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2. Seznam použitých zkratek 

5-FC 5-fluorocytosin     

5-FdUMP 5-fluoro-2´-deoxyuridin-5´-monofosfát   

5-FU 5-fluorouracil     

5-FUMP 5-fluorouridin-5´-monofosfát     

5-FUTP 5-fluorouridin-5´-trifosfát    

ABC ATP-binding cassete transporters    

ABCD Amphocil®; koloidní disperze amfotericinu B    

ABLC Abelcet®; Lipidový komplex amfotericinu B   

AIDS Acquired Immunodeficiency Syndrome;  
Syndrom získaného selhání imunity 

AmB Amfotericin B    

AMBD Amfotericin B deoxycholát     

ATP Adenosintrifosfát    

Boc Letální dávka    

Boc t-Butoxykarbonyl    

CD Cirkulární dichroismus    

DIC Diisopropylkarbodiimid    

DMAP 4-Dimethylaminopyridin    

DMF Dimethylformamid    

DNA Deoxyribonukleová kyselina    

dTMP 2´-deoxythymidin-5´-monofosfát     

dUMP 2´-deoxyuridin-5´-monofosfát    

EPR efekt Enhanced permeability and retention efekt   

FDA Food and Drug Administration; Úřad pro léčiva a potraviny   
GPC Gelová permeační chromatografie    

HDL High density lipoprotein; lipoproteiny s vysokou hustotou  

HIV Human Immunodeficiency Virus;  
virus lidské imunitní nedostatečnosti 

HOBt 1-Hydroxybenzotriazol    

HOSu N-Hydroxysukcinimid    

HPLC High performance liquid chromatography;  
Vysokoúčinná kapalinová chromatografie 

IČ Infračervená spektrofotometrie    

IL-1 Interleukin 1    

LAMB AmBisome®; liposomální amfotericin B   

LDL Low density lipoprotein; lipoproteiny s nízkou hustotou  

LNYS Liposomální nystatin    

MDR Multiple drug resistance; mnohonásobná léková rezistence  

MFAME  N-Methyl-N-D-fruktosylamfotericin B methylester  

MFS Proton motive force dependent-major facilitators  

mPEG α-Methoxypoly(ethylenglykol)    
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NCA N-Karboxyanhydrid    

NMR Nukleární magnetická rezonance    

NYS Nystatin    

PDR Pleiotropic drug resistance; mnohonásobná léková rezistence 
PEG Poly(ethylenglykol)    

PEG-b-p(AA) Blokové kopolymery poly(ethylenglykolu) a  
poly(aminokyselin) 

PEG-b-p(L-Asp) Blokový kopolymer poly(ethylenglykolu) a  
poly(L-asparagové kyseliny) 

PEG-b-p(L-Glu) Blokový kopolymer poly(ethylenglykolu) a 
 poly(L-glutamové kyseliny) 

PEG-b-p(L-Lys) Blokový kopolymer poly(ethylenglykolu) a  
poly(L-lysinu) 

 

PGE2 Prostaglandin E2    

PIC Polyion complex    

PrPSC Patologická izoforma prionového celulárního proteinu  

RES Retikuloendotelový systém    

RI Refractive index; index lomu    

RNA Ribonukleová kyselina    

THF Tetrahydrofuran    

TNF Tumor nekrotizující faktor    

TRIS 2-Amino-2-(hydroxymethyl)-propan-1,3-diol   

TS Thymdilátsyntáza    

TSE Transmisivní spongiformní encefalopatie   

UK Univerzita Karlova v Praze    

UMP Uridinmonofosfát    

UV/VIS Spektrofotometrie ultrafialové a viditelné oblasti   
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3. Úvod 

Příprava konjugátů s polymery je jednou z cest jak ovlivnit biodistribuci, 

farmakokinetiku a toxicitu biologicky aktivních látek. Mezi výhody, které přináší vazba na 

polymerní nosič, patří zvýšení odolnosti vázaných látek proti chemickým vlivům prostředí, 

ochrana před působením proteolytických enzymů, prodloužení biologického poločasu, 

snížení imunogenicity a schopnosti interakce s protilátkami imunitního systému. Tyto 

vlastnosti předurčují využití těchto konjugátů pro přípravu systémů s cílenou distribucí 

léčiv (tzv. drug delivery systémy). Problematika, zabývající se volbou vhodných polymerů, 

jejich modifikacemi a metodikou přípravy jejich konjugátů s léčivy a biologicky aktivními, 

látkami bývá souhrnně označována jako biokonjugace1. 

Polymery využívané pro  biokonjugaci musí splňovat řadu podmínek. Nesmí být 

toxické, nesmí vyvolávat interakce s imunitním systémem a musí být schopné eliminace 

z organismu. Pokud je léčivo vázáno k polymeru kovalentní vazbou, mělo by se jednat o 

biodegradabilní vazby, schopné uvolnit léčivo v aktivní formě2. V současné době je pro 

biokonjugaci využívána celá řada přírodních i syntetických polymerů. Velmi výraznou roli 

hrají biopolymery na bázi polysacharidů (např. dextran, arabinogalaktan, inulin, chitosan, 

karboxymethyldextran, hyaluronová kyselina), dále polymery odvozené od syntetických 

polyaminokyselin (poly(L-lysin), poly(L-aspartová kyselina), poly(α,β-N-(2-hydroxyethyl)-

D,L-aspartamid), poly(N-(2-hydroxyethyl)-L-glutamin) atd.) a řada dalších syntetických 

polymerů (např. poly(vinylalkohol), polyakryláty, poly(N-vinylpyrrolidin), 

poly(hydroxypropylakrylát). Využívány jsou také blokové kopolymery jako DIVEMA 

(blokový kopolymer poly(divinyletheru) a poly(maleinové kyseliny), či SMA (blokový 

kopolymer poly(maleinové kyseliny) a poly(styrenu)) 1,3. 

Jedním z nejčastěji používaných polymerů pro biokonjugaci je poly(ethylenglykol) 

(PEG). Je tomu tak pro jeho snadnou dostupnost, nízkou toxicitu, vysokou 

biokompatibilitu, rozpustnost ve vodě a většině organických rozpouštědel. Kovalentně 

vázaný PEG solubilizuje obtížně rozpustné molekuly, přenáší je přes buněčné membrány 

(mechanismem endocytózy) a pozitivně ovlivňuje jejich farmakokinetiku 3-7. 

Konjugace biologicky aktivní látky s poly(ethylenglykolem) je proces nazývaný 

PEGylace4,8. Bylo popsáno mnoho systémů léčivo-poly(ethylenglykol) včetně modifikace 

již používaných forem nosičů léčiv, jako jsou např. liposomy, nanočástice apod. Vzhledem 

k tomu, že poly(ethylenglykol) nevyvolává interakci se složkami imunitního systému, jeho 
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vazba na proteiny či oligonukleotidy snižuje imunogenní potenciál těchto látek. Toho se 

využívá k tzv. maskování biologicky aktivních substancí4-9. 

Naše pracovní skupina se zaměřila na konjugaci poly(ethylenglykolu) s látkami, 

které vykazují antimykotickou aktivitu. Farmakoterapie systémových mykóz představuje 

závažný, dosud nevyřešený problém. Současná paleta použitelných léčiv je poměrně chudá 

(některé z azolových derivátů, amfotericin B, kaspofungin a některé další látky s menším 

významem jako flucytosin nebo terbinafin)10. Žádné z těchto léčiv však nesplňuje 

představy o ideálním antimykotiku. Mezi hlavní problémy patří nedostatečně široké 

spektrum antimykotické aktivity a relativně vysoká toxicita projevující se mnoha 

závažnými vedlejšími účinky. K významným směrům tohoto výzkumu patří, kromě 

hledání nových strukturních typů antimykotik, i snaha o snížení toxicity a zlepšení 

farmakokinetického profilu již známých a používaných léčiv10,11. 

Významnou skupinu léčiv, používaných v terapii těžkých mykóz, představují 

polyenová antimykotika a z nich zejména amfotericin B, dosud nejúčinnější 

antimykotikum s nejširším spektrem účinku a nejmenším výskytem rezistencí. Vzhledem 

k minimální rozpustnosti amfotericinu B ve vodě a jeho značné akutní i chronické toxicitě 

(závažná je zejména nefrotoxicita) jsou využívány různé strategie ke zlepšení jeho 

vlastností, jako např. inkorporace do lipidových forem12,13. Teprve v poslední době se 

objevují pokusy o vyřešení tohoto problému vazbou na hydrofilní polymer. Předběžná 

studie ukázala, že ve vodě rozpustný konjugát amfotericinu B 

s methoxy(polyethylenglykolem) vykazoval při snížené toxicitě srovnatelnou účinnost14. 

Podobných výsledků bylo dosaženo u biodegradabilních konjugátů amfotericinu B 

s kopolymery poly(ethylenglykolu) a poly(α-L-aminokyselin)15 a také u konjugátů 

amfotericinu B s polysacharidy16. 

Příprava sofistikovaných systémů pro cílenou distribuci léčiv není jediným 

využitím poly(ethylenglykolu) v biomedicínských aplikacích. Různé typy kopolymerů 

poly(ethylenglykolu) nalézájí uplatnění například v tkáňovém inženýrství. Jejich schopnost 

vytvářet hydrogely je využívána při přípravě scaffoldů (podpůrné struktury umožňující růst 

buněk nově tvořené tkáně) a bioadhesiv17. Blokové kopolymery poly(ethylenglykolu) a 

poly(aminokyselin) mohou za vhodných podmínek zaujímat ve své polyamidové části 

složitější sekundární struktury např. šroubovici typu α-helix18. Tato vlastnost jim uděluje 

schopnost interagovat s dalšími chirálními sloučeninami. Takovéto kopolymery, schopné 
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vytvářet organizované chirální útvary, je možné využít při přípravě chirálních 

stacionárních fází pro HPLC nebo jako aditiv pro dělení racemických směsí krystalizací19. 
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4. Cíle práce 

Tato disertační práce byla zaměřena na přípravu polymerních nosičů pro systémy s 

cílenou distribucí léčiv. Pozornost byla věnována přípravě drug delivery systému pro 

polyenová antibiotika, zejména amfotericin B. Konjugace léčiva s hydrofilním polymerem 

měla vést ke zlepšení jeho rozpustnosti ve vodě a příznivě ovlivnit jeho toxikologický 

profil. Úkolem bylo připravit kovalentní pH–sensitivní konjugáty amfotericinu B a 

sledovat jejich stabilitu v modelových prostředích tlumivých roztoků, plazmy a krevního 

séra (in vitro). Dále měla být provedena toxikologická studie připravených derivátů in vivo. 

Pozornost měla být zaměřena zejména na stanovení akutní toxicity připravených 

konjugátů.  

Prvním úkolem byla příprava kovalentních konjugátů poly(ethylenglykolu) 

s amfotericinem B, které by ve své struktuře obsahovaly aromatické acidolabilní spojky 

polymer–léčivo, které by umožňovaly uvolnění léčiva v prostředí se sníženým pH. 

K zavedení takovýchto spojek bylo využito modifikace terminálních hydroxylových 

skupin poly(ethylenglykolu). 

K tomuto účelu byly zvoleny tři přístupy: 

1) tvorba nebiodegradabilní etherové vazby s 4-hydroxybenzaldehydem 

2) acylace koncových hydroxylových skupin polyethylenglykolu 

4−formylbenzoovou kyselinou 

3) acylace koncových aminoskupin α-methoxy-ω-aminopoly(ethylenglykolu) a 

α,ω-diaminopoly(ethylenglykolu) 4–formylbenzoovou kyselinou 

Cílem bylo vypracovat metodiku pro přípravu takto modifikovaných 

poy(ethylenglykolů) o molekulové hmotnosti 5 000, 6 000, 10 000 a 20 000. Takto 

připravené polymerní nosiče sloužily k přípravě kovalentních konjugátů 

s amfotericinem B, ve kterých byla molekula léčiva připojena prostřednictvím iminové 

vazby. 

Dalším cílem této disertační práce byla příprava blokových kopolymerů 

poly(ethyleglykolu) a poly(aminokyselin). Záměrem bylo přípravit blokové kopolymery 

poly(ethylenglykol)-blok-poly-(L-lysin) a poly(ethylenglykol)-blok-poly(L-glutamová) 

kyseliny. 

Blokový kopolymer poly(ethylenglykol)-blok-poly-(L-lysin) měl sloužit jako 

základ pro přípravu kovalentního konjugátu s amfotericinem B. Úkolem byla syntéza 
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pHsensitivního systému pro cílenou distribuci amfotericinu B a sledování jeho stability 

v modelových prostředích in vitro. Dále měla být provedena toxikologická studie 

připravených derivátů in vivo. Pozornost měla být zaměřena zejména na stanovení akutní 

toxicity připravených konjugátů.  

Dalším cílem této práce bylo studium fyzikálně-chemických vlastností blokových 

kopolymerů poly(ehtylenglykolu) a poly(aminokyselin). Cílem bylo studovat sekundární 

strukturu těchto blokových kopolymerů a sledovat vliv jejich přítomnosti na proces 

krystalizace racemických směsí aminokyselin. Opticky aktivní polymery lze využít jako 

aditiva, která jsou schopna ovlivnit rychlost krystalizace jednotlivých enantiomerů během 

krystalizace racemických směsí. Výsledkem je pak směs krystalů s převažujícím 

zastoupením jednoho z enantiomerů. Provedené pokusy měly za cíl ověřit možnost využití 

chirálního blokového koplymeru α-methoxypoly(ethylenglykol)-blok-poly(L-glutamové) 

kyseliny k tomuto účelu. Jako modelová racemická směs byl zvolen D,L-threonin. Úkolem 

krystalizačních pokusů bylo sledovat zastoupení jednotlivých enantiomerů ve vznikajících 

krystalech a krystalizačním roztoku. Dále byly studovány změny v morfologii vznikajících 

krystalů a kinetika krystalizace. Studium rozdílů v biologické aktivitě jednotlivých 

enantimomerů chirálních biologicky aktivních látek20,21 a vliv polymorfismu krystalických 

forem léčiv na jejich rozpustnost a biodostupnost jsou významnými směry ve farmacii22,23 

a studium těchto jevů je důležitou součástí vývoje nových účinných látek a lékových 

forem. 
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5. Teoretická část 

5.1 Poly(ehtylenglykol)  

Poly(ethylenglykol) (PEG) patří mezi nejvíce využívané polymery v oblasti 

přípravy systému pro cílenou distribuci léčiv. Splňuje všechny základní podmínky pro 

biokonjugaci s biologicky aktivními látkami – je netoxický, nevyvolává imunitní odpověď, 

je snadno vylučován z organismu, základní řetězec poly(ethylenglykolu) je jen velmi málo 

reaktivní. Toxicitu vykazují pouze poly(ethylenglykoly) s nízkou molekulovou hmotností 

(M < 400). Takovéto řetězce poly(ethylenglykolu) mohou bý in vivo degradovány 

alkoholdehydrogenázou na toxické metabolity. S rostoucí molekulovou hmotností 

polymeru toxicita klesá1-9. Organizací FDA byly poly(ethylenglykoly) schváleny pro 

širokou škálu biomedicínských aplikací. Jedná se o látky velmi dobře rozpustné ve vodě a 

v mnoha organických rozpouštědlech s výjimkou diethyletheru, diisopropyletheru, hexanu 

a ethylenglykolu. Díky jejich šroubovicovité struktuře dobře krystalizují z některých 

organických rozpouštědel (ethanol, propan-2-ol)4. Vodné roztoky mohou být snadno 

sterilizovány (filtrace, tepelná sterilizace). Koncové hydroxylové skupinu řetězce mohou 

být modifikovány tak, aby byly schopny kovalentní vazby s dalšímy ligandy4,24.  

Kromě poly(ethylenglykolu) se dvěma terminálními hydroxylovými skupinami 

(tzv. PEG) se pro přípravu biokonjugátů využívá i jeho monomethoxy derivát (tzv. 

mPEG). Oba typy jsou syntetizovány polymerací ethylenoxidu za použití nukleofilní 

katalýzy buď s hydroxidovým, nebo methoxidovým aniontem4. 

α−Methoxypoly(ethylenglykol) našel uplatnění např. při přípravě konjugátů s látkami 

bílkovinného charakteru, kde methylová skupina řetězce polymeru brání nežádoucímu 

síťování („cross link“) řetězců proteinů24. Kromě těchto dvou typů polymerů se v poslední 

době využívá i tzv. rozvětvených poly(ethylenglykolů), jejichž výhoda spočívá ve větším 

počtu reaktivních koncových hydroxylových skupin9.  

Nejběžnější komerčně dostupné poly(ethylenglykoly) mají molekulovou hmostnost 

od 500 – 100 000. V literatuře se můžeme setkat i s označením poly(ethylenoxid), 

poly(oxyethylen) nebo poly(oxiran). Poly(ethylenglykoly) o molekulové hmotnosti 200 až 

600 jsou viskózní kapaliny. Polymery o molekulové hmotnosti do 1000 jsou 

charakterizovány jako vosky, od vyšších molekulových hmotností je můžeme považovat za 

krystalické látky. Poly(ethylenoxidy) o velmi vysokých molekulových hmotnostech (1x106 
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a více)  nacházejí uplatnění ve farmaceutické technologii, kde slouží k přípravě hydrogelů 

a hydrofilních matrix pro tablety s prodlouženým uvolňováním25. 
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Schéma 1: a) poly(ethylenglykol); b) α-methoxypoly(ethylenglykol); c) rozvětvený řetězec 

poly(ethylenglykolu) 

Farmakokinetika poly(ethylenglykolu) po intravenózním podání silně závisí na jeho 

molekulové hmotnosti. Poly(ethylenglykoly) s molekulovou hmotností menší než 20 000 

snadno podléhají glomerulární filtraci a jsou rychle eliminovány ledvinami. S rostoucí 

molekulovou hmotností rychlost jejich vylučování do moči klesá a nejvíce se tento efekt 

projeví při překročení molekulové hmotnosti 30 0007,26. Takové poly(ethylenglykoly) jen 

obtížně podstupují glomerulární filtraci, jejich plazmatické poločasy se prodlužují, a kromě 

ledvin jsou vylučovány i stolicí. Navíc může být jejich molekulová hmotnost redukována 

enzymy (např. komplex P450, alkoholdehydrogenáza, aldehyddehydrogenáza). Rychlost 

těchto procesů je ovšem velmi nízká a tento mechanismus hraje při eliminaci 

poly(ethylenglykolů) z organismu podružnou roli9,26. 

5.2 Konjugáty poly(ethylenglykolu) a biologicky akt ivních látek 

Jak již bylo zmíněno, konjugáty léčiv s poly(ethylenglykolem) mají řadu 

výhodných vlastností. Z fyzikálně-chemického hlediska se jedná o zvýšení rozpustnosti 

léčiva ve vodě, což umožňuje dosažení vyšších koncentrací léčiva ve vodných roztocích, 

aniž by docházelo k tvorbě agregátů či precipitaci9. Prodloužení plazmatických poločasů 

léčiva je způsobeno zejména poklesem rychlosti eliminace léčiva ledvinami, ale také 

snížením míry jeho odstraňování prostřednictvím retikuloendotelového systému (RES)7-

9,26,27. 
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Další výhodou konjugace s poly(ethylenglykoly) je možnost využití cílené 

distribuce léčiva v organismu tzv. targetingu. V případě poly(ethylenglykolů) je využíváno 

„enhanced permeability and retention“ (EPR) efektu7-9,26. Tento jev vzniká na základě 

zvýšené propustnosti kapilár přítomných např. v zánětlivé tkáni, nebo v solidních 

tumorech. Tyto podmínky, v kombinaci s omezenou drenáží lymfatickými cestami, vedou 

ke kumulaci léčiva v postižené tkáni. V případě EPR efektu mluvíme o tzv. pasivním 

targetingu. Při tvorbě systému s cílenou distribuc léčiva lze využít i tzv. aktivní targeting. 

Příkladem je konjugát protinádorového léčiva karboplatiny s poly(ethylenglykolem) a 

kyselinou listovou28. Kyselina listová, jako důležitý kofaktor biosynthézy nukleových bází, 

je kumulována v biosynteticky aktivních tkáních, což vede k hromadění celého komplexu 

v místě účinku (např. tumor). Podobně lze využít např. i monoklonálních protilátek 

majících afinitu k nádorovým buňkám29. Další možností je využití acidolabilních vazeb 

mezi polymerem a molekulou léčiva. Takové vazby jsou v krevní plazmě za 

fyziologických podmínek stabilní a podléhají degradaci až v místech se sníženým pH, kde 

dojde k uvolnění léčiva30.  

5.2.1 Konjugáty s biomakromolekulami 

V poslední letech roste význam látek typu nízkomolekulárních frakcionovaných 

proteinů popř. oligonukleotidů ve farmakoterapii9. Většina těchto biologicky aktivní látek 

je z důvodu své relativně nízké molekulové hmotnosti z organismu rychle vylučována 

glomelurální filtrací a in vivo podléhají degradaci působením enzymů různých typů.  

Studie sledující vlastnosti vodných roztoků PEG ukázaly, že každá 

ethylenglykolová jednotka polymeru může být hydratována dvěma až třemi molekulami 

vody4. Tato vlastnost má za následek, že efektivní objem molekuly polymeru, který je 

rozhodující pro glomerulární filtraci, je výrazně vyšší, než je tomu u molekul proteinů. Za 

hraniční molekulovou hmotnost, při jejímž překročení již proteiny nepodléhají 

glomerulární filtraci, je považováno Mw = 70 000, což je přibližně molekulová hmotnost 

sérového albuminu26. V případě poly(etylenglykolů) pozorujeme výrazný pokles rychlosti 

glomerulární filtrace již u polymerů o molekulové hmotnosti zhruba 30 00031. Většina 

proteinů, které jsou využívány pro terapeutické účely, ma molekulovou hmotnost nižší než 

sérový albumin, a jsou proto snadno a rychle vylučovány ledvinami. Tento problém lze 

vyřešit právě konjugací s poly(ethylenglykoly). Tou dojde ke zvýšení molekulové 

hmotnosti a zvětšení objemu kojugátu do té míry, že dojde k výraznému zpomalení jeho 
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eliminace prostřednictvím glomerulární filtrace, a tím prodloužení plazmatického 

poločasu7-9. Tohoto efektu lze dosáhnout konjugací s větším množstvím polymerních 

řetězců o menší molekulové hmotnosti (1 000 – 2 000), nebo připojením jednoho či dvou 

řetězců poly(ethylenglykolu) o vyšších molekulových hmotnostech (30 000). 

Další výhodou přípravy konjugátů poly(ethylenglykolu) s biomakromolekulami je 

omezení interakcí se složkami imunitního systému. Konjugace s polymerem zabraňuje 

opsonizaci a omezuje tak vychytávání biomakromolekul prostřednictvím RES. Tohoto jevu 

je využíváno k maskování liposomů (tzv. stealth-liposomy), tvorbě nanočástic a 

polymerních micel (např. blokové kopolymery s α-L-aminokyselinami) 7-9,26,27,31,32.  

Proces přípravy kovalentních konjugátů biologicky aktivních látek s polymery 

můžeme rozdělit do dvou fází. První krok zahrnuje modifikaci polymerního nosiče 

zavedením reaktivních funkčních skupin. V případě poly(ethylenglykolu) se jedná o 

modifikaci koncových hydroxylových skupiny. Ty mohou být aktivovány přímo (příprava 

aktivovaných karbonátů), nebo jsou nejprve převedeny na jiné funkční skupiny (karboxyl, 

primární amin, aldehyd apod.). Další možností zavedení reaktivních center do molekuly 

polymeru je využití spojek polymer–léčivo. Jejich přítomnost nejenže umožňuje samotné 

připojení léčiva, ale zároveň může výrazně ovlivňovat stabilitu vazby léčiva na polymer a 

rychlost rozpadu konjugátu33. Příprava polymerního nosiče může zahrnovat i několik 

syntetických kroků. Výsledkem je aktivovaný polymer nesoucí reaktivní funkční skupiny.  

Dalším krokem přípravy polymerního drug delivery systému můžeme označit jako  

navázání („coupling“) léčiva (ligandu) na polymerní nosič. Povaha biologicky aktivních 

komponent konjugátů (bílkoviny, oligonukleotidy apod.) vyžaduje, aby reakční podmínky 

za nichž dochází k vazbě ligandu na polymerní nosič, byly natolik šetrné, aby během této 

chemické reakce nedocházelo ke změnám ve struktuře léčiva (biologicky aktivní látky), 

které by znemožnily jeho účinek (např. denaturace bílkovin). Na rozdíl od přípravy 

samotného polymerního nosiče je, v případě vazby léčiva, výhodné, aby se jednalo o 

jednostupňovou syntézu, po jejímž ukončení je možno vzniklý konjugát snadno izolovat. 

V roce 1977 poprvé použili pojem PEGylace Abuchowski et al. 34 pro kovalentní 

vazbu α-methoxy(polyethylenglykolu) s bovinním sérovým albuminem. K vazbě na 

molekuly methoxypoly(ethylenglykolu) byly využity zejména primární alifatické 

aminoskupiny přítomné v postranních řetězcích aminokyselin albuminu. U konjugátu byl 

pozorován delší plazmatický poločas a snížená schopnost interagovat se složkami 

imunitního systému7,34. 
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Primární aminoskupiny, přítomné ve struktuře biologicky aktivních látek, patří 

mezi nejvyužívanější funkční skupiny pro připojení poly(ethylenglykolového) řetězce. 

