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Abstrakt

Samouspotradani molekul do komplexnich supramolekularnich celkt s kvalitativné
novymi vlastnostmi je v chemickych zakladech Zivota a je i podstatou schopnosti zivych
organismll reagovat na vné&jSi prostfedi - drazdivosti. Klasickymi ptiklady takovych
nadmolekularnich struktur jsou cytoplazmatickd membrana tvotena fosfolipidy, nukleové
kyseliny nebo multienzymové komplexy tvofené nékolika enzymy katalyzujicimi
nasledné reakce na jednom substratu. Pochopenim téchto mechanismil na fyzikalni urovni
umoznuje cilenou chemickou syntézu analogickych systémi na bazi polymerd Sitych na
miru nejen biomedicinskym aplikacim.

Specificky ptfipad nastava, pokud hydrofobni c¢ast, respektive cast molekuly
zodpovédnd za samousporadani, vyznamné ¢i skokové plsobenim vnéjSiho stimulu
(zménou teploty, pH apod.) méni svoje fyzikaln¢ chemické vlastnosti, jako je rozpustnost
ve vodé. Pak je samouspotadani takového systému fiditelné timto vnéjSim stimulem a
mluvime o systémech citlivych na vnéj$i podnéty. Je to urcitd, byt jednodussi varianta
jedné z vlastnosti definujicich Zivot — drazdivosti.

Prace je délena podle charakteru studovanych systémi plynouci ze stabilizace
vznikajiciho (nano)heterogenniho systému po zméné vnéjSich podminek na i) polymerni
systémy, kde je vysledna separovana faze disperzné nestabilizovana (,,makroskopicka
srazenina“), i1) systémy koloidné stabilizované vnéjSim ¢inidlem a systémy, kde samotna
struktura mé bud’ anorganické nebo nanoprecipitaci zménou slozeni rozpoustédla tvoiené
polymerni jadro a polymerni stabilizaéni obal neni kovalentné pfipojen k jadru a iii)
Samousporadané  systémy blokovych aroubovanych polymernich architektur
stabilizované strukturou samotného polymeru, kde hydrofilni stabilizujici obal je
kovalentni soucasti nanocastice.

Z hlediska vnégj$iho podnétu, ktery zptsobi zménu samoasociacniho chovani, jsou
v habilitaci diskutovany vybrané piiklady samouspotfddanych polymernich systémi
citlivych ke zméné pH, teploty, koncentraci Zelezitych respektive draselnych iontd,
zméné slozeni rozpoustédla a pritomnosti reaktivnich forem kysliku respektive enzymi
v okolnim prostfedi s vlastnostmi vyhodnymi pro aplikace v medicin€. Z hlediska
aplika¢niho jsou tyto piiklady sméfovany zejména na '°F magnetickou rezonanci, radio- a
radioimunoterapii nddorovych onemocnéni a dopravu protinadorovych a antibakterialnich
1é¢iv.



Abstract

The self-assembly of molecules into complex supramolecular units with qualitatively new
properties is in the chemical foundations of life and is the essence of the ability of living
organisms to react to the external environment - irritability. Classical examples of such
supramolecular structures are the cytoplasmic membrane formed by phospholipids,
nucleic acids or multienzyme complexes formed by several enzymes catalysing
subsequent reactions on a single substrate. Understanding these mechanisms at the
physical level enables targeted chemical synthesis of analogous systems based on tailored
polymers not only for biomedical applications.

A specific case occurs when the hydrophobic part of the molecule, or the part of
the molecule responsible for self-assembly significantly changes its physico-chemical
properties, such as solubility in water, by the action of an external stimulus (changing
temperature, pH, etc.). Then the self-assembly of such a system is controlled by this
external stimulus and we are talking about systems sensitive to external stimuli. It is a
certain, albeit much simpler variant of one of the life-defining qualities - irritability.

The habilitation thesis is divided according to the character of the studied
systems resulting from the stabilization of the emerging (nano)heterogeneous system after
applying the external stimulus on 1) polymer systems where the resulting separated phase
is not disperse-stabilised ("macroscopic precipitate"), ii) systems colloidly stabilized by
an external agent, the structure has either an inorganic or nanoprecipitation-formed
polymer core and the polymer coating is not covalently attached to the core; and iii) self-
assembled systems of block and graft polymer architectures colloidally stabilized by the
polymer structure itself, where the hydrophilic stabilizing coating is a covalent part of the
nanoassembly.

In terms of external stimulus, which causes the change in self-association
behavior, selected examples of self-organized polymer systems sensitive to pH,
temperature, ferric or potassium ion concentration, solvent composition and the presence
of reactive oxygen species or enzymes in the surrounding environment are discussed in
the habilitation thesis. In terms of application, these examples are directed in particular at
"F magnetic resonance imaging, radio- and radioimmunotherapy of cancer and delivery
of antitumor and antibacterial drugs.



Predmluva

Tato habilitatni prace je soucasn¢ jistym ohlédnutim za dosavadnim souborem praci
publikovanych po odevzdani mé doktorské dizertacni prace jako podkladu pro ziskani
titulu doktor véd (DSc.), tj. v obdobi 2016 — srpen 2019, které jsem publikoval jako
(spolu)autor. Diiraz je kladen zejména na publikace, kde jsem koresponden¢nim autorem
a které¢ rukama udé¢lali studenti, které jsem vedl a vedu jako Skolitel nebo jako skolitel
konzultant/specialista. V praci je také demonstrovan mutj myslenkovy a ndzorovy posun
za toto obdobi, takze kromé praci které jsou ptimo zatrazeny do této habilitace z let 2016+
tam kde je to ucelné cituji i prace starsi pro ilustraci tohoto myslenkového vyvoje, ovsem
tyto starSi prace nejsou piimo zarazeny do habilitace jako takové. V prvé ¢ati prezentuji
obecny uvod do problematiky samouasociovanych systémi, v druhé casti piehled praci,
kterymi jsme pfispé&li k rozvoji této problematiky. Velka &ast ivodu habilitace (,,Uvod do
problematiky*) je jiz publikovdna ve (v habilitaci samoziejmé citovaném) piechledovém
¢lanku v Chemickych listech z roku 2018, [1] jehoZ jsem jedinym autorem a ktery byl
ocenén vroce 2019 cenou Karla Preise za nejlepsi piehledovy c¢lanek publikovany
v Chemickych listech v roce 2018.
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1. Uvod do problematiky

Samovolné¢ uspotfddani molekul do organizovanych supramolekuldrnich struktur
nekovalentnimi interakcemi je zdkladem [1]. Striktné vzato je vhodné rozliSovat mezi
samouspofadanim (kde vzniklé supramolekuldrni Gitvary maji definovanou vnitini struturu
vytvofenou soupefenim pfitazlivych sil kratkého dosahu a odpudivych sil dlouhého
dosahu v prostoru) aSirSim pojmem samoasociace, kde jsou sice molekuly drzeny
pohromad¢ nekovalentnimi interakcemi, ale vnitini struktura asociované faze muze byt
do urc¢ité miry chaoticka.

Klasickymi piiklady samouspofadanych nadmolekularnich struktur jsou
cytoplazmatickd membrana tvotend fosfolipidy, nukleové kyseliny nebo multienzymové
komplexy tvofené nékolika enzymy katalyzujicimi nasledné reakce na jednom substratu.
Ve vSech takovych pripadech plati, Ze samouspofddanim nabyde systém oproti
izolovanym molekulam kvalitativn¢ novych vlastnosti, klicovych pro funkcnost v zivé
bunice, naptiklad bariérové funkce (cytoplazmatickd membrana), moznosti zapsat
informaci diky parovani bazi (nukleové kyseliny) nebo fadového urychleni katalyzy
a moznosti regulace latkového toku metabolismem u multienzymovych komplexd.
Protoze zivy organismus je tvofen pifedevSim vodou a polymery (proteiny, polysacharidy
a nukleovymi kyselinami), jsou zivé systémy nevycerpatelnou studnici inspirace pro
polymerni védu.[2] Stejné principy umoziuji konstrukci pokrocilych polymernich
materialil s komplexni funkci a na miru nastavenou odezvou na vnéjsi podnéty. Studium
takovychto supramolekularnich struktur je z principu multidisciplinarni, zahrnuje jak
teoretické poznatky a metodiky studia fyziky samouspotadani (pro¢ funguje?), chemii
(jak a z ceho vyrobit?) tak aplikacni oblasti (zejména biologie, fotoniky a elektroniky —
k cemu je to dobré?) (Obrazek 1).[3, 4]

Samousporadané
polymerni systémy =

Obrazek 1. Obory piispivajici ke studiu supramolekularnich polymernich systémii.
Upraveno podle ref. [1].



Ptiblizme si na néckolika ptikladech zakladni principy a moznosti vyuziti takovych
systémd.

1.1 Zakladni principy samousporadani polymeri

Samouspotfadani polymert probihd diky nekovalentnim interakcim mezi polymernimi
fetézci (naptiklad hydrofobni, van der Waalsovské, m-m, coulombické, dipdl-dipolové,
vodikové mistky nebo koordinace kovovych iontl). Klasickym ptikladem je
samousporadani amfifilnich AB diblokovych kopolymert tvofenych hydrofobnim,
s vodou nemisitelnym blokem a hydrofilnim, ve vod¢ rozpustnym polymernim blokem ve
vod¢ jako selektivnim rozpoustédle. Ve vod€ se vytvoii samouspotadané ttvary, jejichz
cilem je minimalizovat kontakt hydrofobniho bloku s vodou, nebot’ to je energeticky
vyhodné. Hydrofobni ¢asti jsou pak skryty uprostfed takového ttvaru a cely utvar je ve
vodném roztoku stabilizovan hydrofilnimi ¢4stmi molekul obracenymi do okolniho
roztoku. Jaky konkrétni utvar ale vznikne, zdvisi na celé fad¢ faktorti.[3] Jednim
z takovych faktord je délka hydrofobni, respektive hydrofilni ¢asti polymerni molekuly.
P1ili§ mald hydrofobni ¢ast molekuly nestaci k efektivnimu sloZzeni makromolekul do
supramolekularniho ttvaru. Jeji stabilitu lze vyjadtit kritickou asocia¢ni koncentraci
(¢asto uzivanou u micel pod nazvem kritickd micelarni koncentrace - CMC), tedy
koncentraci, pod kterou jsou v roztoku pouze volné¢ molekuly (unimery) a nad ni kromé
unimert 1 supramolekularni ttvary.[5, 6] S rostouci délkou hydrofobniho fetézce roste
stabilita supramolekularniho utvaru, tj. klesa kriticka asociacni koncentrace. S linedrnim
nariistem délky hydrofobniho fetézce pii konstantni délce hydrofilni c¢asti molekuly
obvykle linearné roste interakéni energie a tedy exponencialn¢ klesa CMC. Pokud je
hydrofobni ¢ast pfili§ velkd na to, aby ji hydrofilni ¢ast ,stabilizovala®“ ve vodném
roztoku, ptestane polymer byt rozpustny ve vode. Hydrofilni ¢ast molekuly pak castici
stabilizuje v roztoku stericky, pfipadné€ i nébojové (stejné¢ nabité Castice se v roztoku
odpuzuji, coz omezuje agregaci).[7]

Klasickym pouzitim micel je solubilizace lipofilnich (v tucich rozpustnych) latek
ve vodé tim, e se takové latky rozpusti v hydrofobnim jadfe micely’. Praktickym
pouzitim jsou detergenty nebo excipienty umoznujici podat ve vodné injekci hydrofobni
1é¢iva (napt. Cremophor”, coZ je ricinovy olej s piipolymerovanym polyethylenoxidem
pouzivany pro injekéni aplikaci protinadorového 1éCiva paklitaxelu). U takovéhoto
pouziti, zejména pii injekénim podéni do organismu, je tfeba uvazlivé volit materidl jak
hydrofilniho, tak hydrofobniho bloku. Hydrofébni blok by nemél byt misitelny
s uhlovodiky, protoze pak zpiisobuje poSkozeni membran interakci s uhlovodikovymi
castmi fosfolipidd a jejich komicelizaci, obvykle méfeném pomoci hemolyzy cervenych
krvinek.[8] Hydrofilni blok by m¢l mit minimalni nebo naopak selektivni interakci
s buiikami, vyhodné jsou elektroneutralni nebo jen velmi slabé zaporné nabité polymery;
polykationty jsou obvykle cytotoxické poSkozenim cytoplazmatické membrany bunék,
ktera je diky sloZeni fosfolipidi pfevazné anionicka. Piikladem takového vhodného



blokového kopolymeru je poly(ethylenoxid-block-propylenoxid-block-ethylenoxid)
(Pluronic”®, Poloxamer™), kde hydrofobni polypropylenoxidovy blok solubilizuje 1é&ivo,
zatimco hydrofilni polyethylenoxidové bloky stabilizuji micely v roztoku a skryva jadro
micely pfed nespecifickymi interakcemi v organismu (i kdyZ diky naduZivéani detergentt
s hydrofilni ¢asti na bazi polyethylenoxidu v posledni dob¢ ptibyvéa v zapadni populaci
lidi s protilatkami proti polyethylenoxidu).[9, 10] Tento kopolymer ma navic diky
amfifilit¢ a vlastnostem centralniho polypropylenoxidového bloku schopnost inhibovat P-
glykoprotein, takze potlacuje ,,multidrug rezistenci nadorovych bunék a obnovuje jejich
citlivost k chemoterapii.[11]

