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Abstrakt:

Tato diplomova prace pifindsi nové poznatky o designu, syntéze, fyzikalné-chemické
charakterizaci a biologické aktivit¢ novych hvézdicovitych konjugati zalozenych na

HPMA zamyslenych k 1é¢be pevnych nadord.

V soucasnosti je popsano mnoho riznych vodorozpustnych systémut uréenych k
transportu 1éCiv  zalozenych na N-(2-hydroxypropyl)methakrylamidovych (HPMA)
kopolymerech. V této praci popisujeme syntézu a fyzikalné-chemickou charakterizaci
vysokomolekularnich hvézdicovitych konjugati zaloZzenych na HPMA polymernich
nosi¢ich s nizkou disperzitou piipravenych kontrolovanym “roubovanim” HPMA
kopolymertt na PAMAM dendrimerové jadro. S cilem udrzet disperzitu nosic¢e 1éCiva
metoda polymerizace: Reversible Addition-Fragmentation Chain transfer (RAFT)
polymerisation. Koncové reaktivni skupiny polymernich prekurzorti byly nésledné pouzity
pro “roubovani” na PAMAM jadro pomoci karbodiimidové kondenzace, pifipadné 1,3-
cykloadice azidu na trojnou vazbu vedouci k syntéze hvézdicovitych vysokomolekularnich
nosicu léciv.

Popsany postup syntézy umoznoval pfipravu hvézdicovitych konjugati o My, mezi
1.10° a 3.10° g/mol a o nizké distribuci My,. Modelové 1é¢ivo doxorubicin (Dox) bylo
vazéano kovalentné ptes hydrazonovou spojku senzitivni k pH k polymernimu nosici, ktera
prokazuje vysokou stabilitu v prostfedi podobnému krevnimu obéhu (pufr, pH 7.4) a
naopak je snadno $tépena v prostfedi simulujici prostfedi uvniti endozomt a lysozomu
nadorovych bun¢k (pH 5 — 6). Disulfidova spojka mezi HPMA kopolymerem a PAMAM
dendrimerovym jadrem umoziuje degradaci vysokomolekularni struktury v cytosomélnich
kompartmentech nadorovych bunék na polymerni fragmenty schopné eliminace

glomerularni filtraci z téla.

Vysokomolekularni nosice, polymerni nosi¢e (3.10° g/mol) a volny Dox byly
testovany in vitro a in vivo pro cytostaticky efekt a protinddorovy uc¢inek. Nové
syntetizovany vysokomolekularni polymerni nosi¢ prokazal nejvyssi efektivitu pii 1écbé

EL4 T-bunééného lymfomu v mysich.

Klic¢ova slova:

HPMA, vysokomolekularni polymerni nosi¢, EPR efekt, protinadorova terapie, RAFT
polymerizace,



Abstract:
This diploma thesis brings new data about design, synthesis, physico-chemical
characterisation and biological efficacy of the novel star-like HPMA-based conjugates

intended for treatment of solid tumors.

Recently, many different water-soluble drug delivery systems based on N-(2-
hydroxypropyl)methacrylamide (HPMA) copolymers have been described. Here, we report
synthesis and physico-chemical characterisation of high molecular weight star-like HPMA-
based polymer carriers with low polydispersity prepared by controlled grafting of HPMA
copolymers onto PAMAM dendrimer core. With the aim to keep the polydispersity of drug
delivery system as low as possible, reversible Addition-Fragmentation Chain Transfer
(RAFT) polymerisation was used for HPMA-based polymer precursor preparation. The
end groups of the polymer presursors was afterwards used for grafting using carbodidimide
condensation reaction or copper free click chemistry on polyamidoamine (PAMAM)
dendrimers resulting in a formation of star-like high-molecular-weight (HMW) drug

carriers.

Described synthetic procedure provided preparation of star-like HMW drug carriers
with M,, between 1.10° — 3.10° g/mol and narrow distribution of M,,. The model drug,
doxorubicin (Dox), was attached to the hydrazide group containing polymer cariers by pH-
sensitive hydrazone bond stable in conditions simulating blood circulation (buffer, pH 7.4)
and releasing active drug in conditions modelling endosomes and lysosomes of tumor cells
(pH 5 - 6). Disulfidic spacer between HPMA copolymer and PAMAM dendrimer core
facilitate degradation of HMW structure in cytosomal compartment of tumor cells to

polymer fragments eliminable by glomerular filtration from the body.

HMW drug carriers, linear polymer drug carriers (3.10* g/mol) and free Dox were
tested in vitro and in vivo for cytostatic effect and anti-tumor efficacy. The novel HMW
star-like drug carrier demonstrated the highest effectivity in treatment of EL4 T-cell

lymphoma in mice. ,,In Czech*
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Seznam pouzitych zkratek

AIBN — 2,2-azobis(isobutyronitril), inicidtor vyuzivany v ATRP a RAFT polymerizacich
ATRP — ,,atom transfer radical polymerisation — fizena radikalova polymerace
Boc — tert-butoxykarbonylova chranici skupina

CDI — 1,1 carboxydiimidazol - aktivator karboxylové skupiny pro vznik esterovych a
amidovych vazeb pfi esterifikacnich reakcich

CTA — ,chain transfer agent* — univerzalni oznaceni pro pfenaseCové Cinidlo v RAFT
polymerizacich

CTA-N3 — [4-(3-azidopropylamino)-1-kyano-1-methyl-4-oxo-butyl|benzenkarbodithioat —
ptenosové Cinidlo pro ptipravu polymera s koncovou reaktivni N3 skupinou

D,-(DBCO), — PAMAM dendrimer G, na jehoz koncové NH; skupiny jsou zavedeny aza-
dibenzocyklooktynové skupiny s nedegradovatelnym linkerem

D,-(-S-S-DBCO),, — PAMAM dendrimer G, na jehoz koncové NH, skupiny jsou zavedeny
aza-dibenzocyklooktynové skupiny s redukéné degradovatelnou spojkou

DBCO - N-(aza-dibenzocyklooktyn), funk¢ni skupina - na dusiku, ktery je soucasti
heterocyklu, je vazana linearni spojka o rizné struktufe, na jejimz druhém konci je
reaktivni skupina schopna vazby na jiné struktury (napf. polymery) riznymi typy vazeb

DBCO-NHS-ester — N-(azadibenzocyklooktinyl)-6-oxohexanoat — nedegradovatelna
spojka pouzita pro 1,3-cykloadici azidu na trojnou vazbu

DBCO-S-S-NHS-ester — sukcinimidyl 3-{[(aza-dibenzocyklooktynyl)4-oxobutanamido)
ethyl]disulfanyl} propanoat - biodegradovatelna spojka pouzita pro 1,3-cykloadici azidu na
trojnou vazbu

DCC - dicyklohexylcarbodiimid - aktivator karboxylové skupiny pro vznik esterovych a
amidovych vazeb pfi esterifikac¢nich reakcich

DIPC — di(isopropyl)karbodiimid - aktivator karboxylové skupiny pro vznik esterovych a
amidovych vazeb pfi esterifikacnich reakcich

DIPEA — di(isopropyl)ethylamin
DIVEMA — poly(divinylether-co-maleinanhydrid)
DMF — dimethylformamid, rozpoustédlo

DMSO - dimethylsulfoxid, rozpoustédlo



Dox — Doxorubicin, kancerostatikum, vyuzivané jako modelové 1é¢ivo

DTB - dithiobenzoatovd skupina — reaktivni skupina, soucasti CTA, vnové
syntetizovaném polymeru je koncovou reaktivni skupinou

EDC — N-(3-dimethylaminopropyl)-N’-ethylkarbodiimid - aktivator karboxylové skupiny
pro vznik esterovych a amidovych vazeb pfi esterifikacnich reakcich

EEDQ - ethyl-2-ethoxy-1(2H)chinolinkarboxylat - aktivator karboxylové skupiny pro
vznik esterovych a amidovych vazeb pfi esterifika¢nich reakcich

EPR efekt — ,,Enhanced Permeability and Retention Effect — efekt zvySené propustnosti a
zadrze — studovan na polymernich nosi¢ich v nadorovych tkanich

F — funkcionalita polymeru, zna¢i pomér polymerd s reaktivni skupinou, v piipadé
,semitelechelickych® polymert se jeji hodnota pohybuje v intervalu 0 — 1,0; kdy O
znamena, ze zadny polymer nema danou funkéni skupinu a 1,0 znamen4, ze kazdy linedrni
polymer mé funkéni skupinu.

HOBT — hydroxybenzotriazol, aktivator karboxylové skupiny pro vznik esterovych a
amidovych vazeb

HPMA — N-(2 —hydroxypropyl)methakrylamid, derivat MA

I, — index disperzity — popisuje distribuci hmotnosti, vypocet se provadi vydélenim
hodnoty M,, hodnotou M,

MA — methakrylamid, jeho derivaty jsou vyuzivany k syntéze neimunogennich
kopolymert

MA-acap-X — derivat N’-6-methakryolylamino)-hexanoylové kyseliny, X znaéi rtuzné
substituenty karboxylové skupiny

MeOH — methanol, rozpoustédlo

M, — ¢iselny stfed molarni hmotnosti

My, — hmotnostni stfed molarni hmotnosti

NCS — neokarcinostatin —peptidové antibiotikum

PAMAM dendrimer G, — poly(amido)amin druhé generace — obecna struktura jadra pro
syntézu hvézdicovitych konjugatt, v tomto piipadé obsahuje 16 koncovych NH; skupin

PEG — poly(ethylenglykol)

RAFT — ,reverse addition-fragmentation chain transfer polymerization“ — nova metoda
polymerizace napiiklad MA derivatl, vyuZiva iniciatoru a pfenaSecového ¢inidla

RES — retikuloendothelidlni systém



SMA — poly(styren-alt-mono-n-butylmaleinat)

SMANCS - polymerni léCivo tvorené nosiCem SMA, které mélo ve své struktuie
kovalentné navazané 1é¢ivo NCS

TFA — trifluoroctova kyselina
TLC — chromatografie na tenké vrstvé
THF — tetrahydrofuran, rozpoustédlo

TNBSA — 2,4,6-trinitrobenzensulfonova kyselina — pouzivéa se ke spektralnimu stanoveni
obsahu NH; skupin



1. Uvod

Moderni zivotni styl s sebou na jednu stranu pfinasi prodlouzeni Zivota diky rozvoji
mediciny, prevenci onemocnéni 1 zvySovani miry dostupnosti Iékaiské péce. Na druhou
stranu je bohuzel provédzen i negativnimi jevy, mezi které patii predevS§im znacny vyskyt
tzv. civiliza¢nich chorob — choroby kardiovaskularniho systému (infarkt myokardu,
arteriosklerdza), obezita, rozmach diabetes mellitus (pfevazné¢ druhého — tzv. seniorského
typu) a v nemalé mife i nddorova onemocnéni. Jako piiklad tohoto neblahého trendu
uved’'me vyrazny narust incidence rakoviny tlustého stfeva (kod C18-ZN podle Klasifikace
diagnéz onkologickych onemocnéni, UZIS CR) v &eské populaci mezi lety 1977 aZ 2009,
kdy doslo k vice nez dvojnasobnému zvySeni vyskytu tohoto onemocnéni (narust z 18
ptipadi vyskytu na 100 000 obyvatel v roce 1977 az na 46 piipadt vyskytu na 100 000
obyvatel v roce 2009)."

Lécba chemoterapeutiky, velmi c¢asto vysoce ucinnd, je doprovazena casto
nezadoucimi vedlej$imi Uc¢inky, které vedou k poskozeni zdravych tkani a organti. Mnoho
védeckych tymii po celém svéte v soucasné dobé hledd feSeni, jak zvySit ucinnost
dostupnych chemoterapeutickych latek a soucasné co nejvice eliminovat vedlejsi ucinky
téchto 1é¢iv. Jednou z moznosti, jak dosdhnout vySe zminéného, je pfiprava systémi pro
cilené smérovani a tizené uvoliiovani léCiv. Tento védecky obor v dnesni dobé¢ zaziva
velky rozvoj a hlavni cile pfedkladané diplomové prace spadaji pravé do této

problematiky.



2. Prehled literatury

V soucasnosti jsou neustale vyvijena u¢innéjsi kancerostaticka 1é¢iva a terapeutické
postupy majici za cil dosdhnout pokud mozno uplné nadorové regrese. Kromé toho je
ucinku. Idealem soucasné mediciny je cileny transport 1é¢iva do mista t¢inku. Cestou, jak

toho dosahnout, je pouziti polymernich nosici 1&Civ.

V nésledujicich kapitolach se budeme vénovat nejdiive historii nizkomolekularnich
kancerostatik a klasické chemoterapie. Dale se zaméfime na podani struéného vyctu
systémd, které byly studovany s cilem prodlouzit dobu cirkulace nizkomolekularnich 1é¢iv
v krevnim fecisti s diirazem na jednotlivé polymerni nosice. Mimo jiné se zaméfime na
oblast fizené¢ho uvolnovani 1é¢iva, kde budou uvedeny nejzajimavéjsi principy vyuZzivané
v tomto oboru. V neposledni fadé bude ¢ast této kapitoly vénovana také otazce degradace
polymernich nosi¢ovych systému a jejich eliminaci z organismu po splnéni jejich tkolu,

tedy doprave aktivniho 1é¢iva do mista pozadovaného uc¢inku.

2.1 Lécba nizkomolekularnimi cytostatiky

V soucasné¢ dobé je nejcastéji pouzivanou formou terapie kombinace nékolika
terapeutickych postupii najednou. Nejcastéji to byva radioterapie, chemoterapie
kancerostatiky a chirurgicky zékrok. Kombinace je doporucovana zvlasté proto, Ze
chirurgicky zakrok zpravidla nedokdze zajistit tplné odstranéni nadorové tkang&. Soucasné
provedené ozafeni, pfipadné uziti kancerostatik je vSak schopné tyto zbyvajici bunky

zasdhnout.

Kancerostatika byvaji nejcastéji latky na bédzi antimetabolitl syntézy nové DNA
(derivaty jednotlivych bazi, dochazi k inkorporaci do DNA), interkalatory do DNA
(ptikladem je v této praci pouzivané 1é¢ivo doxorubicin), inhibitory enzymui podilejicich se
na replikaci DNA a RNA, regulacni proteiny a latky navozujici apoptdzu bunék, piipadné

hormony regulujici buné¢ny rist a déleni u nadort hormonalné sensitivnich.?



Rozvoj chemoterapie a 1écby cytostatiky zazil velky rozkvét kolem padesatych let
dvacétého stoleti. Na pocatku lidé véfili, ze tato 1é¢iva jsou univerzalni a pouzitelnd na
jakykoliv typ naddorového onemocnéni. Bohuzel se velice brzy zjistilo, Ze 1 ona maji své
limity. Nizkomolekularni 1éCiva jsou totiz volné distribuovana krvi do celého téla, kde
mohou diky cytotoxickému ucinku poskodit i zdravou tkan diky svému nespecifickému
¢inku?. Samotnou biodistribuci 1é¢iva v organismu ovlivituje v mnoha piipadech struktura
1é¢iva. Lécivo muze byt lipofilniho charakteru a koncentrovat se v lipoidni tkani, ktera ale
neni nadorem zasazena. V tomto piipad¢ miize dojit k nechténé akumulaci Ié¢iva ve zdravé
tkani a mohou se projevit nechténé vedlejsi ucinky, které mohou byt nasledné i fatalni.
Mimo jiné byvaji nizkomolekularni 1é¢iva pomérné rychle biodegradovana, lipofilni latky
byvaji hydrofilizovany a vylou¢eny glomeruldrni filtraci z organismu, nebo také uloZeny
V jatrech, ledvinach a kostech. Cely vySe popsany déj navic probihd velmi rychle, polo¢as
vylou¢eni nizkomolekularnich chemoterapeutik z organismu odpovida zpravidla nékolika
minutdm. Toto v§e ma za nasledek, ze 1é¢ivo se v nadorové tkadni akumuluje jen nepatrné
ve velmi nizkych koncentracich, navic je velmi brzy z tkan¢€ odstranéno. Moderni medicina
feSi tento problém napiiklad Castym opakovanim podavani cytostatik nebo poddvanim

mixd kancerostatik se synergickym ucinkem.

K nezadoucim uc¢inkiim v praxi uzivanych chemoterapeutik patii jejich karcinogenita
(napft. 1é¢ivo tamoxifen), vysoké poskozeni rychle se mnozicich tkani organismu (kostni
dren) a rovnéz poskozeni ostatnich zdravych tkani organismu, jako je vypadéavani vlasi,
poskozeni svalovych bunék spojenych se ztratou svalové hmoty, poskozeni srde¢niho
svalu (kardiomyopatie). V neposledni fadé byva chemoterapie pacienty velmi $patné

snaSena a provazena nevolnostmi.

2.2 Vyvoj farmakoterapie — prodlouZzeni cirkulace 1é¢iva
V krevnim obéhu

S ohledem na vySe uvedené nedostatky terapie nizkomolekularnimi 1é¢ivy postupné
dochazelo od druhé poloviny 20. stoleti ke zméné ptistupu v podavani 1éciva pacientovi.
Jako prvni byly do praxe zavedeny tii terapeutické postupy zajistujici prodlouzeni

cirkulace 1é¢iva v krevnim obéhu — dlouhodobé podavani infuzniho roztoku obsahujiciho



1€¢ivo pii jedné navstéve pacienta na odde€leni, vyuziti olejovych suspenzi pro aplikaci i.m.
a s.C. a vyuziti nerozpustné polymerni matrice pro podani p.o. a s.c.. Posledni postup je jiz
piikladem nové formy IéCiv, tzv. protrahovanych systému, které maji zajistit pozvolné
uvoliiovani aktivniho 1é¢iva ze zasobniho depa podaného pacientovi napiiklad ve forme

pilulky.

Vyhody vyuzivani protrahovanych systémil v praxi byly prokazany v klinickych
studiich zkoumajicich farmakokinetiku, rychlost eliminace kancerostatika, po podani
1éCiva v plivodni nizkomolekularni formé nebo protrahované form&**. Z obou studii je
ziejmé, Ze nizkomolekularni cytostatika jsou odstranéna velmi rychle z krevniho ob&hu a
nasledné z organismu. Proto zacaly byt podrobné studovany systémy s protrahovanym
Gi¢inkem zaruGujicim dlouhodob& vhodnou koncentraci®®. Jako vhodny systém byly do
praxe zavedeny polymerni matricové systémy, ze kterych je 1é¢ivo postupné vyplavovano

do krevniho feciste.