Jedním z možných přístupů je alkylace těchto skupin7,8,35. Tato metoda vede ke vzniku 

vysoce stabilních sekundárních aminů. K tomuto účelu byly používány 

poly(ethylenglykoly), jejichž koncové hydroxyly byly aktivovány přeměnou na tosylát či 

tresylát. Nevýhodou této metody je nízká selektivita elektrofilu (aktivovaného 

poly(ethylenglykolu)) 26,36,37. Tento jev je nežádoucí zejména při pegylaci proteinů, kdy je 

výsledným produktem alkylace těžko charakterizovatelná směs izomerů. Z historického 

hlediska je tento typ konjugtů řazen do tzv. „první generace“8,36,37. Do této katogorie 

řadíme i konjugáty při jejichž přípravě je využito aktivace poly(ethylenglykolu) 

trichlorotriazinem. Takto aktivovaný polymer je schopen podstupovat susbtituční reakce 

s řadou nuklefilů (např. s aminy, hydroxyly a thioly přítomných ve struktuře 

aminokyselin). Vyšší selektivitu vůči aminoskupinám vykazuje 2,4-

bis(polyethylenglykol)-6-chlorotriazin (PEG2-chlorotriazine). Pro svou toxicitu již nejsou 

poly(ethylenglykoly) modifikované takovýmto způsobem používány8. 

Ke konjugátům první generace řadíme i takové, které využívají pro vazbu na ligand 

amidickou či karbamátovou vazbu. V případě přípravy konjugátů typu karbamátu je 

poly(ethylenglykol) nutné nejprve převést na asymetrický diester kyseliny uhličité. Ten 

obsahuje dobře odstupující skupinu (např. HOSu, HOBt, p-nitrofenol, 2,3,5-trichlorfenol, 

imidazol apod.), která je během couplingu nahrazena primární aminoskupinou za vzniku 

karbamátu7,8,26,36,37. 

Pro přípravu konjugátů, využívajících amidickou vazbu pro spojení molekuly 

polymeru a lignadu, je nutné nejprve zavést do struktury poly(ethylenglykolu) 

karboxylovou funkci. Toho lze docílit buď oxidací koncových hydroxylů, přípravou etheru 

s ω-halogen karboxylovou kyselinou, nebo acylací cyklickým anhydridem dikarboxylové 

kyseliny. Volný karboxyl je poté aktivován, například esterifikací s HOSu36
. 

Typickým představitelem tzv. „druhé generace“ pegylovaných biologicky aktivních 

látek jsou konjugáty s poly(ethylenglykol)propionaldehydem35. Tato metoda využívá 

proces reduktivní aminace, kdy nejprve dochází ke vzniku iminové vazby mezi primární 

aminoskupinou ligandu a aldehydem polymeru. Tato vazba je následně redukována za 

vzniku sekundárního aminu. Výhodou tohoto postupu je vyšší selektivita reakce zejména 

vůči terminálním aminoskupinám peptidových řetězců. Tím dochází ke vzniku menšího 

počtu izomerů při přípravě pegylovaných proteinů8,35,37. Nicméně i tato metoda vede ke 
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vzniku permanentně pegylovaných molekul ligandu, které se jen obtížně uvolňují z vazby 

na polymer.  

Výše zmíněné metody jsou široce využívány pro přípravu konjugátů 

poly(ethylenglykolu) s látkami vysokomolekulárního charakteru (nejčastěji peptidy, 

proteiny oligonukleotidy apod.) a mají za cíl modifikovat strukturu těchto látek tak, aby 

nebyly zasaženy jejich specifické struktury, které jsou nositeli jejich biologické aktivity. 

Výhody, které pegylace přináší, byly důvodem pro přípravu konjugátů PEGu a řady 

dalších léčiv ze skupiny hormonů, (erythropoetin, somatotropin9 (Somavert®), apod), 

enzymů (L-asparaginasa7 (Oncaspar®), streptokinasa, superoxiddismutasa9) a cytokinů 

(PEG-fligrastim7 Neulasta®, interferon (Peg-intron®)9. 

5.2.2 Konjugáty s léčivy charakteru nízkomolekulárních organických 

látek 

Základním předpokladem pro vytvoření účinného systému s cílenou distibucí léčiva 

je znalost farmakodynamiky a farmakokinetky aktivní komponenty včetně pochopení 

vztahu struktura – účinek. Na základě těchto informací je možné zvolit jak vhodný 

polymerní nosič, s ohledem na jeho chemické a fyzikální vlastnosti (rozpustnost ve vodě, 

přítomnost funkčních skupin, molekulová hmotnost), tak charakter chemické vazby 

spojující ligand s molekulou polymeru. Druh této chemické vazby určuje stabilitu 

konjugátu nejen během jeho přípravy, izolace, popř. formulace léčivého přípravku, ale 

zejména během interakce s organismem. Charakter této vazby determinuje rychlost 

uvolnění léčiva z konjugátu, čímž ovlivňuje rychlost nástupu a délku trvání jeho účinku. 

Uvolnění léčiva z konjugátu se může projevit i negativně např. výskytem vedlejších 

nežádoucích účinků, které byly předtím potlačeny biokonjugací (např. alergická reakce). 

Vlastnosti vazby mohou ovlivnit i místo (přítomnost specifických enzymů) nebo podmínky 

rozpadu konjugátu (snížené pH) a umožňují tak cílenou distribuci léčiva (targeting)1-9. 

V literatuře nalezneme řadu příkladů konjugátů poly(ethylenglykolu) s 

nízkomolekulárními léčivy, například ze skupiny nesteroidních antiflogistik: PEG–

indometacin38,39, PEG–ibuprofen39, PEG–ketoprofen40. Dalším příkladem je konjugát 

poly(ethylenglykolu) s opiátovým analgetikem oxykodonem41 nebo antivirotikem 

aciklovirem42. 

Příprava biokonjugátu s nízkomolekulárními léčivy nalezla nejširší uplatnění 

zejména v oblasti protinádorových léčiv (kamptothecin, cis-platina, adriamycin, 
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doxorubicin, daunorubicin, paklitaxel, podophyllotoxin)3,7-9. Nejčastěji jsou tyto kojnugáty 

využívány jako makromolekární proléčivo, skládající se z polymerního nosiče a 

nízkomolekulárního ligandu – léčiva. K dosažení farmakodynamického efektu je často 

nutné, aby došlo k uvolnění léčiva z vazby na polymer. Tento děj by měl probíhat 

postupně, ideálně za specifických podmínek, které panují v místě účinku. K tomuto účelu 

byla v poslední době vyvinuta řada konjugátů, které obsahují různé typy biodegradabilních 

kovaletních vazeb, schopných podstupovat enzymatické nebo hydrolytické štěpení (vazba 

esterová, amidová, karbonáty, karbamáty)3,7-9,36. Jednou z možností, jak umožnit degradaci 

vazby polymer – léčivo, je využití acidolabilních spojek, které snadno hydrolyzují 

v kyselém prostředí (např. lyzozom), ale jsou stálé při pH blízkém 7 (plazma pH ≈ 7,4). Při 

přípravě pH-senzitivních derivátů doxorubicinu a daunorubicinu bylo jako acidolabilní 

spojky využito cis-akonitylamidu popř. struktur obsahujících hydrazonovou vazbu43,44. 

Podobně bylo využito i spojek obsahujících acetalovou nebo iminovou vazbu30. 

Kromě využití jednoduchých amidických či esterových vazeb, byly vyvinuty i 

sofistikované systémy, které umožňují řízené uvolnění léčiva z kovalentní vazby v 

konjugátu. Tyto systémy často využívají různých typů spojek („linkerů a spacerů“), které 

využívají kaskádu reakcí vedoucích k přerušení vazby léčiva na polymer. Mezi takovéto 

systémy patří například konjugáty využívající k uvolnění léčiva princip benzylové 

eliminace nebo laktonizace7,15.  

Greenwald et al. 7,15 využili těchto principů k přípravě drug delivery systémů pro 

řadu nízkomolekulárních léčiv, včetně amfotericinu B. V případě systémů, využívajících k 

uvolnění léčiva mechanismus benzylové eliminace, je k připojení ligandu k polymernímu 

nosiči využito karamátové vazby, na jejíž tvorbě se podílí primární aminoskupina léčiva. 

Jako linker je využita molekula p-hydroxybenzylalkoholu. Prvním, rychlost určujícím 

krokem rozpadu konjugátu, je enzymatická reakce, kdy působením krevních hydroláz 

dochází ke štěpení vazby mezi spojkou a PEGem. Primárně vzniklé proléčivo 

(spojka−AmB) následně podléhá 1,6-benzylové eliminaci za vzniku chinonmethidu a 

AmB−karbamátu. Chinonmethid se potom rychle hydratuje a AmB−karbamát se rozpadá 

na oxid uhličitý a volný AmB 7,15,45(Schéma 2). 
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Schéma 2. 

Rovněž metoda uvolnění léčiva, využívající „trimethyl lock laktonizaci“, nalezla 

při přípravě konjugátů poly(ethylenglykolu) s nízkomolekulárními léčiva široké uplatnění7. 

Tento postup byl využit např. při přípravě drug delivery systémů pro cytostatika 

daunorubicin a cytarabin. Tato léčiva obsahují ve své struktuře primární aminoskupiny, 

které jsou schopny tvořit amidové vazby s karboxylovou skupinou spojky („spaceru“). Po 

uvolnění proléčiva (tvořeného spacerem a léčivem) z konjugátu dochází k cyklizační 

reakci, jejímž výsledkem je rozpad amidické vazby a uvolnění léčiva (Schéma 3). 
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Schéma 3. 

V roce 2001 publikovali Sedlák et al. konjugát amfotericinu B, ve kterém je 50 

mol% AmB vázáno kovalentně karbamátovou vazbou na methoxypoly(ethylenglykol) 

(mPEG) a zbylých 50 mol% je vázáno nekovalentně14. Konjugát vykazoval in vitro 

podobné spektrum antimykotické účinnosti jako liposomální a deoxycholátové formy 
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AmB, ale až desetkrát výhodnější poměr antifungální aktivity a akutní toxicity (LD50) na 

myši, ve srovnání s klasickou klinicky používanou deoxycholátovou formou AmB. 

5.3 Blokové kopolymery poly(ethylenglykolu) a 

poly(aminokyselin) 

Blokové kopolymery pol(ethylenglykolu) a poly(aminokyselin) hrají výraznou 

úlohu v oblasti vývoje materiálů pro biomedicínské aplikace. Jejich amfifilní vlastnosti 

jsou široce využívány při přípravě micel pro systémy s cílenou distribucí léčiv46-48. Další 

velice významnou oblastí jejich využití je tkáňové inženýrství, kde je využíváno jejich 

schopnosti tvořit hydrogely49. Takovéto materiály jsou využívány k tvorbě scaffoldů – 

umělých struktur nahrazujících extracelulární matrix podporující růst buněk a tvorbu nové 

tkáně. Řetězce polyaminokyselin, které jsou součástí těchto blokových kopolymerů, jsou 

schopny zaujímat i složitější prostorové uspořádání. Za vhodných podmínek jsou tyto 

řetězce schopny přecházet z konformace náhodného klubka do organizovanějších struktur 

typu α-helix či β-skládaného listu. Tím dávají vzniknout dalšímu prvku chirality 

v systému, čehož lze využít například pro dělení racemických směsí.  

Základní přístup k přípravě řetězců polyaminominokyselin využívá postup „ring 

opening“ polymerace N-karboxyanhydridů α-aminokyselin (NCA)50-52. Jedná se o 

sloučeniny, u nichž je zároveň docíleno ochránění primární α-aminoskupiny a aktivace 

karboxylu51. V obou případech jsou nově vznikající vazby vysoce reaktivní a celkově se 

tedy jedná o poměrně nestálé sloučeniny. Nejčastěji jsou připravovány reakcí aminokyselin 

s fosgenem (nebo látkami sloužícími jako jeho prekurzory – difosgen, trifosgen) v 

polárních aprotických rozpouštědlech (ethylacetát, THF, DMF, dioxan) za vyloučení 

vzdušné vlhkosti50-52. V případě, že se ve struktuře aminokyseliny nacházejí, kromě 

karboxylu a α-aminoskupiny, i další funkční skupiny (např. lysin, threonin, serin či 

asparagová a glutamová kyselina) je nutno tyto skupiny chránit. K tomuto účelu se využívá 

běžných chránících skupin používaných při syntéze peptidů (Boc, benzyloxykarbonyl, 

benzyl apod.)50-55. 

Polymerace N-karboxyanhydridů může být iniciována nukleofily, popř. bázemi. 

Nejčastěji jsou využívány primární aminy a alkoxidy52. Způsob iniciace polymerace je 

závislý na poměru mezi nukleofilitou a bazicitou iniciátoru. Primární aminy, u nichž 

převládá nukleofilní charakter, jsou k tomuto účelu využívány nejčastěji.  
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V literatuře jsou rozlišovány dva základní mechanismy průběhu polymerace N-

karboxyanhydridů. Prvním z nich je „aminový“ nebo též „karbamátový“ mechanismus52. 

Uplatňuje se zejména v případě, že nukleofilní charakter iniciátoru výrazně převyšuje jeho 

bazicitu. Tento mechanismus předpokládá nukleofilní atak v pozici „5“ 

N	karboxanhydridového kruhu. Dochází k otevření pětičlenného kruhu anhydridu. Po 

dekarboxylaci vznikajícího karbamátu dochází k uvolnění α-aminoskupiny původní 

aminokyseliny, která se může podílet na propagaci polymerace (Schéma 4)52. 
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Schéma 4. 

Druhý mechanismus, který bývá v literatuře zmiňován, zahrnuje vznik 

aktivovaného monomeru během iniciace (Schéma 5.)52. Tento mechanismus připadá v 

úvahu při použití silně bazických iniciátrů (alkoxidy, terciární aminy). Ty jsou schopné 

deprotonovat sekundární dusík v cyklu N-karboxyanhydridu, čímž dochází ke vzniku 

nukleofilní částice, která je schopna atakovat další molekulu NCA. V případě tohoto 

mechanismu může probíhat propagace polymerce oběma možnými mechanismy. To vede 

ke vzniku směsí polyamidů se širokou distribucí molekulových hmotností.  
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V případě přípravy blokových kopolymerů polyaminokyselin a 

poly(ethylenglykolu) je jako iniciátoru běžně používáno PEGu, jehož koncové 

hydroxylové skupiny jsou nahrazeny primárními aminoskupinami. Ty slouží jako iniciátor 

polymerace. V literatuře nalezneme mnoho příkladů syntéz blokových polymerů PEGu s 

různými typy polyaminokyseli (PEG-polylysin, PEG-polyglutamát, PEG-polyaspartát 

atd.)53,54,56-60. Polymerace je nejčastěji prováděna v polárních aprotických rozpouštědlech 

(DMF, acetoniril, dioxan) za mírných podmínek (40 - 60 °C) s vyloučením vzdušné 

vlhkosti. 

5.3.1 Konjugáty blokových kopolymerů poly(ethylenglykolu) a 

poly(aminokyselin) s biologicky aktivními láktami 

Blokové kopolymery poly(ethylenglykolu) s poly(aminokyselinami), PEG-b-

p(AA), jsou často používané nosiče léčiv v  systémech s cílenou distribucí46,61. Jejich 

výhodou je nízká toxicita a biodegrabilita. Ta část kopolymeru, která je tvořena 

polyamidovým řetězcem, podléhá v organismu enzymatickému štěpení, jehož produktem 

jsou aminokyseliny46. Díky svým amfifilním vlastnostem jsou PEG-b-p(AA) schopny 

tvořit polymerní micely, čehož se široce využívá při formulaci nejrůznějších typů 

transportních systémů hydrofódních nebo vysoce toxických léčiv47. Takovéto polymerní 

micely napodobují svojí funkcí a strukturou organismu vlastní transportní systémy. 

Hydrofilní obal, tvořený řetězci poly(ethylenglykolu), zabraňuje interakcím se strukturami 

imunitního systému, čímž prodlužuje plazmatické poločasy těchto částic. Malá velikost 
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těchto micelárních útvarů (≈100 nm) snižuje možnost vychytávání retikuloendotelovým 

systémem a zároveň usnadňuje prostup micel z kapilárního řečiště do tkání, kde může 

docházet k jejich kumulaci (EPR efekt). Amfifilní charakter micel rovněž napomáhá 

interakcím s plazmatickými membránami buněk organismu, což hraje roli při prostupu 

molekul léčiv do nitra buněk, popř. subcelulárních struktur48,62. 

Hydrofóbní jádro, tvořené řetězci polyaminokyselin, funguje jako nosič molekul 

hydrofóbních léčiv. V případě, že se v postranních řetězcích aminokyselin nacházejí 

vhodné funkční skupiny (aminoskupina, hydroxylová skupina, karboxyl), lze jich využít 

k tvorbě kovalentích biodegradabilní vazeb s molekulou léčiva. Další možností modifikace 

těchto skupin je jejich hydrofobizace (např. příprava amidů či esterů mastných kyselin). 

Takováto změna vede ke zvýšení lipofility jádra micely, což ovlivňuje jak stabilitu 

micelárního útvaru, tak množství léčiva, jež je micela schopna nést56,57,63-65. Pro tvorbu 

micel, schopných enkapsulovat molekuly hydrofobních léčiv, byly rovněž použity PEG-b-

p(L-Asp) a PEG-b-p(L-Glu), jejichž karboxylové skupiny v postranním řetězci byly 

modifikovány benzylesterem53. Jako léčiva byly v tomto případě použity indometacin38 a 

doxorubicin. Konjugáty doxorubicinu vykazovaly podobnou aktivitu jako samotné 

léčivo54. 

Přítomnost funkčních skupin v postranních řetězcích polyaminokyselin umožňuje 

připojení léčiva prostřednictvím biodegradabilních kovalentních vazeb. Této vlastnosti 

bylo využito například při přípravě konjugátu PEG-b-p(L-Asp) s adriamycinem58,66. 

V takovém případě můžeme konjugát považovat za proléčivo, které uvolňuje aktivní látku 

až po hydrolytickém rozštěpení vazby léčivo – polymer.  

Dalším možným využitím PEG-b-p(L-AA) je tvorba micel na základě tzv.“polyion 

komplexu“ (PIC)59. Jako příklad lze uvést komplexy negativně nabitého kopolymeru PEG-

b-p(L-Asp) a kladně nabitého PEG-b-p(L-Lys). Těchto vlastností lze využít i k interakci 

PEG-b-p(L-AA) s molekulou léčiva, jako v případě komplexu PEG-b-p(L-Lys) 

s oligonukleotidy60. 

5.3.2 Studium vlivu chirálních polymerů na kinetiku krystalizace 

racemických směsí aminokyselin 

V posledních dvaceti letech neustále roste podíl léčiv, které jako účinné látky 

využívají čisté enantiomery20,67. Příprava aktivních substancí ve formě čistých enantiomerů 

a sledování rozdílů v jejich interakcích s organismem se stala běžnou součástí 
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preklinických studií nově zaváděných léčiv. Proto má hledání nových efektivních metod, 

umožňujících přípravu biologicky aktivních látek ve formě čistých enantiomerů, popř. 

metod schopných dělit racemické směsi těchto látek, velký význam pro rozvoj 

bioorganické a farmaceutické chemie. 

Opticky aktivní polymery, přírodní i syntetické, jsou nepřetržitě v centru pozornosti 

a nacházejí široké uplatnění jako katalyzátory stereoselektivních syntéz, či jako materiál 

pro přípravu stacionárních fází chirálních kolon pro HPLC19,58-61. Opticky aktivních 

polymerů lze rovněž využít jako aditiv, která jsou schopna ovlivnit rychlost krystalizace 

jednotlivých enantiomerů během krystalizace konglomerátů a racemických směsí68,69. 

Mastai et al.70 prokázali vliv přítomnosti blokového kopolymeru poly(ethylenglykolu) a 

poly(ethyleniminu), který nesl opticky aktivní ligandy, na rychlost krystalizace 

jednotlivých forem tetrahydrátu vínanu vápenatého. Tato studie prokázala, že přítomnost 

vhodného chirálního polymeru může zpomalit rychlost vzniku jedné z forem opticky 

čistých krystalů vínanu. Efekt přítomnosti opticky aktivního polymeru na rychlost 

krystalizace jednotlivých forem krystalů je vysvětlován na základě interakce mezi chirální 

strukturou polymeru a povrchy krystalů. Předpokládá se, že dochází k adsorpci polymeru 

na povrch krystalu, což vede k ovlivnění rychlosti jeho růstu. Je známo, že opticky aktivní 

polymery se vyznačují vysokou účiností při dělení racemických směsí, což je 

pravděpodobně způsobeno jejich schopností tvořit složité, ale pravidelně uspořádané 

chirální struktury. Nedávno Cölfen et. al71 popsali syntézu a sekundární strukturu série 

hydrofilních blokových kopolymerů poly(ethylenglykolu) s krátkými řetězci 

poly(aminokyselin). Bylo prokázáno, že sekundární strukturu peptidových segmentů těchto 

kopolymerů je možné ovlivnit teplotou a hodnotou pH. Tyto parametry ovlivňují poměr 

zastoupení řetezců, které se nacházejí v nepravidleném uspořádání náhodného klubka a 

těmi, které zaujímají α-helikální konformaci. V současné době je pozornost věnována 

možnosti využití takovýchto polymerů jako aditiv umožňujících dělení racemátů a 

racemických směsí krystalizací. 

5.4 Antimykotika 

V průběhu posledních několika desetiletí významně vzrostla incidence a prevalence 

těžkých systémových mykotických onemocnění. Závažné život ohrožující mykotické 

infekce se týkají zejména pacientů oslabených, s nefunkčními nebo narušenými obrannými 

mechanismy (např. vlivem leukémie, AIDS, podávání cytostatik, imunosupresiv, 
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širokospektrých antibiotik a antibakteriálních chemoterapeutik). Další rizika přináší 

paradoxně sám pokrok medicíny. Rozvoj transplantační chirurgie, používání dlouhodobých 

a trvalých protéz, infuzních kanyl, katetrizace apod. způsobuje poškození přirozených 

tělesných bariér a umožňuje mikroorganismům průnik do krevního řečiště. Tyto faktory 

značně rozšiřují počet pacientů vnímavých k vážným mykotickým infekcím.72-76 

Nejčastějšími původci systémových mykóz ze skupiny kvasinek jsou zástupci rodu 

Candida. Infekce způsobené kvasinkou Candida albicans jsou nejčastější nozokomiální 

infekcí a čtvrtou nejčastější infekcí krevního oběhu pacientů na jednotkách intenzivní 

péče77-80. V posledních letech se rozšířily i non-albicans druhy, jako C.tropicalis, C. 

glabrata, C. parapsilosis, C. krusei72,81,82. Nejčastějšími rizikovými faktory, pro rozvinutí 

onemocnění, jsou léčba širokospektrými antibiotiky, imunosupresivními léky, dále 

popáleniny, imunodeficience pacienta, katetrizace aj. Klinické příznaky jsou velmi 

různorodé a nespecifické. Může se vyskytovat kandidúrie, kandidémie, sepse, aj.77 

Úmrtnost pacientů na kandidózy je 20 – 40 % 81.  

Dalším závažným infekčím onemocněním způsobeným kavasinkami je 

kryptokokóza. Jde o závažné systémové onemocnění, které je způsobené kvasinkou 

Cryptococcus neoformans. Jejím zdrojem je nejčastěji holubí trus. Onemocnění má často 

asymptomatický průběh, vyskytuje se hlavně u imunoalterovaných pacientů. Nejčastěji se 

setkáme s kryptokokovou meningitidou, méně často s kožní a plicní formou83. 

Z dalších zástupců kvasinek, způsobujících závažné systémové mykotické 

infenkce, lze uvést druhy Trichosporon asachii, Saccharomyces cerevisiae, a dále 

příslušníky rodů Rhodotorula a Blastoschizomyces74. 

Dalšími závažnými onemocněními způsobenými patogenními houbami jsou 

aspergilózy. Jedná se o onemocnění způsobená vláknitými houbami rodu Aspergillus, 

zejména druhy A. fumigatus, A. flavus, A. niger84. Nejčastěji se jedná o nozokomiální 

infekce vyskytující se u imunoalterovaných pacientů. Výrazně ohrožují život pacientů po 

transplantacích, po podávání imunosupresivních léků, po polytraumatech aj. Rizikovým 

faktorem je zvýšená kontaminace vzduchu spórami, které se do těla dostávají inhalací, 

nebo kontaktem v místě traumatu. Aspergily vyvolávají zejména onemocnění plic 

(pulmonální aspergilózu), vzácně aspergilom a někdy i endokarditidu85. Úmrtnost pacientů 

na aspergilózy je 50 – 90 %58. 

Zygomykózy (mukormykózy) jsou akutní, život ohrožující mykotické infekce, 

které postihují především imunoalterované pacienty. Původci mukormykóz jsou běžně se 
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vyskytující vláknité houby třídy Zygomycetes, řádu Mucorales, nejčastější rody Rhizopus, 

Absidia, Mucor a Rhizomucor. Nejčastější formy jsou rhino–orbito–cerebrální 

(nekrotizující ložiska v obličejových dutinách a na patře, šířící se do mozku), plicní, 

gastrointestinální, kožní a diseminovaná. Mukormykózy mají velmi špatnou prognózu. I 

přes intenzivní péči umírá téměř 100 % pacientů, v závislosti na formě mukormykózy a na 

pacientově primární chorobě86-88. 