Kli¢ovym pro spravnou funkci amfifilnich systémi pro biomedicinské aplikace je
spravné nastaveni CMC a tim stability supramolekuldrniho systému vhodnou volbou
délky bloka. Pfili§ stabilni micely se mohou pomalu vyluc¢ovat z organismu, protoze maji
obvykle vétsi rozméry nez je limit rendlni filtrace ledvinami, zatimco unimery jsou
obvykle pod timto limitem a mohou tedy byt do moc¢i vylouceny. Takto 1ze nastavenim
CMC nastavit kinetiku eliminace z organismu. Naopak malo stabilni micely se mohou
rozpadnout po nafedéni do objemu krve (kde je tfeba si uvédomit, ze krev neni voda
a fada krevnich proteind, jako napt. sérovy albumin, mé hydrofébni domény, takze tyto
proteiny destabilizuji micely). U dostatecné stabilnich micel miZeme konstruovat
molekularni skladacky, kde smisime nékolik riznych amfifilnich kopolymeri
s kompatibilnim hydrofébnim blokem a muizeme volné¢ kombinovat funkcéni vlastnosti
takovych smésnych micel.[7]

1.2 Sterické aspekty samousporadani polymert

Dilezitym aspektem samouspotfaddni polymera jsou sterické vlivy, které hraji roli
zejména pokud jde o morfologii a velikost takto vzniklych objektl. Kritickym je v tomto
aspektu tzv. ,,packing factor®, p, [3] definovany Rovnici 1:

p=v/aol Rovnice 1

kde v je objem hydrofobniho segmentu, ay je kontaktni plocha hydrofilni ¢asti segmentu a
[, je délka hydrofobni casti. Velikosti a tvarem hlavné hydrofébni ¢asti molekuly tak Ize
nastavit, jaky typ objektu vznikne. Pro p < 1/3 vznikaji sférické micely s hydrofobnim
jddrem a hydrofilnim obalem, pro p mezi 1/3 al/2 vznikaji cylindrické — Cervovité
(,,worm-like*) micely s hydrofobnim jadrem a hydrofilnim obalem, pii p mezi 1/2 a 1
vznikaji vezikly s hydrofilnim vnittkem ohrani¢ené dvojvrstvou membranou, ktera je na
povrchu hydrofilni a wuvnitf hydrofobni (obvykle nazyvané liposomy, respektive
polymerosomy), pfi p = 1 vznikaji planarni lamely a pfi p > 1 vznikaji inverzni struktury
s hydrofilnim vnittkem a hydrofobnim vnéjskem. Zatimco micely 1ze bez kovalentniho
navazani l1é¢iva pouzit pouze k transportu hydrofobnich 1é¢iv, liposomy/polymerosomy
umoziuji zabudovat jak hydrofobni 1€€ivo (rozpusténim do hydrofobni mezivrstvy) tak
hydrofilni 1é¢ivo (do vnitiniho prostoru).[12]



Diky sterickému napéti je v miceldch obecné i v jadfe vysoky obsah vody.
Napriklad 1 pokud je hydrofobni ¢asti polystyren, jsou v jadie desitky hmotnostnich
procent vody. Micely tak lze, napiiklad za ucelem micelarni katalyzy, pouzit jako
nanoreaktory zakoncentrovavajici hydrofobni reaktanty v jadie, ale nikoliv jako ,,suché
prostfedi uprostied vody“.[13] Pokud jsou sférické micely v termodynamické rovnovaze,
maji pomérné uzkou distribuci velikosti, protoze tato distribuce je dana rovnovahou, kdy
malé micely rychleji rostou interkalaci unimert diky vétSimu povrchu a zakfiveni
povrchu, kdezto u vétSich pfevazuje uvolilovani unimerti do roztoku. Znac¢né uniformni
velikost umoziuje, Zze micely jsou ve vysokych koncentracich schopné ve vodném
roztoku tvofit kvazikrystalické gelové struktury s kubickou miizkou — ptikladem jsou
injikovatelné  termoresponsivni  gely  poly(ethylenoxid-block-propylenoxid-block-
ethylenoxid)u nebo mydlovy gel sodnych soli mastnych kyselin. Naopak vezikly
ohrani¢ené¢  dvojvrstevnou membrdnou tvofené samousporddanim  polymeri
(polymerozomy) jsou obvykle polydisperzni, protoze zakiiveni membrany veziklu je
malé a tak se pfiliS nelis$i zabudovani a uvoliiovani unimert do roztoku u malych
a velkych veziklt.[12]

Specificky ptipad nastane, pokud do sebe stericky pfesné zapada hydrofobni ¢ast
amfifilni molekuly a rozpousténé hydrofobni latky. Takovy amfifil pak miize byt velmi
selektivni pro solubilizaci dané latky. Ptikladem jsou rostlinné saponiny, amfifilni
molekuly obsahujici steroidni, pfipadné triterpenickou hydrofobni cast a hydrofilni
oligosacharidickou c¢ast.[14] Hydrofobni c¢ast molekul saponinti je pfesné stericky
komplementarni s zivoc¢iSnymi steroly jako je cholesterol stabilizujici membrany
zivociSnych bunék, ale neni komplementarni diky odlisné chiralité s rostlinnymi steroly.
Saponiny tak jsou vysoce toxické pro zivocichy, ale jen malo pro rostliny, které se takto
jejich produkci brani pozeru. Nekteré ptirodni narody proto rostliny s vysokym obsahem
saponini pouzivaly k pfipravé Sipovych jedd. Zasazené zvife pak bylo pozivatelné,
protoze saponiny se u clové€ka ztravicitho traktu Spatné vstfebavaji. Podobné
polypeptidické antibakterialni antibiotikum polymyxin B je pfesné¢ komplementarni
s lipopolysacharidy (endotoxiny) stabilizujicimi bakterialni buné¢né stény.[15] Nékdy,
pokud je struktura polymeru komplexni, mohou samouspotradanim vznikat pozoruhodné
struktury — naptiklad polysacharid B-glukan z houby Auricula auricularia-judae (ucho
jidaSovo, v Asii kulinafsky velmi oblibené, ale roste i u nas na bezu) s hiebenovitou
strukturou tvofenou D-glukdzou spontanné tvoii ve vodé samousporadanim nanovldkna
s hydrofébnim vnittkem umoznujicim enkapsulovat hydrofobni molekuly.[16]

1.3 Termodynamika versus kinetika jako Fidici faktor

Zatim jsme se zabyvali systémy, které jsou v termodynamické rovnovaze. Tak to ale
nemusi byt vzdy. Typickym ptikladem jsou struktury blokovych kopolymert, jejichz
hydrofobni bloky mé4ji teplotu skelného prechodu (7;) nad teplotou, pfi které je systém
bézné studovan, a které tak nemaji dostatecnou konformacni mobilitu hydrofobni ¢ésti.
To je typické napiiklad pro micely s polystyrenem jako hydrofobnim fetézcem. Micely
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tak jsou “zamrzlé“ bez moznosti vymenovat si navzajem hydrofobni ftetézce.[17]
Elegantnim nastrojem studia kinetiky vymény fetézcii jsou fluorescenéni techniky.

Krystalinitou jadra je mozné nastavit dynamiku degradace micely. Klasickym
pfikladem je biodegradovatelny polymer polyethylenoxid-block-polymlécna kyselina;
pokud je pouzita mlécna kyselina racemickd, vznikly polyesterovy blok je velmi malo
krystalicky, vice hydratovany a degraduje fadové rychleji, nez pokud je ke konstrukci
polyesterového bloku pouzit jeden chiraln¢ Cisty enantiomer kyseliny mlécné tvoftici
vysoce krystalicky polyester. Nejvice krystalicky je pak komplex homopolymeru
R-enantiomeru kyseliny mlééné s homopolymerem S-enantiomeru kyseliny mlécné
v poméru 1:1 (cit.).[17]

To je ostatné jeden z divodi proc ptiroda, pokud nékde vystupuji chirdlni
molekuly, z nich vyuziva - obvykle velmi selektivné - pouze jeden enantiomer (napf.
pouze L-aminokyseliny). Teoreticky totiz naptiklad racemizace jednoho
aminokyselinového zbytku v molekule bilkoviny sta¢i na to, aby se zménila konformace
celé¢ molekuly a tim zlikvidovala funkénost enzymu (kde se neposklada spravné aktivni
misto) nebo siln¢ poskodila moznost interagovat s jinym proteinem. Lze spocitat, Ze takto
bychom bez chiralni selektivity na ptipravu nékolika miligramti funkéniho enzymu bézné
velikosti museli pripravit podstatné vice nefunkéniho odpadniho materidlu nez vazi
planeta Zem¢.

Dalsi moznosti, jak zabezpecit kinetickou zamrzlost systému, je zesitovat jadro
micely koordinacnimi vazbami s pomalou kinetikou ligandové vymény (tvorba
koordina¢niho nanogelu). Takto byl jako dopravni systém pro protinddorové léc¢ivo
cisplatinu (cis-diaminodichloroplatnatan) pouzit blokovy kopolymer polyethylenoxid-
block-polyglutamova kyselina, kde koordinacni vazba —COO...Pt(Il) mé& ptesné
optimalni kinetiku hydrolyzy pro dané pouziti. [18]

wewrs

1.4 Polymery citlivé na vnéjsi podnéty

Specificky ptipad nastava, pokud hydrofobni ¢ast, respektive ¢ast molekuly zodpoveédna
za samousporadani, vyznamné ¢i skokoveé piisobenim vnéjsiho stimulu (zménou teploty,
pH apod.) méni svoje fyzikaln¢ chemické vlastnosti, jako je misitelnost s vodou. Pak je
samouspoiadani takového systému fiditelné timto vnéjSim stimulem a mluvime
o systémech citlivych na vnéj$i podnéty. Je to urcitd, byt mnohem primitivnéjsi varianta
jedné z vlastnosti definujicich zivot — drazdivosti.