Vyse popsané postupy umoznily prodlouzit cirkulaci aktivniho 1é¢iva v krevnim
obéhu, nicméné idedlem moderni mediciny je, aby léCivo bylo po celou dobu krevni
cirkulace net¢inné a aktivovalo se az v misté u¢inku, a tim se minimalizoval kontakt 1é¢iva
se zdravou tkani. Tento bod je velmi dilezity u vysoce toxickych protinadorovych léciv,
které pokud nejsou dopraveny jen na misto svého pisobeni, mohou pusobit intenzivng i na
zdravou tkan. V této souvislosti zacaly byt vyvijeny systémy, které po celou dobu
transportu prenasi neaktivni lécivo, k jehoz aktivaci dojde v misté uinku. Tyto v
soucasnosti hojné studované systémy byvaji zpravidla zalozeny na ruznych polymernich

nosic¢ich.

2.3 Polymerni nosice

Jednou z moznosti jak vyznamné prodlouzit dobu cirkulace 1é¢iva v organismu je
jeho navéazani na molekulu, ktera diky své struktufe cirkuluje vyznamné delSi dobu
V organizmu. Jako potencialni nosi¢e umoziujici zminéné prodlouzeni doby cirkulace jsou
Vv soucasné dobé makromolekularni latky, jak pfirodni tak i syntetické. V poslednich dvou

dekéadach bylo studovano mnoho polymeria a kopolymert, potencidlni vysokomolekularni
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nosice pro nizkomolekularni 1é¢iva. Z téchto studii l1ze vyvodit, jaké zdkladni podminky by

m¢l ideélni polymerni nosic¢ splﬁovat46:
¢ biokompatibilitu a neimunogennost,
¢ netoxicitu a neantigennost (musi byt dodrzena i u potencionalnich metaboliti),
¢ biodegradovatelnost, ptipadné nesmi projevit vyraznou akumulaci v téle,
e vodorozpustnost,

e schopnost vazat 1é¢ivo a piipadné smérujici jednotku, musi umoziiovat cileny

transport,

e cenovou dostupnost a snadnou pfipravitelnost a umoziiovat vazbu léciva a jeho

fizené uvolnovani,
e nesmi vykazovat piili$ Sirokou distribuci molarnich hmotnosti.

2.3.1 Transport polymerniho nosi¢e do bunky

Zatimco nizkomolekularni 1é¢ivo se do Zivocisnych bun€k z mezibunécného prostoru
dostava prostou difuzi, ptipadné¢ aktivnim transportem, u polymernich nosi¢i je
makromolekula transportovana do bunék (zdravych i nddorovych) pomoci riznych typt
endocytosy (pinocytosy), coZ je vyznamné pomalej§i proces ve srovnani s difuzi.
Pinocytosu je mozné rozdé€lit na: pinocytosu v kapalné fazi, pinocytosu adsorptivni a
pinocytosu zprostiedkovanou receptorem (Obr. 4)*. Pinocytosa dava vzniknout
vchlipenindm obsahujicim extracelularni kapalinu, kterd po Uplném oddéleni od

cytoplazmatické membrany dava vzniknout endozomuim, ze kterych se stavaji lysozomy.
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polymerni konjugat s 1é&ivem

%

inocytosa adsorptivni
pinocytosa v kapalné fazi pnocyt ™

_ 7} pinocytosa zprostiedkovana receptorem
7

:‘p‘nmémi lysosom )

et endosom ST :
- hydroly‘llcke stepem quky

d.lfuze lecwa -
do cy‘toplasmy

sekundarm lysosom -
- enzymatlcke Stépeni Sp0]ky R ,‘:_‘-‘:' .

Obr. 4: Prunik polymerniho 1é¢iva do buiiky a zptsoby uvoliiovani lé¢iva (pismeny

E jsou oznaceny lysozomalni enzymy)?®

Polymerni nosi¢e mohou byt na zéklad¢ své velikosti preferenéné akumulovany v
nékterych organech a rovnéZ v pevnych nadorech. Ve vétSin€ zdravych tkani nemohou
polymerni nosice, na rozdil od nizkomolekularnich latek, volné pronikat ptes stény cévnich
kapilar. V ptipadé¢ nadorové tkéané, ktera rychleji proliferuje, pro coz potiebuje vysoce
ucinné zasobovani Zivinami, je situace odlisna. Nadorové bunky produkuji angiogenni a
vazodilatacni  faktory, ¢&imZz zvySuji prGchodnost vaskularniho systému pro
makromolekularni latky. Dynamicky rozvoj nadorové tkané zarovel neumoznuje spravny
vyvoj lymfatického systému, ktery neodvadi akumulované makromolekularni latky
z prostiedi nadoru. Soubéh obou zminénych procesti zplsobuje vyznamné zvySenou
akumulaci makromolekul v nadorové tkani. Tento efekt, ,,Efekt zvySené propustnosti a

ree

zadrzovani“ (,,Enhanced permeability and retention effect”, EPR efekt) poprvé popsal H.

Maeda.”’
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2.3.2 Efekt zvySené propustnosti a zadrZovani (EPR efekt)

Pro ucinny EPR efekt (princip EPR efektu znazornén na Obr. 2) je nutné, aby bylo
lé¢ivo navazano na dlouhocirkulujici molekulu, naptiklad polymerni nosi¢, kterd

’ v r vy r r 14
vyznamné navysi molekulovou hmotnost celého systému.

EPR efekt byl objeven’” pii experimentech stanovujicich zavislosti rozdilu
koncentraci makromolekul v krevnim fecisti a v nddorové tkdni na molekulové hmotnosti.
Pii téchto pokusech byly studovany proteiny o M,, od 29 000 do 160 000 g/mol a také
synteticky polymer SMANCS [My, = 16 000 g/mol, polymerni kopolymer poly(styren-alt-
mono-n-butylmaleinat) (SMA) s navazanym 1é¢ivem neokarcinostatinem (NCS)]. Bylo

o 10,11
prokéazano'®

, z¢ makromolekuly se dokazou akumulovat v nadorové tkani ve vysSim
mnozstvi neZ ve zdravé tkani. Jedna se o jedinecny jev vyskytujici se u pevnych nadort ve

spojitosti s jejich anatomickymi a patofyziologickymi rozdily od zdravych tkani.

Vyse uvedend domnénka principu EPR efektu (prodlouzend zadrz Iéciva
v nadorové tkani) byla prokdzana™ vyuzitim radioznadenych polymeri na bazi N-(2-
hydroxypropyl)methakrylamidu (HPMA) k syntéze linearnich polymeri o rizné hmotnosti
(4 500 — 800 000 g/mol) s naslednym stanovenim poméru mnozstvi polymerniho nosice
vV nadorové tkani a v krevnim fecisti. Bylo zjisténo, Ze se vzrlstajici My, vzristal i1 EPR
efekt, nejvysSich hodnot dosahoval pfi My, okolo 200 az 600 000 g/mol. Pii piekroceni této
hodnoty zacal EPR efekt klesat. Predpokladem postupného poklesu je vliv
hydrodynamického poloméru, kdy se nemlzZe do nadorové tkané efektivné dostavat
polymer, jehoZz hydrodynamicky polomér je vétsi nez polomér poéru ve vlasecnicich

nadorové tkang, kdy vysledkem je pokles extravazace a niz§i nadorova akumulace™.
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Obr. 2:Porovnani normalni tkdné a nadorové tkané — EPR efekt

Jednim z omezeni EPR efektu je vychytavani polymert s hydrodynamickym
polomérem vétsim nez 200 nm ,,opsoninovymi“ proteiny a dal§imi komponentami
retikuloendothelidlniho (RES) systému a jejich nasledného odstranéni z krevniho Fediste™,
Jestli bude molekula polymeru schopna projit do nadorové tkan€ i1 pies svilj veétsi
hydrodynamicky polomér je také fizeno jeji strukturou. Linearni polymery dobfe rozpustné
v krevnich tekutinach jsou po dobu transportu ,shaleny” do klubka, které muze byt
deformovéno a jako takové muze projit porem vlasecnice. Naproti tomu rozvétveny
systém, dendrimery a nizkorozpustné polymery mohou byt ,,sbaleny* do pevného rigidniho
klubka, které neni schopné deformace pottebné pro pricchod porem*®’,

Zavérem lze tedy fici, ze efektivita EPR efektu je vyznamné ovlivnéna vzrustajici
My, architekturou a molekulovou konformaci polymeru s optimem molekulovych
hmotnosti ur¢enou pro HPMA kopolymery na 200 — 600 000 g/mol. Dalsi otazkou je
eliminace polymerniho nosice poté, co splni svou ulohu a dopravi 1é¢ivo do cilové Casti
organismu. Renalni prah pro efektivni vylucovéani z organismu HPMA kopolymerii v této

I**. Pokud je molekulova hmotnost v&tsi, je

praci pouzivanych byl stanoven na 50 000 g/mo
nutné do struktury polymernich nosi¢li zakomponovat biodegradovatlené spojky

umozinujici degradaci struktury na fragmenty s My, pod limitem renalni filtrace.
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2.4 Struktura nosic¢u 1é¢iv

Struktury novych nosi¢l kancerostatik jsou navrhovany na zdkladé ziskanych
poznatkii o cilovych tkdnich. Studiu nosici vhodnych pro transport kancerostatik se

Vv poslednich letech vénuje velkd pozornost, a to na mnoha pracovistich po celém svets'®

Poprvé se tato myslenka objevila jiz v sedmdesatych letech minulého stoleti*"%?

, pricemz
prvni experimentalni vysledky se objevuji v prvni poloving osmdesatych let?*?*. \V prvni
poloving osmdesatych let byl také piipraven prvni smérovany polymerni systém?®, kde
bylo vyuzito oligopeptidového bocného fetézce zakonceného galaktézou zvySujici
pinocytdozu polymeru do jaternich bunék. V soucasné dobé jsou patentovany rtzné

polymerni nosice a u nékterych z nich probihaji rizné faze klinického testovani.

2.4.1 Liposomy

Liposomy zapadaji do soucasného nariistu zdjmu o nanotechnologie, pii kterém
jsou studovany riizné vysokomolekularni systémy, jejichz rozméry dosahuji rozmezi 5 az
nckolik set nanometri. Jednd se o sférické nadmolekuldrni struktury, které vznikaji
nekovalentni interakci mezi jednotlivymi amfifilnimi strukturnimi podjednotkami za
vzniku struktur podobnych bunéénym membranam®, Tyto struktury umoZiluji transport
jak hydrofilnich (ve formé roztoku enkapsulovaného uvnitf vytvotfené dutiny), tak
hydrofobnich (uvnitf hydrofobni ¢asti slupky tvofené lipidovou dvojvrstvou) latek.

Liposomalni systémy maji nespornou vyhodu v tom, Ze jsou snadno pfipravitelné.

Nevyhodou liposomalnich systémid je jejich rychla eliminace z organismu
pusobenim RES a byvaji deponovany ptevazné v jatrech (az 90 %), ledvinach a kostni
dfeni. Tento problém je feSen povrchovou modifikaci hydrofilnimi polymery, naptiklad
poly(ethylenglykol) (PEG). Takto upraveny liposomalni systém prosel klinickymi studiemi
a vsoucasné dobé& je na trhu jako légivo Doxil®/Caelyx® vhodné pro 1é¢bu nadort

« v r1 046
vajecnikl™.
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2.4.2 Vodorozpustné polymerni nosice

24.2.1 Prirodni polymery

Prvnimi vodorozpustnymi polymernimi nosi¢i byly pfirodni polymery zalozené
pfevazné na polysacharidech a proteinech tvofici biologicky degradovatelné systémy.
V piipadé sacharidi byly vyuzity polymerni struktury dextranu a chitinu, v ptipade

proteinit se jednalo o sérovy albumin a rizné glykoproteiny%‘28

. Vyhodou téchto
ptirodnich polymert je jejich snadna degradace enzymovym Stépenim na produkty
vylucitelné z organismu nebo vyuzitelné pro metabolismus organismu.

Mezi syntetické linearni biodegradovatelné polymerni nosi¢e fadime zejména
poly(a-aminokyseliny) vzniklé polymeraci L-lysinu®, L-glutamové kyseliny30 a

L-asparagové kyseliny31.

24.2.2 Syntetické polymerni nosice

Dalsi vyznamnou skupinou jsou syntetické vodorozpustné polymerni nosice, jejichz
struktura je v zdklad¢ nedegradovatelna v biologickém prostfedi. Tyto polymerni nosice jiz
musi byt navrzeny tak, aby nedochédzelo k piekro¢eni rendlniho prahu a tim nechténé
akumulaci polymert v organismu.

Mezi vyznamné syntetické nedegradovatelné polymerni nosice patii (PEG)32'35,
ktery patfi mezi nejvice studované systémy. Jeho vyhodou je rozpustnost v polarnich i
nepolarnich rozpoustédlech a moZznost pfipravy polymernich fetézcti o poZzadované molarni
hmotnosti, a to v Siroké Skale pti zachovani nizké disperzity. V biologickych systémech se
nejéast&ji pouzivaji PEG o M, od 1 000 do 20 000 g/mol®. Jejich mirnou nevyhodou je
moznost vyuzit pouze koncové skupiny pro vazby biologicky aktivnich molekul.
Nejcastéjsim vyuzitim PEG je povrchovd modifikace proteinti, liposomil apod., kterad
dokéze ochranit dany systém pifed degradacnimi mechanismy organizmu, a tim vede
k prodlouzeni jeho cirkulace v krevnim fe&isti® %,

Mezi dal§i vyznamné systémy patii polymery vinylového typu (napi. derivaty
kyseliny akrylové a methakrylové)39. Tyto systémy jsou neimunogenni, biokompatibilni a

vodorozpustné s mnozstvim funkénich skupin v bo¢nych fetézcich vhodnych pro vazbu

l1é¢iva. Do této skupiny spadaji polymery na bazi N-(2-hydroxypropyl)methakrylamidu
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(HPMA)*** poly(divinylether-co-maleinanhydrid (DIVEMA)*, nebo také poly(styren-
alt-mono-n-butylmaleinat) (SMA)*. Posledn& jmenovany polymer reakci anhydridu s &-
aminoskupinou lysinu, piipadné¢ s N-koncem alaninu antibiotika neokarcinostatinu,
poskytuje konjugat nazvany SMANCS, ktery byl na trh uveden jako vlbec prvni
polymerni nosié s protinddorovym 1é¢ivem®.

Z této skupiny syntetickych polymera jsou Casto vyuzivany kopolymery na bazi
HPMA. Vhodné funkéni skupiny pro vazbu biologicky aktivnich latek lze zavést do
struktury tohoto polymerniho nosi¢e pomoci kopolymerace s dalSimi komonomery
obsahujicimi rizné reaktivni skupiny. Takto mohou byt do struktury kopolymeru na bazi
HPMA vneseny napfiklad primarni aminoskupiny, karboxylové skupiny, hydrazidy,
primarni hydroxylové skupiny a dalsi vyuzitelné funkéni skupiny. Od druhé poloviny 80.
let byly pfipravovany linearni konjugaty s cytostatikem doxorubicinem (Dox), kdy 1é¢ivo
bylo k polymeru vazano kovalentni amidovou vazbou pies enzymové degradovatelné
oligopeptidové spojky*®*°. Z testovanych spojek bylo dosazeno nejlepsich vysledkil pri
pouziti oligopeptidové spojky Gly-Phe-Leu-Gly, ktera se ukézala jako nejvhodnéjsi
substrat pro kathepsin B patfici mezi lysozomalni peptidasy. Dalsi pouzivanou
degradovatelnou spojkou je hydrazonovd vazba, kterd je hydrolyzovana v kyselém
prostiedi.

Vysokomolekularni systémy, napiiklad micely a ,,roubované* polymery, vyvinuté

v minulosti jako vhodné polymerni nosice jsou popsany v nasledujicich kapitolach.

2.4.3 Vysokomolekularni polymerni nosi¢e pro pasivni smérovani

V nedévno publikované studii®®, vénované vlivu molarni hmotnosti na akumulaci
polymerniho nosi¢ového systému v pevnych nadorech, bylo zjisténo, ze pii hodnotach
molarni hmotnosti systému od 200 000 do 600 000 g/mol dochazelo k nejvyssi akumulaci
ve vybraném pevném nadoru. Pokud by struktura takového polymerniho konjugatu byla
nedegradovatelnd v organismu, dochazelo by k jeho nechténé dlouhodobé akumulaci,
vzhledem k tomu, Ze jeho molekulova hmotnost vyznamné piesahuje limit pro renalni
filtraci. Vhodnou alternativou se proto jevi v ptipadé vysokomolekularnich polymernich
nosi¢li piiprava biodegradovatelnych struktur tvofenych zakladnimi polymernimi

jednotkami, jejichz moladrni hmotnost nepfesahuje 50 000 g/mol, avSak které jsou
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pospojovany biodegradovatelnymi spojkami. S vyhodou Ize vyuzit i micelarni nosi¢ové

systémy tvoiené amfifilnimi kopolymery.

2431 Micely

Polymerni micely vznikaji samouspofadanim polymernich amfifilnich struktur™ >3,

Amfifilni struktury polymernich nosi¢u byvaji tvofeny ,,dibloky*, napiiklad PEG v bloku
s poly(B-benzoyl L-aspartatem) pro transport hydrofobniho 1é¢iva®. Légivo maze byt
vazano kovalentni degradovatelnou vazbou k jednotlivym ramentim, at’ uz k hydrofilni
¢asti ¢i hydrofobni, ve vétsing piipadii jsou ovSem léCiva vazana hydrofobnimi interakcemi
Vv jadie micel®*®®, Hydrofilni ramena jsou pro systém dllezitd z divodu rozpustnosti
Vv télnich tekutindch, navic byvaji tvofena biokompatibilnimi latkami, které zabraiuji
vychytavani micel retikuloendotelialnim systémem (RES). Pokud se micela dostane do
nadorové tkang, presnéji feceno do intersticidlniho prostoru, dochazi k endocytdéze micel
do buné¢k, kde mlze dojit k jejich rozpadu a uvolnéni aktivniho lé¢iva. Nevyhodami
micelarnich nosi¢ll tvofenych amfifilnimi blokovymi kopolymery miize byt napiiklad
nespecifické uvoliovani 1é€iva vazan¢ho hydrofobnimi interakcemi v micelach. Pfipadné
pii poklesu koncentrace micel v krevnim ftecisti pod urcitou hladinu (kritickd asociaéni
koncentrace, CAC) mlZe dochazet k rozpadu micelarnich struktur na jednotlivé molekuly
— ,unimery®, které se mohou pohybovat solvatované ve vodném prostiedi. ,,Unimery*
Vv krevnim fecisti mohou mit urcitou cytotoxicitu, ptipadné mohou vyvolat hemolyzu diky
své povrchové aktivité (,,unimery“ s detergentnimi vlastnostmi mohou naruSovat
fosfolipidové bunécné membrény46). Dalsi nevyhodou je neustalé¢ ustavovani rovnovahy
mezi micelou a disociaci micel na jednotlivé ,unimery” a cely systém je tak v

termodynamicky nestabilnim stavu’®.