Farmakoterapie systémových mykóz představuje dosud nevyřešený problém. 

K dispozici jsou pouze některé azolové preparáty (itrakonazol, flukonazol, vorikonazol, 

posakonazol, pramikonazol, ravukonazol63, isavukonazole89), polyenová antibiotika 

(amfotericin B a v poslední době i liposomální forma nystatinu), flucytosin a kaspofungin, 

zástupce nové skupiny echinokandinových antimykotik89-95. Žádné z těchto léčiv ale 

nesplňuje představy o ideálním antimykotiku, a proto trvá snaha hledat nové strukturní 

typy antimykotik, nebo snížit toxicitu a zlepšit farmakokinetiku již známých léčiv. 

5.4.1 Azolové deriváty 

Azolové deriváty jsou jednou z nejvýznamnějších skupin antifungálních léčiv. 

Zahrnují antimykotika imidazolového typu (mikonazol, klotrimazol), která našla uplatnění 

při léčbě topických mykóz. Jediným zástupcem antimykotik imidazolového typu, který 

byl používán i při terapii systémových mykóz, je ketokonazol. Ani ten se však již v této 

indikaci nepoužívá, protože byl překonán novou generací antimykotik77 – triazolovými 

deriváty. Nejvýznamnějšími zástupci této skupiny léčiv jsou itrakonazol, flukonazol, 

vorikonazol, posakonazol, pramikonazol, ravukonazol, isavukonazol89. Jedná se o látky se 

širokým spektrem antifungální aktivity vhodné pro systémové podání. Aplikovat je lze 

jak, perorálně tak intravenózně.  

Mechanismus účinků azolových antimykotik je založen na inhibici biosyntézy 

ergosterolu, který je významnou součástí buněčných membrán hub. Podobně jako 

cholesterol v membránách savčích buněk je ergosterol důležitý pro udržení integrity 

membrán, podílí se na zachování jejich fluidního charakteru a v neposlední řadě se podílí 

na regulaci jejich růstu a proliferaci. Inhibice probíhá vazbou molekuly léčiva na 

cytochrom P450 dependentní 14α-demethylázu74. Tento enzym se účastní demethylace 

lanosterolu na další prekurzor ergosterolu – zymosterol. Azolová antimykotika se 

prostřednictvím svého triazolového jádra vážou na železnaté kationty obsažené v hemu 

cytochromu P450. Azolová antimykotika se vyznačují skříženou afinitou vůči savčím 
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cytochrom dependentním enzymům. I když je jejich aktivita vůči savčím enzymům 

několikanásobně nižší, má tento jev za následek toxicitu těchto léčiv a podílí se také na 

vzniku lékových interakcí96. 

Na vzniku resistence vůči azolovovým antimykotikům se podílí několi 

mechanismů. Ty zahrnují modifikace lanosterol demethylázy, popř. dalších enzymů 

podílejících se na biosynthéze ergosterolu. Nositelem informace o struktuře lanosterol 

demethylázy je gen označovaný jako ERG11, jehož mutace může vyvolat změny ve 

struktuře enzymu, které vedou ke snížení afinity azolů k němu. Stejně tak zvýšená exprese 

genu ERG11 a tím vyšší produkce lanosterol demethylázy v buňce může snižovat účinek 

azolových antimykotik97-99. Dále se na vzniku resitence proti azolovým derivátů podílejí 

mechanismy, které vedou ke vzniku tzv. „multiple drug resistance“ (MDR)100,101. Tyto 

mechanismy jsou založeny na přítomnosti membránových přenašečů schopných snižovat 

koncetraci léčiva v buňce. Nacházíme je v řadě typů prokaryotických102 a eukaryotických 

buněk včetně buněk savčích103. V případě kvasinek jsou označovány jako "pleiotropic 

drug resistance" (PDR)97.  Jedná se o přenašeče patřící do dvou skupin – „ATP-binding 

cassette transporters“(ABC) a „proton motive force dependent-major facilitators" (MFS). 

ABC proteiny jsou rozsáhlá skupina přenašečů, podílející se na aktivním transportu řady 

strukturně odlišných látek (proteiny, peptidy, amino kyseliny, cukry, ionty, antibiotika) 

přes membránu buněk. Energie pro tento děj je získávána hydrolýzou ATP97,104. MFS 

proteiny využívají pro eliminaci xenobiotik z buňky proton-antiportu a vyskytují se v řadě 

prokaryotických a eukaryotických buněk105,106. Zvýšená aktivita těchto transportních 

systémů vede ke snížení koncentrace antimykotika v buňce a poklesu jeho účinnosti.97,107 

Flukonazol a itrakonazol jsou aktivní vůči C. albicans, C. parapsilosos, C. 

tropicalis a C. glabrata. Resistentní vůči fluconazolu je C. krusei78. Profylaktické 

dlouhodobé podávání flukonazolu a itrakonazolu, např. u HIV pozitivních pacientů, může 

vést ke vzniku resistence u C. albicans108,109. Většina kmenů resitentních na flukonazol 

vykazuje skříženou resistenaci na intrakonazol108. Na rozdíl od itrakonazolu nevykazuje 

flukonazol aktivitu vůči rodu Aspergilus74. Flukonazol se dobře vstřebává po perorálním 

podání. Samotný itrakonazol se po p.o. podání vstřebává jen v malém množství. Lepších 

výsledků je dosaženo, podává-li se ve formě perorální suspenze77,110. Průnik přes 

hematoencefalickou bariéru je vyšší u flukonazolu, itrakonazol proniká jen velmi málo. 

Flukonazol je primárně eliminován především ledvinami, na rozdíl od itrakonazolu, který 

je metabolizován v játrech a v moči jsou přítomna pouhá 2 % nemetabolizovaného 
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itrakonazolu111. Z lékových interakcí jsou významné ty, které souvisí se skříženou afinitou 

azolů vůči savčím CYP enzymům. Pokud je itrakonazol podáván ve formě tobolek 

ovlivňuje jeho absorbci pH. Pro rychle rozpouštění této lékové formy je nutné udržovat 

žaludeční pH 1-4. Současné podávání antacid, H2-antihistaminik či blokátorů protonové 

pumpy může výrazně snížit absorbci itraconazolu. Tomu lze předejít využitím jiných 

lékových forem, např. perorální suspenze. Absorbce flukonazolu po perorálním podání 

není závislá na pH111,112.  

Vorikonazol je nový triazolový derivát. Má široké spektrum aktivity, je účinný 

proti kvasinkám rodu Candida, včetně Candida krusei. Ve srovnání s itrakonazolem 

vykazuje vyšší aktivitu vůči druhům rodu Aspergillus112 a dalším plísním, např. rodu 

Fusarium. Vorikonazol se výborně vstřebává po perorálním podání a dobře prostupuje 

hematoencefalickou bariérou. Je metabolizovám játry, v moči je přítomno pouze 1 % 

nemetabolizovaného léčiva. Podobně jako u flukonazlu není absorbce po perorálním 

podání závislá na pH112.  

Mezi další nadějné triazolové deriváty, které se momentálně nacházejích v různých 

stupních klinického zkoušení, patří posakonazol, albakonazol a ravukonazol77,89. 

5.4.2 Fluoropyrimidiny 

Jediným zástupcem této skupiny, který je využíván pro léčbu systémových 

mykotických onemocnění je 5-fluorocytosin (5-FC). Pro dosažení fungistatického účinky 

je nutná jeho transformace na 5-fluorouracil (5-FU) . Pro tento proces je nezbytná 

přítomnost enzymu cytosindeaminázy v buňce patogenu97,113,114. Druhy nedisponující tímto 

enzymen jsou vůči 5-fluorocytosinu resistentní. 5-(FU) je přeměněn enzymen UMP-

pyrofosfatázou na 5-fluorouridin-5´-monofosfát (5-FUMP). Následná fosforylace dává 

vzniknout 5-fluorouridin-5´-trifosfátu (5-FUTP), který je zabudován do struktury RNA a 

jeho přítomnost blokuje biosynthézu bílkovin citlivých kmenů. Druhý směr transformace 

5-FU vede ve dvou krocích k tvorbě 5-fluoro-2´-deoxyuridin-5´-monofosfátu (5-FdUMP). 

Ten nahrazuje přirozený substrát (2´-deoxyuridin-5´-monofosfát – dUMP) enzymu 

thymidylátsyntázy (TS) a tvoří s enzymem a kyselinou tetrahydrolistovou nefunkční 

komplex. Tím znemožňuje přenos methylové skupiny na dUMP a v důsledku toho se 

netvoří 2´−deoxythymidin−5´−monofosfát (dTMP), který je po fosforylaci základním 

stavebním kamenem DNA113,114. 

5-FC se především využívá v kombinaci s amfotericinem B při terapii infekcí 
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způsobených kryptokoky a kandidami. Kombinace s amfotericinem B vede ke snazšímu 

průniku 5-FC do buněk. To vede k omezení resistence a zároveň rozšíření spektra na 

původně necitlivé nebo málo citlivé patogeny.115 

5.4.3 Echinokandiny 

Echinokandiny jsou sekundární metabolity hub obsahující hexapeptidové jádro s 

postranními lipofilními řetězci. Jedná se o inhibitory synthézy beta-(1-3)-D-glukanu, který 

je nezbytnou součástí buněčné stěny hub. Echinokandiny se vyznačují fungicidním 

účinkem a širokým spektrem aktivity. Jedná se o velice nadějnou skupiny léčiv, která může 

v budoucnosti nahradit amfotericin B při terapii závažných systémových mykóz. 

Nevýhodou těchto léčiv je potřeba i.v. aplikace116. 

Nejdůležitějším zástupcem echinokandinů je kaspofungin. Jedná se o 

semisyntetický derivát vhodný pro léčbu invazivních kandidóz a aspergilóz112,115. Je možné 

ho používat v kombinaci s vorikonazolem, itrakonazolem a amfotericinem B. Vyznačuje se 

malým počtem nežádoucím účinků. Vzhledem k tomu, že nemá vysokou afinitu k 

enzymům cytochromu P-450, je u něj i nízký výskyt lékových interakcí115. Dalším 

komerčně dostupným zástupcem této skupiny je micafungin. Jeho spektrum zahrnuje 

zástupce rodů Candida, Aspergillus a některé dimorfní houby. Dalším zástupcem této 

skupiny antimykotik je např. anidulafungin89. Jedná se rovněž semisyntetický derivát, 

který se v současnosti nachází ve fázi klinického zkoušení117. 

5.4.4 Allylaminy 

Nejvýznamnějšími zástupci této skupiny jsou terbinafin a naftifin. Allylaminy, 

podobně jako azolové deriváty, blokují biosyntézu ergosterolu. Na rozdíl od azolů ale 

inhibují enzym skvalenepoxidázu, nezbytný pro oxidaci skvalenu, a skvalen-2,3-epoxid, 

který je následně působením skvalencyklázy přeměněn na lanosterol97. Epoxidace skvalenu 

je rovněž důležitým krokem při biosyntéze cholesterolu v savčích buňkách. Jak terbinafin, 

tak naftifin však vykazují jen nízkou aktivitu vůči skvalenepoxidáze přítomné v savčích 

buňkách.96 

5.4.5 Polyenová antibiotika 

Polyenové makrolidy způsobily ve své době převrat v léčbě mykóz. Až do roku 

1950 neexistovala žádná bezpečná a kauzální terapie systémových a invazivních mykóz. 
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Teprve objev nystatinu a amfotericinu v 50. letech74,75 ukázal nové možnosti léčby 

mykotických infekcí.  

Polyenová antibiotika jsou přírodní látky produkované půdními aktinomycetami, 

zejména rodu Streptomyces. Jedná se o velmi rozsáhlou skupinu látek. Dosud bylo 

objeveno víc než 200 polyenových antibiotik, ale do praktického použití v antifungální 

terapii se dostaly jen amfotericin B, nystatin, kandicidin a pimaricin79.  

Polyenová antimykotika jsou jednou ze dvou podskupin makrolidových antibiotik. 

Jedná se o amfifilní molekuly obsahující rigidní lipofilní část a flexibilní hydrofilní část. 

Na rozdíl od antibakteriálních makrolidů, kam patří například erythromycin, jsou 

polyenové makrolidy tvořené podstatně větším laktonovým kruhem (o 26 až 40 atomech). 

Rigidní, planární část laktonového kruhu, nazývaná chromofor, je lipofilní a obsahuje 

několik konjugovaných dvojných vazeb (3–7). Podle jejich počtu se polyenová 

antimykotika dělí na trieny, tetraeny, pentaeny, hexaeny, heptaeny118:  

tetraeny: amfotericin A119, antimykoin A, endomycin A, chromin, nystatin, 

rimocidin, tetrin A, tetrin B, natamycin 

pentaeny: eurocidin, filipin, fungichromin, kapacidin 

hexaeny: dermostatin, flavacid, kryptocidin 

heptaeny: hachimycin, hamycin, kandicidin, kandidin, kandimycin, perimycin, 

amfotericin B 

Přítomnost chromoforu má za následek typické absorpční spektrum v ultrafialové 

oblasti, které obsahuje tři charakteristická absorpční maxima, a také některé fyzikální a 

chemické vlastnosti, např. fotolabilitu a špatnou rozpustnost ve vodě120,121. Druhá část 

laktonového kruhu je substituována polárními skupinami (hydroxyskupina, karboxylová 

skupina, epoxidová skupina). Na makrocyklický laktonový kruh je obvykle navázána jedna 

nebo více sacharidových jednotek, připojených glykosidickou vazbou k uhlíku 

sousedícímu s chromoforem. Ve většině případů se jedná o mykosamin (3-amino-3,6-

dideoxy- D -mannosa), pouze výjimečně o jeho izomer perosamin (4-amino-4,6-dideoxy-D- 

mannosa) nebo neutrální monosacharid 2,6-dideoxy-L-ribohexopyranosu. Důležitou 

funkční skupinou polyenových antibiotik je karboxylová skupina, obvykle navázaná na 

čtvrtý atom uhlíku od chromoforu. Tato karboxylová skupina i aminoskupina 

aminosacharidu jsou ionizovatelné a mohou se účastnit řady intra- nebo intermolekulárních 

interakcí73. Epoxidový můstek, pokud jej molekula obsahuje, se nachází v blízkosti 

karboxylové skupiny. Některá polyenová antibiotika (např. kandicidin) obsahují ještě 
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aromatickou část, situovanou na opačné straně laktonového kruhu než karboxylová 

skupina118,122. Biosyntéza polyenových antibiotik je podrobně popsána v řadě publikací. 

Základním procesem, probíhajícím během jejich biosyntézy, je kondenzace acetátu, 

propionátu a mastných kyselin polyketidovou cestou73,122. 

Hlavním mechanismem antifungální aktivity i většiny toxických účinků 

polyenových antibiotik je interakce se steroly biologických membrán, která má za následek 

změny v jejich permeabilitě a následně smrt buňky. Použitelnost polyenových antibiotik 

v antifungální terapii souvisí s jejich rozdílnou afinitou k ergosterolu, který se nachází 

v membránách hub, a cholesterolu, přítomnému v membránách živočišných buněk. 

Polyeny s menším makrolidovým kruhem (např. filipin) se vážou mnohem ochotněji 

k cholesterolu než k ergosterolu, zatímco u polyenů s velkým makrolidovým kruhem (např. 

amfotericin B) je mnohem vyšší afinita k ergosterolu než k cholesterolu123. Pouze takové 

látky mohou být terapeuticky využitelné. Polyenová antibiotika sice mají široké spektrum 

antifungálního účinku a malý výskyt rezistentních patogenů124, ale jsou značně toxická, s 

mnoha vážnými vedlejšími účinky, zejména při nitrožilním podání. Další problémy při 

terapeutickém použití těchto látek vyplývají z jejich nevýhodných fyzikálně-chemických a 

chemických vlastností, jako je velmi nízká rozpustnost ve vodě a malá stabilita, zejména 

fotolabilita125. 

5.4.5.1 AMFOTERICIN B 

Struktura a mechanismus účinku 

Amfotericin B (AmB), produkovaný půdní aktinomycetou Streptomyces nodosus, 

byl donedávna jediným zástupcem polyenových antibiotik, použitelným v terapii 

systémových mykóz. Jedná se o heptaen s 38-členným laktonovým kruhem, na který je 

navázán aminosacharid mykosamin73,118,126. Amfotericin B je sloučenina velmi špatně 

rozpustná ve vodě, kde tvoří micely, popř. další typy agregátů125. Dimery vznikají 

hydrofobními interakcemi polyenových oblastí v sousedních monomerech. Ve vodných 

roztocích se mohou vytvářet až oktamery127,128. 
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Amfotericin B 

Fungicidní efekt polyenových antibiotik je založen zejména na tvorbě 

transmembránových kanálů, kterými mohou prostupovat ionty (především Na+ a K+). Tím 

dochází k dramatickému snížení intracelulárního pH, které má za následek řadu dalších 

změn (precipitace subcelulárních struktur aj.) a nakonec buněčnou smrt73,89,106,112,128. 

Mechanismus poškození buněčných membrán polyenovými antibiotiky byl podrobně 

studován na erytrocytech124,128,129. Dalším mechanismem účinku amfotericinu B je 

peroxidace membránových struktur volnými radikály s následnou alterací jejich stability a 

fluidity, jak rovněž vyplynulo ze studií na membránách erytrocytů130,131.  

Studiem interakcí amfotericinu B s membránami v přítomnosti či nepřítomnosti 

sterolů se podrobně zabývala řada autorů132-140. Milhaud a spolupracovníci zjistili, že 

v nepřítomnosti sterolů zůstávají agregáty amfotericinu B na povrchu fosfolipidové 

dvojvrstvy, zatímco teprve u membrán s obsahem ergosterolu dochází k proniknutí 

antibiotika dovnitř membrány a vytvoření kanálu. V případě AmB se předpokládá, že 

vzniklý kanál je tvořen celkem osmi molekulami léčiva133. Jejich chromoforová část je 

orientována tak, aby mohla interagovat se steroly přítomnými v membráně, hydrofilní 

polyolový řetězec je orientován do středu kanálu. Hydrofilní hlava molekuly (tvořená 

hemiketalovým kruhem a cukernou složkou) je rovněž orientována do hydrofilního 

prostředí vně membrány. Naopak lipofilní část molekuly, obsahující methylové skupiny na 

uhlících 34, 36 a 37, je orientována do lipofilního středu membrány. Tento model odpovídá 

interakci molekul léčiva s jednovrstvou membránou132,134. V případě skutečných 

biologických membrán ovšem musíme uvažovat o interakci s dvouvrstvou fosolipidovou 

membránou. V tomto případě se předpokládá, že dojde ke zdvojení této struktury, čímž 

dojde ke vzniku dostatečně dlouhého kanálu, který prostupuje celou šířkou membrány132. 

U jiných polyenových antibiotik počet molekul, zapojených do tvorby kanálu, kolísá od 3-

17.  
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Ze studia aktivit různých derivátů polyenových antibiotik vyplynulo, že jejich 

účinnost a toxicitu ovlivňuje charakter přítomného polyenového řetězce a dále modifikace 

karboxylové skupiny, přítomné na hemiketalovém kruhu, a aminoskupiny cukerné 

složky122,141,142. 

Z porovnání aktivit nystatinu, AmB a AmA1 (analog AmB s polyenovým řetězcem 

totožným s nystatinem) vyplynulo, že přítomnost sedmi konjugovaných dvojných vazeb 

zvyšuje aktivitu in vitro. Příčinou je pravděpodobně vyšší afinita heptaenů vůči sterolům73.  

Esterifikace karboxylové skupiny hemikatalového kruhu vedla k výraznému 

poklesu hemolytické aktivity derivátů polyenových antibiotik, ale jen k poměrně malému 

poklesu aktivity antifungální143. Naproti tomu acetylace aminoskupiny měla jen malý vliv 

na toxické účinky polyenových antibiotik, zatímco výrazně snížila aktivitu vůči houbám142. 

Tento jev je vysvětlován tvorbou vodíkových můstků mezi aminoskupinou cukerné složky 

polyenového antibiotika a 3-β-OH skupinou sterolů. Na vzniku této interakce se významně 

podílí přítomnost ionizovatelné volné karboxylové skupiny v molekule antibiotika, která 

prostřednictvím elektrostatických interakcí s aminoskupinou fixuje cukernou složku ve 

specifické poloze, což usnadňuje tvorbu vodíkového můstku s 3-β-OH skupinou sterolu. 

Naproti tomu esterifikace karboxylu zvyšuje pohyblivost cukerné složky a znesnadňuje tak 

interakci mezi sterolem a aminoskupinou. Síla vazby mezi molekulou antibiotika a sterolu 

je tak mnohem více určována vznikem hydrofobních interakcí mezi molekulou antibiotika 

a sterolem. Vzhledem ke struktuře postranních řetězců cholesterolu a ergosterolu vznikají 

silnější hydrofóbní interakce s molekulou ergosterolu135,143-145. 

Terapeutické využití amfotericinu B je založené na skutečnosti, že amfotericin B 

má vyšší afinitu k ergosterolu, který je hlavním zástupcem sterolů v buněčných 

membránách hub, než k cholesterolu, přítomnému v buněčných membránách savčích 

buněk. Pomocí molekulového modelování bylo zjištěno, že interakce mezi amfotericinem 

B a ergosterolem jsou specifičtější a vzniklý kanál je širší, než při interakci AmB 

s cholesterolem134. Ještě vyšší afinitu má však AmB k 7-dehydrocholesterolu135. 

Amfotericin B vykazuje také silnou afinitu k plazmatickým LDL-lipoproteinům139. 

K bližšímu objasnění interakcí AmB s membránami byly syntetizovány kovalentní 

konjugáty AmB s fosfolipidy142 a steroly.136 Modelové konjugáty amfotericinu B 

s ergosterolem permeabilizovaly membrány daleko silněji než analogické konjugáty 

s cholesterolem136,146. 
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Farmakokinetika a vedlejší účinky 

Samotný amfotericin B má natolik nevýhodné vlastnosti, že se nehodí pro 

systémovou terapii. Je prakticky nerozpustný ve vodě a nevstřebává se z trávicího traktu. 

Obvykle používanou formou je deoxycholát (AMBD)147, podávaný intravenózně pomalou 

infuzí. Velká část podaného AmB se deponuje ve tkáních, především v tukové tkáni, ze 

které se pomalu uvolňuje do krve. Pro kandidové infekce je většinou dostačující dávka 0,5 

– 0,75 mg/kg/den. Pro infekce vláknitými houbami jsou nutné vyšší dávky 1 – 1,5 

mg/kg/den. Amfotericin B se pomalu vylučuje ledvinami a žlučí.148 

Amfotericin B je poměrně toxické léčivo vykazující akutní i chronickou toxicitu149. 

Akutní toxicita (během infuze nebo do 60-180 minut po zahájení léčby) zahrnuje projevy 

jako je horečka, třesavka, rigor, nauzea a zvracení, bolesti hlavy, svalstva a kloubů, koliky, 

průjem. Mnohé z těchto nežádoucích účinků souvisejí s expresí několika genů kódujících 

syntézu cytokinů a chemokinů (PGE2, TNF a IL-1 )147,150.  Riziko těchto reakcí je možné 

snížit zpomalením infuze nebo premedikací151. Nejzávažnější chronickou toxicitou je 

nefrotoxicita (glomerulární i tubulární poškození) až selhání ledvin150,152. Vážné 

komplikace po podání AmB, zejména nefrotoxicita a riziko poškození jater nebo CNS, 

limitují denní dávku na 1,5 mg/kg153. Rizikovými faktory nefrotoxicity jsou velikost denní 

dávky, trvání léčby, chronické renální onemocnění a současné užívání jiných 

nefrotoxických léků. Nefrotoxicita může být vratná nebo nevratná. Je-li celková dávka 

menší než 2 g, nastává jen minimální poškození ledvin. Celková dávka 2-4 g způsobuje 

reverzibilní poškození u 50% pacientů, nad 5 g nastanou ireverzibilní změny u 80%. 

Vlivem poškození ledvin může sekundárně dojít k narušení minerálního metabolismu. 

Vznik nefrotoxicity je ovlivněn redistribucí molekul léčiva mezi HDL a LDL 

cholesterolem v krevní plazmě. Zejména vyšší hladina koplexu AmB-LDL cholesterol se 

jeví jako rizikový faktor, který zvyšuje pravděpodobnost poškození ledvin154. Vzácnější 

jsou poruchy jater153, poškození pankreatu155, kostní dřeně nebo hemolytická normocytární 

normochromní anémie. Její příčinou je inhibice tvorby erytropoetinu v důsledku poškození 

ledvin. Riziko poškození ledvin se dá snížit hydratací, suplementací minerálů, ale i 

pomalou či kontinuální infuzí namísto obvyklého podání stejné dávky během 2–6h151.  