Cetné biomakromolekuly jsou multireponsivni, tj. reaguji na nékolik podnéti
soucasn¢ - napi. receptor TRPV1 (transient receptor potential cation channel subfamily V
member 1), neselektivni kationtovy kandl zapojeny v téle hlavné pii sniméni télesné
teploty, ale také v nocicepce (vnimani bolesti).[19] Receptor TRPV1 reaguje na zmény
teploty (otevie se pii prekroceni kritické teploty, ktera je bez pfitomnosti allosterického
ligandu 43 °C), pH (kyselé¢ pH otevird kanal) a pfitomnost alosterickych ligandl (které
mohou zvySit nebo snizit kritickou teplotu otevieni kandlu). Vyznamnym piikladem
posledné¢ uvedeného mechanismu je, Ze kapsaicin z chilli papricek [20], nejznamé;jsi
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ligand tohoto kandlu, snizuje kritickou teplotu, takze se kanal otevira a signalizuje ,,pfili§
horko* i pfi normalni télesné teplote, coz zpiisobuje palivou chut’ feferonek.
Mechanismus odpovédi (bio)makromolekuly miize byt také rtizny - mize to byt
konformaéni zména, napt. otevieni iontového kanalu (coz je piipad prevladajici pro
receptor TRPV1) nebo, velmi casto zejména pro syntetické makromolekuly, zména
polarity polymerniho fetézce. Zména polarity polymerniho fetézce ma zvlastni vyznam ve
vodném prostiedi, kde vede ke zméné solvatace polymerniho fetézce a nasledné separaci /
rozpusténi fazi nebo spusténi samouspotadani / rozpadu supramolekularnich polymernich
architektur. V. mnoha pfipadech je polarita stejného polymerniho fetézce ovlivnéna
nckolika stimuly riznymi zplsoby, coz vede k polymerni architektufe s vyznamnym
vzajemnym ovlivnénim mezi odpovéd’'mi na riizné stimuly. Spoustéce a zpisoby, jak
rizné stimuly ovliviiuji polaritu polymerniho fetézce, jsou shrnuty na Obrazku 2.
Polymery tedy mohou byt takto citlivé na celou fadu podnétl, naptiklad teplotu
(termoresponsivita).[22] Takové polymery mohou byt bud’ rozpustné pii nizké teploté
a ohtatim se fazoveé separovat (pak mluvime o dolni kritické rozpoustéci teploté, LCST,
u vodorozpustnych polymera ¢astéjsi ptipad) nebo naopak byt rozpustné od urcité teploty
vyse (pak mluvime o horni kritické rozpoustéci teploté, UCST). V obou ptipadech jde o
kompetici sil drzicich fetézce pohromad¢ a branicich rozpousténi (hydrofobni interakce,
entalpicko-entropicka rovnovaha nebo napiiklad vodikové vazby) na jedné strang,
a solvatace fetézcli rozpoustédlem, napiiklad vodou, které rozpousténi umoziuji, na
strané¢ druhé. Tyto sily maji rozdilnou teplotni zdvislost, a proto existuje u mnoha
polymert teplota, kdy se pravé kompenzuji, coz je LCST respektive UCST.

temperature
change

\ /

- . polymer chain
protonation / deprotonation

pH change

v
POLYMER POLARITY macroscopic response SOLUBILITY CHANGE,
CHANGE to internalchange SELF ASSEMBLY

conformation change, T \

: reduction / oxidation reaction with analyte
rearrangement, photolysis l \ &

redox potential
change

change in concentration
of low-molecular-weight
species concentration

light

Obrazek 2. SpoustéCe a zpusoby, jak rtzné stimuly mohou ovliviiovat polaritu
polymerniho fetézce. Pievzato z ref. [21]
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Pro faktickou fazovou separaci pak plati vice ¢i méné vyraznd koncentracni zavislost
teploty fazové separace, v prislusném fazovém diagramu je LCST teplotnim minimem,
respektive UCST teplotnim maximem. Polymery sLCST, naptiklad poly(N-
isopropylakrylamid), poly(2-isopropyl-2-oxazolin), poly(N-vinylkaprolaktam) nebo
poly(methyl vinyl ether) maji celou fadu realizovanych nebo potencidlnich vyuziti
v biomedicing.[23, 24] Uzivaji se pro pokryti misek pro kultivaci bun¢k ve tkanovém
inzenyrstvi, kde umoznuji oddéleni vrstvy pfisedlych bunék prostym ochlazenim, Ize je
pouzit pro tvorbu injikovatelnych dep a ,,scaffoldi® (,,leseni*) pro tkanové inzenyrstvi
vytvotenych v misté vpichu diky teploté lidského téla, pro tvorbu micel akumulujicich se
v naddoru, kde se micely vytvofi z molekularniho roztoku ohtatim na télesnou teplotu
(blokové kopolymery hydrofilni blok-termoresponsivni blok, pfipadné hydrofilni blok-
termoresponsivni blok-hydrofilni blok) atd. Teplotu fazové separace lze nastavit
u polymertt s LCST v pomérné Sirokém rozmezi kopolymeraci hydrofilniho monomeru
(posiluje solvataci a zvySuje tak LCST), nebo hydrofébniho komonomeru (posiluje
hydrofobni interakce a snizuje tak LCST). Kopolymeraci monomeru s dlouhym
uhlovodikovym fetézcem lze zavést hysterezi fazové separace, protoze po fazové separaci
se v ramci separované faze vytvorti asociaty dlouhych uhlovodikovych fetézct, které brani
rozpousténi polymeru po opétovném ochlazeni pod LCST.[25] Polymery s UCST,
piedevsim piirodniho piivodu, jsou uzivany jako kultivacni média, kde teplotni zavislost
usnadniuje manipulaci s gelem (Zelatina, agar). Pozoruhodné jsou diblokové kopolymery
termoresponsivni blok s UCST — termoresponsivni blok s LCST, které pod UCST tvorti
tzv. ,,schizofrenni* micely s jadrem z polymeru s UCST a obalem z polymeru s LCST, pfti
zvySeni teploty se tyto micely rozpusti na molekularni roztok a pfti dalSim zvySeni teploty
nad LCST bloku s LCST se opét vytvoii micely, ale obracené, s jadrem z polymeru
s LCST a obalem z polymeru s UCST.[26, 27]

Polymery citlivé na zménu pH jsou zaloZzené na zavedeni slabé kyseliny (napf.
karboxylové) nebo baze (napf. amin) do struktury ¢astecné hydrofobniho kopolymeru.
U takovych polymert spolu opét soupeii hydrofobni interakce se solvataci fetézce, ovsem
diky pritomnosti pH-aktivni skupiny je solvatace fetézce zéavisla na pH — napf.
u karboxylové kyseliny je podstatné polarngjsi jeji aniont pii pH nad pKa nez volna
karboxylova kyselina v kyselém prostiedi a u aminu je naopak polarn€jsi protonovana
forma v kyselém prostiedi nez volny amin pii pH nad pKa. Navic u polarnéjsich nabitych
forem k posunu rozpustnosti smérem k rozpousténi napomahaji repulzni coulombické
interakce mezi stejn¢ nabitymi fetézci.[28]

Klasickou aplikaci pH-responsivnich polymerti v mediciné jsou kopolymery
uzivané pro pokryvani tablet, které jsou nerozpustné pii pH 2 — 4, které je vzaludku, a tim
ochrani tabletu pfed uvolnénim ucinné latky, kterd muze byt v kyselém zaludecnim
prostfedi nestabilni nebo drazdit zaludek. Ve stievé, kde je pH kolem 6.8, se polymer
rozpusti a umozni uvolnéni aktivni slozky. Typickym ptikladem takového kopolymeru je
Eudragit® L100-55 (kopolymer kyseliny methakrylové a ethylakrylatu 1:1) .[29]
Analogicky lze takové polymery pouzit nejen k pokryti tablet, ale i vytvofeni surfaktanty
stabilizovanych nanocastic stabilnich v zaludku a rozpoustéjicich se ve stfeve.[30] Jiné
slibné medicinské aplikace jsou zalozené na blokovych kopolymerech hydrofilni
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kopolymer-hydrofobni polyamin, napiiklad poly[ethylenoxid-block-2-
(diisopropylamino)ethyl methakrylat], které v mirn¢ alkalickém prostfedi krevni plazmy
(pH 7,40) tvoii micely, do kterych lze vlozit 1é¢ivo, které se pii okyseleni na pH 5-6,5
(naddorova tkan respektive endozém po endocytdze maji kyselejsi prostiedi) rozpadnou a
fizen¢ uvolni enkapsulované 1é¢ivo.[31] Jinou aplikaci je cileny vstup takového nosice do
nadorové bunky diky pfitomnosti kratkého poly(L-histidinového) bloku, ktery je
hydrofobni a skryty uvnitf micely v alkalickém pH, ale v kyselém pH nddorové tkané se
kationizuje diky protonaci, vynoii z jadra micely a - diky polykationtovému charakteru
a navazanému TAT peptidu a ztoho plynouci membranové aktivit¢ - usnadni prinik
micely do buiiky.[32] Polyaminy Ize pouzit i jako senzory pro oxid uhliity, protoze se
v tomto piipadé vyuziva kyselého charakteru tohoto plynu, pfesnéji jeho hydratace na
kyselinu uhlicitou, kdy jde vlastné¢ o pH senzor.[33] Elegantn¢é lze kombinovat, jak je
posledni dobou €asto studovano, pH- a termoresponsivitu.

Jak bylo uvedeno vyse, LCST kopolymera Ize nastavit polaritou komonomeru
a pokud tento komonomer ma polaritu nastavitelnou pH, Ize zkonstruovat polymer, kde
1ze nastavit LCST zménou pH.[34] Piikladem systému, kde pH responsivita neni dana
hydrofobicitou, je komplex kyselina polyakrylova-polyethylenoxid, ktery je ve vodé
nerozpustny diky siti intermolekularnich vodikovych vazeb, ale tento komplex je schopna
tvofit pouze volnd kyselina polyakrylova, nikoliv jeji soli. Proto se komplex
zalkalizovanim rozpadne a rozpusti.[35]

Dalsi ¢asto studovanou citlivosti na vnéjsi podnéty je citlivost na svétlo, konkrétné
jde o zménu polarity fotocitlivé monomerni jednotky po osvétleni. Casto vyuzivanou
funkéni skupinou tohoto typu je azobenzen,[36] ktery osvétlenim kratkovinnym svétlem
pfechazi z normalné majoritni konformace vazby -N=N— (E)- na podstatné polarnéjsi
konformaci (Z)-, coz lze vyuzit napt. pro svétlem fizeny rozpad micel. Silngjs$i odezvy lze
docilit zabudovanim azobenzenu ne do bocnich fetézcu, ale do hlavniho fetézce
polymeru, takze osvétleni zméni konformaci celého fetézce. Analogicky konformacni
piechod —C(H)=C(H)- vazby indukovany svétlem v 11-(Z)-retinalu je podstatou vidéni
v lidském oku.[37] Jinou Casto vyuzivanou skupinou je spiropyran, ktery svétlem vytvoii
z nenabité struktury podstatné polarn€jsi zwitteriont, nebo skupiny, které fotochemicky
degraduji, naptiklad 2-nitrobenzylové ethery a estery, které fotochemicky degraduji na
pfislusny podstatné polarnéjsi alkohol, respektive karboxylovou kyselinu.[38] Obecnou
nevyhodou polymert citlivych na svétlo pro medicinské tcely je to, ze vétSinou vyzaduji
pouziti kratkovinného svétla, které je zivou tkani siln€¢ absorbovdno. Proto se
v biomedicin¢ postupné piechazi na hybridni struktury, kde fotocitlivou slozkou je
anorganickd nanocastice (napf. zlatd nanoslupka), ktera siln¢ absorbuje v blizké
infraCervené oblasti, pro kterou jsou tkan¢ podstatné prahledné;si, a takové struktury jsou
pak pouzivany napft. pro fototermalni nebo fotoakustické aplikace, pfi pouziti upconverze
1 pro fotodynamickou terapii.[39]

Rada polymeri je ve vodném roztoku citliva na ptitomnost soli, coz plati zejména
pro polyelektrolyty. Tonty soli totiz stini odpudivé i pfitazlivé interakce mezi nabitymi
skupinami na polymernim fetézci. ZvIasté citlivé na soli jsou interpolyelektrolytové
komplexy polykationt-polyaniont, ¢asto uzivané pro transfekci nukleovych kyselin do
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bunék v genovém inzenyrstvi (kde polyaniontem je prislusna nukleova kyselina
a polykationtem synteticky kationicky polymer), které se mohou dostate¢nou koncentraci
soli zcela rozpadnout. V buiice je pfirozenym interpolyelektrolytovym komplexem napi.
chromatin v jadie bunky, v némz je aniontovd DNA namotéana na polykationické histony.
Vys§i koncentrace soli interferuji s napf. s termoresponsivitou, protoze sil sniZuje
hydrataci polymeru pfitomného v roztoku.[40]

Citlivost na redoxpotencidl ma mimotadny vyznam pro biomedicinu, protoze
v téle jsou velké rozdily v redoxpotencidlu zejména mezi vnittkem bunky (kde je
redukujici prostiedi udrzované stidlou koncentraci tripeptidu glutathionu v redukované-
thiolové form¢) a prostfedi vné bunky, kde je diky zésobeni kyslikem spiSe oxidacni
prostiedi. Urcitou vyjimkou jsou vétsi pevné nadory, kde je stied nadoru hypoxicky. Lze
tak vytvofit systém, ktery se cilen¢ rozpadne az po vstupu do buiiky.[41] V ptirodé toto
vyuziva tfada vird, kde se kapsida viru rozpadne a uvolni nukleovou kyselinu redukci
disulfidickych vazeb spojujicich kapsidu. Viry vsak casto kombinuji tuto redoxni
responsivitu s pH responsivitou a citlivosti na vapenaté ionty, aby zajistily maximalni
selektivitu uvolnéni genetického materialu az uvnitt buniky.[42] Naopak zanicend a Casto
nadorova tkan — (nddorova onemocnéni ¢asto provazi zanct) ma siln€ oxidujici prostiedi
diky pfitomnosti makrofagl a dalSich slozek imunitniho systému aktivné sekretujicich
silnd oxida¢ni Cinidla, jako peroxid vodiku, superoxid a chlornan pro boj
s mikroorganismy. Toho lze vyuzit pro cileny transport 1é¢iv do zanicené/nadorové tkané
pomoci nanocastic (obvykle na bazi boronatovych esterii nebo polyoxalatl) cilen¢
degradovatelnych témito oxida¢nimi ¢inidly.[43] Jinou zajimavou skupinou pro toto
pouziti je relativné hydrofobni elektroneutralni ferrocen, ktery se oxiduje na kationické,
polarni ferricinium.[41, 42]