24.3.2 “Roubované” polymery

V piipadé ,,roubovanych® polymert je vysokomolekuldrni nosi¢ 1é¢iva zaloZen na
kovalentni vazbé¢ linearnich kopolymerti na spolecné jadro. Spole¢nym jaddrem mohou byt
jiné linearni kopolymery®®®, které nesou ve své struktuie reaktivni skupiny vhodné pro

vazbu ,,semitelechelickych® kopolymert (pro potieby této diplomové prace se timto
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pojmem mysli kopolymer, jehoz hlavni fetézec je zakoncen jednou reaktivni skupinou), za
vzniku vysokomolekularniho systému. Degradovatelnost takového systému mize byt
zaruc¢ena biodegradovatelnymi spojkami mezi jednotlivymi komponentami systému, a to
naptiklad redukéné Stépitelnymi vazbami nebo enzymové degradovatelnymi sekvencemi

aminokyselin.

Vroce 1999 byla publikovdana prace zabyvajici se syntézou ,roubovanych*
vysokomolekularnich struktur polymernich nosict zalozenych na HPMA urcenych pro
transport adriamycinu v krevnim fe&isti®’. ,,Roubovany* vysokomolekularni polymerni
nosi¢ byl pfipraven kondenzaci karboxylové skupiny linearniho kopolymeru
s aminoskupinou na linearnim kopolymeru fungujicim jako jadro systému. Takto
pripravené systémy byly déle zadrzovany v organismu diky zvySeni EPR efektu, ale mély
n¢kolik vyznamnych nevyhod, naptiklad vysokou disperzitu, nizkou reprodukovatelnost a
neobsahovaly biodegradovatelné S§tépitelné spojky mezi jadrem a linedrnim

kopolymerem®®.

24.3.3 Hvézdicovité polymerni nosice

Vysokomolekularni hvézdicovité polymerni nosi¢e byly v minulosti pfipraveny
vazbou linearnich kopolymert na hvézdicovité jadro. Oproti ,,roubovanym® systémim
maji vyznamnou vyhodu ve vy$si definovatelnosti, pfedev§im vyznamn€ niZsi
neuniformit¢ molekul vyjadiené niz§i disperzitou systému. Jako jadro je v téchto

systémech vyuzivano napiiklad dendrimeru na bazi poly(amido)aminiti (PAMAM, obr. 5).
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Obr. 5: Struktura poly(amido)aminového (PAMAM) dendrimeru pouzitého pro

,roubovani* linearnich kopolymert

V roce 2000 byla publikovana studie zabyvajici se syntézou hvézdicovitych
konjugati vyuzivajicich dendrimerti na bazi PAMAM jako jader téchto konjugatt. K témto
PAMAM dendrimerim byly amidovou vazbou pfipojeny linearni HPMA kopolymery

. o : 86
ptipravené radikalovou polymeraci 8

V nedavné dobé byl rovnéz také popsan hvézdicovity polymerni nosic, a to nosic,
ve kterém jsou linearni HPMA kopolymery navazany k sttedovému dendrimeru enzymové
(sekvence Gly-Phe-Leu-Gly) nebo redukéné (disulfidova vazba) degradovatelnymi
spojkami®®, které by mély zajistit rozpad vysokomolekularniho nosi¢e na vylougitelné
fragmenty. Vyuzitim riznych generaci PAMAM dendrimert, s riznym poctem reaktivnich
koncovych skupin, je mozné v pomérné Sirokém rozmezi fidit pocet polymernich ,,roubti
navazanych na samotny dendrimer, coZ umoziuje piipravit hvézdicovité polymerni nosice
v §irokém rozmezi molekulovych hmotnosti od 100 000 az do 1 000 000 g/mol*®°. Popsané
polymerni nosi¢e s navazanym lé¢ivem doXorubicinem, a to bud enzymové, nebo

hydrolyticky degradovatelnou vazbou, prokazaly vysokou protinadorovou aktivitu.
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2.4.4 Kontrolované uvolinovani 1é¢iv a degradace vysokomolekularnich

o w

nosicu

Pti navrhu biodegradovatelnych spojek vhodnych pro kontrolované uvolnovani
1éCiv a pro zajisténi degradovatelnosti vysokomolekularnich polymernich nosict se
vychéazelo ze znalosti fyziologickych pochodii v lidském organismu. Predevsim bylo
ptihlédnuto k rozdilu pH v krevnim ftecisti (pH 7.4), vendozomech a v lysozomech
nadorovych bungk (pH 5 - 6)”°, k pfitomnosti specifickych lyzozomalnich enzymi

v lysozomech

a k pfitomnosti efektivni koncentrace glutathionu (1 - 5 mM) v bunééné
cytoplasmé umoznujici redukei disulfidickych vazeb®. Cilem navrhu biodegradovatelnych
spojek, potazmo celého systému polymerniho nosiée, je udrzet 1é¢ivo po dobu cirkulace
krevnim fecistém v neaktivni formé, aktivovat jej az pti pruichodu do bunééného prostoru a
zajistit nasledny rozpad nosi¢ového systému na fragmenty vyloucitelné z organismu

glomerularni filtraci. Vzhledem k uvedenym vlastnostem se jako vhodné ukazaly vazby

Stépitelné enzymové, redukéné a hydrolyticky.

Enzymové S$tépeni bylo nejcastéji vyuzito pro uvolnéni lé¢iva v lysozomech
cilovych buné¢k pomoci lysozomalnich enzymi. Tyto enzymy jsou vysoce specifické, a
proto navrzené spojky — jejich substraty — jsou Stépeny pouze v lysozomech cilovych
bungk’® poté, co je nosi¢ovy systém cilené¢ dopravi do téchto bunék. Naopak v krevnim
fecisti nedochazi ke Sté€peni téchto vazeb a s tim spojenému uvoliiovani 1é€iva. Studiem
riznych kombinaci oligopeptidovych sekvenci byla zvolena za nejvice vyhovujici
tetrapeptidova sekvence Gly-Phe-Leu-GIyel, ktera byla pouzita jak pro kovalentni vazbu
léciva, tak jako biodegradovatelnd spojka pii navrhu a pfipravé vysokomolekularnich

struktur®®>°,

Degradovatelné spojky senzitivni k pH vyuZzivaji rozdil fyziologického pH (okolo
7,4) v krevnim fecCiSti vzhledem k pH (pH = 5 - 6) vendozomech a lysozomech
nadorovych bun&k?®. Tyto spojky jsou navrZeny tak, aby byly co nejstabilnéjsi v prostiedi
fyziologického pH a naopak, aby dochézelo k jeji rychlé degradaci (hydrolyze) v mirné
kyselém prostfedi. Pfi detailnim studiu nadorovych tkani bylo zjiSt€no, Ze jiz
v mezibun&éném prostoru nadoru dochézi k poklesu pH na hodnoty pH 6 - 6,5%% V tomto
pfipadé muze dojit k uvolnéni 1é¢iva z nosice jesté pred endocytdézou do buiky. V tomto

pfipad¢ neni nezbytné nutné, aby bylo 1é¢ivo dopraveno az do jednotlivych nadorovych
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bun¢k, ale jeho aktivace probihd jiz v mezibunéném prostoru. V disledku difuze je
nasledné velmi rychle dopraveno do intraceluldrniho prostoru buiiky. Mirnou nevyhodou
téchto systémi je pomalé uvoliovani 1éCiva jiz pfi transportu krevnim fecistém, ktery musi
byt minimalizovan vhodnym vybérem struktury spojky senzitivni k pH. Vyhodou tohoto
pfistupu je naopak nezavislost na enzymovém vybaveni bunék. Mezi testované
hydrolyzovatelné vazby senzitivni k pH Ize uvést naptiklad cis-akonitylovou spojku®® a

hydrazonovou vazbu®*.

Reduk¢éné degradovatelné spojky jsou v bunééném cytosolu degradovany
pusobenim glutathionu. Znovu je zde vyuzito znalosti, Ze tato vazba miize byt St€pena

pouze V intracelularnim pros‘[oru65

. Redukce disulfidické vazby byla ovéfena na
micelarnich systémech tvoifenych PEG a poly(propylensulfidovym) blokem spojenych
dohromady disulfidickou vazbou®. Vyhodou systémi obsahujicich redukéng
degradovatelné spojky je, Ze nedochézi k pfed¢asnému §té€peni nosice a uvoliiovani 1éciva

mimo vnitini prostfedi cilovych bunék.

2.5 Priprava HPMA linearnich polymeri

Linearni polymerni nosi¢e na bazi HPMA byly a jsou pfipravovany piedevSim
klasickou radikalovou polymeraci, pfi které vznikaji polymery s disperzitou molarnich
hmotnosti v rozmezi od 1,5 do 2,0. Teprve nedavno®, v roce 1998, byla poprvé popsana
metoda fizené radikalové polymerace nazvana ,,Reversible Addition-Fragmentation Chain

Transfer (RAFT) polymerace®®®.

Jde o metodu zalozenou na dfive vyvinutych
chemickych syntézach na principu radikalovych reakci nizkomolekularnich latek . V roce
1995 stejné pracoviété68 publikovalo polymerni syntézu zaloZzenou na RAFT polymerizaci,

ktera vykazovala znaky Zivé polymerizace.

Chemismus RAFT polymerizace je postaven na zdsadné odliSném principu ve
srovnani s jinou Vv téze dobé popsanou fizenou radikalovou polymeraci ,,atom transfer
radical polymerization (ATRP) v tom, ze se opirda o degenerativni pienos fetézce a nema
tak moZnost vyuzit pretrvavajici radikalovy G&inek®’. Technika RAFT polymerizace
umoznuje polymerovat nebo kopolymerovat pomérné Sirokou $ifi monomeri (napf.

vinylacetat, rizné akrylaty, methakrylaty atd.).
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RAFT polymerace zacaly byt od roku 1998 ¢im dal castéji pouzivany pro syntézu
polymerit vinylového typu. Obecna struktura pienasecového cinidla (,,chain transfer
agent”, CTA) je na Obr. 6.

S

S
)L R )L R
g 57

Z S—R or
Obr. 6: Obecna struktura CTA®’

R-skupina je odstupujici volnd radikdlova skupina, ktera musi byt schopna
reiniciovat polymeraci, a Z-skupina je zodpovédna za stabilizaci intermediatovych radikalt
vznikajicich v pribéhu polymerizace. Ruast polymerti pfi ATRP polymeraci je umoznén
prostfednictvim reversibilniho §tépeni kovalentni vazby mezi termindlnim uhlikem a
koncovou skupinou polymeru, zatimco v piipadé RAFT je polymerace vedena
degenerativnim pfenosem koncovych skupin mezi propagacnimi radikaly, piipadné
,»spicimi® skupinami, napf. dithiokarbonylovou skupinou. RAFT polymerace umoziuje
zavedeni riznych funkénich skupin na konce polymernich fetézcl, tedy syntézu
»semitelechelickych® a ,telechelickych® kopolymera (,,telechelickym* kopolymerem se
pro potieby této prace mysli kopolymer, jehoz obé& koncové skupiny jsou zakonceny

reaktivni skupinou).

Vybérem vhodného CTA lze zavést vhodné funkéni skupiny bud’ na a-konec nebo
w-konec, pfipadné na oba konce polymerniho fetézce. Funkéni skupiny obsazené v R-

skupiné CTA (viz Obr. 6) budou zabudovany i do a-konce polymerniho fetézce.

Stejné tak skupiny obsazené v Z-skupiné (viz Obr. 6) budou zavedeny do m-konce.
ProtoZe se jednd o tzv. ,,pseudoZivou” radikalovou polymerizaci, pfi které nelze zamezit
termina¢nim reakcim, funkcionalita dithiokarbonylové koncové skupiny a tedy i Z-skupiny
muze klesat. I pfes to nové vznikajici polymer zpravidla dosahuje vysokych hodnot
funkcionality na o-konci polymeru (vétSinou dosahuje hodnoty presahujici 90%
Vv zavislosti na reakénich podminkach). Pro pouziti v biopolymerech vSak druhy zptisob
neni zadouci, Ize totiz oCekavat, ze dithiokarbonylova skupina bude v téle degradovat, at’
Jiz hydrolyticky, nebo redukéné. Dithiokarbonylova skupina vsak muze byt odstranéna a
volna thiolova skupina posléze vyuZita pro zavedeni vhodnych skupin reakei s bifunkénimi

¢inidly.
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Prvni HPMA homopolymer piipraveny RAFT polymeraci za pouziti CTA
s dithiobenzoatovou skupinou byl piipraven vroce 2005%2. Od té doby bylo RAFT
polymeraci pfipraveno nckolik homo- a kopolymert, napiiklad za vyuziti
trithiokarbonatové skupiny jako CTA®. Naslednd byly RAFT polymeraci piipraveny
blokové ¢i statistické kopolymery HPMA. Pro pfipravu blokovych kopolymert s bloky na
bazi HPMA ©byly pouzity naptiklad derivaty akrylamidd (napfiklad N-[3-
(dimethylamino)propyl]methakrylamid®®), pro piipravu statistickych kopolymerd byly
pouzity napiiklad N-methakryolyloxysukcinimid®. Takto pfipravené kopolymery byly
zamysleny 1 jako nosi¢e biologicky aktivni latek, byl naptiklad pfipraven polymerni
konjugat s kovalentné navdzanym Ié¢ivem dexamethasonem s protizanétlivym a
protinadorovym Géinkem™, nebo micelarni konjugat obsahujici 1é¢ivo Dox vazané

C vl s 192
nekovalentné v jadie micel™.
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3. Cile diplomové prace

Cilem této diplomové bylo navazat na predchozi prace laboratofe, kde byla
diplomova prace vypracovana, a rozvinout piipravu a studium vlastnosti
vysokomolekularnich vodorozpustnych polymernich nosici 1é¢iv  zaloZzenych na
kopolymerech HPMA. Tyto kopolymery umoziiuji diky svym vlastnostem cileny transport
1é¢iva do pozadovaného mista G¢inku a naslednou aktivaci na polymerni nosi¢ navazaného
1é¢iva v misté pozadovaného ucinku. Piedkladand diplomova prace ma za cil navrhnout
novou, zlepSenou strukturu polymerniho nosice, jenz umoziuje cileny transport 1é¢iva pfti

1é¢bé pevnych nadord. Pfedkladana prace je feSena ve dvou na sebe navazujicich krocich:

1) Piiprava a fyzikaln¢ chemicka charakterizace linearnich polymernich prekurzort
lisSicich se koncovymi skupinami vhodnymi pro piipravu hvézdicovitych
polymernich nosi¢i. Tyto linedrni prekurzory umoziiuji diky své struktuie a
piitomnosti funk¢nich skupin navazat vybrané 1é¢ivo pies spojku senzitivni k pH
umoznujici uvolnéni 1é¢iva na zakladé¢ zmén pH pii prechodu z krevniho fecisté
(pH 7,4) do prostiedi nadoru nebo dokonce endozomi a lysozoml nadorovych
bun¢k. Tento bod se sklad4 ze dvou postupnych krok:

e Optimalizace kontrolované RAFT polymerizace s cilem dosédhnout
linedrnich polymert o dostatecné molarni hmotnosti, vysoké funkcionality

e Piiprava linearnich polymernich nosi¢li, jejichZ polymerni fetézce jsou
zakonceny reaktivnimi skupinami umoznujicimi piipravu
vysokomolekularnich struktur hvézdicovitého typu.

2) Piiprava a fyzikalné-chemicka charakterizace hvézdicovitych polymernich
konjugatt s nedegradovatelnou nebo biodegradovatelnou strukturou.

e Syntéza nedegradovatelnych hvézdicovitych konjugdth s navdzanym
1é¢ivem pres hydrazonovou vazbu.

e Syntéza biodegradovatelnych hvézdicovitych konjugéth s vyuzitim 1,3-
cykloadice azidu na trojnou vazbu N-(aza-dibenzocyklooktinyl)ovych
(DBCO) skupin poly(amido)aminovych (PAMAM) dendrimert.

e Studium fyzikdlné chemickych a biologickych vlastnosti pfipravenych

hvézdicovitych polymernich konjugata.
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4. Material a metody

4.1 Syntetické postupy

4.1.1 Pouzité chemikalie

VétSina Cinidel a vychozich latek pouzitych v této praci byla od firem Fluka, Sigma
&i Aldrich. Cinidla pro 1,3-cykloadici azidu na trojnou vazbu DBCO skupin PAMAM
dendrimerti byla zakoupena u Click Chemistry Tools (USA). Doxorubicin hydrochlorid
(Dox.HCI) byl zakoupen od Meiji Seika (Japonsko).

2,2-azobis(isobutyronitril) (AIBN) byl dvakrat rekrystalovan z methanolu (b.t.
103°C). Methakryloylchlorid byl tésné pted pouzitim ptedestilovan s ptidavkem nékolika
mg inhibitoru oktylpyrokatechinu (bod varu (b.v.) 95-96°C). 1-aminopropan-2-ol byl
destilovan za snizeného tlaku (b.v. 67°C/2000 Pa). VSechna RAFT ¢inidla byla pted
pouzitim piecdisténa chromatografii na sloupci silikagelu. Dimethylformamid (DMF) byl
tésn¢ pred pouzitim zbaven dimethylaminu za pouziti snizeného tlaku. Ostatni

rozpoustédla byla suSena bezvodym siranem sodnym a nasledné destilovéana.