Antifungální aktivita  

Amfotericin B má široké spektrum antifungálního účinku (viz tab. 1), které 

zahrnuje prakticky všechny patogenní mikromycety, jako dimorfní houby, aspergily, 

kvasinky včetně kryptokoků, zygomycety aj.156. Rezistence na amfotericin B může být 
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primární nebo sekundární. Mezi druhy, primárně rezistentní vůči AmB, patří například 

kvasinky Trichosporon beigelii, některé dermatofyty a vláknité houby, například rod 

Fusarium a jiné156-158. Sekundární rezistence na amfotericin B se naštěstí vyskytují 

poměrně zřídka159,160. Může jít o kombinaci různých mechanismů. U rezistentních kmenů 

byly prokázány kvantitativní i kvalitativní změny v zastoupení membránových sterolů 

(pokles koncentrace ergosterolu, maskování či změna orientace molekul již existujícího 

ergosterolu, nahrazení biosyntézy ergosterolu biosyntézou jiných sterolů, ke kterým má 

amfotericin B mnohem menší afinitu než k ergosterolu)157,158. Byla také prokázána alterace 

složení buněčné stěny, kdy peptidoglykany mutantního kmene A. flavus inhibovaly prostup 

AmB přes buněčnou stěnu160. Agarwal a kol. podrobně popsali genovou expresi u C. 

albicans a S. cerevisiae po aplikaci amfotericinu B a dalších látek161. Rezistence 

k amfotericinu B bývá také spojena s tvorbou biofilmů, například na zavedených 

katetrech162. 

Tabulka 1: Antifungální spektrum polyenových antibiotik amfotericinu B a nystatinu 
in vitro (p řevzato z lit.74) 

Třída a rod MIC90 (mg/l) 
 AMBD a NYSb ABCDc ABLC d LAMB e LNYSf 

Klinicky d ůležité kvasinky 
Candida albicans 0.25-1 0.25-4 1 0.25-1 0.125-1 0.125-2 

Candida dubliniensis 1  0.25 0.03-0.25 0.25 0.5 
Candida glabrata 1-1.25 1-2.5 1-10 0.062-1.25 2-10 1.25-2 

Candida guilliermondii 1-2 4 1 0,5-4 2 2 
Candida krusei 2 4 2 >16 >16 4 

Candida lusitaniae 0.5 2 0.5 0.125-0.5 1 1 
Candida parapsilosis 0.62-1 0.31-4 0.62-1 0.62-1 0.25-2 0.62-2 
Candida tropicalis 0.62-1 1.25-4 1.25-1 0.62-4 1.25-1 1.25-2 

Cryptococcus 
neoformans 

0.25 0.5 0.5 0.062-0.5 0.5 0.5 

Trichosporon spp. 0.5-1 0.03-2 1 0.25-0.5 1 1 
Klinicky d ůležité vláknité houby 

Absidia spp. 0.25 0.25-1 1 0.125 0.125-1 0.125 
Aspergillus flavus 2 4 16 16 16 4 

Aspergillus fumigatus 2 2 1 2 0.5-2 4 
Aspergillus niger 1 4 1 1 0.5-1 4 

Aspergillus terreus 1-4   1 2->16  
Fusarium spp. 0.5->16   >16 4->16  

Mucor spp. 0.5-2      
Rhizomucor spp. 0.5-2      

Rhizopus spp. 0.5-2   1-2 1-2  
 

 
aAMBD: Amfotericin B deoxycholát  bNYS: Nystatin 
cABCD: koloidní disperze amfotericinu B  dABLC: Lipidový komplex amfotericinu B 
eLAMB: Liposomální amfotericin B fLNYS: Liposomální nystatin 
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Jiné biologické účinky amfotericinu B 

Kromě antifungální aktivity vykazuje amfotericin B i jiné účinky. V kombinaci 

s tetracyklinem se používá při léčbě chlorelózy, pseudofungální infekce způsobené řasou 

Chlorella vulgaris163,164. Je účinný i u některých protozoálních infekcí, např. viscerální 

leishmaniázy (kala-azar, těžké onemocnění vyvolané prvoky rodu Leishmania). V této 

indikaci je však kvůli své toxicitě využíván jako léčivo 2. linie. Nedávno byla vyvinuta 

nanosuspenze AmB, umožňující perorální podání amfotericinu B. Silná adheze ke 

gastrointestinální sliznici umožňuje vstřebání amfotericinu B165,166. Tento výsledek se jeví 

jako velmi zajímavý, protože naznačuje, že v budoucnu by mohla být nalezena perorální 

forma amfotericinu B i pro antifungální terapii. 

Již v 70. letech bylo zjištěno, že AmB a jeho deriváty (např. methylester) inhibují 

proliferaci virů s lipidovým obalem (např. herpesviry, viry způsobující vesikulární 

stomatitidy)167. Po vypuknutí epidemie HIV/AIDS bylo potvrzeno, že AmB a jeho deriváty 

mohou inhibovat replikaci HIV virů in vitro. Polyenová antibiotika inhibují replikaci viru 

HIV v takových koncentracích, které ještě neovlivňují životaschopnost buněk, a proto by 

mohla přispět k novým možnostem terapie AIDS167-169. 

Bylo zjištěno, že podání AmB může prodloužit inkubační dobu prionových 

onemocnění tím, že zpomaluje replikaci prionů. Prionové nákazy se vyznačují hromaděním 

abnormálních zbytků isoforem prionových proteinů PrPSc v mozku. Na rozdíl od 

normálního proteinu je tato isoforma rezistentní k proteinkináze K a je nerozpustná. 

Prionové nákazy mají za následek fatální neurodegenerativní poruchy, např. spongiformní 

encefalopatie (transmissible spongiform encephalopathies, TSE). Experimenty in vitro 

ukázaly, že AmB v nízkých koncentracích zlepšuje rozpustnost a snižuje proteázovou 

rezistenci PrPSc. I pozdní podání AmB může výrazně prodloužit přežití TSE-infikovaných 

zvířat. Toxicita AmB sice brání jeho používání v této indikaci, ale mohly by být využity 

některé méně toxické deriváty AmB170-172. 

V souvislosti s nálezem vysoké afinity amfotericinu B k 7-dehydrocholesterolu 

byla nedávno navržena možnost využití polyenových antibiotik v terapii hepatocelulárního 

karcinomu po předchozím podávání diety bohaté na cholesterol, která by měla zablokovat 

biosyntézu cholesterolu ve zdravých buňkách. Protože rakovinné buňky postrádají regulaci 

biosyntézy cholesterolu, mohou se v jejich membránách hromadit, po podání vhodných 

inhibitorů biosyntézy cholesterolu, jeho prekurzory (7-dehydrocholesterol). Následně 

podaná polyenová antibiotika by měla rakovinné buňky selektivně likvidovat135.  
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Semisyntetické modifikace AmB 

V minulosti byla hledána řada cest ke snížení toxicity, zlepšení chemicko-

fyzikálních a farmakokinetických vlastností AmB při zachování jeho biologické aktivity. 

Jedním z možných řešení je příprava semisyntetických derivátů.  

Studiem mechanismu interakcí mezi AmB s membránami, obsahujícími různé typy 

sterolů, byl prokázán zásadní vliv typu asociace molekul polyenu v mediu na afinitu vůči 

jednotlivým typům membrán. Pokud se molekuly léčiva vyskytovaly ve formě rozpustných 

agregátů, byly schopny interagovat s membránami, které obsahovaly cholesterol, a stejně 

tak s membránami obsahujícími ergosterol. Naopak monomerní forma léčiva vykazovala 

vysokou afinitu vůči membránám obsahujícím ergosterol, a jen velmi nízkou afinitu vůči 

membránám s obsahem cholesterolu173,174. Na základě těchto poznatků byl vytvořen závěr, 

že chemická modifikace struktury AmB, vedoucí k potlačení tvorby agregátů molekul 

léčiva, povede ke zvýšení selektivní toxicity vůči buňkám, v jejichž membráně je 

přítomem ergosterol. V kombinaci s dalšími poznatky o vztazích struktura-účinek AmB 

byl syntetizován derivát methylester N-Methyl-N-D-fruktosylamfotericinu B (MFAME). 

Esterifikace exocyklické karboxylové funkční skupiny AmB, spolu se subtstitucí 

aninoskupiny přítomné ve struktuře mykosaminu vedla k potlačení tvorby agregátů a 

zároveň k výraznému zvýšení rozpustnosti ve vodě. Aktivita nově připraveného derivátu 

byla srovnatelná s původním léčivem, došlo ovšem k výraznému nárůstu selektivity účinku 

a tím i poklesu toxicity175-177. 

Lipidové a další transportní formy AmB 

Během posledních desetiletí byla připravena řada transportních forem AmB, které 

mají za úkol zlepšit jeho farmakokinetický a toxikologický profil. Jednou z cest je příprava 

lipidových komplexů AmB s fosfolipidy, popř. jinými povrchově aktivními látkami178.  

Příkladem takové lékové formy je liposomální forma AmB. Liposomy jsou 

mikročástice – vesikuly tvořené fosfolipidovou membránou. Molekuly léčiva jsou 

kumulovány uvnitř této membrány. Vzhledem k vyšší afinitě AmB k ergosterolu je léčivo 

schopno přestupu ze struktury liposomu do buněčné membrány a zároveň je značně 

omezena možnost interakce s cholesterolem přítomným v buňkách savčích buněk. Na 

uvolnění léčiva z fosfolipidové dvojvrstvy se podílí i extracelulární fosfolipáza 

produkována buňkami hub. Tyto mechanismy se tak podílí na pasivním targetingu léčiva a 

snížení jeho toxicity. Příkladem takové formy je AmBisome®. Klasické liposomy jsou 

tvořeny fosfolipidovou dvojvrstvou, ale v případě formulace AmBisome® je použito 
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vesikulů, jejichž membrána je pouze jednovrstevná179. Tato vrstva je tvořena směsí 

fosfatidylcholinu, cholesterolu a distearoyl fosfatidylglycerolu. Liposomální formy 

amfotericinu B nacházejí uplatnění při léčbě invasivních mykotických onemocnění a 

umožňují i využívání nových aplikačních cest léčiva, jakou je např. inhalace180. 

Dalším typem lipidových forem AmB jsou jeho koloidní disperze. Zástupcem této 

skupiny je Amphocil® (ABCD). Jedná se o disperzi AmB a cholesteryl sulfátu, které jsou 

společně schopny tvořit micely ve tvaru disku. Při podávání stejných dávek je ABCD proti 

AmB-deoxycholátu zhruba 2-5krát méně efektivní, současně však 5-8krát méně toxický.  

Vyšší terapeutický index ABCD tak umožní podat vyšší dávky, a proto je léčba účinnější. 

Po i.v. aplikaci se micely ABCD prakticky neváží na plazmatické bílkoviny ani na 

membrány krevních buněk. Částice Amphocilu® jsou rychle vychytávány buňkami RES a 

dochází k jejich kumulaci v játrech, slezině, kostní dřeni a kapilárách plic. Předpokládá se, 

že v RES dochází postupně k uvolnění AmB z vazby na cholesteryl fosfát. Následně 

dochází k uvolnění zpět do krevního řečiště a redistribuci léčiva181,182. K uvolnění léčiva 

dochází postupně, čímž je vytvořena stálá hladina koncetrace v plazmě. Nižší plazmatické 

koncentrace volného AmB přispívají k potlačení nefrotoxicity léčiva183,184. 

Abelcet® (ABLC) je dalším zástupcem lipidových forem AmB. Jedná se o komplex 

AmB s dimyristoylfosfatidylcholinem a dimyristoylfosfatidylglycerolem179. Podobně jako 

předešlé transportní formy vykazuje výrazně vyšší afinitu k ergosterolu fungálních 

membrán než k cholesterolu, který je složkou savčích buněčných membrán. Obdobně jako 

v případě ABCD jsou lipidové částice rychle zachytávány buňkami RES. Vysoká afinita k 

ergosterolu, rychlý odsun z plazmy a nižší maximální koncentrace v krvi jsou podstatou 

nižší nefrotoxicity. Ve stejných dávkách je 2-4krát méně účinný než konvenční AmB, nižší 

nefrotoxicita však umožňuje podání vyšších dávek ABLC. Výskytem akutních projevů 

toxicity se od konvenčního amfotericinu B příliš neliší178,179,181. 

Alternativním přístupem k přípravě transportních forem AmB je přípava lipidových 

mikroelmuzí. Často je využíváno lipidových emulzí sloužících k parenterální výživě 

(Intralipid®, Lipofungin®). Příkladem takové lékové formy je FImax® tvořený kombinací 

Intralipidu® a AmB. Obdobně jako v případě lipodových forem vede využití této lékové 

formy k rozšíření terapeutického indexu AmB185,186,187. 

Další možností jak změnit fyzikálně-chemické vlastnosti AmB je změna typu 

agregace jeho moleklul. Toho lze docílit např. zahříváním roztoku AmB po dobu 20 minut 

na 70 oC a následným ochlazením na laboratorní teplotu. Tento proces vede ke změně 
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v poměrech mezi koncetracemi monomerní a agregované formy léčiva. Pokles toxicity je 

pravděpodobně způsoben nižší schopností upraveného AmB indukovat produkci cytokinů 

a chemokinů.Tato finančně nenáročná úprava neovlivňuje antifungální aktivitu léčiva, 

významně však snižuje jeho toxicitu vůči savčím buňkám188-190. 

Využití syntetických polymerů a jejich blokových kopolymerů umožňuje přípravu 

micelárních útvarů, sloužících k cílené distribuci AmB. K přípravě micel, vhodných pro 

transport AmB, bylo využito blokového kopolymeru poly(ethylenglykol)-blok-poly(L-

aspartát). Postranní řetězce aminokyselin byly hydrofobizovány, tak aby tato část 

kopolymeru byla schopna tvořit hydrofóbní jádro micely, které je schopno nést molekuly 

hydrofobního léčiva64,191,192. Dalším příkladem využití syntetických blokových 

kopolymerů je příprava micel tvořených poly(ethylenglykol)-blok-(ε-kaprolakton-co-

trimethylkarbonátu).193 

Kromě lipidových a micelárních forem AmB, ve kterých jsou molekuly léčiva 

vázány na základě nekovalentních interakcí, byly připraveny i konjugáty s polymerními 

hydrofilními nosiči, ve kterých je molekula léčiva vázána kovalentní vazbou. Příkladem 

může být konjugát AmB s arabinogalaktanem. Polysacharid byl nejprve parciálně 

oxidován. Molekuly léčiva byly poté připojeny prostřednictvím iminových vazeb, 

vznikajících mezi aldehydickými skupinami polysacharidu a aminoskupinou přítomnou 

v mykosaminu AmB. Připravený konjugát vykazoval dobrou rozpustnost ve vodě, 

sníženou hemolytickou aktivitu a toxicitu při zachování aktivity proti původcům 

leishmaniózy. Rovněž antifungální aktivita in vitro byla zachována16,194,195. 

Ve spolupráci Farmaceutické fakulty UK a Fakulty chemicko-techologické 

Univerzity Pardubice jsou intenzivně studovány polymerní konjugáty amfotericinu B, které 

by mohly mít podobně jako lipidové formy pozměněnou farmakokinetiku a sníženou 

toxicitu. Jako první byl syntetizován konjugát amfotericinu B s α-

methoxypoly(ethylenglykolem) (Schéma 6.). V něm je AmB částečně (z 50 %) navázán 

prostřednictvím kovalentní karbamátové vazby a zbytek je vázán pomocí nekovalentních 

interakcí.  
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Schéma 6. 

Tento konjugát je dobře rozpustný ve vodě, srovnatelně toxický jako AmB-

deoxycholát používaný v terapii, ale in vitro je několikanásobně účinnější proti většině 

testovaných kmenů hub14. Podobných výsledků bylo později dosaženo v zahraničí 

u konjugátů amfotericinu B s poly(ethylenglykoly), obsahujících v molekule spojovací 

články mezi léčivem a polymerem15. 
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6. Metodická část 

6.1 Příprava polymerních nosi čů na bázi modifikovaných 

poly(ethylenglykol ů) pro distribuci Amfotericinu B 

Na rozdíl od vysokomolekulárních léčiv (např. enzymy) vede permanentní 

konjugace nízkomolekulárních léčiv s poly(ethylenglykolem) často k výraznému snížení, 

nebo dokonce ke ztrátě biologické aktivity7. Přítomnost objemného polymerního řetězce 

může bránit interakci molekuly léčiva se specifickými buněčnými strukturami (např. 

receptory) a tím znemožňuje jeho farmakodynamické působení.  

V rámci této práce byla pozornost zaměřena na přípravu konjugátu AmB s 

modifikovanými poly(ethylenglykoly), v jejichž struktuře se nachází aldehydová funkční 

skupina. Její přítomnost umožňuje vznik acidolabilní iminové vazby mezi molekulou 

polymerního nosiče a aminoskupinou mykosaminu – cukerné složky AmB. Systém byl 

navrhovám tak, aby k rozštěpení této vazby a uvolnění účinné látky docházelo specificky v 

místě snížené hodnoty pH, jaká se vyskytuje například v místě zánětu způsobeného 

napadením mikroorganismy196,197. 

Zásadní nevýhodou při přípravě konjugátů lineárních poly(ethylenglykolů) 

s nízkomoluárními ligandy je nízká kapacita nosiče (pouze dvě reaktivní funkční skupiny). 

Tomuto problému lze předejít přípravou rozvětvěných poly(ethylenglykolů), nebo 

přípravou blokových polymerů PEGu s polymery, které ve své struktuře nesou větší 

množství funkčních skupin přístupných derivatizaci. Jedním z možných přístupů je 

příprava blokových kopolymerů poly(ethylenglykolu) s poly(aminokyselinami). Vhodnou 

volbou výchozí aminokyseliny lze do struktury polymeru zavést větší množství reaktivních 

skupin, které se mohou podílet na tvorbě vazby s molekulou léčiva. Za tímto účelem byl 

připraven blokový kopolymer poly(L-α-lysin)-blok-poly(ethylenglykol)-blok-poly(L-α-

lysin). 

6.1.1 Příprava modifikovaných poly(ethylenglykolů) 

Příprava polymerních nosičů na bázi poly(ethylenglykolu) byl první úkol, který byl 

během přípravy nových konjugátů AmB řešen. Cílem bylo zavést do molekuly polymeru 

aldehydickou funkční skupinu schopnou vytvořit iminovou vazbu s primárními 

aminoskupinami léčiva. V minulosti bylo v literatuře popsáno několik technik vedoucích 
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k poly(ethylenglykolům), jejichž koncové hydroxylové skupiny byly modifikovány 

obdobným způsobem. Jedním z možných způsobů je řízená oxidace těchto hydroxylů 

pomocí mírných oxidačních činidel (např. MnO2)
198. Při pegylaci proteinů bylo v minulosti 

s úspěchem využito 3-poly(ethylenglykolyloxy)propionaldehydu, který byl připravován 

reakcí diethyl acetalu 3-chloropropionaldehydu s alkoxidem poly(ethylenglykolu)35. 

Pro vypracování metodiky přípravy polymerních nosičů byl vybrán 

α−methoxypoly(ethylenglykol) o Mw = 5 000. Jeho koncová hydroxylová skupina byla 

obměněna připojením aromatické spojky nesoucí aldehydickou skupinu. Byly připraveny 

tři různé typy nosičů lišících se charaketrem chemické vazby (ether, amid, ester), kterou 

byla aromatická spojka připojena k molekule polymeru.  

První typ nosiče využíval jako aromatickou spojku p-hydroxybenzaldehyd. Ten byl 

s poly(ethylenglykolem) spojen stabilní etherovou vazbou. α-Methoxy-ω-(4-

formylfenyloxy)-poly(ethylenglykol) byl připraven nukleofilní substitucí methansulfonové 

skupiny v α-methoxy-ω-methansulfonylpoly(ethylenglykolu)199. Jako nukleofil byl použit 

4-(1,3-dioxolan-2-yl)fenol200. Odchránění aldehydické skupiny bylo provedeno kyselou 

hydrolýzou acetalu (Schéma 7.) 
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Schéma 7. 

Další dva typy nosičů využívaly jako aromatickou spojku 4-formylbenzoovou 

kyselinu. Ta byla s molekulou polymerního nosiče spojena buď prostřednictvím esterové 

nebo amidické vazby. V obou případech bylo k aktivaci karboxylu 4-formylbenzoové 

kyseliny využito diisopropylkarbodiimidu201. V případě nosiče využívajícího spojení 

pomocí amidické vazby musely být nejprve koncové hydroxylové skupiny 

poly(ethylenglykolu) převedeny na primární aminoskupiny. K tomuto účelu bylo využito 

Gabrielovy syntézy primárních aminů202. 

Tyto postupy byly využity k přípravě série polymerních nosičů na bázi 

modifikovaného poly(ethylenglykolu) o molekulových hmotnostech Mw = 6 000 až 20 000 

Souhrn takto připravených nosičů je uveden v tabulce 2 na straně 49. 
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6.1.2 Příprava blokových kopolymerů poly(ethylenglykolu) a 

poly(aminokyselin) 

Byly přípraveny dva typy blokových kopolymerů poly(ethylenglykolu) a 

poly(aminokyselin). Prvním z nich byl dvoublokový kopolymer α-

methoxypoly(ethyleneglykol)-block-poly(L-α-glutamové) kyseliny, který byl využit ve 

studii věnující se vlivu chirálních polymerů na kinetiku krystalizace racemických směsí 

aminokyselin. Dále byla pozornost zaměřena na přípravu blokového kopolymeru poly(L-α-

lysin)-blok-poly(ethylenglykol)-blok-poly(L-α-lysinu). Takovýto nosič obsahuje ve své 

struktuře reaktivní aminoskupiny a je tak schopen poutat větší množství molekul léčiva, 

než je tomu v případě polymerních nosičů odvozených od lineárního poly(ethylenglykolu).  

Základní postup pro přípravu řetězců polyaminokyselin využívá postup „ring 

opening“ polymerace N-karboxyanhydridů α-aminokyselin (NCA)50-52. V případě přípravy 

blokových kopolymerů polyaminokyselin a poly(ethylenglykolu) jsou jako iniciátory 

používány poly(ethylenglykoly), jejichž koncové hydroxylové skupiny jsou nahrazeny 

primárními aminoskupinami. V literatuře nalezneme mnoho příkladů syntéz blokových 

polymerů PEGu s různými typy polyaminokyselin (PEG-polylysin, PEG-polyglutamát, 

PEG-polyaspartát atd.)53,54,56-60. Polymerace je nejčastěji prováděna v polárních 

aprotických rozpouštědlech (DMF, acetoniril, dioxan) za mírných podmínek (40 - 60 oC) s 

vyloučením vzdušné vlhkosti. Této metody bylo využito k přípravě blokových polymerů 

poly(ethylenglykolu) s poly(L-α-lysinem) a poly(L-α-glutamovou) kyselinou. K přípravě 

výchozích N-karboxanhydridů bylo využito reakce příslušných aminokyselin s trifosgenem 

za použití tetrahydrofuranu jako rozpouštědla. Primární aminoskupina v poloze 6 L-lysinu 

byla ochráněna benzyloxykarbonylovou skupinou. Karboxylová skupina v poloze 5 L-

glutamové kyseliny byla ochráněna benzyl esterem.  

Jako iniciátor polymerace byl použit α,ω- diaminopoly(ethylene glykol) (Mw = 

10 000) a α-methoxy-ω-aminopoly(ethyleneglykol) (Mw = 5 000). Využití α-methoxy-ω-

aminopoly(ethyleneglykolu) jako iniciátoru polymerace vede ke vzniku dvoublokového 

polymeru. Využití α,ω-diaminopoly(ethyleneglykolu) vede ke vzniku trojblokového 

polymeru. K odchránění funkčních skupin v postranních řetězcích polyamidových řetězců 

je možné využít kyselé hydrolýzy55 nebo katalytické hydrogenace203. Připravené blokové 

kopolymery  byly charakterizovány pomocí IČ spektrofotometrie, 1H NMR spektroskopie, 

gelové permeační chromatografie a elementární analýzy. V případě blokového kopolymeru 
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poly(L-glutamové) kyseliny byl sledován vliv pH roztoku na konformaci polyamidového 

řetězce pomocí cirkulárního dichroismu (CD). 

Posledním krokem přípravy blokového kopolymeru, který měl sloužit jako 

polymerní nosič pro přípravu konjugátu s AmB, byla modifikace primárních aminoskupin 

poly(L-α-lysin)-blok-poly(ethylenglykol)-blok-poly(L-α-lysinu) acylací 4-

formylbenzoovou kyselinou. Stejně jako v případě přípravy modifikovaných 

poly(ethylenglykolů) jsme k aktivaci karboxylu aromatické kyseliny využily 

diisopropylkarbodiimid. Vzhledem k vysoké reaktivitě takto aktivovaného karboxylu lze 

předpokládat, že acylační reakce neprobíhá regioselektivně a že jí podléhají jak ε-

aminoskupiny lysinu, tak N-terminální aminoskupiny polyamidového řetězce (Schéma 8.). 

Takto připravený nosič byl charakterizován pomocí IČ spektrofotometrie, 1H NMR 

spektroskopie, gelové permeační chromatografie a elementární analýzy. 
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6.2 Příprava konjugát ů AmB s polymerními nosi či 

Při přípravě konjugátů AmB s připravenými polymerními nosiči bylo využito 

schopnosti primární aminoskupiny mykosaminu, cukerné složky AmB, tvořit iminové 

vazby s aldehydovými skupinami modifikovaného poly(ethylenglykolu). Obdobný způsob 

byl popsán při přípravě konjugátů AmB s arabinogalaktanem16, kdy autoři využili 

reduktivní aminace. Tento postup rovněž zahrnuje vznik labilní iminové vazby, která je 

ovšem následně redukována na stabilní sekundární amin. Jako prostředí pro reakci mezi 

primární aminoskupinou a aldehydem byl v tomto případě využit borátový pufr o pH 11. 

