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ABSTRAKT

V predkladané dizertacni préci jsou shrnuty vysledky systematického studia
polymernich materiald vyuZitelnych jako nosice biologicky aktivnich latek s potencidlni
aplikaci v humanni medicin€. V tvodu je struéné popsan soucasny stav poznani v oboru
cilené dopravy 1éciv a jejich kontrolovaného uvoliovani v misté pozadovaného tcinku. V
nésledujicich kapitolach je diskutovan zptisob feSeni zakladnich problémi vyzkumu a
vyvoje cilené¢ plisobicich polymernich ,proléciv‘. Kromé vybéru hydrofilniho
biokompatibilniho polymeru tvoficiho zékladni skelet polymerniho 1é¢iva jde pfedevsim o
feSeni kovalentniho pfipojeni biologicky aktivni molekuly k polymernimu fetézci, navrh a
piipravu struktur umoZiujicich cilenou dopravu aktivni litky v organizmu, ovéfeni
moZnosti kombinované terapie, vyvoj metod umoZiujicich sledovani osudu léciva
vorganizmu a nasledné problematika eliminace polymeru zorganizmu po dosaZeni
terapeutického efektu.

V druhé casti dizertace je studovdna otazka zakladni struktury polymerniho
nosice. Jak je ukazano v fadé publikaci zahrnutych do dizertace, nejvhodnéjsi polymerni
skelet tvoii kopolymery N-(2-hydroxypropyl)methakrylamidu. Biologicky aktivni latka
(1é¢ivo) by méla byt v nosiCovém systému k polymeru vazana kovalentni vazbou, stdlou
v pribéhu dopravy krevnim feci§tém do mista poZadovaného terapeutického efektu a
degradovatelnou v misté¢ pozadovaného pusobeni. K aktivaci neaktivni latky (lé¢iva)
vézané na polymer by mélo dojit tedy jen v poZadovaném misté. Tento ukol byl vyfeSen
vazbou léciva na polymer pomoci spojek stilych v krevnim feciSti a degradovatelnych
v cilové tkani ¢i bunice zde pfitomnym enzymem (napi. lysozomalni enzymy) nebo
v disledku sniZzeného pH (v nadorech, v bunéénych endozomech a lysozomech).

Treti a Ctvrtd ¢ast dizertace shrnuje prace vénované cilené dopravé biologicky
aktivnich molekul do mista poZadovaného tcinku. VétSina praci je zaméfena na cilenou
dopravu cytostatik do naddorové tkdn€ nebo piimo do nadorovych buné¢k. Cileného tcinku
cytostatik v niddorové tkani bylo dosaZzeno kombinaci specifického uvoliiovani léciva
z nosice (aktivace 1é¢iva) pfednostné v nddorové tkani a vhodné struktury polymerniho
nosic¢e umoznujici efektivni zachyceni polymeru v nddoru (pasivni smérovini). VétSina
navrzenych a syntetizovanych polymernich systémti vyuZivala vlastnosti mnohych
pevnych  vaskularizovanych  nddort  akumulovat makromolekuly s vhodnym
hydrodynamickym rozmérem (EPR efekt). Na zaklad¢é porovnani fyzikalné-chemickych a
biologickych vlastnosti polymernich systémi s linedrni mono i diblokovou strukturou,
systémul tvofenych vétvenymi, roubovanymi a hvézdicovitymi polymery a micelarnich
systéml byly navrZeny a syntetizovany polymerni konjugity vyznacujici se znacnou
specificitou dcinku a vysokou protinddorovou aktivitou nejen in vitro, ale pfedev§im in
vivo pii 1é¢bé modelovych nadord u mysi. Cilend doprava cytostatik do jednotlivych
nadorovych bunék byla vyfeSena zavedenim smérujicich struktur (protilatky, specifické
oligopeptidy) do molekuly polymerniho nosice. Tyto struktury se specificky vazou
na receptory v membranach cilovych bunék (aktivni smérovani), a zajistuji tak prinik
celého polymerniho 1é¢iva do téchto bunék riznymi formami pinocytézy. Protinddorova
ucéinnost aktivné smérovanych polymernich 1é¢iv znacné zdvisela na zpusobu pfipravy
smérovaného nosice. Pfi dodrzeni zdsad ziskanych pfi studiu téchto systému je mozné
ptipravit specificky plsobici 1é¢iva s vysokou protinddorovou aktivitou.
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Otazka eliminace polymeru z organizmu po splnéni funkce nosice byla vyieSena
zavedenim biodegradovatelnych spojek (enzymaticky, hydrolyticky nebo reduktivné
Stépitelnych) mezi jednotlivé polymerni segmenty tvofici vysokomolekuldrni strukturu
polymerniho konjugatu. Vysokomolekularni nosi¢ zajistujici tdcinnou akumulaci
v nadorech se posléze rozpadd na polymerni fragmenty vyloucitelné z organizmu
glomerularni filtraci.

V paté casti dizertace jsou diskutovdny mozZnosti vyuZiti studovanych
polymernich nosi¢ti pro kombinovanou terapii s cilem ziskani synergického t¢inku dvou
1é¢iv vazanych na jeden polymerni nosic. Posledni ¢ast dizertace shrnuje vysledky studia
metod sledovani osudu polymerniho 1é¢iva i jeho soucdsti v organizmu (biodistribuce)
pomoci neinvazivniho fluorescencniho zobrazovani dudlné znacenych polymernich
systémtl.



ABSTRACT

In this dissertation, results of our systematic study of polymer materials
useful as carriers of biologically active molecules with potential application in
human medicine are described and the most important findings are emphasized.
In the first chapter, an overview of the drug delivery and controlled release
research area is provided. In the following chapters our approach to the solution
of essential problems of targeted drug delivery research is presented and our
findings in the area of experimental research and development of polymer-based
drug delivery systems are summarized. Beside the selection of a proper
hydrophilic biocompatible polymer serving as a basic skeleton of a polymer
prodrug the major focus was aimed at the issue of design and preparation of
structures enabling targeted delivery of drugs in organism, covalent attachment of
biologically active compounds to the polymer backbone, verification of efficiency
of combined therapy using various polymer prodrugs and visualization of
polymer and prodrug pharmacokinetics and facile elimination of the polymer
from organism after the therapeutic effect is reached.

As demonstrated in the second chapter, the most suitable polymer carrier
is formed by copolymers of N-(2-hydroxypropyl)methacrylamide. Indeed,
biologically active molecules should be attached to the carrier via covalent bond
stable during the prodrug delivery in the bloodstream to its target, and degradable
(drug released) within the tissue/cells where the therapeutic effect of the drug is
required. We have solved this issue by introduction of spacers stable in the
bloodstream and degradable by enzymolysis (e.g. lysosomal enzymes), or due to
the decreased pH (in tumours, in cell endosomes and lysosomes).

The third and fourth part of the dissertation summarize results of the
study of targeted delivery of selected biologically active molecules into the site of
their desired action, mostly into the tumour tissue or directly into the tumour
cells. We have achieved an enhanced therapeutic effect in tumor tissue by
combination of site-specific activation, i.e. drug release from the carrier within
the tumor tissue, and selection of tailored architecture of the polymer carrier
enabling its effective accumulation in solid tumors (so called passive targeting)
based on the EPR effect. Various polymer structures, ranging from linear
polymers with mono or diblock structure, through branched and grafted polymer,
to star-like and micellar polymers, were designed, synthesized and tested for their
physico-chemical and biological properties. Selected polymer prodrug conjugates
showed not only specific biological action in vitro, but most importantly, a
significant in vivo therapeutic efficacy of the treatment of model tumours in mice
was achieved.



Active targeting of cytotoxic drugs to individual tumour cells was
achieved by introducing specific targeting moieties (antibody, specific
oligopeptides) into the polymer structure. The targeting moieties are able to bind
to specific receptors expressed on membranes of the tumour cells and they are
also capable of mediating penetration of the polymer prodrug into the tumour
cells by different forms of pinocytosis. Selected actively targeted polymer
prodrugs with preserved binding efficacy to the cell receptors were found to be
highly effective in the treatment of model tumours in mice.

The issues of the polymer carrier elimination from the organism after
fulfilling the role of the carrier were solved by introduction of biodegradable
spacers (enzymatically, hydrolytically and reductively degradable) between the
polymer segments forming high-molecular weight structure of the polymer
conjugate. This high-molecular weight carrier ensuring the increased
accumulation of the whole conjugate in solid tumours due to EPR effect was
afterward degraded to polymer fragments eliminable from the organism by
glomerular filtration.

The potential of studied polymer prodrugs for combined therapy using
synergistic action of two drugs attached to single polymer backbone is described
and discussed in the fifth part of the dissertation. The results of non-invasive
fluorescence imaging of dual labelled polymer systems proving suitability of this
strategy for diagnosis are described in the last part of the dissertation.

In conclusion, it was proved that the polymer drug conjugates based on
copolymers of N-(2-hydroxypropyl)methacrylamide have a considerable potential
in the targeted cancer therapy.
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1 Uvod

Huménni medicina vyuziva pii 1écbé pacientd velké mnoZzstvi 1écCiv,
jejichz zakladem vétSinou byly a stile jsou nizkomolekularni latky. Zajistit jejich
specifické puisobeni pouze v cilové tkani, organu, nebo dokonce v jednotlivych
bunikach je velmi Zidouci, zvlast€ u toxickych latek, jako jsou kancerostatika.
BohuZel dosaZeni tohoto cile je velmi problematické. Po aplikaci béZného 1éciva
probiha ¢asto mnoho vedlejSich, neZiddoucich interakci s organizmem. B&hem
cirkulace v organizmu mutze nizkomolekularni 1é¢ivo podléhat biotransformaci,
miZe se deponovat v nekterych tkdnich nebo je velmi rychle vylouceno rendlni
filtraci. Navic je 1éCivo distribuovdno do celého biologického systému, a jeho
akumulace je tedy v misté pozadovaného terapeutického tc¢inku velmi mala. Ma-
li byt dosazeno pozadovaného terapeutického efektu, musi byt davka bézné
aplikované formy nizkomolekularniho 1é¢iva pomérn¢ vysokd a navic musi byt
lé¢ivo poddvano opakované, ¢imZz se zvySuje riziko neZidoucich vedlejSich
ucinkl. V piipadé protinddorovych nizkomolekularnich 1éCiv je problém udrzeni
vhodné terapeutické koncentrace 1é¢iva komplikovan (kromé vySe uvedeného)
jejich extrémné vysokou toxicitou. Dévka protinddorového 1éCiva tak muZe pii
ucinné 1écbé zpisobit vazné, v nekterych piipadech az fatilni vedlejsi toxické
ucinky, a to pfedev§im u tkani a organt s rychle se mnoZzicimi buiikami. Jednou
z moznosti, jak pfekonat nevyhody klasickych 1éCiv, je vyvoj ,,proléciv,
zaloZenych na systémech se ,,zvétSenou” velikosti (hydrodynamickym rozmérem)
a s 1é¢ivem zabudovanym do struktury systému kovalentni vazbou ¢i fyzikalni
interakci. Tato prolé¢iva dokdZou vyznamné prodlouzit dobu cirkulace
dopravovaného 1éciva v krevnim fecisti, a tim zajistit jeho vhodnou koncentraci
po dostatecnou dobu. Pokud je systém schopen uvolfiovat 1é€ivo po dobu
potiebnou k dosazeni maximélniho 1é¢ebného efektu a v poZadované koncentraci,
mluvime o systémech s kontrolovanym uvolfiovinim 1é¢iva (,.controlled
release”). V priibéhu poslednich tfi dekad se vénovala studiu orgidnové nebo
bunécné specifické dopravy nizkomolekularnich 1é¢iv fada védeckych tymi po
celém svét€ a jejich usili sméfuje k takové formulaci 1éCiv, kterd by sniZila
rychlost jejich vyluCovani zorganizmu, sniZila pfimou toxicitu, zlepSila
rozpustnost a zajistila dopravu piimo do poSkozenych ¢asti organizmu.

1.1 Systémy pro cilenou dopravu lé¢iv

V souCasné dob& jsou vyvijeny a studovany vlastnosti fady systémil
umoziyjicich cilenou dopravu 1é¢iv a jejich fizené uvoliiovani. Spolecnym
znakem téchto systému je velikost od nékolika az po stovky nanometrii a také to,
Ze krom¢& nosie obsahuji jednu nebo vice terapeuticky uc€innych latek

vvvvvv

systémy, nanocastice, lipozomy a vodorozpustné polymerni nosice.



1.1.1 Polymerni micely

Siroce studovanym systémem pro dopravu predeviim lipofilnich 1é¢iv
jsou polymerni micely, které jsou pfipravovany z amfifilnich molekul pfevazné
diblokovych kopolymerd. Polymerni micely jsou tvofeny uspofddanymi
hydrofobnimi ¢astmi amfifilnich molekul (jadro) obklopenymi hydrofilnimi
¢astmi molekul (obal). Pfi dopravé hydrofobniho 1é¢iva na misto terapeutického
ucinku je 1é¢ivo zachyceno bud v lipofilnim jadfe micely hydrofobni interaket,
nebo je navazano kovalentné do jadra nebo obalu micely. Nespornou vyhodou
micelarnich systému je jejich zvySena akumulace v pevnych nadorech a rozpad
po sniZeni jejich koncentrace pod kritickou micelarni koncentraci, coZ umoziuje
odstranéni sou¢ésti polymernich micel z organizmu po dopraveni 1é¢iva do mista
terapeutického t¢inku. Zadny z téchto systémi viak doposud nebyl schvalen pro
klinické pouziti.

1.1.2 Lipozomy a nanocdstice

Lipozomy jsou systémy vznikajici zrelativné malych amfifilnich
strukturnich jednotek jejich samousporaddnim. Nerozpustné polarni lipidy (napf.
fosfolipidy) se v nadbytku vody shlukuji do vysoce organizovanych agregat
(membréan), které mohou za urcitych podminek vytvaret sférické ttvary -
lipozomy. Lé¢iva mohou byt zachycena bud’ v hydrofilni dutin€, nebo v lipidové
dvojvrstveé, v zavislosti na jejich hydrofilicité, respektive hydrofobicité. Po
aplikaci do lidského nebo zvifeciho organizmu jsou lipozomové nosi€e schopné
vyrazné¢ zménit farmakokinetiku 1é¢iva. Na trhu i v klinické praxi se objevuji
prvni nanoléciva ptipravena na této bazi (Doxil, Myocet, DepoCyt atd.).

DalSim systémem pouzitelnym pro dopravu a fizené uvoliovani
nizkomolekularnich 1é¢iv jsou ¢astice s fyzikdlné vazanym lécivem. Syntetické
Castice 1 Castice pfipravené z pfirodnich materidld (napf. albumin, chitosan) se
déli podle velikosti na mikroc¢astice (pramér 1 - 50 pm) a nanocastice (prumeér 10
- 200 nm). Pro cilenou dopravu lé¢iv mohou byt vyuZity jen nanocastice,
mikrocastice jsou pfili§ velké a neprojdou krevnimi kapilarami, piipadné dochazi
k jejich masivnimu vychytavani v nékterych orgdnech. Naproti tomu nanocastice
o velikosti desitek aZ stovek nm mohou alespont ¢astecné prochizet krevnimi
kapildrami a nedochdzi kjejich masivhimu vychytidvani bunkami
eetikuloendotelidlniho systému (RES) a jatry, jako je tomu u mikrocastic.