Polymery mohou byt citlivé i na celou fadu dalSich podnétd, jako je pfitomnost
urcitych latek (napf. vapenaté ionty, D-glukdéza apod.) v prosttedi (chemoresponsivita).
Chemoresponsivita je zalozena na selektivni reakci vhodnych funkénich skupin na
polymeru s detekovanou slou¢eninou, kterd zméni polaritu, ptipadné ndboj fetézce. Tyto
responsivity jsou nad ramec této habilitaCni prace a existuje fada ptehledovych clanki
(napf. refs. [28, 42, 44]) diskutujicich detailné tato témata.
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2. Vysledky a diskuse

Kapitola Vysledky a diskuse je délena podle charakteru studovanych systémi plynouci ze
stabilizace vznikajiciho (nano)heterogenniho systému po zméné vnéjSich podminek na
1) polymerni systémy, kde je vysledna separovand faze disperzné nestabilizovana
(,,makroskopickd srazenina®), ii) systémy koloidn€ stabilizované vnéjSim cinidlem
a systémy, kde samotnd struktura ma bud’ anorganické nebo nanoprecipitaci zménou
slozeni rozpoustédla tvofené polymerni jaddro a polymerni stabilizaéni obal neni
kovalentné pripojen k jadru aiii) Samousporadané systémy blokovych a roubovanych
polymernich architektur stabilizované strukturou samotného polymeru, kde hydrofilni
stabilizujici obal je kovalentni sou¢asti nanocastice.

2.1 Polymerni systémy tvorici depa nestabilizovanou makroskopickou fazovou
separaci vlivem zmény vnéjSich podminek

Vétsina v soucasnosti studovanych nosicovych dopravnich systémi pro cilenou interni
radioterapii je zaloZzena na aktivnim cilicim ¢inidle, napf. protilatce[45], kterd obvykle
pusobi soucasn€¢ 1 jako nosi¢ daného radionuklidu. Né&kdy, napt. v piipadé
radiosynovektomie nebo brachyradioterapie, je ulohou nosic¢e lokalizovat radionuklid
v dobfe definovaném a omezeném objemu téla. Tyto radionuklidové aplikace se tykaji
hlavné 1écby kloubt poskozenych zanétem nebo artréozou pomoci radiosynovektomie,
[46, 47] coz snizuje bolest a potlacuje zanét, ale také intratumoralni aplikace, jako je
brachyterapie [48, 49] nebo lokalni adjuvantni radioterapie po chirurgickém odstranéni
malignich tkani.

Brachyterapie se nejcastéji provadi pomoci uzavienych zaficl, které jsou
chirurgicky implantovany do cilového mista. Po rozpadu radionuklidu je zati¢ ponechén v
misté aplikace nebo chirurgicky odstranén. Vyhoda brachyterapie spociva ve vysokych
radiacnich davkach pro tkan v nejblizsSim sousedstvi pii nizké celotélové radiacni zatézi.
V takovych pfipadech je vSak nezbytny chirurgicky zakrok.[S0] Alternativné jsou
mikrosféry nebo nanocastice, které jsou oznaceny, aplikovany pomoci vstfikovani.
[51, 52]. Jejich samotna velikost jim brani v tiniku z mista aplikace. Je vSak mozny i jiny
piistup. Termoresponsivni polymery umoziiuji znaceni nosice v pravém roztoku pii
teploté¢ mistnosti (napf. <25 ° C). Nosi¢ se pak prevede na nerozpustnou formu az po
aplikaci do organismu, kde je teplota 37 °C.

Kombinace radionuklidi jako vlastnich terapeutik s termoresponsivnimi
polymery jako jejich nosici Ize ziskat novy slibny terapeuticky nastroj. Konkrétné takovy
polymer znac¢eny vhodnym beta zaficem s teplotou zékalu (,,cloud point temperature®,
CPT, tj. teplota, nad kterou je makroskopicky v daném roztoku pozorovana fazova
separace) tésné pod télesnou teplotou umoziuje depozici pomérné vysokych davek piimo
v misté aplikace, protoze k sraZeni dochazi témet okamzité a s vysokou t€innosti. Roztok
polymeru muze byt aplikovan injekci, coz je vyrazné¢ jednodus$si nez chirurgicka
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implantace. ProtoZze se srazenina velmi pomalu rozpusti a (meth)akrylamidové
kopolymery obvykle nezplisobuji zaddnou vyznamnou lokdlni imunitni odpovéd[53],
zustava radioaktivita v misté aplikace po dostatecné dlouhou dobu vzhledem k polocasu
radionuklidu. Kromé toho muze byt velikost polymernich molekul upravena pod rendlni
prahovou hodnotu [ca 45 kDa pro methakrylamidové polymery [54], takZe znovu
rozpus$tény polymer je rychle vylu¢ovan moci. Jednim z klicovych faktori je pak stabilita
radioaktivniho znaceni.

Termoresponsivni polymery mohou proto slouzit jako vhodné nosice pro lokalni
radioterapii. Pro toto pouziti jsme navrhli a syntetizovali termoresponsivni polymer
znaGeny  radioaktivnim  jodem  "'I.  Roztok tohoto  znaeného  polymeru
v dimethylsulfoxidu (4,4 MBq / ml; 1,8 hm. % polymeru) byl injikovan do femoralniho
svalu samcti mysi Balb / C (50 ul na zvite). Bioldistribuce a vylu¢ovani radioaktivity bylo
sledovéno za 2 hodiny a 1, 7, 14, 28 a 42 dnd po injekci. Jak se ocekavalo, znaceny
polymer ztstal v misté aplikace (cca 90% 2 h po injekci) a pomalu se odplavoval na ca
80% pivodni aktivity (korigovano na radioaktivni rozpad) béhem 14 dni. Po 28 dnech po
injekci bylo na misté aplikace stile nalezeno asi 70% injikované aktivity, ktera se po
42 dnech snizila na asi 60%. Nebyla pozorovana Zadna orgénové akumulovand
radioaktivita uvolnénd z mista aplikace, vcetné S§titné zldzy. VétSina uvolnéné
radioaktivity byla vyluCovana moci a stolici. Tato studie [55] naznacuje, ze
termoresponsivni polymery mohou byt pouzity jako ucinny systém pro lokalizovanou
radioterapii.

Vyrazného snizeni ristu nddoru zavislého na davce pak bylo dosazeno jedinou
davkou injikovatelné intratumoralni brachyterapie termoresponsivnim polymerem
znatenym 'T [poly N-isopropylakrylamid) jako nosi¢] v mysim nadorovém
xenograftovém modelu (PC3 lidsky adenokarcinom prostaty).[56] Byly pouzity dvé
davky radionuklidu, 2 MBq / my$ a 25 MBq / mys. Vyssi davka zptsobila postupné
snizovani objemu nadoru a Gpln¢ byly vyléCeny 2 ze 6 mysi z této skupiny. Nizsi davka
zpusobila pouze zpomaleni riistu nadoru. V obou piipadech nebyly zaznamenany zadné
lokalni znamky zanétu. Uinky obou davek byly statisticky vyznamné ve srovnani s
neoSetfenymi kontrolnimi zvifaty. Takovy injekéni systém by mél zachovat vyhody
brachyterapie a soucasné umoznit méné invazivni podavani 1éciva (injekce namisto
implantace), pfizpisobit 1écbu konkrétnimu pacientovi (rozdéleni davek do nékolika
depotli) a umoznit eliminaci depa po splnéni funkce bez nutnosti chirurgického vyjmuti
bioerozi.

Bylo vSak nutné doladit rychlost degradace depotniho polocasu pouzitého
radionuklidu. Proto byla vyvinuta pokrocild verze takového systému.[25] V tomto
systému je komplex kovového radionuklidu hydrofébné zachycen v termoponsivnim
polymeru lokalné vysrdzeném pii télesné teploté po injekci roztoku do tkané, kde je
vyzadovan terapeuticky tucinek. Zivotnost systému je fizena rychlosti hydrolyzy
polymeru, jeho rozpousténim a vylu¢ovanim z téla. Termoresponsivni polymer s teplotou
zékalu pod télesnou teplotou je zalozen na kopolymerech N-isopropylmethakrylamidu
s komonomerem methakrylamidového typu, ktery obsahuje hydrofobni n-alkylové
skupiny tfi rGznych velikosti (Cs;, C¢ a Cy2) vazané hydrolyticky labilni hydrazonovou

17



vazbou.[25] Hydrolyza hydrazonové vazby mé za nasledek zvySeni polarity takové
monomerni jednotky ji obsahujici, tim zvyseni teploty zakalu nad teplotu lidského téla
a v dtsledku rozpusténi kopolymeru. Kopolymer obsahujici 27,5 mol %. komonomeru se
skupinou Cg, ktery byl vybran pro dalsi studium, ma CPT 22 ° C a jeho fazova separace je
dokoncena pi1 34 © C. Rozpusténi polymeru je dokonceno béhem 48 hodin pii pH 5,0
i 7,4. Modelovy terapeuticky radionuklid, **Cu, ve formé svého hydrofobniho chelatu
dvojmocné médi s 8-hydroxychinolinem je u¢inné zadrzovan hydrofobné zachyceny ve
fazové separovaném polymeru do rozpusténi depa hydrolyzou polymeru. Polymer
s alkylovou skupinou C; vykazuje vyznamnou hysterezi fazové separace, pravdépodobné
tvorbou asociovanych nanodomén C,, fetézcl po fazové separaci znesnadiujicim
opétovné rozpusténi pii ochlazeni.

Néktera protinadorova 1é¢iva vykazuji vyznamny synergicky ucinek
s ionizujicim zafenim. Pfipravili jsme polymerni termoresponsivni systém pro
synergickou chemoradioterapii vyuzivajici tento jev. Systém je zalozen na
injektovatelném termoresponsivnim polymeru, ktery nese radionuklid a jako
odstépitelnou hydrofobni skupinu doxorubicin.[57, 58] V systému DOX slouzi jako
cytostatické ¢inidlo se zndmymi synergickymi ucinky s ionizujicim zafenim a zaroven
jako hydrofobni skupina fidici bioerozi a eliminaci systému po splnéni funkce. DOX je
vazéan k polymernimu nosi¢i hydrolyticky labilni N-glykosylaminovou vazbou. Hydrolyza
N-glykosylaminové vazby tedy ftidi uvoliiovani DOX a rozpousténi systému
v modelovém vodnim prostiedi. DOX se pomalu uvoliiuje béhem inkubace ve vodném
prostiedi pii 37 © C, coz zpusobuje Uplné rozpusténi biologicky rozlozitelného polymeru
b&hem priblizné 2 tydni. Modelovy radionuklid '*’I, vizany na malé mnoZstvi poly (V-
isopropylakrylamid-co-N-methakryloyltyrosinamidu), byl zadrzen v oddélené fazi
a béhem inkubace také pomalu rozpustén.

Pti dalSim postupu na termoresponsivnich depech pro radioterapeutické aplikace
bylo dale nutné zjistit radiani odolnost polymera vuci radiolyze, protoze
u terapeutickych P"-zafict fazové separovany depot dostdvd znacné radiacni davky z
vlastni radiace. Informace o radia¢ni stabilité jsou dale uzite¢né pro radiacni sterilizaci
polymernich systémd.