Reakce probíhala 48 hodin při r.t.16  

V našem případě byla kondenzační reakce aminoskupiny AmB s aldehydickými 

skupinami nosiče prováděna v přítomnosti trimethylorthofomiátu a molekulového síta. 

Reakce probíhala v suchém dimethylformamidu při vyloučením vzdušné vlhkosti. 

Ukončení reakce bylo monitorováno pomocí GPC. Produkty byly čištěny opakovanou 

precipitací. Vzniklé konjugáty byly charakterizovány pomocí IČ spektrofotometrie, 

elementární analýzy a gelové permeační chromatografie (GPC).  

6.3 Studie stability konjugát ů AmB in vitro 

6.3.1 Stabilita konjugátu ve fosfátových pufrech 

Uvedené experimenty byly prováděny ve spolupráci s Katedrou organické chemie 

Fakulty chemicko technologické Univerzity Pardubice. U připravených konjugátů byla 

sledována stabilita iminové vazby mezi molekulou nosiče a AmB. K tomuto účelu byly 

vybrány 0,07M fosfátové pufry204 o hodnotě pH 7,4 a 5,5205. Stabilitní studie byly 

prováděny při 37 °C. Tyto podmínky měly za úkol simulovat jednak prostředí krevní 

plazmy (pH ≈7,4) a dále prostředí se sníženým pH (pufr pH = 5,5), které se vyskytuje např. 

v místě zánětu.196,197 Stabilita konjugátů byla sledována UV/VIS spektrofotometrií. 

Sledováním závislosti změn v UV/VIS spektru konjugátu na čase byla stanovena rychlost 

hydrolýzy iminové vazby188. Jako kontrola byly za stejných podmínek testovány i samotné 

nosiče bez navázaného AmB. Během tohoto slepého pokusu nedocházelo v jejich UV/VIS 

spektru k žádným změnám. Rovněž samotný AmB byl podroben stejnému experimentu a 

za daných podmínek byl stabilní po dobu několika hodin.  
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6.3.2 Stabilita konjugátu v plazmě a v lidském séru 

Studie stability konjugátů v lidské krevní plazmě a lidském krevním séru byla 

provedena ve spolupráci s Katedrou analytické chemie Fakulty chemicko-technologické 

Univerzity Pardubice. Stabilita konjugátů byla sledována vždy po dobu 24 hodin. Postupně 

byly odebírány vzorky v čase 0, dále každých 60 min až do času 10 hodin. Poslední vzorek 

byl odebrán v čase 24 hodin. Vzorky byly stabilizovány přídavkem 4% ZnSO4.7 H2O. Po 

jejich odstředení byl odebraný supernatant analyzován pomocí vysokoúčinné kapalinové 

chromatografie. Pro separaci byla využita kolona LiChroCART®.125 x 4 mm. Stacionární 

fáze byla tvořena náplní LiChrospher® 100 RP-18e 5 lm (Merck). Mobilní fáze byla 

tvořena acetonitrilem s přídavkem 20 mM chelatonu II. Výsledky kinetických měření v 

krevní plazmě a v krevním séru byly v rámci experimentálních chyb navzájem srovnatelné. 

Stanovení koncentrací konjugátu v krevní plazmě však bylo zatíženo větší chybou a horší 

reprodukovatelností.  

6.3.3 Studium akutní toxicity připravených konjugátů 

U konjugátu AmB odvozených od α-methoxy-ω-(4-formylfenylkarbonyloxy)-

poly(ethyleneglykolu) (Mw = 5 000) (1), α,ω-bis(4-formylfenylkarbonyloxy)-

poly(ethylenglykolu) (Mw = 10 000) (2c) a poly(4-formylfenylkarboxamino)-L-α-lysinu)-

blok-poly(ethylenglykol)-blok-poly(4-formylfenylkarboxamino)-L-α-lysinu) (4) byla 

testována akutní toxicita na myších. Jako kontroly bylo využito AmB. Pro každý derivát 

byla pokusná zvířat rozdělena do 6 skupin. Studované konjugáty byly podávány 

intravenosně. Mortalita a projevy toxicity byly sledovány po dobu 14 dní. Hodnoty LD50 a 

interval spolehlivosti byl stanoven nelineární regresí s využitím GraphPad Prism(version 4; 

GraphPad software, Inc., San Diego CA,USA). Studie byla provedena ve spolupráci 

s Katedrou farmakologie a toxikologie FaFUK Hradec Králové. 

6.4 Studium vlivu chirálních polymer ů na kinetiku krystalizace 

racemických sm ěsí aminokyselin 

Dalším cílem této disertační práce bylo zkoumat sekundární strukturu blokového 

kopolymeru poly(ethylenglykolu) a poly(L-α-glutamové) kyseliny a sledovat vliv jeho 

přítomnosti na proces krystalizace racemických směsí. Během experimetů byl sledován 

vliv pH prostředí na změny v sekundární struktuře řetězce poly(glutamové) kyseliny. 

K tomuto účelu bylo využito spektroskopie cirkulárního dichroismu.  
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Poznatky získané z těchto experimentů byly využity při sledování vlivu přítomnosti 

studovaného polymeru na krystalizaci racemické směsi. Předpokladem bylo, že výrazněji 

se bude vliv polymeru projevovat, bude-li zaujímat α-helikální strukturu, než za podmínek, 

ve kterých se bude nacházet převážně v konformaci náhodného klubka. Tato terorie 

vychází ze znalosti interakcí mnoha biopolymerů (proteiny, DNA, RNA) s povrchy 

krystalů chirálních látek206,207. 

Jako modelová racemická směs byl vybrán D,L-threonin. Byl sledován vliv 

přítomnosti připraveného polymeru na kinetiku krystalizace, morfologii vzniklých krystalů 

a enantiomerní výtěžek procesu. Jako kontroly bylo využito jak roztoků bez aditiv, tak 

roztoků obsahující nemodifikovaný α-methoxy(polyethylenglykol). Ve snaze eliminovat 

vliv povrchového náboje povrchu molekul a vyloučit vliv krystalizace v izoelektrickém 

bodu byly experimenty prováděny při různých pH. Krystalizační experimenty byly 

prováděny při dvou hodnotách pH (pH = 3,75 a 7,8). Další faktor, který ovlivňuje rychlost 

krystalizace a mechanismus formování krystalů, je míra přesycenosti roztoku. Proto byly 

všechny experimetny prováděny pouze s mírně přesycenými roztoky (index nasycení 

roztoku SI = 0,5 až 2). Rovněž byl proveden experiment, kdy nasycený roztok sledované 

racemické směsi obsahoval čistou L-glutamovou kyselinu jako aditivum. Vliv pH a 

přítomnosti kopolymeru na rychlost krystalizace D,L-threoninu byl sledován měřením 

vodivosti roztoku. Pokles ve vodivosti roztoku indikoval pokles koncentrace threoninu 

v roztoku. Vliv podmínek krystalizace byl sledován pomocí skenovací elektronové 

mikroskopie (SEM) a rentgenové difrakce. Vliv na enantiomerní výtěžek procesu byl 

posuzován na základě měření optické otáčivosti matečného roztoku a vznikajících krystalů. 
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7. Experimentální část 

7.1 Přístrojové vybavení  

Potvrzení struktury připravených derivátů bylo provedeno na základě 

instrumentálních analýz. 1H NMR spektra byla měřena v deuterovaném chloroformu 

CDCl3
 na přístrojích Bruker AMX 360 (Univerzita Pardubice), Bruker 500 Avance 

apparatus (Univerzita Bar Ilan) a Varian Mercury-Vx BB 300 (FaF UK). Infračervená 

spektra byla získána na přístroji NICOLET IMPACT 400. ESI-MS měření byla provedena 

na přístroji Esquire 3000 analyzér s iontovou pastí (Bruker Daltonics).  

Analýzy využívající chromatografické metody byly provedeny na Katedře 

analytické chemie Chemicko-technologické fakulty Unverzity Pardubice. Gelová 

permeační chromatografie byla prováděna s využitím sloupců HEMA-BIO (hydrofilně 

modifikované sloupce HEMA-Gel, velikosti částic 10 µm, porozita 40/100/300/1000)s 

využitím RI a UV/VIS detektoru. Jako mobilní fáze bylo využito redestilované H2O (pH = 

7,1). Sloupce byly kalibrovány standardy poly(ethylenglykolu) o různých molekulových 

hmotnostech (PSS, Polymer Standard Service GmbH).  

Pro stanovení stabilit konjugátů v lidské krevní plazmě a lidském krevním séru 

byly odebrané vzorky analyzovány pomocí HPLC. Pro separaci byla využita kolona 

LiChroCART®.125 x 4 mm. Stacionární fáze byla tvořena náplní LiChrospher® 100 RP-

18e 5 lm (Merck). Mobilní fáze byla tvořena acetonitrilem s přídavkem 20 mM chelatonu 

II. 

Studie věnovaná vlivu chirálních polymerů na kinetiku krystalizace racemických 

směsí aminokyselin byla provedena během stáže autora na Katedře chemie Fakulty 

přírodních věd Univerzity Bar-Ilan, Ramat Gan, Izrael. K měření specifické optické 

otáčivosti byl využit digitální polarimetr JASCO (Model P-1010) s  kyvetou z křemenného 

skla. Měření cirkulárního dichroismu bylo prováděno spektrometrem J-715 (Model 6025), 

který byl vybaven kyvetou z křemenného skla (0,1 ml). Vodivost krystalizačních roztoků 

byla sledována přístrojem CDM230 Radiometer Analytical SAS. Pro studium morfologie 

vznikajících krystalů byl využit skanovací elektronový mikroskop JEOL 840. Difrakce 

rentgenového záření byl měřena pomocí přístroje Bruker AXS D8 (λ=1.5418 Å ). 
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7.2 Příprava modifikovaných poly(ethylenglykol ů) 

7.2.1 Příprava α -methoxy-ω-(4-formylfenyloxy)poly(ethylenglykolu) 

(Mw = 5 000)  

Schéma reakce: 
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Směs α-methoxy-ω-methansulfonylpoly(ethylenglykolu)199 (5 g; 1 mmol), 4-(1,3 -

dioxolan-2-yl)fenolu200 (2,5 g; 15 mmol) a uhličitanu draselného (2 g; 15 mmol) byla 

zahřívána na 65 °C po dobu 48 hodin v inertní atmosféře s vyloučením vzdušné vlhkosti. 

Poté byla reakční směs ochlazena, rozpuštěna ve 200 ml dichlormethanu a filtrována. 

Rozpouštědlo bylo z filtrátu odstraněno destilací za sníženého tlaku. Odparek byl 

rozpuštěn ve 150 ml 1M HCl. Roztok byl 4 hodiny zahříván pod zpětným chladičem. Po 

ochlazení na laboratorní teplotu byl roztok nasycen NaCl. Vodná fáze byla extrahována 5 × 

60 ml dichlormethanu. Spojené extrakty dosucha odpařeny na vakuové rotační odparce. 

Produkt byl získán krystalizací z propan-2-olu. Bylo získáno 3,4 g produktu, což odpovídá 

64 % teoretického výtěžku. Produkt byl charakterizován pomocí 1H NMR a IČ (viz. 

Tabulka 3. na straně 46.) 
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7.2.2 Obecný postup acylace poly(ethylenglykolů) 4-formylbenzovozu 

kyselinou 

Schéma reakce  
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Jako výchozí polymery pro acylační reakci byly použity: α-

methoxypoly(ethylenglykol) (Mw = 5 000), poly(ethylenglykol) (Mw = 6 000, 10 000, 

20 000), α-methoxy-ω-aminopoly(ethylenglykol) (Mw = 5 000), α,ω-

diaminopoly(ethylenglykol) (Mw = 6 000, 10 000, 20 000). Poly(ethylenglykoly) 

obsahující terminální aminové skupiny byly připraveny s využitím postupu Gabrielovy 

syntézy primárních aminů202. Výchozí poly(ethylenglykol) byl rozpuštěn, 4-

formylbenzoová kyselina a 4-dimethylaminopyridin byly rozpuštěny v suchém 

dichlormethanu a vzniklý roztok byl ochlazen na 0 °C. Během 10 minut byl do reakční 

směsi přikapán vychlazený roztok  diisopropylkarbodiimidu v dichlomethanu. Reakční 

směs byla míchána ještě 4 h při 0 °C a následně byla pozvolna vytemperována na 

laboratorní teplotu. Po 24 h byla odfiltrována diisopropylmočovina. Produkt byl izolován 

precipitací s diethyletherem a čištěn krystalizací z propan-2-olu. Dále byl produkt zbaven 

zbytků rozpouštědel sušením ve vakuu při laboratorní teplotě. Přehled takto připravených 

nosičů a data, získaná během jejich charakterizace instrumentálními analyticýkmi 

metodami, obsahují tabulky 2 a 3 na straně 49 a 50. 
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Tabuka 2.: Souhrn připravených modifikovaných poly(ethylenglykolů) 

Označení Mw Vzorec 

1 5000 
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Tabuka 3.: 1H NMR a IČ spektra připravených nosičů 

Označení Mw Vzorec 

1 5000 

1H NMR (CDCl3, ppm) δ: 3,36 (s; 3H, CH3-O); 3,52-4,27 
(m; 460H, (CH2–CH2–O)115); 7,17 (d; J 7,7 Hz, 2H-arom); 
7,97 (d; J 7,7 Hz, 2 H-arom); 9,94 (s; 1H, CH=O).  
IČ (KBr) m: 3439, 2945, 2887, 2741, 1701, 1467, 1360, 
1343, 1280, 1201, 1149, 1110, 1061, 963, 843, 531 cm-1. 

2a 5 000 

1H NMR (CDCl3, ppm) δ: 3,36 (s; 3H, CH3-O); 3,52 – 4,27 ( 
m; 448H, (CH2-CH2-O)112); 4,50 (m; 2H, CH2-O-CO); 7,96 
(d; J 7,8 Hz, 2H-arom); 8,22 (d; J 7,8 Hz, 2H-arom); 10,11 
(s; 1H, CH=O).  
IČ (KBr) ν: 3439, 3225, 2945, 2887, 2741, 1730, 1701, 
1693, 1572, 1467, 1360, 1343, 1280, 1201, 1149, 1110, 
1061, 963, 843, 531 cm–1. 
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2b 6 000 

1H NMR (CDCl3, ppm) δ: 3,52 – 4,27 ( m; 540H; (CH2-CH2-
O)135); 4,50 (m; 4H, CH2-O-CO);  7,96 (d; J 7,8 Hz, 4H-
arom); 8,22 (d; J 7,8 Hz, 4H-arom); 10,11 (s; 2H, CH=O). 
IČ (KBr) ν: 3439, 3225, 2945, 2887, 2741, 1730, 1701, 1693, 
1467, 1360, 1343, 1280, 1201, 1149, 1110, 1061, 963, 843, 
531 cm–1. 

2c 10 000 

1H NMR (CDCl3, ppm) δ: 3,52 – 4,27 ( m; 900H; (CH2-CH2-
O)225); 4,50 (m; 4H, CH2-O-CO);  7,96 (d; J 7,8 Hz, 4H-
arom); 8,22 (d; J 7,8 Hz, 4H-arom); 10,11 (s; 2H, CH=O). 
IČ (KBr) ν: 3439, 3225, 2945, 2887, 2741, 1730, 1701, 1693, 
1467, 1360, 1343, 1280, 1201, 1149, 1110, 1061, 963, 843, 
531 cm–1. 

2d 20 000 

1H NMR (CDCl3, ppm) δ: 3,52 – 4,27 ( m; 1820H; (CH2-
CH2-O)n); 4,50 (m; 4H, CH2-O-CO);  7,96 (d; J 7,8 Hz, 4H-
arom); 8,22 (d; J 7,8 Hz, 4H-arom); 10,11 (s; 2H, CH=O). 
IČ (KBr) ν: 3439, 3225, 2945, 2887, 2741, 1730, 1701, 1693, 
1467, 1360, 1343, 1280, 1201, 1149, 1110, 1061, 963, 843, 
531 cm–1. 

3a 5 000 

1H NMR (CDCl3, ppm) δ: 3,36 (s; 3H, CH3-O); 3,52 – 4,27 ( 
m; 448H, (CH2-CH2-O)112); 4,51 (m; 2H, CH2–NH–CO); 
6,48 (m; H, NH-CO);  7,96 (d; J 7,8 Hz, 2H-arom);  8,22 (d; 
J 7,8 Hz, 2H-arom); 10,11 (s; 1H, CH=O).  
IČ (KBr) ν: 3439, 3225, 2945, 2887, 2741, 1701, 1654, 1467, 
1360, 1343, 1280, 1201, 1149, 1110, 1061, 963, 843, 531 
cm–1. 

3b 6 000 

1H NMR (CDCl3, ppm) δ: 3,52 – 4,27 (m; 540H, (CH2-CH2-
O)135); 4,50 (m; 4H, CH2-O-CO); 6,48 (m; H, NH-CO); 7,96 
(d; J 7,8 Hz, 4H-arom);  8,22 (d; J 7,8 Hz, 4H-arom); 10,11 
(s; 2H, CH=O). 
IČ (KBr) ν: 3439, 3225, 2945, 2887, 2741, 1701, 1654, 1467, 
1360, 1343, 1280, 1201, 1149, 1110, 1061, 963, 843, 531 
cm–1. 

3c 10 000 

1H NMR (CDCl3, ppm) δ: 3,52 – 4,27 (m; 908 H, (CH2-CH2-
O)227); 4,50 (m; 4H, CH2-O-CO); 6,48 (m; H, NH-CO); 7,96 
(d; J 7,8 Hz, 4H-arom);  8,22 (d; J 7,8 Hz, 4H-arom); 10,11 
(s; 2H, CH=O). 
IČ (KBr) ν: 3439, 3225, 2945, 2887, 2741, 1701, 1654, 1467, 
1360, 1343, 1280, 1201, 1149, 1110, 1061, 963, 843, 531 
cm–1. 

3d 20 000 

1H NMR (CDCl3, ppm) δ: 3,52 – 4,27 (m; 1820H, (CH2-CH2-
O)455); 4,50 (m; 4H, CH2-O-CO); 6,48 (m; H, NH-CO); 7,96 
(d; J 7,8 Hz, 4H-arom);  8,22 (d; J 7,8 Hz, 4H-arom); 10,11 
(s; 2H, CH=O). 
IČ (KBr) ν: 3439, 3225, 2945, 2887, 2741, 1701, 1654, 1467, 
1360, 1343, 1280, 1201, 1149, 1110, 1061, 963, 843, 531 
cm–1. 
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7.3 Příprava blokových kopolymer ů poly(ethylenglykol)-blok-

poly( L-α-aminokyselin) 

7.3.1 Příprava N-karboxyanhydridu γ-benzylesteru L-glutamové 

kyseliny 

Schéma reakce: 

Trifosgen/THF/50oCNH2

O

O

OH

O

O

O

NH
O

O

O

 

Byla připravena suspense 1 g (4,2 mmol) γ-benzylesteru L-glutamové kyseliny  v 10 

ml tetrahydrofuranu. K suspenzi byl přidán roztok trifosgenu (0,623 g; 2,1 mmol) v 10 ml 

tetrahydrofuranu. Reakční směs byla zahřívána po dobu 1 hodiny na 50 oC. Reakce byla 

provedena v inertní atmosféře s vyloučením vzdušné vlhkosti. Po ukončení reakce bylo 

rozpouštědlo odstraněno destilací za sníženého tlaku. Produkt byl krystalizován ze směsi 

THF/n-hexan. Získané krystaly byly rozpuštěny v 15 ml ethylacetátu. Roztok byl promyt 

100 ml 0,5% roztoku hydrogenuhličitanu sodného. Organická fáze byla poté sušena 48 

hodin nad bezvodým K2CO3. Poté bylo sušidlo odfiltrováno a rozpouštědlo bylo 

odstraněno destilací za sníženého tlaku. Vzniklý N-karboxanhydrid byl získán krystalizací 

ze směsi tedrahydrofuran/n-hexan. Produkt byl zbaven zbytků organických rozpouštědel 

sušením ve vakuu. Bylo získáno 0,9 g produktu což odpovídá 82 % teoretického   výtěžku. 

IČ (KBr): 3336, 2950, 1881, 1786, 1721, 1548, 1450, 1344, 1251, 1190, 1114, 934, 755, 

733 cm-1. 
1H NMR (CDCl3) δ: 2,13 – 2,27 (m; 2H; CH2); 2,57 (m; 2H; CH2); 4,37 (m; 1H; CH-N); 

5,14 (s; 2H; -O-CH2-Ph); 7,63 (m, 5H-arom) 
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7.3.2 Příprava α-methoxy(polyethylenglykol)-blok-poly(L -α-glutamové) 

kyseliny 

Shéma reakce:  

O

O

NH
O

O

O
CH3

O
O

NH2

n

CH3
O

O
NH

O
NH

O

NH2

O OH

OH

O

n

1. THF/40 oC

2. H2/Pd-C

 

K roztoku α-methoxy-ω-amino-poly(ethylenglykolu) (0,5 g; 0,1 mmol; Mw= 5000 

g/mol) v 10 ml tetrahydrofuranu byl přidán roztok N-karboxyanhydridu γ-benzylesteru L-

glutamové kyseliny (0,395 g; 1,5 mmol) v 5 ml tetrahydrofranu. Reakční směs byla 

zahřívána 3 dny na 40 oC s vyloučením vzdušné vlhkosti. Poté bylo rozpouštědlo 

odstraněno destilací za sníženého tlaku. Odparek byl rozpuštěn ve 2 ml tetrahydrofuranu a 

meziprodukt byl získán precipitací n-hexanem. Výtěžek činil 0,627 g. 

IČ (KBr): 3293, 3063, 3034, 2884, 1731, 1650, 1548, 1452, 1358, 1164, 1112, 962, 842, 

794, 697, 610 cm-1.  

1H NMR (300 MHz, CD3Cl) δ: 2,05 – 2,18 (m; 2H; CH2); 2,50 (m; 2H; CH2); 3,36 (s; 3H, 

CH3-O); 3,55 – 4,27 (m; 452 H, (CH2-CH2-O)113); 4,67 (m; 1H; CH-N); 5,13 (s; 20H; -O-

CH2-Ph); 7,28 (m, 100 H-arom). 

Blokový kopolymer byl rozpuštěn v 60 ml směsi methanol-voda (1:1). 

K vzniklému roztoku bylo přidáno 0,2 g katalyzátoru Pd/C (10%). Směs byla nasycena 

vodíkem a míchána po dobu 12 hodin. Poté byl katalyzátor odstraněn filtrací. Vodný 

roztok polymeru byl dialyzován proti destilované H2O. Voda byla posléze odstraněna 

lyofilizací. 

IČ (KBr): 2888, 1655, 1467, 1343, 1280, 1242, 1110, 962, 842 cm-1 

1H NMR (300 MHz, CD3Cl) δ: 2,05 – 2,20 (m; 2H; CH2); 2,54 (m; 2H; CH2); 3,30 (s; 3H, 

CH3-O); 3,50 – 4,30 (m; 452 H, (CH2-CH2-O)113);4,70 (m; 1H; CH-N)  

GPC: Mw =7 500 

Mw/Mn = 1,3 
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[α]D
20 = -20.51o (4.7 mg polymeru v 5 ml 1% roztoku NaHCO3) 

7.3.3 Příprava N-karboxyanhydridu α-(Nε-benzyloxykarbonyl)-L-lysinu 

Schéma reakce 

NH2O

NH

OH

O

O

O

NH

O

O

NH
O

O

Trifosgen/THF/50oC

 

Byla připravena suspenze α-(Nε-benzyloxykarbonyl)-L-lysinu 1g (3,6 mmol) v 30 

ml tetrahydrofuranu. K suspenzi bylo přidáno 0,5 g (1,8 mmol) trifosgenu. Reakční směs 

byla zahřívána 1 hodinu na 50 oC. Reakci byla provedena v inertní atmosféře s vyloučením 

vzdušné vlhkosti. Po ukončení reakce bylo rozpouštědlo odstraněno destilací za sníženého 

tlaku. Olejovitý odparek byl rozpuštěn v 50 ml ethylacetátu. Organická fáze byla ve třech 

krocích promyta 150 ml vychlazeného 0,1M roztoku NaHCO3. Organická fáze byla poté 

sušena 48 hodin nad bezvodým K2CO3. Poté bylo sušidlo odfiltrováno a rozpouštědlo bylo 

odstraněno destilací za sníženého tlaku. Vzniklý N-karboxanhydrid α-(Nε-

benzyloxykarbonyl)-L-lysinu byl získán krystalizací ze směsi tedrahydrofuran/n-hexan. 

Produkt byl zbaven zbytků organických rozpouštědel sušením ve vakuu. Bylo získáno 0,88 

g produktu což odpovídá 80 % teoretického   výtěžku. 

IČ (KBr) ν: 3346, 3062, 1830, 1790, 1691, 1656, 1609, 1582, 1530, 1423, 1366, 1350, 

1338, 1294, 1165, 1029 730, 539 cm–1. 