Nanocéastice a lipozomy, pokud nejsou povrchové modifikovany, se vSak
Casto hromadi v jatrech, ledvindch a kostni dfeni. Povrchovou modifikaci
nanocastic a lipozomd pomoci hydrofilnich polymerG je moZné vyznamné
prodlouzit dobu jejich cirkulace. NanoléCiva na bazi biodegradovatelnych
nanocastic se stale vice uplatiiuji v klinické praxi (napt. Abraxane).
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1.1.3 Vodorozpustné polymerni nosice

Mezi velmi nadéjné, vysoce variabilni a v posledni dob¢ intenzivné
studované systémy, které umoziiuji fizené uvoliiovani 1é¢iva a prodluzuji dobu
jeho cirkulace v krevnim fecisti, ¢imZ zvysuji jeho terapeutickou ucinnost, jsou
konjugity vodorozpustného polymerniho nosi¢e s lé¢ivem. U polymernich
proléciv 1ze dosdhnout zna¢né variability vlastnosti nosi¢e pouhou zménou v jeho
struktufe a architektufe. Nizkomolekuldrni 1éCivo je moZné pfipojit
k polymernimu nosi¢i kovalentni vazbou, a to pomoci reakce skupin
nachéizejicich se v bocnich fetézcich polymeru s nékterou z funkénich skupin
lé¢iva - tyto skupiny mohou byt pouZity i pro dal§i modifikace molekuly
konjugatu funkénimi molekulami s celou fadou duleZitych funkci. Takovy
polymerni konjugat mizZe byt pouZit jako cilené¢ smérované vysokomolekularni
prolécivo, které v idedlnim piipadé uvolni u€inné nizkomolekularni 1é¢ivo v
misté poZzadovaného terapeutického dcinku. V klinické praxi jsou zatim zavedeny
jen polymerni konjugity polyethylenglykolu s biologicky aktivnimi proteiny
(Oncaspar, Somavert, Pegasys, Neulasta). Sir§i praktické vyuZiti tohoto systému

v

je o€ekavéno v nejblizsich letech.

1.2 Cile predkladané prace

Predkladana prace se zabyva studiem novych systému pro dopravu léciv
vyuZivajicich vodorozpustnych nebo micelarnich polymernich nosi¢t a tyto
systémy rovnéZ porovniava. Byla studovdna predevSim zdvislost fyzikalné-
chemickych a biologickych vlastnosti na struktufe pouZitého polymerniho
systému. Hlavni duraz byl kladen na pfipravu vysokomolekularnich polymernich
systému, které jsou akumulovany preferencné ve vaskularizovanych pevnych
nadorech pomoci efektu zvySeného pruniku a zachytu (enhanced permeability
and retention effect, EPR), viz Obr. 1. Pevné nadory produkuji v dasledku
nedostate¢ného zasobovani vyzivnymi latkami angiogenni a cévni kapilary
roz§ifujici faktory, které zptsobuji zvétSeni prichodnosti vaskularniho systému
nadoru a zvySené zachycovani makromolekul z krevniho fecist¢ ve tkani nadoru.
Na druhou stranu nedostatecné vybaveny lymfaticky systém rychle rostouciho
nidoru nedovoluje odvadét akumulované makromolekuly znddorové tkané.
Zminény efekt je duleZity nejen pro rist nadoru, ale i pro vytvofeni nového
nadoru a jeho zasobovani Zivinami. EPR efekt v§ak miZe byt vyuZit pii cilené
nadorové terapii vysokomolekularnimi systémy, jak je uvedeno niZe.
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Obrazek 1. Schematické znazornéni EPR efektu

Hlavni diivod pro volbu vodorozpustnych nebo micelarnich polymernich
systémt pro nase studium spocival v Siroké strukturni variabilité¢ polymernich
fetézcl (Siroké spektrum monomerll), v moznosti syntézy polymerti s pfedem
definovanou molarni hmotnosti obsahujicich vhodné reaktivni skupiny a ve
snadné aplikovatelnosti téchto systému. Pro svou praci jsme se rozhodli vyuzit
makromolekularni dopravni systémy na bazi syntetickych polymert pfedevs§im
kvtli vyznamnym vyhoddm, které maji tyto systémy obecné v porovnani s
puvodnimi nizkomolekuldrnimi 1é¢ivy. Pfedev§sim jde o vylepSenou
farmakokinetiku, prodlouZenou dobu cirkulace 1é€iva v organizmu a akumulaci
v cilové ¢asti organizmu, které bylo dosaZzeno zvySenim moldrni hmotnosti
polymerniho proléciva vzhledem k pGvodnimu léCivu. Po napojeni lé¢iva na
polymerni systém dale dochdzi k vyznamnému sniZeni toxicity a dalSich
vedlejsich ucinkl neseného léciva, ke zvySeni vodorozpustnosti. Navazana 1éCiva
jsou chranéna polymernim fetézcem pied nechténou biotransformaci.

Cilem prace bylo systematické studium polymernich materidlil
vyuzitelnych jako nosice biologicky aktivnich latek s moZnou aplikaci v humanni
mediciné. V praci jsme se zaméfili na feSeni zdkladnich probléml vyzkumu a
vyvoje cilen¢ pusobicich polymernich proléciv, a to od vybéru hydrofilniho
biokompatibilniho polymeru tvofictho zakladni skelet polymerniho 1é¢iva pies
feSeni kovalentniho pfipojeni biologicky aktivni molekuly k polymernimu fetézci,
pfipravu struktur umoZujicich cilenou dopravu aktivni latky v organizmu a
kombinovanou terapii aZ po feSeni otdzky vizualizace osudu 1é¢iva a polymerniho
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nosi¢ového systému v organizmu. Pfi navrhu struktur zminé€nych polymernich
1é¢iv jsme vyuZivali odliSnosti nddorovych bun€k v porovnini s normdlnimi
zdravymi builkami, a to zejména téchto: niddorové buniky maji niz8i pH uvnitf
buiiky, vy$si rychlost endocytdzy, produkuji specidlni hormony a enzymy a
exprimuji s nddorem asociované antigeny. ,.Na miru“ provedenymi upravami
polymernich 1é¢iv jsem dosdhnul zvySeného protinddorového tucinku a sniZeni
vedlejsich ucinkl cytostatik.

2. Polymerni ,,proléciva‘

V ramci studia polymernich systémt pro dopravu 1éCiv jsem se se svym
tymem plné soustfedil na syntézu a studium vlastnosti hydrofilnich polymernich
konjugiti na bazi kopolymert N-(2-hydroxypropyl)methakrylamidu (HPMA)
s kovalentn€ navazanym lécivem. Kopolymery HPMA (pHPMA) jsou intenzivné
studovany jako vhodné polymerni materidly pro vyuZiti v mediciné. Jsou to
netoxické, vodorozpustné, neimunogenni polymery, jejichZ struktura miZe byt
snadno modifikovdna kopolymerizaci HPMA s metakrylovymi monomery
obsahujicimi vybrané reaktivni skupiny. Polymerni fetézec takového nosice je
dostatecné variabilni a poskytuje Sirokou Skédlu vlastnosti, je multivalentni, coZ
dovoluje ptipojit k nosi¢i kromé 1é¢iva i dalsi funkéni molekuly umoZilujici dale
modifikovat vlastnosti polymerniho konjugatu, a dale diky dostate¢né hydrofilité
je zéarukou potiebné biokompatibility. Takovy konjugdt umoziiuje podani 1éCiv
bez nezadoucich vedlejSich ucinkd a jejich aktivaci pfimo v cilové Ccasti
organizmu. LéCivo muiZze byt navazano k nosi¢i kovalentni vazbou, kterd reaguje
na zménu prostfedi (zménu neutrdlntho prostfedi v reduktivni prostiedi nebo
zménu pH), nebo je soucdsti vhodného substritu pro vybrané enzymy.
V navaznosti na zménu prostfedi nebo enzymatické St€peni dochazi k uvolnéni
lé¢iva v jeho biologicky aktivni form&. Pfi enzymatickém Stépeni jsou za
hydrolyticky rozklad pfirodnich makromolekul ¢i substratd vstupujicich
endozomy do bunék zodpovédné lysozomdilni enzymy. Znalost substritové
specificity pravé lysozomdlnich enzymd mutiZe byt vyuZita pfi navrhu struktur
enzymaticky Stépitelnych spojek vyuZivajicich lysozomalnich enzymt pfi
fizeném uvolnovani nizkomolekularnich 1é¢iv z polymernich nosict, kdy jako
spojka mezi léCivem a polymernim nosi¢em je vybrdn napiiklad vhodny
oligopeptid Stépitelny lysozomalnimi protedzami. Star$i prace kolegii prokéazaly,
Ze ve vnitfnim prostoru lysozomu je kyselé prostfedi o pH v rozmezi 4,5 az 5,5, a
to v zavislosti na druhu buné€k a na okolnich podminkach. Nizsi pH v lysozomech
(ve srovnani s krevnim fecistém - pH 7,4) je tedy moZno vyuZzit jako dalsi
spoustéci mechanizmus uvoliiovani 1é¢iv z makromolekularnich nosicu.
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2.1 Polymerni systémy s pH Fizenou aktivaci uvoliiovani
1é¢iv

V nasf préci jsme se zaméfili na detailni studium systémt s pH-fizenou
aktivaci 1éCiva. Na rozdil od vySe zminénych polymernich konjugati
s oligopeptidovymi spojkami pfipravenymi jako substraty pro lysozomalni
enzymy jsou nami navrzené systémy aktivovatelné (hydrolyticky degradovatelné)
nejenom po vstupu do nadorovych bunék, ale jiz po penetraci do naddorové tkané,
kde dochézi k mirnému poklesu pH ze 7,4 (prostfedi krve) na pH ~ 6,5. Dalsi
masivni uvolnéni 1é¢iva by mélo nasledovat po vstupu do nadorovych bunék, kde
pH v endozomech a lysozomech klesd na hodnoty mezi 5 a 6. K aktivaci tedy
dochazi na né€kolika mistech, jak v extracelularnim, tak v intraceluldarnim
prostiedi nddoru. Ke studiu jsme vyselektovali dvé spojky: spojku obsahujici
hydrazonovou vazbu a spojku tvofenou zbytkem cis-akonitové kyseliny.

2.1.1 Polymerni proléctiva s hydrazonovou vazbou

S cilem navazat vybrané nizkomolekularni antracyklinové protinddorové
antibiotikum doxorubicin (Dox), které ve své struktufe obsahuje keto skupinu a
zaroveti amino skupinu, jsme pfipravili kopolymer na bazi HPMA. Prvni
polymerni systémy jsme syntetizovali klasickou radikdlovou polymerizaci a
ptipravili jsme pHPMA s reaktivnimi p-nitrofenyloxy skupinami (Onp). Tyto
Onp skupiny byly vdalS§im kroku hydrazinolyzovdny hydrazin hydritem
avznikly pHPMA obsahujici hydrazidové skupiny byl vycistén dialyzou,
popiipadé sloupcovou chromatografii. Tento polymerni prekurzor obsahujici
okolo 5 mol % hydrazidi byl v nasledujicim kroku vyuZit pro navazani Dox
v nevodném prostiedi methanolového roztoku za ptidavku kyseliny octové.
Béhem 24 h bylo navazino okolo 97 vahovych % pouZitého Dox. Polymerni
konjugat byl zbaven nezreagovaného 1é¢iva pomoci gelové chromatografie!'! ™',
U ptipraveného polymerniho konjugatu byla stanovena rychlost uvoliiovani Dox
z polymeru v zavislosti na pH pufru, iontové sile a koncentraci polymerniho
konjugétu. Zjistili jsme, Ze ani iontova sila, ani koncentrace nema vliv na rychlost
uvolnéni Dox z polymerniho konjugédtu. Zasadni vliv na rychlost uvolfovani
l1é¢iva mélo pH roztoku, ve kterém byl polymerni konjugat inkubovan. Zatimco
pfi pH 8 a 7,4 dochézelo k uvolnéni jen cca 4 az 10 % navazaného 1éCiva za 24 h,
s pH klesajicim pod 7 dochéazelo k vyznamné akceleraci rychlosti uvoliiovani, viz
Obr. 2. Z obrazku je patrné, Ze pfi pH 5 — 6 (prostiedi lysozom) dochazi k velmi
rychlému uvolnéni lé¢iva v plivodni aktivni formé. Rovnéz piipH 6,5 (pH
extracelularniho prostfedi v nddoru) je rychlost uvolnéni vyznamné vys$i nez
pii pH 7.4 (fosfatovy pufr o pH 7,4 byl pouzit jako model prosttedi krevniho
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fecCiste).
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Obrazek 2. Rychlost uvoliiovani 1é¢iva Dox navizaného k polymernimu
konjugatu pH-senzitivni hydrazonovou vazbou. Zavislost na pH roztoku.

Posléze jsme detailné studovali vliv chemického okoli hydrazonové
vazby na rychlost uvoliiovani Dox. Byly pfipraveny polymerni prekurzory
sriznymi aminokyselinovymi nebo oligopeptidickymi sekvencemi mezi
polymernim fetézcem a hydrazidovou skupinou. Ze vSech polymernich
prekurzort byly pfipraveny polymerni konjugaty s Dox a byla detailné studovéna
rychlost uvolilovéni. Zjistili jsme, Ze zménou struktury spojky mezi polymernim
fetézcem a hydrazonovou skupinou je moZné castecné ovlivnit stabilitu
hydrazonové vazby. Jako nejvyhodnéjs$i byla vybrdna spojka obsahujici 6-
aminohexanovou kyselinu, u jejihoZ polymerniho konjugétu byl zjiSt€n nejvétsi
rozdil stability pfi pH 7,4 (uvolnéno do 8 % lé¢iva za 24 h) a pH 5 (uvolnéno vice
nez 90 % léciva za 24 h). Pii dal§ich syntézdch byla pouzivéna jiZ jen tato
aminokyselinova spojka (Obr. 3A).

Dulezitym aspektem pfi studiu polymernich systémi je jejich toxicita pfi
inkubaci s buitkami. Bylo zjiSt€éno, Ze samotny polymerni nosi¢ obsahujici
hydrazidové skupiny neni toxicky ani pro nidorové builky, ani pro mysi
splenocyty. Obdobny vysledek byl zjiStén po in vivo aplikaci do laboratornich
zvitat. Polymerni prekurzor s hydrazidovymi skupinami nevykazoval ani pfi
vysoké divce Zadné toxické ucinky, které by se projevily ubytkem vahy zvifat
nebo zménami v jejich chovani. In vivo protinddorovd aktivita byla posléze
testovdana na mysich s inokulovanym nidorem agresivniho mystho T-bunééného
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lymfomu EL-4. Experimenty potvrdily, Ze polymerni konjugéty s hydrazonové
vazanym Dox umoZziiuji vyznamné zvyseni aplikovatelné divky 1é¢iva, aniz by
doslo k projeviim toxicity navazaného 1éCiva. Pfi terapeutickém podani
polymerniho konjugatu bylo dosaZeno vyznamné vét§iho protinddorového tcinku
v porovnani jak s t€inkem volného 1é¢iva, tak s ucinkem polymerniho 1é¢iva
vyvinutého diive (oligopeptidovd spojka s aktivaci 1éCiva lysozomalnimi
enzymy)™™ ™, Usp&sng byly piipraveny polymerni konjugéty obsahujici od 3 do
25 vahovych % Dox védzaného hydrazonovou vazbou. Pfi studiu fyzikalné-
chemickych vlastnosti téchto polymernich konjugatti bylo zjisténo, Ze pfi obsahu
1é¢iva nad 13 vahovych % dochazi ke zméné druhého viridlniho koeficientu ve
vodném prostiedi z kladné hodnoty na zapornou. Pfi obsahu 1éCiva nad 13
vdhovych % se tedy zafal ménit charakter polymeru z hydrofilntho na
hydrofobni, coZ by mohlo potencidlné vyvolat nechténou agregaci polymernich
fetézcl. Z tohoto divodu byl obsah 1é¢iva v polymernich konjugatech pro dalsi
Vyvoj a testovani nastaven na 9 — 13 vahovych %. Na zakladé ziskanych vysledkt
bylo moZné konstatovat, Ze polymerni systémy s lé€ivem vizanym pH-senzitivni
hydrazonovou vazbou jsou velmi slibnymi kandidaty pro dalsi vyvoj td€innych
polymernich proléciv s protinddorovym ucinkem.