Studovali jsme vliv ionizujiciho zafeni — 10 MeV elektronového svazku na
fyzikalné-chemické a fazoveé separacni vlastnosti vybranych termoresponsivnich
polymert (viz Obrazek 3) s CPT mezi pokojovou a télesnou teplotou.[59] Polymery jsou
ve vodném prostiedi podstatné citlivéj$i na ozareni nez v suchém stavu, protoze ve vodé
radiolyza vody generuje radikaly podilejici se na degradaci polymert. Stabilita polymera
vucéi ozafeni (davky O - 20 kGy) ve vodnych roztocich se zvysSuje v potadi poly(N-
vinylkaprolaktam) (PVCL, nejméné stabilni)<< poly[N-(2,2-difluoroethyl)akrylamid]
(DFP) < poly(N-isopropylakrylamid) (PNIPAM) « poly(2-isopropyl-2-oxazolin-co-2-n-
butyl-2-oxazoline) (POX, nejstabilngjsi).
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Obrazek 3. Termoresponsivni polymery pouzité pro studium radiacni stability. Prevzato
z ref.[59]

I nizké davky B -zéafeni (1 kGy), které jsou zcela relevantni pro skladovani polymernich
radioterapeutik a sterilizaci biomedicinskych systémi, zplsobuji vyznamné zvySeni
molekulové hmotnosti polymert diky zesiténi (s vyjimkou POX, kde je tento Ucinek
slaby). V ptipadé PVCL ozafeného nizkymi davkami vyvolalo zvySeni molekulové
hmotnosti a tim ke snizeni CPT polymeru. U PNIPAM a DFP nastava silna hydrofilizace
fetézce, kterd vede ke zvyseni CPT. Z tohoto pohledu je POX nejvhodnéjSim polymerem
pro konstrukci dodavacich systémt, u kterych dochazi k vystaveni zatreni, zatimco PVCL
je nejméné vhodny a PNIPAM a DFP jsou vhodné pouze pro nizké radiacni davky.

Dalsim praktickym problémem kromé radiolyzy polymert pro lokalni aplikaci
termoresponsivniho depa je ucpavani jehly zeyména pti hlubsich injekcich, protoze fazova
separace teplotou organismu je velmi rychld a miize probéhnout 1 v kovové jehle dobie
vedouci teplo. ReSenim tohoto problému muize byt aplikace roztoku v organickém
biokompatibilnim rozpoustédle jako je dimethylsulfoxid (kde je polymer rozpustny, ale
bez LCST), nebo jak jsme studovali [34] pouzitim multiresponsivniho polymeru, ktery
umoziuje aplikaci systému ve vodném roztoku. U polymeri obsahujicich imidazol
umoznuje citlivost imidazolu na pH (pKa cca 7 v zavislosti na funkcionalizaci) injekci
systému v mirn¢ kyselém, ale biologicky stale ptijatelném prostiedi (pH 4,5-5,5), kde je
imidazol protonovan a vysoce hydrofilni. Nabity stav imidazolovych jednotek posune
teplotu piechodu polymerniho roztoku na vyssi hodnoty.[60] Pfi zvySeni pH na 7,4
v tkani je imidazol vétSinou deprotonovan, coz vede k fazové separaci systému pii
teplotach vyrazné nizsich nez v predchozim ptipad¢€. Teplota fazové separace tak klesa a
je mozné vytvorit systém, ktery je injikovatelny bez fazové separace v jehle (nizka
hodnota pH injektovaného roztoku, CPT nad télesnou teplotou), zatimco vytvori
nanostrukturované depot v tkani, kde je vyssi hodnota pH a CPT polymeru je tak pod
télesnou teplotou.

Zatimco kombinace pH- a termoresponsivity obecné byla jiz dobfe popsana
v fad¢ publikaci,[61, 62] zde jsme provedli syntézu a studium fyzikalné-chemickych
vlastnosti kopolymert N-isopropylakrylamidu (NIPAM) a N-(3-imidazolylpropyl)
methakrylamidu (ImPM), které jsou specificky urceny pro parenteralni depotni aplikace.
Bylo zjisténo, ze uz relativné nizky obsah ImPM skupin (1,6 mol %) je dostatecny
k zavedeni pH-responsivity. Turbidimetrii a dynamickym rozptylem svétla bylo zjisténo,
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ze zména pH z 9 na 4 vedla ke zvySeni CPT z 32 na 70°C. Proces fazové separace je také
doprovazen tvorbou nanocéstic o rozméru cca 150-300 nm nad teplotou fazového
prechodu. Zjisténa kritickd hodnota pH, kde se vlastnosti systému vyznamné méni je cca
6,5 a je tak mozné systém aplikovat v kyselém pH kolem 5 zatimco se v misté aplikace
vytvoii depot ohfatim pii zvySeni pH na fyziologickou hodnotu 7,4. Experiment na
in vivo zvifecim modelu s pouZitim polymeru v PBS (pH = 5,0) s paliperidonem jako
modelovym léCivem ukézal vynikajici vysledky pokud jde o fizené uvoliiovani 1éciva
z depotu.

V soucasné dobé je kladen diraz na moznost monitoringu efektivity terapie
v redlném case neinvazivnimi medicinskymi zobrazovacimi technikami (teranostika),
v tomto piipad¢ naptiklad sledovani degradace depa. Zatimco u polymert pro radioterapii
lze pfipadné pouzit teranosticky zafi¢ pfimo zobrazitelny metodami nukledrni mediciny
(pozitronova emisni tomografie - PET, jednofotonova emisni tomografie - SPECT), pro
nckteré aplikace jako jsou depa chemickych 1é¢iv nebo injikovatekné implantaty je
pouZiti radioaktivity nezadouci. Pak lze s vyhodou pouzit metod '°F nuklearni magnetické
rezonance (MRI) pro zobrazeni depa a jeho degradace.
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Obriazek 4. (A) Schematické znazornéni vytvofeni implantatu sledovatelného '°F MRI.
Fluorovany polymer se vstiikuje jako vodny roztok v mirné kyselém pufru a pii zméné
pH a zvySeni teploty in vivo se tvoii depot. (B) Struktura a multiresponsivita
fluorovaného kopolymeru F8 (obsahujiciho 8 mol % imidazolovych jednotek) reagujiciho
na zménu pH a teploty. (C) Makroskopicky vzhled roztokd kopolymeru F8 v pufrech
s riznym pH pfi 37 °C (koncentrace polymeru cpo1 = 10 mg mL™"). Prevzato z ref. [64].
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V poslednich letech se objevil vyvoj a vyznam zobrazovani "’F MRI v klinické praxi.
MRI pomoci fluorovanych kontrastnich latek umoziuje dosdhnout specifického signalu
s velmi nizkym (ve skuteCnosti v organismu zanedbatelnym) pozadim a vysokym
kontrastem v MRI obrazech. Ke zajisténi dostate¢né citlivosti MRI '"F jsou vsak
zapotiebi fluorova kontrastni ¢inidla s vysokym obsahem chemicky ekvivalentnich atomu
fluoru, jak jsme shrnuli v pfehledovém clanku ref.[63]

Proto jsme vyvtofili variantu pH- a termoresponsitviho polymeru, které je
sledovatelna '’F-MRI a kde je misto hlavniho monomeru N-isopropylakrylamidu pouzit
N-(2,2-difluoroethyl)akrylamid (Obrazek 4 a 5).[64] Prokazali jsme, ze takova depa jsou
snadno zobrazitelna na *F-MRI.
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Obrazek 5. pH- a termoresponsivni chovani polymert v pufrovanych roztocich pfi cpo1 =
10 mg mL™". (A) Zavislost CPT polymerii na pH stanovena turbidimetrii; (B) teplotng
indukovana zména transmitance (A = 600 nm) polymeru F8 pii uvedenych hodnotach pH;
(C) hydrodynamicky pramér polymeru F8 pii 37 © C stanoveny dynamickym rozptylem
svétla; (D) teplotni zavislost intenzity rozptylené pro polymer F8 pii rtznych pH.
Prevzato z ref. [64].

vvvvvv

ttidou funkénich materidli.[34, 65-67]. Kombinuji udrzitelnou ekologii, biologickou
rozlozitelnost a architekturu pfirodnich polymert se zpracovatelnosti a variabilitou
syntetickych polymert.
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Vyvinuli jsme novy koncept biokompatibilnich hybridnich kopolymeri na bazi
polysacharidii roubovanych poly(2-alkyl-2-oxazolin)y.[68] Poly (2-alkyl-2-oxazolin)y
umoznujicim zvolit jeden konec a molekulovou hmotnost nastavitelnou pomérem
inicidtor:monomer. Zivy kationtovy konec po této polymeraci byl pouzit k alkylaci
alkoholdtu polysacharidu vytvarejiciho tak polysacharid roubovany poly(2-alkyl-2-
oxazolin)ovymi fetézci etherovou vazbou.

Prvnim takovym polymerem tohoto typu byl glykogen-graft-poly(2-alkyl-2-
oxazolin).[69] Glykogen (GQ), ZivocisSny zasobni polysacharid sloZeny z D-glukézovych
jednotek pfirozené pfitomny zejména ve svalech a jatrech, poskytuje ¢etné vyhody pro
pouziti jako polymerni nosi¢ bioaktivnich komponent. GG je vysoce rozvétveny kulovity
pfirodni polymer.[70] Hydrodynamicky primér Dy GG je cca. 50 nm [71], cozZ je
vyhodné pro akumulaci v pevnych nadorech EPR efektem,[72-74] tj. akumulaci
makromolekularnich objektd v pevném nadoru pod velikosti piiblizné 200 nm zptisobena
zvySenou permeabilitou nadorové neovaskulatury pro makromolekuly a nanocéstice
a také Spatnou nebo chybéjici lymfatickou drenazi v nadorové tkani.[73, 74] Velikost
molekuly GG dale zptsobuje, Ze GG nelze vyloucit ledvinami pfimo. Proto musi byt GG
biodegradovan na D-glukdézu nez miize byt eliminovan renélni filtraci, coz prodluzuje
polocas cirkulace GG v krevnim fecisti. Dalsi hlavni vyhodou GG je jeho intracelularni
degradace a relativni inertnost vi¢i amyldzdm v krevnim fecisti.[70] Tyto dvé vlastnosti
déavaji GG vyssi stabilitu v krevnim fecisti po intraven6znim podani.

Roubovani polysacharidii kyselinou jantarovou nebo biokompatibilnimi
syntetickymi polymery miize prfedvidatelnym a nastavitelnym zplsobem snizit rychlost
biodegradace pro ptipadnou akumulaci nddoru zaloZzenou na EPR efektu a také umoznit
dalsi chemickou modifikaci nosi¢e. Tento ucinek byl prokdzan pouze u polysacharidi
jinych nez glykogen (napf. chitosan a dextrin);[75] proto jsme pfipravili hybridni
kopolymerovou platformu zalozenou na biologicky rozlozitelném glykogenovém jadru
roubovaném biokompatibilnimi hydrofilnimi poly (2-methyl-2-oxazolinovymi) rouby.