Teplota tání: 97-100oC 

Teplota tání uvedená v literatuře: 99.2-101.8OC191 
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7.3.4 Příprava poly(L -α-lysin)-blok-poly(ethylenglykol)-blok-poly(L -α-

lysinu) 

Schéma reakce 

NH2
O

NH2

O

NH

O

O

NH
O

O

n

n nn

1. DMF/40oC

2. H2/Pd-C 
NH

NH2

O

NH
O

O NH

O
NH

NH2

O

NH2

O

NH2

NH2
NH2

Roztok α,ω-diaminopoly(ethylenglykolu) (10 g; 0,1 mmol; Mw = 10 000) v 10 ml 

dimethylforamidu byl smísen s roztokem N-karboxanhydridu α-(Nε-benzyloxykarbonyl)-L-

lysinu (0,46 g; 1,5 mmol) v 10 ml dimethylformamidu. Vzniklá reakční směs byla 

zahřívána 3 dny na 40oC s vyloučením vzdušné vlhkosti. Reakce byla ukončena precipitací 

diethyletherem. Vzniklý kopolymer byl přečištěn krystalizací z propan-2-olu. Blokový 

kopolymer byl rozpuštěn v 60 ml směsi methanol-voda (1:1). K vzniklému roztoku bylo 

přidáno 0,2 g katalyzátoru Pd/C (10%). Směs byla nasycena vodíkem a mísena po dobu 12 

hodin. Poté byl katalyzátor odstraněn filtrací. Vodný roztok polymeru byl dialyzován proti 

destilované H2O. Voda byla odstraněna destilací za sníženého tlaku. Blokový kopolymer 

byl získán precipitací ze směsi dichlormethan-diethylether. Získáno bylo 0,8 g poly(L-α-

lysin)-b- poly(ethylene glykol)-b-poly(L-α-lysinu). Produkt byl charakterizován NMR, IČ, 

GPC a elementární analýzou. 
1H NMR (400 MHz, CDCl3): δ = 1,38 (m; 30 H; (CH2)3), 2,74 (br s; 4H, ε-CH2, (α-

helix)), 3,01 (br s; 6H, α-CH2, (random coil)), 3,69 (m, 227H, (CH2)2O),  

IČ (KBr) ν: 3339, 3114, 2942, 2866, 2337, 1657, 1630, 1537, 1455, 1258, 1139, 923, 748, 

963, 531 cm-1;  

Elemntární analýza: C1176H1948N34O466 – Teorie: C, 54.58 %; H, 9.13 %; N, 2.71 %; 

Nalezeno: C, 54.81 %; H, 9.32 %; N, 2.98 %; 

GPC: Mw =13 200 

Mw/Mn = 1.16. 
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7.3.5 Příprava poly(Nε-(4-formylfenylkarboxamino)-L -α-lysinu)-blok-

poly(ethylenglykol)-blok-poly(Nε-(4-formylfenylkarboxamino)-L -α-

lysinu) 

DIC/DMAP/CH2Cl2

n nn

NH

NH2

O

NH
O

O NH

O
NH

NH2

O

NH2

O

NH2

NH2
NH2

n nn

HOOC CHO

NH

NH

O

NH
O

O NH

O
NH

NH

O

NH

O

NH

NH NH

O

O O

O

O
OHC

CHO

CHO

CHO

OOHC

CHO

 

Poly(L-α-lysin)-b-poly(ethylenglykol)-b-poly(L-α-lysin) (0,8 g; 0,06 mmol), 4-

formylbenzoová kyselina (0,42 g; 2,8 mmol) a 4-dimethylaminopyridin (0,1 g; 0,8 mmol) 

byly rozpuštěny v 70 ml suchého dichlormethanu a vzniklý roztok byl ochlazen na 0 °C. 

Během 10 minut byl do reakční směsi přikapán vychlazený roztok 0,44 ml (2,8 mmol) 

diisopropylkarbodiimidu v 10 ml dichlormethanu. Reakční směs byla míchána ještě 4 h při 

0 °C a následně byla pozvolna vytemperována na laboratorní teplotu. Po 24 h byla 

odfiltrována diisopropylmočovina. Produkt byl izolován precipitací diethyletherem a čištěn 

opakovanou krystalizací z propan-2-olu. Dále byl produkt zbaven zbytků rozpouštědel 

sušením ve vakuu při laboratorní teplotě. Bylo připraveno 0,85 g produktu což odpovídalo 

90 % teoretického výtěžku. 
1H NMR (400 MHz, CDCl3): δ = 1,40 (m; 30H; (CH2)3), 2,76 (br s; 2H, ε-CH2, (α-helix)), 

3,09 (br s; 8H, ε-CH2, (random coil)), 3,70 (m, 114H, (CH2)2O), 5,39 (br s, 5H, CH), 6,92 
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(d, J = 7,7 Hz, 14H, arom.), 7,83 (d; J = 7,7 Hz, 14H, arom.), 10,11 (m, 6H, CHO), 10,20 

(br s, 5H, CONH);  

I%C (KBr) m: 3341, 3116, 2942, 2866, 2337, 1701,1683, 1657, 1630, 1537, 1455, 1258, 

1139, 923, 748, 696,963, 531 cm-1; 

Elemntární analýza: C612H1096N22O274 – Teorie: C, 55.92 %; H, 8.35 %; N, 2.35 %;  

Nalezeno: C, 55.81 %; H, 8.13 %; N, 2.56 %; 

GPC: Mw = 15 500 
Mw/Mn = 1.18 

7.4 Příprava konjugát ů AmB s polymerními nosi či 

Tabulka 4 obsahuje souhrn připravených konjugátů modifikovaných 

poly(ethylenglykolů) s AmB včetně jejich názvů. V rámci těchto experimetů bylo 

připraveno i proléčivo 4-karboxybenzylideniminoamfotericin B, které vzniká během 

rozpadu některých typů konjugátů. Vzhledem ke komplikovanému názvoslovnému 

pojmenování připravených sloučenin je v tomto textu budeme nadále označovat číselným 

kódem, který jim je přiřazeno v této tabulce. Přesné názvoslovné označení připravených 

konjugátů je uvedeno vždy pod danou strukturou v téže tabulce. 
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Tabulka 4.: Souhrn připravených konjugátů AmB 

Ozn. Mw Vzorec 

I 6000 
O

O
O

O

H

N
AmB

n

 
α-Methoxy-ω-(4-AMB-iminomethylfenyloxy)-poly(ethylenglykol) 

IIa 6 000 O
O

O
O

O

H

N
AmB

n
 

α-Methoxy-ω-(4-AMB-iminomethylfenylkarbonyloxy)-
poly(ethylenglykol) 

IIb 8 000 

IIc 12 000 

IId 22 000 

n

O
O

O

O

H

N

O

O

N

H

AmB

AmB

 

α,ω-Bis(4-AMB-iminomethylfenylkarbonyloxy)-
poly(ethylenglykol) 

IIIa 6 000 
O

O
O

NH

O

H

N
AmB

n  
α-Methoxy-ω-(4-AMB-iminomethylfenylkarboxamino)-

poly(ethylenglykol) 

IIIb 8 000 

IIIc 12 000 

IIId 22 000 

NH
O

O
NH

O

H

N

O

N

H

AmB

AmB

n

  

α,ω-Bis(4-AMB-iminomethylfenylkarboxamino)-
poly(ethylenglykol) 
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IV 26 700 

NH

NH

O
NH

NH

O

NH
O

NH
O

O

O

O

N

H N

H

N

H

H N

AmB

AmB

AmB

AmB

n n n

 

Poly(ethylenglykol)-[b-poly((L-lysin)5]2-(AmB)12 
 

V 1057 

O

OH OH

OH

OH OH OO

OH
OH

COOH

O

OH

O

OH

OH

N
OH

HOOC  

4-karboxybenzylideniminoamfotericin B 

7.4.1 Příprava konjugátů I, IIa, IIIa 

α-Methoxy-ω-(4-formylfenyloxy)poly(ethylenglykol) (0,1 mmol; Mw = 5 000), α-

methoxy-ω-(4-formylfenylkarbonyloxy)-poly(ethyleneglykol) (0,1 mmol; Mw = 5 000) 

nebo α-methoxy-ω-(4-formylfenylkarboxamino)-poly(ethylenglykol) (0,1 mmol; Mw = 

5 000) byl rozpuštěn v 5 ml trimethylorthoformiátu. K vzniklému roztoku bylo přidáno 

ekvivalentní množství (0,1 mmol) amfotericinu B ve formě roztoku v dimethylformamidu 

s přídavkem 0.2 g aktivovaného molekulového síta 4Å. Reakční směs byla míchána 14 dnů 

při laboratorní teplotě v argonové atmosféře s vyloučením světelného záření. Ukončení 

reakce bylo monitorováno pomocí GPC. Závěrem byla reakční směs zfiltrována a z filtrátu 

byl při 25 °C vakuově oddestilován trimethylorthoformiát. Destilační zbytek byl smísen s 
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250 ml suchého diethyletheru a vyloučený produkt byl odfiltrován. Připravené konjugáty 

byly rozpuštěny v dichlormethanu a přesráženy diethyletherem. 

I  – Získáno 450 mg produktu (74 % teoretického výtěžku) 

UV/VIS (DMF) λmax: 253, 346, 363, 383, 407 nm. 

IČ (KBr ) ν: 3428, 2945, 2885, 2741, 2695, 1719, 1637, 1467, 1360, 1343, 1280, 1201, 

1149, 1110, 1061, 963, 843 cm–1. 

IIa – Získáno 980 mg produktu (83% teoretického výtěžku).  

UV/VIS (DMF) λmax: 253, 346, 363, 383, 407 nm. 

IČ (KBr) ν: 3439, 2945, 2887, 2741, 1735, 1719, 1693, 1638, 1467, 1360, 1343, 1280, 

1201, 1149, 1110, 1061, 963, 843, 531 cm–1. 

IIIa – Bylo získáno 320 mg produktu (54% teoretického výtěžku). 

UV/VIS (DMF) λmax: 253, 346, 363, 383, 407 nm. 

IČ (KBr) ν: 3439, 3225, 2945, 2887, 2741, 1719, 1654, 1638,1467, 1360, 1343, 1280, 

1201, 1149, 1110, 1061, 963, 843, 531 cm–1 

7.4.2 Příprava konjugátů IIb-d, IIIb-d 

α,ω-Bis(4-formylphenylkarboxamino)poly(ethylenglykol) (0,1 mmol; Mw = 6 000, 

10 000, 20 000) nebo α,ω-bis(4-formylfenylkarbonyloxy)poly(ethylenglykol) (0,1 mmol; 

Mw = 6 000, 10 000, 20 000) byl rozpuštěn v 15 ml trimethylorthoformiátu, k vzniklému 

roztoku bylo přidáno ekvivalentní množství (0,2 mmol) AmB ve formě roztoku v 

dimethylformamidu s přídavkem 0,2 g aktivovaného molekulového síta 4Å. Reakční směs 

byla míchána 14 dnů při laboratorní teplotě v argonové atmosféře s vyloučením světelného 

záření. Ukončení reakce bylo monitorováno pomocí GPC. Závěrem byla reakční směs 

zfiltrována a z filtrátu byl při 25 °C vakuově oddestilován trimethylorthoformiát. 

Destilační zbytek byl smísen s 250 ml suchého diethyletheru a vyloučený produkt byl 

odfiltrován. Připravené konjugáty  byly rozpuštěny v dichlormethanu a přesráženy 

diethyletherem.  

IIb – Získáno 630 mg produktu(80% teoretického   výtěžku) 

UV/VIS (DMF) λmax: 253, 291, 346, 363, 383, 407 nm. 

IČ (KBr) ν: 3439, 2945, 2887, 2741, 1730, 1720, 1691, 1638, 1467, 1360, 1343, 1280, 

1201, 1149, 1110, 1061, 963, 843, 531 cm–1. 

IIc  –Získáno 890 mg produktu(75% teoretického výtěžku) 

UV/VIS (DMF) λmax: 253, 346, 363, 383, 407 nm. 
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IČ (KBr) ν: 3439, 2945, 2887, 2741, 1734, 1718, 1689, 1638, 1467, 1360, 1343, 1280, 

1201, 1149, 1110, 1061, 963, 843, 531 cm–1. 

IId  –Získáno 1,8 g produktu(80% teoretického výtěžku) 

UV/VIS (DMF) λmax: 253, 346, 363, 383, 407 nm. 

IČ (KBr) ν: 3439, 2945, 2887, 2741, 1734, 1718, 1689, 1638, 1467, 1360, 1343, 1280, 

1201, 1149, 1110, 1061, 963, 843, 531 cm–1. 

IIIb  – Bylo získáno 430 mg produktu (54% teoretického výtěžku). 

UV/VIS (DMF) λmax: 253, 346, 363, 383, 407 nm. 

IČ (KBr) ν: 3439, 3225, 2945, 2887, 2741, 1719, 1653, 1638,1467, 1360, 1343, 1280, 

1201, 1149, 1110, 1061, 963, 843, 531 cm–1 

IIIc  – Bylo získáno 840 mg produktu (70% teoretického výtěžku). 

UV/VIS (DMF) λmax: 253, 346, 363, 383, 407 nm. 

IČ (KBr) ν: 3439, 3225, 2945, 2887, 2741, 1720, 1655, 1638,1467, 1360, 1343, 1280, 

1201, 1149, 1110, 1061, 963, 843, 531 cm–1 

IIId – Bylo získáno 1,7 g produktu (75% teoretického výtěžku). 

UV/VIS (DMF) λmax: 253, 346, 363, 383, 407 nm. 

IČ (KBr) ν: 3439, 3225, 2945, 2887, 2741, 1720, 1656, 1637,1467, 1360, 1343, 1280, 

1201, 149, 1110, 1061, 963, 843, 531 cm–1 

7.4.3 Příprava konjugátů IV 

Poly(Nε-(4-formylfenylkarboxamino)-L-α-lysinu)-blok-poly(ethylenglykol)-blok-

poly(Nε-(4-formylfenylkarboxamino)-L-α-lysin) (780 mg 0,05 mmol) byl rozpuštěn v 15 

ml trimethylorthoformiátu, k vzniklému roztoku bylo přidáno (0,6 mmol) AmB ve formě 

roztoku v dimethylformamidu s přídavkem 0,2 g aktivovaného molekulového síta 4Å. 

Reakční směs byla míchána 14 dnů při laboratorní teplotě v argonové atmosféře s 

vyloučením světelného záření. Ukončení reakce bylo monitorováno pomocí GPC. Závěrem 

byla reakční směs zfiltrována a z filtrátu byl při 25 °C vakuově oddestilován 

trimethylorthoformiát. Destilační zbytek byl nalit do 250 ml suchého diethyletheru a 

vyloučený produkt byl odfiltrován. Připravené konjugáty  byly rozpuštěny dichlormethanu 

a přesráženy diethyletherem. Bylo získáno 1,1 g produktu což odpovídá 86% terotického 

výtěžku. 

IČ (KBr) ν: 3341, 3116, 2945, 2886, 2741,2337, 1852, 1814, 1719,1693, 1637, 1630, 

1537, 1467, 1256, 1201,1139, 923, 748,696, 963, 531 cm-1;  
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UV/VIS λmax: 253, 346, 367, 386, 409 nm;  

Elemntární analýza: C1176H1948N34O466 – Teorie(%): C, 58.82; H, 8.13; N,1.98; 

Nalezeno: C, 58.99; H, 8.36; N, 2.20;  

GPC: Mw = 26 700 

Mw/Mn = 1.11. 

7.4.4 Příprava 4-karboxybenzylideniminoamfotericinu B (V) 

Schéma reakce: 
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Byl připraven roztok amfotericinu B (0,1mmol, 930 mg) a 4-formylbenzoové 

kyseliny (0,1 mmol, 150mg) ve směsi suchého DMSO (2 ml) a trimethylorthoformiátu (3 

ml). K tomuto roztoku bylo přídáno molekulové síto 4Å (0,2 g). Po 48 hodinách byla 

reakční směs zlitrována přes fritu S4. Ze vzniklého filtrátu byl destilací za sníženého tlaku 

odstraněn trimethylorthoformiát. Odparek byl precipitován nadbytkem suchého 

diethyletheru. Vzniklá sraženina byla odfiltrována a sušena ve vakuu. Bylo získáno 84 mg 

4-karboxybenzylideniminoamfotericinu B což odpovídá 84% teoretického výtěžku. 

IČ (KBr) ν: 3439, 3097, 2838, 2679, 2560, 2345, 1719, 1638, 1610, 1575, 1560, 1505, 

1430, 1393, 1293, 1125, 934, 885, 790, 762, 686, 532, 461 cm-1. 
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ESI-MS (M = 1056.2): [M+H]+ m/z 1057.2. 

7.5 Stabilita konjugátu ve fosfátových pufrech 

Uvedené experimenty byly prováděny ve spolupráci s Katedrou organické chemie 

Fakulty chemicko-technologické Univerzity Pardubice.  

U derivátů I, IIa, IIc, IId a IIIa  byla sledována stabilita imino vazby vůči kysele 

katalyzované hydrolýze. Stejná studie byla provedena i v případě připraveného proléčiva 

4-karboxybenzylideniminoamfotericinu B. Měření bylo prováděno na přístroji HP UV/VIS 

8453 Diode Array v uzavíratelné kyvetě z křemenného skla o vnitřním průměru 1cm. Do 

měřicí cely byly přidány 2 ml příslušného fosfátového pufru (0,07 M pH = 7,4 nebo 5,5). 

Roztok byl vytemperován na 37 oC. Poté bylo přidáno 10 – 20 µl metanolického roztoku 

sledované látky tak, aby výsledná koncentrace substrátu dosahovala zhruba 5 × 10-5 M. Na 

základě změn v UV/VIS spektru byla vypočítána rychlostní konstanta reakce (kobs (s
-1)) . 

K výpočtu této konstanty bylo využito rovnice 1.  

kobst = ln∆A + konst. 

∆A = (A∞ – At) nebo (A t– A∞). 

Rovnice 1. 

7.6 Stabilita konjugátu v plazm ě a v lidském séru 

Studie stability konjugátů v lidské krevní plazmě a lidském krevním séru byla 

provedena ve spolupráci s Katedrou analytické chemie Fakulty chemicko-technologické 

Univerzity Pardubice.  

Stabilita konjugátu (I, IIa, IIc, IId a IIIa ) v lidské krevní plazmě a v lidském 

krevním séru byla sledována po dobu 24 hodin (jak sérum, tak plazma pocházely od 

zdravých dárců). Do mikrozkumavky bylo napipetováno 500 µl vzorku (plazmy, séra), 500 

µl konjugátu, výsledná koncentrace konjugátu byla 1 × 10–1M. Směs byla inkubována při 

37 °C. Postupně byly odebírány vzorky v čase 0 hod (okamžitě), 1, 2 hod až 10 hod a po 

24 hod. Vzorky byly stabilizovány 100 µl 4% ZnSO4.7H2O. Směs byla 1 min třepána a 

poté centrifugována po dobu 3 min při 14000 ot/min. Supernatant (20 µl) byl dávkován na 

HPLC kolonu. Pro separaci byla použita kolona LiChroCART® 125 x 4 mm s náplní 

LiChrospher® 100 RP-18e 5 µm (MERCK, Darmstadt). Jako mobilní fáze byl použit 

20mM roztok chelatonu II v acetonitrilu. 
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7.7 Studium vlivu chirálních polymer ů na kinetiku krystalizace 

racemických sm ěsí aminokyselin 

Studie, věnovaná vlivu chirálních polymerů na kinetiku krystalizace racemických 

směsí aminokyselin, byla provedena během stáže autora na Katedře chemie Fakulty 

přírodních věd, Univerzity Bar-Ilan, Ramat Gan, Izrael. 

Všechny krystalizační experimenty byly prováděny s přesycenými roztoky D,L-

threoninu. Pokusy byly prováděny při dvou rozdílných hodnotách pH (pH = 3,75 a pH = 

7,8). pH Roztoků bylo udržováno fosforečnanovými pufry. Byla připravena suspenze D,L-

threoninu (900mg) v příslušném pufru (3ml), která byla zahřívána na 70 °C do rozpuštění 

krystalů. Roztok byl ochlazen na 25 °C a ponechán krystalizovat po dobu 150 min. 

Vzniklé krystaly byly izolovány a vysušeny za sníženého tlaku při 25 °C. Optická 

otáčivost byla stanovena jednak pro zbylý matečný roztok, a jednak pro roztok připravený 

z vyloučených krystalů (5mg/ 6 ml destilováne vody).  

Krystalizační experimenty byly provedeny s přídavkem chirálního kopolymeru α-

methoxy(polyethylenglykol)-blok-poly(L-α-glutamové) kyseliny ( c = 1mg/ml). Dále byly 

provedeny kontrolní pokusy bez přídavku aditiv a s přídavkem nemodifikovaného α-

methoxy(polyethylenglykolu) (c = 1 mg/ml). 
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8. Výsledky a diskuze 

Tato disertační práce byla zaměřena na přípravu polymerních nosičů pro systémy s 

cílenou distribucí léčiv. Pozornost byla věnována přípravě systému s řízeným uvolňováním 

léčiva pro polyenová antibiotika, zejména amfotericin B. Úkolem bylo připravit kovalentní 

pH–sensitvní konjugáty amfotericinu B a sledovat jejich stabilitu v modelových 

prostředích tlumivých roztoků, plazmy a krevního séra (in vitro). Dále byla provedena 

toxikologická studie připravených derivátů in vivo. Systém byl navrhovám tak, aby k 

uvolnění léčiva docházelo specificky v místě snížené hodnoty pH, jaká se vyskytuje 

například v místě zánětu vyvolaného napadením tkáně mikroorganismy196,197,208. 

Dalším úkolem byla syntéza blokového kopolymeru α-methoxy(polyethylenglykol) 

blok-poly(γ-benzyl-L-α-glutamové) kyseliny. U připraveného blokového kopolymeru byly 

studovány konformační změny probíhající v polyamidové části řetězce. Následně byl 

studován vliv přítomnosti tohoto chirálního polymeru na průběh krystalizace racemické 

směsi D,L-threoninu.  

8.1 Příprava modifikovaných poly(ethylenglykol ů) 

Pro vypracování metodiky přípravy hydrofilních polymerních nosičů byl vybrán α-

methoxypoly(ethylenglykol) o Mw 5 000. Jeho koncová hydroxylová skupina byla 

obměněna připojením aromatické spojky nesoucí aldehydickou skupinu. Byly připraveny 

tři různé typy nosičů lišící se charaketrem chemické vazby (ether, amid, ester), kterou byla 

aromatická spojka připojena k molekule polymeru. 

První typ nosiče využíval jako aromatickou spojku p-hydroxybenzaldehyd. Ten byl 

s polyethylenglykolem spojen stabilní etherovou vazbou. α-Methoxy-ω-(4-

formylfenyloxy)-poly(ethylenglykol) byl připraven nukleofilní substitucí methansulfonové 

skupiny v α-methoxy-ω-methansulfonylpoly(ethylenglykolu)199. Jako nukleofil byl použit 

4-(1,3-dioxolan-2-yl)fenol200. Reakce byla prováděna zahříváním směsi reaktantů 

s využitím uhličitanu draselného jako bazického katalyzátoru. Odchránění aldehydické 

skupiny bylo provedeno kyselou hydrolýzou acetalu.  

Struktura připraveného nosiče byla potvrzena pomocí 1H NMR spektroskopie. 

Dublety 7,17 ppm a 7,97 ppm odpovídají aromatické substituci. Integrací signálu vůči 

signálům vodíků poly(ethylenglykolového) řetězce, bylo zjištěno, že více než 90 % 

koncových hydroxylových skupin bylo převedeno na požadovaný éther. Přítomnost volné 
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aldehydické skupiny je potvrzena přítomností singletu s chemickým posunem 9,94 ppm. 

Tento fakt potvrzuje i přítomnost absorpčního pásu s maximem 1701 cm-1, který 

nacházíme v infračerveném spektru připraveného derivátu. 

Další dva typy nosičů využívaly jako aromatickou spojku 4-formylbenzoovou 

kyselinu. Ta byla s molekulou polymerního nosiče spojena buď prostřednictvím 

esterové201, nebo amidické vazby. V obou případech bylo k aktivaci karboxylu 

4−formylbenzoové kyseliny využito diisopropylkarbodiimidu (DIC) (Schéma 9.). DIC je 

reaktivní činidlo snadno podléhající hydrolýze, a proto bylo nutné tuto reakci provádět 

v inertní argonové atmosféře s vyloučením vzdušné vlhkosti. Během aktivace karboxylu 

4−formylbenzoové kyseliny dochází ke vzniku O-acylisourey, která může podléhat 

přesmyku za vzniku nereaktivní N-acylisourey209. Abychom zabránili této nežádoucí 

vedlejší reakci, je nutné provádět tuto reakci za snížené teploty (0 oC). Acylační reakce 

poté probíhala v přítomnosti 4−dimethylaminopyridinu, který je běžně používaným 

katalyzátorem acylačních reakcí. 
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Schéma 9. 

Připravené nosiče byly charakterizovány pomocí infračervené spektroskopie a 1H 

NMR. V případě nosičů esterového typu nalézáme v IČ spektru absorpční pás 1735 cm-1 

charakteristický pro karbonylu esteru. V případě nosičů amidového typu nalézáme 

absorpční pás v oblasti 1650 cm-1, který náleží karbonylu amidu. Přítomnost aromatických 

vodíků s posuny 7,9 a 8,2 ppm v 1H NMR potvrzuje přítomnost aromatické substituce. 

Přítomnost aldehydické skupiny je potvrzena přítomností singletu s chemickým posunem 

9,94 ppm. Na základě intenzity signálů ve spektru byl určen stupeň konverze koncových 

hydroxylových skupin poly(ethylenglykolu), který byl vyšší než 90 %. 

