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Abstrakt

Vyzkum v oblasti cilené dopravy 1éCiv zaznamenal v poslednich desetiletich velky rozvo;j.
Jednim z vyznamnych obori, kde se tento princip studuje, je protinddorova terapie. Rada
systémil pro cilenou dopravu 1éCiv (DDS) je zaloZzena na makromolekuldrnich nosicich, které
jsou schopné akumulace v naddorové tkani na zaklad¢ efektu zvysSené propustnosti a zadrze
(EPR efektu). Mezi tyto makromolekularni nosice se fadi zejména polymerni nanocastice,
polymerosomy, dendrimery, polymerni micely ¢i vodorozpustné polymerni konjugaty.
Zajimavym materidlem vyuzitelnym pro DDS je poly[N-(2-hydroxypropyl)methakrylamid]
(PHPMA), ktery je vysoce hydrofilni, biokompatibilni a neinteraguje s krevnimi proteiny.
PHPMA kopolymery umoziuji inkorporaci funkc¢nich skupin pro kovalentni vazbu Iéciv
pomoci stabilnich ¢i na stimul (napf. pH ¢i enzymatickou aktivitu) senzitivnich vazeb. Mezi
moderni ptistupy k protinddorové terapii patii napt. fotodynamicka terapie (PDT), vyuzivajici
fotosenzibilizatort, které po ozareni generuji cytotoxické reaktivni kyslikové radikaly (ROS).
Dal$im trendem v 1é€bé onkologickych onemocnéni je pouziti inhibitorti antiapoptotickych
proteini (IAP), které zvySuji uinnost protinddorovych terapii v kombinaci s klasickymi
cytostatiky. Pti 1é¢b¢ pokrocilych ¢i vysoce rezistentnich nadort je Casto potieba pro uspésnou
1écbu kombinovat vice takovychto terapeutickych ptistupt. Pfedmétem této diplomové prace
je mnavrh, syntéza a fyzikalné-chemickd charakterizace novych DDS pouZitelnych
v protinadorové terapii. Usp&$né byly syntetizovany a charakterizovany vodorozpustné
polymerni konjugaty nesouci prolé¢iva vyuzitelna v PDT, kyselinu 5-aminolevulovou (5-ALA)
¢i jeji hexylester (HAL), ptfipojend k PHPMA nosic¢i pomoci pH senzitivni hydrazonoveé vazby.
Prvni generace téchto konjugatii byla zaloZena na polymernich nosicich s velikosti pod limitem
renalni filtrace, druhd generace na vysokomolekularnich polymerech obsahujicich
biodegradovatelné vazby. Déle byly uspésné ptipraveny PHPMA systémy nesouci IAP inhibitor
LCL-161 pfipojeny pomoci hydrazonové vazby ¢i pomoci enzymaticky Sté€pitelné spojky
Val-Cit-pAB. Uspésné byl rovnéz syntetizovan biodegradovatelny roubovany kopolymer
PCL-g-PHPMA, ktery se ve vodném prostfedi samouspofadava do micelarnich struktur, které
byly vyuZity pro enkapsulaci IAP inhibitoru AZD-5582. VSechny pfipravené systémy budou
dale biologicky testovany pro prokéazani jejich i€innosti, a tedy potvrzeni jejich potencialu jako
DDS v ramci protinadorové 1éCby.

Klic¢ova slova: polymer, RAFT polymerizace, 1é€ivo, fotodynamicka terapie, vicecetna 1ékova

rezistence



Abstract

The research in the field of drug delivery systems has been extensively studied in the past
decades. One of the fields where this principle is applied, is anticancer therapy. Many drug
delivery systems (DDS) are based on macromolecular carriers, which are able to accumulate in
the tumor tissue due to the enhanced permeability and retention (EPR) effect. Those
macromolecular carriers are mostly based on polymer nanoparticles, polymerosomes,
dendrimers, polymer micelles or water-soluble polymer conjugates. An interesting polymer
material applicable in DDS is poly[N-(2-hydroxypropyl)methacrylamide] (PHPMA), which is
highly hydrophilic, biocompatible and non-fouling to plasma proteins. PHPMA copolymers
enable incorporation of functional groups for covalent drug attachment via stable or stimuli
(e.g. pH or enzymatic activity) sensitive bonds. Modern approaches to anticancer therapy are
e.g. photodynamic therapy (PDT), which uses photosensitisers, compounds able to generate
cytotoxic reactive oxygen species (ROS) upon irradiation. Another trend is the usage of
inhibitors of antiapoptotic proteins (IAP), which are able to increase the therapeutic effect in
combination with classical cytostatics. In the treatment of advanced or highly resistant tumors,
combination of such therapies is key to successful treatment. The topic of the diploma thesis
presented is the design, synthesis and physico-chemical characterization of new DDS applicable
in anticancer therapy. Water-soluble polymer conjugates bearing prodrugs for PDT,
5-aminolevulinic acid (5-ALA) or its hexyl ester (HAL) connected to a PHPMA carrier via pH
sensitive hydrazone bond, were successfully synthetized. The first generation of those
conjugates was based on polymer carriers of a size below the renal filtration limit, while the
second generation was based on high molar mass polymers containing biodegradable bonds.
Moreover, a successful synthesis of PHPMA systems bearing IAP inhibitor LCL-161 linked via
hydrazone bond or enzymatically cleavable linker Val-Cit-pAB was successfully completed.
Finally, the synthesis of biodegradable graft copolymer PCL-g-PHPMA, which self-assembles
into micellar structure in aqueous solutions, was successfully performed. The micelles were
used to encapsulate IAP inhibitor AZD-5582. All prepared systems will be biologically tested

to prove their efficacy, and thus confirm their potential as DDS in anticancer therapy.
Keywords: polymer, RAFT polymerization, drug, photodynamic therapy, multidrug resistance

[IN CZECH]



Obsah

1 LITERARNI PREHLED .....ccooooouiiimriiieeiieeiisesiessessesss s ssss st 11
1.1 CHlena dOPrava I€CTV . ...uivuiiiie ettt ettt s ta e s b e e e esbeesteessaessseesseesseenseensns 11
1.2 Polymerni systémy pro cilenou dopravu I€CIV ........c.eevieiiiiiiiiiiiiieeeeeeee e 13

1.2.1 Vodorozpustné polymerni KONjUZALY ........coouieriiiiienienieeieetecete st 15
1.2.2 POlymMErnt MICELY......eeviiriieiieiieiecee sttt ettt et e sebessaeesseessaessaesnnenns 18
1.3 Vazba aktivnich latek na polymerni NOSIC..........ccvvevieriierierieiie e 20
1.4  Moderni pristupy k protinddorove terapii........cueeueeueeriieriierieeie et 23

2 CILE PRACE ...t 25

3 EXPERIMENTALNI CAST ....oiiiiiririiriecie ittt sttt 26
3.1 PouZité ChemIKALIE .......cocueiiiieiieii ettt st et e e 26
3.2 SYNLELICKE POSTUPY -eeuveeuiietieitiesiie ettt et et e st e et et e e bt e bt e satesatesateete e beesseesneeeabeenseenseennes 29

3.2.1 SYNTEZA MONOIMETTL ....veeuvveereeerietieiiesteesieeseesreeseesseesseesseesseessseasseasseesseesseesssesssessseessees 29
3.2.2 Syntéza prenosovEN0 CINIALA .........c.eevvierieiiriie ettt sene b e erse s 31
3.23 Syntéza deriVAU LECIVA........ooiiiiieiieiieie ettt sttt s 32
32.4 Syntéza polymernich prekurzoril..........cccvevveiieeiieieenieseeeie et 34
325 Kovalentni vazba 1ECIV ........ooiiiiiiiieieee et 37
3.2.6 Enkapsulace hydrofobniho [€Civa.........ccoouieiiiiiiiiiieiieee e 38
TR T Y (5 (¢ 2O USSR 38
3.3.1 Rozmérove vylucovaci chromatografie (SEC)........ccceeevvevriiviierieiieiiecreee e 38
3.3.2 Nuklearni magneticka rezonance (NMR)........cocuvriiiiiiiiiiniiiecce e 39
3.33 Hmotnostni spektrometrie s ionizaci elektrosprejem (ESIMS) .......oceviriiininiincnene 39
334 Dynamicky rozptyl sVEtla (DLS)......cccciiiiiiiiiiieiecie ettt ere e see s 39
3.3.5 UV-VIS SPeKtrofOtOMELIIC .....cuvierierieiiieiieeieeieesteesreereereereebeestresebessseesseesseesseessnenes 39
3.3.6 Vysokoucinna kapalinova chromatografie (HPLC) ........cccooiiiiiiniiiininiiicicee 40
3.3.7 Stanoveni obsahu funk¢nich skupin a aktivnich Jatek..........coceveniiiininininnnincnes 40
3.3.8 StANOVENT CIMC ...ttt sttt ettt st eneeas 42
3.3.9 Studium kinetiky uvoliiovani 1é€iv z polymernich nosiCil ..........cccceceevivienencnncnencns 42
3.3.10  Elementarni analyza ..........ccccoceeoiieiierieniesieeie ettt st sttt ns 43
3.3.11  Frakcionace tokem v asymetrickém poli (FFF)........c.ccccoviiviiniinieieciececeee 43
3.3.12  Malouhlovy rozptyl rentgenového zafeni (SAXS) .....ccveeveevierienieciecre e 44
3.3.13  Stanoveni elektroforetické mobility ..........cccceecviriiierieniiiiie e 45

4 VYSLEDKY A DISKUSE .......coiiiioieieeieieeeeeeeeeeeee e eee e seneeneon 46
4.1 Polymerni systémy pro dopravu prekurzort biosyntézy protoporfyrinu IX pro
FOtOdYNAMICKOU tEIAPII. . .ccvviieiiieiiiiieiieiie ettt et e st e e bt et eesteestbeetbeesbeesbeetaessaesssessseesseensensses 46
4.2 Polymerni systémy pro dopravu sloucenin inhibujicich antiapoptotické proteiny IAP ........ 56

4.2.1 Polymerni systémy nesouci 1€C1vo LCL-161.......cccceevvieiiieiiieiieiieieceeeee e 57
422 Polymerni systémy nesouci 16€1vo AZD-5582 ........covvieiiiciieiieiiesiecireere e 70

6






Seznam pouzitych zkratek

5-ALA
ADC
AIBN
APDC

APMA-Boc
B-Ala

BCN
BCN-PEG2-NH»

Bis-dodecyl-TTc

Bis-MPA
Bzl-Arg-Nap
C'D

CMC
CTA
DCM
DDS
DIPEA
DLS
DMA
DMAP
DMF
DMSO
EDC
EDTA
EPR efekt

Ethyl-TTc-IBN
Ethyl-TTc-N3

e-CL
ESIMS

FFF

kyselina 5-aminolevulova

konjugat protilatka-l1é¢ivo (z angl. antibody-drug conjugate)
2,2 -azobis(2-methylpropionitril)

konjugat protilatka-polymer-1é¢ivo (z angl. antibody-polymer-drug
conjugate)

N-(3-(terc-butoxykarbonyl)-aminopropyl)methakrylamid

[-alanin

bicyklo[6.1.0]non-4-ynové skupiny
N-[(1R,8S,95)-bicyklo[6.1.0]non-4-yn-9-ylmethyloxykarbonyl]-1,8-
diamino-3,6-dioxaoktan

butan-1,4-diylbis(4-kyano-4-
[(dodecylsulfanylthiokarbonyl)sulfanyl]pentanoat
bis(hydroxymethyl)propionové kyselina
N%-benzoyl-L-arginin-4-nitroanilid hydrochlorid

kapacitné vazana bezkontaktni vodivostni detekce (z angl. capacitively-
coupled contactless conductivity detector)

kritickd micelarni koncentrace (z angl. critical micellar concentration)
prenosové Cinidlo (z angl. chain transfer agent)

dichloromethan

systém pro cilenou dopravu 1éCiv (z angl. drug delivery system)

N, N-diisopropylethylamin

dynamicky rozptyl svétla (z angl. dynamic light scattering)
N,N-dimethylacetamid

4-(dimethyl)aminopyridin

N,N-dimethylformamid

dimethyl sulfoxid

N-(3-dimethylaminopropyl)-N -ethylkarbodiimid hydrochlorid
ethylendiamintetraoctova kyselina

efekt zvySené propustnosti a zadrze (z angl. enhanced permeability and
retention effect)

S-2-kyano-2-propyl S’-ethyl trithiokarbonat
N-(3-azidopropyl)-4-kyano-4-ethylsulfanylkarbothioylsulfanyl
pentanamid

e-kaprolakton

hmotnostni spektrometrie s ionizaci elektrosprejem (z angl. electrospray
ionization mass spectrometry)

frakcionace tokem v asymetrickém poli (z angl. field flow fractionation)



GC-MS

HAL
HEMA
HPLC

HPMA
IAP
INI-N3

LDA
Ma-Acap-NHNH-
Boc

Ma-Acap-TT
Ma-BAla-NHNH-
Boc

MALS
Ma-NHNH-Boc
N3-VCP-PNP

NMR
PAMAM
PCL
PDA
PEO
PGA
PHPMA
PLA
PMMA
PNIPAM
POx
PPIX
PPO

PPz

prg

PS

PVP
RAFT
RVO

plynova chromatografie s hmotnostni detekci (z angl gas
chromatography-mass spectrometry)

n-hexyl-5-aminolevulinat

hydroxyethylmethakrylat

vysokouc¢innd kapalinova chromatografie (z angl. high performance
liquid chromatography)

N-(2-hydroxypropyl)methakrylamid

z angl. inhibitor of apoptosis protein
N-(3-azidopropyl)-4-[3-(3-azidopropylkarbamoyl)-1-kyano-1-
methylpropylazo]-4-kyano-4-methylbutyramid

diisopropylamid lithny

N-(terc-butoxykarbonyl)-N’'-(6-methakrylamidohexanoyl)hydrazin
3-(6-methakrylamidohexanoyl)thiazolidin-2-thion

N-(terc-butoxykarbonyl)-N -(3-methakrylamidopropanoyl)hydrazin
vicethlovy rozptyl svétla (z angl. multi angle light scattering)
N-(terc-butoxykarbonyl)-N"-(methakryloyl)hydrazin
6-azidohexanoyl-valyl-citrullyl-(4-aminobenzyl)-(4-nitrophenyl)-
karbonat

nuklearni magnetické rezonance

poly(amidoamin)

poly(e-kaprolakton)

z angl. photodiode array

poly(ethylenoxid)

poly(glykolid)

poly[ N-(2-hydroxypropyl)methakrylamid]

poly(laktid)

poly(methylmethakrylat)

poly(N-isopropylakrylamid)

poly(oxazoliny)

protoporfyrin IX

poly(propylenoxid)

poly(fosfazeny)

propargylové skupiny

fotosenzibilizator (z angl. photosenzitiser)
poly(N-vinylpyrrolidon)

z angl. reversible addition-fragmentation chain transfer

rotacni vakuova odparka
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SAXS malothlovy rozptyl rentgenového zéteni (z angl. small angle X-ray

scattering)

SEC rozmérové vyluCovaci chromatografie (z angl. size exclusion
chromatography)

SMAC z angl. second mitochondria-derived activator of caspase

TFA kyselina trifluoroctova

THF tetrahydrofuran

Tris tris(hydroxymethyl)aminomethan

TT thiazolidin-2-thionové skupiny

V-70 2,2-azobis(4-methoxy-2,4-dimethylvaleronitril)
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1 LITERARNI PREHLED

Vzhledem ke skute¢nosti, ze nddorova onemocnéni jsou jednou z nejcastejSich pficin umrti ve
svEte, je neustale vyvijen tlak na zlepSovani soucasnych 1écebnych postupti a zavadéni novych
ucinnéjsich 1é¢iv. Jiz nékolik desetileti je intenzivné studovan koncept cilené dopravy léciv
(angl. drug delivery), zejména chemoterapeutik ¢i jinych biologicky aktivnich latek. Tento
koncept je zalozen na pozadavku selektivni akumulace 1é¢iva v nadorové tkéani oproti tkani
zdravé, ktery ma za duasledek zlepSeni terapeutické ucinnosti a snizeni vedlejSich ucinkd.
Systémy pro cilenou dopravu 1éCiv (DDS, z angl. drug delivery systems) jsou Casto zaloZeny na
makromolekularnim nosici, ktery zajist'uje prodlouzeni cirkulace v krevnim fecisti a na zéklad¢
efektu zvySené propustnosti a zadrze (viz kapitola 1.1) umoznuje akumulaci 1é¢iva v nddorové
tkani. Tyto systémy mohou byt zalozeny na vodorozpustnych polymerech, dendrimerech,
polymernich miceldch ¢i nanocésticich, lipozomech, polymerozomech ¢i jinych

architekturach'.

V poslednich letech je trendem kombinovat vice nez jeden terapeuticky piistup pro
experimentalni 1é¢bu nadorovych buné¢k s cilem navysit samotnou terapeutickou ucinnost a
zajistit u¢innou terapii i1 ptes heterogenni povahu nadoru, kterd zplisobuje Casto rezistenci na
monoterapie. Mezi moderni kombinované terapeutické pfistupy patii napf. fotodynamicka

terapie (PDT) ¢i pouziti tzv. IAP inhibitorti pro potenciaci konvencénich cytostatik.

Tato diplomova préace prispiva k tomuto trendu navrhem, syntézou a fyzikalné-chemickou
charakterizaci vodorozpustnych ¢i miceldrnich makromolekuldrnich systéml pro cilenou
dopravu prekurzort protoporfyrinu IX (PPIX) pro vyuZiti ve fotodynamické terapii ¢i pro

dopravu IAP inhibitort do naddorové tkang.

1.1 Cilena doprava lé¢iv

Jak jiz bylo vySe zminéno, cilené dopravy lé¢iv 1ze dosdhnout pomoci makromolekuldrnich
nosici. Koncept spociva ve vazbé léCiva na makromolekularni strukturu, kterd zaruci
dostate¢né dlouhou cirkulaci v krevnim ob&hu, béhem které je 1é¢ivo inaktivni a z nosice se
nijak neuvoliiuje. Diky své makromolekularni struktufe je takové 1é¢ivo pirednostné
akumulovéno v pevnych nadorech, kde je schopen nosic¢ vstoupit do buné€k pomoci endocytdzy.
Lécivo je poté uvolnéno znosice (napi. diky vyuziti stimul-senzitivnich vazeb) piimo
v nadorovych buitkach a samotny nosi¢ je posléze z téla vyloucen, nejcastéji glomerularni
filtraci. Dojde tak k preferencni akumulaci 1é¢iva v nddoru, a tedy ke zefektivnéni jeho
ucinnosti a snizeni vedlejSich G€inkl na zdravé ¢asti organismu. V mnohych ptipadech také
polymerni nosi¢e pomahaji s rozpustnosti 1é¢iv, kterd musi byt sama o sob& podana s pomoci
lékovych forem, napf. olejovych kapek!. Pro dosazeni zminénych pozadavkii musi polymerni
nosi¢ vyuzitelny pro DDS spliiovat nékolik podminek. Musi byt biokompatibilni (netoxicky,

neimunogenni) a vylucitelny z organismu po fizeném uvolnéni 1é¢iva.
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DDS mohou byt v nddorové tkani akumulovany pfedev§im dvéma zplsoby. Pasivné smérované
systémy jsou v nadorové tkani zachycovany na zdkladé efektu zvySené propustnosti a zadrze
(EPR efekt, z angl. enhanced permeability and retention effect), ktery byl popsan v roce 1986
Hiroshi Maedou?. Tento jev spo¢iva v prostupu makromolekul do naddorové tkang na zikladé
jejich velikosti. Nadorova vaskulatura je kvili rychlému rastu nadorové tkané nedokonale
vyvinutd, neni tésna jako zdrava tkan a umoziuje prostup makromolekul do nadorového
mezibunééného prostoru. Nedokonale vyvinuty lymfaticky systém, ktery nedokaze odvadét jak
DDS, tak uvolnéné 1é¢ivo, dale piispiva ke zvySeni akumulace makromolekularnich systému
v pevnych nadorech. Zdrava tkan se témito charakteristikami nevyznacuje, a tak
makromolekularni nosice 1é¢iv neprostupuji do zdravych ¢asti organismu, ¢imzZ jsou zdravé
buiiky daleko méné vystaveny vedlej$im ti¢inkiim dopravovanych 1éciv. Princip EPR efektu je
schematicky znazornén na obrazku ¢. 1. Velikost EPR efektu a mira akumulace v nadorové
tkani zavisi na hydrodynamickém rozméru DDS a miiZze byt zadsadn& ovlivnéna podanim

vazodilata¢nich latek, napt. NO donorii ¢i bradykininu®.