Kopolymery byly modifikovany fluorescenénimi barvivy pro pritokovou
cytometrii, konfokalni mikroskopii a in vivo fluorescencni zobrazovani. Krom¢ toho byl
zkouman vliv oxazolinovych roubli na rychlost biodegradace. Na bunécné linii HepG2
byla zkoumana intracelularni lokalizace, cytotoxicita a internalizace téchto hybridnich
kopolymerti. Biodistribuce kopolymerii byla studovana in vivo fluorescenénim
zobrazenim na mySich kmene C57BL/6. NaSe vysledky ukazuji na biokompatibilitu,
biologickou rozlozitelnost a netoxicitu hybridnich kopolymeri na bazi glykogenu.
Kopolymery jsou endocytovany do cytoplazmy, pravdépodobné prostiednictvim
kaveolami zprostfedkované endocytézy. Vys$si obsah polyoxazolinu v polymerech
zpomalil pfijem bunkami. Nebyla pozorovana zadna silnd kolokalizace sondy na bazi
glykogenu s lysosomy; zda se tedy, ze modifikovany externé podavany glykogen je
degradovan stejnym zpusobem jako endogenni glykogen. Experiment in vivo ukézal
relativné rychlou kinetikou biodistribuce a biodegradace. Zavérem lze fici, ze tyto
kopolymery nabizi jedine¢né chemické a biologické vlastnosti pro pouziti jako u¢inné
teranostiké nosice pro onkologické 1é¢iva s multimodalnimi zobrazovacimi vlastnostmi.
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Dalsim polysacharidem, ktery byl analogicky pouzit, je linearni polysacharid
mannan|76], tvofeny D-mandzovymi sacharidickymi jednotkami. V Zivém organismu se
manan vaze na D-mandzové receptory (zejména na DC-SIGN receptor), coz je tfida
multilektinovych receptorovych proteinti zprostiedkovavajicich spojeni mezi vrozenou
a adaptivni imunitou. Mannan se timto mechanismem hromadi v imunitnich buiikach
hyperexprimujicich DC-SIGN receptor jako jsou makrofagy a dendritické bunky, coz by
mohlo byt uzite¢né pro detekci sentinelovych lymfatickych uzlin a zanét, které jsou silné
infiltrovany takovymi bunikami.
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Obrazek 6. Piiprava konjugatli mannanu. Prevzato z ref. [76].
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To umoznuje pouziti mananu jako polymerni zobrazovaci c¢inidla pro zkoumani
patologickych procesti a vyvoj odpovidajicich terapii. Prokazali jsme, Ze konjugaty na
bdzi mananu maji vyjimecné vlastnosti pro multimodalni zobrazovani kvuli jejich
biokompatibilité, biologické rozlozitelnosti a vlastnostem cileni. Byly pfipraveny dva
nové konjugaty mananu obsahujici komplex gadolinia a fluorescencni sondu, jeden
zalozeny pouze na polysacharidu a druhy obsahujici polysacharid s poly(2-methyl-2-
oxazolin)ovymi rouby. Polymery byly soucasné¢ vizualizovany in vitro a in vivo
magnetickou rezonanci a fluorescenénim zobrazenim. Syntéza téchto komplexti na bazi
mananu byla zaloZzena na alkylaci polysacharidu allylbromidem nebo na roubovani
s poly(2-methyl-2-oxazolinovymi) fetézci, nasledovanou thiol-en click reakci
s cysteaminem pro zavedeni primarni aminoskupiny do jejich struktury (Obrazek 6).
Nakonec byly ziskané konjugaty funkcionalizovany kontrastnimi znackami za pouZziti
odpovidajicich N-hydroxysukcinimidovych esterti. Pii pouziti k detekci lymfatickych
uzlin vykazovaly polymery lepSi zobrazovaci vlastnosti nez komercéné dostupné
kontrastni latky.

Poté byla pouzita tato chemie pro piipravu konjugatt [67], kde polysacharidickou
kostrou hybdridniho kopolymeru je B-glukan, houbovy polysacharid s velmi vyraznymi
imunomodula¢nimi  u€inky prostiednictvim Toll-like receptorii. Poly(2-alkyl-2-
oxazolin)ové grafty jsou termoresponsivni a podileji se na vytvoreni depotu. Zaroven
konjugat nese skupiny radioznacitelné *°Y. Jako termoresponsivni polymer byl zvolen
POX, protoze je, jak jsme diive prokazali, vysoce rezistentni k radiolyze.[59]

Tyto kopolymery jsme navrhli pro koncepéné novou lécbu - bimodalni
imunoradioterapii  pomoci termoresponsivniho  imunostimulacniho  radioaktivné
znaceného polymeru. Princip 1é¢by je uveden na Obrazku 7, radiace ni¢i nadorové bunky
a po rozpadu radionuklidu imunomodulator zvySuje imunitni odpovéd elicitovanou
radiaci odumfelymi zbytky nadorovych bunék proti metastazam. Takova 1écba vykazuje
nasledujici vyhody: Nechirurgické podavani 1é¢iva injekei polymerniho roztoku, lokalni
radiacni terapie s minimalnim ozafenim zbytku téla a zesilend lokdlni imunoterapie
s vyuzitim T bunék proti nddorovym bunikdm a metastdzam. Navic je polymer v téle
degradovatelny, protoze ho glykosidazy pfeméiuji na metabolity, které jsou mensi nez
prahova hodnota renalni filtrace (~ 45 kDa), a jsou tedy vyloucitelné ledvinami.

Bylo studovdno termoresponsivni chovani téchto polymeri ve vodnych
roztocich a in vitro byly detailn¢ testovany jejich biologické vlastnosti (cytotoxicita,
oxidativni vzplanuti leukocytl, produkce cytokind, internalizace). Pro detailni studii byl
vybran [-glukan extrahovany zhouby ucha jidaSova (Auricularia auricula-judae)
roubovany poly(2-isopropyl-2-oxazolin-co-2-butyl-2-oxazolin)ovymi rouby nesoucimi
komplexy 1,4,7,10-tetraazacyklododekan-1,4,7,10-tetraoctové kyseliny (DOTA) s Y na
koncich roubti (M, roubt 2,5 kDa, s maximalni dosazitelnou hustotou roubt).
Biodistribuce a protinadorova ucinnost byly studovany na in vivo zvifecim modelu na
mysSich nesoucich lymfom EL4. Byla prokdzana vynikajici synergie imunoradioterapie,
v této skupiné bylo zcela vyléceno ~ 50% mysi bez vyznamnych vedlejSich ucink.
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Obrazek 7. Princip bimodalni imunoradioterapie: Zafeni ni¢i nadorové bunky; po
rozpadu radionuklidu zvySuje imunomodulator nasledujici imunitni odpovéd’ proti
zbyvajicim nadorovym bunkam a metastazam. Pievzato z ref. [67].

V dalsi studii [66] jsme detailnéji studovali fazovou separaci a dalsi vlastnosti téchto
kopolymerti v zavislosti na jejich struktufe pro dalSi optimalizaci tohoto systému se
slibnymi biologickymi vlastnostmi. Byly syntetizovany ¢tyfi vzorky polymert, liSici se
délkou Stépu polyoxazolinu (500-5000 Da), s pouzitim B-glukant extrahovanych z
Auricularia auricula-judae. Termoresponsivni chovani pfipravenych polymerd bylo
dikladné studovano pomoci dynamického rozptylu svétla, fluorescence a magnetické
rezonance, coz demonstruje snadné nastaveni teploty bodu zakalu podle délky roubu.
Navic vSechny vzorky vykazuji netoxicitu in vitro. Ukazali jsme pomoci oxida¢niho
rozpadu polymorfonukledrnich jader, Ze pozadované imunostimulaéni vlastnosti nejsou
polyoxazolinovym roubovanim B-glukant snizeny, ani nejsou ovlivnény délkou roubt
polyoxazolinovych fetézcl. Proto pro zamyslenou aplikaci mize byt kone¢na délka $tépu
zvolena pouze s ohledem na termoresponsivni vlastnosti polymeru, aniz by to ovlivnilo
jejich imunostimulacni vlastnosti.

Dalsim krokem bylo pouziti polysacharidu zftas, k-karagenanu [65], ke
konstrukci analogického systému s poly(2-alkyl-2-oxazolin)ovymi rouby vykazujicimi
LCST. k-Karagenan ma podobné imunomodulaéni U¢inky jako houbovy B-glukan, ale
navic vykazuje termoresponsivitu s opaénym trendem — ma horni kritickou rozpoustéci
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teplotu — UCST, a navic geluje v pfitomnosti draselnych ionti. Takovy systém pak
vykazuje zajimavou teplotni responsivitu ve vodnych roztocich. Za nizké teploty je
fazové separovan diky UCST «-karagenanové casti, v okoli laboratorni teploty je
molekularné rozpustén a pfi teploté lidského téla a vySe je opét fazoveé separovan diky
LCST poly(2-alkyl-2-oxazolin)ovych roubl. Fézova separace je dale umocnéna
responsivitou k-karagenanové ¢asti k pfitomnosti draselnych iont zptsobujicich gelaci,
coz v pripadé pouziti pro tvorbu depa synergicky vylepsi stabilitu takového depa (injekce
jako sodna sil + fdzova separace vlivem zvySeni teploty a pfitomnosti drasenych ionti ve
tkani, viz Obrazek 8).

Molekularni principy stojici za timto multistimuli-responsivnim chovéanim byly
objasnény pomoci dynamického rozptylu svétla, méfeni magnetickou rezonanci
a fluorescenci a mikroskopie atomové sily. Tyto polymery by mohly byt pouzity v celé
fadé¢ biologickych aplikaci vyzadujicich responsivitu ke zméné€ teploty a draselnym
iontim.

thermoresponsivity and potassium responsiveness
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Obrazek 8. Hybridni systém na bazi k-karagenanu vykazujici responsivitu ke zméné
teploty a draselnym iontim. Pfevzato z ref. [65].

2.2 Systémy, kde polymerni stabiliza¢ni obal neni kovalentné pripojen k jadru

Dal$imi studovanymi systémy jsou nanocasticové  systémy, které jsou koloidné
stabilizované vnéjSim Cinidlem nebo kde samotna struktura méa bud’ anorganické nebo
nanoprecipitaci zménou slozeni rozpoustédla tvorené polymerni jadro a polymerni
stabilizacni obal neni kovalentné pfipojen k jadru. Takové, obvykle snadno ptipravitelné
nanocastice maji fadu vyhod, napiiklad vhodnou velikost pro pasivni nadorovou
akumulaci EPR efektem.

Fotodynamicka terapie (PDT) je Siroce studovana a pouzivana zejména k 1écbé
koZznich malignit a dalSich dermatologickych onemocnéni. PDT spociva v aplikaci
fotosenzibilizdtoru s naslednym laserovym ozafenim nadorovych 1€zi.[77,78]
Fotosenzibilizator po ozareni svétlem aktivuje kyslik pfitomny v tkdnich na singletovy
kyslik, ktery je vysoce destruktivni v disledku poskozuje dulezité biomolekuly, jako jsou
proteiny, lipidy, DNA a blizké bun&&né membrany. Temoporfin (Foscan®) je hydrofobni
derivat porfyrinu schvaleny jako fotosenzibilizator pro fotodynamickou terapii
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spinocelularniho karcinomu hlavy a krku.[79] Temoporfin je transportovan v krvi,
adsorbovan na krevni proteiny a nasledn¢ translokovan do lipoproteinti.[80]

Utinnost fotodynamické terapie je Gasto omezena nedostate¢nou akumulaci
fotosenzibilizdtori v nadorové tkani a nepfiznivou retenci v kizi, coz vede
k fotosenzibilizaci pacienti na celém povrchu téla.[81] Proto je dodavani
fotosenzibilizatora specifickych pouze pro nadorovou tkan stale vyzvou.

Vyvinuli jsme [82] pln¢ biologicky odbouratelny nanosystém zaloZzeny na
termoresponsivnich tuhych lipidovych nanocasticich (solid lipid nanoparticles, SLNP)
stabilizovanych polymerni povrchové aktivni latkou s nekovalentné vazanym
fotocitlivym temoporfinem (T-SLNP) s velikosti ¢astic pod 50 nm. Systém obsahuje
lipidické jadro slozené z mastného alkoholu 1-tetradekanolu. 1-Tetradekanol byl nové
pouzit kvili jeho bodu tani (35-39 ° C) a také proto, ze je polarnéjSi nez napf.
triacylglyceroly, takze 1épe solubilizuje temoporfin. Kromé& toho je plné
metabolizovatelny pies kyselinu tetradekanovou f-oxidaci na acetyl-CoA a nasledné
Krebstv cyklus na CO, a H,O. Pro stabilizaci a pokryti povrchu nanocéstic, aby se
zabranilo zachyceni do retikuloendotelidlniho systému byl pouzit netoxicky polymerni
povrchové aktivni kopolymer poly(ethylenoxid-block-g-kaprolakton) (PEO-block-PCL).
Samotna povrchové aktivni latka je také degradovana na kyselinu 6-hydroxyhexanovou
a polyethylenoxid, které jsou eliminovatelné ledvinami diky relativné nizké molekulové
hmotnosti pod renalnim prahem.[54] T-SLNP jsou pevné a stabilni proti agregaci pti
skladovaci teploté¢ 4 ° C. Teplota tani jadra je nastavena na 38-40 ° C, aby se uvolnil
temoporfin az v nadorové tkani, ktera je v dusledku intenzivniho metabolismu
hypertermicka (analogie s termoresponsivnimi liposomy) a SLNP tam roztaji na kapicky
stabilizované povrchové aktivni latkou.