Cistota monomert a RAFT &inidel byla stanovena pomoci HPLC, TLC a "H-NMR.
Analyzy na HPLC byly provedeny na kolonéach s reverzni fazi (Chromolith Performance
RP-18e, 100 x 4,6 mm; 5 um) pii pratoku 1 ml.min™, s pouzZitim gradientu od 0 do 100 %
roztoku B v prub¢hu 17 min (roztok A: 5 % acetonitril, 94,9 % voda, 0,1 % TFA; roztok B:
94,9 % acetonitril; 5 % voda; 0,1 % TFA) s vyuzitim UV/Vis detekce (detektor diodového
pole (PDA) Shimadzu SPD-M10A). Chromatografie na tenké vrstvé (TLC) byla provedena
na destickach Silica Gel 60 RP-18 Fys45 0d firmy Merck. Vodikova spektra nuklearni

magnetické rezonance ("H-NMR) byla mé&fena na spektrometru Bruker 300 MHz.
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4.1.2 Priprava (Cinidel pro pripravu a charakterizaci linearnich

kopolymerii nesoucich koncovou azidovou skupinu

4121 Piiprava  [4-(3-azidopropylamino)-1-cyano-1-methyl-4-
oxo-butyl] benzenkarbodithioatu (CTA-Nj3)

Reflux

[¢]
S, CN o
s H Sa_-S A~
. NN N N® N NS N, — 2 H N,
S 3 H Ethylacetat CN
S (6] CN

bis(thiobenzoyl)disulfid ACVA-N, CTA-N,
Schéma 1: Syntéza CTA-N3

RAFT ¢inidlo CTA-N3, které umoziuje ptipravu linearniho polymeru, jehoz hlavni
fetézec je zakonCen na kazdém konci jinou reaktivni skupinou bylo ptipraveno reakci
bis(thiobenzoyl)disulfidu s 2,2°-azobis-isokyanovaleroyl-2‘-azido-propylamidem (ACVA-

N3) podle Schématu 1 néasledujicim postupem:

0,4 g bis(thiobenzoyl)disulfidu (1,31 mmol) a 0,87 mg ACVA-N3 (1,96 mmol) bylo
rozpusténo v 8 ml ethylacetatu, probublano dusikem a zahfivano pod refluxem. Pribéh
reakce byl sledovan na HPLC. Po ,,odreagovani* bis(thiobenzoyl)disulfidu byla reak¢ni
smés ochlazena na laboratorni teplotu a produkt byl izolovan od nezreagovaného ACVA-
N3 pomoci sloupcové chromatografie na silikagelu (mobilni faze -ethylacetat, UV detekce
pfi A = 230 nm). Eludt obsahujici produkt byl jimén a odpafen do sucha. Vytézek: 0.89 g
(70%)

4.1.2.2 Piiprava 2,2¢-azobis-isokyanovaleroyl-2¢-azido-
propylamidu (ACVA-N3)

2,2¢-azobis-isokyanovaleroyl-2‘-azido-propylamid byl pfipraven Ing. Jifim
Strohalmem ve tfech krocich: v prvnim kroku byla provedena aktivace karboxylové
skupiny 4,4’azobis(4-kyanovalerové kyseliny) chloridovymi anionty z PCls za vzniku
ACVA-Cl. V druhém kroku byl pfipraven 3-amidopropylazid reakci 3-aminopropyl-
bromidu s NaNs. Ve tietim kroku byl aminolytickou reakci 3-aminopropylazidu s ACVA-
Cl ptipraven finalni produkt ACVA-Ns.
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4.1.2.3 Piiprava  N-[(aza-dibenzocyklooktynyl)-6-oxohexanoyl]
doxorubicinu (DBCO-Dox)

Syntéza DBCO-Dox byla provedena reakci  sukcinimidyl  N-(aza-
dibenzocyklooktinyl)-6-oxohexanoatu (DBCO-NHS-ester) s Dox v DMF podle Schématu

2 nasledujicim postupem:

Schéma 2: Syntéza DBCO-Dox

20 mg (0,041 mmol) DBCO-NHS-esteru, 23,8 mg (0,041 mmol) Dox.HCI a 4,13
mg triethylaminu bylo rozpusténo v 0,35 ml DMF. Reakéni smés reagovala 1 h pii
laboratorni teploté. Vznikly DBCO-Dox byl vysrazen do nadbytku diethyletheru (20 ml) a
izolovan piecistén od zbytki reaktant pomoci gelové chromatografie (kolona Sephadex
LH-20, mobilni faze — methanol, UV detekce pii A = 480 nm). Eluat obsahujici produkt byl
vakuové¢ zahus$tén, vysrazen do nadbytku diethyletheru (20 ml), dekantovan a vysusen do

konstantni hmotnosti.

4.1.3 Pouzité monomery

41.3.1 Piiprava N-(2-hydroxypropyl)methakrylamidu (HPMA)

T
CH=C
T . NH, Na,CO, i o
c=cH, cH, - |
O:C|Z HO—(|3H CH,Cl, ITIH
Cl CH, CH,
H(|3—OH
o

Schéma 3: Syntéza HPMA
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N-(2-hydroxypropyl)methakrylamid (HPMA) byl pfipraven podle Schématu 3
acylaci 1-aminopropan-2-olu methakryolylchloridem v CH,Cl,. K roztoku 33 g (0,44 mol)
1-aminopropan-2-olu v 105 ml CH,CI;, bylo pfidano 46,6 g (0,44 mol) jemné rozetieného
Na,COs, suspenze byla ochlazena v lazni ethanol/suchy led na -5°C a za intenzivniho
michani a chlazeni bylo pomalu pfidano 46 g (0,44 mol) methakryolylchloridu v 96 ml
CH,ClI;. Po skonceni reakce byly anorganické soli odfiltrovany, znovu promyty 200 ml
CH,Cl,. Filtrat byl vysuSen bezvodym siranem sodnym (500 g), suSidlo bylo odstranéno
filtraci na frit¢ S4 a filtrat byl zahu$tén na vakuové odparce na ptiblizné¢ 100 ml.
»,Zakoncentrovany“ roztok byl ponechan krystalizovat pti -20°C. Po ,,odseparovani‘
matecného louhu byly krystaly rozpustény v acetonu a rekrystalovany za vzniku bilych
krystald. Vytézek: 46 g (62 %), b.t.: 66-67 °C. Elementarni analyza: vypoéteno 58,80% C,
9,09% H, 9,79% N, nalezeno: 58,96% C, 9,39% H, 9,80% N. 'H-NMR: 300 MHz
((CD3),S0O, 330K): 61,02d, 3H (CH3;CH-OH-); 61,855, 3H (CH3-C=C); 6 3,08 m, 2H
(N-CH»); ¢ 3,70- m, 1H (CH-OH); 64,51 br, 1H (NH); 65,28 a 5,63 d, 2H (CH,=C);
87,26 br, 1H (OH).

41.3.2 Syntéza N-(tert-butoxykarbonyl)-~N*[6-
(methakryolylamino)-hexanoyl]-hydrazidu (MA-acap-NHNH-Boc)

CH,
N, |CH3 CH—clz
| — —
o on o L,
C=cH, + CH, NaOH o=¢ NH,NH-Boc L
— o NH >
0=¢C CH,  4°C.H0 | DCC, THF (l;H
| | CH 2
Cl (|2H2 7 IC_Os
. p ;
C—OH T |
I o NH
CH ©
| 2
= |
H,C

Schéma 4: Syntéza MA-acap-NHNH-Boc

Syntéza MA-acap-NHNH-Boc podle Schématu 4 byla provedena néasledovné: 21,4 g
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(0,26 mol) 6-aminohexanové kyseliny a 6,5 g (0,16 mol) NaOH bylo za michani a chlazeni
na 4°C rozpusténo v 98 ml destilované vody. Z délicich nadob bylo postupné piidano
16,76 g methakryloylchloridu (0,16 mol, 15,70 ml) a roztok 6,50 g NaOH (0,16 mol) v 48
ml vody tak, aby pH zistavalo v rozmezi 7,0 — 9,0. Reakéni smés byla 15 min michana pii
4°C a 1 h pti laboratorni teploté. Poté byla smés okyselena pomoci roztoku HCI ve vodé (1
: 1) na pH = 2. Separace byla provedena vytfepanim produktu z okyselené vodné faze do
ethylacetatu (5x). Organicka faze s produktem byla zbavena vody piidavkem bezvodého
siranu sodného a po filtraci vakuové zahusténa. Produkt byl rekrystalizovan ze smeési
ethylacetat:diethylether 2:1. Vytézek reakce: 22,3 g (65 %), b.t. 47 - 48 °C. Elementarni
analyza: vypocteno: 60,30% C, 8,54% H, 7,04% N, nalezeno: 59,93% C, 8,89% H, 7,28%
N.

8 g MA-acap-OH (0,04 mol) a 9,9 g dicyklohexylcarbodiimidu (DCC, 0,048 mol)
bylo rozpusténo ve 140 ml THF. Po 30 min bylo do reakéni smési piidano 20 ml
vychlazeného roztoku pfipravené¢ho rozpusténim 5,3 g tert.-butyl karbazatu (0,04 mol) v
THF a reakéni smés se nechala 2 h reagovat pti -18 °C a nasledné 14 h pii 5 °C. Nésledné
byla smés ohtata na 25 °C. Vyloucena dicyklohexylmocovina (b.t. 226 °C) byla odstranéna
filtraci na frit¢ S4. Reakéni smés byla vakuové zahusténa na viskozni olej, ktery byl
nasledné¢ fedén 150 ml ethylacetatu. Nezreagovany MA-acap-OH byl odstranén
,vytfepanim® do 2% vodného roztoku NaHCOj; (5x). Ethylacetatova faze byla poté
vysu$ena bezvodym NaySO, a susidlo bylo odstranéno filtraci. Roztok v ethylacetatu byl
zahustén na vakuové odparce na viskozni olej. Monomer byl izolovan krystalizaci ze smési
100 ml ethylacetatu a 5 ml hexanu. Vytézek: 5,56 g (44%), b.t.: 110 — 114 °C. Elementarni
analyza: vypocteno 57,49% C, 8,68% H, 13,41% N, nalezeno 58,34% C, 8,48% H, 13,32%
N. *H-NMR: 300 MHz ((CDs),SO, 330K): 51,29 m, 2H (CH,(CH,),-N); &1,38's, 9H
((CH3)s-C); 6 1,40 - 1,54 m, 4H (CH,CH,CH,CH,-N); 6 1,95 m, 3H (CH3-C=C); 6 2,17 t,
2H (CO-CHy); 6 3,26 m, 2H (N-CHy); ¢ 3,91 br, 2H (NH); 6 5,26 a 5,60 d, 2H (CH,=C);,
6 6,10 br, 1H (NHNH>); 6 7,68 br, 1H (NH-CH,).
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4.1.4 Priprava reaktivnich ,,semitelechelickych* kopolymert na bazi
HPMA

»Semitelechelické™ kopolymery HPMA s chranénymi hydrazidovymi skupinami
nesouci ruzné koncové skupiny (poly(HPMA-co-MA-acap-NHNH-Boc)X, kde X=COOH,
N3, DTB) byly pfipraveny fizenou radikalovou RAFT kopolymerizaci HPMA s MA-acap-
NHNH-Boc.

41.4.1 Syntéza  DTB-[poly(HPMA-co-MA-acap-NHNH-Boc)]-

COOH
oo LT o
CH=C CH;=C CTA S-PCHz_lc_]n_PCHz_CH m OH
ot | AIBN c=o0 L_
e n =0
NH NH tert.-BuOH NH NH
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?HZ ( ?HZ |CH2 ( |CH2
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HC|:—OH ?:o H|C—OH |c=o
CH, ’i‘H CH, rlle
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- .
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H3C%\CH3 H3C%\CH
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Schéma 5: Syntéza Pprg/coonl - 7

Kopolymery nesouci koncové DTB skupiny a zaroveiin COOH skupiny (polymery
PoTe/coonl - Poreicoon?) byly piipraveny podle Schématu 5 RAFT polymeraci s vyuzitim
4-kyano-4-(thiobenzoylthio)pentanové kyseliny jako CTA ¢inidla. Dale byl studovan vliv
pomeéru latkovych mnozstvi monomerti (M), RAFT c¢inidla (CTA) a inicidtoru (I) v reakéni
smési — [M]:[CTA]:[1], teploty a polymeracni doby na fyzikalné-chemické charakteristiky
pfipravenych polymert (viz Tabulky 2., 3. a 4.). Jako pfiklad polymerace je uvedena

ptiprava polymeru Ppte/coond:

386,66 mg HPMA (2,70 mmol) a 94,08 mg MA-acap-NHNH-Boc (0,3 mmol) bylo
rozpusténo v 1,86 ml tert-butanolu. 4,2 mg CTA, (0,015 mmol) bylo po rozpusténi v 0,84

ml tert-butanolu pfidano k reakéni smési. Nasledné byl do reak¢ni smési piidan roztok 1,24
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mg AIBN [2,2-azobis(isobutyronitril), 7,5 pmol] v 0,4 ml tert-butanolu. Reakéni smés byla
ptevedena do polymerac¢ni ampule a probublana argonem po dobu 5 min. Zatavend ampule
byla temperovana pti 70 °C po dobu 6 h. Kopolymer byl po ochlazeni vysrazen do
nadbytku ethylacetatu (100 ml) a ,,pfesrazen z methanolu do ethylacetatu. Kopolymer byl

filtrovan na frit€¢ S4 a suSen do konstantni hmotnosti. Vytézek polymerace byl 255 mg
(53%).

4.1.4.2 Syntéza DTB-[poly(HPMA-co-MA-acap-NHNH-Boc)]-N3

?Hs ?Hs CH, CH, Q
CHZC CH=C CTAN, s S{—CH—é—]—[-CH—CllHH/\/U\N/\/M
I+ | ACVA-N, 2y Lo H
?—O (|3=O c=o0 c=oCN
NH NH tert.-BuOH ,LH ,LH
I I 70°C/6 hod | |
oA A
5 5
HC—OH ¢=o HC—OH c=o0
I
CH, 'TH CH, "
NH INH
o) Oz'
o o
H,C HC

Schéma 6: Syntéza Pprg/nsl - 3

Kopolymery nesouci zaroven koncové DTB skupiny a N3 skupiny (polymery Pprgnsl
- Pprems3d) byly piipraveny podle Schématu 6 RAFT polymeraci pti riznych reakénich
podminkach (viz Tab. 5, kap.5.1.3.15.1.3) s vyuzitim CTA-N3 jako CTA ¢inidla, jako
iniciator byl pouzit 2,2°-azobis-isokyanovaleroyl-2°-azido-propylamid (ACVA-N3;). Jako

ptiklad polymerace je uvedena ptiprava polymeru Ppre/nz2:

193,33 mg HPMA (1,35 umol) a 47,04 mg MA-acap-NHNH-Boc (0,15 mmol) bylo
rozpusténo v 0,93 ml tert-butanolu. 4,34 mg CTA-N3 (0,012 mmol) bylo po rozpusténi
v 0,42 ml tert-butanolu ptidano k reakéni smési. 2,67 mg ACVA-N3 (6 pmol) bylo
rozpusténo v 0,2 ml DMSO a pfidano do reakéni smési. Reakéni smés byla prevedena do
polymeraéni ampule a probublana argonem po dobu 5 min. Zatavena ampule byla
temperovana pii 70 °C po dobu 6 h. Kopolymer byl po ochlazeni vysraZen do nadbytku
ethylacetatu (50 ml) a ,,pfesrazen* z methanolu do ethylacetatu. Kopolymer byl filtrovan

na frit€ S4 a suSen do konstantni hmotnosti. Vytézek polymerace byl 163 mg (68%).
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4.1.4.3 Syntéza [poly(HPMA-co-MA-acap-NHNH-Boc)]-DTB
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Schéma 7: Syntéza Pprgl-3

,»Semitelechelické™ kopolymery nesouci koncové DTB (polymery Pprgl - Ppre3)
byly ptipraveny podle Schématu 7 RAFT polymeraci pfi riznych reakénich podminkach
(viz Tab. 3, kap. 5.1.2.1) s vyuzitim 2-kyano-2-propylbenzodithioatu jako CTA ¢inidla,
jako iniciator byl pouzit AIBN. Jako ptiklad polymerace je uvedena ptiprava polymeru

Porsl:

600 mg HPMA (4,19 mmol) a 146 mg MA-acap-NHNH-Boc (0,466 mmol) bylo
rozpusténo v 3,0 ml tert-butanolu. 6,86 mg CTA (2-kyano-2-propylbenzodithioatu, 0,031
mmol) bylo po rozpusténi v 2,60 ml tert-butanolu pfidano k reakéni smési. 2,55 mg AIBN
(0,0155 mmol) bylo rozpusténo v 0,5 ml DMSO a pfidano do reakéni smési. Reakéni smés
byla pfevedena do polymeracni ampule a probublana argonem po dobu 5 min. Zatavena
ampule byla temperovana pii 70 °C po dobu 6 h. Kopolymer byl po ochlazeni vysrazen do
nadbytku ethylacetatu (100 ml) a ,,pfesrazen* z methanolu do ethylacetatu. Kopolymer byl
filtrovan na frit¢ S4 a suSen do konstantni hmotnosti. Vytézek polymerace byl 463 mg

(629%).
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4.1.4.4 Syntéza [poly(HPMA-co-MA-acap-NHNH-Boc)]-COOH

o |
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Schéma 8: Syntéza Pcoonl - 2

Kopolymery s koncovymi COOH skupinami (polymery Pcoonl - Pcoon2) byly
pfipraveny dvoukrokovou syntézou podle Schématu 8. V prvnim kroku byly redukci
koncovych DTB skupin polymert Pprgl - Pptg3 pfipraveny polymery s thiolovymi

skupinami, na které byla nasledn¢ adovana maleimidomaselna kyselina.