(A) (B)

Krevni
feciste

Nevyvinuty
lymfaticky systém
o O @ Makromolekuly + Nizkomolekularni latky

Obrazek ¢. 1 — Schematické znazorneni EPR efektu. (A) zdrava tkan, (B) nadorova tkan.

Prevzato a upraveno z°.

Aktivné smérované systémy pro cilenou dopravu 1é¢iv jsou do nadoru smérovany nejen diky
EPR efektu, ve své struktufe obsahuji navic smérujici ligand, ktery je specificky pro receptor
¢i jinou strukturu, ktera se prednostné nebo nadmémé vyskytuje v nadorové tkani’. Aktivniho
smérovani Ize dosdhnou pomoci ligandt riizné chemické povahy®. Naptiklad pro smérovani
k jaternim nadorim je Casto vyuzivano ligandli na bazi galaktosy, naopak mannosa a jeji
derivaty sméruji do imunitnich bun&k’®. Ligandy na bazi proteind, ¢i jesté Castéji na bazi

kratkych peptidovych sekvenci jsou vyuzivany pro smérovani do mnoha rtiznych typt tkani,
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nejznamé;jsi je sekvence Arg-Gly-Asp (RGD), jeZ je specificky rozpoznavana integrinem o ps°.
Nelze vSak opomenout ani struktury na bazi hormonti (téz peptidové povahy) ¢i vitamini (napf.
folat)!®. V posledni dobé je téZ velmi popularni smérovani pomoci specifickych protilatek,
kterého se vyuziva u konjugath protilatka-1é¢ivo (ADC, z angl. antibody-drug conjugate), popt.
protilatka-polymer-1¢civo (APDC, z angl. antibody-polymer-drug conjugate), kde je navic
1é¢ivo konjugovano k polymernimu nosi¢i. Tyto makromolekuldrni konstrukty jsou slibné
zejména na poli personalizované terapie!!. Jejich hlavni vyhodou je vysoka ucinnost,
nevyhodou naopak zaméteni na velmi tizky vybér nadorovych onemocnéni a jejich syntéza neni

jednoduse skalovatelna.

1.2 Polymerni systémy pro cilenou dopravu léciv

Polymerni materialy jsou s oblibou vyuzivany jako nosice pro cilenou dopravu lé¢iv. Z hlediska
materidlové povahy lze proto DDS délit na zakladé¢ nckolika kritérii. Z hlediska ptivodu
materidlu mohou byt rozliSeny DDS na bézi pfirodnich ¢i syntetickych polymerti. Pouziti
prirodnich polymeri, zejména polysacharidi (napf. chitosan, dextran) ¢i proteinii (nejcastéji
albumin), je vyhodné z hlediska biodegradability ¢i biokompatibility, je vSak limitovano
z hlediska strukturni variability, navic tyto syst¢émy mohou byt po modifikaci 1é¢ivem

imunogenni'%!3

. Naopak na poli syntetickych polymerti je velkou vyhodou variabilita
pouzitelnych struktur za ptredpokladu zachovéani biokompatibility a dalSich podminek (viz

kapitola 1.1).

Druhym hlediskem déleni polymernich nosict 1é¢iv je jejich degradovatelnost. Pro cilenou
dopravu 1é¢iv. mohou byt pouzity polymery jak biodegradovatelné, tak polymery
nedegradovatelné. Pojem biodegradabilita je definovan jako degradace hlavniho polymerniho
fetézce v zivych organismech ¢i v podminkach zivé organismy simulujici. Jedna se pfevazné o
hydrolytické ¢i enzymové katalyzované reakce. Mezi biodegradovatelné polymery se fadi napf.
hydrolyticky labilni polyestery poly(e-kaprolakton) — PCL, poly(laktid) — PLA, poly(glykolid)
— PGA a polykarbonaty ¢&i poly(fosfazeny) — PPz, typickym zéstupcem enzymové
degradovatelnych  polymert  jsou poly(aminokyseliny) (napf. poly(L-lysin) ¢i
poly(L-glutamova kyselina))!'*. Nedegradovatelné polymery se vyznacuji nestépitelnym
hlavnim fetézcem, obsahujicim nejcastéji pouze C-C vazby. Mezi tyto nosice se tedy fadi
vSechny polymery vznikajici z vinylovych monomert (napt. poly(N-vinylpyrolidon) - PVP,
poly(methylmethakrylat) — PMMA, poly[N-(2-hydroxypropyl)methakrylamid] — PHPMA, a
dalsi). Nedegradovatelné jsou vSak 1 jiné polymery pouzivané v medicin€, napf.
poly(ethylenoxid) — PEO ¢i poly(oxazoliny) — POx. Pro zajisténi vylucitelnosti téchto
nedegradovatelnych polymert je nutné, aby se jejich hydrodynamicky priimér pohyboval pod
limitem rendlni filtrace, ktery ma pro tyto polymery hodnotu okolo 10 nm. Pti ptekroceni tohoto
limitu jsou tyto polymery stdle vylucitelné hepatobiliarni cestou, nicméné cirkuluji v téle
podstatng déle'>.
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Nemén¢ dilezitym parametrem polymernich materiald je jejich hydrofilie. Hydrofilni
polymery jsou vyuzivany casto jako materidl pro vodorozpustné polymerni konjugaty (viz
kapitola 1.2.1.) ¢i jako hydrofilni ¢ast amfifilnich systéma (pro tvorbu nadmolekuldrnich
struktur, zejména micel, polymerozomi). Hydrofobni polymery jsou pouzivany pro tvorbu
polymernich nanocastic nebo jako hydrofobni ¢ast jiz zminénych amfifilnich systému.

Ze vsech téchto materialt lze pripravit velkou variabilitu struktur, at’ uz linearnich, vétvenych
¢i sitovanych. Tyto struktury jsou vhodné pro ptipravu riznych typt architektur polymernich
nosicl, z nichz nejznadméjsi jsou: polymerni nanocastice, polymerozomy (¢i jejich analoga
lipozomy na bazi lipidl), polymerni micely, dendrimery ¢i vodorozpustné polymerni konjugaty

(viz obrazek ¢. 2).

Polymerni
nanocastice Polymerozom Dendrimer
| 3
l Reaktivni
skupina
v v "X

[ 3
>

Vodorozpustny
polymer (nosic pro
polymerni konjugat)
Polymerni micela

Obrazek ¢. 2 — Architektury polymernich nosicii pro cilenou dopravu léciv. Vytvoreno s pomoci
Biorender.com.

Polymerni nanocastice jsou hydrofobni nadmolekularni Gtvary s vyhodou rozméru pod 200 nm.
Pfi vétSim rozméru dochdzi k jejich vychytavani retikuloendotelidlnim systémem, coZ vede
k neZzadouci zméné farmakokinetiky a indukce imunitni reakce. K tomuto zachytu v§ak mize
dojit 1 presto, Ze nanocastice ma rozmér pod 200 nm. Nicméng, 1ze tomu vSak zabranit pomoci
povrchové modifikace hydrofilnim polymerem (nejCastéji PEO), ktery zajisti zvySenou
biokompatibilitu téchto nanoc¢éstic. Naopak pro syntézu samotnych nanocéstic se pouzivaji

hydrofobni polymery, napt. PCL, PLA ¢&i ptirodni chitosan'®.

Polymerozomy jsou polymerni analoga lipozom. Jedna se o duté vezikuly tvofené amfifilnimi
kopolymery (na bazi stejnych materidlti jako polymerni micely), jejichz hydrofobni vrstva je
obalend hydrofilnim jadrem a obalem. Vyhodou je moznost enkapsulace jak hydrofobnich, tak

hydrofilnich 1é¢iv!’.
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Dendrimery jsou vysoce vétvené polymery sestavajici z jadra, ze kterého vyrustaji jednotlivé
vétve. Vyhodou téchto systémi je jejich dobfe definovand molarni hmotnost umoznéna
postupnou syntézou (na rozdil od polymerizaci pfipravenych vysoce vétvenych polymerd,
jejichz distribuce molarnich hmotnosti je ¢asto velmi Siroka). Dendrimery lze pouzit jako
takové pro vazbu léCiva nebo pro syntézu vysokomolekuldrnich hvézdicovych polymernich
systému slozenych z dendrimerniho jadra a ramen z linearnich polymera. NejvyznamnéjSimi
zastupci dendrimert z hlediska material jsou nedegradovatelny poly(amidoamin) — PAMAM
¢i  viceramenny PEO, naopak biodegradabilitu vykazuje dendrimer na bazi
2,2-bis(hydroxymethyl)propionové kyseliny (bis-MPA) ¢&i polylysinovy dendrimer!'®.

Vodorozpustnym polymernim konjugatiim a polymernim micelam jsou vénovany nasledujici

podkapitoly.

1.2.1 Vodorozpustné polymerni konjugaty

Systémy pro cilenou dopravu lé¢iv na bézi hydrofilnich polymerid se zacaly studovat
v sedmdesatych letech minulého stoleti. Prvni model pro takovéto slouc¢eniny navrhl Helmut
Ringsdorf. Systém se stabilnim ¢i biodegradovatelnym polymernim fetézcem obsahoval
solubilizujici netoxickou ¢ést, dale farmakologicky aktivni ¢ast nesouci 1é¢ivo a ¢ast nazvanou
jako transportni systém, ktera zajistovala cilenou dopravu do mista Gi¢inku'®. Tento model
nasledné zjednodusil Jindfich Kopecek, ktery navrhl vodorozpustné polymerni konjugaty tak,
jak jsou znamé dnes. Polymerni konjugét je tvofeny vodorozpustnym polymernim feté¢zcem (v
Kopeckové ptipadé PHPMA), na ktery je pfes biodegradovatelnou spojku navazano 1écivo.
Polymerni konjugat mtze také obsahovat smérujici jednotku navdzanou na polymer v ptipadé
aktivné cileného systému?’. Oproti Ringsdorfovu modelu tak odpad4 solubilizujici &ést
systému, ktera je zajiSt€éna hydrofilni povahou samotného polymerniho fetézce. Kopeckiv

model je zndzornén na obrazku €. 3.

biodegradovatelna

spojka polymerni

nosic

smeérujici
jednotka

Obrazek ¢. 3 — Kopeckitv model vodorozpustného polymerniho konjugatu. Vytvoreno s pomoci
Biorender.com.

Nejdéle zkoumanym vodorozpustnym polymerem je PEO, ktery je syntetizovan aniontovou

polymerizaci ethylen oxidu (oxiranu). Hlavni vyhodou PEO je jeho komeréni dostupnost
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v Sirokém rozsahu molarnich hmotnosti, s velmi nizkou disperzitou a se Sirokou skalou dobie
definovanych koncovych skupin. Nevyhodou je vSak moznost modifikace pouze koncovych
skupin, na jednu molekulu PEO tak lze navézat maximalné dvé molekuly lécival.
Kopolymerace ethylen oxidu s funkcionalizovanymi monomery ¢asto byva synteticky obtizna.
V posledni dob¢ se také kvili naduzivani PEO nejen na poli DDS zacinaji objevovat u urcité
&asti populace tzv. ,,anti-PEO* protilatky. Tento polymer tak jiZ neni zcela neimunogenni?!.
V soucasné¢ dobé se PEO proto pouziva spiSe pro ptipravu povrchové modifikovanych
lipozomii, nanocastic nebo proteinti nez jako nosi¢ pro vodorozpustné polymerni konjugaty.
Dnes jsou proto na trhu schvélené systémy obsahujici povrchové modifikace timto polymerem,

naopak vodorozpustné konjugaty na bazi PEO se jiz skoro nestuduji.

Dobrou alternativou k polymernim konjugatim na bazi PEO jsou systémy s polymernim
fetézcem tvorenym POx. Tyto polymery lze pfipravit kationtovou polymerizaci oxazolinli za
otevieni kruhu. Tato polymerizace poskytuje polymery o Siroké skale molarnich hmotnosti a
s nizkou disperzitou. Volbou postranniho fetézce monomeru je pak volena hydrofilie systému
— poly(methyloxazolin) je vodorozpustny, poly(ethyloxazolin) a poly(isopropyloxazolin)
vykazuji termoresponzivni charakter a poly(butyloxazolin) ¢i poly(fenyloxazolin) jsou jiz
hydrofobni, a tedy ve vod¢ nerozpustné. Vyhodou poly(oxazolini) oproti PEO je moznost
statistické kopolymerizace s funkcionalizovanymi komonomery, coz umozituje vazbu léciva i

podél fetézce?.

Dnes jiz malo pouZivanym vodorozpustnym polymerem na poli polymernich nosici 1éc¢iv je
PVP. Lze ho pfipravit radikdlovou polymerizaci, ¢asto ve vodnych rozpoustédlech. Byly
piipraveny i kopolymery, nejcastéji s vinyl acetdtem. Nejprve byl pouzivan pro nédhrazky krevni

plasmy, dnes je pouzivan ve vice odvétvich, mimo jiné v potravinarském primyslu®.

Zajimavymi vodorozpustnymi polymery jsou PPz obsahujici ve svém hlavnim fetézci vazbu
P=N. Tyto polymery jsou biodegradovatelné s moZnosti fizeni rychlosti degradace pomoci
povahy postrannich fetézcl. Degradacni produkty jsou pak netoxické. PPz lze pfipravit
polymerizaci cyklického hexachlorotrifosfazenu a naslednou modifikaci postrannich skupin?*.

Velmi vyznamnym vodorozpustnym polymerem vyuZivanym v cilené dopravé léCiv je
PHPMA. Tento vodorozpustny polymer methakrylamidového typu je vysoce biokompatibilni,
a tedy netoxicky a neimunogenni, nevaze se na proteiny krevni plasmy a navic je snadno a
definované syntetizovan vcetné kopolymert s funkénimi skupinami. Do klinickych zkouSek
v minulosti vstoupil polymerni konjugit na bazi PHPMA nesouci protinadorové 1écivo
doxorubicin®®?’. Od té doby bylo pfipraveno mnoho DDS na bazi PHPMA nesoucich
protinadorové 1é¢iva (napf. doxorubicin®®, cytarabin®, docetaxel®’), popt. navic dalsi aktivni
slozky napt. pro zabranéni viceCetné l1ékové rezistenci (napf. derivat ritonaviru®!) &i tzv.
fotosenzibilizatory, 1é¢iva pouzivana ve fotodynamické terapii nadori (viz dale) (napft. chlorin

eq>2, pyropheoforbid @ ¢&i kyselinu 5-aminolevulovou (5-ALA)**). Vzhledem k tomu, Ze tento
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polymer neni biodegradovatelny a limit renalni filtrace se pro PHPMA polymerni konjugaty
pohybuje okolo hodnoty 50 000 g mol™! (coz odpovidd Dx cca 10 nm), maji linearni PHPMA
(ko)polymery pro tcely DDS molarni hmotnost zpravidla nizsi'>. Byly vsak pfipraveny i
vysokomolekularni vodorozpustné PHPMA kopolymery, které obsahuji jednu ¢i vice

535,36

degradovatelnych vazeb. Jednalo se o nejcastéji o blokové®>3®, roubované’’ &i hvézdicové®®

kopolymery.

Polymery na bazi HPMA lze syntetizovat radikalovymi polymerizacemi, a to bud’ volnou
radikdlovou polymerizaci (roztokovou ¢i srazeci), kterd vSak poskytuje polymery s vysokou
disperzitou, ¢i kontrolovanymi technikami, které tuto nevyhodu eliminuji. Velmi vyhodnou pro
syntézu PHPMA je RAFT polymerizace (z angl. reversible addition-fragmentation chain
transfer), jejiz provedeni se od volné radikélové polymerizace li§i pouze pouzitim prenosového
¢inidla (CTA, z angl. chain transfer agent), které snizuje pocet propagujicich fetézcti a zaroven
tak potlacuje terminaci, coz vede k polymerim s nizkou disperzitou (typicky D < 1,2).
Mechanismus RAFT polymerizace je znazornén na obrazku ¢. 4. Navic existuje mnoho
funkcionalizovanych CTA umoziiyjicich syntézu (semi)telechelickych polymera pro ptipravu

pokro¢ilych polymernich architektur*.

. Zdroj radikall — |

L 1"+m —= Py

. Sy _S—R Pi—S._s S—R Pa—S._ S .
m. Py 4 Y —_— Y —_ Y + R
Z z z

Vi ' R P, p, — Terminace

Obrazek ¢. 4 — Mechanismus RAFT polymerizace. M = monomer, P,, P, = polymerni retézce.

L Iniciace, II. Propagace, Ill. ,,RAFT pre-equilibrium®, IV. Reiniciace, V. Hlavni RAFT

rovnovdha, VI. Terminace. Prevzato a upraveno z*.

Struktury polymert vhodnych pro tvorbu vodorozpustnych polymernich konjugath jsou

zobrazeny na obrazku €. 5.
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HO

PHPMA

Obrazek ¢. 5 — Struktury vodorozpustnych polymeru. Vytvoreno v programu BIOVIA draw.

1.2.2 Polymerni micely

Polymerni micely jsou nadmolekularni ttvary vytvofené samouspotfddanim amfifilnich
polymeri. Jejich velikost je znaén€ mensi nez u polymernich nanocéstic, v fadech desitek nm.
Hydrofobni ¢ast polymeru (napt. PCL, PLA, poly(propylenoxid) — PPO) tvofi jadro, do kterého
lze enkapsulovat hydrofobni 1é¢iva a které je obklopené obalem z hydrofilni ¢asti polymeru
(napt. PEO, POx, PHPMA). Takovouto strukturu lze nalézt v tzv. selektivnich rozpoustédlech,
ktera rozpousti pouze jednu ¢ast amfifilu (nejCastéji vodné roztoky, které rozpousti pouze
hydrofilni ¢ast polymeru), a to pii dostatecné koncentraci, jejiz hodnota je vyssi nez hodnota
tzv. kritické micelarni koncentrace (CMC, z angl. critical micellar concentration). Pod CMC
jsou v roztoku pritomny pouze jednotlivé polymerni fetézce, tzv. unimery, naopak nad CMC
jsou pfitomny jak micely, tak unimery (v nékterych pfipadech je koncentrace unimeri
miziva)',

Samouspotadani amfifilnich kopolymert do micel 1ze dosdhnout nékolika zpiisoby. Nejcastéji
se vyuziva dialyzy, nanoprecipitace, metody zaloZené na odpatfovani rozpoustédla, plisobeni
ultrazvuku ¢i hydratace polymerniho filmu. V nékterych ptipadech staci pro samousporadani

amfifilnich kopolymerti pouh4 hydratace polymerni sraZeniny ¢&i lyofilizatu®?,

Tvar a velikost polymernich micel zavisi na mnoha faktorech: prvnim z nich je struktura
amfifilniho polymeru. Nejcastéji se jedna o diblokové kopolymery sestavajici z hydrofilniho a
hydrofobniho bloku, popf. o triblokové polymery typu A-B-A, kde A je hydrofilni blok a B blok
hydrofobni. Jako piiklady micel tvotfenych z blokovych kopolymerd lze uvézt systémy
PLA-PEO, PCL-PEO ¢&i PEO-PPO-PEO, zndmé téZ pod nazvem Pluronic®. Méné b&Zné jsou
1 systémy tvoiené statistickymi kopolymery, ve kterych je hydrofobni slozka rozprostiena podél
polymerniho fetézce. Jako pfiklad lze uvézt PHPMA kopolymer nesouci derivaty
cholesterolu®®. Zajimavy ptiklad piedstavuji roubované kopolymery, které lze dale d&lit na dvé
skupiny. U prvni skupiny je hlavni fetézec hydrofobni povahy, naopak rouby navéSené na tento
fetézec jsou hydrofilni. V druhém ptipad¢ je hlavni fetézec hydrofilni a rouby maji hydrofobni

charakter. DalSim faktorem ovliviiujicim tvar a velikost polymernich micel jsou poméry
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hydrofilnich a hydrofobnich casti (napf. pocCet roubil) v amfifilnim polymeru, s ¢imz také

souvisi molarni hmotnost téchto ¢asti***.