V případě nosiče využívajícího spojení pomocí amidické vazby musely být nejprve 

koncové hydroxylové skupiny poly(ethylenglykolu) převedeny na primární aminoskupiny. 

K tomuto účelu bylo využito Gabrielovy syntézy primárních aminů202. 



66 

 

Takto vypracovaná metodika byla využita při přípravě série polymerních nosičů na 

bázi modifikovaného poly(ethylenglykolu) o molekulových hmotnostech Mw = 6 000 až 

20 000. Souhrn takto připravených nosičů je uveden v tabulce 2 na straně na 49. 

8.2 Příprava blokových kopolymer ů poly(ethylenglykolu) a 

poly(aminokyselin) 

Pro účely této disertační práce byly připraveny dva typy blokových kopolymerů 

poly(ethylengykolu) a poly(aminokyselin). Prvním z nich byl dvoublokový kopolymer α-

methoxypoly(ethyleneglykol)-blok-poly(L-α-glutamové) kyseliny, který byl využit ve 

studii věnující se vlivu chirálních polymerů na kinetiku krystalizace racemických směsí 

aminokyselin.  

Dále byla pozornost zaměřena na přípravu blokového kopolymeru poly(L-α-lysin)-

blok-poly(ethylenglykol)-blok-poly(L-α-lysinu). Takovýto nosič obsahuje ve své struktuře 

reaktivní aminoskupiny a je tak schopen poutat větší množství molekul léčiva, než je tomu 

v případě polymerních nosičů odvozených od lineárního poly(ethylenglykolu).  

Základní přístup k přípravě řetězců polyaminominokyselin využívá postup „ring 

opening“ polymerace N-karboxyanhydridů α-aminokyselin (NCA)52. Této metody bylo 

využito k přípravě blokových polymerů poly(ethylenglykolu) s poly-(L-α-lysinem) a 

poly(L-α-glutamovou) kyselinou. K přípravě výchozích N-karboxanhydridů bylo využito 

reakce příslušných aminokyselin s trifosgenem v tetrahydrofuranu50-52,55,60. Primární 

aminoskupina v poloze 6 L-lysinu byla ochráněna benzyloxykarbonylovou skupinou. 

Karboxylová skupina v poloze 5 L-glutamové kyseliny byla ochráněna benzylesterem. 

Struktura takto připravených monomerů byla potvrzena infračervenou spektrofotometrií a 

stanovením bodu tání. V případě N-karboxyanhydridu (Nε-benzyloxykarbonyl)-(L-α-

lysinu) nalézáme ve spektru absorpční pásy 1830 a 1790 cm-1, které jsou typické pro 

karbonyly pětičlenného kruhu N-karboxyanhydridu. Připravený N-karboxyanhdrid byl 

charakterizován i bodem tání (viz Experimentální část). V případě N-karboxyanhydridu γ-

benzylesteru L-glutamové kyseliny náleží těmto karbonylům absorpční pásy 1881 cm-1; 

1786 cm-1. V tomto případě byla struktura připravené sloučeniny potvrzena i 1H NMR 

spektroskopií (viz Experimentální část). 

Byl připraven blokový kopolymer poly(L-α-lysin)-blok-poly(ethylenglykol)-blok-

poly(L-α-lysin). Jako iniciátor polymerce byl využit α,ω-diamino(polyethyleglykol). 

Reakce byla prováděna v DMF při 40 oC. Připravený blokový kopolymer poly(Nε-
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benzyloxykarbonyl)-(L-α-lysin)-blok-poly(ethylenglykol)-blok-poly(Nε-

benzyloxykarbonyl)-(L-α-lysin) byl charakterizován pomocí infračervené spektroskopie. 

K odchránění primárních aminoskupin v postranních řetězcích poly(L-α-lysinu) bylo 

využito hydrogenolýzy využívající jako katalyzátor Pd/C (10%)203. Výsledný poly(L-α-

lysin)-blok-poly(ethylenglykol)-blok-poly(-L-α-lysin) byl charakterizován pomocí 

infračervené spektroskoipie, 1H NMR a GPC. Na základě anylýz bylo zjištěno, že na každý 

řetězec poly(ethylenglykolu) připadá deset monomerních jednotek L-lysinu. Molekulová 

hmotnost polymeru byla stanovena pomocí GPC na Mw = 13 200.  

Pro vodíky ε-CH2 skupiny nalézáme v 1H NMR dva druhy signálů - první, 

s chemickým posunem 2,74 ppm, a druhý s posunem 3,01 ppm. Signál s posunem 2,74 

ppm odpovídá ε-CH2 nacházejícím se v polyamidovém řetězci, který zaujímá terciární 

strukturu α-helix. Naopak signál s posunem 3,01 ppm odpovídá situaci, kdy polyamidový 

řetězec zaujímá náhodné uspořádání. Na základě porovnání intezit těchto signálů 

docházíme k závěru, že 40 % řetězců poly(L-α-lysinu) se nalézá v uspořádání strukturu 

α−helix, zatímco zbylých 60 % řetězců nevytváří žádnou konkrétní terciární strukturu a je 

uspořádáno náhodně (tvz. „random coil“)18. 

Takto připravený blokový kopolymer poly(L-α-lysin)-blok-poly(ethylenglykol)-

blok-poly(L-α-lysin) byl využit jako základ pro přípravu polymerního nosiče pro 

amfotericin B. Finálním krokem přípravy tohoto nosiče byla acylace primárních 

aminoskupin polyamidového řetězce 4-formylbenzoovou kyselinu. K tomuto účelu byla 

opět využita aktivace karboxylu aromatické kyseliny diisopropylkarbodiimidem. Takto 

připravený nosič byl charakterizovám pomocí IČ spektrofotometrie, 1H NMR 

spektroskopie elementární a GPC. Pomocí gelové permeační chromatografie byla 

stanovena střední molekulová hmotnost nosiče (Mw = 15 500). Přítomnost aromatické 

substituce je potvrzena přítomností signálů s chemickým posunem 6,92 ppm a 7,83 ppm v 
1H NMR spektru. Přítomnost volné aromatické aldehydické skupiny je potvrzena 

přítomností signálu 10,11 ppm v 1H NMR a existencí absorpčního pásu 1701 cm-1 v IČ 

spektru polymeru. Na základě porovnání intezit signálů v 1H NMR bylo zjištěno, že došlo 

k acylaci všech primárních aminoskupin ve struktuře polymeru, včetně koncové α-

aminoskupinu polyamidu. 

Dalším typem blokového kopolymeru, který byl připraven v rámci této disertační 

práce, byl α-methoxy(polyethylenglykol)-blok-poly(L-α-glutamové) kyseliny. Jedná se o 

dvoublokový kopolymer, k jehož přípravě bylo opět využito „ring opening“ polymerace 
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N−karboxyanhydridu γ-benzylesteru L-glutamové kyseliny. Jako iniciátor polymerace byl 

využit α-methoxy-ω-amino(polyethylenglykol). Reakce byla prováděna v DMF při 40 oC. 

Připravený blokový kopolymer α-methoxy-ω-amino(polyethyleglykol)-blok-poly(γ-

benzyl-L-α-glutamové) kyseliny byl charakterizován pomocí infračervené spektroskopie a 
1H NMR spektroskopie a elementární analýzy. V infračeveném spektru se nacházejí 

absorbční pásy typické pro amidickou (1548 cm-1 (amid II, N-H, C-N); 1650cm-1 (amid, 

C=O)) a esterovou vazbu 1731cm-1 (benzylester, C=O). K odchránění primárních 

karboxylových skupin v poloze 5 postranních řetězců poly(L-glutamové) kyseliny bylo 

využito hydrogenolýzy využívající jako katalyzátor Pd/C (10%). Vzniklý kopolymer α-

methoxy(polyethylenglykol)-blok-poly(L-α-glutamové) kyseliny byl charakterizován 

pomocí IČ spektroskopie, 1H NMR spektroskopie, elementární analýzou a GPC. 

V infračerveném spektrum došlo k vymizení absorbčního pásu v oblasti 1731 cm-1, který 

původně náležel dvojné vazbě karbonylu benzylesteru. Rovněž v 1H NMR spektru došlo 

k vymizení aromatických signálů s posunem 7,28 ppm a signálu 5,13 pm, který původně 

náležel methylenové skupině benzylesteru. Na základě gelové permeační chromatografie 

byla molekulová hmotnost polymeru stanovena na 7 500. Z toho vyplývá, že polyamidová 

část blokového kopolymeru se skládala průměrně ze 20 jednotek glutamové kyseliny. 

8.3 Příprava konjugát ů AmB s polymerními nosi či 

Při přípravě konjugátů AmB s připravenými polymerními nosiči bylo využito 

schopnosti primární aminoskupiny mykosaminu, cukerné složky AmB, tvořit iminové 

vazby s aldehydickými skupinami modifikovaného poly(ethylenglykolu). Kondenzační 

reakce byla prováděna v přítomnosti dehydratačních činidel - trimethylorthofomiátu a 

molekulárního síta. Reakce probíhala v suchém dimethylformamidu při vyloučení vzdušné 

vlhkosti. Vzniklé konjugáty byly charakterizovány pomocí 1H NMR spektroskopie, IČ a 

UV/VIS spektrofotometrie, elementární analýzou a gelovou permeační chromatografií 

(GPC). Dále byl připraven i 4-karboxybenzylideniminoamfotericin B. Tato sloučenina 

představuje proléčivo, jehož vznik lze očekávat během uvolnění AmB z nosičů esterového 

typu. Tento derivát AmB byl připraven reakcí AmB a 4-formylbenzoové kyseliny 

v suchém DMSO za přítomnosti trimethylorthofomiátu a molekulárního síta. Produkt byl 

charakterizovám pomocí ESI hmotnostní spektroskopie a IČ spektrofotometrie. 

Vznik iminové vazby mezi aminoskupinou léčiva a aldehydickými funkčními 

skupinami nosiče se projevuje vznikem absorpčního pásu v oblasti 1640 cm-1 v IČ spektru 
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připavených konjugátů. V IČ spektrech rovněž nacházíme absorpční pás s maximem 1719 

cm-1 odpovídající vibraci karbonylové skupiny laktonového kruhu AmB. Přítomnost 

ligandu v konjugátu byla potvrzena pomocí UV/VIS spektrofotometrie, kdy příslušná 

spektra vykazovala absorpční maxima typická pro systém sedmi konjugovaných dvojných 

vazeb AmB (λmax = 253, 346, 363, 383, 407 nm). Absorpční maximum 253 nm odpovídá 

aromatickému kruhu 4-formylbenzoové kyseliny. Spektra byla získána měřením v DMF. 

Toto rozpouštědlo umožnilo připravit kalibrační řadu AmB, podle které mohla být 

vypočítána koncentrace AmB v měřených vzorcích konjugátů. Na základě těchto výpočtů 

bylo ověřeno, že v případě konjugátů I, IIa a IIIa  odpovídalo množství nosiče a AmB ve 

vzorku poměru 1:1. V případě bifunkčních (IIb-d, IIIb-d ) nosičů molární poměr 

nosič/léčivo stanoven na 1:2. V případě nosiče IV  tento poměr činil 1:12. V případě tohoto 

konjugátu byla stanovena molekulová hmotnost pomocí GPC na Mw = 26 700. Tento 

derivát byl rovněž charakterizován IČ spektrofotometrií. Ve spektru opět nacházíme 

vibraci typickou pro karbonyl laktonu AmB (1719 cm-1), iminovou vazbu konjugátu 

(1638 cm-1), dále vibrace charakteristiké pro dvojné vazby karbonylu amidů (1650 cm-1). 

Složení tohoto konjugátu IV  bylo potvrzeno i elementární analýzou. 

8.4 Stabilita konjugátu ve fosfátových pufrech 

Během těchto experimentů byla sledována stabilita připravených konjugátů a 

rychlost kysele katalyzované hydrolýzy iminové vazby mezi molekulou nosiče a AmB. K 

tomuto účelu byly vybrány 0,07M fosfátové pufry o hodnotě pH 7,4 a 5,5204,205. Stabilitní 

studie byly prováděny při 37 oC. Tyto podmínky měly za úkol simulovat jednak prostředí 

krevní plazmy (pH ≈7,4)210, a jednak prostředí se sníženým pH (pufr pH = 5,5)44. Stabilita 

konjugátů byla ověřována UV/VIS spektrofotometrií. Sledováním závislosti změn v 

UV/VIS spektru konjugátu na čase byla stanovena rychlost hydrolýzy iminové vazby. Jako 

kontrola byly za stejných podmínek testovány i samotné nosiče bez navázaného AmB. 

Během tohoto slepého pokusu nedocházelo v jejich UV/VIS spektru k žádným změnám. 

Rovněž samotný AmB byl podroben stejnému experimentu a za daných podmínek byl 

stabilní po dobu několika hodin.  

Samotné konjugáty byly poměrně stabilní v prostředí fosforečnanového pufru o 

pH = 7,4 (37 oC). Hydrolýza iminové vazby mezi molekulou AmB a nosičem se sice 

projevila, její rychlost však byla nízká. Za dobu 24 hodin se z konjugátu za daných 

podmínek uvolnilo méně než 5 % (mol/mol) léčiva. K hydrolýze iminové vazby docházelo 
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v prostředí fosforečnanového pufru pH = 5,5 (37 oC). Postupné uvolnění molekuly AmB 

z vazby na polymerní nosič se projevilo poklesem intenzity absorpčního maxima při 

vlnové délce 346 nm a zvýšením absorbance v oblasti absorpčních maxim 367, 386 a 409 

nm. Nárůst absorbance v maximu 409 nm odpovídá vzniku volného AmB188. Rychlost 

těchto změn odpovídá rychlosti hydrolýzy vazby nosič-léčivo (Graf 1 a 2.). 

Graf 1.: Časová závislost změn v UV/VIS spektru konjugátu IIa 
(fosfátový pufr pH 5,5; 0,07M; 37 oC) 
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Graf 2.: Časová závislost změn v UV/VIS spektru konjugátu IV (fosfátový pufr pH 
5,5; 0,07M; 37 oC) 

 

V tabulce 5. nalezneme údaje o rychlosti tohoto hydrolytického děje, jak byly 

stanoveny pro vybrané deriváty a připravené proléčivo 4-

karboxybenzylideniminoamfotericin B. 

Tabulka 5.: Stabilita imino vazby vůči kysele katalyzované hydrolýze 

Konjugát t½ (pH = 5,5) 

Ia (45 ± 1) min 

IIa (2,1 ± 0,1) min 

IIc (2,2 ± 0,1) min 

IId (2,4 ± 0,1) min 

IIIa (1,8 ± 0,2) min 

IV (2,0 ± 0,1) min 

V (2.15 ± 0.01) min 
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Z uvedených údajů vyplývá, že na rychlost kysele katalyzované hydrolýzy iminové 

vazby má vliv typ substituce benzenového jádra aromatické spojky léčivo-nosič. V případě 

konjugátu I  je touto spojkou 4-hydroxybenzaldehyd, který je s molekulou 

poly(ethylglykolu) spojen etherovou vazbou. Jedná se tedy o modifikaci benzenového 

jádra substituentem I. řádu, který se chová jako donor elektronů. Naproti tomu, je-li jako 

aromatické spojky využito 4-formylbenzoové kyseliny, je benzenový kruh substituován 

elektron-akceptorovou skupinou (karbonyl esteru či amidu). Tento fakt způsobuje výrazné 

rozdíly v rychlosti kysele katalyzované hydrolýzy iminové vazby konjugátů IIa , IIc , IId  a 

IIIa  v porovnání s konjugátem I .  

Z porovnání rychlostí rozpadu iminové vazby v případě nosičů IIa , IIc  a IId  

vyplývá, že rostoucí molekulová hmotnost polymerního nosiče (Mw = 5 000 až 20 000) 

nemá vliv na rychlost hydrolýzy této chemické vazby. 

8.5 Stabilita konjugát ů v lidské plazm ě a v lidském séru 

Stabilita připravených konjugátů v lidské krevní plazmě a séru byla sledována 

pomocí vysokoúčinné kapalinové chromatografie. Konjugáty I  a IIIa  (konjugáty 

amidového a étherového typu) byly stabilní jak v lidské krevní plazmě, tak séru. Tyto 

výsledky odpovídaly výsledkům stabilitních studií provedených ve fosfátovém pufru o pH 

7,4. Z těchto informací vyplývá, že z konjugátů I  a IIIa  by se léčivo uvolnilo pouze 

v místech se sníženým pH a to kysele katalyzovanou hydrolýzou iminové vazby. 

Jiná situace nastává v případě konjugátů, kde je aromatická spojka (4-

formylbezoová kyselina) spojena s molekulou polyemeru esterovou vazbou (konjugáty IIa , 

IIb , IIc  a IId ). Graf 3 znázorňuje porovnání výsledků sledování stability konjugátu IIa  

v lidské plazmě a lidském krevním séru. K pozorování kinetických závislostí byl zvolem 

postup, kdy je v jednotlivých vzorcích stanovován obsah výchozího konjugátu. Jedná se o 

výhodnější přístup, než sledování nárůstu koncentrace volného AmB. Ten může podléhat 

interakcím s lipoproteiny154 přítomnými v krevní plazmě či séru, což by vedlo ke zkreslení 

výsledků pozorování. Z dat uvedených v grafech 3 a 4 dále vyplývá, že výsledky měření 

rychlosti hydrolýzy konjugátu IIa  v lidské krevní plazmě a séru jsou srovnatelné a vzniklé 

rozdíly jsou v mezích experimentální chyby. V případě experimentu, využívajícho jako 

médium krevní plazmu, však byla získaná data zatížena větší experimentální chybou a 

horší reprodukovatelností. 
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Graf 3: Časová závislost koncentrace konjugátu IIa v lidské krevní plazmě (●) (pH 
7,4; 37oC) a v lidském krevním séru (○)(pH 7,4; 37oC). 

 

Data uvedená v grafu 4 umožnila vypočítat poločas hydrolýzy konjugátu IIa , který 

byl stanoven na t½ = (2.1 ±0.2) h. Tyto výsledky jsou podobné s výsledky, které stanovil 

Grennwald et al.7 při měření rychlosti hydrolýzy esterové vazby poly(ethyleglykolu) (Mw = 

5 000) v krysím krevním séru (t½ = 1–3 h). Dále byla provedena stabilitní studie konjugátů 

IIc  a IId  v lidském krevním séru (Graf 4). Ze získaných dat byl proveden výpočet rychlosti 

hydrolýzy esterových vazeb jednotlivých konjugátů (Tabulka 6).  

Graf 4: Časová závislost koncentrace konjugátu IIc (●) a IId v lidském 

krevním séru (○)(pH 7,4; 37oC). 
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Tabulka 6.: Stabilita esterové vazby konjugátů v lidské 
krevní plazmě a v lidském krevním séru 

Konjugát Mw PEG t½  

IIa 5 000 (2.1 ±0.2) h 

IIc 10 000 (3 ±0.3) h 

IId 20 000 (5 ± 0.2) h 

Z hodnot uvedených v tabulce 6 vyplývá, že v případě enzymatické hydrolýzy 

esterové vazby ovlivňuje rychlost tohoto děje molekulová hmotnost použitého nosiče. 

Rychlost hydrolýzy vazby klesá s molekulovou hmotností polymerního nosiče.  

Lze tedy přepokládat, že v případě nosičů esterového typu (IIa-d ) dochází během 

uvolnění léčiva z konjugátu nejprve k enzymatické hydrolýze esterové vazby za vzniku 

proléčiva 4-karboxybenzylideniminoamfotericinu B (V). Tento derivát amfotericinu B byl 

syntetizován a byla sledována jeho stabilita ve fosfátových pufrech o pH 7,4 a 5,5. 

Obdobně jako konjugáty (I-IVa) byla i v tomto případě přítomná iminovazba stabilní při 

pH 7,4, ale podléhala rychlé kysele katalyzované hydrolýze při pH 5,5 (t½ = (2.15 ± 0.01) 

min). Z těchto poznatků lze usuzovat, že vzniklé proléčivo bude po uvolnění z vazby na 

polymer stabilní v prostředí lidské krevní plazny a k hydrolýze iminovazby a uvolnění 

AmB dojde až v místě se sníženým pH. Předpokládaný způsob uvolnění léčiva z konjugátů 

esterového typu (IIa-d ) je znázorěn ve schématu 10. 
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Schéma 10. 
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V případě starších typů konjugátů, které obsahovaly stabilní karbamátové vazby14, 

(v kombinaci s nekovalentně vázaným podílem léčiva) či konjugátů využívajících 1,6-

benzylové eliminaci15 dochází k uvolnění AmB již v krevním řečišti. U konjugátů, 

připravených v rámci této disertační práce, by mělo docházet k uvolnění léčiva až 

v prostředí se sníženým pH, které se vyskytuje například v místě zánětu způsobeného 

napadením mikroorganismy196,197,208. Připravené konjugáty můžeme tedy popsat jako pH-

senzitní systém s řízeným uvolňováním léčiva.  

Rychlost a způsob uvolnění léčiva z námi připravených konjugátů lze ovlivnit 

několika způsoby. Rychlost kysele katalyzované hydrolýzy iminovazby, spojující nosič a 

léčivo, je ovlivněna typem vazby aromatické spojky na polymer (ehter, amid, ester). 

V případě konjugátů typu amidu či esteru dochází v prostředí se sníženým pH k rychlé 

hydrolýze iminové vazby (t½  ≈ 2 min). Naopak v případě nosiče étherového typu (I ) je 

tento děj výrazně pomalejší (t½  ≈ 45 min). Na základě studia chování připravených 

konjugátů v lidské krevní plazmě a séru lze předpokládat, že v případě konjugátů 

esterového typu může docházet k uvolnění léčiva ve dvou krocích – uvolněním proléčiva 

4-karboxybenzylideniminoamfotericinu B (V) enzymatickou hydrolýzou esterové vazby a 

následnou kysele katalyzovanou hydrolýzou iminovazby. Rychlost uvolnění proléčiva 

z konjugátu (resp. rychlost enzymatické hydrolýzy esterové vazby) je závislá na 

molekulové hmotnosti polymerního nosiče.  

8.6 Studium akutní toxicity p řipravených konjugát ů 

U konjugátu AmB odvozených od α-methoxy-ω-(4-formylfenylkarbonyloxy)-

poly(ethyleneglykolu) (Mw = 5 000) (I ), α,ω-bis(4-formylfenylkarbonyloxy)-

poly(ethylenglykolu) (Mw = 10 000) (IIc ) a poly(N-6-(4-formylphenyl-carboxamino)-L-α-

lysinu)-blok-poly(ethylenglykol)-blok-poly(N-6-(4-formylfenylkarboxamino)-L-α-lysinu) 

(IV ) byla testována akutní toxicita na myších. Jako kontroly bylo využito AmB. Pro každý 

derivát byla pokusná zvířat rozdělena do 6 skupin. Studované konjugáty byly podávány 

intravenózně. Mortalita a projevy toxicity byly sledovány po dobu 14 dní. Hodnoty LD50 a 

interval spolehlivosti byl stanoven nelineární regresí s využitím GraphPad Prism(version 4; 

GraphPad software, Inc., San Diego CA,USA). Získaná data jsou uvedena v tabulce 7. 

Hodnoty uvedené v tabulce 6 odpovídají množství AmB přítomného v konjugátu. 
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Tabulka 7.:Hodnoty LD50 vybraných konjugátů 

Konjugát 
Kontrola 
(AmB) 

IIa IIc IV 

LD50 myš (mg/kg) 3,7 40,5 20,7 45,1 
95% interval 
spolehlivosti 

3,2–4,2 38,1–43,1 15,4–32,3 42,1–48,1 

Z uvedených hodnot vyplývá, že konjugací s připravenými polymerními nosiči 

dochází až k pětinásobnému snížení akutní toxicity AmB. Výše popsané systémy pro 

cílenou distribuci AmB minimalizují hladinu volného AmB v plazmě a ovlivňují 

redistribuci léčiva mezi HDL a LDL cholesterolem. Nízká koncetrace volného lečiva 

bezprostředně po intravenózním podání konjugátu může omezovat projevy akutní 

toxicity151 léčiva a změny v redistribuci AmB mezi HDL a LDL cholesterol mohou snížit 

riziko poškození lednin, které je závažným projevem chronické toxicity tohoto 

antimykotika154. Tuto hypotézu je však nutné potvrdit dalšími testy, např. provedením 

experimentů, které by sledovaly projevy subchronické a chronické toxicity konjugátů. 