Jako ptiklad syntézy je uvedena piiprava Pcoon2: 100 mg (4,59 umol koncovych
DTB skupin) polymeru Pptg2 bylo rozpusténo v 1 ml methanolu, poté k nému bylo
pfisypano 3,66 mg NaBH, (0,0966 mmol). Po 30 min michani pfi laboratorni teplot¢ bylo
do reak¢ni smési ptidano 17,70 mg kyseliny maleimidomaselné (0,0966 mmol) rozpusténé
v 75 pl methanolu. Po 30 min reakce pfi laboratorni teploté byl kopolymer vysrazen do
nadbytku ethylacetatu (30 ml) a ,,pfesrazen* z methanolu do diethyletheru. Polymer byl
izolovan dekantaci a nasledné susen. Ususeny kopolymer byl rozpustén ve 4 ml vodného
roztoku HCI o pH = 2 a separovan pomoci gelové chromatografie (kolona Sephadex G25

ve vode, UV detekce pii A = 230 nm) a nasledné lyofilizace. Vytézek reakce: 89 mg (89 %)
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4.1.4.5 Syntéza [poly(HPMA-co-MA-acap-NHNH-Boc)]-N3
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Schéma 9: Syntéza Pysl

Kopolymery nesouci koncové N3 skupiny (polymery Pnsl) byly pfipraveny

modifikaci koncovych DTB skupin polymerit Pprgl - 3 podle Schématu 9. Jako piiklad

modifikace je uvedena syntéza Py3l:

100 mg polymeru Pp1g3 (6,02 umol koncovych DTB skupin) bylo rozpusténo v 0,4

ml DMSO. K tomuto roztoku bylo pfidano 20 mg ACVA-N3 (0,045 mmol) a po rozpusténi

byla smés prevedena do ampule a 10 min probubldvana argonem. Zatavena ampule byla

temperovana pii 80°C po dobu 3 h. Modifikovany kopolymer byl po ochlazeni vysraZen do

nadbytku (20 ml) ethylacetatu a ,,pfesrazen* z methanolu do diethyletheru. Srazenina byla

centrifugovana, sediment byl susen. VytéZek: 82 mg (82%).
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4.1.5 Priprava hvézdicovitych konjugati

4151 Piiprava hvézdicovitych konjugata aktivaci karboxylové

skupiny (Typ A)

* =Pamam denrimer G, N

EOC boc »

H
c HOBT b
aH m
* + ‘AVVTWWVT:I b b

HH OIPEA
| RT, 2% hod
hllH MH W
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R = Poraicoonl-7 B R A
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Schéma 10: Syntéza Sa(Boc), 1-4 s detailem vazby polymeru na jadro

Hvézdicovité konjugaty typu A byly pfipravené podle Schématu 10 ,,roubovanim*
linedrnich  kopolymert s koncovymi COOH skupinami na amino skupiny
poly(amido)aminového (PAMAM) dendrimeru druhé generace (16 NH; skupin, viz Obr. 5,
kap. 2.4.3.3) pomoci aktivace karboxylové skupiny. Piiklad syntézy vzorku Sa(Boc)n2
s vyuzitim di(isopropyl)karbodiimidu (DIPC) jako kondenza¢niho ¢inidla:

Methanolovy roztok obsahujici 3,75 mg (1,12 umol) PAMAM dendrimeru byl
odpafen do sucha a odparek rozpustén v 0,25 ml DMF. 250 mg polymeru Ppre/coon?
(8,33 umol COOH skupin) a 1,32 mg hydroxybenzotriazolu (HOBT, 9,8 pmol) bylo
rozpu$téno v 1 ml DMF a ponechano 5 min pfii laboratorni teploté. Poté bylo k reakéni
smési obsahujici polymer pifidano 0,3 ml DIPC (1,58 umol). Po 10 min reakce byl do
reakce pfidan roztok obsahujici 3,75 mg dendrimeru. Po dalSich 5 min bylo k reakéni
smési piidano 4,5 pL di(isopropyl)ethylaminu (DIPEA, 0,0265 mmol). Reak¢éni smés byla
ponechana 22 h pti laboratorni teploté. Nasledn¢ byl produkt vysrazen do ethylacetatu (50
ml) a ,,pfesrazen” z methanolu do diethyletheru. Produkt byl filtrovan na frit€¢ S4 a susen
do konstantni hmotnosti. Hvézdicovity konjugat byl izolovan od nezreagovaného

»semitelechelického polymeru pomoci gelové chromatografie (kolona Sephacryl S300,

36



mobilni faze — fosfatovy pufr o pH = 7,4. Sole byly ze vzorku odstranény lyofilizaci frakce
obsahujici produkt do sucha s naslednym rozpusSténim v destilované vodé¢ a oddé€lenim
gelovou permeacni chromatografii, kolona PD-10, izolovany produkt byl znovu

lyofilizovéan do sucha a stanoven, UV detekce pii A = 230 nm). Vytézek 136 mg (55 %)

4,152 Priprava hvézdicovitého konjugatu typu B s vyuzitim

1,3-cykloadice azidu na trojnou vazbu DBCO skupin PAMAM dendrimeru

Hvézdicovité konjugaty typu B, konjugaty Sg(Boc),1 - 4, byly pfipraveny reakci
koncové azidové skupiny linearniho kopolymeru s N-(aza-dibenzocyklooktynovymi)
(DBCO) skupinami modifikovaného dendrimeru D,-(DBCO);. Schéma zavedeni DBCO
skupin na koncové NH; skupiny PAMAM dendrimeru je uvedeno na Schématu 11:

O
*'NHZ DMSO
L NO _RT/30min__ o
*~ W
N

Schéma 11: Syntéza modifikovaného PAMAM dendrimeru — zavedeni DBCO skupin na
volné NH; skupiny PAMAM dendrimeru.
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dchema 12: Synteza hveézdicoviteho konjugatu typu B
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Priklad syntézy Sg(Boc)p4 dle Schématu 12: Methanolovy roztok obsahujici 0,63
mg PAMAM dendrimeru (0,189 umol) byl odpaten do sucha na rota¢ni odparce a odparek
byl rozpustén v 80 puL DMSO. 0,92 mg sukcinimidyl 6-(aza-dibenzocyklooktinyl)-6-
oxohexanoatu (DBCO-NHS-esteru; 1,89 umol) bylo rozpusténo v 50 uL. DMSO a ptidano
k roztoku PAMAM dendrimeru. Reakéni smés byla michana 1 h pfi laboratorni teploté a

ihned pouzita do dalsi reakce.

50 mg Polymeru Pprging3 (1,33 pumol azidovych skupin) bylo rozpusténo v 0,3
ml DMSO. K roztoku bylo pfidano 0,13 ml 1,45 mM roztoku D,-(DBCO), v DMSO
(0,189 pmol). Reakéni smés byla michdna 1 h pifi laboratorni teploté. Konjugat byl
vysrazen do nadbytku (20 ml) ethylacetatu a ,,ptesrazen* z methanolu do diethyletheru a
suSen do konstantni hmotnosti. Hvézdicovity konjugat byl izolovan od nezreagovaného
»semitelechelického polymeru pomoci gelové chromatografie (kolona Sephacryl S300,
mobilni faze — fosfatovy pufr o pH = 7,4. Sole byly ze vzorku odstranény lyofilizaci frakce
obsahujici produkt do sucha s naslednym rozpuSténim v destilované vodé a oddélenim
gelovou permeacni chromatografii, kolona PD-10, izolovany produkt byl znovu

lyofilizovéan do sucha a stanoven, UV detekce pii A = 230 nm). Vytézek: 29 mg (56 %).

4153 Piiprava hvézdicovitého konjugatu typu C s vyuZzitim 1,3-
cykloadice azidu na trojnou vazbu DBCO skupin PAMAM dendrimert

Princip ptipravy biodegradovatelného hvézdicovitého konjugatu typu C (konjugaty
Sc(Boc)nl-4) je obdobny jako v pifedchozim piipadé (viz kap. 4.1.5.2) s tim rozdilem, Ze
byl vyuzit DBCO derivat obsahujici ve své struktufe redukéné degradovatelnou
disulfidickou spojku. Zavedeni reaktivnich DBCO skupin na skupiny PAMAM dendrimeru

je uvedeno na Schéma 13:

O
%", ;fN\O/ﬁ\/\S/S\/\N/ﬁ\/\(D RT) 30 min *\NJ\AS/S\/\NJ\/\(O
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Schéma 13: Zavedeni redukéné degradovatelné spojky na PAMAM dendrimer G;
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Sciémat4-Syntezaredukene degradovatetméhohveZdicovitého konjugatu typu C

Ptiklad syntézy Sc(Boc)n4 podle Schématu 14: Methanolovy roztok obsahujici 0,63
mg PAMAM dendrimeru (0,189 pmol) byl odpatfen do sucha na rota¢ni odparce a odparek
byl rozpustén v 80 ul DMSO. 1,07 mg sukcinimidyl 3-{[(aza-dibenzocyklooktynyl)4-
oxobutanamido)ethyl]disulfanyl} propanoitu (DBCO-S-S-NHS-esteru 1,89 umol) bylo
rozpusténo v 50 pl DMSO a ptidano k roztoku PAMAM dendrimeru. Reakéni smés byla

michana 1 h pfi laboratorni teploté a dale pouzita v nasledujicim kroku.

50 mg polymeru Pprgins2 (1,33 pumol azidovych skupin) bylo rozpusténo v 0,3
ml DMSO. K roztoku bylo ptidano 0,13 ml 1,45 mM roztoku D,-(-S-S-DBCO), v DMSO
(0,189 pmol). Reakéni smés byla michdna 1 h pii laboratorni teploté. Konjugat byl
vysrazen do nadbytku (20 ml) ethylacetatu a ,,pfesrazen” z methanolu do diethyletheru,
dekantovan a suSen do konstantni hmotnosti. Hvézdicovity konjugat byl separovan od
nezreagovaného ,,semitelechelického® polymeru pomoci gelové chromatografie (kolona
Sephacryl S300, mobilni faze — fosfatovy pufr o pH = 7,4). Sole byly ze vzorku odstranény
lyofilizaci frakce obsahujici produkt do sucha s naslednym rozpusténim v destilované vodé
a oddélenim gelovou permeacni chromatografii (kolona PD-10), izolovany produkt byl
znovu lyofilizovan do sucha a stanoven, UV detekce ptfi A = 230 nm). Vytézek: 36 mg (70
%)
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4154 Odstranéni reaktivnich DTB skupin

Reaktivni DTB skupiny ve struktufe hvézdicovitych polymert byly odstranény
reakci s AIBN v DMSO podle Schématu 15.

36 mg Sc(Boc)sd (0,992 umol DTB skupin) bylo rozpusténo v 0,2 ml DMSO.
K tomuto roztoku bylo piidano 7,2 mg AIBN (0,0438 pumol) a po rozpusténi byla smés
ptevedena do ampule a 10 min probubldvana argonem. Zatavend ampule byla temperovana
pii 80°C po dobu 3 h. Konjugat byl po ochlazeni vysraZzen do nadbytku (20 ml)
ethylacetatu a pfesrazen z metanolu do diethyletheru. Srazenina byla dekantovéana a suSena

do konstantni hmotnosti. Vytézek: 33 mg (91%).
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Schéma 15: Odstranéni reaktivni DTB skupiny reakci s AIBN, pro ilustraci je odstranéni

ukazano na jednom fetézci

4155 Odchranéni hydrazidovych skupin polymeri

Odchranéni BOC-chranénych hydrazidovych skupin probihalo ve smési obsahujici

kyselinu trifluoroctovu, vodu a triisopropylsilan v poméru (95:2,5:2,5) podle Schématu 16.
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Schéma 16: Odchranéni hydrazidové skupiny, pro ilustraci odchranéni popsano na jednom
fetézci hvézdicovitého konjugatu

Ptiklad odchranéni: 80 mg konjugatu Sa(Boc)nd (5,80.107 mol) bylo rozpusténo
v 1,3 ml smési kyseliny trifluoroctové, vody a triisopropylsilanu (95:2,5:2,5). Po 5 min
reakce bylo k roztoku ptidano 20 ml diethyletheru a vznikla sraZenina byla po dekantaci
»presrazena™ z methanolu do diethyletheru a nésledné suSena do konstantni hmotnosti.

Vytézek: 62 mg (78 %)

4156 Vazba Dox na polymerni nosi¢

Reakci hvézdicovitych konjugati obsahujicich hydrazidové skupiny SA(NHNH2),,
Sc(NHNH,), a linearniho polymeru Pprg(NHNHy), s Dox provadénou v methanolu za
pfitomnosti kyseliny octové byly pfipraveny polymerni nosie s lé¢ivem navazanym

k nosic¢i hydrazonovou vazbou (Syntéza viz Schéma 17)
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Schéma 17: Vazba Dox na hvézdicovity polymerni nosi¢, vazba popsana na jednom
rameni hvézdicovitého konjugétu

Priklad syntézy: 50 mg konjugatu Sc(NHNH;), bylo rozpusténo v 0,5 ml MeOH a
k roztoku bylo pfidano 40 pl kyseliny octové. Po 10 min bylo k reakéni smési pfidano 6
mg (0,011 mmol) Dox. Reakéni smés byla v prvni fazi heterogenni, v pribéhu reakce vsak
doslo k vycCefeni reakéni smési. Po 48 h michani pfi laboratorni teploté byl polymerni
konjugat s lécivem zbaven nizkomolekularnich pfimési pomoci gelové chromatografie

(kolona Sephadex LH-20 v methanolu). Vytézek: 30 mg (60%).

4.2 Pouzité metody

Teploty tani monomert byly stanoveny na bodotavku — Boetiové pfistroji.
Elementarni analyzy byly provedeny na piistroji Perkin —Elmer 2400. Vzorky byly pfedtim
suSeny za snizeného tlaku na olejové vyveévé minimalné 3 h. Lyofilizace byla provadéna na

pfistroji LYOVAC GT2.
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4.2.1 Acidobazicka titrace

Acidobazickd titrace byla pouzita pii stanoveni koncovych COOH skupin
linearnich polymerd. K titraci byl pouzit autotitrator ABU 901 (Radiometer Copenhagen).
Titra¢nim ¢inidlem byl 0,01M roztok NaOH, jehoz faktor byl stanoven na hydrogenftalat
draselny. Voda pouzivana na rozpousténi vzorkl byla pted titraci zbavena CO; povarenim
po dobu 10 min. Titra¢ni kiivky byly vyhodnocovany v programu TimTalk 9. Ze
ziskanych hodnot obsahu COOH skupin byla vypoctena molarni hmotnost My, pomoci

Rovnice 1.:

Mw = c4(poly)/c(konc)

Rovnice 1: Vypocet molarni hmotnosti polymeru

Kde My, je pocetné primérna molarni hmotnost polymeru stanovena z obsahu
COOH skupin, cq4(poly) je koncentrace polymeru v g/L a c(konc) je molarni koncentrace
koncovych COOH skupin.

4.2.2 UV/Vis spektroskopie

Meétfeni UV/VIS spekter bylo provadéno na pfistroji Helios Alfa (Thermo
Spectronic), ke stanoveni byly pouZzity kyvety o optické délce 1 cm, pokud neni v postupu

uvedeno jinak.

4221 Stanoveni obsahu koncovych dithiobenzoatovych skupin
(DTB skupin)

Obsah koncovych DTB skupin ,,semitelechelickych® kopolymerii byl stanoven
spektralné z absorpce pfislusejici DTB pii Amax = 302 nm v MeOH. Pro vypocet byl pouzit
molarni absorbéni koeficient ¢ = 12 100 lLmolt.cm™, stanoveny na 2-kyano-2-
propylbenzodithioat. Ze ziskanych hodnot obsahu DTB skupin byla vypoctena moléarni

hmotnost M,, podle Rovnice 1.
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4.2.2.2 Stanoveni DBCO skupin na dendrimeru

DBCO skupiny byly stanoveny spektraln¢ relativnim srovnanim absorbance
trinitrofenylaminovych skupin, které vznikaji nukleofilni aromatickou substituci sulfonové
skupiny 2,4,6-trinitrobenzensulfonové kyseliny (TNBSA) na koncové amino skupiny
PAMAM dendrimeru. Principem je porovnani absorbance trinitrofenylaminovych skupin
vazanych na PAMAM dendrimer se zavedenymi DBCO  skupinami a
trinitrofenylaminovych skupin vazanych na volny PAMAM dendrimer. Nové vznikly

trinitrofenylamin absorbuje pii Amax = 480 nm.

34,5 uL 3,0.10'4 M roztoku obsahujiciho PAMAM dendrimer G, se zavedenymi
DBCO skupinami bylo pfidano k 390,5 pl roztoku DMSO:boratovy pufr 9:1. K této
reak¢éni smési bylo ptidano 25 pl 0,03M vodného roztoku TNBSA (0,75 umol). Jako
standardu bylo pouzito 34,5 pl 3,0.10'4 M roztoku ¢istého PAMAM dendrimeru G;, 390,5
uL roztoku DMSO:boratovy pufr 9:1 a 25 ul 0,03M vodného roztoku TNBSA. Slepy
vzorek byl pfipraven smichanim 34,5 yul DMSO, 390,5 ul roztoku DMSO:boratovy pufr
9:1 a 25 pl 0,03M vodného roztoku TNBSA. Vsechny tfi smési reagovaly 1,5 h pfi
laboratorni teploté. Absorbance byla méfena pii Amax = 480 nm a optické délce 1 mm dle

Rovnice 2:

Nwscoy = Ny X |1 -

A [D,{DBCO n]l

Rovnice 2: Vypocet poctu DBCO na PAMAM dendrimeru Gz

kde Nppgcoy je pocet DBCO navazanych na PAMAM dendrimer, Nnn2) znaci celkovy
pocet koncovych NH, na PAMAM dendrimeru, A[D,(DBCO),] znaci absorbanci N-(2,4,6-
trinitrofenylovych skupin vazanych na neobsazené NH, skupiny PAMAM dendrimeru
s navazanymi DBCO, A(D;) je absorbance N-(2,4,6-trinitrofenylovych) skupin vazanych
na PAMAM dendrimer s volnymi NH; skupinami.
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4.2.2.3 Stanoveni koncovych N3 skupin ,semitelechelickych*

kopolymeri

Funkcionalita ,,semitelechelickych® kopolymert s azidovymi skupinami byla
stanovena po reakci azidovych skupin s DBCO-Dox v DMSO. Obsah Dox odpovidajici

obsahu azidovych skupin byl nasledné¢ stanoven spektralné:

5 mg polymeru Pprgnsl (0,182 pumol) bylo rozpusténo ve 0,1 ml DMSO. K
roztoku bylo pfidano 0,2 mg DBCO-Dox (0,218 umol). Po 1 h reakce pfi laboratorni
teplot¢ byl oznaceny polymer vyciStén od nizkomolekuldrnich pfimési pomoci gelové
chromatografie (kolona Sephadex LH 20 v methanolu, UV detekce pfi Amax = 488 nm),
eluat koncentrovan na vakuové odparce a vysrazen do nadbytku (20 ml) ethylacetatu.
Obsah koncovych N3 skupin ,,semitelechelickych® kopolymerd byl stanoven spektralné
Z absorpce piisluSejici DoX pii Amax = 488 nm v MeOH. Pro vypocet byl pouzit molarni
absorb&ni koeficient e= 10 300 lL.mol™.cm™ stanoveny na DBCO-Dox. Ze ziskanych
hodnot obsahu Dox byla vypoc¢tena molarni hmotnost a funkcionalita kopolymeru podle

Rovnice 1.

4.2.2.4 Stanoveni Dox v hvézdicovitych konjugatech

Obsah Dox vazaného v konjugatech hydrazonovou vazbou byl stanoven piimo

spektralné pii Amax = 488 nm ve vode.

1 mg konjugatu Sa(Dox), (6,88 nmol) bylo rozpusténo v 1 ml destilované vody.
Obsah Dox byl stanoven spektralné z absorpce ptislusejici DoX pii Amax = 488 nm v H,0.
Pro vypocet byl pouzit molarni absorbéni koeficient e= 9 800 L.mol™t.cm™ stanoveny pro
monomer s DoX navdzanym hydrazonovou vazbou®. Ze zjisténé hodnoty absorbance byl

vypocitdn hmotnostni podil Dox v polymernim nosici.
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4.2.3 Kapalinova chromatografie

4231 Vysokoucinna kapalinova chromatografie (HPLC)

Stanoveni Cistoty monomert a RAFT cinidel, sledovani prabéhu syntézy CTA-N3 a
rychlosti vazby DBCO-NHS esteru a DBCO-S-S-NHS esteru na PAMAM dendrimer G,
bylo provadéno pomoci HPLC s vyuzitim chromatografickych kolon s reverzni fazi
(Chromolith Performance RP-18e, 100 x 4,6 mm; 5 um) pfi rychlosti priutoku mobilni faze
1 ml.min™ s pouzitim gradientu od 0 do 100 % roztoku B v prib&hu 17 min (roztok A: 5 %
acetonitril, 94,9 % voda, 0,1 % TFA; roztok B: 94,9 % acetonitril; 5 % voda; 0,1 % TFA) a
UV/VIS detekei (detektor diodového pole (PDA) Shimadzu SPD-M10A).