Jak jiz bylo vySe zminéno, k rozpadu polymernich micel na unimery dochézi pii jejich ziedéni
na koncentraci niz§i nez CMC (u polymert Casto velmi nizk4 hodnota). Mnohé systémy jsou
vSak syntetizovany tak, aby byl jejich rozpad fizeny urcitym podnétem. Prvnim zplsobem,
jakym Ize fizeného rozpadu micely dosahnout, je pouZiti biodegradovatelnych polymert. Casto
se jedna o biodegradovatelnou hydrofobni ¢ast amfifilniho systému (napf. rouby ¢i bloky na
bazi PCL, PLA ¢i jinych polyestert), kterd zajisti rozpad jadra micely za uvolnéni hydrofilniho
obalu ve formé jednotlivych fetézci a nizkomolekularnich latek vzniklych biodegradaci jadra*®.
Druhy zptisob je zalozen na pouziti stimul-senzitivnich vazeb, citlivych napt. na zmény pH ¢i
pfitomnost enzym, které spojuji hydrofilni a hydrofobni ¢ast. V ptipad¢ styku se stimulem
(napf. v nadorové tkani) pak dojde k rozpadu na hydrofobni a hydrofilni ¢ast (opét nejéastéji
bloky) ve formé jednotlivych fetézctl, které mohou byt vylouceny (za ptedpokladu, ze jejich

velikost nepfevysuje limit renalni filtrace)*”*%,

Zajimavymi systémy, které jsou ¢asto schopné samouspofadani do micel ve vodnych roztocich
jsou roubované kopolymery na bazi PCL. Jak vyplyva z vySe uvedeného, hydrofobni PCL se
v téchto systémech muize vyskytovat bud’ jako hlavni fetézec nebo v druhém piipadé jako rouby
napojené na hydrofilni hlavni fetézec. Pro vice studované systémy s hlavnim fetézcem PCL je
nutna piitomnost funkénich skupin podél fetézce PCL*. Toho lze dosahnout vice zptisoby.
Prvnim je aniontovd modifikace PCL pomoci LDA (diisopropylamid lithny) za tvorby
polyaniontu, ktery nasledné reaguje s halogenderivitem obsahujicim pfislusnou funkéni
skupinu (viz obrazek €. 6). Tato modifikace je synteticky rychld a snadnd, s moznosti zavést
Siroké spektrum funkénich skupin, nicméné skyta i mnoho nevyhod. Nevyhodou je zejména
nezadouci Stépeni esterovych vazeb v fetézci PCL, coz vede k nariistu disperzity. S touto
nezadouci reakci je spojen 1 maximalni stupeni substituce PCL (cca 20 %): pro dosaZeni vyssi
substituce by bylo nutné pouzit ptili§ velké mnozstvi LDA, coz by vedlo k jeste vétSimu nartstu

disperzity kvili piili§ velkému mnozstvi §tépli v polyesterovém fetézci**.

[o]
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Obrazek ¢. 6 — Aniontova modifikace PCL. Vytvoreno v programu BIOVIA draw.

Druhym zptisobem je kopolymerace e-kaprolaktonu (e-CL) s funkcionalizovanymi

o 24
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vyzadujici purifikaéni kroky snizujici vytézky), umoziiuje zavedeni pouze vybranych
funk¢nich skupin a vyzaduje nastaveni polymerizacnich podminek pro kazdy kopolymer
zvlast. V nékterych pifipadech mize navic byt dosazeno pouze nizkych polymerizacnich
stupiii. Oproti predchozi metodé vSak poskytuje vysoce definované polymery s nizkou
disperzitou a moznosti vys§iho stupné substituce. Funkcionalizované monomery jsou casto
syntetizovany Bayer-Villigerovou oxidaci pfislusnych substituovanych cyklohexanont.
V piipadé€ -OH ¢i -COOH substituovanych kaprolaktont je tfeba tyto skupiny chréanit a chranici
skupiny nasledné odstranit postpolymerizacni reakci. Byly pfipraveny i halogenované
monomery, monomery obsahujici dvojné &i trojné vazby, etherové vazby a mnohé dalsi**-!.
Takto vznikly PCL s funkénimi skupinami je nésledné bud reagovan s hydrofilnim
semitelechelickym polymerem (tzv. ,.grafting to™ pfistup), popf. je pouZzit pro iniciaci
polymerizace hydrofilnich roubti (tzv. ,,grafting from* ptistup). Vzniklé roubované kopolymery
jsou vyhodné z nékolika divodi: nabizeji rozpad diky biodegradovatelnému fetézci PCL,
hodnotu jejich CMC Ize nastavit poctem roubi, jejich molarni hmotnosti a molarni hmotnosti
PCL, navic mezi rouby a hlavni fetézec lze zavést stimul-senzitivni vazby>>3. Jako piiklad Ize
uvést  systtmy PCL-g-PEO**,  termoresponzivni =~ PCL-g-PNIPAM>®,  kationtovy
PCL-g-poly(lysin)*® ¢ PCL-g-PHPMA®. Posledné zminéné roubované kopolymery
PCL-g-PHPMA, syntetizované pomoci ,,click chemie* z propargyl-substituovaného PCL a
semitelechelického PHPMA (koncové azidové skupiny), jsou schopné samouspotadani do
micel, bez pfitomnosti unimerd, o velikosti okolo 20nm pouhou hydrataci
srazeniny/lyofilizatu, vykazuji velmi nizkou hodnotu CMC (jednotky pg ml') a umoziiuji
dudlni zachyceni 1é¢iv (enkapsulace na zdkladé¢ nekovalentni interakce + kovalentni

stimul-senzitivni vazba).

Druhou skupinou roubovanych kopolymert na bazi PCL jsou systémy s rouby tvofenymi
fetézci PCL. U téchto systémil se velmi Casto vyuziva tzv. ,.grafting through* pfistupu, ktery
spociva v syntéze makromonomeru, ktery je nasledné kopolymerovan s klasickym monomerem
za tvorby roubovaného kopolymeru. Makromonomery Ize syntetizovat modifikaci koncovych
skupin PCL (napf. modifikace -OH skupiny methakryloyl chloridem) nebo polymerizaci ¢-CL
iniciovanou -OH skupinou monomeru. Timto zplisobem byly pfipraveny makromonomery
z hydroxyethylmethakrylatu (HEMA-PCL)*’ ¢&i HPMA-PCL%.

1.3 Vazba aktivnich latek na polymerni nosic¢

Zpisob vazby léciv ¢i jinych bioaktivnich latek k polymernimu nosi¢i zadsadné ovliviiuje
vysledné vlastnosti systému. Idedlnim se jevi pfipojeni pomoci kovalentni vazby, kterd mtize
byt nestépitelnd v pripadé vazby fluorescencnich znacek ¢i smérujicich ligandfi, nebot’ tyto
struktury neni nutné ve vétSing ptipadi z nosicového systému uvolnit. V tomto pripad¢ se velmi
Casto se vyuziva amidovych vazeb ¢i selektivni ,,click chemie* zaloZené na reakci trojnych

vazeb s azidy>>®,
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V ptipadé¢ 1€Civ je naopak jejich uvolnéni zakladnim kamenem uspéSné terapie, a proto se
aplikuji degradovatelné, na stimul senzitivni vazby. Mezi né patii vazby citlivé na pH, které je
v pfipadé nadorové tkdné¢ podstatné nizSi (hodnoty pH okolo 6,5 extracelularn¢ a 5,0
intracelularné v lyzozomech naddorovych bunék) nez fyziologicka hodnota pH (7,4). Zastupcem
pH senzitivnich vazeb je vazba hydrazonova, vznikajici reakci acyl hydrazidu a aldehydu ¢i
ketonu v bezvodém kyselém prostiedi. Tato vazba je v idealnim piipad¢ stabilni pii pH = 7.,4;
naopak pii niz8ich hodnotich pH dochézi k jeji hydrolyze zpét na hydrazid a karbonyl®!.

Mechanismus vzniku a hydrolyzy je uveden na obrazku ¢. 7.

R1j¢
R ° o .
HN
\( + | TFT¥—> \N

HN ‘
SNH, R2 R3 /j\
R2 R3

Obrazek ¢. 7 — Vznik a hydrolyza hydrazonové vazby. Vytvoreno v programu BIOVIA Draw.

o

Obdobou hydrazonové skupiny je imin, ktery vznika reakci aminu s karbonylem za
analogickych podminek. Iminy (n¢kdy téz Schiffovy baze) jsou vSak ¢asto méné stabilni nez
hydrazony, a to i pfi vy$Sich hodnotach pH®2. Naopak stabilngjsi vazba, nez je vazba
hydrazonova, vznik4 reakci hydroxylaminu s karbonylem za vzniku oximu®®. Mezi dal$i pH
senzitivni vazby patii acetaly ¢i ketaly®, vznikajici reakci alkoholu s karbonylovou skupinou
nebo pomoci transacetalizace, dale cis-akonityly®®, orthoestery®® ¢&i trityly®’. Struktury
piislusnych pH sensitivnich vazeb jsou znazornény na obr. ¢. 8. VSechny tyto vazby jsou
degradovatelné hydrolyticky a obecné lze fici, Ze jejich stabilita zalezi na elektronovém okoli

vazby.

T1
HN R1

o

\N \N \N o
R1— o\
>< R4
R2 R3

R2 R3 R2 R3 R2 R3
hydrazon imin oxim acetal/ketal

ZI

R1 R3
(o] ~N v
R1/ O (o}

o)
S NH
o R2 R1”

cis-akonityl orthoester trityl
Obrazek ¢. 8 — Struktury pH senzitivnich spojek. Vytvoreno v programu BIOVIA Draw.
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Dalsim dulezitym stimulem vyuzitelnym pro uvolnéni 1€Civ z nosict je aktivita vybranych
enzymu. Enzymaticky degradovatelné spojky mezi polymerem a léCivem jsou zalozené na
oligopeptidovych sekvencich, které jsou vybrany jako vhodné substraty pro konkrétni enzym.
Casta je sekvence Gly-Phe-Leu-Gly, ktera je vhodnym substratem pro katepsin B p¥itomny
v lysozomech nadorovych bunék. V posledni dekadé byla popsana sekvence Val-Cit-pAB,
ktera vykazuje vzhledem ke katepsinu B vyssi substratovou specifitu a je Stépena rychleji. U
této sekvence katepsin B $tépi amidovou vazbu za citrulinem, p-aminobenzylalkoholova spojka
napomaha vazbé do aktivniho mista a je odstranéna naslednou 1,4-eliminaci. V ptipadé
nepiitomnosti pAB spojky je viak §tépeni samotné Val-Cit sekvence velmi pomalé®®®. Rovnéz
matrix metalloproteinasy, které §tépi napi. sekvenci Pro-Val-Gly-Leu-lle-Gly*>7°, jsou

vyuzivany pro kontrolovanou aktivaci l1éCiv.

Reduktivné Stépitelné vazby jsou dalSim zastupcem na stimul senzitivnich spojek
degradovatelnych v redukénim prosttedi uvniti bunék. Nejcastéji se jedna o disulfidové, -S-S-,
vazby’!, popt. lze vyuzit §tépitelnosti azoslou¢enin azoreduktasou pfitomnou v tlustém stievé
&i jatrech’>”,

Stimul-senzitivni vazby mohou byt dale citlivé na elektromagnetické zafeni (nejCastéji
UV/VIS/NIR, napt. o-nitrobenzyl estery)’ &i reaktivni formy kysliku (napf. aryl boronty, alkyl
diselenidy ¢&i thioketaly)”.

V ptipad¢ hydrofobnich 1éCiv lze alternativné k aplikaci kovalentni vazby vyuzit enkapsulace
téchto molekul do polymernich micel, polymerosomi ¢i nanocastic. Tuto techniku vSak nelze
vyuzit pro vodorozpustné polymerni konjugaty, nebot’ je zaloZena na hydrofobni nekovalentni
interakci. Hydrofobni 1é¢ivo je v tomto pfipadé zachyceno v jadfe micely a k jeho uvolnéni by
mélo dochdzet v idealnim pfipadé po rozpadu nosice. Tyto interakce vSak Casto nejsou
dostate¢né silné a v €ase dochdzi k samovolnému uvoliiovani 1é¢iva 1 bez rozpadu micely
béhem cirkulace v organismu. Miru stability celého systému micela-lé¢ivo je mozné
v nékterych piipadech podpofit zavedenim aromatickych skupin, které pomoci n-n
stackingovych interakci podporuji nekovalentni interakci 1é¢iv s aromatickymi skupinami’®.
Enkapsulace hydrofobnich 1é¢iv do polymernich micel se provadi obdobnymi technikami jako
samotnd tvorba micel. Nej€astéji se tedy pouziva dialyza ¢i metoda odpafovani rozpoustédla.
Vyhodou dialyzy je jistota odstranéni jak neenkapsulovaného Ié€iva, tak veskerého
organického rozpoustédla. Dalsi metodou je lyofilizace s terc-butanolem, po které nasleduje

disoluce ve vodném roztoku a filtrace volného 1é¢iva*!’”.

Ttfetim typem interakce mezi polymernim nosi¢em a aktivni sloZzkou je elektrostaticka
interakce, které se vyuziva nejcastéji pii cilené dopravé genil pro genovou terapii. Jedna se o
nabojovou interakci mezi nukleovou kyselinou (polyaniontem) a kladné nabitym polymerem
(polykationtem)’s.
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1.4 Moderni pristupy k protinadorové terapii

I v dnesni dobé dochazi k neustalému vyvoji novych pfistupt k 1é€bé nadorovych onemocnéni.
Ackoli se jedna o jiz znamou techniku, zistava fotodynamicka terapie (PDT) stale v hledacku
veédeckych skupin pii vyvoji novych pokrocilych systémit pro protinddorovou terapii. PDT je
zalozena na pouziti svétla v kombinaci s tzv. fotosenzibilizatorem (PS). Po podéani této
svétlocitlivé latky a jeji distribuci v téle dojde k osviceni poskozené tkan¢ zafenim o vhodné
vlnové délce. Molekula PS tak prejde do singletového excitovaného stavu, ze kterého miize
piechazet pomoci mezisystémového prechodu do excitovaného tripletového stavu. V tomto
stavu je molekula PS schopna reagovat s molekulou kysliku (v zakladnim tripletovém stavu) za
tvorby singletového kysliku a molekuly PS v zdkladnim stavu. Kromé toho mohou probihat 1
fotochemické procesy generujici jiné reaktivni formy kysliku (ROS). Tyto reaktivni ¢astice
nasledné zplsobuji buné¢nou smrt, nejcastéji apoptozu. Krome toho jsou vétsinou molekuly PS

schopny fluorescence, ¢ehoz se vyuzivé pro diagnostické ucely’-°,

Mezi nejbézngjsi fotosenzibilizatory patid porfyriny ¢&i jim piibuzné struktury®!. Jednim z nich
je endogenni protoporfyrin IX (PPIX), ktery je ¢asto podavan ve form¢ proléciv, kyseliny
5-aminolevulové (5-ALA) ¢i jejich esterid. 5-ALA je endogenni metabolit, ze které¢ho je
biosyntetizovan hem, pfi¢emz poslednim meziproduktem je pravé PPIX, ktery je navic
v nadorové tkani pii podani nadbytku 5-ALA akumulovan®? (viz obrazek &. 9). 5-ALA m4 vsak
fadu nevyhod z hlediska farmakokinetiky, jako napt. omezeny vstup do bunék kviili nabitému
charakteru, distribuci po celém téle zplisobujici fotosenzitivitu klize po terapii ¢i rychlou

83,84

eliminaci. Estery 5-ALA né€které tyto vlastnosti ¢aste¢né zlepSuji®>*", stale se vSak jednd o malé

molekuly, které nejsou nijak cilené do nddorové tkané.
7
(o}

Biosyntéza
R hemu \
H,N 0/ —_—
—_—
—_—

o

R=H — 5-ALA
R =alif. — estery 5-ALA

HO o

PPIX

Obrazek ¢. 9 — Princip vyuziti 5-ALA/esterii 5-ALA jako proléciv v PDT. Vytvoreno v programu
BIOVIA Draw.

Dalsim modernim trendem v 1é¢b¢ rakoviny je pouziti tzv. IAP (z angl. inhibition of apoptosis

protein) inhibitort. Tyto slou€eniny terapeuticky cili na proteiny zndmé pod zkratkou IAP, které
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se zapojuji do velmi dulezité signalni drahy, ve které je jejich ikolem inhibovat caspasy a branit
tak apoptéze (rakovinné) bunky. Tyto IAP proteiny se vice vyskytuji v nddorové tkani, zatimco
exprese proteinu SMAC (z angl. second mitochondria-derived activator of caspase), ktery
proteiny IAP pfirozené inhibuje, je naopak v fadé nadorti vyznamné ponizena®>*®. Za inhibici
je vSMAC proteinu zodpovédna zejména sekvence Ala-Val-Pro-lle, proto byla vyvinuta
synteticka analoga tohoto peptidu, znama jako IAP inhibitory (n¢kdy t¢Z SMAC mimetika).
Mezi tato 1éCiva patii napt. sloucenina LCL-161, kterd inhibuje aktivni doménu IAP a zaroven
mé schopnost tyto proteiny proteolyticky degradovat®’, je proto vyuzivana také jako ligand
v tzv. PROTAC konstruktech®. Dal3i slou¢enina nese kéd AZD-5582 a na rozdil od predchozi
se jedna o dimer, ktery je schopen vazby ke dvéma aktivnim doménam na IAP proteinu®® !,
Vybrané IAP inhibitory jsou dnes jiz v pokrocilych stadiich klinickych studii, kde se vyskytuji
jako slougeniny potencujici aktivitu konvenénich cytostatik (napf. gemcitabin, paklitaxel)’
v ptipadé€ jejich nedostatecné ti¢innosti napt. z divodu lékové rezistence. Struktury nékterych

IAP inhibitor jsou zobrazeny na obrazku ¢. 10.