Obrazek 3. Schematické struktury polymernich konjugatti s hydrazonové
vazanym léCivem (A) a 1é¢ivem vazanym pies cis-akonitovou spojku (B).
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V oblasti syntézy byl dal§i vyzkum zaméfen na zlepSeni syntetickych
postupl pfi piipravé konjugatl. V prvnim kroku byl syntetizovdn monomer 6-
methacrylamidohexanohydrazid  obsahujici  hydrazidovou skupinu, jeho
radikédlovou kopolymerizaci s HPMA byl pfipraven polymerni prekurzor nesouci
volnou hydrazidovou skupinu®. Zminénou polymerizaci byly tspéiné
syntetizovany polymerni prekurzory s obsahem hydrazidovych skupin 2 az 15
mol%. Zjisténé kopolymerizacni parametry (r,=1.26 a 1,=0.91, Fineman — Ross;
r,=1.26 a r,=0.93, Kelen — Tiidos) potvrdily, Ze se oba monomery zabudovavaji
do fetézce témet statisticky, coZ je vyhodné pfi syntézach prekurzoru ve velkych
Sarzich o desitkach grami.

2.1.2 Polymerni proléciva s cis-akonitovou spojkou

Kromé léc¢iva vazaného na polymer pomoci hydrazoné vazby jsme se
zaméfili také na studium pH-senzitivni spojky odvozené od cis-akonitové
kyseliny uvoliujici 16&ivo pii poklesu pH . Byl piipraven derivat 1é&iva (Dox
acylovany cis-akonitovou kyselinou), ktery byl nésledné navazén na polymerni
prekurzor obsahujici amino skupiny s vyuZitim karbodiimidové metody (Obr.
3B). Obdobné jako v ptipad¢ konjugatl s hydrazonovou vazbou byly pfipraveny
polymery s obsahem lé¢iva od 3 do 10 vahovych %. Vlastnosti obou polymernich
systému, s hydrazonovou vazbou a s cis-akonitovou spojkou, byly nasledné
porovnany v in vitro a in vivo podminkach. Polymerni konjugat s cis-akonitovou
spojkou vykazal v in vitro podminkdch mensi rozdil v rychlosti uvoliiovani 1éciva
nez obdobny polymerni konjugét s hydrazonovou vazbou. V ramci in vitro a in
vivo biologickych experimentl jsme dale zjistili, Ze polymerni konjugat s cis-
akonitovou spojkou nedosahuje takové protinddorové ucinnosti, jaka byla zjisténa
u polymerniho konjugatu s hydrazonové vazanym lécivem. V souhrnu je mozné
konstatovat, Ze polymerni konjugat s cis-akonitovou spojkou uvoliioval 1é¢ivo
pH-fizenym mechanismem, ale jeho biologické vlastnosti nebyly srovnatelné
s vlastnostmi polymernich konjugati s hydrazonovou vazbou. Proto nas dalsi
vyzkum timto smérem nepokracoval.

2.1.3 Polymerni proléciva s dal§imi lécivy

V nédvaznosti na velmi slibné biologické vysledky ziskané pfi in vivo
experimentech s polymernim konjugatem obsahujicim Dox navazany ptes pH-
senzitivni hydrazonovou vazbu jsme navrhli, pfipravili, charakterizovali a
otestovali n¢kolik polymernich konjugatd s dalSimi vybranymi 1éCivy, pfevazné
kancerostatiky. Nékterd z t€chto 1é¢iv neobsahovala keto skupiny potfebné pro
pfipojeni k polymeru hydrazonovou vazbou. Proto byly keto skupiny zavedeny
do molekuly IéCiva acylaci piisluSnou keto kyselinou. Paclitaxel (PTX) a
docetaxel (DTX) byly acylovany kyselinou levulovou na -OH skupiné v poloze 2
molekuly 1é&iva "™ Takto derivatizovand 1é&iva byla nasledné navazana na
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polymerni prekurzor nesouci hydrazidové skupiny. Hydrolyza vzniklé
hydrazonové vazby byla pH zavisla, rychlost uvoliiovani PTX nebo DTX byla
vyznamné vyS$§i pfi pH 5 (modelujici intracelularni prostfedi nddorovych bunék)
nez pfi pH 7,4 (prostfedi krevniho feliSt&). Pfi in vivo experimentech bylo
zji§téno, Ze po navazdni na polymerni nosi¢ doSlo k vyznamnému zvySeni
rozpustnosti obou hydrofobnich 1éCiv a tolerovatelnd davka lé¢iva vyrazné
vzrostla (v porovndni se samotnym léCivem). RovnéZ terapeutickd tucinnost
polymernich  konjugatd byla signifikantné vy$§i nez u pivodnich
nizkomolekuldrnich 1é¢iv.

Obdobné byl pfipraven polymerni konjugit sléivem dexamethason
(Dex). V tomto piipadé byly zvoleny dvé syntetické strategie!® ™. Légivo bylo
navazéino piimo pies keto skupinu, kterd se v molekule 1é€iva nachézi v blizkém
sousedstvi dvojné vazby stabilizujici vznikajici hydrazonovou vazbu. Soub&Zné
byl pfipraven derivat Dex acylaci -OH skupiny kyselinou levulovou, obdobné
jako v pfipadé¢ vazby DTX. Rychlost uvoliiovini 1é¢iva a jeho derivitu se
vyznamné liSila v z4vislosti na struktufe vzniklé spojky. Polymerni konjugat
s ptimo hydrazonové vazanym lé¢ivem uvoliioval 1é¢ivo velmi pomalu, 2 % za
24 h prfipH 5. Polymerni konjugat pfipraveny z derivaitu Dex vykazoval
obdobnou rychlost uvoliiovani a pH-senzitivni charakter hydrolyzy jako
polymerni konjugaty Dox nebo DTX. Dex byl pfi pH 7,4 uvoliiovin pomérné
pomalu (25 % za 24 h), ovSem rychlost uvolilovani se vyznamné zvysila po
sniZzeni pH na hodnotu okolo 5 (70 % za 8 h). Biologick4 aktivita konjugatl byla
testovana in vivo na dvou rozdilnych systémech, pti 1é¢bé hormon-dependentnich
inokulovanych nadort B buné&éného lymfomu 38C13 ' a pii 16¢bé indukované
reumatoidni artritidy u krys™*. Zjistili jsme, Ze polymerni konjugit pfipraveny
z derivatu Dex a uvoliujici 1é€ivo pH-senzitivni hydrolyzou je terapeuticky
aktivni pfi synergické 1é¢bé lymfomu 38C13, kdeZto polymerni konjugét s pfimo
viazanym Dex a pomalym uvoliiovanim 1é¢iva je naopak ucinny pti dlouhodobé
1é€b¢ indukované reumatoidni artritidy. Vysledky studia ukazaly, Ze volbou
vhodné struktury spojky v polymernich prolé¢ivech je mozné dosdhnout vysoké
terapeutické ucinnosti pfi 1é¢be riznych onemocnéni, u kterych se li§i Zadouci
koncentrace a doba piisobeni 1é¢iva.

DalSim 1écivem pouzitym pfi studiu vlastnosti polymernich konjugati
vyuzivajicich pHPMA nosi¢li bylo antracyklinové antibiotikum pirarubicin
(THP). Toto 1é¢ivo mé oproti Dox vyznamnou vyhodu v mnohem vyssi rychlosti
internalizace do nadorovych bunék. Lécivo THP bylo navdzdno obdobnym
zpusobem jako Dox piimo reakci keto skupiny s hydrazidovymi skupinami
polymerniho prekurzoru'”!. Zjistili jsme, Ze rychlost uvoliiovani je srovnatelna
srychlosti u polymernich systtmi sDox, a to pfi vSech studovanych pH.
Polymerni konjugat s THP vykdzal oproti samotnému 1éCivu vyrazné lepsi
biologické vlastnosti pii in vitro experimentech provadénych na riznych
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nadorovych liniich a pfedev§im pfi in vivo studiich protinddorové aktivity u mysi
nesoucich inokulované i karcinogenem vyvolané mysi nadory. Pfredpoklddame, Ze
zlepSena biologickd ucinnost je dlsledkem kombinace zvySené rozpustnosti
lé¢iva po navizani na hydrofilni polymerni nosi¢, zvySené akumulace 1éCiva
v niddorech a selektivniho uvolnéni 1é¢iva v nddorové tkdni a nidorovych
bunkach Zadouci rychlosti. Vysledky in vivo testi ukazaly, Ze konjugat pHPMA
s THP je prolé¢ivem vhodnym pro 1é€bu nddorovych onemocnéni, a to potazmo i
u lidskych pacientl. Ve spoluprici s japonskymi pracovisti bylo provedeno
ovetovani 1é€by nadorovych onemocnéni v ramci ,,soucitného vyuZziti“ u nékolika
desitek lidskych pacientii v termindlnim stadiu nemoci . Bylo zji§téno, Ze pies
90 % téchto pacientll, ktefi jiz nereagovali na klasickou lécbu, nepozorovalo
7adné vedlejsi ucinky pii podani polymerniho proléciva (vypadavani vlasd,
nevolnost...) a u 40 % pacientli byla zaznamenéna jednoznacna pozitivni odezva
na l1écbu. U né¢kolika pacientti doslo k tak vyznamnému udstupu onemocnéni, Ze
byli propusténi z nemocnice a vratili se i ke své praci. Tyto vysledky jednozna¢né
prokazuji vysoky potencidl testovanych polymernich prolé€iv.

2.2 Priprava polymernich proléciv kontrolovanou

radikalovou polymerizaci

Klasické radikalovd polymerizace umoZiiuje pfipravit semitelechelické
polymery (polymerni prekurzory s funkéni skupinou na jednom konci
polymerniho fetézce) a polymery v Sirokém rozmezi molarnich hmotnosti.
Syntézu je moZné jednoduSe zvySit do vétSich Sarzi, disperzita polymert vSak
zustava diky mechanizmu klasické radikalové polymerizace vyssi, v rozmezi 1,5
az 2. Zvysena disperzita je ¢aste¢né limitujicim faktorem pro Sir§i vyuziti téchto
systéml v medicin€. S cilem pfipravit obdobné polymerni prekurzory s tzkou
distribuci molarnich hmotnosti jsme studovali moZnosti jejich syntézy s vyuZitim
kontrolované radikalové tzv. RAFT polymerizace'”, z anglického reverzible
addition chain transfer polymerization. Byly studovany reakéni podminky RAFT
polymerizace a predevS§im kopolymerizace HPMA s cilem pfipravit obdobné
polymerni systémy jako v piipad€ klasické radikalové polymerizace, ovSem
s disperzitou okolo 1,1 az 1,2. Pfi volbé vhodného rozpoustédla, iniciatoru a
pfenosového c¢inidla bylo mozZné takové polymerni prekurzory pfipravit.
Polymerni prekurzory s uizkou distribuci byly nasledné vyuZity pro piipravu
polymernich konjugatli s Dox. Porovnani fyzikalné-chemickych a biologickych
vlastnosti konjugétii ptripravenych klasickou radikdlovou polymerizaci a RAFT
polymerizaci ukazalo, Ze nové RAFT polymery jsou vhodné&jsi pro piipravu
polymernich konjugétti s definovanou strukturou a Ze diky nizké disperzité jsou
tyto systémy vhodn€jsi pro in vivo aplikace, kde umoziuji dosazeni zvySené

b f A -[N5
akumulace 1é&iva v nadoru a tim i vy33i terapeutické téinnosti™".
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2.3 Polymerni léCiva a aktivace imunitni odpovédi
Biologicka testovani pHPMA konjugat s kancerostatiky ukazala, Ze
jejich podani, na rozdil od volného 1éCiva, je bezpecné, bez ziejmych vedlejsich
ucinkd a Ze neposkozuje imunitni systém laboratornich zvitat. Zatimco u volného
1é¢iva dochazi k omezeni funkce imunitniho systému a samotnd obranna funkce
organizmu je tedy oslabena, polymerni formy stejnych 1é¢iv maji vedlejsi di€inky
vyznamné redukovany a imunitni systém miZe synergicky s 1écbou polymernimi
konjugaty omezit riist nadortt """ Navic bylo zjidténo, Ze diky tc¢inné 1é¢bé
polymernimi konjugity se nddorové bunky rozpadaji a imunitni systém se
aktivuje soucdstmi rozpadajicich se nadorovych bunék. Dochdzi k ,,nddorové
imunizaci®, kterd se projevuje tim, Ze vylécena laboratorni zvifata jsou vici dalsi
davce stejnych naddorovych buné€k imunni a po inokulaci smrtelné davky téchto
bun¢k nedochazi k rozvinuti nddorového onemocnéni. Tento efekt je naprosto
zasadni pro praktickou 1éc¢bu, protoze vyznamné zvySuje potencidl vyuziti
polymernich prolé€iv pfi 1écbé€ vysoce agresivnich neoplastickych onemocnéni.

2.4 Zavér kapitoly

Bylo potvrzeno, Ze vodorozpustné polymerni nosi¢e na bazi HPMA jsou
vhodnymi nosi¢ovymi systémy pro dopravu a fizené uvoliiovani 1é¢iv. Polymerni
konjugéty s pH-fizenym uvolfiovanim lé¢iva prokézaly velmi dobré vysledky pfi
1é¢b& modelovych nadort in vivo. Uspéiné byly piipraveny polymerni konjugaty
celé fady 1éCiv, a to jak protinddorovych, tak protizdnétlivych. Bylo prokazéno, Ze
spravnym vybérem struktury nosic¢e a spojky mezi 1é¢ivem a nosi¢em je moZné
pfipravit polymerni prolééiva vhodna pro 1é¢bu riznych onemocnéni. Usp&iné
byla zavedena novd metoda piipravy polymernich prekurzort, a to fizena
radikélova polymerizace.

3. Vysokomolekularni polymerni systémy umoziujici

zvySenou akumulaci v pevnych nadorech

Terapeutickou aktivitu polymernich proléCiv urenych k 1écb¢
nadorovych onemocnéni lze zvysit nckolika zpisoby. Jednou z metod je
"pasivni" cileni konjugatu do solidnich nddort diky EPR efektu popsanému vyse.
ZvySeni molarni hmotnosti polymernich nosi¢t vtomto piipadé zabranuje
rychlému odstranéni navdzaného 1é¢iva z organizmu rendlni filtraci, dochazi tedy
k prodlouzeni cirkulace v krvi a k vyznamnému navySeni koncentrace
akumulovaného polymerniho systému s lé¢ivem ve tkani pevného nadoru. Mira
akumulace polymerniho nosie v pevnych nddorech zdvisi pfedev§im na jeho
moléarni hmotnosti, potaZmo na hydrodynamickém rozméru pouZzitého dopravniho
systému.
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Vna$i praci vyuZivame vlastnosti  syntetickych  polymert
methakrylamidového typu, které jsou biologicky stilé a nepodléhaji degradaci.
Tyto vodorozpustné polymery mohou byt z organizmu odstraioviany pomérné
rychle glomerularni (rendlnf) filtraci, ov§em jen pfiblizné¢ do molarni hmotnosti
cca 50 000 g/mol, coZ je bézné uznavany limit pro tento typ polymerd. V piipadé
pouziti polymernich systémt o vy$§i molarni hmotnosti je nutné zavést do
polymerni struktury degradovatelné sekvence, které umozni rozpad polymerniho
systtmu na vylouCitelné fragmenty tak, aby nedochdzelo k dlouhodobému
ukladani polymernich nosi¢l v téle po splnéni jejich funkce nosice. Idealné by
polymerni nosice 1é¢iv mély byt odstranény z té€la po kompletnim uvolnéni a
aktivaci 1éCiva v misté¢ pozadovaného ucinku (napf. v nadoru). V pfipadé
polymernich micelarnich systémt je situace podobna, opét je nutny rozpad
micelarniho syst¢ému na mensi ¢asti, ovSem k rozpadu v tomto piipadé miZe
dochézet na zakladé fyzikdlniho procesu. Micelarni systémy vhodné jako nosice
1é¢iv jsou supramolekuldrni struktury tvofené samouspotfdddnim amfifilnich
kopolymerti, unimert, s molarni hmotnosti pod limitem rendlni filtrace. V tomto
piipadé€ dochazi k rozpadu micely na vyloucitelné ¢asti aZ po poklesu koncentrace
micel pod kritickou micelarni koncentraci (CMC).