4.2.3.2 Gelova permeacni chromatografie

Stanoveni molarnich hmotnosti linearnich kopolymert a hvézdicovitych konjugatt bylo
provadéno pomoci gelové permeacni chromatografie s vyuzitim detektort refrakéniho
indexu (RI) Optilab-rEX, a rozptylu svétla (LS; DAWN EOS, Wyatt Technology, USA) a
UV/VIS. Pro linearni kopolymery byla pouzita kolona TSKgel G3000SW  x (300 x 7,8
mm, 5 um) a pro hvézdicovité konjugaty byla pouzita kolona TSKgel G4000SWx, (300 x
7,8 mm, 8 um). Jako mobilni faze byl pouzit 0,3M roztok octanu sodného/methanol 1:4

obj. pfi pritoku 0,5 ml/min.

4.2.4 Uvoliiovani Dox z konjugatu

Konjugity o koncentraci 5.10* M Dox byly inkubovany v acetatovém pufru (0,1 M
CH3COONa/CH3COOH, 0,05 M NaCl) pii pH 5,0 a 7,4. Vzorky byly inkubovany ve tmé
pii 37 °C a v pfedem danych Casovych intervalech byly odebirany ¢asti vzorkt (0,1 ml).
Dox.HCl byl pieveden na bazi piidanim 0,4 ml uhli¢itanového pufru (0,1 M
NaHCO3/Na,COs, 4 M NaCl, pH 9,8). Po promichani bylo pfidano 0,8 ml CHCI; a po 10
min intenzivniho ,,vytfepavani“ byl vzorek odstfedén (5 min, 5000 ot./min). Polovina

chloroformové spodni vrstvy byla odebrana, rozpoustédlo odpafeno a volny Dox byl
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rozpustén v acetonitrilu. HPLC byla provedena vyse uvedenym zptisobem. Kalibrace byla

provedena aplikaci ptresnych mnozstvi volného Dox.

4.2.5 Biologické testy

4251 Testy in vitro

Nadorové bunééné linie byly inkubovany v zivném médiu obsahujicim testované
polymery a jejich cytotoxicita byla sledovana pomoci zmény inkorporace [*H]-thymidinu
do testovanych bunék. V cytotoxickém prostiedi dochazi k zaniku ¢i poSkozeni funkce
testovanych bungk, coZ se projevi neschopnosti proliferovat, a tedy i zabudovavat [*H]-
thymidin do bun&&né struktury. Mira poklesu rychlosti inkorporace [*H]-thymidinu je tedy
1 mirou cytotoxicity preparatu pro testovany typ bunék. Experimenty byly provedeny v 96
jamkovych tkanovych mikrotitraénich destickach (Nunc) s pouzitim nadorovych bunék
mysiho T-bun&&ného lymfomu EL4 (5x10* bungk/jamku) a lidského plicniho karcinomu
LL2 (10* bungk/jamku). Buiiky byly kultivovany ti dny pii 37 °C v 5 % CO,. Teti den
byl pfidan [*H]-thymidin (37 kBq na jamku) a buiiky déle inkubovény je§té 6 h. Buiiky s
[*H]-thymidinem zabudovanym do DNA byly pfevedeny do pevného scintilatoru
(Meltilex, Wallac, Finsko) a celkové mnozstvi zabudovaného radioaktivné znaceného
thymidinu bylo stanoveno pomoci pfistroje pro méfeni B-zafeni (Microbeta Trilux).
Vysledky byly vyhodnoceny jako aritmetické priméry métenych impulzii za min (cpm) z 3

individudlnich jamek.

4252 Experimenty protinadorové aktivity in vivo

Protinadorova aktivita hvézdicovitého konjugatu Sa(Dox), byla testovana na mySim T-
bunééném lymfomu EL4. Samicim mysi B/6 bylo injikovano subkutannd 1.10° bunék
nadorové linie vden 0. Vzorky byly aplikovany intraven6zné osmy den po injikaci
nadorové linie pii davkovani 5 mg Dox(ekvivalent)/’kg. Kontrolnim zvifatim byly
injikovany nadorové bunky a misto 1é¢iva byl podavan pouze fyziologicky roztok. V kazdé

testované skupiné bylo 8 mysi. Velikost nadoru byla méfena kazdy druhy den tak, aby byl
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zachycen jeho postupny rust. Byla sledovana doba preziti pokusnych zvirat, velikost
nadoru a pomér dlouhodobé ptezivajicich jedinct. Jako kontrola byly dal$im skupinam
mys$i podany vzorky volného Dox a linearniho polymerniho konjugatu Pprg2 Velikost
nadoru byla vypocitana podle vzorce V=a.b*2, kdy a zna¢i delsi primér a b zna¢i kratsi

prumér, ktery je kolmy na a.
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5. Vysledky a diskuse

V této casti diplomové prace jsou uvedeny a diskutovany vysledky studia vztahu
mezi strukturou a fyzikalné-chemickymi vlastnostmi vysokomolekularnich hvézdicovitych
polymernich nosict 1é¢iv a jejich konjugétl s protinddorovym lé¢ivem Dox umoziujicich

,»pasivni® smérovani do pevnych nadort a v nich pH-tfizené uvolnéni 1é¢iva.

Prvni kapitola této Céasti prace je veénovana syntéze a fyzikalné-chemické
charakterizaci ,,semitelechelickych® polymernich prekurzord. Diskuze je zaméfena
pfedev§im na vliv reakénich podminek fizené radikdlové RAFT polymerace na molarni
hmotnost, disperzitu a funkcionalitu koncovych reaktivnich skupin ,,semitelechelickych*

kopolymert.

V nasledujicich dvou kapitolach je diskutovana syntéza a fyzikalné-chemické
vlastnosti vysokomolekularnich hvézdicovitych polymernich prekurzord a konjugath
s Dox. Pozornost je vénovéana zejména vlivu reakénich podminek na molarni hmotnost a
vytézek hvézdicovitych kopolymeri a ptiprave jejich konjugati s 1éCivem. Zaméfili jsme
se rovnéz na strukturu spojky mezi dendrimernim jddrem a polymernimi rameny, pfi¢emz
zamérem bylo pfipravit biodegradovatelny konjugat, podléhajici v biologickém prostredi

degradaci na produkty vyloucitelné z organismu renalni filtraci.

Posledni kapitola se vénuje vysledkiim biologickych testt a jejich diskuzi.

5.1 Syntéza a fyzikalné-chemicka charakterizace polymernich
prekurzori

Doposud byly ptfipravovany HPMA kopolymery pievazné klasickou radikalovou
polymerizaci, ktera umoziiuje ptipravu HPMA kopolymer v dostatecném vytézku a v
Sirokém rozmezi molarnich hmotnosti. Nevyhodou této metody je pomeérné Siroka
distribuce molarnich hmotnosti pfipravenych kopolymert. S cilem pfiipravit HPMA
kopolymery s uzkou distribuci molarnich hmotnosti byla pro ptipravu HPMA kopolymertu
V této praci vybrana metoda tizené RAFT polymerizace. V dalSich podkapitolach se
budeme vénovat vlivu reakénich podminek na vysledné fyzikalné-chemické vlastnosti

pfipravenych polymeri. Ptiprava HPMA kopolymert byla zaméfena na polymery o
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molarni hmotnosti do 30 000 g/mol, které mohou byt po aplikaci do lidského organismu a
splnéni svého ukolu, tj. dopravé ucinné latky do mista terapeutického uc¢inku, vylouceny
renalni filtraci z organismu. Pfi studiu vlivu reakénich podminek na vysledné vlastnosti
HPMA kopolymerii jsme se zaméfili pfedevSim na studium vlivu teploty polymerace a
pomér koncentraci reak¢nich slozek [M]:[CTA]:[I]. VSechny RAFT polymerace popsané
Vv této praci byly provedeny v tert.-butanolu pii koncentraci monomert 0,8 M v ndvaznosti

na predchozi V}'Isledky64.

5.1.1 Pr¥iprava linearnich kopolymeru s a-koncovou karboxylovou

skupinou

Linearni polymery obsahujici koncové karboxylové skupiny byly pfipraveny dvéma
riznymi postupy. Prvnim je piima polymerace s vyuzitim CTA nesouci karboxylovou
skupinu. Druhy postup byl zalozen na post-polymeracni reakci kopolymert nesoucich
DTB skupiny. Polymery obsahujici koncovou karboxylovou skupinu byly pfipraveny pro
naslednou kondenzaéni reakci s aminoskupinami PAMAM dendrimert za vzniku amidové

vazby.

5.1.11 Optimalizace reakénich podminek pro pripravu

linearnich kopolymeri - vliv teploty a doby polymerace

Pribéh polymerizace RAFT mechanismem je podobné jako u klasické radikélové
polymerizace vysoce zavisly na teplot¢ polymeriza¢ni smési. V prvnim kroku jsme se
praveé z tohoto divodu zaméfili na studium vlivu teploty pfi fizené radikalové RAFT
polymeraci na fyzikalné-chemické vlastnosti pfipravenych HPMA kopolymert. Pomér
komonomertit HPMA a MA-acap-NHNH-Boc byl zvolen tak, aby pfiblizné¢ 10%
monomernich jednotek obsahovalo hydrazidovou skupinu vhodnou pro vazbu modelového
léciva Dox. Ke kazdé teploté polymerizaéni smési byl zvolen polymerizacni cas tak,
abychom u kazdé polymerace dosdhli srovnatelného vytézku a molarni hmotnosti
vrozmezi 20 000 az 30 000 g/mol. Fyzikalné-chemické charakteristiky pfipravenych

linearnich polymerd jsou uvedeny v Tab. 1.
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Tab. 1. Charakteristiky pfipravenych HPMA kopolymerti pfi riznych teplotach

polymerizacni smési

[MI[CTA] T Cas My M, l'  Fore® Feoon® — Vytézek

[ (°C)  (h) (g/mol) (g/mol) (%)
Pore/coonl | 400:2:1 60 16 23900 21500 1,11 1,03 0,78 45
Pore/coon? | 400:2:1 65 10 27600 25800 1,07 104 0,87 41
Poteicoon3 | 400:2:1 70 6 22600 21000 1,08 096 0,83 37
Poteicoond | 400:2:1 80 3 25100 23500 1,07 1,03 0,79 37

Ydisperzita kopolymeru vypogitana M,/M,
*funkcionalita polymeru vypogitana c(koncova skupina)/c(polymer)

Pro kazdou ze zvolenych teplot RAFT polymerizace je mozné spravnym vybérem
doby polymerizace dosdhnout toho, ze vznikajici HPMA kopolymer ma podobnou moléarni
hmotnost (22 600 az 27 600 g/mol) s tzkou distribuci molarnich hmotnosti (1,07 az 1,11).
Rovnéz funkcionalita koncovych skupin (funkcionalita znaci pomér polymernich fetézcii
zakoncenych danou koncovou reaktivni skupinou k celkovému poctu polymernich fetézcii)
se u vSech pfipravenych kopolymert liSila velmi mélo, a to pro ob¢é koncové reaktivni
skupiny, DTB i COOH. V piipad¢ DTB skupin byla funkcionalita u vSech vzorku blizka 1,
pficemz rozptyl naméfenych hodnot je zpisoben experimentilni chybou stanoveni.
Funkcionalita koncovych karboxylovych skupin se pohybovala okolo 0,8, rozdily mezi
jednotlivymi hodnotami nejsou vzhledem Kk pfesnosti zvolené metody stanoveni
signifikantni. Niz§i funkcionalita karboxylovych skupin na oa-konci kopolymerd je
iniciatorem a CTA ¢inidlem. Pro pfipravu dalSich kopolymert byly vybrany teploty
polymerizace 70 °C (6 h) a 60 °C (16 h).

5.1.1.2  Optimalizace reakénich podminek pro pripravu linearnich kopolymeri -

vliv poméru koncentraci reak¢nich slozek

V dal$im kroku byl studovan vliv poméru molarnich koncentraci monomerti,, RAFT
¢inidla a iniciatoru [M]:;[CTA]:[I], a to zejména na vysledné moladrni hmotnosti
kopolymerti. Na zaklad¢ diive publikovanych 1'1daj1°164 byly jako vhodné poméry
[M]:[CTA]:[I] vybrany poméry 400:2:1, 600:2:1 a 800:2:1. Fyzikdlné-chemické
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charakteristiky polymert pfipravenych s vyuZzitim vySe zminénych poméri jsou uvedeny
v Tab. 2.

Tab. 2: Charakteristiky HPMA kopolymert pfipravenych pfi riznych pomérech
[M]:[CTA]:[I] v polymerizacni smési

[M:[CTA] T  Cas M, M, I\ Fomsy Feoon Vitézek
(1] (°C (h)  (g/mol)  (g/mol) (%)
Poreicoow5 | 400:2:1 60 16 23900 21500 1,11 1,03 0,78 45
Poreicoowf | 600:2:1 60 16 38500 30800 125 0,92 0,91 40
Poreicoow? | 800:2:1 60 16 53000 45600 1,16 0,91 0,78 37

Ydisperzita kopolymeru vypogitana M,/M,
*funkcionalita polymeru vypogitana: c(koncové skupina)/c(polymer)

Molarni hmotnost HPMA kopolymer( roste se vzrustajici koncentraci monomera v
nasadé, jeji zménou lze tedy do znacné miry fidit M,, pfipravenych HPMA kopolymerd.
Oproti tomu dle ocekavani zména poméru [M]:[CTA] neméla vyznamny vliv na disperzitu

kopolymerti, funkcionalitu DTB skupin ¢i COOH skupin.

Vyznamnou nevyhodou vyuziti 4-kyano-4-(fenylkarbonothioylthio)pentanové
kyseliny jako CTA byla pomérné nizka reprodukovatelnost fyzikalné-chemickych
vlastnosti ptipravenych kopolymert - vytézku, My, a funkcionality koncovych skupin
ptipravenych HPMA kopolymert. Tato nizsi reprodukovatelnost byla nejspiSe zptsobena
pfitomnosti necistot v uvedené kyseliné vzniklych nizkou tepelnou stabilitou pfi
laboratorni teploté. Narast pfitomnosti degradacnich produktt byl prokazan pomoci analyz
HPLC.

5.1.2 Priprava linearnich kopolymeru s ®-koncovou karboxylovou

skupinou

Nevyhody pfipravy polymernich prekurzori s a-koncovou COOH skupinou
pomoci RAFT polymerizace vyuzivajici 4-kyano-4-(fenylkarbonothioylthio)pentanové
kyseliny jakozto CTA mne vedly k vyuziti jiného syntetického postupu pro piipravu
HPMA kopolymerti s koncovou karboxylovou skupinou. Nejprve byl pfipraven
»semitelechelicky* kopolymer s DTB skupinou pomoci RAFT polymerizace s vyuzitim 2-
kyano-2-propylbenzodithioatu jakozto CTA. DTB skupiny na ®-konci polymerniho
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fetézce byly odstranény redukci a na volné SH skupiny byly néaslednou adici kyseliny
maleimidomaselné zavedeny in situ COOH skupiny, nasledné vyuzitelné pro navazani

,,semitelechelickych® kopolymerti amidovou vazbou na PAMAM dendrimer.

5121 Priprava  linedrnich kopolymeri s koncovou

dithiobenzoatovou skupinou

Z divodu zmény CTA c¢inidla bylo nezbytné upravit polymeriza¢ni podminky vedouci k
ptipravé kopolymerd o moldrni hmotnosti V rozmezi 20 000 az 35 000 g/mol stejn¢ jako
v ptedchozich kapitolach. Charakterizace kopolymert pfipravenych za pouziti 2-kyano-2-

propylbenzodithioatu jako CTA jsou uvedeny v Tab. 3.

Tab. 3: Charakteristika ,,semitelechelickych* kopolymert s reaktivni DTB skupinou

[MI:[CTALI[Il T(°C) Cas (h) My, M, Il Fore’ Vytezek (%)
(g/mol)  (g/mol)
Porel 400:2:1 70 6 27500 25800 1,07 0,98 53
Pore2 300:2:1 70 6 25000 20700 1,21 0,94 54
Ppore3 250:2:1 70 6 19600 16100 1,18 0,97 61

Tdisperzita kopolymeru vypogitana M,/M,,
?funkcionalita polymeru vypogitana c(koncova skupina)/c(polymer)

Pouziti jiného CTA ¢inidla pii ptipravé kopolymeru Ppre/coon3 @ Pprel vedlo k
rozdilnym M, (Ppre/icoon3 = 22600 g/mol, Pprgl = 27 500 g/mol) a vytézkim
(Poteicoon3 37%, Pprsl 53%) linearnich kopolymert pii zachovani poméru
[M]:[CTA]:[I]. Z tohoto divodu bylo nutné pti pouziti nového CTA opét optimalizovat
reakéni podminky a provést studii vlivu poméru [M]:[CTA]:[I] na vysledné fyzikalné-
chemické charakteristiky HPMA kopolymerd. Touto optimalizaci bylo zjiSténo, ze pro
ptipravu linearnich kopolymert Pprg o podobné M,, (jako v piipadé Ppreicoon3) za
pouziti 2-kyano-2-propylbenzodithioatu jako CTA je nutné upravit pomér na 300:2:1. Pro
ptipravu vysokomolekuldrnich hvézdicovitych polymert pouZzity polymery Pptg2 a Pprg3.
Vyznamnym rozdilem oproti syntéze popsané v ptedchozi kapitole je, Ze fizend radikalova
RAFT polymerizace vyuzivajici 2-kyano-2-propylbenzendithioat jako CTA vede k vys$§im
vytézkiim polymerizaci pfi zachovani nizkych hodnot disperzity, vysoké funkcionality -
koncovych DTB skupin a také vyrazné vyssi reprodukovatelnosti noveé syntetizovanych

kopolymert.
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5122 Piiprava linearnich kopolymeri s w-koncovou

karboxylovou skupinou

DTB skupiny polymerGt Pprg2 a Pprte3 byly redukovany dvacetindasobkem
latkového mnozstvi NaBH, vzhledem k obsahu DTB skupin. Vysoky piebytek NaBH, byl
zvolen z divodu zajisténi redukce vSech koncovych skupin. Reakéni smés byla na zaveér
okyselena jednak z divodu rozlozeni piebyteéného NaBHy, jednak kvili pfevedeni COOH
skupin z karboxylati na kyseliny; v opa¢ném ptipad¢ by nemohlo dojit k vazbé polymeru
na aminoskupiny PAMAM dendrimeru amidovou vazbou. Charakteristika polymeru je

uvedena v Tab. 4:

Tab. 4: Charakteristiky polymert pfipravenych redukci DTB a néslednou adici

maleimidomaselné kyseliny.