LCL-161

@3 ..... " %%ﬁf

AZD-5582

Obrazek ¢. 10 — Struktury vybranych IAP inhibitoru. Vytvoreno v programu BIOVIA Draw.
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2 CILE PRACE

Tato diplomova prace se zabyva syntézou a fyzikalné-chemickou charakterizaci novych DDS
vyuzitelnych v protinddorové terapii. V praci byly studovany polymerni DDS pro dva rGzné
terapeutické pristupy, s moznosti jejich potencialni kombinace v piipad¢ 1€cby rezistentnich
forem nadorovych onemocnéni, kde jedna samostatnd terapie nebude dostate¢na. Prvnim
zvolenym pfistupem prace je PDT, a to konkrétné strategie podani proléciva, 5-ALA ¢i jejich
esterti, které jsou prekurzorem endogenniho PPIX. Druhy pfistup cili na inhibici
antiapoptotickych proteini IAP. Vazbou téchto 1é¢iv k polymernimu nosi¢i by mélo dojit
k vyznamnému zlepSeni jejich farmakokinetiky, a tedy ke zvySené terapeutické ucinnosti

vyvinutych DDS.
Mezi dil¢i cile této prace patii zejména:

e Syntéza monomerd, prenosovych ¢inidel ¢i derivati 1é¢iv

e Syntéza polymernich nosict

e Postpolymeriza¢ni reakce a konjugace polymernich nosict s 1é¢ivy
e Fyzikalné-chemicka charakterizace vSech syntetizovanych produkti

e Studium kinetiky uvoliiovani 1é¢iv z pfipravenych DDS
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3 EXPERIMENTALNI CAST

3.1 Pouzité chemikalie

Chemikalie Cistota Vyrobce
Aceton suSeny, destilovany Lach-ner, CR
Acetonitril 99,95 % VWR international, USA
Acetylaceton >99 % Sigma Aldrich, USA
DL-2-Aminopropan-1-ol >98 % TCI Chemicals, Japonsko
AZD-5582 98,21 % MedChemExpress, USA
6-Azidohexanoyl-valyl-citrullyl-(4-
aminobenzyl)-(4-nitrophenyl)-karbonat N.D.* Iris Biotech, Némecko
(N3-VCP-PNP)
3-Azidopropan-1-amin >98 % Click Chemistry Tools, USA
2,2°-Azobis(2-methylpropionitril) , . FUJIFILM Wako Chemicals
rekrystalizovany )
(AIBN) Europe, Némecko
2,2°-Azobis(4-methoxy-2,4- 95.0 % FUJIFILM Wako Chemicals
dimethylvaleronitril) (V-70) o Europe, Némecko
B-alanin (BAla) >99 % Sigma Aldrich, USA
N*-Benzoyl-L-arginin-4-nitroanilid ) )
i >98 % Sigma Aldrich, USA
hydrochlorid (Bzl-Arg-Nap)
N-[(1R,8S,9S)-Bicyklo[6.1.0]non-4-yn-
9-ylmethyloxykarbonyl]-1,8-diamino- ) )
. >95,0 % Sigma Aldrich, USA
3,6-dioxaoktan
(BCN-PEG2-NH>»)
Bromid lithny >99 % Sigma Aldrich, USA
Bromid méd'ny 98 % Sigma Aldrich, USA

Diethylether
Dihydrogenfosfore¢nan sodny dihydrat
Dihydrogenfosforec¢nan draselny

Dichlormethan (DCM)

Diisopropylamid lithny (LDA)

N, N-Diisopropylethylamin (DIPEA)

suSeny, destilovany
99,9 %

>98 %
99,94 %

2,0 mol dm v THF/
heptanu/ethyl

benzenu

99,5 %
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Chemikalie

Cistota

Vyrobce

N,N-Dimethylacetamid (DMA)

N-(3-Dimethylaminopropyl)-N -
ethylkarbodiimid hydrochlorid (EDC)

4-(Dimethyl)aminopyridin (DMAP)
N, N-Dimethylformamid (DMF)

Dimethylsulfoxid (DMSO)

Dimethylsulfoxid deuterovany
(DMSO0-db6)

1,4-dioxan

Ethanol absolutni
Ethyl acetat

N-ethyl maleimid
Formaldehyd
Glutathion

n-heptan
Hexamethylfosforamid

n-hexan

n-hexyl-5-aminolevulinat hydrochlorid
(HAL)

Hydrogenfosfore¢nan sodny dihydrat
Hydrogenuhlicitan sodny bezvody
Hydroxid sodny

8-chinolinol

Chlorid amonny

Chlorid sodny

Chloroform deuterovany (CDCls)

Katepsin B

Kyselina 5-aminolevulova
hydrochlorid (5-ALA)

bezvody, 99,5 %
rekrystalizovany
99 %

suSeny, destilovany

bezvody, > 99,9 %
99.8 %

99,8 %

>99,8 %

suSeny, destilovany
>99 %

37% roztok ve vod¢
> 98 %

99,15 %

99 %

99,98 %
N.D.*

100 %
100 %
100 %
>99 %
100 %
>99 %
99,8 %

>10 U/mg proteinu

>97,0%
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Acros Organics, USA
Sigma Aldrich, USA

Sigma Aldrich, USA
VWR international, USA

VWR international, USA
Eurisotop, Francie

Sigma Aldrich, USA
VWR international, USA
Lach-ner, CR

Sigma Aldrich, USA
Sigma Aldrich, USA
Sigma Aldrich, USA
Lach-ner, CR

Sigma Aldrich, USA

Lach-ner, CR

Biosynth - Carbosynth,

Svycarsko

VWR international, USA
VWR international, USA
VWR international, USA
Sigma Aldrich, USA
VWR international, USA
VWR international, USA
Eurisotop, Francie

Sigma Aldrich, USA

Sigma Aldrich, USA



Chemikalie

Cistota

Vyrobce

Kyselina citronova monohydrat

Kyselina ethylendiamintetraoctova
(EDTA) disodna sl

Kyselina chlorovodikova
Kyselina mravenci

Kyselina octova

Kyselina trifluoroctova (TFA)
LCL-161

Methanol

Methakryloyl anhydrid
Methakryloyl chlorid

PCL 45 kDa

Poly(DL-asparagova kyselina) sodna
stl 15-50 kDa

Poly(L-lysin) hydrobromid

15-30 kDa

Propargyl bromid

Pyren

Siran hofe¢naty bezvody
Sific¢itan sodny bezvody
Sulfo-Cyanin3-DBCO

Terc-butanol

N-(3-(Terc-butoxykarbonyl)-
aminopropyl)methakrylamid
(APMA-Boc)

Terc-butyl karbazat
Terc-oktylpyrokatechin
Tetrahydroboritan sodny

Tetrahydrofuran (THF)

100 %

98 %

35%

98 %

99 %

peptidova kvalita
99,72 %

>99,9 %

>94%
destilovany

N.D.*

N.D.*

N.D.*

80% v toluenu
98 %

98,6 %

> 98 %

95 %

99,7 %

N.D.*

98 %
rekrystalizovany
99,99 %

suseny, destilovany
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Lach-ner, CR
Apollo Scientific, UK

Lach-ner, CR

Penta, CR

Lach-ner, CR

Iris Biotech, Némecko
TargetMol, USA
Sigma Aldrich, USA
Sigma Aldrich, USA
Sigma Aldrich, USA

Sigma Aldrich, USA

Sigma Aldrich, USA

Sigma Aldrich, USA

Sigma Aldrich, USA
Sigma Aldrich, USA
Lach-ner, CR

Sigma Aldrich, USA
Lumiprobe, Némecko

Honeywell, Némecko

Polysciences, USA

Sigma Aldrich, USA
UMCH AV CR
Sigma Aldrich, USA

Lach-ner, CR



Chemikalie Cistota Vyrobce

_Tris(hydroxymethyl)arninornethan
(Tris)

*N.D. = nestanoveno

99,9 % Sigma Aldrich, USA

Aceton a ethyl acetat byly suseny na molekulovych sitech a destilovany. Diethyl ether a THF
byly suseny na sodiku a destilovany. DMF byl suSen hydridem vapenatym a vakuové
destilovan. Methakryloyl chlorid byl pted pouzitim destilovan za normélniho tlaku. AIBN byl
rekrystalizovan z methanolu za horka. EDC byl rekrystalizovan ze smési DCM + diethyl ether.
Terc-oktyl pyrokatechin byl rekrystalizovan z horkého hexanu.

Nasledujici chemikalie byly syntetizovany na oddéleni biolékaiskych polymert UMCH AV CR
podle dfive publikovanych postupti:

e N-(3-Azidopropyl)-4-[3-(3-azidopropylkarbamoyl)-1-kyano-1-methylpropylazo]-4-
kyano-4-methylbutyramid (INI-N3)**

¢ Butan-1,4-diylbis(4-kyano-4-[(dodecylsulfanylthiokarbonyl)sulfanyl]pentanoat
(bis-dodecyl-TTc)*

e 4-Kyano-4-(ethylthiokarbonothioylthio)pentanova kyselina®?

e S-2-Kyano-2-propyl S -ethyl trithiokarbonat (ethyl-TTc-IBN)**

e 3-(6-Methakrylamidohexanoyl)thiazolidin-2-thion = (Ma-Acap-TT) (modifikovany
postup vychazejici z°°)

e N-(terc-butoxykarbonyl)-N"-(6-methakrylamidohexanoyl)hydrazin
(Ma-Acap-NHNH-Boc)?¢

3.2 Syntetické postupy

3.2.1 Syntéza monomeru
N-(2-hydroxypropyl)methakrylamid (HPMA)
Monomer HPMA byl syntetizovan reakci methakryloyl anhydridu s DL-2-aminopropan-1-olem

podle modifikovaného postupu pievzatého z°7. Schéma reakce je zobrazeno na obrazku &. 11.
DL-2-Aminopropan-1-ol (68,2 g; 71,0 ml; 0,91 mol; 1 ekv.) byl rozpustén v 600 ml diethyl
etheru, methakryloyl anhydrid (140 g; 0,91 mol; 1 ekv.) byl rozpustén ve stejném mnozstvi
diethyl etheru, bylo pfiddno 0,4 g inhibitoru polymerizace terc-oktyl pyrokatechinu a roztok
byl ptikapan do roztoku DL-2-aminopropan-1-olu obsahujiciho 0,4 g terc-oktyl pyrokatechinu
béhem 2,5 hodin. Reakce byla chlazena tak, aby jeji teplota nepiesédhla 25 °C. Reakéni smés
byla michana za laboratorni teploty dalsi 1 hodinu, poté byla ochlazena na -20 °C, ¢imz doslo
k separaci krystalického produktu. Surovy produkt byl izolovan filtraci ptes fritu (S4), krystaly
byly promyty diethyl etherem a suSeny pod vakuem. Ziskany monomer byl rekrystalizovan
z acetonu (101 g v 220 ml acetonu) pii -20 °C. Vytézek (bila krystalicka latka) 74 g (72,3 %).
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"H NMR (400 MHz, DMSO-d6): 7,82-7,75 (br t, 1H, -NH-); 5,65 (br t, 1H, -C=CH,); 5,31 (t,
1H, -C=CH>); 4,67 (d, 1H, -OH); 3,73-3,65 (m, 1H, -CH-OH); 3,06-3,03 (m, 2H, -NH-CH>);
1,85 (m, 3H, -CH3s-C=CH>); 1,00 (d, 3H, -CH-CH3). 3*C NMR (101 MHz, DMSO-d6): 1677
(-C=0); 140,0 (-C=CH2z); 118,9 (-C=CHy); 65,1 (-CH-OH); 46,8 (-NH-CH:-CH-); 21,1
(CH»-CH-CH3); 18,7 (CH3-C=CHz>). Elementarni analyza (vypocteno hm. %/nalezeno hm. %):
C 58,72/58,62; H 9,15/9,11; N 9,78/9,82. Bod tani 70 °C.

H,N
o—— o
—_—
0 + (o] NH
o HO

Et,

Obrazek ¢. 11 — Schéma syntézy monomeru HPMA. Vytvoreno v programu BIOVIA Draw.

Monomery obsahujici chranéné hydrazidové skupiny
N-(terc-butoxykarbonyl)-N’-(3-methakrylamidopropanoyl)hydrazin ~ (Ma-BAla-NHNH-Boc)

byl syntetizovan dvoukrokovou syntézou, kde v prvnim kroku methakryloyl chlorid reagoval

s B-alaninem (Schotten-Baumannova reakce), takto pripravena
3-methakryloylamidopropanova kyselina dale reagovala s terc-butyl karbazatem v pfitomnosti
¢inidel EDC a DMAP za vzniku pozadovaného produktu. N-(terc-butoxykarbonyl)-N -
(methakryloyl)hydrazin (Ma-NHNH-Boc) byl pfipraven jednokrokovou reakci methakryloyl
chloridu s ferc-butyl karbazatem. Schémata syntéz jsou uvedeny na obrazku ¢. 12, podrobné

postupy a vysledky charakterizace jsou pak uvedeny v mé bakalaiské praci’®.
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Obrazek ¢. 12 — Schéma syntézy monomerii Ma-ffAla-NHNH-Boc a Ma-NHNH-Boc. Vytvoreno
v programu BIOVIA Draw.

3.2.2 Syntéza prenosového Cinidla

Ptenosové Cinidlo N-(3-azidopropyl)-4-kyano-4-ethylsulfanylkarbothioylsulfanyl pentanamid
(ethyl-TTc-N3) bylo syntetizovano reakci 4-kyano-4-(ethylthiokarbonothioylthio)pentanoveé
kyseliny s 3-azidopropan-1-aminem podle diive publikovaného postupu®® (schéma viz obrazek
¢. 13). Vychozi kyselina (512 mg; 1,94 mmol; 1 ekv.) byla rozpusténa v 33 ml DCM, nasledné
bylo pifidano ¢inidlo EDC (447 mg; 2,14 mmol; 1,2 ekv.) a roztok byl michan 20 minut pfi
laboratorni teploté. Poté byl pfidan 3-azidopropan-1-amin (210 pl; 214 mg; 2,33 mmol;
1,1 ekv.) a DMAP (4,1 mg; 0,0389 mmol; 0,02 ekv.). Reakce byla michana dalsi 2 hodiny a
poté byla nafedéna DCM (125 ml). Nésledovala extrakce deionizovanou vodou (2 x 50 ml),
organické faze byla suSena 1 hodinu bezvodym siranem hotecnatym, zfiltrovana a odpafena na
rotacni vakuové odparce (RVO). Finalni produkt byl pfecistén pomoci sloupcové
chromatografie (silikagel, n-hexan + ethyl acetat, gradient 4:1-1:1), frakce obsahujici Cisty
produkt byly odpaieny (RVO). Vytézek produktu (oranzova viskézni kapalina) 468 mg
(69,7 %). '"H NMR (400 MHz; CDCl3): 6,00-5,94 (br t, 1H, -NH-); 3,41-3,30 (m, 6H,
-CH>-S-, -NH-CH-, -CH>-N3); 2,57-2,29 (m, 4H, -CH>-CH>-C=0-); 1,90 (s, 3H,
-S-C(-CN)-CH3); 1,84-1,76 (p, 2H, -CH2-CH>-CH>-N3); 1,38-1,33 (t, 3H, CH3-CHz-S-).
BCNMR (101 MHz, CDCls): 217,3 (-C=S); 170,7 (-C=0); 119,4 (-C=N); 49,5 (-CH2-N3); 46,9
(-S-C-(CN)-CH3); 37,5 (-NH-CH»-); 34,6 (-CH2-CH2-C=0); 32,0 (-CH2-CH»-C=0); 31,5
(CH3-CH2-S-); 28,9 (-S-C(-CN)-CH3); 25,2 (-CH2-CH2-CH2-N3); 12,9 (CH3-CH-S-).
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ESI MS 368,02 [M+Na]"; 712,72 [2M+Na]". HPLC (metoda 1, viz odstavec 3.3.6):
fr = 3,61 min, Cistota 94,1 %.
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Obrazek ¢. 13 — Schéma syntézy prenosového cinidla obsahujiciho azidovou skupinu. Vytvoreno

v programu BIOVIA Draw.

3.2.3 Syntéza derivatu léciva

Derivat 1é¢iva LCL-161 obsahujici spojku Val-Cit-pAB a azidovou skupinu (N3-VCP-LCL) byl
syntetizovan reakci 1é¢iva LCL-161 se spojkou N3-VCP-PNP dle schématu na obrazku ¢. 14.
LCL-161 (24,6 mg; 0,0491 mmol; 1 ekv.) byl rozpustén v 1 ml DMF, byla ptiddna spojka
N3-VCP-PNP (33,6 mg; 0,0491 mmol; 1 ekv.) v 1 ml DMF a nasledn¢ DIPEA (52 pl; 38,6 mg;
0,300 mmol; 6 ekv.). Reak¢éni smés byla michana pfti laboratorni teploté po dobu 96 hodin
(monitorovano pomoci HPLC). Nasledné byla reakéni smés vysraZzena do diethyl etheru
(40 ml), srazenina byla centrifugovana a usuSena pod vakuem. SraZenina obsahovala malé
mnozstvi nezreagované spojky, které bylo odstranéno pomoci flash chromatografie (silikagel,
DCM + methanol, gradient 100:0-90:10 béhem 10 minut, 20 ml min™!, UV detekce, A =230 nm).
Frakce obsahujici Cisty produkt byly néasledné odpateny (RVO) do sucha a dosuseny pod
vakuem (bezbarvy film). Vyt&zek 20,0 mg (40,0 %). 'H NMR (400 MHz, DMSO-d6):
10,05-9,94 (br s, 1H); 8,55-8,47 (s, 1H); 8,29-8,17 (m, 2H); 8,15-8,04 (d, 1H); 8,04-7,87 (m,
1H); 7,87-7,78 (d, 1H); 7,66-7,53 (m, 2H); 7,44-7,34 (t, 2H); 7,34-7,18 (m, 2H); 6,04-5,93 (br
t, 1H); 5,47-5,34 (m, 3H); 5,04-4,90 (m, 2H); 4,74-4,54 (m, 1H); 4,47-4,28 (m, 1H, piekryv
s blize neurcenou necistotou); 4,25-4,14 (t, 1H); 3,89-3,72 (m, 2H); 3,41-3,23 (m, 3H, piekryv
s rozpoustédlem); 3,08-2,88 (m, 2H); 2,88-2,74 (m, 1H, ptekryv s blize neurcenou necistotou);
2,50 (s, 3H, ptekryv s rozpoustédlem); 2,34-2,09 (m, 4H); 2,09-1,89 (m, 3H); 1,76-1,34 (m,
OH, piekryv s blize neurenou necistotou); 1,34-1,18 (m, 4H, piekryv s blize neurenou
necistotou); 1,18-0,91 (m, 4H, ptekryv s blize neurcenou necistotou); 0,91-0,65 (m, 6H).
Pfifazeni signalli je uvedeno na obrazku ¢. 15. ESI MS 1067,31 [M+Na]". HPLC (metoda 1,
viz odstavec 3.3.6): fr = 3,92 min, Cistota 95,9 %.
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Obrazek ¢. 14 — Schéma syntézy derivatu leciva N3-VCP-LCL. Vytvoreno v programu BIOVIA

Draw.
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Obrazek ¢. 15 — Interpretace NMR spektra derivatu N3-VCP-LCL.
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3.2.4 Syntéza polymernich prekurzora

Polymerni prekurzory na bazi HPMA byly syntetizovany RAFT polymerizaci. HPMA bylo
rozpusténo v terc-butanolu, komonomer, pfenosové ¢inidlo a inicidtor byly rozpustény v DMA.
Pomér rozpoustédel ferc-butanol:DMA byl 85:15. Koncentrace monomert v polymeriza¢ni
smési byla 0,7 mol dm™ pro P1-P7 a 0,9 mol dm™ pro P8 (viz tabulka &. 1). Pfislusné objemy
roztokli byly smichany, polymeriza¢ni smés byla pifevedena do ampule, probublana argonem,
uzaviena a umisténa do vodni 1azné. Konkrétni podminky syntézy jednotlivych polymernich
prekurzort (P1-P8) jsou uvedeny v tabulce €. 1. Po uplynuti doby polymerizace byly polymery
vysrazeny do dvacetinasobku objemu smési aceton + diethyl ether (2:1), filtrovany na frité (S4)
a suSeny pod vakuem. Dalsi purifikace byla provedena pfesrdzenim z methanolu (10% roztok
v/v) do stejné smési rozpoustédel, nasledovala opét filtrace a suseni pod vakuem. Vytézky
jednotlivych polymerizaci se liSily v zavislosti na reakénich podminkach a jsou uvedeny ve

vysledkové ¢asti.

Tabulka ¢. 1 — Podminky RAFT polymerizace pro syntézu polymeru na bazi HPMA.