Uginnost T-SLNP byla porovnavana s komerénim piipravkem temoporfinu

v podminkéch fototoxicity in vitro v bunkach 4T1 (karcinom prsu) a MDA-MB-231
(lidsky adenokarcinom prsu). Studie in vitro prokazala rychlejsi kinetiku akumulace v
bunkach pro T-SLNP, coz vedlo k vyssi fototoxicité proti nadorovym bunikam. In vivo
protinadorova u¢innost na Nu/Nu mySich nesoucich nddory MDA-MB-231 byla znaéné
lepsi pro T-SLNP ve srovnani s komerénimi formulacemi temoporfinu. Ukézali jsme, Ze
nas systém je ucinn¢jsi ve srovnani s publikovanymi dopravnimi systémy pro temoporfin.
Tento systém se ukdzal mit lepsi vlastnosti (zejména stabilitu, ale i moZznost
uvolnéni aktivniho ndkladu zménou teploty a terapeutickou ucinnost) nez nami diive
studované nanocastice piipravené¢ iontovou gelaci alginatu a chitosanu, respektive
oligomerti chitosanu pro dopravu téze aktivni latky (temoporfinu).[83] Zde jsme
ptipravili elektrostatickymi interakcemi mezi kationtovym chitosanem a aniontovym
algindtem stabilizované polyplexové nanocéstice a identifikovali jsme kliCové procesni
parametry pro nastaveni vlastnosti. Distribuce velikosti c¢astic, dispergovatelnost
a C-potencial byly stanoveny dynamickym rozptylem svétla (DLS) a primér a morfologie
jednotlivych ¢astic byly vizualizovany transmisni elektronovou mikroskopii (TEM). Bylo
zjisténo, ze distribuce velikosti polyplexnich nanocastic zavisi na koncentraci zadsobnich
roztoki chitosanu a alginatu a na potfadi a poméru pfidani zasobnich roztoki, jakoZ i na
pH vysledné smési. Zda se, Ze nanocastice jsou homogenni, i kdyZz mikrofotografie
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naznacuji jistou strukturu jadro-obal. Nanocastice jsou stabilni pii pH 7,4 (pH krevni
plazmy) a vykazuji jen velmi maly unik 1é¢iva v experimentdlnich modelovych
podminkach transportu krevniho fecisté€ do cilovych tkéni.

Princip intové interakce mezi opacné nabitymi polymery byl nicméné efektivné
vyuzit pro inkorporaci proteinti do nanoc¢éstic hydrofébniho polyaniontu — kopolymeru
methakrylové kyseliny a ethylakrylatu, ktery je ve vodé rozpustny v neutrdlnim
a alkalickém pH, kde je kyselina ionizovana, a je nerozpustny v kyselém pH.[30] Zde
jsme studovali polymerni nanokontejnery citlivé na zmény pH zaloZené na aniontovém
polymeru Eudragit L 100-55° (poly(methakrylova kyselina-co-ethylakrylat) 1: 1),
schvileném Food and Drug Administration, povrchové stabilizované detergentem
Brij98®. Charakteristiky interakce mezi Eudragitem L100-55® a Brij98® pii riznych
hodnotach pH a jejich optimalni pomér pro tvorbu nanocastic byly studovany pomoci
izotermalni titraéni kalorimetrie. VIiv poméru polymeru k povrchové aktivni latce na
velikost a strukturu castic byl studovan pii riznych hodnotach pH za pouziti metod
dynamického rozptylu svétla a malothlového rozptylu rentgenového zareni. Ukazalo se,
ze stabilni nanocastice se vytvareji pii kyselém pH pii molarnich pomérech polymer-
surfaktant od 1:43 do 1: 139. Trypsin byl uspésné enkapsulovan do nanocéstic jako
modelova bioaktivni slozka. Uginnost enkapsulace byla stanovena znadenim trypsinu
radioaktivnim '*’I. Nano¢astice u¢inné chrani trypsin pred $tdpenim pepsinem. Vysledky
ukdzaly, Ze trypsin enkapsulovany do novych nanokontejnerti citlivych na pH si po
osetfeni pepsinem udrzel vice nez 50 % své aktivity ve srovnani s neenkapsulovanym
trypsinem. Popsany koncept piispéje jak k pochopeni principt, tak k navrhu
nanokontejnerti nové generace pro peroralni pouziti.

Aplikacné velmi zajimavou responsivitou je citlivost k reaktivnim formam kysliku
(reactive oxygen species, ROS). ROS hraji klicovou roli ve fyziologickych
a patofyziologickych procesech clovéka. ROS, zejména pak peroxid vodiku, jsou soucasti
bunéénych signaliza¢nich drah, které jsou nezbytné pro rust, vyvoj a zdravi zivych
organismu.[84] Na druhé strané¢ vede nadprodukce H,O, k oxida¢nimu stresu
a zanétlivym projevim, které poskozuji tkanovy a organovy systém souvisi s rozvojem
riznych nemoci, vcetné¢ nadort,, diabetu, kardiovaskuldrnich a neurodegenerativnich
chorob.[85] H,0, je siln¢ nadprodukovan v nadorech ve srovnani s normalnimi bunikami,
kde hladiny intraceluldrni koncentrace mohou byt v rozsahu &yt fadii od 10° M pii
proliferaci do 10 M pii apoptéze.[84, 85]. V souladu s tim jsou v n&kolika studiich
popsany zvysené hodnoty ROS témét ve vsech lidskych nadorovych buitkach ve srovnani
s jejich normalnimi protéjsky.[86-88] Proto se H,O, stal bézZnym markerem oxida¢niho
stresu, hraje dilezitou roli v karcinogenezi a je také spojen s apoptézou, bunécnou
proliferaci a DNA mutacemi. Zapojeni ROS do bunécné signalizace a chorobnych stavii
tedy motivovalo konstrukei chytrych chemickych néstrojt, jako jsou mikro- a nanocéstice
reagujici na ROS coby nosice bioaktivnich slozek.[89-92] MozZnost cilené degradace
nanonosi¢e a uvolnéni nakladu v mikroprostfedi bohatém na ROS je zvlasté zajimava,
napf. pro cilené dodavani 1é¢iva do nadorti a mist zanétu.

Boronové estery pinakolového typu se ukéazaly jako nejselektivné;si
a nejcitlivéjsi pro detekci H,O, ve fyziologickych koncentracich s vysokou
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specificitou.[91, 92] Tuto chemii jsme vyuzili pro kontrukci ROS-responsivniho
(respektive selektivné ROS selektivné degradovatelného) nanocasticového systému [93]
nesouciho boronové estery a alkynové zbytky, kde hlavni fetézec degraduje
koncentracemi peroxidu vodiku typickymi pro nadorové mikropostiedi. In vitro jsme
prokézali, Ze jako nosi¢ protinadorového 1é€iva paklitaxelu je tento ROS-degradovatelny
systém efektivnéjsi neZz analogické nanoc¢éstice nedegradovatelné ROS.

Dalsim typem selektivné ROS-degradovatelného systému jsou aromatické
polyoxalaty, polyestery kyseliny stavelové a fenolti. Jejich reakce s peroxidem vodiku
produkuje jako vedlej$i produkt oxid uhlicity, ktery je v prvni fazi produkovan jako
cyklicky elektronové excitovany dimer, ktery, pokud je v okoli ptfitomen fluorofor,
zpiisobi pfi rozpadu na CO, chemiluminiscenci, monitorujici misto degradace. Jevu se
vyuziva napft. u ty€inek pro ,,chladné svétlo® - chemiluminiscenci. Takto jsme pfipravili
polyoxalatové nanocasticové prolécivo [94] zalozené na protinadorové ucinném analogu
hormonu diethylstilbestrolu jednokrokovou polykondenzaci, kde 1éCivo je soucasti
hlavniho fetézce a uvolni se jeho degradaci ROS v ucinné formé, coZz vede ke
nevyrab¢jici ROS, jak bylo prokdzano experimenty in vitro. Tato strategie umoziiuje
opctovné vyuziti uspéSného chemoterapeutického cinidla, které bylo klinicky malo
vyuzivano z diivodu vedlejSich ucinkd.

Dalsim, koncep¢né odliSnym systémem jsou nanocastice s anorganickym jadrem
koloidné stabilizované polymernim obalem, ktery je k anorganickému jadru vazan
koordinacni vazbou. Nanocéastice kombinuji vyhody anorganického jadra
(chemiluminiscence, moznost zabudovani radionuklidu, opacita v rentgenové oblasti —
kontrastni ¢inidlo) s vyhodami polymeru, hlavné jeho hydrofilicity a biokomopatibility
spolu se schopnostmi koloidné stabilizovat systém. Koordina¢ni vazba mezi kovovym
jontem tvoricim jadro (zde Ge*", Ca®" a W") a ligandem na polymeru umoziuje snadné
pokryti takovych nanocéstic prostym smichanim nanocéstic a polymeru ve vhodném
prostiedi, pfipadn¢ kombinovat v rizném pomeéru a kombinacich jadra a polymery na
molekularni stavebnice. Jako ligandy na polymeru jsme pouzili jednak 1,2- a 1,3-dioly
(inherentné¢ obsazené v polysacharidech pouzitych pro pokryti nanocastic), jednak
termindlni 1-hydroxy-1,1- bisfosfondty, se kterymi jsme dosahli mimptadné koloidni
stability polymert.[95]

Jako prvni jsme jako jadro pouzili oxid germanicity [96], kde Ctyfmocné
germanium je znamo tvorbou stabilnich cyklickych komplext s 1,2- a 1,3-dioly, a jako
polymery pro pokryti jadra vybrané pfirodni polysacharidy. Nanocastice jsou zalozeny na
krystalickém jadru z oxidu germanicitého o velikosti v rozmezi 20-30 nm a 300-900 nm.
Jadro na bazi ¢tyfmocného germania umoziluje piipojeni polysacharidii in situ pfimou
chelataci. Kromé& toho byly nanocastice alternativné potazeny tenkou vrstvou oxidu
kfemicitého. Po potazeni byl na povrch naroubovan 3-(triethoxysilyl)propylisokyanat
a polysacharidy byly imobilizovany na povrchu ¢astic kovalentni uretanovou vazbou, coz
umoziuje jesté stabilnéjsi polysacharidovy povlak, nez ktery byl ziskan chelataci. Tento
pfistup poskytuje pfistup k nové materidlové platformé pro biologické stopy a
zobrazovaci aplikace.
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Dal$im pouzitym materidlem pro anorganické jadro byl jednak wolframan vapenaty
(dopovany lanthanoidy pro nastaveni fluorescencnich vlastnosti), kde jak vépenaté ionty
tak Sestimocny wolfram komplexuji 1,2- a 1,3-dioly v ptirodnich polysacharidech, jednak
oxid wolframovy.[97] V této studii jsme popsali syntézu nanokrystalickych WO;
a CaWO, dopovanych Eu’" nebo Tb'" (rozsah velikosti 10-160 nm) potaZenych
polysacharidy. Tyto nanocéstice predstavuji univerzalni snadno konstruovatelny
modularni néstrojovy soubor pro multimodélni zobrazovani. Castice adsorbuji vyznamné
mnozstvi polysacharidi z roztoku, ¢imz ziskaji biokompatibilitu a mohou slouzit jako
platforma pro znaceni. Pro WO; je sorpce reverzibilni, pro CaWQ,; prakticky
ireverzibilni. CaWO,/Tb>" potazeny chemisorbovanym dextrinem, mannanem, guarovou
gumou a alginatem sodnym byl tspésné zobrazen konfokalnim mikroskopem na bunécné
kultute linie HepG?2.

Pokud jde o systém zamysleny pro pouziti v organismu, je vzdy nutné myslet na
biodegradabilitu, ktera je v nékterych pripadech anorganickych jader problémem,
jakkoliv mtze byt ¢astice zdanliveé bioinertni. Jenim z prokazatelné biodegradovatelnych
materidlti je hydroxyapatit (fosforeCnan hydroxid vépenaty tvofici mineralni slozku
kosti). Pro pokryti nanoc¢astic hydroxyapatitu jsme pouzili biokompatibilni polymery
s termindlnimi 1-hydroxy-1,1-bisfosfonatovymi skupinami. Zde jsme doséhli mimotédné
koloidni stability ziskanych hybridnich ¢astic.[98] Akumulace nanocéstic v nadorech
EPR efektem obvykle trva, aby byla plné u¢inna, alespon desitky hodin. To je v rozporu s
pozadavkem na minimalizaci radia¢ni davky pacienta pomoci diagnostickych
radionuklidii s co nejkrat§im moznym polocasem rozpadu. Vyvinuli jsme dvoustupnovy
diagnosticky systém, ktery umozinuje monitorovat dlouhodobé cilici efekty jako je EPR
efekt pomoci radioaktivnich znaCek s kratkym poloCasem rozpadu pomoci
biokompatibilnich nanocastic hydroxyapatitu potazenych polymery pro koloidni
stabilizaci. V prvni fazi ptedbézného cileni (,,pretargetingu®) mohou neoznacené
nanocastice cirkulovat v krvi. Poté se poda radiofarmakum s afinitou k hydroxyapatitu
(**"Tc-I-hydroxy-1, I-difosfonat, **™Tc-HDP schvaleny pro SPECT diagnostiku kosti) pro
in situ in vivo znaceni nanocastic a naslednou vizualizaci SPECT/CT. Nanocastice nejsou
in vitro cytotoxické, jak bylo prokazano na nékolika bunéénych liniich. Jak nanosastice
predem znagené **™Tc-HDP, tak neoznatené nanodastice podané 1 nebo 24 hodin pred
injekei *™Tc-HDP byly vizualizovany in vivo pomoci SPECT/CT u mysi, coZ jasné
prokézalo Gc¢inné in vivo radioaktivni znaCeni nanocastic.