Prekurzor. My M, I F (coom
(g/mol)  (g/mol)

Pcoorl Pore3 190400 16400 1,18 0091

Pcoor? Pors2 24400 21900 1,11 087

Ydisperzita kopolymeru vypogitana M,/M,

U obou polymerti Pcoonl a Pcoon2 zistala funkcionalita w-koncovich skupin
(Fcoony) velmi vysokd, doslo jen k mirnému snizeni funkcionality koncovych skupin. Pfi
porovnani M, polymert ptfed a po zavedeni COOH skupin je ziejmé, Ze béhem modifikace
DTB skupin na karboxylové skupiny nedoslo k nezadouci tvorbé diblokti spojenych S-S

mustkem, k cemuz ptispelo redukéni prostiedi nadbytku borohydridu v reakéni smési.

Polymerni prekurzory nesouci m-koncové karboxylové skupiny dosahovaly
vhodnych molérnich hmotnosti, dostate¢n¢ nizkych hodnot disperzity a zaroven vysokeé
funkcionality koncovych skupin tak, aby byly mohly byt dale pouzity pro pfipravu
hvézdicovitych kopolymert (viz kapitola 5.2.1).

5.1.3 Priprava linearnich kopolymeri s koncovou azidovou skupinou

Linearni polymery obsahujici koncové azidové skupiny byly pfipraveny dvéma

riznymi postupy obdobné jako pii piipravé kopolymert nesoucich koncové COOH
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skupiny. A to jak post-polymeriza¢ni reakci kopolymerti nesoucich DTB skupiny, tak
pfimou polymerizaci s vyuzitim CTA a inicidtoru nesoucich azidové skupiny. Polymery
obsahujici koncovou azidovou skupinu byly pfipraveny za ucelem nésledné
nekatalyzované 1,3-cykloadice azidu na trojnou vazbu DBCO skupin PAMAM dendrimertu

za vzniku péti¢lenného 1,2,3-triazolového heterocyklu.

5131 Piiprava kopolymeri s a-koncovou azidovou skupinou

V prvnim pfipad¢ byl linearni kopolymer obsahujici koncovou N3 skupinu
ptipraven pifimo RAFT polymerizaci. Kromé CTA obsahujici azidové skupiny byl rovnéz
pouzit inicidtor s azidovymi skupinami, aby bylo dosazeno Fg) blizké 1. Vybér
polymeriza¢nich podminek byl proveden na zaklad¢ optimalizovanych polymeriza¢nich
podminek v pfedchozich kapitolach. Charakterizace pfipravenych kopolymert je uvedena

v Tab. 5.

Stanoveni funkcionality N3 skupin bylo provadéno pomoci metody vyuzivajici
adice modifikovanych fluorescencnich znacek na azidové skupiny polymerii. Komeréné
dostupnéa znacka DBCO-Fluor 545 se ukézala jako nevyhovujici, protoZe béhem stanoveni
dochazelo k nespecifickym sorpcim znacky na kopolymery, coz znemoznilo odstranéni
nezreagované fluorescen¢ni znacky a zabranilo tak spravnému stanoveni obsahu azidovych
skupin. Spravnych vysledkl bylo naopak dosazeno v ptipad€ pouziti fluorescencni znacky

DBCO-Dox (Schéma 2), kdy bylo moZno odstranit nadbytek ¢inidla.

Tab. 5: Charakterizace kopolymeri obsahujicich a-koncové azidové skupiny

[ME[CTA] T Cas M, M, l.'  Faz®  Fomy  Veek
(1] (°C)  (h)  (g/mol)  (g/mol) (%)
Poremsl | 350:2:1 70 6 42900 40500 1,06 0,95 1,05 64
Porena2 | 300:2:1 70 6 39500 33000 120 0,88 0,91 63
Porena3 | 250:2:1 70 6 32700 27300 120 0,91 0,94 66

Ydisperzita kopolymeru vypogitana M,/M,
%funkcionalita polymeru vypocitana c(koncova skupina)/c(polymer)

Dosazené molarni hmotnosti, disperzity, polymeracni vytézky 1 funkcionalita
koncovych skupin uvedené v Tab. 5 wukazuji, ze timto postupem Ize pomérné
reprodukovatelné pfipravit linedrni kopolymery o definované molarni hmotnosti s nizkou

disperzitou a zaroven s funkcionalitami obou reaktivnich koncu ,telechelického*
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kopolymeru blizké 1. Vyznamnym rozdilem oproti pfedchozim polymerizacim
vyuzivajicich jina CTA c¢inidla je, Ze pro dosazeni pfiblizn¢ stejné M,, je nutné¢ menit
pomér [M]:[CTA]:[1], viz napt. srovnani kopolymerl Ppre/coon6 @ Potel S Pporemngl @
Potens3. Dosazené vysledky naprosto koresponduji s vysledky popsanymi v literatute®. Je

mozné konstatovat, ze My, linedrnich kopolymerti zavisi na poméru [M]:[CTA], ktery je

.....

Polymerni prekurzory nesouci a-koncové azidové skupiny dosahovaly vhodnych
molarnich hmotnosti, dostatecné nizkych disperzit a zarovenn vysoké funkcionality
azidovych skupin a byly dale pouzity pro pfipravu hvézdicovitych kopolymert (viz

kapitola 5.2.2).

5.1.3.2 Piiprava kopolymeri s @-koncovou azidovou skupinou

V ptipadé ptipravy kopolymerl obsahujicich ®-koncovou azidovou skupinu se
vychazelo ze stejnych polymernich prekurzord jako v ptipadé kopolymert s w-koncovou
COOH skupinou popsanych vkap. 5.1.2.2, tj. z linearnich ,semitelechelickych®
kopolymert obsahujicich DTB skupinu. Azidové skupiny byly zavedeny po jejich reakci
s nadbytkem iniciatoru ACVA-N3 za zvy3ené teploty (80 °C)".

Vytézek piipravy linedrniho kopolymeru Pnsl reakei Pprg3 S ACVA-Nj Cinil
priblizné 80 %, coz pii zapocitani vytézku polymerace vzorku Pprg3 vede k celkovému
kolem 49 %, ktery je tak nizs§i nez v ptipadé vytézku Ppremnsl-3. Polymer mél totoznou
molekulovou hmotnost a disperzitu jako prekurzor Pptg3 (M, 19 400 g/mol, M, 16 400
g/mol, In 1,18), ale takto pfipraveny polymer vykazoval vyznamné nizsi funkcionalitu
(Fnz) = 0,69) nez v piipadé piimého zavedeni azidt polymerizaci. Tuto nizsi funkcionalitu
azidovych skupin pfi¢itame nedostatecné reaktivit¢ ACVA-N3 s DTB skupinami. Kvili
niz§imu vytézku a predevsim nizké funkcionalité jsme se timto syntetickym postupem dale

nezabyvali a pfipravené kopolymery nebyly déale vyuzivany.

5.2 Hvézdicovité konjugaty

V ramci této diplomové prace byly pfipraveny celkem tfi typy hvézdicovitych

polymernich konjugatti, které se liSily v detailni struktufe. V prvnim typu (A) byly
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»semitelechelické HPMA polymerni prekurzory navazany na centralni molekulu
PAMAM dendrimeru G, pies amidovou vazbu. U druhého a tfetiho typu (B, C) byla pro
,roubovani“ HPMA kopolymerti na dendrimer pouzita nekatalyzovana 1,3-cykloadice
azidové skupiny na trojnou vazbu DBCO povrchové skupiny dendrimeru. Tteti typ (C)
hvézdicovitych konjugétii oproti druhému typu (B) obsahoval redukéné Stépitelnou

disulfidovou spojku mezi dendrimerem a HPMA kopolymerem.

5.2.1 Priprava hvézdicovitych konjugati typu A

Hvézdicovité polymery typu A byly pfipraveny reakci aminoskupin PAMAM
dendrimeru (druhé generace) s koncovou karboxylovou skupinou linedrniho kopolymeru
Vv pritomnosti kondenzac¢nich ¢inidel za vzniku amidové vazby. Volba reakénich podminek
vychazela z diive publikovanych praci o hvézdicovitych HPMA kopolymerechSo’Sg, kdy
byly ovSem pouzity pouze polymerni prekurzory s §ir§i disperzitou pfipravené klasickou
radikdlovou kopolymerizaci. V ramci optimalizace ptipravy hvézdicovitych kopolymerii
bylo studovano pouziti péti riznych kondenzaénich c¢inidel: N-(3-dimethylaminopropyl)-
N’-ethylkarbodiimid (EDC), dicyklohexylkarbodiimid (DCC), di(isopropyl)karbodiimid
(DIPC), ethyl-2-ethoxy-1(2H)chinolinkarboxylat (EEDQ) a 1,1"-carboxydiimidazol (CDI).
Reakéni smés vzdy obsahovala hydroxybenzotriazol (HOBT) a di(isopropyl)ethylamin
(DIPEA) scilem zvysit vytézek kondenzacni reakce. V pribéhu reakce byly pouzity
linearni polymery Ppreicoon2 (Mn = 25800) a Pcoonl (M, = 16 400), kdy dochazelo
nejprve ke vzniku reaktivniho derivatu karboxylové skupiny, ktery in situ reagoval
s aminoskupinou PAMAM dendrimeru. Pfiblizny pocet ramen v nové syntetizovaném

hvézdicovitém konjugétu byl vypocitan podle Rovnice 3:

Mn (5tar)

POC.TAMEN = 3 (lin.pol.)

Rovnice 3: Vzorec pro vypocet pravdépodobného poctu ramen v hvézdicovitém konjugdtu

Charakterizace pripravenych hvézdicovitych kopolymert je uvedena v Tab. 6:
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Tab. 6: Charakteristiky hvézdicovitych konjugatt ptipravenych aktivaci COOH skupiny

Kondenzacni  Polymerni My, M, 1! Vytezek Poc.ramen®
cinidlo prekurzor  (g/mol)  (g/mol) (%)
Sa(Boc),1 DIPC Poreicoon2 258100 241400 1,07 9 9,3
Sa(Boc),2 EDC Poteicoon2 257700 241700 1,07 55 9,3
Sa(Boc),3 DCC Poreicoon2 169100 145100 1,17 40 5,6
Sa(Boc)4 EDC Pcoonl 150000 138000 1,11 75 8,4

Ydisperzita hvézdicovitého konjugatu vypoditana M,/M,
2teoreticky pocet ramen hvézdicovitého konjugétu, vypo&itan M,,(hvézd.konj.)/My(linearni pol.)

Vyuziti kondenzacnich ¢inidel CDI (diimidazolové c¢inidlo) a EEDQ

(dihydrochinolinové ¢inidlo) nevedlo k ptipraveé hvézdicovitych polymert.

Hvézdicovité polymery o nejvyssi molarni hmotnosti byly pfipraveny s DIPC a
EDC jako kondenza¢nimi ¢inidly. V obou ptipadech My, dosdhla na vice jak 250 000
g/mol. Zéasadni rozdil u té€chto dvou ¢inidel byl zjistén u vytézku kondenzacni reakce, ktery
byl vice jak 6 krat vyssi u EDC. Vyuziti DCC vedlo k ptipravé hvézdicovitych polymert,
ale jejich molarni hmotnost byla vyznamné niz$i nez v pfipadé EDC pii pouziti stejnych
linedrnich polymerd. Rovnéz My, pouzitého linedrniho polymeru mélo vyznamny vliv na
vyslednou My, hvézdicovitych polymera. Pti snizeni My, linearniho polymeru o 1/3 doslo
k obdobnému snizeni My, u pfipraveného hvézdicovitého polymeru (viz srovnani: pro
syntézu Sa(Boc)n2 pouzit Ppreicoon2 0 My = 27 600 g/mol, pro syntézu Sa(Boc)n4 pouzit
Pcoonl 0 My, = 19 400 g/mol). S ptihlédnutim k dosazenému vytézku a molarni hmotnosti
pfipravenych hvézdicovitych polymerl je moZzné konstatovat, Ze vhodnost kondenzac¢nich
¢inidel pro ptipravu hvézdicovitych konjugatt typu A klesa v tomto potadi EDC > DCC >
DIPC >>> CDI, EEDQ. Hveézdicovity konjugat Sa(Boc)n,4 byl diky dostatecné molarni
hmotnosti a po¢tu ramen vybran pro pfipravu hvézdicovitého konjugatu s léivem pro

biologické testy.

5.2.2 Priprava hvézdicovitého konjugatu - TypBaC

Hvézdicovité polymery typu B a C byly pfipraveny 1,3 - cykloadici koncovych

azidovych skupin ,,semitelechelickych® linearnich kopolymerd na trojnou vazbu DBCO
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skupin PAMAM dendrimer. DBCO skupiny bylo ovSem nejprve nutné na PAMAM
dendrimery zavést, a to aminolytickou reakci jejich aminoskupin s bifunkénimi Cinidly
obsahujicimi DBCO skupinu a sukcinimidylovy ester (DBCO-NHS-ester), pti¢emz jedno
Z nich obsahovalo reduk¢éné Stépitelnou disulfidickou vazbu (DBCO-S-S-NHS-ester).
Zavislost poc¢tu zavedenych DBCO skupin na moldrnim poméru DBCO molekul

k aminoskupinam je uvedena v Obr. 7:

Pomér modifikovanych NH:z ku celkovému
obsahu NH:z
0,80
0,70 -
<
z 0,60 0,582
X
E’i 0,50 0,508
e
Z 0,40 420
« /;:0/
T 329
g 0,30 .
bl # Pomér modif.
g 020 0,223 NH2/celk NH2
O r
& ® [dedIni priibéh
0,10 modifikace
0,00 G,GGI T T T T T T T 1
0,00 0,10 0,20 0,30 040 0,550 0,60 0,70 0,80 0,90
Pomér DBCO/NH2 v nasadé

Obr.7: Stanoveni zavislosti poméru zavedenych DBCO na NH; na poméru DBCO/NH;

V ,,nasadé

Z vysledkli uvedenych na Obr. 7 je patrné, Ze se zvySujicim se pomérem DBCO
molekul k aminoskupinam v reakéni smési bylo na dendrimer zavedeno vice DBCO
skupin. Od poméru 0,25 do 0,63 byla zavislost modifikace aminoskupin DBCO skupinami
takika linearni, kdy doslo k zabudovani okolo 88 % DBCO v nasad¢. Pfi poméru 0,75 vSak

z divodu stérickych zabran doslo jiz k nizsi modifikaci (78 %).

Dtvodem pro pouziti 1,3 - cykloadice azidu na trojnou vazbu DBCO skupin
PAMAM dendrimeri byla ptedevSim jeji selektivita a rychlost, ktera probihd za
laboratorni teploty do vysokych konverzi. Navic modifikace PAMAM dendrimeru

derivatem DBCO umozilovala vnést do struktury PAMAM dendrimeru, potazmo posléze i
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hvézdicovitého konjugatu, vhodnou degradovatelnou spojku (redukéné degradovatelnou
disulfidovou vazbu). Vysledné charakteristiky takto pfipravenych hvézdicovitych

konjugatu typu B a C jsou uvedeny v Tab. 7.

Tab. 7: Charakteristiky hvézdicovitych konjugata typu B a C pfipravenych za riznych

reak¢nich podminek,

Lin.pre Wye T Rozpou M, (x10%) M,(x10°) |° Wytézek  Poc.

kurzor (%) (°C) stédlo  (g/mol) (g/mol) (%) Ramen®
Se(Boc)nl | Pprems3 9 25 DMF 142 118 1,20 21 44
Se(Boc)n2 | Porenal 9 37 DMF 248 195 1,27 28 5,8
Se(Boc)n3 | Porenz3 9 25 DMSO 193 153 1,26 34 59
Sg(Boc)4 | Porein2 20 25 DMSO 492 354 1,39 56 11,3
Sc(Boc),1| Porems3 9 25 DMF 158 133 1,19 42 4.8
Sc(Boc)n2 | Pporeinsl 9 37 DMF 302 220 1,41 56 7,0
Sc(Boc)n3| Poremsl 9 25 DMSO 356 260 1,37 58 8,3
Sc(Boc)d| Ppremnz2 20 25 DMSO 448 322 1,40 70 10,3

Wimes(%) znaci hm. procenta vychozich latek (linearni polymer + modifikovany PAMAM dendrimer Gj) v reakéni smési
%disperzita hvézdicovitého konjugatu vypoditana M,/M,
Steoreticky pocet ramen hvézdicovitého konjugétu, vypo&itan M,(hvézd.konj.)/My(linearni pol.)

VySe uvedené hvézdicovité konjugaty byly pfipravovany reakci linearnich
kopolymerti a modifikovanych PAMAM G2 v molarnim poméru 10:1. Pocet navazanych
linedrnich polymerd na modifikovany PAMAM G2 Ize pomérné vyhodné ovliviiovat
zménou reakénich podminek — teplotou, pouzitym rozpoustédlem a koncentraci roztoku.
Upravou téchto parametril lze zvysit podet navazanych ramen o pfiblizné 73 % (typ B)
nebo az 80 % (typ C). ZvySeni reakéni teploty na 37 °C nevedlo k vyznamnému zvySeni
vytéZku a poctu navazanych ramen. Zména rozpousStédla z DMF na DMSO nema
vyznamny vliv na vytézek, naopak nejvyznamnéjSim faktorem vedoucim ke zvySeni

vytézku a poctu navazanych ramen je zvySeni koncentrace reakéni smési z 9 % na 20 %.