M:K:CTA:INI* t T
Komonomer CTA INI
(mol. % HPMA) [h] [°C]
P1 450:150:2:1
Ma-Acap-NHNH-Boc  ethyl-TTe-IBN  V-70 20 40
(18 (75 %)
P2 450:150:2:1
Ma-BAla-NHNH-Boc  ethyl-TTc-IBN  V-70 20 40
209 (75 %)
P3 540:180:2:1
Ma-NHNH-Boc ethyl-TTc-IBN  V-70 72 30
(189 (75 %)
P4 bis-dodecyl- 450:150:1:1
Ma-BAla-NHNH-Boc V-70 72 30
339 TTe (75 %)
P5 552:48:2:1
Ma-Acap-NHNH-Boc  ethyl-TTc-IBN  V-70 20 40
(12g) (92 %)
P6 552:48:2:1
APMA-Boc ethyl-TTc-IBN V-70 20 40
039 (92 %)
P7 712,5:37,5:2:1
Ma-Acap-TT ethyl-TTc-IBN V-70 16 40
(1,1g) (95 %)
P8 184:16:2,0925:1
Ma-Acap-NHNH-Boc ethyl-TTc-N3 INI-N3 16 70
129 (92 %)

*Moldarni pomer HPMA:komonomer:prrenosové cinidlo:iniciator. U polymernich prekurzorii P1-P8 je

v zavorce uvedena navazka monomeri v nasade.

U polymernich prekurzorii piipravenych RAFT kopolymerizaci byly koncové
trithiokarbonatové skupiny odstranény reakci s azoiniciatorem AIBN!'®. P¥islusny polymer
(1 ekv. w/w) byl rozpustén v DMA (10% roztok v/v), byl ptidan AIBN (0,2 ekv. w/w), reakéni
smes byla prevedena do ampule a probublana argonem (10 minut). Reakce probihala ve vodni

lazni pii teplote 80 °C po dobu 3,5 hodiny. Polymerni prekurzor byl izolovan srazenim do
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ethylacetatu (dvacetinasobek objemu), filtraci a suSenim pod vakuem. Nasledovala purifikace
op¢t piesrazenim do ethylacetatu z 10% methanolového roztoku, déle filtrace a suSeni. Vytézky
téchto reakci se pohybovaly okolo 75-85 %. Polymery s takto modifikovanou koncovou
skupinou jsou dale oznacovany PX-IBN, X = 1-8.

U semitelechelického polymeru P8-IBN byly zbytkové trithiokarbonatové skupiny dale
redukovany tetrahydroboritanem sodnym, vzniklé -SH skupiny byly zreagovany s N-ethyl
maleimidem. Polymer P8-IBN (400 mg; 1 ekv. w/w) byl rozpustén v methanolu (4 ml),
postupné béhem 5 minut byl ptfidan NaBH4 (2,0 mg; 0,005 ekv. w/w), reakéni smés byla
michana 5 minut za laboratorni teploty, poté byl pfidan N-ethyl maleimid (8,0 mg; 0,02 ekv.
w/w) a reakéni smés byla michana dalSich 10 minut. Nasledné byla pfidana kyselina octova
(10 pul) pro neutralizaci a methanol (9 ml) pro nafedéni. Vysledny polymer byl purifikovan
pomoci sloupcové chromatografie (Sephadex LH-20, methanol, UV detekce, 4 = 220 nm),
izolovana byla vysokomolekularni frakce. Methanol byl odpatren (RVO), frakce byla rozpusténa
v deionizované vod¢ a lyofilizovana. Vytézek 395 mg (98,8 %). Vysledny polymerni prekurzor

je dale oznacovan P8-RED.

U polymeri PX-IBN, kde X = 1,2,3,5,6, obsahujicich chranéné reaktivni skupiny (hydrazidové
¢1 aminové) byla chranici Boc skupina odstranéna nasledujicim zptisobem. Polymer PX-IBN
byl rozpustén v deionizované vode (10% roztok v/v), roztok byl probublan argonem a umistén
v ampuli do olejové lazné na 100 °C (P1-IBN-P3-IBN; P5-IBN) ¢i 150 °C (P6-IBN) na
1 hodinu. Poté byl roztok odchranéného polymeru zfiltrovan, zmraZen a lyofilizovan. Vytézky
téchto reakci se pohybovaly okolo 70-80 %. Polymery s takto odchranénymi hydrazidovymi ¢i
aminovymi skupinami jsou dale ozna¢ovany PX-ODBOC, X =1,2,3,5,6.

Odstranéni chrdnicich Boc skupin u polymeru P4-IBN obsahujiciho esterové vazby bylo
provedeno pomoci TFA. Polymer P4-IBN (200 mg) byl rozpustén v TFA (2 ml; 10% roztok
v/v), ihned po rozpusténi byl srazen do diethyl etheru (40 ml), filtrovan a ususen pod vakuem.
Srazenina byla rozpuSténa v deionizované vodé (5 ml), byl pfidan fosfatovy pufr
(hydrogenfosofore¢nan sodny; dihydrogenfosfore¢nan sodny; chlorid sodny; ¢ = 0,1 mol dm™;
pH = 7,4) (PBS; 4 ml) pro neutralizaci a nasledné byl roztok odsolen pomoci sloupcové
chromatografie (Sephadex G-25, deionizovanad voda, UV detekce, 4 = 220 nm). Polymerni
frakce byla lyofilizovana. Vytézek 79 %. Vysledny polymer je dale oznacovan P4-ODBOC.

Polymer P7-IBN obsahujici aminolyticky reaktivni thiazolidin-2-thionové (TT) skupiny byl
postpolymerizaéné¢ modifikovan za ucelem zavedeni bicyklo[6.1.0]non-4-ynovych (BCN)
skupin. Polymer P7-IBN (196,5 mg; 0,0526 mmol TT skupin; 1 ekv. TT skupin) byl rozpustén
v DMA (1,54 ml), byl pfidian BCN-PEG2-NH> (17,06 mg; 0,0526 mmol; 1 ekv.) rozpustény
v DMA (0,46 ml). Reakéni smés byla michéna 1,5 hodiny pfi laboratorni teploté, nasledné byl
pfidan DIPEA (20 pl; 14,8 mg; 0,115 mmol; 2,19 ekv.), po dalSich 5 minutach byl pfidan
nadbytek DL-2-aminopropan-1-olu (140 pl; 134,5 mg; 1,791 mmol; 34 ekv.) pro odstranéni
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zbytkovych TT skupin. Reakce probihala dal$ich 25 minut, nasledovalo srazeni do 40 ml smeési
ethyl acetait + DCM 8:2 (pro izolaci a odstranéni zbytkového nezreagovaného BCN-PEG2-
NH>), filtrace ptes fritu (S4) a suseni pod vakuem. Nasledovalo piesrazeni z methanolu (194 mg
v 1,94 ml) do stejné smési rozpoustédel, filtrace a suseni pod vakuem. Vytézek 159 mg
(80,9 %). Vysledny polymer obsahujici BCN skupiny je dale ozna¢ovan P7-BCN.

Polymerni prekurzor P9 byl pfipraven modifikaci (LDA, propargyl bromid) komeréniho PCL
podle diive publikovaného postupu'’’. Do aparatury s trojhrdlou baitkou a mechanickym
michadlem byl pod atmosférou argonu do banky ptidan PCL (2,51 g; 0,022 mol Cl
monomernich jednotek), ktery byl nésledné rozpustén v suseném THF (150 ml). Roztok byl
ochlazen na -50 °C, poté byl pod argonem béhem 5 minut ptidan roztok LDA (5,51 ml; 0,5 ekv.
na monomerni jednotku). Teplota byla udrzovana mezi -55 a -50 °C dalSich 25 minut a nasledné
byl do reakce béhem 5 minut pfidan propargyl bromid (1,16 ml; 0,5 ekv. na monomerni
jednotku). Reakéni smés byla michdna dalSich 25 minut na -40 °C az -30 °C. Reakce byla
zastavena ptridavkem nasyceného vodného roztoku chloridu amonného (38 ml) a pH bylo
upraveno na neutralni hodnotu pomoci HCI (¢ = 1 mol dm™). Polymer byl extrahovan DCM
(3 x 80 ml), organicka faze byla promyta deionizovanou vodou (3 x 100 ml) a suSena siranem
hotecnatym. Po zahu$téni na RVO byl polymer vysrazen do ledového methanolu (500 ml),
filtrovan pftes fritu (S4) a usuSen pod vakuem. Ptecisténi bylo provedeno ptesrazenim z DCM
op¢t do ledového methanolu. Vytézek 1,4 g (55 %). Tento polymerni prekurzor pripravila
RNDr. Markéta Frejkova, které timto deékuji.

Roubovany kopolymer PCL-g-PHPMA byl syntetizovan pomoci ,,click chemie®, reakci PCL
obsahujiciho propargylové skupiny (P9) a semitelechelického HPMA kopolymeru s azidovymi
skupinami (P8-RED). Polymer P8-RED (161,0 mg; 0,0116 mmol; 1,0 ekv.) byl rozpustén
v destilovaném DMF (3,5 ml), nasledn¢ byl ptidan PCL (P9; 18,5 mg; 6,8 mol. %
propargylovych skupin (prg), 0,0107 mmol prg; 0,92 ekv. prg) a smés byla probublavana
argonem po dobu 20 min. Poté byl pfidan bromid méd'ny (16,1 mg; 0,112 mmol; 9,68 ekv.) a
reakce byla za laboratorni teploty michana a probubldvana argonem 2 hodiny. Nasledné byl
pfidan dalsi PCL (P9; 4,5 mg; 0,00261 mmol prg; 0,23 ekv. prg.) a bromid médny (1,0 mg;
0,00697 mmol; 0,60 ekv.). Reakce byla monitorovana pomoci SEC (systém 3, viz odstavec
3.3.1). Po dalSich 2 hodinéch byl pfidan nadbytek 8-chinolinolu (850 mg) pro komplexaci iontti
médi, smés byla nafedéna methanolem (7 ml) a CiSténa od médi pomoci sloupcové
chromatografie (Sephadex LH-20, methanol, UV detekce, 4 = 230 nm). Vysokomolekularni
frakce byla zahusténa, vysraZena do diethyl etheru (45 ml), centrifugovdna a usuSena pod
vakuem. Srazenina byla rozpousténa v deionizované vodé (5 ml) a nésledné byl ptfidan vodny
roztok chloridu sodného (8,9 mg ml™!, 4 ml). Roztok byl prefiltrovan (0,45 um PVDF filtr) a
¢istén pomoci preparativni chromatografie (Sephacryl S-300, chlorid sodny, ¢ = 8,9 mg ml™,
UV detekce, 4 =230 nm) pro odstranéni nezreagovaného vychoziho polymeru P§-RED. Frakce

obsahujici €isty roubovany kopolymer byla poté odsolena pomoci sloupcové chromatografie
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(Sephadex G-25, voda, UV detekce, 4 = 230 nm). Vysokomolekularni frakce byla zmrazena a
lyofilizovédna. Findlni vytézek byl 91,4 mg (49,7 %). Vznikly roubovany kopolymer je dale
oznacovan jako G1.

Schémata jednotlivych reakci jsou pro piehlednost uvedena ve vysledkové ¢asti u konkrétnich

polymernich prekurzori.

3.2.5 Kovalentni vazba lé¢iv

Polymerni konjugaty nesouci prolécivo 5-ALA ¢i HAL navazané pomoci hydrazonové vazby
byly syntetizovany reakci hydrazidovych skupin podél fetézce polymernich prekurzora
P1-ODBOC az P4-ODBOC s ketoskupinou pftislusného proléciva. Polymer PX-ODBOC
(X =1-4) (1 ekv. NHNH; skupin) byl rozpustén v bezvodém methanolu (7% roztok v/v), bylo
pridano prolécivo (1 ekv.) a kyselina octova (40 ul na 100 mg polymeru). Reakéni smés byla
ttepana pii 25 °C po dobu 24 hodin. Nésledn¢ doslo k nafedéni methanolem na 2% roztok (v/v)
a precisténi produktu od nenavazaného proléciva a k. octové pomoci sloupcové chromatografie
(Sephadex LH-20, methanol, UV detekce, A = 220 nm). Polymerni frakce byla odpafena na
RVO, rozpusténa v methanolu (10% roztok v/v) a vysrazena do ethyl acetatu. Srazenina byla
zfiltrovana a usuSena pod vakuem. VytéZzky se pohybovaly zpravidla mezi 60 a 75 %, reakce
byly provadény v mnozstvi 25-300 mg polymeru. Vzniklé polymerni konjugity jsou dale
oznacovany PX-5-ALA ¢i PX-HAL, X = 1-4.

Polymerni konjugaty snavdzanym IéCivem LCL-161 pies pH sensitivni vazbu byly
syntetizovany reakci ketoskupiny tohoto proléciva s hydrazidovymi ¢i aminovymi skupinami
polymernich prekurzor PS-ODBOC, resp. P6-ODBOC. Nejprve byla provedena optimalizace
reakci: polymer PX-ODBOC (X = 5,6) (9 mg; 1 ekv. w/w) byl rozpustén v bezvodém
methanolu/DMA/k. octové/TFA (7% roztok, v/v), bylo ptfidano LCL-161 (1 mg; 0,11 ekv. w/w)
a k. octovd/TFA (12 pl). Reakce byla monitorovdana pomoci rozmeéroveé vylucovaci
chromatografie (SEC; systém 3, viz odstavec 3.3.1). Po nalezeni optimalnich podminek byla
reakce opakovéana ve stejnych pomérech. Po 72 hodinach pii 60 °C byl konjugat nesouci
LCL-161 ptfipojené pomoci hydrazonové vazby, PS-LCL, preciStén analogickym zpisobem ke
vzorkiim PX-5-ALA ¢i PX-HAL. Vytézek 73,2 %. Vzhledem k prakticky nulové reaktivité
ketoskupiny 1é¢iva s aminoskupinami polymerniho prekurzoru P6-ODBOC nebyl konjugat

nesouci LCL-161 navdzané pomoci iminové vazby pfipraven.

Polymerni konjugat nesouci derivat 1éciva VCP-LCL s enzymaticky Stépitelnou spojkou byl
pfipraven pomoci ,,click chemie* reakci tohoto derivatu s polymernim prekurzorem P7-BCN.
Polymerni prekurzor P7-BCN (75,9 mg; 1 ekv. w/w) byl rozpustén v DMSO (400 nl), byl
pridan derivat 1é¢iva N3-VCP-LCL (20 mg; 0,263 ekv. w/w) v DMSO (600 pl) a reakéni smés
byla michéna pfti laboratorni teploté po dobu 2 hodin. Nasledn¢ byl vysledny produkt vysrazen
do ethyl acetatu (20 ml), srazenina byla centrifugovana a usuSena pod vakuem. Vytézek 90 mg

(93,8 %). Vysledny polymerni konjugat je dale oznacovan P7-LCL.
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3.2.6 Enkapsulace hydrofobniho léciva

Enkapsulace 1é¢iva AZD-5582 do micel tvotfenych roubovanym kopolymerem PCL-g-PHPMA
byla provadéna metodou lyofilizace®. Lé¢ivo AZD-5582 bylo rozpusténo v dioxanu
(c=4 mgml'; 1 ekv.), byl pfidan terc-butanol (333 pl na 1 mg 1é¢iva) a roztok byl michén za
chlazeni v ledové lazni. Nasledn¢ byl béhem 20 minut ptikapan roubovany kopolymer G1
rozpustény v deionizované vodé (¢ = 2,86 mg ml™'; 5/10/20 ekv.). Roztok byl za chlazeni
ledovou lazni michén dalSich 40 minut, pot¢ byl zmrazen a lyofilizovan. Lyofilizat byl
rozpustén v PBS (cc1 = 5 mg ml!) a piefiltrovan pres 0,45 um PVDF filtr pro odstranéni
neenkapsulovaného lé¢iva. Efektivita enkapsulace byla stanovena pomoci HPLC (metoda 1,
viz odstavec 3.3.6). Vzorky s enkapsulovanym Ié¢ivem jsou dale oznaCovany AZD-X, kde X
je hmotnostni obsah 1é¢iva v nasad¢, pocitany vzhledem k polymeru G1 (5/10/20). Enkapsulace

byly provadény v mnozstvich 5—-15 mg roubovaného kopolymeru.

Paralelné¢ byl proveden ,slepy pokus®, kde byla k 1é¢ivu misto roubovaného kopolymeru
ptikapana pouze deionizovand voda. Po lyofilizaci a filtraci bylo pomoci HPLC stanoveno,

kolik I1é¢iva se timto procesem rozpusti.

3.3 Metody

3.3.1 Rozmérové vyluéovaci chromatografie (SEC)

Pro stanoveni prumeérit molarnich hmotnosti a disperzity (P = My/M,) ptipravenych polymert
¢1 pro monitorovani pribéhu a optimalizace vazebnych reakci polymernich prekurzort s 1é€ivy
byla vyuZita rozmérov€ vylu€ovaci chromatografie (SEC). Méfeni bylo provadéno na tfech
systémech operujicich v riznych mobilnich fazich a disponujicich riznymi kolonami. Kazdy
systém sestaval z HPLC chromatografu (Shimadzu, Japonsko) opatfenym gradientovou
pumpou LC-20 AD, odplyiiovac¢em DGU 20A5R, tidici jednotkou CBM-20A, autosamplerem
SIL-20AC, kolonovym termostatem CTO-20AC a detektorem UV-VIS PDA (photo diode
array) SPD-M20A. Dale byly zapojeny viceuhlovy detektor rozptylu svétla (MALS) Dawn
Helios II, refraktometricky detektor Optilab rEX, v pfipad¢ systému 2 také viskozimetricky
detektor Viscostar III (v§e Wyatt, USA).

Systém 1: mobilni fize bromid lithny (¢ = 0,01 mol dm™*) v DMF, kolony GRAM Lux 10 A,
1000 A a 1000 A zapojené v sérii (PSS, Némecko), priitok mobilni faze 1 ml min™!, hodnota
inkrementu indexu lomu dn/dc = 0,100 ml g! stanovena pro PHPMA a hodnota
dn/dc = 0,050 ml g!, stanovend pro PCL.

Systém 2: mobilni faze fosfatovy pufr (hydrogenfosfore¢nan sodny, dihydrogenfosfore¢nan
sodny, ¢ = 0,05 mol dm™) + chlorid sodny (¢ = 0,15 mol dm™) o pH = 7,4, kolona Superose 6
Increase 10/300 GL (Cytiva, USA), priitok mobilni fize 0,5 ml min"', hodnota
dn/dc = 0,170 ml g, stanovena pro PHPMA a hodnota dn/dc = 0,152 ml g’!, stanovena pro
micely tvofené PCL-g-PHPMA.
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Systém 3: mobilni fize octan sodny (¢ = 0,3 mol dm™, pH = 6,5) + methanol (1:4 v/v), kolony
TSKGel3000SWx1. a TSKGel4000SWx1 (Tosoh Bioscience, Némecko), prutok mobilni faze
0,5 ml min?!, hodnota dn/dc = 0,167 ml g!, stanovend pro PHPMA a hodnota
dn/dc = 0,159 ml g}, stanoven4 pro roubované kopolymery PCL-g-PHPMA.

Vzorky byly piipraveny o koncentraci 3-5 mg ml™! v mobilni fazi (pokud neni uvedeno jinak)
a byly filtrovany ptes 0,2 um, resp. 0,45 pm filtry. Nasttik byl 50 pl. Pro vyhodnoceni byl

pouzit software Astra 8.1.0.

3.3.2 Nuklearni magneticka rezonance (NMR)

Spektroskopie nuklearni magnetické rezonance (NMR) byla vyuzita k ovéfeni sktruktury
nizkomolekularnich latek a dale také ke stanoveni vybranych funk¢nich skupin ¢i aktivnich
latek (viz odstavec 3.3.7) ve vzorcich polymerti. NMR spektra byla méfena na spektrometru
Bruker Avance Neo 400. Parametry meétfeni byly nésledujici: frekvence spektrometru
400,13 MHz (H) a 100,61 MHz (13C); sitka 90° pulzu 16,5 us; relaxace 10 s; akviziéni ¢as
3,28 s ('H), 1,22 s (*C). Vzorky byly pfipraveny v deuterovanych rozpoustédlech o koncentraci
zpravidla 9 mg ml™!. Pro vyhodnoceni spekter byl pouZit software TopSpin 4.1.3.