8.7 Studium vlivu chirálních polymer ů na kinetiku krystalizace 

racemických sm ěsí aminokyselin 

Dalším cílem této práce bylo studium fyzikálně-chemických vlastností blokových 

kopolymerů poly(ehtylenglykolu) a poly(aminokyselin). Byla provedena studie sledující 

vliv konformace řetězců blokových kopolymerů poly(ethylenglykolu) a poly(L-α-

glutamové) kyseliny na jejich schopnost ovlivňovat proces krystalizace racemických směsí 

aminokyselin. Během syntetických prací byl připraven blokový kopolymer α-

methoxy(polyethylenglykol)-blok-poly(L-glutamové) kyseliny. V koncentračním rozmezí 

0,1 – 0,5 mg/ml vykazoval tento kopolymer dobrou rozpustnost ve vodě. Dále byly 

sledovány změny v sekundární struktuře řetězců připraveného polymeru ve vodném 

prostředí. K tomuto účelu bylo využito sledování cirkulárního dichroismu. Graf 5 

znázorňuje změny v CD spektru připraveného kopolymeru při různých hodnotách pH. 
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Graf 5.: CD spektra blokového kopolymeru poly(ethylenglykolu) a poly(L-glutamové) 
kyseliny 

 

Syntetické polyaminokyseliny jsou schopné zaujímat tři základní typy 

sekundárních struktur – α-helix, β-skládaný list a konformaci náhodného klubka. Jak je 

možné pozorovat z CD spekter v grafu 5 při nízkých hodnotách pH (3,75) vykazoval 

polymer spektrum typické pro α-helikální uspořádání řetězce. Z hodnot v minimech 209 a 

222 nm bylo vypočítáno, že při daném pH se 90-95 % řetězců nachází v konformaci α-

helix. Se zvyšujícím se pH klesal počet řetězců kopolymeru, zaujímající tuto sekundární 

strukturu. Při pH 7,8 se nacházely všechny molekuly polymeru v konformaci náhodného 

klubka. Tyto výsledky jsou v souladu s poznatky, které byly získány při studiu chování 

poly(L-glutamové) ve vodě211. 

Dále byl sledován vliv přítomnosti připraveného chirálního blokového kopolymeru 

na krystalizaci racemické směsi D,L-threoinu. D,L-threonin patří mezi skupinu látek, které 

z vodných roztoků krystalizují ve formě racemické směsi (konglomerátu). V takovéto 

směsi nacházíme dva typy krystalů, které jsou vždy tvořeny pouze jedním typem 

enantiomeru (D či L). Přítomnost chirálního polymeru v roztoku během krystalizace 

vyvolávala změny v kinetice tohoto děje, změny v morfologii vznikajících krystalů a 

ovlivňovala enantiomerní výtěžek procesu. Jako kontroly bylo využito jak vodných 

roztoků bez aditidiv, tak roztoků obsahující nemodifikovaný α-

methoxy(polyethylenglykol). Ve snaze eliminovat vliv povrchového náboje povrchu 

molekul a vyloučit vliv krystalizace v izoelektrickém bodu byly krystalizační experimenty 
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prováděny při dvou hodnotách pH (pH = 3,75 a 7,8). Další faktor, který ovlivňuje rychlost 

krystalizace a mechanismus formování krystalů, je míra přesycenosti roztoku. Proto byly 

všechny experimenty prováděny pouze s mírně přesycenými roztoky (index nasycenosti 

roztoku SI = 0,5 až 2). Rovněž byl proveden experiment kdy nasycený roztok sledované 

racemické směsi obsahoval čistou L-glutamovou kyselinu jako aditivum.  

V první fázi byl sledován vliv sekundární struktury chirálního blokového 

kopolymeru na rychlost krystalizace racemické směsi D,L-threoninu. K tomuto účelu bylo 

využito měření vodivosti přesyceného roztoku D,L-threoninu během krystalizace. 

Výsledky měření rychlosti krystalizace při různých hodnotách pH matečného roztoku jsou 

znázorněny v grafu 6. 

Graf 6: Časová závislost vodivosti roztoku D,L-threoninu během krystalizace. 
(A – červená křivka: bez přídavku kopolymeru; B – černá křívka: 

v přítomnosti chirálního kopolymeru) 
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Na základě získaných dat byl stanoven parametr „poločas krystalizace“ t(0,5) (čas za 

ktrerý poklesne vodivost krystalizačního roztoku na polovinu). Experiment byl proveden 

při dvou hodnotách pH (3,75 a 7,8). Výsledky shrnuje tabulka 8.  

Tabulka 8.: Hodnoty poločasů krystalizace za různých podmínek 

Ozn. pH přítomnost 
polymeru t(0,5) (min) 

A 7,8 – 50 

B 7,8 + 70 

C 3,75 – 20 

D 3,75 + 60 

Na rychlost krystalizace měla vliv hodnota pH krystalizačního roztoku. Při nižších 

hodnotách pH probíhala krystalizace výrazně rychleji (pokusy C a D v tabulce.) Přítomnost 

chirálního polymeru vedla vždy ke snížení rychlosti krystalizace. Efekt polymeru se 

výrazněji projevil v případě pokusu provedeném při pH 3,75. Zde došlo až 

k trojnásobnému prodloužení poločasu krystalizace. Z výše uvedených výsledků vyplývá, 

že přítomnost chirálního polymeru mnohem intezivněji ovlivňuje rychlost krystalizace 

v případě, kdy řetězce polymeru zaujímají α-heklikální sekundární strukturu (pH = 3,75).  

Dále byl sledován vliv přítomnosti chirálního kopolymeru na morfologii 

vznikajících krystalů, K tomuto účelu bylo využito skenovací elektronové mikroskopie 

(SEM). Krystaly získané krystalizací bez přítomnosti chirálního polymeru při pH = 7,8 

měly rozměry v průměru 20 × 100 µm. Sížením pH na hodnotu 3,75 byly získány krystaly 

o větších rozměrech (40 × 200 µm). Přítomnost chirálního polymeru vždy vedla k poklesu 

velikosti vznikajících krystalů. Zejména při pH 3,75 byl tento pokles velmi výrazný. 

Vzniklé krystaly měly průměrnou velikost jen 10 µm. Rovněž jejich tvar se změnil 

z podélně protáhlého na kulovitý (viz obrázek 1). 
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Obrázek 1: Vliv podmínek krystalizace na morfologii vznikajících krystalů  
(Označení jednotlivých vorků stejné jako v případě tabulky 8.) 

 

Změny ve velikosti a tvaru krystalů ukazují na existenci silné interakce mezi 

povrchem vznikajících krystalů a polymerem nacházejícím se v konformaci α-helix. 

Dalším parametrem, který byl během experimentů sledován, byl vliv na 

enantiomerní výtěžek procesu (e.e.). Tento parametr je definován jako absolutní rozdíl 

mezi zastoupením jednotlivých enantiomerů ve směsi212. V praxi se nejčastěji vyjadřuje 

jako procentuální enantiomerický výtěžek (rovnice 2.)  

e.e. (%) = ([αobs]/[αmax])/100 

αobs = specifická otáčivost směsi 

αmax = specifická otáčivost čistého enatiomeru 

Rovnice 2. 

Zjištěná data jsou znázorněna v tabulce 9. Z výsledku vyplývá, že k výraznému 

ovlivnění výsledného e.e. dochází zejména při pH 3,75, kdy se většina řetězců chirálního 

kopolymeru nachází v konformaci α-helix. Vliv polymeru na výsledek krystalizace se 

zvětšoval s jeho rostoucí koncentrací. Naopak přítomnost achirálního 
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αmethoxypoly(ethylenglykolu) nezpůsobila žádný výrazný posun ve výsledném 

enantiomerickém výtěžku. Ani přítomnost L-glutamové kyseliny nezvyšuje podíl jedné 

formy enantiomeru ve vzniklých krystalech213. Všechny výsledky byly v souladu 

s pravidlem reciprocity. Dle tohoto pravidla R aditivum vytváří přednostně komplex s R 

enantiomery přítomnými v roztoku a tím zpomaluje růst jejich krystalů.  

Tabulka 9 

pH Polymerní aditivum Výtěžek krystalů (%) e.e. 

3,75 1 mg/ml PEG113-b-L-Glu20 6,8 19,1 (L) 

3,75 1 mg/ml PEG113-b-L-Glu20 10,2 35,8 (L) 

3,75 0,5 mg/ml PEG113-b-L-Glu20 10,2 29,2 (L) 

3,75 0,1 mg/ml PEG113-b-L-Glu20 5,4 11,9 (L) 

3,75 0,1 mg/ml PEG113-b-L-Glu20 9,1 20,9 (L) 

7,8 1 mg/ml PEG113-b-L-Glu20 7,7 4,4 (L) 

7,8 1 mg/ml PEG113-b-L-Glu20 10,9 3,1 (L) 

7,8 0,5 mg/ml PEG113-b-L-Glu20 3,5 2,8 (L) 

7,8 0,5 mg/ml PEG113-b-L-Glu20 9 3,7 (L) 

7,8 0,1 mg/ml PEG113-b-L-Glu20 5,3 3,1 (L) 

7,8 0,1 mg/ml PEG113-b-L-Glu20 8,7 1,1 (L) 

Kontrola    

3,75 1 mg/ml PEG113 8,1 2,2 (D) 

7,8 1 mg/ml PEG113 6,1 3,1 (L) 

K potvrzení vlivu chirálního polymeru na rychlost krystalizace jednotlivých typů 

enantiomerů z roztoku D,L–threoninu byl proveden pokus, který sledoval časovou 

závislost změny optické otáčivosti krystalizačního roztoku. Experiment provedný při pH 

3,75 prokázal, že polymer, který se za daných podmínek nachází v konformaci α-helix, 

zpomaluje krystalizaci D-threoninu. To způsobuje převahu molekul D-threoninu 

v krystalizačním roztoku. Ta se projeví nárůstem optické otáčivosti roztoku až k hodnotě α 

= + 8,32o. To odpovídá enantiomernímu výtěžku 26%. Po dosažení maxima křivky v čase t 

= 37 min, dochází k pomalé krystalizaci převažujícího D enantiomeru, což je 

dokumentováno poklesem optické otáčivosti krystalizačního roztoku (graf 7). Z grafu je 

rovněž zřejmé, že během pokusů, které byly provedeny bez přítomnosti polymeru, či 
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v přítomnosti samotného pol(ethylenglykolu), nedocházelo ke změnám v optické otáčivosti 

krystalizačního roztoku.  

Graf 7.: Časová závislost změn optické otáčivosti krystalizačního roztoku D,L-
threoninu 

 

9. Závěr 

Předkládaná práce byla zaměřena na přípravu systémů pro cílenou distribuci 

polyenových antimykotik. Pozornost byla zaměřena na přípravu kovalentních pH-

sensitivních konjugátů modifikovaných poly(ethylenglykolů) s amfotericinem B. Během 

syntetických prací byla vypracována metodika přípravy modifikovaných 

poly(ethylenglykolů), které ve své struktuře obsahovaly aromatické acidolabilní spojky 

polymer–léčivo, které umožňují uvolnění léčiva v prostředí se sníženým pH. K zavedení 

těchto spojek bylo využito modifikace terminálních skupin poly(ethylenglykolu). 

K tomuto účelu byly zvoleny tři přístupy: 

1) tvorba nebiodegradabilní étherové vazby s 4-hydroxybenzaldehydem 

2) acylace koncových hydroxylových skupin polyethylenglykolu 4-

formylbenzoovou kyselinou 

3) acylace koncových aminoskupin α-methoxy-ω-aminopoly(ethylenglykolu) a 

α,ω-diaminopoly(ethylenglykolu) 4-formylbenzoovou kyselinou 

Pro vypracování metodiky přípravy jednotlivých typů nosičů byl jako výchozí 

polymer využíván α-methoxy(polyethylenglykol). Všechny aromatické spojky obsahovaly 

aldehydické skupiny, které umožňovaly vznik iminové vazby mezi molekulou 

polymerního nosiče a léčiva. Získané zkušenosti byly využity pro přípravy série nosičů o 

molekulových hmotnostech 6 000, 10 000 a 20 000. Jednotlivé typy připravených 
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polymerních nosičů se lišily způsobem vazby aromatické spojky. V prvním případě byl 4-

hydroxybenzaldehyd spojen s molekulou polymeru stabilní étherovou vazbou. Další dva 

typy nosičů využívaly k tomuto účelu biodegradabilní vazby – amidickou či esterovou. 

Modifikované poly(ethylenglykoly) byly charakterizovány pomocí analytických 

instrumentálních metod – NMR spektroskopie, IČ spektrofotometrie.  

Získané polymerní nosiče byly využity k přípravě kovalentních konjugátů 

s amfotericinem B. K vazbě na polymer byla využita primární aminoskupina mykosaminu, 

cukerné sloužky AmB, která je schopna vytvářet iminové vazby s aromatickými 

aldehydickými skupinami polymerních nosičů. Konjugáty byly charakterizovány IČ 

spektrofotometrií a gelovou permeační chromatografií. 

Klíčovou část studie tvořilo studium stability připravených konjugátů za různých 

fyziologických podmínek. Jako modelová prostředí byly zvoleny fosfátové pufry o pH 7,4 

a 5,5204. Tlumivý roztok o pH 5,5 měl simulovat prostředí o sníženém pH, které se 

vyskytuje např.v místě zánětu196,197. Dále byla studována stabilita kojugátů v krevní 

plazmě a krevním séru.  

Samotné konjugáty byly stabilní v prostředí fosforečnanového pufru o pH = 7,4 (37 
oC). Konjugáty byly navrhovány tak, aby k uvolnění léčiva docházelo v místech se 

sníženým pH. Tyto podmínky byly simulovány použitím fosforečnanového pufru pH = 5,5 

(37 oC). Za těchto podmínek docházelo k hydrolýze iminovazby konjugátu. Provedené 

experimenty prokázaly vliv struktury připravených polymerních nosičů na rychlost 

uvolnění léčiva z kovalentní vazby na polymer. Ze získaných údajů vyplývá, že na rychlost 

kysele katalyzované hydrolýzy imonovazby má vliv typ substituce benzenového jádra 

aromatické spojky léčivo-nosič. V případě konjugátu I  je touto spojkou 

4hydroxybenzaldehyd, který je s molekulou poly(ethylglykolu) spojen etherovou vazbou. 

Jedná se tedy o modifikaci benzenového jádra substituentem I. řádu, který se chová jako 

donor elektronů. Naproti tomu, je-li jako aromatické spojky využito 4-formylbezoové 

kyseliny, je benzenový kruh substituován elektron-akceptorovou skupinou (karbonyl esteru 

či amidu). Tento fakt způsobuje výrazné rozdíly v rychlosti kysele katalyzované hydrolýzy 

iminovazby konjugátů IIa , IIc , IId  a IIIa  (t½ ≈ 2min) v porovnání s konjugátem I  (t½ = 45 

min).  

Dále byla sledována stabilita připravených konjugátů v lidské krevní plazmě a séru. 

Konjugáty I  a IIIa , ve kterých byla aromatická spojka vázána na polymer pomocí etherové 

resp. amidické vazby, byly stabilní jak v lidské krevní plazmě, tak séru. Tyto výsledky 
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odpovídaly výsledkům stabilitních studií provedených ve fosfátovém pufru o pH 7,4. Z 

těchto informací vyplývá, že z konjugátů I  a IIIa  se léčivo uvolňuje pouze v místech se 

sníženým pH a to kysele katalyzovanou hydrolýzou iminovazby. Jiná situace nastává v 

případě konjugátů, kde je aromatická spojka (4-formylbenzoová kyselina) spojena s 

molekulou polymeru esterovou vazbou (konjugáty IIa , IIb , IIc  a IId ). Studie prokázala, že 

v případě nosičů IIa-d  dochází nejprve k enzymatické hydrolýze esterové vazby za vzniku 

proléčiva 4karboxybenzylideniminoamfotericinu B (V). Rychlost tohoto děje klesá 

s rostoucí molekulovou hmotností použitého poly(ethylenglykolu). Z další získaných 

poznatků lze předpokládat, že vzniklé proléčivo V bude po uvolnění z vazby na polymer 

stabilní v prostředí lidské krevní plazmy a k hydrolýze iminovazby a uvolnění AmB dojde 

až v místě se sníženým pH. Ze studie, sledující akutní toxicitu připravených konjugátů in 

vivo, vyplývá, že vazba na polymerní nosič vedla ke snížení toxicity amfotericinu B214. 

Dalším cílem této práce byla příprava blokových kopolymerů poly(ethylenglykolu) 

a polyaminokyselin. K přípravě těchto kopolymerů bylo využito postup „ring opening“ 

polymerace N-karboxyanhydridů α-aminokyselin (NCA). Byly připraveny dva typy 

polymeru – dvoublokový kopolymer α-methoxypoly(ethyleneglykol)-block-poly(L-α-

glutamové) kyseliny a trojblokový kopolymer poly(L-α-lysin)-blok-poly(ethylenglykol)-

blok-poly(L -α-lysin).  

Trojblokový kopolymer poly(L-α-lysin)-blok-poly(ethylenglykol)-blok-poly(L -α-

lysin) byl dále využit pro přípravu pHsensitivního konjugátu amfotericinu B. Primární 

aminoskupiny polyamidové části kopolymeru byly nejprve modifikovány acylací 4-

formylbezoovou kyselinou. Ta sloužila jako aromatická spojka, která byla schopna tvořit 

acidolabilní iminovou vazbu s primární aminoskupinou mykosaminu amfotericinu B. Testy 

stability prokázaly, že připravený konjugát je stabilní ve fosfátovém pufru (pH = 7,4) a 

lidském krevním séru. K uvolnění amfotericinu B z vazby na polymer dochází kysele 

katylyzovanou hydrolýzou iminové vazby. Tento jev byl prokázán experimentem 

sledujícím stabilitu konjugátu ve fosfátovém pufru o pH 5,5. Ze studie, sledující akutní 

toxicitu připraveného konjugátů in vivo, vyplývá, že vazba na polymerní nosič vedla až 

k šestinásobnému snížení LD50 v porovnání s amfotericinem B215. 

Dále byla provedena studie zabývající se fyzikálně-chemickými vlastnostmi 

blokových kopolymerů poly(ethylenglykolu) a polyaminokyselin. K účelům této studie byl 

připraven dvoublokový kopolymer α-methoxypoly(ethyleneglykol)-block-poly(L-α-

glutamové) kyseliny. Během experimentů byly sledovány změny v sekundární struktuře 
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tohoto koplymeru v závislosti na pH roztoku. Sledováním změn ve spektrech cirkulárního 

diochroismu bylo prokázáno, že v závislosti na klesajícím pH roztoku roste podíl řetězců 

kopolymeru, jejichž polyamidová část zaujímá konformaci α-helix. Dále byl sledován vliv 

přítomnosti tohoto kopolymeru na kinetiku krystalizace racemické směsi D,L-threoninu. 

Studie měla prokázat možnost využití připraveného chirálního polymeru jako aditiva 

umožňujícího dělení směsí enantiomerů krystalizací. Provedené krystalizační pokusy 

prokázaly, že za podmínek, kdy je v roztoku zastoupen převážně α-helikálního konfomer 

(pH 3,75), dochází ke vzniku rozdílu mezi rychlostí krystalizace jednotlivých enantiomerů 

modelové racemické směsi. To vede ke vzniku směsi krystalů, v nichž jsou jednotlivé 

enantiomery zastoupeny v různé míře. Během experimetů byly rovněž sledovány změny 

v morfologii vznikajících krystalů threoninu. Přítomnost kopolymeru α-

methoxypoly(ethyleneglykol)-block-poly(L-α-glutamové) kyseliny měla vliv na velikost i 

tvar vznikajících krystalů modelové racemické směsi D,L-threoninu.  

Studium rozdílů v biologické aktivitě jednotlivých enantimomerů chirálních 

biologicky aktivních látek20,21 a vliv polymorfismu krystalických forem léčiv na jejich 

rozpustnost a biodostupnost jsou významnými směry ve farmacii22,23. Získaná data 

přispívají k poznání procesů probíhajících běhěm krystalizace racemických směsí opticky 

aktivních sloučenin a naznačují možnost využití chirálních polymerů jako aditiv 

umožňujících dělení směsí enantiomerů krystalizací.  
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13. Souhrn 

Předkládaná práce byla zaměřena na přípravu systémů pro cílenou distribuci 

polyenových antimykotik. Cílem byla příprava kovalentních pH-sensitivních konjugátů 

modifikovaných poly(ethylenglykolů) s amfotericinem B (AmB). Byla vypracována 

metodika přípravy modifikovaných poly(ethylenglykolů), které ve své struktuře 

obsahovaly aromatické acidolabilní spojky polymer–léčivo, které umožňují uvolnění léčiva 

v prostředí se sníženým pH. K zavedení těchto spojek bylo využito modifikace 

terminálních skupin poly(ethylenglykolu). K tomuto účelu byly zvoleny tři přístupy: 

1) tvorba nebiodegradabilní étherové vazby s 4-hydroxybenzaldehydem 

2) acylace koncových hydroxylových skupin polyethylenglykolu 4-

formylbenzoovou kyselinou 

3) acylace koncových aminoskupin α-methoxy-ω-aminopoly(ethylenglykolu) a 

α,ω-diaminopoly(ethylenglykolu) 4-formylbenzoovou kyselinou 

K vazbě léčiva na polymer byla využita primární aminoskupina mykosaminu, 

cukerné sloužky AmB, která je schopna vytvářet iminové vazby s aromatickými 

aldehydickými skupinami. Klíčovou část studie tvořilo studium stability připravených 

konjugátů za různých fyziologických podmínek. Jako modelová prostředí byly zvoleny 

fosfátové pufry o pH 7,4 a 5,5. Studována byla i stabilita kojugátů v krevní plazmě a 

krevním séru. Dalším dílčím cílem této práce byla příprava blokových kopolymerů 

poly(ethylenglykolu) a polyaminokyselin. Trojblokový kopolymer poly(L-α-lysin)-blok-

poly(ethylenglykol)-blok-poly(L-α-lysin) byl využit pro přípravu pH–sensitivního 

konjugátu s AmB. Primární aminoskupiny polyamidové části kopolymeru byly nejprve 

modifikovány acylací 4−formylbezoovou kyselinou, která sloužila jako aromatická spojka 

umožňující vazbu AmB. U připraveného konjugátu byla rovněž provedena studie stability 

za různých fyziologických podmínek. U připravených konjugátů byly provedeny studie 

zaměřená na projevy akutní toxicity in vivo. 

Posledním úkolem řešeným v rámci této práce bylo prevedení studie zabývající se 

fyzikálně-chemickými vlastnostmi blokových kopolymerů poly(ethylenglykolu) a 

polyaminokyselin. K účelům této studie byl připraven dvoublokový kopolymer α-

methoxypoly(ethyleneglykol)-block-poly(L-α-glutamové) kyseliny. Během experimentů 

byly sledovány změny v sekundární struktuře tohoto koplymeru v závislosti na pH roztoku. 

Studie měla prokázat možnost využití připraveného chirálního polymeru jako aditiva 

umožňujícího dělení směsí enantiomerů krystalizací.  
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14. Summary 

The aim of this dissertation thesis was preparation of drug delivery systems for 

polyene antimycotics, especially amphtoricin B(AmB). Series of pH-sensitive conjugates 

of AmB with substituated poly(ethylene glycols) (PEG) have been synthesized and 

characterized for this purpose. The intermediate PEGs possess a 1,4-disubstituted benzene 

ring with aldehyde group at the end of the chain. The benzene ring is connected with PEG 

at its 4-position (with respect to the aldehyde group) by various functional groups (ether, 

amide, ester). Reaction of terminal aldehyde group of the substituted PEGs with AmB gave 

conjugates containinga pH-sensitive imine linkage, which can be presumed to exhibit 

antimycotic effect at sites with lowered pH value. The stability of prepared conjugates 

under the different physiological conditions was studied. Phosphate buffers (pH = 7,4 or 

5,5) were used as model media. Stability of conjugates in human blood plasma and human 

blood serum was examinated. The imine linkage is split to give free AmB with half-lives 

of 2–45 min. The rate of acid catalysed hydrolysis depends upon substitution of the 

benzene ring; however, it does not depend on molecular weights ofthe PEGs used. The 

conjugates with ester linkage undergo enzymatic splitting in human blood plasma and/or 

blood serum at pH 7.4 (37 oC) with half-lives of 2–5 h depending on molecular weights of 

the PEGs used (M = 5000, 10,000, 20,000). At first, the splitting of ester linkage produces 

the relatively stable pro-drug, that is, 4-carboxybenzylideniminoamphotericin B, which is 

decomposed to AMB and 4-formylbenzoic acid in a goal-directed manner only at pH 7 

(t1/2 = 2 min, pH 5.5, 37 oC). The LD50 values of prepared conjugates were determined in 

vivo (mouse).  

Another goal of this thesis was preparation of poly(ethylene glycol)-b-poly(amino 

acid) block copolymers. Twelve molecules of AmB were attached to block copolymer 

poly(ethylene glycol)-b-poly(L-lysine) via pH-sensitive imine linkages. In vitro drug 

release studies demonstrated the conjugate (Mw = 26,700) to be relatively stable in human 

plasma and in phosphate buffer (pH 7.4, 37 oC). Controlled release of AMB was observed 

in acidic phosphate buffer (pH 5.5, 37 oC) with the half-life of 2 min. The LD50 values of 

prepared conjugate was determined. 

Last part of the thesis was dedicated to study of physical-chemical properties of 

poly(ethylene glycol)-b-poly(amino acid) block copolymers. A set of chiral block 

copolymers based on PEG with chiral glutamic acid oligopeptide segments (PEG113-b-(+)-

(S)-Glu20) were synthesized and employed as additives in the crystallization of rac- 



118 

 

threonine. CD spectroscopy demonstrates that structures of chiral polymers could be 

switched between a helical and a disordered random coil by pH. The effect of these 

polymers at different conformations on the crystallization kinetics, crystal morphology and 

chiral resolution of rac-threonine is reported. Our study demonstrates that only chiral 

polymers with α−helical conformations of the chiral segment are effective as additives for 

chiral resolution throughout crystallization. Overall, our results provide useful guidelines 

for the selection and design of chiral polymer additives that will act efficiently for chiral 

resolution by crystallization. 
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