My hvézdicovitych konjugétii 1ze vhodné ovlivnit pouzitim linedrnich kopolymeri
o ruznych My,. Podle stanoveni poctu ramen se neprokazalo, Zze (v daném rozmezi My,
V této praci pouzitych linedrnich kopolymeri) po€et navazanych ramen je ovliviiovan My,
linearnich kopolymeri. Oproti hvézdicovitému konjugatu typu A vedla 1,3-cykloadice
azidu na trojnou vazbu DBCO skupin PAMAM dendrimerd k zavedeni vys$iho poctu
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ramen. Muze to byt zplsobeno tim, Ze vysoce reaktivni DBCO skupiny obou spojek
(DBCO-NHS-ester a DBCO-S-S-NHS-ester) reaguji selektivné s koncovymi azidovymi
skupinami, coz vede k vysokému vytézku a vysokému poctu navazanych ramen. Pocet
ramen Vv nové syntetizovaném hvézdicovitém konjugatu byl vypocitan podle Rovnice 3
uvedené vySe. Vytézek pripravy vysokomolekuldrniho hvézdicovitého polymeru se
zvySoval u obou typi konjugitli se zvySujici se koncentraci reakéni smeési. Teplota,
koncentrace roztoku a pouzité rozpoustédlo nema vyznamny vliv na disperzitu noveé
syntetizovanych hvézdicovitych konjugati. Ziskané konjugaty maji nizké hodnoty
disperzity, ovSem vys§i, nez u typu A. Vysvétlenim mize byt urcitd nehomogenita v poctu

DBCO skupin zavedenych na jednotlivé PAMAM dendrimery.

Pti syntéze hvézdicovitych konjugati za stejnych reakénich podminek
(koncentrace, reakéni teplota, rozpoustédlo) bylo dosazeno vétSiho vytézku v piipadé
ptipravy typu C. Pfedpokladédme, Ze to je zptsobeno lepsi ptistupnosti DBCO skupin diky

mozné rotaci kolem disulfidické vazby.

5.2.3 Odchranéni hydrazidovych skupin a vazba Dox na hvézdicovity

polymer

Poslednim krokem v piipravé hvézdicovitych polymert vhodnych pro navézani
léciva Dox je odchranéni hydrazidovych skupin, které se provadi pomoci kyseliny
trifluoroctové. Odchranéni probihalo kvantitativn€ béhem 5 min inkubace. Charakterizace

odchranénych hvézdicovitych konjugatii je uvedena v Tab. 8.

Tab. 8: Charakteristiky odchranénych konjugata

Prekurzor M., M, I, Obsah NHNH,
(g/mol)  (g/mol) (%)
Pors(NHNHo), | Pors2 16300 15600 1,05 7.6
SA(NHNH,), | Sa(Boc)4 150000 136000 1,11 6,9
Sc(NHNH,), | Sc(Boc)4 445000 318000 1,41 7.2

Ydisperzita hvézdicovitého konjugatu vypocitana M,/M,

Oba hvézdicovité polymery 1 linearni kopolymer obsahovaly okolo 7 % volnych

hydrazidovych skupin, coZ bylo dostatecné mnoZstvi pro naslednou vazbu léciva. Reakce
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nevedla Kk vyraznym zménam molekulové hmotnosti a disperzity hvézdicovitych
konjugatd. V piipadé Sc(NHNH>), bylo v reakéni smési nalezeno malé mnozstvi (cca 10
% celkového vytézku) di-/tri- a piipadné tetramert, jejich pfitomnost a mnozstvi bylo
potvrzeno vznikem vysokomolekularniho piku na GPC chromatogramu. Domnivame se, ze
vznikly reakei odchranénych hydrazidovych skupin jednoho hvézdicovitého konjugétu

s volnymi DBCO skupinami druhého hvézdicovitého konjugatu.

Vazba Dox na konjugaty, linearni i hvézdicovité, probihd reakci karbonylové
skupiny Dox s hydrazidovymi skupinami polymeru v pfitomnosti kyseliny octové

Vv metanolu.

Finalni polymerni konjugat s lé¢ivem byl zbaven nizkomolekularnich ptimési a
volného Dox pomoci gelové chromatografie. Vysledny obsah léc¢iva se pohyboval
vrozsahu od 6,6 hm% do 7,2 hm% (viz Tab. 9), coz je dostateény obsah 1éCiva pro
navazujici biologické experimenty. Vysledné polymery obsahovaly pod 0,2 % volného
Dox, coz je obsah volného lé¢iva, ktery nebude v dalSich biologickych experimentech

vyznamné ovlivilovat vysledky.

Tab. 9: Charakteristika polymernich konjugati s Dox

Prekurzor T Cas M., M, 1! Obsah Dox
(°C) (h) (g/mol)  (g/mol) (hm%)
Pors(DoX)n | Pors(NANHL), 25 48 17400 16300 1,07 7.2
Sa(Dox), SA(NHNH,), 25 48 165000 153000 1,08 6,6
Sc(Dox), Sc(NHNH,), 25 48 491000 351000 1,40 7,1

Ydisperzita hvézdicovitého konjugatu vypogitana M,/M,

Vazbou Dox na odchranéné hydrazidové skupiny nedoslo k vyrazné zméné
disperzity systému. Mirny nartist molekulové hmotnosti u vSech polymernich konjugatt je
zpusoben navazanim molekul doxorubicinu. Ze stanoveného obsahu DoOX je patrné, Ze
detailni struktura polymerniho nosi¢e neovliviluje mnozstvi navazaného Dox na dany

nosic.
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5.3 Stanoveni uvolnovani léCiva a cytostatického efektu
polymernich systémii

5.3.1 Uvolnovani lé¢iva in vitro

Rychlost uvolnovani Dox z konjugati byla provadéna inkubaci téchto systémil
v pufrech o pH 7,4, model krevniho fecisté, a pH 5,0, modelujici pH prostiedi
v endozomech/lysozomech nadorovych bunék, pii teploté¢ 37 °C a nédslednym stanovenim
obsahu uvolnéného 1é¢iva. Test in vitro byl proveden se vSemi pfipravenymi polymernimi
systémy, tedy s linearnim kopolymerem Pprg(DoXx),, nedegradovatelnym hvézdicovitym

konjugatem Sa(Dox), a redukéné degradovatelnym Sc(Dox)p.

100 1

90

' Sa(DoX)n, pH 5
—*= Sc(Dox)n, pH 5
— PDTB(DOX)n pH 5
- Sp(DOX)n, pH 7,4
e Sc(Dox)n, pH 7,4
e PDTB(DOX)n, pH 74

[o2]
o

uvolnény DOX (%)
w
o

£y
o

cas (h)
Obr. 8:Zavislost rychlosti uvolfiovani 1é€iva z polymerniho nosice pii riizném pH na Case

Vsechny polymerni systémy uvoliiuji Dox v neutralnim pH jen velmi pozvolna (cca
7 % za 24 hod), zatimco ve slabé kyselém pH dochazi k vyraznému uvoliovani lé¢iva (cca
90 % za 24 hod, viz Obr. 8). Rychlost uvolfiovani lé¢iva je ovlivnéna pouzitou
degradovatelnou spojkou mezi polymernim nosi¢em a lé€ivem, protoze je ve vSech pouzita
stejna degradovatelna spojka, je rychlost uvoliiovani stejnd ve vSech piipadech a nijak

nezéavisi na My, a stavu, zda je linedrni polymer volny, ¢i vdzany na PAMAM dendrimer.
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5.3.2 Cytostaticky efekt polymernich konjugati viici nadorovym liniim

Doxorubicin je cytostatikem bézné¢ pouzivanym v klinické praxi pti 1€cbé mnoha
druhti nadorovych onemocnéni. Tak jako u ostatnich cytostatik je vSak jeho pouziti
doprovazeno fadou nezéddoucich G¢inkl na lidsky organismus, které by mély byt potlaceny
navazanim cytostatika na polymerni nosi¢. Zjisténi rozdili mezi ucinky volné a polymerni
potifebnych k posouzeni aktivity 1éCiva je zjiSténi cytotoxicity, kterou je mozno pro urcity
typ bunék testovat n€kolika metodami. Jedna z nejcitlivéjSich metod vyuzivd méfeni
efektivity zabudovani [3H]-thymidinu do bunék testované bunééné linie in vitro. Vysledky
testll cytotoxicity, vyjadiené jako hodnota ICsp (mnozstvi konjugatu, které z 50 % inhibuje
proliferaci testovanych bun¢k), jsou uvedeny v Tab. 10. Experimenty byly provedeny za

pouziti dvou nadorovych linii.

Tab. 10. Hodnoty ICs pro polymerni konjugaty a volné lé¢ivo stanovené na nadorovych

bunkach T-bunécného lymfomu EL4 a plicniho karcinomu LL-2

Polymer 1Cso 1Cso
El4 T-bun.lymfom (ug/ml) LL2 plicni karcinom (ug/ml)

Pote(D0oX)n 0,014 0,07
Sa(DOX)n 0,025 0,22
Sc(Dox)n 0,044 0,12

Dox 0,003 0,05

Volny Dox diky své velikosti pronikd do bun€k prostou difuzi. Tento proces je
velmi rychly a projevuje se znacnou cytotoxicitou volného Dox (nizké ICsp).
Makromolekuly polymernich konjugati s Dox maji vyznamné vetS$i rozmér a nemohou
tedy do bunék pronikat difuzi, ale mnohem pomalejSim procesem zvanym pinocytosa.
Navic musi nejprve dojit k uvolnéni 1éciva z polymeru. Vysledky provedenych test
potvrdily vysokou cytotoxicitu Dox (velmi nizké hodnoty 1Csp). AvSak cytotoxicita

konjugatli byla rovnéz vysokd, blizila se témér cytotoxicit¢ volného IéCiva. Vysoka
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cytotoxicita konjugétl s hydrazonové vazanym IéCivem je nejspiSe ovlivnéna
mechanismem uvolnovani Dox, jelikoz 1é¢ivo muze byt uvolnéno z konjugétt jak v
prabéhu inkubace bunék (pomalu), tak po priniku do bunky (rychle). Pii porovnani
cytotoxicity u polymernich konjugatli je patrny mirny pokles se vzristem molarni
hmotnosti konjugatu. Vysvétlenim této zavislosti miize byt pomalej$i prinik mnohem

vétsSich molekul pres plazmatickou membranu do bunky.

5.3.3 Protinadorova aktivita polymernich konjugati

Protinadorova aktivita linearniho a hvézdicovitého polymerniho konjugéatu s Dox
byla rovnéz testovana za pouziti laboratornich mySich pii 1é¢bé T-bunééného lymfomu
EL4. Tento typ nadoru je velmi agresivni a byl vybran, protoze jeho 1é¢ba volnym Dox je
témet neucinnd a pripadnd protinadorova aktivita polymernich konjugati by méla byt
dobfe patrna. Byl pouzit tzv. terapeuticky model 1écby, kdy je 1é¢ba zahajena az po
znatelném vytvoreni nadoru. Nizké davkovani 5 mg Dox (ekvivalent)/kg bylo zvoleno
proto, aby byly patrné rozdily v G€innosti oproti volnému lé¢ivu 1 vici pouziti riznych
polymernich struktur. Protinddorova aktivita jednotlivych polymernich nosict je

znazornéna na Obr. 9:

Uéinnost vzorka SA(Dox)n, PDTB(Dox)n a Dox: pieziti (EL4, B/6)
100

80 | I] e SA(Dox)n
3? = PDTB(Dox)
S— i n
;‘;"_‘ 60 Volny Dox
E
® 40 A Kontroly -
8 bezterapie
=1

20 A

D T T L T T
0 10 20 30 40 50 60 70
dny

Obr. 9: Protinadorova aktivita Sa(Dox)p, linearniho polymeru Pprg(D0X), a volného 1é¢iva

pti 1é¢bé mysiho EL4 T-bunééného lymfomu (5 mg Dox (ekvivalent)/kg).
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Nejvyssi protinddorovou aktivitu pii 1é€bé T-bunécného lymfomu vykazal
vysokomolekularni hvézdicovity konjugat Sa(Dox),. Jednorazovym podanim terapeutické
davky 5 mg Dox (ekvivalent)’kg dosSlo k vyléceni a uplné regresi nadoru u 75 % mysi.
K rozvoji nadoru u nich nedoslo i po retransplatnaci — injikovani novych nadorovych
bun¢k T-bunééného lymfomu EL4, avsak jiz bez nového podani 1éCiva. Protinddorova
aktivita linearniho polymerniho nosice byla nizsi nez v piipadé¢ vysokomolekularniho
konjugatu (50 % Upln¢ vylécenych pii Gplné regresi nadoru), coz lze vysvétlit vyraznéjSim
uplatnénim EPR efektu u vysokomolekuldrniho hvézdicovitého konjugatu. Volny Dox
prodlouzil pfeziti mysi o pfiblizn€ dvojnasobnou dobu oproti kontrole bez 1écby, avsak
ptesto vSechny mysi lécené volnym lécivem uhynuly. Velikosti naddorti u experimentalnich
zvitat se vyznamné liSily v zavislosti na tom, jaké forma léciva byla pouzita pro 1écbu.
Nejvyraznéjsi narast novotvaru byl pozorovan u kontrolniho vzorku mysi, kterym byl
podan jen fyziologicky roztok. Pti podavani volného Dox byla rychlost nartistu nadora
niz8i nez u nelécenych kontrol, ale u vSech zvitat nadory rostly. Prudky pokles velikosti
nadord je zpisoben thynem dvou mysi s vyrazné rozvinutym naddorem. Podani linearniho
a hvézdicovitého polymerniho konjugatu s Dox vazanym hydrazonovou vazbou vedlo
K vyznamnému snizeni rychlosti rdstu nadord, které je vice patrné pii podani

hvézdicovitého polymerniho nosice (viz Obr. 10)

Uéinnost vzorki SA(Dox)n. PDTB(Dox)n a Dox : rist nadoru (EL4, B/6)
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Obr. 10: Primérna velikost nadord pii pouziti Sa(D0X)y, linearniho polymeru Pprg(DoXx)n

a volného 1éCiva pti 1€¢bé mysiho EL4 T-bunééného lymfomu (5 mg Dox (ekvivalent)/kg).
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6. Zavér

Hlavnim cilem ptfedkladané diplomové prace bylo navazat na soucasné poznatky o
vyuziti vodorozpustnych polymernich nosicii 1é¢iv pii 1écbé pevnych nadort. Prace byla
zamé&fena na piipravu novych polymernich nosi¢i — kopolymer zaloZzenych na N-(2-
hydroxypropyl)methakrylamidu, které jsou pro organizmus biokompatibilni,
neimunogenni, vodorozpustné a umoznujici pH-fizenou aktivaci 1éciva v cilové nadorové
tkani. Struktura vysokomolekuldrnich polymernich nosict byla v této praci navrzena jako
hvézdicovita s cilem pfipravit polymerni nosi¢ s uzkou distribuci molarnich hmotnosti a
zaroven s cilem dosdhnout co nejvyssi akumulace odvozenych konjugétii s modelovym

lé¢ivem v pevnych nadorech diky EPR efektu.

Bylo prokazano, ze pomoci RAFT polymerizace je mozné piipravit statistické
kopolymery na bazi HPMA nesouci chranéné hydrazidové skupiny vhodné po odchranéni
pro navazani molekul 1é¢iv. Molekulovd hmotnost téchto kopolymerli mize byt fizena
zménou pomeéru slozek v polymerni ndsadé, iniciatoru, CTA Ccinidla a monomeru.
Vhodnym vybérem iniciatoru a CTA ¢inidla je mozné pfipravit ,,semitelechelické” nebo
»telechelické® kopolymery, jejichz hlavni fetézec je zakonfen jednou nebo dvéma

reaktivnimi skupinami.

S vyuzitim statistickych kopolymerti na bazi HPMA byly Uspé&$né pfipraveny tii
typy vysokomolekularnich hvézdicovitych polymernich konjugatl, které se 1iSily metodou
vazby kopolymeru na centrdlni molekulu PAMAM dendrimeru a detailni strukturou.
Hvézdicovity konjugat samidové vazanymi polymernimi ,rouby“ byl pfipraven
kondenzacni reakci z vyuzitim karbodiimidové metody, pficemz nejvysSich vytézkl a
zérovenl nejvySSiho poctu navazanych ramen bylo dosazeno pouzitim EDC jako

kondenzacéniho ¢inidla.

Pocet navazanych ramen, My, a vytéZek hvézdicovitych konjugati pfipravenych
1,3-cykloadici koncové azidové skupiny polymernich ,,roubli* na modifikovany PAMAM
dendrimer 1ze pomérmné vhodné regulovat v Sirokém rozmezi koncentraci reak¢éni smési a
M, pouzitych polymernich ,rouba*. Usp&iné byly pfipraveny linearni a hvézdicovité
polymerni konjugaty s IéCivem Do0X navazanym hydrazonovou vazbou senzitivni K pH.
Bylo potvrzeno, Ze detailni struktura polymerniho nosi¢e (metoda vazby roubd na

dendrimer, M,,) vyznamné neovlivituje samotnou rychlost vazby lé¢iva hydrazonovou
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vazbou senzitivni K pH na polymerni nosi¢, ani mnozstvi navazaného 1é¢iva a dokonce ani
rychlost uvolfiovani 1é¢iva z nosice, kdy v modelovém pufru pii pH 7,4 doslo u vSech
nosict shodné k uvolnéni okolo 7 % za 24 hodin, zatimco Vv pufru o pH 5 doSlo k uvolnéni

okolo 90 % 1éc¢iva za 24 hodin.

Vysledky testl cytotoxicity in vitro na nadorovych bunkach prokazaly srovnatelnou
cytotoxicitu, hodnotu ICsg, pfipravenych linearnich a hvézdicovitych konjugati vzhledem
k cytotoxicité volné¢ho 1é¢iva. Protinadorova aktivita polymernich konjugati testovana in
Vivo za pouziti mysiho T-bunééného lymfomu EL-4 potvrdila velmi vysokou terapeutickou
ucinnost polymerni konjugati s DoX, které vyznamnym zplsobem zpomalovaly rlst
nadoru, prodlouzily dobu pfeziti a u nékterych laboratornich zvifat dopomohly k uplné
nadorové regresi. Nejvyssi protinddorovd ucinnost byla jednoznaéné prokazana u
hvézdicovitého konjugatu o vyss§i molekulové hmotnosti, coz je s nejvetsi
pravdépodobnosti zplsobeno vyznamnéjSim EPR efektem u polymerniho konjugétu
s vy$§i My, u kterého dochazi k prodlouzeni cirkulace celého systému v organismu a vyssi

akumulaci polymerniho nosic¢e v nadorové tkani.

Predlozena diplomova prace méla za cil rozsifit a prohloubit poznatky vyvoje
polymernich nosic¢ii ur€enych pro lécbu pevnych nadord. Pozornost byla zaméfena na
pfipravu co nejlépe definovanych hvézdicovitych konjugéth, které byly pouZity pro
ptipravu konjugati s Dox, vysoce ucinnych pfii terapii pevnych nadort. Tyto polymerni
prekurzory vSak mohou slouzit 1 jako nosice pro jina 1é¢iva, jejich kombinace, kombinaci
1é¢iva s diagnostickou latkou, tzv. teranostika, ¢imz se otevird velky potencial vyuZiti

popsanych polymernich nosict pti 1é€bé a diagnostice riiznych onemocnéni.
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