Tato kapitola pojedndva o vysledcich studia vlivu molarni hmotnosti,
respektive velikosti vodorozpustnych polymernich nosi¢li a micelarnich nosici
1é¢iv na bazi pHPMA, na jejich akumulaci v pevnych nadorech. Zaroven uvadi i
vysledky studia moznosti odstranéni téchto vysokomolekularnich (VM) nosict
z organizmu po splnéni funkce nosi¢e. Eliminace VM konjugétu z organizmu je
zaloZena na zavedeni biodegradovatelnych, na zménu prostiedi reagujicich spojek
mezi jednotlivymi polymernimi fetézci vytvafejicimi VM  strukturu.
Biodegradovatelné spojky umoZnuji degradaci VM polymernich struktur
v nddorové tkdni nebo aZ pifimo v nadorovych bunikdch, a to s vyuZitim
enzymatického, reduktivniho nebo hydrolytického $tépeni.

3.1 Vétvené a roubované polymerni systémy

Prvni VM polymerni systém byl pfipraven ¢astenym post-
polymerizaénim vétvenim pHPMA obsahujictho komonomerni jednotky s
oligopeptidem GFLG zakonCenym Onp skupinou. Tento kopolymer byl vétven
reakci s ethylendiaminem tak, aby vznikal nesitovany vodorozpustny polymerni
nosi¢ se zvySenou molarni hmotnosti, ale pod bodem gelace. Zbyvajici reaktivni
Onp skupiny byly hydrazinolyzovany hydrazin hydratem s cilem zavést do
struktury takto vétveného VM polymeru hydrazidové skupiny vhodné pro vazbu
1é¢iv hydrazonovou vazbou''. Usp&iné byly ptipraveny polymerni nosite
s molarni hmotnosti v rozmezi 100 000 — 350 000 g/mol, vykazovaly ale velkou
disperzitu (b = 3-7) a pomérné $patnou reprodukovatelnost syntézy. U téchto VM
polymernich nosi¢i byla rovnéZ studovana degradabilita plsobenim
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lysozomalniho enzymu katepsinu B, pro ktery je GFLG oligopeptid dobrym
substratem (jednd se o zjednoduSeny model prostiedi lysozoml nidorovych
bunék). Inkubaci v pufru obsahujicim fyziologickou koncentraci tohoto enzymu
bylo zjiSténo, Ze se vétvené polymerni nosice rozpadaji na degradacni produkty
s molarni hmotnosti podobnou molarni hmotnosti polymeru pouZitého k vétvent,
tedy polymeru s molarni hmotnosti pod limitem rendlni filtrace. Na pfipravené
VM polymerni nosi¢e bylo pH-senzitivni hydrazonovou vazbou navazano 1é¢ivo
Dox. Polymerni konjugaty vykazaly zvySenou terapeutickou aktivitu in vivo na
mySich sinokulovanym T-bunéénym lymfomem EL-4, prodlouzenou dobu
cirkulace a zvySenou akumulaci v naddoru v porovnani s volnym lé¢ivem nebo
linedrnim polymernim konjugatem s Dox s moldrni hmotnosti pod limitem
rendlni filtrace. BohuZel vySe zminénd vysoka disperzita a nereprodukovatelnost
piipravy téchto vétvenych polymert branila v jejich dal§im studiu pfi vyvoji
nosicl 1éCiv. S cilem sniZit disperzitu a zlepsit reprodukovatelnost pfipravy VM
konjugati jsme se proto v dal§Sim studiu zaméfili na roubované polymerni
systémy.

Pokrocilejsi roubované polymerni nosi¢e byly pfipraveny roubovanim
semitelechelickych pHPMA na linedrni multivalentni pHPMA, pfi¢emZz mezi
polymerni rouby a polymerni fetézec byly umistény enzymaticky (GFLG

oligopeptid) nebo reduktivné (disulfidova vazba) degradovatelné spojky (viz Obr.
4. [11][N6].

Roubované pHPMA po_ly_mernl' konjugaty s Enzymaticky degradovatelny
doxorubicinem roubovany konjugat:
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Obrazek 4. Schematické znazornéni struktury roubovanych polymernich systémti.
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Semitelechelické = pHPMA  pfipravené  klasickou radikdlovou
polymerizaci s hlavnim fet€ézcem zakonenym N-hydroxysukcinimidovou (NHS)
nebo thiazolidin-2-thionovou (TT) skupinou byly roubovidny na statistické
pHPMA nesouci v bo¢nich fetézcich GFLG oligopeptid ukonceny hydrazidovou
skupinou nebo primédrni aminoskupinou. Alternativné byl semitelechelicky
pHPMA s koncovou pyridyldisulfidovou skupinou roubovan na kopolymer
nesouci v boc€nich fetézcich thiolové skupiny zavedené do kopolymeru
modifikaci aminové skupiny polymeru reakci s 2-iminothiolanem. Molarni
hmotnost pfipravenych roubovanych kopolymert byla pfevazné v rozmezi 90 000
— 120 000 g/mol, coz pfi molarni hmotnosti pouzitych linearnich polymert
(25000 — 30 000 g/mol) znamena, Ze na jeden hlavni fetézec byly v priméru
navéazany 3-4 polymerni rouby. Obdobné jako v pfipadé vétvenych VM polymerQ
se vSak vyznamné zvySila disperzita z hodnoty 1,9 zji§t€né pro pouZzité linearni
prekurzory na hodnotu b = 2,4 — 3. Disperzita roubovanych systémi byla sice
niz§i nez disperzita vétvenych systému, ale stile pomérné vysokd a nedoslo
k ocekdvanému zvySeni reprodukovatelnosti syntézy vzhledem k piipravé
systémt vétvenych. Roubované polymery byly pouZity jako VM nosice
nizkomolekularnich biologicky aktivnich latek, a to predev§im lé¢iva Dox
vazaného pres pH-senzitivni hydrazonovou spojku. Zjistili jsme, Ze zvySeni
molarni hmotnosti a roubovand struktura nemély vliv na rychlost uvolilovani
1é¢iva pfirtznych pH. Roubovany polymerni systém byl pomérné stabilni pii
inkubaci v pufrech o pH 7.4 (uvolnéno cca 8 % Dox za 24 h), k masivnimu
uvolnéni 1é¢iva doSlo v modelovych pufrech o pH 6 a 5 (35 %, respektive 85 %
za 12 h) modelujicich prostfedi lysozomi a endozoml nadorovych bunék.
Roubovany konjugét prokdzal vyznamné prodlouZenou dobu cirkulace v krevnim
feCisti a byl rovnéZ zjiStén vyznamny nartst akumulace polymeru i 1éCiva
v pevnych nidorech. Akumulace VM konjugitu byla vice neZ pétindsobnd ve
srovnani s akumulaci linedrnich konjugati a vice nez 25nasobna vzhledem
k akumulaci volného 1é¢iva. Prodlouzené setrvani v krevnim obchu a zvySena
akumulace v nadoru vedly rovnéz k vyznamnému nértstu protinddorové aktivity
in vivo zjisténé u mysi s inokulovanymi nadory T-bunécného lymfomu EL-4 a B-
bunééného lymfomu 38C13. Roubované polymerni konjugity prokdzaly pii
davkovani okolo 15 mg/kg Dox ekv. vynikajici protinddorovou aktivitu, vétSina
pokusnych zvifat pfeZila po podani roubovanych systémi po celou dobu
sledovani, zatimco pfi 1é¢bé& linearnimi konjugity dlouhodobé piezivalo 60 %
zvitat a pfi 1é€bé volnym 1é¢ivem (davka 5 mg/kg) bylo jen 20 % dlouhodobé
preZivajicich. Degradace roubovanych polymernich systéml byla studovéana
v pfitomnosti lysozomélniho enzymu katepsinu B, déle v reduktivnim prostiedi 3
mM glutathionu, popfipad¢ v prostfedi obsahujicim jejich kombinaci. Nejrychleji
probihala degradace roubovaného polymeru se spojkami obsahujicimi jak GFLG
oligopeptid, tak disulfidovou vazbu, kde se uplatnily oba degrada¢ni mechanizmy
zaroven (enzymolyza, redukce). Redukce disulfidického mistku probihala obecn¢

23



rychleji neZ enzymatickd hydrolyza GFLG oligopeptidu, coZ je moZné vysvétlit
sterickym brdnénim objemné molekule enzymu s molarni hmotnosti okolo 30 000
g/mol v ptistupu ke GFLG sekvenci vramci struktury roubovaného pHPMA.
V modelovych podminkéch vSak byly vSechny roubované polymery degradovéany
na degradacni produkty s moldrni hmotnosti pod limitem renalni filtrace béhem 2
az 15 h. Scilem detailné¢ prokazat degradovatelnost systémut s disulfidickymi
spojkami byla studovéna jejich stabilita v riznych prostfedich a také pfi inkubaci
s nddorovymi bunikami. Zjistili jsme, Ze polymerni konstrukty obsahujici zminéné
biodegradovatelné spojky (roubované, diblokové, multiblokové) jsou stabilni
v prostiedi modelujicim prostfedi krve. Naopak pfi inkubaci s nddorovymi
buitkami byla zji§téna Casové zavisld degradace viech studovanych struktur!'?,
Vysledky ziskané pfi studiu roubovanych polymernich konjugétt jsou sice velmi
slibné, stale vSak prevazuji negativa téchto systému: pfili§ vysoka disperzita, jen
omezené moznosti fizeni molarni hmotnosti a nepfili§ vysokd reprodukovatelnost
jednotlivych Sarzi. Molarni hmotnosti roubovanych polymera jsou 2-5krat vyssi
ve srovndni s linedrnimi konjugéty, dalsi navySeni by vSak bylo problematické.
Z tohoto diivodu jsme ve vyvoji téchto systémi dale nepokracovali.

3.2 Hvézdicovité polymerni systémy

Dalsi studium jsme zaméfili na novy typ polymernich struktur, a to na
hvézdicovité polymerni nosice. Pfi volbé struktur téchto novych VM polymernich
nosi¢li jsme vychazeli ze zkuSenosti ziskanych pfi pfipravé roubovanych
polymerd. Namisto polymerniho fetézce jako centralni molekuly systému jsme
pouzili mensi molekuly o definované struktuie s vyS§im poctem reaktivnich
skupin. Ukazalo se, Ze pro piipravu hvézdicovitych nosicl jsou nejvhodnéjsi
dendritické struktury, mezi nimi pfedev$im dendrimery na béazi polyamidoamind,
tzv. PAMAM dendrimery. VM hvézdicovité polymery byly pfipraveny
kontrolovanym roubovanim semitelechelickych polymernich prekurzord na
reaktivni skupiny PAMAM dendrimerd. Stejné jako v piipadé roubovanych
polymert byla biodegradace VM hvézdicovitych polymert zajiSténa vloZenim
biodegradovatelné spojky mezi centrdlni PAMAM molekulu a polymerni rouby.
Byly pfipraveny polymerni prekurzory obsahujici reduktivn€ Stépitelné
disulfidické miistky a enzymaticky degradovatelné sekvence GFLG ¥/ VN8l pyj
syntéze téchto polymert byly pouZzity semitelechelické polymerni pHPMA
pfipravené radikdlovou polymerizaci iniciovanou funkcionalizovanym
inicidtorem 3,3°-[azobis(4-cyano-4-methyl-1-oxobutan-4,1-diyl)]bis(thiazolidin-
2-thionem) (ABIC-TT). Vyuziti tohoto funkcionalizovaného iniciatoru radikélové
polymerizace ndm umoZnilo kontrolované pfipravovat polymerni prekurzory
obsahujici jednu koncovou reaktivni skupinu a chranéné funk¢ni skupiny,
hydrazidové skupiny chranéné terc.-butoxykarbonylovou skupinou nebo piimo
lé¢ivo Dox navazané pies oligopeptidovou spojku GFLG. Mol4rni hmotnost
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polymernich prekurzorti (nejcastéji v rozmezi 20 000 — 40 000 g/mol) bylo mozné
fidit sloZzenim polymeriza¢ni smési. Hvézdicovité polymery byly posléze
pfipraveny piimym roubovanim polymernich prekurzori na PAMAM
dendrimery. Molarni hmotnost hvézdicovitych polymerd byla fizena velikosti
(generaci) PAMAM dendrimeru, molarni hmotnosti pouzitych roubii a poctem
polymernich roubti pfipadajicich na jednu centralni molekulu dendrimeru. Pii
syntéze byly nejcastéji pouziviny PAMAM dendrimery 2. — 4. generace s 16 - 64
koncovymi amino skupinami, polymerni rouby o Mw = 28 000 g/mol a pomér
polymeru k dendrimeru byl ménén od 6:1 do 40:1. Uspé&sné byly piipraveny
hvézdicovité polymery s Mw od 90000 do 1000000 g/mol. Piiprava
hvézdicovitych polymert vyuZivala reakci aktivovanych karboxylid (thiazolidin-
2-thionovy reaktivni amid) s primarnimi aminy PAMAM dendrimert.
Hvézdicovité polymerni prekurzory s polymery pfipojenymi k dendrimeru
reduktivné degradovatelnymi disulfidovymi vazbami byly pfipraveny z PAMAM
dendrimeru modifikovaného pyridyldisulfidovymi skupinami, roubovanim
semitelechelickymi polymery s koncovymi thiolovymi skupinami. Enzymaticky
degradovatelny hvézdicovity polymer byl pfipraven z polymerniho roubu, na
jehoz reaktivni konec byl navazan oligopeptid GFLG, jehoZz koncovy karboxyl
byl pouzit pro acylaci primarnich amino skupin PAMAM dendrimeru pomoci
karbodiimidové metody. VSechny tfi syntetické metody vedly k pfipravé VM
hvézdicovitych polymernich konjugati'®! (Obr. 5). Na rozdil od roubovanych
polymeri popsanych vyse nedochdzelo u hvézdicovitych polymert k rozSifovani
distribuce molarnich hmotnosti a disperzita pfipravenych polymerd byla
v rozmezi 1,6 aZ 2,1. Pro studium vyuZitelnosti téchto VM polymert jako nosic¢a
lé¢iv bylo vybrano modelové 1é¢ivo Dox s dvéma funkénimi skupinami
vhodnymi pro piipojeni k polymeru kovalentni vazbou: priméarni aminoskupinou
a karbonylovou skupinou. Karbonylovd skupina umoZnila navazat 1é€ivo na
polymerni nosi¢ pH-senzitivni hydrazonovou vazbou, aminoskupina byla vyuZita
pro amidickou vazbu pifes oligopeptidovou spojku GFLG Stépitelnou
lysozomalnimi enzymy "' N M1 1 &&ivo pripojené k polymernimu fetézci pies
GFLG sekvenci bylo do polymerni struktury inkorporovano piimou
kopolymerizaci methakrylamidového monomeru obsahujicitho 1é¢ivo s HPMA.
Dox véazany pfes spojku obsahujici hydrazonovou vazbu byl navdzan na polymer
az v poslednim kroku syntézy po odchranéni hydrazidovych skupin polymerniho
prekurzoru trifluoroctovou kyselinou. Oba typy vazeb zajist'uji stabilitu polymeru
po dobu transportu v krevnim fecisti, kaZzda ale pfedstavuje jiny mechanizmus a
jiné misto fizeného uvolnéni 1éCiva z nosie. Amidickd vazba je St€pitelnd
enzymaticky a umoZni uvolnéni léCiva z nosie pouze plisobenim enzymi
piitomnych v lysozomech cilovych nadorovych bunék. Hydrazonova vazba je
Stépitelnd hydrolyticky, a to jak v mirné kyselém prostfedi nadoru (pH 6 - 6.5),
tak po priniku konjugatu do bunék v endozomech, piipadné i lysozomech.
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Rychlost uvolovdni Dox z hvézdicovitych konjugatli byla ovérena
v pufrech modelujicich prostfedi krevniho feciSt€, prostfedi v nddoru i uvnitf
nidorovych bunék. Bylo zjiSténo, Ze rychlost uvoliiovani hydrazonové vazaného
léciva byla stejnd jako u plvodniho linearntho polymerniho nosi¢e. Rychlost
uvolilovdni Dox rostla s klesajicim pH prostfedi. LéCivo navdzané na
hvézdicovity polymer pfes GFLG sekvenci se uvoliiovalo v piftomnosti
modelového lysozomalniho enzymu katepsinu B pomaleji nez v piipadé
linearnich polymert s mensi molarni hmotnosti. Tento rozdil byl vysvétlen tak, Ze
v ptipadé pH-senzitivniho systému se jednd o prostou hydrolyzu a aktivni
molekulou je mald molekula vody, kterd miiZze jednoduse prochazet strukturou i
VM polymeri. U systémid s mechanizmem na bazi enzymatického Stépeni je
aktivni molekulou rozmérnd molekula enzymu katepsinu B (M,, pfiblizn&¢ 30 000
g/mol), ktera ze sterickych dGvodu Stépi substraty ve VM polymerech
srozvétvenou strukturou pomaleji. Studium biodegradace vySe popsanych
hvézdicovitych VM polymernich konjugati se zabudovanymi reduktivné
Stépitelnymi disulfidovymi a enzymaticky $té€pitelnymi vazbami ukazalo, Ze oba
biodegradovatelné polymerni systémy jsou stabilni v prostfedi modelujicim
krevni fecisté. Pfi inkubaci v pufrech s cytoplazmatickou koncentraci glutathionu
(3 mM) nebo s lysozomélnim enzymem katepsinem B dochdzelo k jednoznacné
degradaci téchto polymernich systéml. V obou piipadech se hvézdicovité
polymery rozpadaly aZ na polymerni degrada¢ni produkty s molarni hmotnosti
pod limitem rendlni filtrace zjiSténym pro dany typ pHPMA (okolo 50 000
g/mol). Bylo dokazéno, Ze reduktivni degradace je rychlejSi neZ degradace
enzymaticka, a rozdil byl vysvétlen sterickymi divody.

