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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¢