Vzhledem k mimotadné stabilité pokryti vazaného ptes geminalni 1-hydroxy-1,1-
bisfosfonatové skupiny byla tato chemie vyuzita ipro pokryti upkonverznich Castic
lanthanoidy dopovaného tetrafluoroyttritanu sodného [95] a titandtovych nanocastic pro
zabudovani do epoxidovych pryskyfic jako plniva (kompatibilizator plnivo-matrice).[99]
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2.3 Samousporadané systémy blokovych a roubovanych polymernich architektur
stabilizované strukturou samotného polymeru, kde hydrofilni stabilizujici
obal je kovalentni soucasti nanocastice

Specifickym pfipadem jsou samouspofadané systémy amfifilnich blokovych
a roubovanych polymernich architektur stabilizované strukturou samotného polymeru,
kde hydrofilni stabilizujici obal je kovalentni soucasti samousporadaného nanoobjektu.
V téchto systémech jsou hydrofilni proti agregaci stabilizujici bloky kovalentné vazany
na bloky fidici samouspotadani (hydrofébni respektive citlivé na vnéjsi podnéty), coz
stericky siln¢ ovliviuje, jaké nanostruktury mohou ve vod¢ jako selektivnim rozoustédle
vzniknout a jak jsou stabilni vici disociaci na jednotlivé fetézce rozpusténé ve vodé
(unimery). Pokud je blok fidici samouspotadani responsivni na vnéjsi podnéty respektive
muze selektivné degradovat ur€itym vnéjSim podnétem, pak je icely systém citlivy na
vnéj$i podnét a Ize toho vyuzit.

2.3.1 Termoresponsivni systémy

Zakladnim biologicky relevantnim podnétem, ktery mulze fidit samouspofaddni nebo
rozpad nanoobjektu je zména teploty (napi. laboratorni teplota (cca 23 °C) — teplota
organismu (37 °C)).

Blokové a roubované kopolymery s jednim blokem vyjazujicim LCST a jednim
nebo vice hydrofilnimi bloky jsou snadno rozpustné pod CPT termoresponsivniho bloku
jako molekularni roztoky. Kdyz se teplota zvysi nad CPT termoresponsivniho bloku,
vytvoii se samouspoiadané nanoobjekty typu jadro-obal s jadrem sestavajicim z fazové
separovanych termosensitivnich blokii obklopenych obalem hydrofilnich blokt.[23, 24,
53, 100-102] Samousporadani vyvolané teplotou je fizeno difuzi a tyto micely maji z
termodynamickych divodi velmi uzké rozdéleni velikosti. Velmi dalezitou vyhodou ve
srovnani s jinymi typy nanocastic je to, Ze se daji mnohem snadnéji pfipravit (pouhym
zahratim roztoku polymeru), neni nutna Za4dna dialyza nebo jiné dalsi operace.

Pro pfipravu termoresponsivnich nanocastic jsme vyuzitli blok vyvinuty pro
termoresponsivni depoty sledovatelna '’F MRI, poly[N-(2,2difluoroethyl)akrylamid] (viz
vyse) a spojili ho s biokompatibilnimi hydrofilnimi bloky.[103] V této pilotni studii jsme
vyvinuli nové biokompatibilni, teplotné citlivé a snadno syntetizované samoasociované
nanocastice typu jadro-obal obsahujici dostatecnou koncentraci magneticky
ekvivalentnich atomi fluoru pro ucely '"F MRI. Struktura nanolastic je zaloZena na
amfifilnich  kopolymerech obsahujicich dva bloky, hydrofilni poly [N-(2-
hydroxypropyl)methakrylamidlJovy (PHPMA) nebo poly(2-methyl-2-oxazolin)ovy
(PMeOx) blok a termoresponsivni blok poly[N-(2,2difluorethyl)akrylamidJu (PDFEA).
Termoresponsivni  vlastnosti bloku PDFEA nam umoznuji kontrolovat proces
samoskladani nanocastic po jeho zahtati ve vodném roztoku. Velikost ¢astic zavisi na
slozeni kopolymeru a nejslibnéjsi kopolymery s delSimi termoresponsivnimi bloky tvofi
nanocastice vhodné velikosti pro zobrazovani angiogeneze nebo znaceni bunék (ptiblizné
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120 nm). Experimenty in vitro '°’F MRI odhalily dobrou citlivost t&chto kopolymernich
kontrastnich ¢inidel a bylo prokazano, ze jsou necytotoxicka pro nékolik bunécnych linii.

2.3.2  Enzymaticky degradovatelné systéemy

Dal8im typem studovanych systému jsou polymerni systémy se samoasociovanym jadrem
degradovatelnym vysoce specifickymi biokatalyzatory — enzymy, konkrétné zalozenymi
na alifatickych polyesterech degradovatelnych lipazami.[104-106]

Vyvinuli jsme biodegradovatelny biokompatibilni systém pro dopravu
antituberkulotického antibiotika rifampicinu se zabudovanym fluorescenénim senzorem
pro sledovani uvoliiovani 1é¢iva a degradace nanocastic. Do polymernich nanocastic na
bazi polyethylenoxid monomethyl ether-block-poly(e-kaprolakton)u byl nekovalentné
navazan rifampicin. Nanocastice obsahuji kumarinovy FRET (Forster resonance energy
transfer) senzor, ktery umoznuje hodnoceni uvoliiovani 1é¢iva v redlném case nejen
in vitro, ale také v zivych makrofagech, kde mykobakterie obvykle ziji jako tézko
eliminovatelni intracelularni parazité. Fluorofor také umoZiiuje in situ monitorovani
enzymatické degradace nanoc¢éstic v makrofazich diky zavislosti fluorescence na polarité

okolniho prostiedi.

Hydrodynamicky polomér nanocastic byl ve vSech ptipadech udrzovan pod 35

nm, aby se umoznila u¢innd distribuce v organismu pro aplikaci bud’ intraven6zné nebo
jako aerosol do dychacich cest, coz miize byt jinak problém pro vétsi nanocéstice
a mikrocastice.
Bylo prokézano, ze nanocastice jsou u¢inné absorbovany makrofagy, kde jsou velmi
rychle spojeny s lysozomalnim kompartmentem a uvolni se z nich 1é¢ivo. Po uvolnéni
lé¢iva jsou nanocastice v makrofagech enzymaticky degradovany s poloasem ca. 88
minut.

Na zavedenych zvifecich in vivo modelech tuberkul6zy na mySich kmene
BALB/c a déaniu pruhovaném bylo prokazano, ze nanocastice maji zlepSenou
farmakokinetiku a farmakodynamiku, jsou dobfe tolerovany a jsou mnohem ucinnéj$imi
terapeutiky ve srovnani s ekvivalentem volného rifampicinu.

Pro dalsi Upravu vlastnosti systému jsme pouzili pro konstrukci jadra ijiny
hydrofobni alifaticky polyester — polypropylensukcinat.[107] Amfifilni blokovy
kopolymer poly(ethylenoxid-block-propylensukcinat) (mPEO-block-PPS) byl pfipraven
polykondenzaci kyseliny jantarové a 1,3-propandiolu anaslednym navazanim
polyethylenoxid monomethyl etheru.

Analyza in vitro chovani pfipravenych nanocéstic na bunécéné kultuie (ptijem
a intracelularni lokalizace v buiikéch, enzymatickd degradace studovana pomoci FRET
senzoru) byla provedena pomoci fluorescenénich studii. Protinddorové 1é€ivo paklitaxel
(PTX) byl zabudovan do nanocastic rtiznych velikosti (30, 70 a 150 nm) a bylo
hodnoceno jeho uvoliiovani in vitro v riznych bunéénych modelech a porovnavano
s komer¢nimi formulacemi PTX. Analyza kopolymeru mPEO-block-PPS ukazuje teplotu
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skelného piechodu < télesnou teplotu < teplotu tani, nizsi toxicitu (véetné toxicity
produktt rozkladu), vys$si ucinnost solubilizace 1é¢iva nanocasticemi, vyssi stabilitu vici
spontanni hydrolyze béhem transportu v krevnim fecisti a soucasnou lepsi enzymatickou
rozlozitelnost po absorpci do bun€k ve srovnani s analogickymi kopolymery na bazi
poly(e-kaprolaktonu) a polylaktidu. Podrobné studie cytotoxicity in vitro a v in vivo
nadorovém modelu ukdzaly vys$i ucinnost nanocastic ve srovnani s komer¢nimi

formulacemi PTX.
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3. Zavéry

Pii kritickém zhodnoceni a ohlédnuti zpét za vybranymi klicovymi publikacemi
publikovanymi po obhéjeni titulu doktora véd (tj. 2016 — srpen 2019), které tvoii zaklad
této habilitacni prace, mohu konstatovat, ze nekovalentni samoasociace polymert na
supramolekuldrni nanoobjekty je fenoménem, jehoz detailni studium a pochopeni
umoznuje efektivni vyuziti v mnoha nejen medicinskych aplikacich. Ze systému
zahrnutych do této prace povazuji do budoucna za nejslibnéjsi a které bych rad
v budoucnu dale rozvijel, nasledujici:

- Upolymerit vytvarejicich injikovatelnd depa hybdridni kopolymery pro
imunoradioterapii nadorti, které maji velmi slibné biologické chovani jako
terapeutika i vzhledem ke zplsobu aplikace. Zde bude stavajici systém na bazi
konjugatu imunomodulujici polysacharid-termoresponsivni polymer-radionuklid
kombinovan se systémem obsahujicim atomy fluoru pro moznost neinvazivniho
sledovani depa '""F-MRI a apH-responsivnimi imidazolovymi funk&nimi
jednotkami pro snadnou injekci. Déle bude detailngji studovan mechanismus
ucinku tohto systému in vivo, hlavné protinddorové slozky imunitniho systému,
které jsou jim aktivovany.

- U neprotonovych polymernich MRI kontrastdi se soustiedime na "F, ale i°'P
MRI, kde kontrastni Cinidlo umozni funk¢ni zobrazeni fyziologickych procesii
diky paramagnetiku vazanému na systém vazbou selektivné Stépitelnou
v patologicky poSkozené tkani.

- U selektivné degradovatelnych systémii se budeme zabyvat zejména systémy
degradovatelnymi ROS, které¢ jednak umozni selektivni aktivaci v nadorové
a zanicené tkani, jednak na systémy ROS generujici za ucelem lokalni
imunomodulace.

Zaroven je tfeba podotknout, Ze nekteré piistupy nanomediciny do budoucna nejsou az
tak slibné, naptiklad jde o systémy zaloZené Cisté na EPR efektu nadorové akumulace
(ktery ma, jak je posledni dobou v literatufe nékdy zdlraziiovano, fadu omezeni). Dale
jistou skepsi pro praktické vyuZziti in vivo v organismu (nikoliv in vitro!) si
pravdépodobné zaslouzi systémy s anorganickym jadrem, jednak kvtli koloidni stabilité,
ale hlavné kvuli biodegradabilité, ktera je sice nékde prokazana (hydroxypatit), ale nékde
je zna¢né kontroverzni (superparamagnetické Castice oxidii Zeleza) a v fad¢ pripadi je
jasné, ze jde o materidl sice mozna bioinertni, ale rozhodné¢ nebiodegradovatelny
(nanocéstice zlata, nanodiamanty atd.).

U nékterych systémi je dokonce biodegradace nezadouci, protoze by vedla k siln¢
toxickym produktim (upkonvertujici Castice lanthanoidy dopovaného tetrafluoroyttritanu
sodného). Pro teoretické studie je nicméné lakava snadnd pfipravitelnost Casto velmi
definovanych materiali majicimi ¢asto unikatni fyzikalni vlastnosti.
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