V ndvaznosti na vysledky fyzikalné-chemické charakterizace jsme
pfistoupili k hodnoceni biologickych vlastnosti studovanych hvézdicovitych
polymernich konjugatl. Bylo prokdzano, Ze nové piipravené hvézdicovité
polymery vykazuji vyznamné prodlouZenou cirkulaci v krevnim feciSti
a zvySenou akumulaci v pevnych nadorech. Pomoci chemické analyzy nadort a
neinvazivni techniky fluorescen¢niho zobrazovani jsme zjistili, Ze VM polymery
jsou v nadorové tkini akumulovany cca 50krat vice neZ volné 1éCivo a cca 5 —
10krat vice neZ linearni polymer s molarni hmotnosti pod limitem renalni filtrace.
Zaroven nebyla nalezena Zadnid vyznamnd akumulace v ostatnich zdravych
¢astech organizmu, koncentrace 1é¢iva nalezeného v nadoru ve srovnani s jeho
koncentraci v krvi (tzv. pomér nador/krev) nebo v perifernim svalu (tzv. pomér
nédor/periferni sval) vyrazné nartstaly s asem po podani. V piipadé volného
1é¢iva jsou oba poméry pfibliZzné rovné jedné, coZ sv&€dci o neselektivni distribuci
v téle a absenci jakéhokoliv smérovani do nadorové tkdn&. U hvézdicovitych
polymert jsme nalezli hodnoty az 35 pro pomér nador/krev a az 100 pro pomér
nador/periferni sval (Obr. 6). Zasadni vliv na chovani polymernich konjugiti
vorganizmu méla jejich molarni hmotnost, pfiCemz s narGstajici molarni
hmotnosti rostla i akumulace v nadorové tkani. Pfi porovnini akumulace
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hvézdicovitych polymernich konjugatd s M,, vrozmezi 200 000 az 1 000 000
g/mol bylo zjisténo, Ze akumulace v nddorové tkani nartistala se vzristajici M,, az
k polymeru s molarni hmotnosti 600 000 g/mol. U polymernich konjugatti s vyssi
M,, byla akumulace naopak sniZena, coZ pfipisujeme sniZené schopnosti
extravazace téchto rozmérnych polymernich konjugatt s hydrodynamickym
primérem okolo 80 nm "* ' Na zikladé dosaZenych vysledkii je moZné
konstatovat, Ze molarni hmotnost, potaZzmo velikost, hraje kliCovou roli ve
farmakokinetice hvézdicovitych polymernich systémid. Nejlepsi vysledky
z hlediska 1€inné akumulace v nddorové tkani je moZné ziskat pfi pouZiti
polymerG s M, vrozmezi 200000 - 600000 g/mol, coz odpovida
hydrodynamickému priméru 25 — 60 nm. Zminéné vysledky byly jednozna¢né
potvrzeny také neinvazivni technikou fluorescenéniho zobrazovani ',
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Obrazek 6. Akumulace v nadoru, pomér akumulace v naddoru ku krvi a k
perifernimu svalu u volného Dox, linearniho konjugatu s Dox a hvézdicovitych
konjugati s Dox o molarni hmotnosti 200, 600 a 1000 kg/mol v myS$ich s EL-4 T-
bunéénym lymfomem, i.v.; (o O ) Dox-HCI, (m O ) linearni konjugét s Dox,
(A0 ) hvézdicovity konjugat s Dox o molarni hmotnosti 200 kg/mol, (o O )
hvézdicovity konjugat s Dox o molarni hmotnosti 600 kg/mol, (e- - -)
hvézdicovity konjugét s Dox o molarni hmotnosti 600 kg/mol.
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Rovnéz byl studovan vliv stability hydrazonové vazby na dobu cirkulace
fluorescen¢niho modelu 1é¢iva a jeho akumulaci v nddorové tkani. Jak doba
cirkulace, tak nadorovd akumulace vzrlstaly se stabilitou hydrazonové vazby
mezi polymernim nosi¢em a modelem 1é¢iva.

In vivo biologickd tcinnost hvézdicovitych konjugati Dox byla
studovdana na mySsich nesoucich né€kolik typl mySich nadort. Jak u pevnych
nadora (EL-4 T-bunéény lymfom a C3H B-bunéény lymfom), tak u mysi BCL1
leukémie byl zjiStén vyznamny nartist u¢innosti protinddorové terapie pfi pouZiti
VM 1é¢iva vzhledem k tdcinnosti 1é€by volnym lé¢ivem nebo polymernimi
konjugaty s niz§i molarni hmotnosti, viz Obr. 7. Vyuziti VM hvézdicovitych
polymernich konjugétti umoZnilo efektivni 1é¢bu agresivnich nadorovych modelt

v my$ich i s pomérné nizkymi ddvkami 1éCiv.
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Obrazek 7. Protinddorova aktivita hvézdicovitého, diblokového a linearniho
konjugatu s Dox védzanym hydrazonovou vazbou u mysi s inokulovanym T-
bunéénym lymfomem EL-4. Lécba 8 den po inokulaci nadorti polymernimi
konjugaty pii davce 15 mg Dox ekv./kg. Kontrolni zvifata — zelena linka, 1écba
hvézdicovitym konjugatem — cCernd linka, 1écba diblokovym konjugitem —
Cervena linka, 1é¢ba linearnim konjugatem — fialova linka.

Kromé& vySe zminéného byly hvézdicovité konjugity, nesouci kromé
1é¢iva i fluorescencni znacku, pouzity pro lécbu vysoce rezistentniho nadoru
1411HP (karcinom zarodecnych buné€k), u kterého 1écba volnym léc¢ivem nebo
polymernim konjugidtem s nizZ§i molarni hmotnosti nevedla k zZadnému
pozorovatelnému udc¢inku. Fluorescencni zobrazovani jednoznacné prokéazalo
vyznamnou akumulaci hvézdicovitych polymerid v nadoru, kterd byla znacné
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vyS8§i neZz akumulace volného 1éfiva a polymerniho konjugitu s moldrni
hmotnosti pod limitem rendlni filtrace "', Po podéani dvou davek se oviem i 1é¢ba
hvézdicovitym polymernim konjugitem jevila pomérné nedcinnid. V rdmci
dalstho studia vS3ak bylo zji§téno, Ze po podini dal§i divky a prekroCeni
Sestindsobku bé€Zné divky volného 1é¢iva dochazi k vyznamnému terapeutickému
ucinku hvézdicovitého konjugitu nesouctho Dox véazany pH-senzitivni
hydrazonovou vazbou — u laboratornich zvifat doslo az ke kompletnimu vymizeni
nadort. Pii dikladném studiu nadorového mikroprostfedi bylo zjiSténo, Ze
puvodni nadory nebyly hypoxické, coz vedlo kpomérné¢ nizké aktivité
polymernich konjugatl vyuzivajicich pokles pH jako spoustéci mechanizmus
ucinku nesenych 1é¢iv. Hypoxie, kterd je obecnou vlastnosti rychle rostoucich
pevnych nadort, vyvolava pravé snizeni pH jiz v extracelularnim prostoru.
V prubchu experimentu na 1411HP nadoru bylo zjisténo, Ze pokud je pouzit
hvézdicovity polymerni konjugat v dostatecné davce, dojde spontanné v dusledku
lécby k vyznamnému nértstu hypoxie nadoru, ktera déle akceleruje uvolnéni
lé¢iva z polymerniho nosi¢e. Popsany hvézdicovity polymerni konjugit tedy
svym U¢inkem zménil nddorové mikroprostfedi tak, Ze vyznamné potencovalo
jeho vlastni ucinnost. Vysledkem byla regrese nadoru, ktery je velmi rezistentni
k chemoterapii. Zde je mozné shrnout, Ze potencidl VM hvézdicovitych nosict
1é¢iv je v ramci 1écby neoplastickych onemocnéni opravdu velmi vysoky.

3.3 Hyvézdicovité polymerni konjugaty s dalSimi 1é¢ivy
Velmi povzbudivé vysledky studia terapeutické t¢innosti hvézdicovitych
polymernich konjugatd Dox nas vedly k pifipravé obdobnych polymernich
konjugati i s jinymi protinadorovymi 1écivy. Byly pfipraveny polymerni systémy
s THP " DTX a PTX !"”. THP byl navézan k polymernimu nosi¢i obdobné jako
Dox reakci keto skupiny s hydrazidovymi skupinami polymerniho prekurzoru.
DTX aPTX byly pfed navdzdnim na polymerni nosi¢ derivatizovany na
hydroxylové skupiné v pozici 2 pomoci riznych oxo kyselin a aZ poté navazany
na polymerni nosi¢ hydrazonovou vazbou. Detailné byl studovan vliv struktury
pouzZité oxokyselinové spojky na stabilitu vzniklé hydrazonové vazby. Bylo
zjiSténo, Ze nejvhodnéjsi spojka je tvofena hydrazonem levulové kyseliny, ktera
vykazovala dobrou stabilitu hydrazonové vazby v prostiedi modelujicim krevni
feCiSté a naopak rychle uvoliiovala 1é¢ivo po poklesu pH na hodnoty bézné
vramci pevnych nadort. U zminénych polymernich konjugdti byl zjiStén
vyznamny narast protinddorové aktivity v porovnani s volnym lé¢ivem a jinymi
polymernimi konjugéity sniz§i molarni hmotnosti. Vynikajici vysledky pfti
testovani terapeutické icinnosti byly ziskany pfedevs§im v pfipadé hvézdicovitého
polymerniho konjugétu s THP, a to jak u inokulovanych nadorti, tak u nadort

spontanné vyvolanych kancerogenem, viz Obr.S8.
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V obou piipadech jsme dokézali mysi s nddory dokonce vyléCit (na
rozdil od volného 1é¢iva a difve studovanych proléciv — linearnich, roubovanych
a vétvenych), laboratorni zvifata prezila vice nez 60 dni po ukonceni
experimentu bez viditelné znamky znovuobjeveni nadora
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Obrazek 8. Léfba chemicky indukovaného (karcinogen: azoxymetan)
kolorektilniho karcinomu u mysi volnym 1é¢ivem THP, lindrnim konjugitem a
hvézdicovitym konjugatem, davka 5 nebo 15 mg THP ekv./kg. Celkova plocha
nadorovych bulek po 4 tydnech od aplikace 1é¢iv (A), pocet nddorovych bulek po
4 tydnech od aplikace 1é¢iv (B) a vyoperované stfevo s oznaenim nadorovych
bulek $ipkami (C). Adaptovano z '),

3.4 Hvézdicovité polymery pripravené s vyuzitim RAFT
polymerizace
Hvézdicovité polymerni konjugity popsané vySe byly pfipravovany
roubovianim PAMAM dendrimert semitelechelickymi polymernimi prekurzory
pfipravenymi klasickou radikdlovou polymerizaci. Tyto polymerni systémy
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umoziuji piipravu hvézdicovitych polymerti s mirné rozsifenou distribuci
molarnich hmotnosti. S cilem sniZit disperzitu hvézdicovitych polymert byly pro
jejich syntézu vyvinuty a pouZity polymerni prekurzory ptipravené kontrolovanou
RAFT polymerizaci. Takové heterotelechelické prekurzory piipravené RAFT
polymerizaci s iniciaci funkcionalizovanym inicidtorem a pfenosovym ¢inidlem
na bazi dithiobenzoatd byly pouZity pro pfipravu hvézdicovitého polymeru o
nizké disperzit¢ v rozmezi 1,2 — 1,3 U8 pesouctho kromé funké&nich skupin
rozmisténych podél fetézce i koncové reaktivni dithiobenzoatové skupiny
preveditelné na jiné reaktivni funkéni skupiny. Na tyto hvézdicovité prekurzory o
nizké disperzité bylo navazano 1écivo Dox pfes spojku obsahujici pH-senzitivni
hydrazonovou vazbu. Bylo prokdzano, Ze rychlost uvolfiovani Dox byla shodna
srychlostmi pozorovanymi pii hydrolyzidch hvézdicovitych konjugétt
ptipravenych z polymert klasickou radikdlovou polymerizaci. Koncové
dithiobenzoatové skupiny byly posléze vyuZity pro navizani fluorescenéni
znatky TAMRA 545 nm. Kromé toho mohou byt tyto koncové reaktivni skupiny
vyuZity ipro vazbu molekul umoZiiujicich aktivni smérovani hvézdicovitych
polymernich 1é¢iv. Pfi zkoumani biologické ucinnosti nebyl prozatim nalezen
vyznamnéjsi vliv nizs$i disperzity hvézdicovitych konjugatd pfipravenych z RAFT
polymernich prekurzori na jejich ucinnost, nicméné definovanost takovych
systému je piesnéjsi.

3.5 Micelarni systémy s cholesterylovymi substituenty

Zvyseni hydrodynamického rozméru, a tedy i akumulace polymernich
nosi¢ti v pevnych nadorech v disledku EPR efektu je mozné docilit nejenom
vy$§i molarni hmotnosti pouzitych polymernich nosict, ale také vyuZitim
samoasociacniho mechanizmu amfifilnich polymera (tvorby micelarnich struktur)
ve vodnych roztocich. S cilem porovnat chovani VM vodorozpustnych polymert
a polymernich micel na bazi pHPMA byly studovany polymerni micely pHPMA
obsahujici vysoce hydrofobni molekuly cholesterolu. Po navéazani cholesterolu na
pHPMA dochizelo v zavislosti na obsahu cholesterolu k tvorb&é miceldrnich
struktur. Pfi vy$§im obsahu cholesterolu byly vzniklé polymery ve vodé naprosto
nerozpustné a micelarni struktury nebylo moZno vytvoftit. Micely o velikosti R,
od 12 do 37 nm vznikaly pfi obsahu monomernich jednotek zakoncenych
molekulami cholesterolu mezi 1,5 aZ 5 molarnimi procenty '* (Obr. 9). S pomoci
rozptylovych metod bylo prokazédno, Ze vytvofené micely maji podobu
,perlového nahrdelniku* - nékolik hydrofobnich jader bylo spojeno do struktury,
kterd byla obalena hydrofilnimi fetézci pHPMA. Pro tento typ micel byla
v modelovém prostiedi krevniho fecist¢ stanovena kritickd micelarni koncentrace
44 pg/ml, kterd je dostate¢né nizka, aby zajistila stabilitu cholesterolovych micel
v krevnim feciSti po dobu transportu do nadorové tkdné¢ a naopak umoZnila
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rozpad micel na jednotlivé polymerni fet€zce po splnéni funkce nosice 1é€iva do
nadorové tkané.
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Obrazek 9. Schematickd struktura polymerniho konjugatu obsahujiciho
hydrofobni substituenty cholest-4-en-3-one, Sa-cholestan-3-one, cholest-5en-3p-
yl 4-(2-oxopropyl)benzoét) (Opb-Chol) a cholest-5en-33-yl 4-oxopentanoat (Lev-
Chol), které tvoti ve vodnych roztocich micelarni struktury.