3.3.3 Hmotnostni spektrometrie s ionizaci elektrosprejem (ESI MS)
Hmotnostni spektra byla méfena na spektrometru LCQ Fleet (Thermo Scientific, USA)
opatfeném elektrosprejovou ionizaci a hmotnostnim analyzatorem obsahujicim iontovou past.

Vzorky byly pfipraveny o koncentraci mensi nez 0,1 mg ml™.

3.3.4 Dynamicky rozptyl svétla (DLS)

Pro stanoveni hydrodynamickych polomért (resp. primért) byl pouzit dynamicky rozptyl
svétla (DLS). Méteni byla provadéna na ptistroji Nano ZetaSizer ZEN3600 vybaveném He-Ne
laserem o vlnové délce 4 = 632,8 nm. M¢feni byla provadéna pii rozptylovém thlu 173 °,
z-primérné hydrodynamické poloméry, Ry, byly vypocteny na zéklad¢ Stokesovy-Einsteinovy

rovnice z hodnot z-primérnych difuznich koeficientl, D:

R = kgT
h ™= 6mnD

(1)

kde ks je Boltzmannova konstanta, 7 je termodynamickd teplota a # je viskozitni koeficient
rozpoustédla. Vzorky o koncentraci 5 mg ml! v PBS (pokud neni uvedeno jinak) byly
filtrovany ptes 0,22/0,45 PVDF filtr do plastovych kyvet. Pro vyhodnoceni byl pouzit ZetaSizer

Software.

3.3.5 UV-VIS spektrofotometrie

UV-VIS spektrofotometrie byla pouZzita pro stanoveni nékterych funkcnich skupin (viz odstavec
3.3.7) ¢i pro studovani kinetiky uvoliovani 1éCiva z polymerniho konjugatu (viz odstavec
3.3.9). Spektra byla méfena na ptistroji Specord 205 (Analytik Jena AG, Némecko). Vzorky
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byly umistény v kiemennych kyvetach, jako referencni vzorek bylo vzdy pouzito Cisté

rozpoustédlo.

3.3.6 Vysokoucinna kapalinova chromatografie (HPLC)

Vysokoucinna kapalinova chromatografie (HPLC) byla pouzita pro monitorovani nékterych
reakci, stanoveni Cistoty nékterych produkti ¢i pro stanoveni obsahu aktivnich latek. Méteni
byla provadéna na chromatografu (Shimadzu, Japonsko) opatieném gradientovou pumpou
LC-20 AD, odplynovacem DGU 20AS5R, fidici jednotkou CBM-20A, autosamplerem
SIL-20AC, kolonovym termostatem CTO-20AC, kolonou Chromolith® High Resolution
RP-18¢ (100 x 4,6 mm; Sigma Aldrich, USA), detektory UV-VIS PDA SPD-M20A,
fluorescencnim detektorem RF-20A, refraktometrickym detektorem RID-10A a frak¢nim
kolektorem FRC-10A.

Byly pouzity dvé metody: metoda 1: mobilni faze A: 95% deionizovana voda, 5% acetonitril,
0,1% TFA, mobilni faze B: 95% acetonitril, 5% deionizovana voda, 0,1 % TFA, pratok mobilni
faze 4 ml min™!, gradient 0 % B — 100 % B b&hem 6 minut, detekce pomoci PDA detektoru.
Metoda 2: mobilni faze A: 94% deionizovana voda, 5% methanol, 1% k. octova, mobilni faze
B: 49,5% methanol, 49,5% deionizovana voda, 1% k. octova (stanoveni 5-ALA) nebo 99%

methanol, 1% k. octova (stanoveni HAL), prittok mobilni fize 1 ml min

, gradient
0 % B — 100 % B béhem 10 minut, detekce pomoci fluorescence (excitace: 4 = 370 nm, emise:
A =460 nm).

3.3.7 Stanoveni obsahu funkénich skupin a aktivnich latek

Stanoveni thiazolidin-2-thionovych (TT) skupin bylo provedeno spektrofotometricky. Polymer
P7-IBN byl rozpustén v methanolu, vzorky byly ptevedeny do kiemennych kyvet a byla

meéfena absorbance pii 305 nm. Vysledny obsah TT skupin byl vypocten podle vzorce:

100
obsah TT skupin (mol. %) = P - 100
A - MMa—Acap—TT (2)
HPMA

kde ¢ je molarni absorpéni koeficient (A = 305 nm; &30s = 10520 mol! dm® ecm™)®, ¢ je
koncentrace vzorku (¢ = 0,1 mg ml!), / je délka optické drahy (/ = 1 cm), 4 je absorbance,
MwMa-Acap-tr je molarni  hmotnost  komonomerni  jednotky s TT  skupinami
(Mma-Acap-tr = 300,44 g mol™') a Mupma je molarni hmotnost HPMA monomerni jednotky

(Mupma = 143,19 g mol™!). Stanoveni bylo provedeno v triplikétu.

Stanoveni koncovych azidovych skupin bylo provedeno neptimo po reakci s nadbytkem (oproti
azidovym skupindm) fluorescen¢ni znacky sulfo-Cyanin3-DBCO. Semitelechelicky polymerni
prekurzor P8-RED (6 mg; 1 ekv. w/w) byl rozpustén v methanolu (100 pl), byla pfidana znacka
sulfo-Cyanin3-DBCO (0,6 mg; 0,1 ekv. w/w) v methanolu (40 pl) a reakéni smés byla michana

po dobu 30 minut za laboratorni teploty. Poté byla smés nafedéna methanolem (500 pul) a PBS
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(500 pl) a vycisténa od nezreagované fluorescencni znacky pomoci sloupcové chromatografie
(Sephadex LH-20, methanol). Vysokomolekularni frakce byla odparena, rozpusténa ve smési
methanol + PBS (1:1, 1000 ul) a znovu stejnym zptisobem precisténa. Odparek byl rozpustén
v deionizované vod¢, zmrazen a lyofilizovan. Pfesnd navéazka lyofilizatu (provadéno
v triplikatu) byla rozpusténa v deionizované vod¢, pirevedena do kiemennych kyvet a mnozstvi
fluorescencni znacky bylo stanoveno pomoci UV-VIS spektrofotometrie. Vysledna

funkcionalita, F, semitelechelického polymeru byla vypoctena za pouziti nasledujiciho vzorce:

F=a= 3)

kde M, je pocetné¢ vazeny primér molarni hmotnosti polymeru (pfed reakci se
sulfo-Cyanin3-DBCO) stanoveny pomoci SEC, ¢ je molarni absorp¢ni koeficient (4 = 548 nm,
es43 = 162000 mol! dm® cm™), ¢ je koncentrace vzorku (c = 1 mg ml!), / délka optické drahy

(I=1cm) a 4 je zmétena absorbance pii vinové délce 548 nm.

Pro stanoveni nasledujicich funkénich skupin byla pouzita NMR spektroskopie (viz odstavec
3.3.2): NHNH: skupiny v polymernich prekurzorech P1-ODBOC az P5-ODBOC, NH;
skupiny v polymernim prekurzoru P6-ODBOC (pro toto stanoveni byl pouzit signal chranéné
NH-Boc skupiny v prekurzoru P6-IBN), BCN skupiny ve vzorku P7-BCN, propargylové
skupiny ve vzorku P9. NMR spektroskopie byla pouzita téz pro stanoveni obsahu PCL ve
vzorku roubovaného kopolymeru G1.

Stanoveni obsahu 5-ALA a HAL v polymernich konjugatech obsahujicich tato proléciva bylo
provedeno po totalni hydrolyze hydrazonové vazby (25 °C, 1 h, 0,1% TFA, pH 1,1). Ke
stanoveni bylo pouzito HPLC s prekolonovou derivatizaci pomoci acetylacetonu a
formaldehydu. Do vialky bylo pfiddno 20 ul vzorku po hydrolyze (¢ = 1-2 mg ml!), 800 pl
derivatizacniho ¢inidla obsahujiciho acetylaceton (3 ml acetylacetonu, 2 ml absolutniho
ethanolu, 15 ml deionizované vody) a 100 pl 10% formaldehydu. Vialka byla inkubovana
10 minut pfi 100 °C. Po ochlazeni byl vznikly fluorescen¢ni derivat kvantifikovan pomoci
HPLC (metoda 2, viz odstavec 3.3.6), reten¢ni Casy, tr, derivatu 5-ALA = 9,7 min, fr derivatu
HAL =9,1 min.

Obsah lé€iva LCL-161 v polymernim konjugatu P5-LCL byl stanoven po totalni hydrolyze
hydrazonové vazby (37 °C, 24 h, 0,1% TFA, pH 1,1) pomoci HPLC (metoda 1, viz odstavec
3.3.6).

Obsah derivatu lé¢iva LCL-VCP v polymernim konjugéatu P7-LCL byl stanoven pomoci NMR
spektroskopie (viz odstavec 3.3.2).
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3.3.8 Stanoveni CMC

Kritickd micelarni koncentrace (CMC) micel tvofenych roubovanym kopolymerem
PCL-g-PHPMA byla stanovena fluorimetricky s pouzitim fluorescenéni znacky pyrenu.
Nejprve byla pfipravena koncentracni fada polymerniho prekurzoru G1 v PBS
(c = 0,75 mg ml! — 3,81 10°® mg ml"), poté byly piidany ke kazdému vzorku 3 pl roztoku
pyrenu (¢ = 0,4 mmol I'! v absolutnim ethanolu). Vzorky byly tiepany pies noc ve tmé pii 25 °C.
Nasledné byla méfena intenzita fluorescence na piistroji Plate-reader Biotek H1 (Agilent,
USA), parametry méteni byly nasledujici: excitace: 4 = 280 nm - 4 = 360 nm (krok 1 nm);
emise: 4 = 390 nm. M¢éfeni bylo provadéno pii 25 °C. Pomér intenzit fluorescence pfi
Aex = 335 nm a Aex = 338 nm ([338/335) byl vynesen do grafu oproti logaritmu koncentrace
vzorku. CMC byla ziskana z praseciku linearnich zavislosti.

3.3.9 Studium kinetiky uvoliiovani l1é¢iv z polymernich nosic¢i

Kinetika hydrolyzy pH senzitivni hydrazonové vazby ptitomné v polymernich konjugatech
PX-5-ALA a PX-HAL (X = 1-3) byla studovdna ve fosfato-citratovych pufrech
(hydrogenfosfore¢nan sodny, k. citronova, chlorid sodny, pH = 7,4/6,5/5,0, I = 0,15 mol dm™).
Vzorky byly rozpustény v piisluiném pufru (¢ = 5 mg ml!) a inkubovany pii 37 °C.
V jednotlivych ¢asovych bodech byly odebrany alikvoty inkubovanych roztokt (40 ul), byl
ptidan roztok Tris-HCI (5 mg ml™!, 4 pl, vnitini standard) a obsah 5-ALA ¢i HAL byl stanoven
pomoci kapilarni elektroforézy s kapacitng vazanou bezkontaktni vodivostni detekci (C*D). Byl
pouzit syst¢tm 7100 CE (Agilent, USA) s nemodifikovanou kfemennou kapilarou (vnitini
pramér 20 um, vnéjsi primér 375 pum, celkova délka 50,0 cm, efektivni délka 35,0 cm;
Polymicro Technologies, USA), termostatovanou na 25 °C. Byl pouzit C*D detektor (Admet,
CR), sestavajici z dvou tubularnich elektrod (délka 4 mm, vnitini primér 400 pm), pracujicich
pii frekvenci 1,84 MHz a amplitudé 44 V. Pied kazdym métfenim byla kapilara promyta
3 minuty NaOH (c = 1 mol dm™), 2 minuty vodou a 4 minuty zékladnim elektrolytem. Vzorky
byly nastfikovany pfi tlaku 5 kPa po dobu 20 sekund. Analyza probihala pfi separa¢nim napéti
25 kV (proud pftiblizn¢ 10 pA), v pribéhu separace byl na vstupni konec kapilary aplikovan
tlak 10 kPa, pro urychleni analyzy a stabilizaci zékladni linie. Jako zakladni elektrolyt byla
pouzita k. mravenéi (¢ = 1 mol dm). Hodnoty migraénich &asti, fmig, byly pro 5-ALA
tmig = 3,4 min, pro HAL #nig = 4,3 min. Hodnota 100 % uvolnéného proléciva byla stanovena
po inkubaci vzorki v roztoku 50 mM HCl pti 37 °C (HAL) €1 90 °C (5-ALA) po dobu 24 hodin.
Experiment byl proveden v triplikatu. Méreni provadéli doc. RNDr. Tomdas Krizek, Ph.D. a Mgr.
Alice Simonova z Katedry analytické chemie PFF UK, kterym timto dékuji.

Rychlost uvoliiovani 1é¢iva LCL-161 zpolymerniho konjugatu PS5-LCL byla studovana
s pomoci spektrofotometrie. Polymerni konjugit o koncentraci 8 mg ml! byl rozpustén
ve fosfato-citratovém pufru (sloZeni viz ptedchozi odstavec) a inkubovan pii 37 °C. V pfedem
stanovenych ¢asovych bodech byla métena absorp¢ni spektra. Kinetika hydrolyzy hydrazonové

vazby byla sledovana z bytku absorbance pti 4 = 290 nm. Hodnota 100 % uvolnéného 1éciva
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byla stanovena pii nejvétSim ubytku absorbance pii pH 1,1 (vzorek rozpustén v 0,1 % TFA).

Experiment byl proveden v triplikatu.

Kinetika enzymového S$tépeni spojky Val-Cit-pAB v polymernim konjugatu P7-LCL za
uvolnéni samotného 1é¢iva LCL-161 byla studovana za pouziti katepsinu B. Jako pufr byl
v tomto experimentu pouzit fosfatovy pufr (dihydrogenfosforeénan draselny, ¢ = 0,1 mol dm™,
disodna stil EDTA, ¢ = 0,001 mol dm™; pH = 6,0). Nejprve byla stanovena aktivita katepsinu B
za pouziti substratu Bzl-Arg-Nap: do Icm kiemenné kyvety byl pipetovan pufr (815 ul), byl
piidan katepsin B (60 ul; ¢ = 1,6 mg ml! ve fosfitovém pufru) a glutathion (100 pl;
c¢=15mgml' ve fosfatovém pufru). Kyveta byla inkubovana 5 minut pti 37 °C, poté byl ptidan
substrat Bzl-Arg-Nap v DMSO (25 pl; ¢ = 40,2 mg ml!) a ihned byla méfena absorbance pfi
A=410 nm pti 37 °C po dobu 10 minut. Jako referencni vzorek byl pouzit samotny puftr. Aktivita
katepsinu B (pocet aktivnich mist) byl vypocten z rozdilu absorbance v ¢ase 10 a 0 minut
(A4 = 0,5627), pticemz bylo experimentdlné¢ zjisténo, ze hodnota A4 = 0,33 odpovida
koncentraci aktivnich mist, [E] = 2 - 10”7 mol dm™ 2. Hodnota A4 = 0,5627 tedy odpovida
koncentraci aktivnich mist [£] = 3,4 - 10" mol-dm™. Nésledné& bylo provedeno samotné $tépeni:
polymerni konjugat P7-LCL byl rozpustén ve fosfatovém pufru o pH = 6,0 (¢ =2 mg ml!), byl
piidan katepsin B (vysledna koncentrace katepsinu B v roztoku = 0,0563 mg ml™!, toto mnoZstvi
odpovida koncentraci aktivnich mist [E] =2 - 107 mol-dm™, tj. hodnot& pievzaté z literatury®
a pouzité pro §tépeni) a glutathion (vysledna koncentrace glutathionu v roztoku = 1,5 mg ml™").
Vzorky byly inkubovany pii 37 °C, v ptedem urcenych ¢asovych bodech byly 2 x natedény
methanolem, centrifugovany a supernatant byl analyzovdn pomoci HPLC (metoda 1; viz

odstavec 3.3.6) pro stanoveni uvolnéného LCL-161. Stanoveni bylo provedeno v triplikatu.

Stabilita micelarnich systémi PCL-g-PHPMA s enkapsulovanym lé¢ivem AZD-5582 byla
sledovana pii pH 7,4 (jako pufr byl pouzit PBS) pomoci filtrace. Roztok vzorku byl inkubovéan
pii 37 °C a v pfedem urcenych ¢asovych bodech byl piefiltrovan pies 0,45 PVDF filtr pro
odstranéni uvolnéného hydrofobniho léciva. Obsah neuvolnéné¢ho 1éCiva ve filtrovaném

roztoku byl nésledné stanoven pomoci HPLC (metoda 1; odstavec 3.3.6).

3.3.10 Elementarni analyza

Stanoveni C, H, N bylo provadéno na pftistroji CHNS/O FlashSmart™ Elemental Analyzer
(Thermo Fisher Scientific, USA). Ptiblizné 1,5 mg vzorku bylo navazeno do cinové kapsle
pomoci analytickych vah Sartorius SE 2-OCE. Kapsle byla utésnéna a vloZena do autosampleru
analyzatoru. Pro C, H, N stanoveni byly nasledné pouzity standardni pracovni postupy. Méreni
provadéla Zuzana Kalalova z Oddéleni analytické chemie UMCH AV CR, které timto dékuji.

3.3.11 Frakcionace tokem v asymetrickém poli (FFF)
Frakcionace tokem v asymetrickém poli (FFF) byla pouZita pro stanoveni molarnich hmotnosti
a disperzity roubovaného kopolymeru G1. M¢éfeni byla provadéna na systému sestavajicim

z kapalinového chromatografu (Agilent, USA), modulu Eclipse 3+ (Wyatt, USA) opatfenym
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kanalem s regenerovanou celulosovou membranou (cutoff 10 kDa) a detektort MALS Dawn
Helios 8+ a refraktometrického detektoru Optilab rEX (oboji Wyatt, USA). Jako mobilni faze
byl pouzit 0,02% vodny roztok azidu sodného, prittok mobilni fize detektorem byl 1 ml min™.
Doba fokusace byla 5 minut za pii¢ného toku 3,5 ml min™'. Priitok injektorem byl nastaven na
0,2 ml min™ a ve v$ech pfipadech bylo nastfiknuto 100 pul vzorku. Po kroku fokusace se pii¢ny
tok linearné snizoval z 2,5 ml min na 0,1 ml min b&hem 35 minut a poté se udrzoval
konstantni na 0,1 ml min' po dobu dal§ich 15 minut, po kterych nasledovalo 15 minut bez
piicného toku. Délka analyzy byla 75 minut. Vzorky o koncentraci 5 mg ml™! (rozpusténé
v mobilni fazi) byly filtrovany ptes 0,45 um PVDF filtr. Pro vyhodnoceni byl pouzit sotfware
Astra 8.1.0, pro micely tvoiené PCL-g-PHPMA byla pouzita stejné jako v piipad¢ SEC analyzy
hodnota dn/dc = 0,152 ml g''. Méreni provadély Zuzana Masinové a RNDr. Olga Kockova,
Ph.D. z Oddéleni analytické chemie UMCH AV CR, kterym timto dékuji.

