény viechny diléi cile této prace. Uspésng byly
pfipraveny degradovatelné vysokomolekuldrni vodorozpustné polymerni konjugaty
s derivaty protinadorového 1é¢iva docetaxelu. Tyto polymerni systémy jsou navrzeny pro
zvySenou akumulaci v nadorové tkani nasledovanou uvolnénim aktivniho Iéciva.
Po splnéni této nosi¢ové ulohy je navrzeny polymerni systém pfipraveny pro navazujici
degradaci na polymerni degrada¢ni produkty vylucitelné z organismu. Detailni studie
protinadorové uc¢innosti bude provedena v brzké budoucnosti. Piedpokladé se, ze tento
polymerni systém vykaze vyznamné vylepSeny terapeuticky efekt v porovnani s volnym

1é¢ivem nebo predchozimi generacemi polymernich systémti pro dopravu 1é¢iv.
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