Micelarni nosi¢e je mozné vyuzit pro dopravu 1éCiv vazanych bud
fyzikalné (nekovalentng, v hydrofobni ¢asti micel), nebo kovalentné v Casti
hydrofilni. V nafem piipadé jsme se rozhodli pro druhou variantu. Byly
pfipraveny polymerni micely obsahujici 1é€ivo Dox navéazané v bo¢nich fetézcich
pHPMA. Na zakladé vynikajicich vysledkli s vodorozpustnymi konjugaty
popsanymi vySe bylo na cholesterolové polymerni micely navazano 1é¢ivo pies
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pH-senzitivni hydrazonovou vazbu. Béhem studia téchto systému jsme zjistili, Ze
rychlost uvoliiovani Dox nebyla ovlivnéna tvorbou micelarnich struktur a byla
srovnatelna s rychlostmi zjisténymi u rozpustnych polymernich systémd, a to jak
s molarni hmotnosti pod limitem rendlni filtrace, tak nad timto limitem. Béhem
biologickych experimentii bylo zjiSténo, Ze pripravené micelarni konjugaty maji
vyrazn¢ prodlouzenou dobu cirkulace v krevnim fecisti a vyznamné se akumuluji
v nddorové tkani. Vzhledem kobdobnym hydrodynamickym rozmérim
micelarnich konjugatd a hvézdicovitych konjugath popsanych v minulém oddile
byla doba cirkulace v krevnim feciSti i akumulace v pevnych nadorech
srovnatelnd pro oba tyto systémy. RovnéZ terapeutickd aktivita ptipravenych
polymernich micel byla obdobna aktivité zjisténé u hvézdicovitych polymernich
konjugati, tedy vyznamné lepsi neZ terapeuticka aktivita volného léciva nebo
polymernich konjugati s niz§i molarni hmotnosti. Oba typy VM polymernich
konjugati byly schopné znacné prodlouzit preZiti 1é¢enych laboratornich zvirat a
v mnoha piipadech dochézelo k jejich Gplnému vyléceni. Zvifata pieZivala vice
nez 60 dni po ukonceni pokusu, aniZ by se u nich objevila zndmka obnoveného
nidorového onemocnéni. Vysledky biologického testovdni prokazaly
jednozna¢né vysoky potencial téchto micelarnich systémd.

Popsané micelarni systémy vykazovaly pomérné nizkou hodnotu CMC,
k jejich rozpadu na unimery, které jsou jiZ vyloucitelné z organizmu rendlni
filtraci, tedy miZe dochazet az za pomérné dlouhou dobu po jejich nastfiku do
organizmu. Micely se v tomto pfipad¢ rozpadaji aZ po nafedéni na velmi nizkou
koncentraci. Abychom mohli fidit rozpad micel a tim i rychlost vylouceni
polymeru z organizmu, zavedli jsme do struktury téchto amfifilnich polymerQ
biodegradovatelné spojky umoZznujici degradaci systému po splnéni jeho ulohy
nosice 1éciva. Ve vysSe popsaném micelarnim konjugatu byl cholesterol navazan
k polymernimu fetézci pies esterovou vazbu, kterd byla velmi stabilni i ve
fyziologickém prostfedi, a dochazelo tedy k uvoliiovani cholesterolu v fadu
jednotek procent az za nékolik dni. Pfi ptipravé hydrolyticky degradovatelnych
micelarnich konjugatd jsme bud vyuzili dostupné derivaty cholesterolu
obsahujici keto skupiny (cholest-4-en-3-on, 5-a-cholestanon), nebo jsme
cholesterol derivovali vybranymi oxokyselinami (Obr. 9). VSechny derivaty
cholesterolu obsahujici keto skupiny byly posléze navdzdny na polymerni
prekurzory nesouci hydrazidové skupiny a byla ovéfena schopnost té€chto
konjugati tvofit supramolekuldrni micelarni struktury. Derivatizace cholesterolu
neméla vliv na tvorbu micel a vSechny derivaty byly pouZity pro pifipravu
odpovidajicich micelarnich konjugatd. Vzniklé micelarni polymerni konjugaty se
vyznamné¢ liSily stabilitou micel v pufru modelujicim fyziologické prostfedi, jak
je uvedeno na Obr. 10 ™. Zménou struktury polymerniho konjugatu
s cholesterolem bylo mozné do jist¢ miry fidit stabilitu pfipravenych micel ve
vodnych roztocich, pfiCemZ nejméné stabilnim byl systém s cholesterolem
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modifikovanym kyselinou levulovou a nejstabiln&jSim byl systém s cholest-4-en-
3-onem.

e TOA
X
3 604 e
# .
;g 50 /l’ / v pH 5.0; Kopolymer s cholest-4-en-3-onem
5 /’ - —&— pH 5.0; Kopolymer s 5a-cholestan-3-onem
5 401 a /j ” _» —®— pH 5.0; Kopolymer s cholest-5en-3p-yl 4-(2-oxopropyl)benzoatem
'é » T —&— pH 5.0; Kopolymer s cholest-5en-3p-yl 4-oxopentanoatem
T 30 —7— pH 7,4; Kopolymer s cholest-4-en-3-onem
E‘ i e -— pH 7,4; Kopolymer s 5a-cholestan-3-onem
% 20 y " —C— pH 7,4; Kopolymer s cholest-5en-3p-yl 4-(2-oxopropyl)benzoatem
5 o »— s . — pH 7.4; Kopolymer s cholest-5en-3p-yl 4-oxopentanoatem
10 /: v )
/ ="
o e
0 1 2 3 4 5

Cas (dny)
Obrazek 10. Rychlost uvoliiovani cholesterolu nebo jeho derivatl z polymernich
micel.

3.6 Zavér kapitoly

V této kapitole byly popsany piiprava a vysledky fyzikalné-chemického
a biologického testovani VM polymernich systémi na bazi pHPMA kopolymert.
Jednoznacéné bylo potvrzeno, Ze kopolymery na bazi HPMA jsou vhodnymi
prekurzory pro piipravu VM polymernich syst¢émi pro dopravu a fizené
uvolfiovani 1é€iv. Bylo prokazéno, Ze hvézdicovité polymery a micely-tvofici
polymery s cholesterolem nebo jeho derivaty maji vysoky potencidl jako systémy
pro dopravu 1é¢iv s prodlouzZenou dobou cirkulace a vysokou akumulaci 1é¢iva
v pevnych nadorech, kterd je vyznamné vySS$i neZ u volného 1éCiva a jinych
polymernich systéma. Pouziti hvézdicovitych a micelarnich polymernich
konjugét s pH-fizenym uvoliiovanim lé¢iva vykazuje velmi dobré vysledky pii
16¢bé modelovych nadort in vivo. Usp&iné byly piipraveny polymerni konjugaty
celé fady 1éCiv, a to predevsim protinadorovych.

4. Aktivné smérované ,,prodrug* polymerni systémy
Pri 1é¢bé vétSiny onemocnéni, zejména pak nadorovych, je nutné
dopravit aktivni 1é¢ivo do mista pozadovaného terapeutického tcinku, jimz mize
byt cely organ, nebo jen urcity typ bunék. Transport 1é¢iva muzeme tedy rozdélit
na organové specificky a bunééné specificky. Pfi bunééné specifickém transportu
musi 1é¢ivo z krevniho feliSté projit pres endotelidlni membranu a pii styku
s bunkou (exprimujici receptory pro danou buiniku specifické) do ni miZe
endocytézou vstoupit a zacit terapeuticky pusobit. Pii orgdnové specifickém
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transportu 1é¢iv je cilem cely orgén a vSechny buiiky v ném. Pfedchozi kapitoly
byly vénovany pHPMA polymernim prolé¢iviim pfipravenym pro maximalni
akumulaci v pevnych nadorech diky EPR efektu. Polymerni proléciva vSak
mohou byt aktivné smérovana do nddorové tkané pomoci smérujicich skupin,
které jsou soucasti proléciva a jsou schopné rozpoznavat specifické receptory na
membranéch urcitého typu bunc¢k nadoru, obecné cilového orginu/tkané.

Jako vhodné smérujici skupiny mohou byt vybrany rizné molekuly, jako
napiiklad protilatky a jejich fragmenty, oligopeptidy odvozené od vazebnych
sekvenci ruznych proteini v lidském téle, oligosacharidy, lektiny apod. V nasi
prici jsme se zaméfili pfedev§im na molekuly protilatek, které maji obvykle
vysokou specificitu pfi vazbé na membranové antigeny, a jejich pouZiti pfi
smérovani polymernich proléciv k cilovym buitkdm by tedy mélo vést k velmi
ucinnym specificky ptisobicim systémtm. V 80. a 90. letech minulého stoleti byla
na naSem oddéleni vyvinuta metoda piipravy polymernich konstrukti
smérovanych molekulami protilatek IgG typu. V této metod¢ byla pro piipravu
polymernich konjugétli smérovanych protildtkou vyuZita reakce multivalentniho
polymerniho prekurzoru, obsahujictho reaktivni Onp skupiny, s lyzinovymi e-
amino skupinami molekuly protilatky. Usp&né byly touto metodou pfipraveny
smérované polymerni konjugaty s n¢kolika typy polyklonélnich i monoklonélnich
protilatek. Velkou nevyhodou této syntézy byla tvorba vétvenych struktur o
vysoké molarni hmotnosti, zna¢nd disperzita a obtiZznad reprodukovatelnost
polymernich systémt. Nevyhody tohoto systému jsme postupné piekonali
zmeénou strategie syntézy polymerniho prekurzoru.

4.1 Protilatkou smérované hvézdicovité polymerni

systémy

Pti piipravé protildtkami smérovanych proléciv s tizkou distribuci
molarnich hmotnosti jsme pouZili podobnou syntetickou metodu jako
v piipad¢ hvézdicovitych konjugatl s dendrimery, proto i je Ize nazvat
hvézdicovité (viz schematické struktury na Obr. 11). Zde jsme ovSem
semitelechelické kopolymery obsahujici koncové reaktivni funkéni
skupiny (reaktivni estery nebo amidy) nechali reagovat s aminoskupinami
protilatky™"!. Velkou vyhodou nového syntetického piistupu oproti
pouziti multivalentnich polymernich prekurzort byla ptiprava protilatkou
smérovanych polymernich konjugati sléCivem Dox s vyrazné uzsi
distribuci molarnich hmotnosti, nedochéazelo totiz k vétvicim reakcim a
ptiprava vzorki byla reprodukovateln.
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Obrazek 11. Schematické zndzornéni protilitkou smérovanych
polymernich  konjugati  pfipravenych  z protilitky = modifikované  2-
iminothiolanem (A) nebo z redukovanych protilatek (B). Ke konjugaci byla
pouzita reakce adice SH skupiny na dvojnou vazbu maleimidové skupiny
polymeru.

Protilatkou smérované hvézdicovité polymerni konjugaty byly nejdiive
pfipraveny jako enzymaticky Stépitelné systémy, tedy jako konjugaty nesouci
1é¢ivo navazané pies enzymaticky degradovatelné oligopeptidové spojky. Tyto
polymerni konjugaty smérované anti-CD71/A, anti-CD71/B nebo anti-Thy-1.2
protilaitkami vykédzaly vyznamné vySS§i cytostaticky i terapeuticky ucinek ve
srovnani jak snesmérovanymi polymernimi konjugaty, tak s konjugity
smérovanymi shodnymi protilatkami, ale pfipravenymi star§i metodou pomoci
multivalentnich polymernich prekurzora™'"!. V dal§im vyzkumu jsme se zaméfili
predevSim na hvézdicovité konjugéty s analogickou strukturou, avSak obsahujici
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1é¢iva navazand pres pH-senzitivni hydrazonovou vazbu. Pro srovnani biologické
aktivity byly pfipraveny tfi rtuzné, protilaitkou (lidsky imunoglobulin IgG)
smérované polymerni konjugéaty liSici se v metod¢ pifipravy. Pii jejich syntéze byl
pouZit jak multivalentni polymerni prekurzor, tak semitelechelicky prekurzor. Na
stran¢ protilatky byly pfi konjugaci vyuzity bud’ lyzinové amino skupiny, nebo
cukerné jednotky v Fc fetézci “*. Prvni dva typy polymernich konjugati byly
ptfipraveny z protilatek modifikovanych 2-iminothiolanem, ktery na lyzinové
amino skupiny zavedl thiolové skupiny schopné dal§i reakce s polymernimi
prekurzory, multivalentnimi nebo semitelechelickymi, nesoucimi
pyridyldisulfidové reaktivni skupiny. Jako v pfipadé metody vyuZivajici
reaktivnich esterd, i zde vedla syntetickd cesta se semitelechelickymi
polymernimi prekurzory k 1épe definovanému polymernimu systému s vyznamné
niz8i disperzitou, neZ tomu bylo u konjugitu pfipraveného z multivalentniho
polymerniho prekurzoru. Obecnou nevyhodou vyuZiti aminoskupin protilatek pro
vazbu polymeru je nebezpeci ztraty vazebné aktivity protildtky na antigen.
Koncové aminoskupiny peptidovych fetézcii Fab fragmentl tvoficich vazebné
misto protilatky jsou totiZ reaktivnéjS$i neZ ostatni €-aminoskupiny lysinovych
jednotek. Tento problém jsme vyfeSili diky nové metodé vazby polymeru
k protilatce vyuZzivajici cukernych jednotek na jejim Fc fetézci. V prvnim kroku
byly tyto cukerné jednotky nachazejici se mimo vazebné misto oxidovany
jodistanem sodnym a vzniklé aldehydové skupiny byly poté vyuZity k reakci
s polymernimi prekurzory nesoucimi hydrazidové skupiny. Vzniklé hydrazonové
skupiny byly nésledné redukovany kyanoborohydridem, coZ vedlo ke stabilizaci
vazby. Prokézali jsme, Ze zpusob vazby polymeru k protilitce vyznamné
ovliviiuje vazebnou aktivitu smérovanych polymernich konjugéati. Nejvyssi
vazebna aktivita byla zjiSténa u systému pfipraveného z oxidovanych protilatek,
nejniz§i u polymerniho konjugitu vyuZivajictho aminoskupiny protilatky a
multivalentni prekurzor. Vyznamnou nevyhodou smérovaného konjugétu
pfipraveného reakci oxidovanych protilatek byla bohuzel nizkd substituce
protilatek polymernimi fetézci - pohybovala se jen okolo 5-6 polymernich
fetézcl vazanych na jednu molekulu protilatky.

Dalsi vyzkum byl zaméfen na syntézu a studium vlastnosti protilatkou
smérovanych hvézdicovitych polymernich konjugatd obsahujicich 1écivo
navazané ptes hydrazonovou vazbu. Zdokonalili jsme syntézu a do struktury
polymernich prekurzor jsme vélenili maleinimidové (MI) skupiny selektivné
reagujici s thiolovymi skupinami zavedenymi do molekuly protilaitek pomoci
reakce s 2-iminothiolanem Y. Vysledny smérovany polymerni konjugat
vykazoval pomérné dobré vysledky pfi 1écbé syngennich mySich nadorti. BohuzZel
i v tomto piipadé dochdzelo k vyznamnému sniZeni vazebné aktivity, a to kvuli
castecné modifikaci vazebného mista protilatek po reakci s 2-iminothiolanem a
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nésledném naroubovani polymerniho fetézce. Z tohoto divodu jsme se v dalSim
kroku zaméfili na jinou syntetickou cestu vychazejici z redukovanych protilatek.