3.3.12 Malouhlovy rozptyl rentgenového zareni (SAXS)

Me¢éteni SAXS bylo provadéno pomoci pinhole kamery MolMet (Rigaku, Japonsko), vylepSené
pomoci SAXSLAB (Xenocs, Francie). Kamera byla pfipevnéna k mikrofokusovanému
generatoru rentgenovych paprskit MicroMax 003 (Rigaku, Japonsko), pracujicim pti 0,6 mA a
50 kV. Daéle byl soucasti systému detektor Pilatus 300K (vakuova verze). Vzdalenost mezi
vzorkem a detektorem byla kalibrovana (behendt stiibrny) a nastavena pro pokryti rozsahu

rozptylového vektoru g = 0,005-0,5 A~!. Rozptylovy vektor, ¢, je definovan dle rovnice
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kde / je vlnova délka (CuKo ¢ara = 1,54 A) a 26 je rozptylovy thel. Cas vystaveni zdroji byl
720 minut pfi kazdém méfeni. Vzorek byl rozpustén v PBS, koncentrace 5 mg ml™!. Signal
samotného rozpoustédla a prazdné kapilary byl odecten. Pro ziskani jednodimenzionélnich
SAXS kiivek byla provedena azimutéalni integrace dvoudimenzionalnich obrazli. Data byla
nasledné zpracovana s pouZitim softwart SasView 5.0.5 a Sasfit 0.94.11. Gyrac¢ni polomér, Ry,

byl ziskdn pomoci Guinierovy analyzy dle rovnice

R§q2>

1(q) = 1(0) - 5 ®)-

Distribuéni funkce P(r) (parova distribuéni funkce, angl. pair-distance distribution function)
byla vypoctena inverzni Fourierovou transformaci ¢asticového faktoru (angl. form factor),

P(g), za pouZiti rovnice

singr

P(r) = 471[ P(q)

prall (©)
0
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kde r je vzdalenost. Méreni a interpretaci dat provadely Eva Miskovska a Mgr. Magdalena
Konefal, Ph.D. z Oddéleni strukturni analyzy UMCH AV CR. Obéma timto dékuji.

3.3.13 Stanoveni elektroforetické mobility

Stanoveni elektroforetické mobility bylo provadéno na pfistroji 7100 CE (Agilent, USA).
Mg¢fteni probihalo v nemodifikované kfemenné kapilafe (vnitini pramér 50 pm, vnéjsi primeér
375 pum, celkové délka 50,0 cm, efektivni délka 41,5 cm; Polymicro Technologies, USA). Pred
kazdym meéfenim byla kapildra promyvana 2 minuty zakladnim elektrolytem. Vzorek byl
davkovan tlakem 5 kPa po dobu 5 sekund. Separacni napéti bylo 20 kV (proud pfiblizné 72 pA).
Jako zékladni elektrolyt byl pouzit fosfatovy puft, pH = 7,4; I = 0,15 mol dm?. Byla pouzita
UV spektrometricka detekce pii vinové délce 200 nm. Kapilara byla termostatovana na 25 °C.
Vzorek byl rozpustén v zdkladnim elektrolytu a nafedén na koncentraci 0,5-5 mg ml! podle
odezvy detektoru a tvaru piku tak, aby koncentrace byla co nejnizsi, ale zarovein umoznovala
spolehlivé vyhodnoceni. Ke viem vzorkdm byl pfiddn DMSO o koncentraci 0,1 mg ml™! jako
marker elektroosmotického toku. Stanoveni bylo provedeno v triplikatu. Efektivni

elektroforetickd mobilita, u.f, byla vypoctena dle vzorce (7)

Hef tmig Leof u

kde tv je migracni Cas analytu, feor je migracni ¢as markeru elektroosmotického toku, It je

celkova délka kalpilary, /p je efektivni délka kapilary a U je pouzité separacni napéti. Meéreni
provadéli doc. RNDr. Tomas Krizek, Ph.D. a Mgr. Alice Simonova z Katedry analytické chemie
PrF UK, kterym timto dékuji.
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4 VYSLEDKY A DISKUSE

4.1 Polymerni systémy pro dopravu prekurzoru biosyntézy protoporfyrinu

IX pro fotodynamickou terapii
Prvnim ze studovanych pfistupt této prace k protinadorové terapii je fotodynamicka terapie
(PDT), ve kter¢ je jednou z pouzivanych aktivnich molekul, tzv. fotosenzibilizatort, endogenni
protoporfyrin IX (PPIX). Ten je vSak Casto podavan ve formé proléciva (biosyntetického
prekurzoru), kyseliny 5-aminolevulové (5-ALA) ¢i jejich esterti. Tyto molekuly jsou vsak
hydrofilni a nabité, a maji tak Spatné farmakokinetické vlastnosti (napi. Spatny vstup do buné¢k,
distribuce po celém téle, rychla eliminace, navic nejsou preferenéné akumulovany v nadorové
tkani). Jednim z moznych feseni je proto vazba takovychto molekul na polymerni nosi¢, ktery
prodlouzi jejich biologicky polocas a ptispéje k selektivni akumulaci v nddorové tkani. Tato
¢ast prace navazuje na mou bakalafskou praci®®, nékteré vysledky jsou proto pro Uplnost

zopakovany.

Jako nosi¢ byly pouzity hydrofilni kopolymery na bazi HPMA obsahujici komonomerni
jednotky s reaktivnimi hydrazidovymi skupinami. Tyto polymerni prekurzory byly pfipravené
pomoci RAFT polymerizace a naslednych postpolymerizacnich reakci (viz obrazek ¢. 16), a to
odstranéni koncovych trithiokarbondtovych skupin a nasledné odchranéni hydrazidovych
skupin. Za ucelem studia na vliv rychlosti uvoliiovani proléciv byly pouzity komonomery se
ttemi spojkami mezi polymernim fetézcem a hydrazidovymi skupinami: Acap (6C), fAla (3C)

a zadna spojka (--).
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Obrazek ¢. 16 — Schéma syntézy polymernich prekurzorii pro vyuziti v PDT. Vytvoreno
v programu BIOVIA Draw.

Molérni hmotnost polymernich prekurzori byla nastavena tak, aby byla co nejvyssi, ale zaroven
se pohybovala pod limitem rendlni filtrace, tedy na hodnotu okolo 45000 g mol™!. Vysledky
fyzikalné-chemické charakterizace jsou uvedeny v tabulce €. 2.

Tabulka ¢. 2 — Fyzikalné-chemicka charakterizace polymernich prekurzorii pro vyuziti v PDT.

. M, M, Dhji Obsah NHNH;
Polymer Spojka D .
[g mol!] [g mol!] [nm] skupin [mol. %]
P1-ODBOC Acap 39000 44000 1,13 9,0 22,0
P2-ODBOC BAla 39000 46000 1,16 8,6 24.4
P3-ODBOC - 41000 46000 1,11 9,9 14,0

Primeéry molarnich hmotnosti a disperzita byly stanoveny pomoci SEC (systém 1, mobilni faze DMF +
LiBr), hodnota intenzitné vazeného hydrodynamického primeéru (Dy;) byla stanovena pomoci DLS
v PBS, obsah NHNH, skupin byl stanoven pomoci NMR.

Z vysledkt v tabulce €. 2 je patrné, Ze byly pfipraveny kopolymery o pozadovanych molarnich
hmotnostech a s nizkou disperzitou (D). Jejich hydrodynamicky primér (Dn) byl mensi nez
10 nm, a jsou tedy vylucitelné rendlni filtraci. Priméry molarnich hmotnosti (M, Myw) byly
stanoveny jak po polymerizaci, tak po odstranéni trithiokarbondtovych skupin (vysledky nejsou

uvedeny) a po odstranéni chranicich Boc skupin. Béhem postpolymerizacnich reakci se v§ak
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tyto parametry signifikantné neménily. Pouze odstranénim chréanicich Boc skupin doslo
k mirnému zvySeni disperzity, pravdépodobné zplsobenému nekovalentnimi interakcemi

hydrazidovych skupin.

Obsah hydrazidovych skupin podél fetézce se u tii polymernich prekurzorit vyznamné lisil,
monomer Ma-NHNH-Boc mé zfejmé oproti ostatnim komonomerim horsi kopolymerizacni
parametry, proto byl u vzorku P3-ODBOC podstatn¢ nizs§i obsah NHNH> skupin. To mohlo byt
zpusobeno napft. sterickou zébranou objemné chranici Boc skupiny, ktera byla pfili§ blizko
rostoucimu polymernimu fetézci. Navic pro dosazeni obdobnych vytézkti bylo nutné
syntetizovat polymer P3 za odliSnych polymeriza¢nich podminek (delsi ¢as, nizsi teplota).
Vytézky vSech polymerizaci se tak pohybovaly okolo hodnoty 60 %, celkové vytézky findlnich

polymernich prekurzorii po postpolymeriza¢nich reakcich pak dosahovaly hodnot okolo 35 %.

Hydrazidové skupiny byly nasledné vyuZzity pro kovalentni vazbu proléciv, 5-ALA a jejiho
hexyl esteru (HAL), obsahujicich ketoskupinu v jejich struktute. Po reakci téchto skupin doslo
k vytvoteni pH senzitivni hydrazonové vazby (viz obrazek ¢. 17), hydrolyzovatelné v kyselém
prostfedi. Vazba obou proléciv byla provadéna v bezvodém kyselém prostiedi pfi laboratorni

teploté. Charakterizace vyslednych polymernich konjugétii je uvedena v tabulce €. 3.

R=H-5-ALA o
R = (CH,),<CH, - HAL

Obrazek ¢. 17 — Schéma konjugace 5-ALA/HAL k polymernimu prekurzoru za tvorby pH

senzitivni hydrazonové vazby. Vytvoreno v programu BIOVIA Draw.
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Tabulka ¢ 3 — Fyzikalné-chemickda charakterizace polymernich konjugatii nesoucich
5-ALA/HAL.

Polymer Spojka M, M, b Dy Obsah proléciva
[g mol '] [g mol'] [nm] [hm. %]
P1-5-ALA Acap 49000 60000 1,20 13,0 17,5
P2-5-ALA BAla N.D.* N.D.* N.D.* 10,2 18,9
P3-5-ALA -- 51000 57000 1,13 8,9 10,2
P1-HAL Acap 52000 62000 1,19 10,8 10,5
P2-HAL BAla 50000 61000 1,22 10,6 11,9
P3-HAL -- 54000 74000 1,37 8,5 5,8

Primery molarnich hmotnosti a disperzita byly stanoveny pomoci SEC (systém 1, mobilni faze DMF +
LiBr), hodnota intenzitné vazeného hydrodynamického priimeru (Dy;) byla stanovena pomoci DLS
v PBS, obsah proléciva byl stanoven pomoci HPLC po uvolnéeni proléciva. * N.D. = nestanoveno (vzorek

nerozpustny v mobilni fazi).

Molarni hmotnosti téchto polymernich konjugati byly stanoveny v organické mobilni fazi,
ptestoze se jedna o vysoce hydrofilni materidly (hydrofilni polymer + hydrofilni prolé¢ivo).
Dtivodem byla interakce se stacionarni fazi kolony v systémech, které obsahovaly vodu
v mobilni fazi, tyto systémy tedy nebylo mozné pouzit. Na druhé strané, pii piili§ velkém
obsahu proléciva se vyskytovaly problémy s rozpustnosti vzorkli v organické mobilni fazi
(DMF + LiBr), proto u konjugatu P2-5-ALA nebylo mozné molarni hmotnosti stanovit.
Z porovnani s molarnimi hmotnostmi polymernich prekurzort (viz tabulky €. 2 a 3) je ziejmé,
Ze po vazbé¢ proléciva molarni hmotnost vzrostla, v ptipad¢ vzorku P3-HAL doslo zifejmé navic
v malé mife k vedlej$im reakcim, coz vedlo k vyraznému zvySeni My, a tedy zvySeni disperzity.
Oproti tomu hodnoty Dn se neménily pfili§ signifikantn€. V nékterych piipadech se Dy lehce
zvétsil, v jinych ptipadech doSlo k lehkému zmenSeni, pouze vSak v rdmci chyby méfeni. U
konjugatu P2-5-ALA se hodnota Dp nezménila vice, nez u ostatnich konjugatd, proto lze
predpokladat, ze jeho molarni hmotnost se nezvysila vice nez v ostatnich piipadech. Velky
rozdil mezi konjugaty nesouci 5-ALA a HAL byl vSak v G¢innosti vazby, kterd je podstatné
niz8i pro HAL. To mohlo byt zplisobeno napf. sterickou zdbranou objemného hexylového
zbytku.

Vzhledem ktomu, Ze vSechny pfipravené konjugaty nesou prolé€iva s ionizovatelnymi
skupinami (amino skupina v piipad€ obou proléciv a karboxylova skupina v pfipadé 5-ALA),
byla studovéna jejich elektroforetickd mobilita v pufru o pH 7,4, mimikujici prostfedi krevniho
te¢isté. Ulelem téchto méfeni bylo potvrdit ¢ vyvratit, zda se konjugaty chovaji spise jako
polyelektrolyty, ¢i zda se jejich elektroforetickd mobilita blizi vice PHPMA homopolymeru.
Pokud by konjugaty mély piili§ velky kladny naboj, mohly by byt toxické béhem dopravy ¢i
byt vychytavany pomoci retikuloendotelidlniho systému, naopak konjugaty s velkym zapornym
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nabojem mohou byt zachytdvany v ledvinach. Analyzovany byly vSechny polymerni
prekurzory a konjugaty, PHPMA homopolymer, samotna proléciva, dale poly(L-lysin) jako
polykationt a poly(L-asparagova kyselina) jako polyaniont a marker elektroosmotického toku
(DMSO). Vysledky méteni jsou uvedeny v tabulce €. 4.

Tabulka ¢. 4 — Hodnoty elektroforeticke mobility.

Vzorek Her [10° m* V71 571
P1-5-ALA -1,47
P2-5-ALA -2,58
P3-5-ALA -0,47

P1-HAL 3,23
P2-HAL 3,28
P3-HAL 1,69
P1-ODBOC 0,39
P2-ODBOC 0,43
P3-ODBOC 0,55
bomonmer

5-ALA .58

HAL 14,81
Poly(Lys) 10,8
Poly(Asp) -39,8

Efektivni elektroforeticka mobilita byla stanovena pomoci kapilarni elektroforézy (zdkladni elektrolyt

fosfatovy pufy, pH = 7,4), hodnoty byly vypocteny z migracnich casii dle rovnice (7).

Polymerni konjugaty nesouci 5-ALA vykazovaly lehce zadpornou mobilitu, zvySujici se se
zvySujicim se obsahem 5-ALA. U polymeri nesoucich HAL tomu bylo piesné naopak, kladna
mobilita se zvySovala se zvySujicim se obsahem HAL. Polymerni prekurzory nesouci
hydrazidové skupiny vykazovaly podobné mobility jako homopolymer PHPMA, a to mensi nez
1. Je vSak nutné fici, Ze hodnoty jsou vztahovany k DMSO, jakoZto markeru, jehoz mobilita je
predpokladéana jako nulova. Mezi riznymi markery (jako markery se pouZivaji neutralni latky)
jsou viak také rozdily v hodnotach mobility, jak bylo popsano'®, napt. thiomocovina vykazuje
oproti DMSO hodnotu -0,90 10 m? V! s7!. Hodnoty mobilit tak nejsou absolutni, 1ze je viak
mezi sebou porovnavat a vztahovat k vybranému standardu. Mobility obou proléciv byly
znaéné vyssi nez u vSech polymerd, dale absolutni hodnota pro 5-ALA byla pfiblizné tfetinova
oproti HAL, coz odpovidd vypoctenému zastoupeni jednotlivych iontovych forem obou
slou€enin pii pH 7,4. Analogicky, absolutni hodnoty mobilit konjugéti nesoucich 5-ALA byly

niz$i nez hodnoty pro polymery nesouci HAL, ptfestoze tyto polymery nesly méné proléciva.
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Konecné, mobility polyelektrolytii o fadove stejnych molarnich hmotnostech (pro zajisténi
podobného roztokového chovani z hlediska viskozity a difuze) byly o mnoho vyssi (v absolutni
hodnot¢). Lze tedy fici, ze roztokové chovani pfipravenych polymernich konjugati se nepodoba
polyelektrolytim, a je tedy mozné predpokladat, ze béhem dopravy v téle by tyto systémy

nem¢ly vykazovat toxicitu ani zadrz v ledvinach.

Dale byla studovédna kinetika uvoliiovani obou prolé¢iv z polymernich nosic¢l pfi riznych
hodnotach pH. Pufr o pH 7,4 mimikoval krevni fecisté, pH 6,5 bylo pouzito pro simulaci
extracelularniho nddorového prostiedi a pH 5,0 bylo pouzito jako simulace prostiedi lysozomu
nadorovych bundk. Ugelem bylo zjistit, jaky vliv ma spojka mezi polymernim fetézcem a
hydrazonovou vazbou na rychlost hydrolyzy této pH senzitivni vazby, a také, zda se ob¢
proléciva uvoliuji s podobnym rychlostnim profilem. Vysledky tohoto studia jsou zobrazeny

v grafech na obrdzku ¢. 18.
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Obrazek ¢. 18 — Grafy zavislosti uvolnéného proléciva na case v pufrech o prislusnych
hodnotach pH.

Kinetika uvoliiovani 5-ALA byla dle ptfedpokladu zavisld na pH, nejpomaleji dochazelo
k hydrolyze pii pH 7.4, ptesto se vSak za téchto podminek uvolnilo okolo 30 % navazaného

proléciva za 24 hodin, systém tak pii cirkulaci v krevnim feciSti neni zcela stabilni, nicméné

rychlost uvoliiovani je stdle v rozumném méfitku a umoziuje cilenou dopravu do nadorové

tkané. Se snizujicim se pH se rychlost uvolilovani zvySovala, pfi pH 5,0 se za 24 hodin uvolnilo
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60-80 % navazané 5-ALA, v mikroprostfedi nadoru se tedy 1é¢ivo uvolni podstatné rychleji.
Z grafl je ziejmé, ze vliv spojky mezi polymernim fetézcem a hydrazonovou vazbou byl velmi
maly, znatelny pouze pii pH 5,0. Pfi dal$i optimalizaci systému bude tedy spojka dulezita spise

z hlediska kopolymeriza¢nich parametrt nez z hlediska vlivu na rychlost uvoliovani.

Zasadni vliv na rychlost hydrolyzy hydrazonové vazby méla struktura proléciva. HAL byl
z polymerniho nosi¢e uvoliiovan podstatné¢ pomaleji, pii pH 7,4 bylo za 24 hodin uvolnéno
maximalné 7 % navazané¢ho HAL, v pfipad¢ konjugatu P3-HAL (bez spojky), u ostatnich dvou
konjugatt bylo uvolnéno pouze okolo 1 %. Tyto konjugaty jsou tak pifi dopravé do nadoru
mnohem stabilnéjsi nez v ptipad¢ konjugatii nesoucich 5-ALA. Rychlost uvoliiovani HAL opét
vzristala s klesajicim pH, ovSem pii pH 5,0 bylo za 24 hodin uvolnéno mezi 25 a 45 %
navdzan¢ho HAL. V tomto ptipadé byl vliv spojky patrnéjsi, nejrychlejsi hydrolyzu v nejniz§im
pouzitém pH vykazoval konjugat P1-HAL (spojka Acap), nejpomalejsi naopak P2-HAL
(spojka BAla). Vliv spojky vsak stale nebyl zasadni, rychlostni profily jsou u vSech konjugatt
nesoucich HAL podobné. Pomalejsi uvoliiovani HAL oproti 5-ALA je zptisobeno ziejmé veétsi
hydrofobii, popf. 1 sterickou naro¢nosti hexylového zbytku, svou roli miize hrat i kladny ndboj
tohoto proléciva, ktery mize do jisté miry zvySovat lokdlni pH v rdmci polymerniho klubka

konjugatu.