4.2 Polymerni systémy smérované redukovanymi

protilatkami

Mirnou redukei disulfidickych mustki v molekule protilatky pomoci
dithiothreitolu bylo do molekuly protildtky zavedeno 10 — 14 thiolovych skupin,
které byly posléze pouZzity pro reakci s maleinimidylovymi skupinami
polymernich prekurzort. Po redukci disulfidickych mistkii nedochazi k poruseni
struktury protilatky, ta je i nadile udrZovdna elektrostatickymi interakcemi
a vodikovymi mustky. Takto redukované protilatky byly nasledné pouZity pro
pfipravu smérovanych hvézdicovitych polymernich konjugatd, a to reakci se
semitelechelickymi polymernimi prekurzory nesoucimi koncovou MI skupinu a
1é¢ivo navazané v bocnich fetézcich polymeru pfes pH-senzitivni hydrazonovou
vazbu 2 N prokdzali jsme, 7e metoda vyuzivajici redukované protilatky vede
k ptipravé hvézdicovitych polymernich konjugétli, které maji pomérn¢ uzkou
distribuci molarnich hmotnosti, dostatené mnozstvi navazanych polymernich
fetézcl i 1éCiva a zachovanou vazebnou aktivitu k antigenu. Byly pfipraveny
smérované polymerni konjugéty s anti-CD20 monoklonilnimi protilatkami a byla
prokdzana vysoka vazebna aktivita k buitkdm exprimujicim CD20 receptor, u
kterych popsané konjugéty vykazaly vysokou miru cytotoxicity, vyznamné vyssi
neZ jiné polymerni konjugaty **. S cilem studovat potencialni synergizmus jak
chemoterapeutického, tak biologického ucinku anti-CD20 monoklonalni
protilatky rituximabu byly pfipraveny smérované polymerni konjugity této
protilatky, a to s vyuZzitim jeji redukce pied vazbou polymerniho prekurzoru.
V naslednych biologickych experimentech bylo zjiSténo, Ze si protilitka po
redukci a konjugaci zachovala svou vazebnou aktivitu a smérovany polymerni
konjugit vykazoval pomérné vysokou cytotoxickou aktivitu proti CD20
pozitivnim buiikam™'"!. BohuZel pfi in vivo experimentech bylo prokézano, Ze
nedochdzi k synergizmu biologického a chemoterapeutického tcinku, coZ si
vysvétluyjeme tim, Ze po modifikaci polymerem se sniZi vlastni schopnost
protilatky spoustét pro-apoptoticky mechanizmus smrti nddorové bunky s CD20
receptorem. Modifikace thiolovych skupin po redukci protildtky vedla nejspise
ke sterickému branéni Fc fetézce protilatky, ktery je zodpové€dny za zminény
biologicky mechanizmus u¢inku rituximabu. Nicméné je mozné konstatovat, Ze
polymerni konjugat smérovany rituximabem byl ucinng&jsi ptfi 1écbé vysoce
rezistentnich lidskych lymfomt neZ samotny rituximab nebo volné 1é¢ivo.

4.3 Polymerni systémy smérované oligopeptidy
Kromé protilatkami smérovanych polymernich konjugati jsme také
studovali polymerni systémy smérované oligopeptidem GE7
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(NPVVGYIGERPQYRDL), v literatufe popsanym jako smérujici sekvence
k receptoru pro epidermalni ristovy faktor (EGFR), ktery je exprimovan ve
zna¢né mife na epitelidlnich nddorech, jako jsou nadory hlavy a krku, prsou, plic,
stfeva, prostaty, ledvin, vaje¢niku a mogového méchyte. Uspéiné byly ptipraveny
polymerni konjugéity s oligopeptidem GE7 a kontrolnimi oligopeptidy se
zaménénym pofadim aminokyselin, tzv. scrambled peptides . Polymerni
konjugit obsahujici 1éC¢ivo Dox navazané pomoci hydrazonové vazby a
smérovany oligopeptidem GE7 vykéazal vysokou vazebnou aktivitu proti
nadorovym bunkam exprimujicim EGFR, vyznamné vys$$i neZ nesmérovany
polymerni konjugat nebo polymerni konjugaty smérované ,scrambled*
oligopeptidy. RovnéZ cytotoxicky ucinek byl u aktivn€é smérovaného
polymerniho konjugatu s GE7 oligopeptidem vyS8i neZ u ostatnich polymernich
konjugati. Pokud ovSem porovname vazebnou aktivitu polymernich konjugath
smerovanych GE7 oligopeptidem s vazebnou aktivitou polymernich konjugatt
smérovanych anti-EGFR monoklonélni protilatkou, je tfeba konstatovat, Ze
systém smérovany monoklondlni protilitkou ma o vice neZ jeden fad vyssi
vazebnou aktivitu k antigenu, coZ je zpusobeno vyznamné niz§i vazebnou
aktivitou kratkého oligopeptidu, neZ mé celd molekula monoklonalni protilatky.

4.4 Zavér kapitoly

Tato kapitola shrnuje vysledky ziskané pfi studiu syntézy, fyzikalné-
chemickych a biologickych vlastnosti aktivné smérovanych polymernich systémut
na bazi pHPMA. Byly studovany a vypracovdny metody syntézy téchto
polymernich systémt s cilem minimalizovat ztritu vazebné aktivity smérujici
struktury k antigenu a zvySit protinddorovou aktivitu smérovanych polymernich
konjugati. Bylo jednoznacné potvrzeno, Ze smérovani pomoci monoklonalnich
protilatek zvySuje cytotoxicitu konjugéatl proti nddorovym liniim in vitro a
zvySuje protinddorovou aktivitu in vivo v porovndni svolnym Ilé¢ivem a
nesmérovanymi linedrnimi polymernimi konjugaty. Pfi 1écbé pevnych nadorQ
bylo zjiSténo, Ze smérované polymerni systémy vykazuji obdobnou
protinddorovou aktivitu jako hvézdicovité polymerni konjugaty popsané v minulé
kapitole: pasivni akumulace na bazi EPR efektu u smérovanych i nesmérovanych
VM systému pievazila a efekt aktivniho smérovani nebyl signifikantni. Velmi
povzbudivé vysledky byly naopak ziskany pfi 1écbé BCL1 leukemie, kde aktivni
smérovani k cirkulujicim bunkdm vyznamné zvySilo protinddorovy efekt
v porovnani s u¢innosti 1é¢by vSemi ostatnimi polymernimi systémy nebo volnym
lé¢ivem. Protilatkami smérované polymerni konjugity se jevi jako vynikajici
systém pro 1é¢bu nesolidnich neoplastickych nadort.
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5. Polymerni systémy pro kombinovanou terapii

V klasické chemoterapeutické 16€bé se vyuZivaji vétSinou smési (tzv.
,koktejly*) nizkomolekularnich 1é¢iv, ktera synergicky pisobi pifi 1écbé
neoplastickych onemocnéni. Obdobné je moZzné vyuzZit i polymerni nosice: bud’ je
smés biologicky aktivnich litek navadzina na jeden polymerni nosi¢, nebo jsou
kombinovany nosie sjednim danym 1é¢ivem. Béhem studia polymernich
systémt na bazi pHPMA jsme se zaméfili také na tuto oblast a zkoumali jsme
detailn¢ vhodnost pouziti polymernich nosici pro kombinovanou terapii
niadorovych onemocnéni.

5.1 Polymery s kombinaci doxorubicinu a

dexamethazonu

V prvni fazi jsme se vénovali studiu moZnosti pouZiti polymernich
konjugétti pro 1é¢bu hormon-dependentnich nadord, napi. B-bunéénych lymfomd,
u kterych je znama synergie protinddorovych a protizanétlivych 1é¢iv. Pro nasi
studii byl vybran Dox jako modelové kancerostatikum a Dex jako modelové
protizanétlivé 1éCivo. Dex byl pfed vazbou na polymerni prekurzor derivatizovan
pomoci kyseliny levulové nebo 4-(2-oxopropyl)benzoové, jak jiz bylo popsano
v kapitole 2.1.3, s cilem zavést do struktury Dex reaktivni keto skupinu. Posléze
byly pfipraveny polymerni konjugity obsahujici bud’ jedno z 1éCiv, nebo ob¢
1é¢iva navazana na jeden polymerni fetézec', v obou piipadech byla pouzita pH-
senzitivni hydrazonova vazba. Detailné byla studovana stabilita pfipravenych
polymernich konjugati v modelovych pufrech imitujicich prostiedi krevniho
reCisSté, extracelularni prostfedi nidoru a intraceluldrni prostfedi bunék. Zjistili
jsme, Ze rychlost uvolilovani Dex je siln¢ zavisld na pH roztoku a piipadném
obsahu karboxyesterdz. Se sniZujicim se pH se vyznamné zvySovala rychlost
uvolilovani 1éCiva a ta se jest¢ zvySila v piitomnosti esteraz vyskytujicich se mezi
lysozomalnimi enzymy”'. Pro daldi studium byl vybrdan Dex acylovany
kyselinou 4-(2-oxopropyl)benzoovou, u kterého byly stanoveny nejvyhodné&jsi
profily uvoliiovani pfi modelovych podminkach. Pfi studiu protinddorové aktivity
in vivo provadéném na mySich inokulovanych B-bunéénym a T-bunécnym
lymfomem bylo zji§téno, Ze v pifipad€ T-bunééného lymfomu, ktery neni hormon
dependentnim nadorem, pfispiva k 1é¢b€ jen Dox a Zadného synergického ticinku
nebylo dosazeno. OvS§em pfi 1é¢bé B-bunééného lymfomu 38C13 byla zjiSténa
vyznamné vysSi terapeutickd aktivita polymerniho konjugatu obsahujiciho obé
1é¢iva ve spravném poméru **. Lé¢ba polymernim konjugatem obsahujicim Dox
a derivatizovany Dex dosahovala vyznamné lepsi terapeutické ucinnosti ve
srovnani s 1écbou volnymi 1éCivy, jejich kombinaci nebo polymernimi konjugaty
obsahujicimi jen jedno 1é¢ivo.
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5.2 Polymery s kombinaci doxorubicinu a mitomicinu C

Obdobné jsme se vénovali studiu terapie pomoci polymernich konjugéti
kombinujicich u¢inek dvou protinddorovych 1é¢iv Dox a derivatu mitomicinu C
Mit C). Mit C byl vprvnim kroku derivatizovan na své amino skupiné na
aziridinovém kruhu pomoci kyseliny levulové a do struktury Mit C byla zavedena
keto skupina vhodné pro tvorbu hydrazonové vazby. Néasledné byly pfipraveny
polymerni konjugaty obsahujici bud’ jedno z1éCiv, nebo ob¢ 1éCiva vazana na
jednom polymernim fetézci. Jako nosiCe 1é¢iv byly v tomto pifpad€ pouZity
linearni polymery o mol4rni hmotnosti okolo 30 000 g/mol a biodegradovatelny
diblokovy kopolymer obsahujici jako spojku mezi obéma bloky reduktivné
$tépitelny disulfid . Prokézali jsme, Ze rychlost uvoliiovani obou 16&iv z nosice
splitovala zakladni pfedpoklady pro kontrolované uvoliiovani 1é¢iv v nddorové
tkani. Ob¢ 1é¢iva byla uvoliiovana velmi pomalu ve fosfitovém pufru o pH 7,4
pti 37°C, coZz odpovida pH krve. Uvolnéni méné nez 15 % léc¢iva béhem 24 h
svédcilo o pouZitelnosti polymernich konjugati pro transport krevnim fecistém.
Pti pouziti pufru o pH 5 imitujicim prostfedi nadorovych bunék bylo uvolnéno
béhem 4 h jiz vice nez 60 % obou 1éCiv. Zjistili jsme, Ze pfi in vitro podminkdch
vykazuji polymerni konjugity s Dox a Mit C vyznamny synergicky efekt pfi
1é¢b€ EL-4 T-bunééného lymfomu. Synergicky efekt byl posléze prokdzan i v in
vivo podminkéch pfi 1écbé tohoto lymfomu. Nejvyznamnéjsi nartst terapeutické
aktivity byl pozorovan u diblokového polymerniho konjugitu, kde doslo
k synergickému ptisobeni obou 1é¢iv v kombinaci s vyznamnym navySenim
akumulace 1é¢iv nadorové tkani v dusledku zvySené molarni hmotnosti a EPR
efektu™. Obdobn& jako v predchozim piipadé je mozné konstatovat, Ze
polymerni nosi¢e umoZiuji kombinovanou terapii a je moZzné dosdhnout
vyznamného navyseni protinddorové aktivity, a to v porovnani jak s volnym
1é¢ivem, tak i s polymernimi konjugéty nesoucimi jen jedno z 1é€iv.
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Obrazek 12. Schematické struktury polymernich systémi pouZitych pro
kombinovanou terapii: polymerni konjugét obsahujici kombinaci 1é¢iv Dox a Dex
(A), polymerni konjugit s 1é¢ivem Dox navdzanym pies hydrazonovou vazbu a
zaroven pres enzymaticky degradovatelny oligopeptid (B), polymerni konjugét
obsahujici kombinaci 1é¢iv Dox a Mit C (C), diblokovy polymerni konjugit
slé¢ivem Dox navazanym pies hydrazonovou spojku v jedné c&asti a pies
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enzymaticky degradovatelny oligopeptid v druhé ¢4sti.

5.3 Polymery s kombinaci duilné vazaného doxorubicinu
V dalsi fazi jsme se zaméfili na studium polymernich konjugéti
obsahujicich jen jeden typ léCiva, Dox, vazany dvéma rGznymi zpiisoby na
polymerni prekurzor a putsobici zanik nadorovych bun¢k dvéma rtznymi
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mechanizmy. Pfi detailnim biologickém hodnoceni polymernich konjugéati s
hydrazonové véizanym léCivem Dox a stejnym léivem vazanym pies
oligopeptidovou spojku jsme zjistili, Ze oba polymerni konjugaty maji do zna¢né
miry odli§ny mechanizmus udc¢inku. V piipad€ hydrazonového konjugatu byl
prokézan klasicky t¢inek Dox po uvolnéni z polymerniho nosice, tedy interkalace
do DNA a spuSténi apoptotické drdhy smrti nadorové buiky. Naopak u
polymerniho konjugatu s Dox navdzanym pfies oligopeptid GFLG byl prokazan
dvoji ucinek zaloZeny pfedevSim na interakci polymerniho konjugatu
s bunéénymi membranami vedouci k nekrotické smrti bunék, kterd byla
kombinovéna s interkalaci uvolnéného Dox do DNA a tedy pro-apoptotickou
drdhou smrti bunc¢k. Pfi porovnani terapeutického u€inku obou polymernich
systémt vykazuje hydrazonovy konjugat vzdy vyssi efektivitu in vivo. Rozdily
v mechanizmu Uuc¢inku obou polymernich systémd nas vedly k piipravé
polymernich konjugati o rizné struktufe kombinujicich Dox navazany pfes
hydrazonovou vazbu a pies biodegradovatelny oligopeptid 1. Byly piipraveny
statistické kopolymery obsahujici ndhodn€ rozmisténé 1éCivo vazané ob&ma
zpusoby (viz Obr. 12) a linearni polymery obsahujici 1éCivo navazané jen jednim
typem vazby. Dale jsme z linearnich konjugati pfipravili vétvené polymerni
konjugity reakci ketoskupiny Dox (amidicky vazaného na polymer pies
oligopeptid) se zbyvajicimi hydrazidovymi skupinami na polymernim konjugatu
obsahujicim hydrazonové vazané 1é¢ivo. Nakonec byl pfipraven polymerni diblok
z linearnich konjugatd, pficemz kazdy blok obsahoval jinak vazany Dox. Zjistili
jsme, Ze zpusob piipravy kombinovanych konjugitti nijak neovlivnil rychlost
uvolilovidni Dox véazaného hydrazonovou vazbou. V piipadé Dox navazaného
amidicky pfes biodegradovatelny oligopeptid byla rychlost uvoliiovani 1éCiva
sniZena u vétvenych a diblokovych konjugati s vy$si molarni hmotnosti, a to
nejspiSe ze sterickych divodu. Vysledky testovani terapeutické tcinnosti in vivo
prokazaly vyznamny nartist protinddorové aktivity u prostych smési linedrnich
konjugatt, diblokového a vétveného konjugatu > 2”1 N2/ p¥ipadé linedrniho
konjugitu s ndhodné rozmisténym IéCivem vazanym obéma zplsoby byla
terapeutickd aktivita srovnatelnd sobdobnym konjugitem nesoucim jen
hydrazonové vazané 1éCivo. V tomto pfipadé konjugatu s ndhodnym rozloZenim
1é¢iva doslo k poruseni jednotné struktury polymerniho proléciva s Dox vyzanym
amidicky pfes oligopeptid, coZ vedlo k nedostate¢né interakci s bunécnou
membranou nadorovych bunék, a nebyla tedy spuSténa jejich nekrotickd smrt.
Vsechny ostatni smésné konjugaty prokazaly vyznamné synergické ptsobeni na
nidorové buiiky EL-4 T bunééného lymfomu. Nejvyssi protinddorovy tcinek byl
pozorovan u diblokového konjugétu, kde doslo kromé vyznamného synergického
plsobeni Dox vazaného dvéma zplsoby také k nekolikandsobnému navySeni
akumulace 1éCiva v pevném nadoru v disledku zvySené molarni hmotnosti
diblokového konjugitu * *”. V souhrnu je mo7né konstatovat, 7e polymerni
konjugéty obsahujici 1é¢ivo Dox vézané jak pfes hydrazonovou vazbu, tak pies

44



biodegradovatelny oligopeptid jsou velmi slibnymi kandidaty pro uspé$nou
protinddorovou terapii.

5.4 Zavér kapitoly

V predposledni kapitole dizertace jsou uvedeny vysledky studia pfipravy
a fyzikalné-chemickych a biologickych vlastnosti polymernich systému
umoziujicich kombinovanou terapii nddorovych onemocnéni. Byla studovédna a
optimalizovana syntéza tii polymernich systému s cilem pfipravit polymerni
konjugéty se synergickym mechanizmem tucinku na vybrané nadorové modely.
Potvrdili jsme, Ze polymerni nosi¢e na bazi pHPMA jsou vhodnymi kandidaty
pro kombinovanou terapii a umoziuji navazani dvou rtznych 1é¢iv, piipadné
jednoho 1é¢iva dvéma riznymi zptsoby. Prokazali jsme, Ze jak kombinace Dox a
Dex, tak kombinace Dox a Mit C jsou po vazbé pH-senzitivni hydrazonovou
vazbou na polymerni nosi¢ vhodnymi kandidaty pro 1é€bu hormon-dependentnich
B-bunéénych lymfont nebo T-bunéénych lymfomt. Rovnéz jsme prokazali
vyznamny synergicky ucinek polymernich konjugati obsahujicich l1écivo Dox
navdzané dvéma rdznymi zpisoby liSicimi se findlnim ucinkem 1éCiva na
nadorové buiiky. V souhrnu je moZné konstatovat, Ze polymerni konjugaty na

-----

neoplastickych nadort.

6. Studium biodistribuce polymernich nosici a 1é¢iv

Mezi zékladni vyhody polymernich proléciv patii (krom¢ omezeni
biodistribuce a farmakokinetika dopravovaného 1éciva. Z tohoto divodu jsme se
biodistribuci polymernich nosi¢i a dopravovanych 1éCiv veénovali velmi
podrobné. V pribéhu studia jsme vyuZili pfedevs§im dvé zakladni metody, a to
chemickou analyzu vzorkd tkdni a neinvazivni metodu fluorescencniho
zobrazovani.

6.1 Chemicka analyza tkani

V prvni metodé, jejiz vysledky jiZz byly castené diskutovany
v pfedchozich kapitolach price, se jednalo o stanoveni obsahu derivatu 1éCiva
Dox v biologickych vzorcich po hydrolyze v 1M HCI provadéné po dobu 1 h pfi
50 °C. Zminény derivat, aglykon Dox, byl posléze vytfepan do organického
rozpoustédla a jeho obsah byl stanoven pomoci HPLC s fluorescencni detekci.
Tato metoda ndm umoznila stanoveni hladiny 1é¢iva v krvi a v riznych organech
béhem pomérné dlouhého casového useku. Vyhodou této metody je, zZe
polymerni konjugaty s Dox neni nutné pfedem nijak modifikovat. Nevyhodou je
potom omezeny vybér 1éCiv, kterd lze stanovit dostatecnou citlivosti, tj. pomoci
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fluorescence. Napt. konjugaty s DTX a PTX se nam takto analyzovat nepodafilo.
Pfi svém studiu jsme se kromé stanoveni farmakokinetiky jednotlivych typh
polymernich nosi¢i Dox snazili sledovat také osud 1éCiva z hlediska jeho
vylu€ovani z organizmu. Byly pfipraveny pHPMA polymerni konjugéty liSici se
strukturou polymerniho fetézce (linedrni a hvézdicovitd struktura, rizné molarni
hmotnosti s hodnotami pod a nad limitem rendlni filtrace prezentovanym
v literatufe, rizné disperzity). V in vivo podminkich byla u téchto polymernich
konjugétl s Dox sledovana pfedevS§im akumulace 1éCiva v nadoru, vyluCovani
lé¢iva a polymerid v moci, doba cirkulace 1éCiva v krevnim fecisti a detailni
charakteristika vylou¢enych polymert v mogi pokusnych zvitat 2%,

Zjistili jsme, Ze akumulace léCiva v pevnych nadorech vzristd se
zvySujici se molarni hmotnosti pouZitého polymerniho nosice, piipadné
s rostoucim hydrodynamickym rozmérem klubka v roztoku, pfiCemz detailni
struktura polymernfho nosi¢e nehrdla v mife akumulace vyznamnou roli.
Obdobny vysledek byl pozorovan u doby cirkulace 1é¢iva v krvi, mirné delsi
dobu cirkulovaly systémy hvézdicovité v porovnani se systémy linedrnimi. Vétsi
rozdil byl ovSem pozorovéan pfi vylucovani ledvinami. U vSech polymernich
systéml byly v jednotlivych Casovych intervalech v mo¢i nalezeny polymery
s pomérné tzkou distribuci molarnich hmotnosti s disperzitou okolo 1,1, pfi¢emz
molarni hmotnost vylu¢ovanych polymerti vzristala s narGstajicim ¢asem od
podani 1éciva do organizmu. Zatimco u hvézdicovitych polymert byly v moci
nalezeny polymery pouze do molarni hmotnosti cca 50 000 g/mol odpovidajici
publikovanym vysledkim v literatufe, u linearnich polymernich systémi jsme
v delSich ¢asovych intervalech nalezli i polymery o molarni hmotnosti okolo
70 000 g/mol. Je dilezité zminit, Ze se zvySujici se M, vyznamné klesalo
mnozstvi polymeru vyloudeného moéi za jednotku ¢asu *. Vysledek téchto
experimentll nas vedl k hypotéze, Ze zatimco hvézdicovité, relativné rigidni
struktury polymerd mohou byt vylu¢ovany glomerularni filtraci v ledvinach jen
na zékladé hydrodynamického rozméru, ktery ptiblizné odpovida 50 000 g/mol
pro pHPMA kopolymery, linedrni polymery mohou byt vyluovany jak na
zakladé hydrodynamického rozméru svého klubka, tak také daleko pomalejSim
procesem, kdy linedrni polymery o vy$§i molarni hmotnosti s vét§sim
hydrodynamickym rozmérem projdou glomeruldrni filtraci tzv. ,,worm-like*
pohybem, ktery neni dostupny pro rigidnéjsi hvézdicovité struktury. Zminéné
vysledky jsme dale vyuzili pfi ndvrhu struktury nasich polymernich systémt.

6.2 Neinvazivni fluorescen¢ni metoda

Kromé& omezeného vybéru 1é€iv je dalsi nevyhodou pfedchozi metody i
nemoznost sledovani osudu polymerniho nosi¢e v téle. Neinvazivni metody
sledovani biodistribuce polymernich syst¢émt v Zivém organizmu jsou velmi
vhodnym néstrojem pro pochopeni vztahu mezi strukturou a chovidnim daného
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polymerniho systému v organizmu. Z tohoto divodu jsme spolecné s kolegy
z Martin Luther University Halle-Wittenberg vyvinuli metodu neinvazivniho
fluorescenéniho zobrazovini zaloZenou na dvojit€¢ znacenych polymernich
nosi¢ich. Jedna fluorescencni znacka byla navdzina pfimo na polymerni nosi¢
vazbou, kterd neni degradovatelnd v Zivém organizmu, druhd znacka byla
navazédna pres biodegradovatelnou spojku, napf. hydrazonovou vazbu. Prvni
znacka slouzila ke sledovani osudu polymerniho nosi¢e a druha simulovala
lécivo, které by se meélo uvolnit v zdvislosti na zméné prostedi. Ob¢
fluorescen¢ni znacky byly vybrany tak, aby rozdil v jejich absorp¢nich a emisnich
spektrech byl alespoi 100 nm. Vzhledem k autofluorescenci Zivych tkani a k
zachytu fluorescence o niz§ich vlnovych délkach byly pouZity fluorescenéni
znacky Dyomics-676 a Dyomics-782, které maji emisi ve vzdalené Cervené nebo
blizké infracervené oblasti spektra. V ramci této neinvazivni metody zobrazovéini
bylo tedy moZzné jednozna¢né odliSit signal fluorescenéniho modelu 1é¢iva od
signalu znaGeného polymerniho nosice’.

1
IPB

PYR
| i

‘ S

Obrazek 13. Biodistribuce modelu polymerniho 1é¢iva (1) a polymerniho
nosic¢e (2) po aplikaci hvézdicovitého (A) a linedrniho polymeru (B) se tfemi
riznymi spojkami obsahujicimi hydrazonovou vazbu — OPB — spojka obsahujici
4-(2-oxopropyl)benzoovou kyselinu, IPB — spojka obsahujici 4-isopropyl-4-
oxobutanovou kyselinu a PYR - spojka obsahujici 4-oxo-4-(2-pyridyl)butanovou
kyselinu.
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Tato metoda ndm umoZnila sledovat a porovnat nejen biodistribuci
jednotlivych typli polymernich nosi¢ti, viz Obr. 13, ale také akumulaci modelu
lé¢iva v nadorech, a to v zavislosti na stabilit¢ hydrazonové vazby mezi
polymernim nosi¢em a fluorescenéni znackou simulujici 1é¢ivo ** 3. Vysledky
téchto experimentli nAm pomohly navrhovat struktury jednotlivych polymernich
systému z hlediska co nejvhodnéjsi biodistribuce a schopnosti dopravit 1é¢ivo do
cilového mista i¢inku - pevného nadoru.

Metoda dvojité znacenych polymernich nosict 1é¢iv byla posléze vyuzita
také pro prokazéni funkcnosti dalSich polymernich systémt zaloZenych na
kontrolovaném uvoliiovani 1é¢iva na zdkladé¢ redukce v cytoplazmatickém
prostiedi bunék, redukce pomoci glutathionu a thioredoxinu II nebo na zékladé
enzymatického uvolnéni lysozomélnimi enzymy v sekundarnich lysozomech
nadorovych bungk™” *!!. Byly ptipraveny polymerni konjugéty oznagené jednou
fluorescencni znackou pfes nedegradovatelnou vazbu. Na polymer byla potom
pfipojena druha fluorescenéni sonda, a to pres disulfidicky mistek®” nebo pres
oligopeptid GFLG"™". V obou ptipadech bylo pii in vivo experimentu prokizano,
Ze dochazi kpreferenéni akumulaci nejen polymerniho nosice, ale i
dopravovaného modelu 1é¢iva. Na zaklad€ porovnani distribuce fluorescence bylo
rovnéZ v obou piipadech prokazino, Ze dochazi ke specifickému Stépeni obou
zminénych spojek a modelové 1é¢ivo je uvolnéno v prostfedi nddoru.

6.3 Zavér kapitoly

V posledni kapitole jsme popsali moZnosti sledovani biodistribuce
polymernich nosic¢t i dopravovanych biologicky aktivnich latek. Pfipravili jsme
dudlné€ fluorescenéné znacené polymernich nosi¢e, diky nimZ bylo moZné
sledovat neinvazivnim zplsobem pomoci fluorescencniho zobrazovani nejen
osud polymerniho nosice, ale i distribuci modelu 1é¢iva a jeho uvolnéni z nosice
v cilové tkéani. Sledovani distribuce polymernich systémi je nepostradatelnym
nastrojem pro pochopeni vlivu struktury polymernich nosici 1é¢iv na jejich
biologickou funkci v organizmu a je velmi dtlezité pro zp&tnou vazbu pii navrhu
struktur novych a uc¢innéjsich polymernich ,,drug delivery* systéma.

7. Zavér

V piedloZené dizertacni praci jsou shrnuty vysledky systematického
vyzkumu zaméfeného na oblast polymernich systémt pro dopravu a fizené
uvoliovini biologicky aktivnich liatek v Zivém organizmu (,controlled drug
release and delivery*) a vyuZiti téchto systému pfi vyvoji cilené¢ ptsobicich 1éCiv.
Hlavni vysledky tohoto studia jsou shrnuty niZe:
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* Bylo potvrzeno, Ze vodorozpustné polymerni nosi¢e na bazi
HPMA kopolymerti s pH-fizenym uvoliovanim léciva jsou
vhodnymi systémy pro dopravu a fizené uvolilovini 1écCiv.
Polymerni prolé¢iva pfipravend s vyuZitim téchto nosicl
vykazuji velmi dobré vysledky pfi 1é¢bé modelovych nadori in
vivo u zvifecich modelti iu prvnich lidskych pacientd. Byla
vypracovdna novd metoda syntézy polymernich prekurzort
umozilujici pifipravu velmi dobie definovanych polymernich
1é¢iv.

* Potvrdili jsme, Ze HPMA kopolymery jsou vhodnymi
prekurzory pro piipravu vysokomolekuldrnich hvézdicovitych a
micely-tvoficich polymernich systémi, které vykazuji vysoky
potencidl pro dopravu a fizené uvoliiovani 1é€iv s prodlouZenou
dobou cirkulace a vysokou akumulaci 1é¢iva v pevnych
nddorech; oba tyto parametry jsou vyrazné vyS$i neZ u volného
1é¢iva i linearnich polymernich konjugatd.

*  Prokézali jsme, Ze smérovani pomoci monoklonalnich protilatek
zvySuje cytotoxicitu proti nadorovym liniim in vitro a
protinddorovou aktivitu in vivo v porovnani s volnym lé¢ivem a
nesmérovanymi linedrnimi polymernimi konjugity. Velmi
povzbudivé vysledky zjisténé pfi 1écbeé mysi leukemie nas
vedou k zavéru, Ze protildtkami smérované polymerni konjugaty
pfedstavuji  vynikajici systém pro 1écbu  nesolidnich
neoplastickych nadort.

*  Potvrdili jsme, Ze polymerni nosi¢e na bazi HPMA kopolymert
jsou vhodné pro piipravu systéml skombinovanou terapii:
umoziuji navazani dvou rtznych 1éc¢iv, ptipadné jednoho 1éciva
dvéma riznymi zplsoby, s vyznamnym synergickym
cytotoxickym tc¢inkem navazanych 1é¢iv na nadorové buiky.

* Studovali jsme biodistribuci polymernich konjugéti, abychom
Iépe poznali vliv struktury polymernich nosict 1é¢iv na jejich
biologickou funkci v organizmu. Vyvinuli jsme metodu
spocivajici v neinvazivnim fluorescenénim zobrazovani dualné
znacenych polymernich konjugét, kterd umozZinuje sledovat
nejen osud polymerniho nosice, ale i distribuci modelu 1é¢iva a
jeho uvolnéni z nosice v organizmu.

Véiime, Ze vysledky prezentovaného systematického studia budou
pouzity nejen védeckou komunitou pfi dal§im védeckém studiu, ale i pfi pre-
klinickém a klinickém vyvoji cilené¢ plisobicich 1é¢iv v onkologické 1écbé a
jinych oborech mediciny.
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