Doposud popsané polymerni konjugaty 5-ALA a HAL byly zalozeny na vodorozpustnych
kopolymerech s molarni hmotnosti pod limitem renalni filtrace. V dal$im textu bude popsana
syntéza a charakterizace druhé generace polymernich konjugati vychdzejicich
z biodegradovatelnych polymernich prekurzori s moldrni hmotnosti nad limitem renalni
filtrace. Druha generace s vy$$i molarni hmotnosti byla navrzena s cilem navysit akumulaci
v nadorové tkani posilenim EPR efektu. Pro tuto generaci byla vybrana jiZ pouze jedna spojka,
BAla, pro ob¢ proléciva. Tato spojka byla vybrana z nékolika divoda: pfi RAFT polymerizaci
se komonomer s touto spojkou nejlépe zabudovava (lepsi kopolymerizaéni parametry),
uvoliovani 5-ALA 1 HAL je v ptipadé této spojky vhodné pro dalsi experimenty a tato spojka

umoznila navazani vy$§iho mnozstvi proléciva.

Jako nosice byly zvoleny vysokomolekularni linearni kopolymery obsahujici ve stfedu
biodegradovatelnou spojku (ddle oznaCovéany jako diblokové, oba bloky jsou v tomto ptipadé
shodné) s hydrolyzovatelnymi esterovymi vazbami. Tyto polymery lze pfipravit za pouziti
bifunkéniho CTA (zde bis-dodecyl-TTc) pfi RAFT polymerizaci. Struktura tohoto CTA a

vzniklého polymeru je zobrazena na obrazku €. 19.
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Obrazek ¢. 19 — Struktura bifunkcniho CTA a z néj vzniklého diblokového polymerniho
prekurzoru. Vytvoreno v programu BIOVIA Draw.

Polymerni prekurzor P4 byl piipraven RAFT polymerizaci monomerd HPMA a
Ma-BAla-NHNH-Boc s naslednym odstranénim trithiokarbonatovych skupin a odstranénim
chranicich Boc skupin. V tomto ptipadé¢ bylo diky pouziti delSiho Casu a niZsi teploty
polymerizace dosazeno vysSiho vytézku polymeru P4 (75 %). Syntéza byla analogicka
k polymerim P1-P3, pouze s pouzitim rozdilného CTA a rGznym zptsobem odstranéni Boc
skupin. V tomto piipad€ nebylo mozné pouZit diive popsany zplsob spocivajici v povatfeni ve
vodé, nebot’ by doslo k hydrolyze esterovych vazeb. Boc skupiny tak byly odstranény pomoci
TFA a naslednou neutralizaci. Symetri¢nost obou ramen byla ovéfena totalni hydrolyzou
esterovych vazeb (vodny roztok NaOH, 25 °C, 24 hodin) a naslednou SEC analyzou (oznaceni
P4-HYDROL). Molarni hmotnost polymerniho prekurzoru P4 byla nastavena na pfiblizné
dvojnéasobnou hodnotu oproti polymeram P1 az P3. Vazba proléciv 5-ALA a HAL probihala
analogicky k linearnim polymertim (P1 az P3). Vysledky fyzikalné-chemické charakterizace

jsou uvedeny v tabulce €. 5.
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Tabulka ¢. 5 — Fyzikalné-chemicka charakterizace diblokovych polymerii.

M, M, Dhi Obsah NHNH; skupin
Polymer D
[g mol!] [g mol!] [nm] [mol. %]
P4-ODBOC 78000 96000 1,22 17,5 24,5
P4-HYDROL 39000 44000 1,14 - -
M, M, Dy Obsah proléciva
Polymer D
[g mol!] [g mol!] [nm] [hm. %]
P4-5-ALA N.D.* N.D.* N.D.* 18,3 21,0
P4-HAL 105000 133000 1,28 15,7 15,6

Primeéry molarnich hmotnosti a disperzita byly stanoveny pomoci SEC (systém 1, mobilni faze DMF +
LiBr), u vzorku P4-HYDROL byl pouZit system 2 (mobilni faze PBS), hodnota intenzitné vazeného
hydrodynamického priméru (Dy;) byla stanovena pomoci DLS v PBS, obsah NHNH: skupin byl
stanoven pomoci NMR, obsah proléciva byl stanoven pomoci HPLC po uvolneni proléciva. * N.D. =

nestanoveno (vzorek nerozpustny v mobilni fazi).

Pomoci SEC bylo zjisténo, Ze molarni hmotnost diblokového polymerniho konjugatu
odpovidala nastavenym parametriim kopolymerizace, disperzita byla mirn¢ vyssi, coz je mozné
vysvétlit pritomnosti malého mnoZstvi monoaktivovaného CTA. Molarni hmotnost polymeru
po hydrolyze byla polovi¢ni, coz potvrzuje symetricnost jednotlivych blokii. Hodnoty Dy pak
byly vyssi nez u linearnich polymernich prekurzortt P1-P3, tento systém tedy bude schopen
déle cirkulovat v téle. Obsah hydrazidovych skupin byl podobny jako v ptipadé¢ P2-ODBOC.
Hydrolyticka stabilita tohoto systému (hydrolyza esterovych vazeb pifi pH 7,4) nebyla
studovana, byla vSak studovéna a publikovana stabilita analogického systému, homopolymeru
PHPMA syntetizovaného s pouzitim stejného CTA. Polocas rozpadu na jednotliva ramena byl

8 dni’®.

Po vazbé proléciva 5-ALA opét nebylo mozné stanovit priméry molarnich hmotnosti pomoci
SEC, analogicky k polymeru P2-5-ALA, v rdmci dalsi optimalizace bude nutné najit vhodnou
kombinaci rozpoustédla a SEC kolony, ktera by umoZznovala toto stanoveni u vSech systému
obsahujicich 5-ALA ¢i HAL. V ptipadé polymerniho konjugatu P4-HAL doslo k nartistu
molarni hmotnosti analogicky k polymeru P2-HAL. Rozdil hodnot Dn obou diblokovych

polymernich konjugatt oproti polymernimu prekurzoru opé€t nebyl signifikantni.

U diblokovych polymernich konjugath bylo pro ob¢ proléciva dosazeno vyssiho obsahu téchto
latek, neZ tomu bylo v pfipad¢ linearnich polymernich konjugati (P2-5-ALA a P2-HAL). Lze
predpokladat, ze to bylo zplisobeno vyssi reaktivitou hydrazidovych skupin po odchranéni
pomoci TFA. Je pravdépodobné, ze i pies neutralizaci hydrazidovych skupin pomoci pufru PBS
zlstalo urcité procento téchto skupin ve formé trifluoracetatu, prostredi vazebné reakce tedy

mohlo byt kyselejsi, coz zfejmé& zpiisobilo navazani vétSsitho mnoZstvi proléciva.
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U téchto konjugathi byla také studovana elektroforeticka mobilita, vysledky jsou uvedeny
v tabulce ¢. 6. Z vysledkl je patrné, Ze oproti linedarnim polymerim mély tyto diblokové
polymery niz$i hodnoty mobilit, a to jak v pfipadé polymerniho prekurzoru, tak v piipadé
polymernich konjugati s obéma prolécivy. V piipadé polymerniho prekurzoru P4-ODBOC je
snizeni mobility oproti P1-P3-ODBOC zpiisobeno piitomnosti zbytkové TFA (hydrazidové
skupiny ve formé¢ trifluoracetatu, popi. sorpce zbylé¢ TFA), v ptipad¢ polymerniho konjugatu
P4-5-ALA navic hraje roli i vyssi obsah zaporné nabitého proléciva. V ptipadé konjugatu
P4-HAL, ktery stale obsahuje ¢ast hydrazidovych skupin volnych, a tedy opét ve formé
trifluoracetatu, byla vysledkem efektu kladného HAL a zéporného trifluoracetatu nulova
mobilita. Tyto tfi polymery by stejné¢ jako pfedchozi linearni polymery nemély vykazovat
chovani podobné polykationtim ani polyaniontim, a ptedpoklada se tedy, Ze nebudou po

podani do téla toxické ani se zadrzovat v ledvinach.

Tabulka ¢. 6 — Hodnoty elektroforetické mobility diblokovych polymerii.

Vzorek Mer [10° m? V' 571
P4-ODBOC -1,09
P4-5-ALA -5,57
P4-HAL 0

Efektivni elektroforeticka mobilita byla stanovena pomoci kapilarni elektroforézy (zdkladni elektrolyt

fosfatovy pufy, pH = 7,4), hodnoty byly vypocteny z migracnich casii dle rovnice (7).

Kinetika uvoliovani proléciv z diblokovych polymernich konjugétl nebyla studovana, lze
predpokladat, Ze tato kinetika je shodna s kinetikou pro linearni konjugaty. Pfi této Givaze bylo

vychazeno z literatury®¢3®

, kterd doklada, Ze molarni hmotnost polymeru signifikantné
neovlivni rychlost uvolnovani 1é¢iv z polymernich konjugati vazanych pomoci hydrazonové

vazby.

4.2 Polymerni systémy pro dopravu sloucenin inhibujicich antiapoptotické

proteiny IAP

Vzhledem k tomu, ze lidskd nddorova tkan je velmi heterogenni, stale Castéji se objevuji
ptipady, ve kterych lécba cilend pouze na jeden terapeuticky cil selhava. Vyuzivaji se proto
s vyhodou kombinace dvou nebo vice terapeutickych ptistupti. Tato ¢ast je proto vénovana
novym polymernim systémim cilicim na antiapoptotické proteiny (IAP) tim, Ze dopravuji
jejich inhibitory. IAP inhibitory jsou nizkomolekularni latky, které nejsou piednostné
akumulovany v nddoru, obsahuji amidové vazby, které mohou byt béhem jejich cirkulace
v krevnim ob¢hu degradovany. Navic mohou tyto latky vykazovat vedlejsi ucinky kvili
distribuci i do zdravych tkani. Jejich farmakokinetiku Ize opét zlepsit pouZzitim polymernich
nosicl. V ramci této prace byly vybrany dva IAP inhibitory: prvnim z nich je LCL-161
(struktura viz obrazek ¢. 10, strana 24), obsahujici vhodné skupiny pro konjugaci

56



s vodorozpustnym polymernim nosi¢em. Druhy pouzity IAP inhibitor nese oznaceni
AZD-5582. Ze struktury na obrazku €. 10 (strana 24) je patrné, ze se jedna o dimer obsahujici
velmi malo funk¢nich skupin pro kovalentni modifikaci, navic nerozpustny ve vodé, jevi se

proto jako vhodny pro enkapsulaci do polymernich micel.

4.2.1 Polymerni systémy nesouci lé¢ivo LCL-161

Pro kovalentni vazbu lé¢iva LCL-161 na polymerni nosi¢ byla vybrana jeho ketoskupina,
kterou lze reagovat s polymernim nosi¢em obsahujicim hydrazidové skupiny za tvorby pH
senzitivni hydrazonové vazby, analogicky k vazb¢é proléciv 5-ALA a HAL. Nejprve byl tedy
syntetizovan vodorozpustny polymerni prekurzor na bazi HPMA nesouci hydrazidové skupiny
podél fetézce, polymerni prekurzor nese oznaCeni PS5. Syntéza probihala analogicky
k polymernimu prekurzoru P1 (tedy RAFT polymerizace, odstranéni trithiokarbondtovych
skupin a odstranéni chranicich Boc skupin), pouze s niz§im obsahem komonomeru. V tomto
ptipadé byl vytézek RAFT polymerizace opét okolo 60 %.

Molarni hmotnost polymerniho prekurzoru byla nastavena podminkami kopolymerizace na
hodnotu okolo 30000 g mol!, tedy opét pod limitem renalni filtrace. Vysledky uvedené
v tabulce ¢. 8 (strana 59) ukazuji, Ze bylo dosazeno hodnot pouze mirn€ vyssich, nez se
ptedpokladalo, polymerni prekurzor PS je vSak stile vylulitelny, coz potvrzuje 1 zjiSténa
hodnota Dy.

Vzhledem k tomu, Ze ketoskupina 1éCiva je z obou stran v konjugaci s aromatickymi systémy,
predpokladalo se, ze se zméni jeji reaktivita, a proto byly podminky vazby nejprve
optimalizovany. Bylo optimalizovdno sloZeni rozpoustédel a teplota. Pribeéh reakci byl
monitorovan pomoci SEC (systém 3, viz odstavec 3.3.1) s UV detektorem (4 = 270 nm,
charakteristicka pro absorpci 1é¢iva, nikoliv v§ak polymeru), konkrétné byl sledovan pomér
ploch pikl polymeru a lé€iva, Apo/ALcL, pii této vinové délce. Vzhledem k tomu, Ze prvnimi
experimenty bylo zji§téno, ze tento pomér s ¢asem vzrlstd, byl nastaven reakéni Cas na
72 hodin. Vysledky optimalizace jsou uvedeny v tabulce ¢. 7. Poc¢atecni hodnota (¢ = 0 hodin)
Apol/ALcL se pohybovala mezi 0,003 a 0,01. Dale byl sledovan rozklad 1é€iva béhem reakci

pomoci HPLC, reakce, u kterych rozklad probihal, jsou v tabulce oznaceny cervene.
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Tabulka ¢. 7 — Optimalizace reakcnich podminek vazby léciva LCL-161 pomoci hydrazonové

vazby.

Reakce Rozpoustédlo Teplota Apo/ArcL
1 Methanol + k. octova 25°C 0,389
2 Methanol + k. octova 60 °C 3,45
3 DMA + k. octova 25°C 0,00877
4 DMA + k. octova 60 °C 0,980
5 K. octova 25°C 2,83
6 K. octova 60 °C 2,23
7 Methanol + TFA 25°C 0,441
8 Methanol + TFA 60 °C 0,215
9 DMA + TFA 25°C 1,03
10 DMA + TFA 60 °C 1,04
11 TFA 25°C 0,402
12 TFA 60 °C 0,263

V pripadé pouziti methanolu/DMA + kyseliny bylo pouzito 12 ul kyseliny na 10 mg vychozich latek. U

reakci oznacenych cervené probihal rozklad léciva.

Na zékladé tohoto experimentu byly vybrany podminky reakce 2, u které byl pomér 4poi/ALcL

nejvyssi, jako vhodné pro dalsi postup a reakce byla zopakovéana véetné izolace produktu.

Schéma reakce je uvedeno na obrazku ¢. 20, vysledky fyzikalné-chemické charakterizace

polymerniho prekurzoru PS-ODBOC a polymerniho konjugatu P5-LCL jsou pak uvedeny

v tabulce ¢. 8.
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Obrazek ¢. 20 — Schéma syntézy polymerniho konjugatu P5-LCL, nesouciho lécivo LCL-161,

vazané pomoci pH senzitivni hydrazonové vazby. Vytvoreno v programu BIOVIA Draw.

Tabulka ¢. 8 — Fyzikalné-chemicka charakterizace polymerniho konjugatu P5-LCL a

prislusného polymerniho prekurzoru.

M, M, Dhw Obsah NHNH; skupin
Polymer D
[g mol!] [g mol!] [nm] [mol. %]
P5-ODBOC 33000 37000 1,12 8,6 7,9
M, M, Dy Obsah LCL-161
Polymer D
[g mol'] [g mol] [nm] [hm. %]
P5-LCL 34000 40000 1,17 8,6 7,5

Primeéry molarnich hmotnosti, disperzita a hodnota hmotnostné vazeného hydrodynamického primeéru,
Diw, byly stanoveny pomoci SEC (systéem 2, mobilni fize PBS), obsah NHNH, skupin byl stanoven
pomoci NMR, obsah LCL-161 byl stanoven pomoci HPLC po jeho uvolnéni.

Vazbou 1éciva doslo pouze k mirnému vzristu molarni hmotnosti, hodnota Dy, kterou bylo
mozno zjistit ptimo pomoci SEC diky viskozimetrické detekci, se nezmenila, stile se tedy
jednalo o vodorozpustny systém s roztokovym chovanim blizkym PHPMA, polymerni
konjugat tedy dokazal uspésné zlepsit rozpustnost 1é¢iva. Diky pouziti vysoké teploty bylo

navazano pomeérné vysoké mnozstvi 1é€iva (68,2 % z 1é¢iva v nasad¢).
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Vazbou 1é¢iva na polymerni prekurzor doslo ke vzniku hydrazonové vazby, ktera v§ak v tomto
piipadé byla konjugovéana ke dvéma aromatickym systémtim. Doslo tak k posunu v absorpcnim
UV spektru polymerniho konjugétu (Amax2 = 290 nm) oproti spektru volného LCL-161
(Amax2 = 270 nm). Tohoto posunu bylo vyuzito ke studiu uvoliiovani LCL-161 z konjugétu
PS-LCL. Na obrazku €. 21 je zobrazeno UV absorp¢ni spektrum konjugatu P5-LCL pted a po
uvolnéni 1éCiva (nahote), dale pak vysledky experimentu zkoumajiciho uvoliiovani LCL-161
z tohoto konjugétu v pufrech o riznych hodnotach pH (dole). Pro stanoveni 100 % uvolnéného
lé¢iva byl proveden tento experiment i v pH 1,1, kde se ptedpoklada, ze dojde ke kompletnimu

uvolnéni.
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Obrazek ¢. 21 — Rozdil v absorpcnich spektrech polymerniho konjugatu P5-LCL pred a po
uvolneéni léciva (nahore) a graf zavislosti mnoZstvi uvolnéného LCL-161 na case v pufrech o
ruznych hodnotach pH (dole).

Ptedpokladalo se, Ze kinetika hydrolyzy hydrazonové vazby v konjugéatu PS-LCL za uvolnéni
LCL-161 bude pomalej$i nez napt. u konjugat nesoucich 5-ALA, a to vzhledem ke konjugaci
této vazby. Vysledky vSak ukézaly, Ze hydrazonovéa vazba je stabilni nejen v pH 7,4, ale 1
v prostiedi o pH 5,0, kde dochazi k uvolnéni okolo 2 % LCL-161 za 24 hodin. Hydrazonova
vazba je pomérné nestabilni pii pH 1,1, jeji pH senzitivita je tedy vyrazné posunuta k niz$im
hodnotam pH. Tento posun k niz§im hodnotdm pH je pfimo zavisly na jiz zminéné konjugaci

se dvéma aromatickymi skupinami.

Vzhledem k tomu, Zze hydrazonova vazba v polymernim konjugatu P5-LCL je kvuli jeji
konjugaci velmi stabilni i pii pH 5,0, jako dalsi postup byla zvolena pfiprava polymerniho
konjugatu nesouciho LCL-161 vazané pomoci iminové vazby, kterd je zndma mensi stabilitou
oproti vazbé hydrazonové®?. Nejdiive byl tedy piipraven polymerni prekurzor nesouci reaktivni
aminové skupiny pomoci RAFT polymerizace monomerd HPMA a APMA-Boc (molarni
hmotnost nastavena opét na 30000 g mol™!), nasledovalo odstranéni trithiokarbonatovych
skupin a odchranéni aminovych skupin. Oproti polymernimu prekurzoru PS5 byl rozdil v pouZiti
vyssi teploty (150 °C oproti 100 °C) pfi odstranéni chranicich Boc skupin. Vytézek RAFT
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polymerizace se pohyboval opét okolo 60 %, stejné jako u polymert P1 az P3 a P5. Schéma
syntézy polymeru P6 je uvedeno na obrazku ¢. 22, vysledky fyzikalné-chemické charakterizace

pak v tabulce €. 9.
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Obrazek ¢. 22 — Schéma syntézy polymerniho prekurzoru P6, obsahujiciho reaktivni aminové

skupiny. Vytvoreno v programu BIOVIA Draw.

Tabulka ¢. 9 — Fyzikalneé-chemicka charakterizace polymerniho prekurzoru P6-ODBOC.

M, M, D Obsah NH; skupin
Polymer D
[g mol!] [g mol] [nm] [mol. %]
P6-ODBOC 29000 33000 1,13 8,6 7,8

Primeéry molarnich hmotnosti, disperzita a hodnota hmotnostné vazeného hydrodynamického primeéru,
D, byly stanoveny pomoci SEC (systém 2, mobilni faze PBS), obsah NH> skupin byl stanoven pomoci
NMR.

Polymerni prekurzor P6-ODBOC vykazoval obdobné charakteristiky jako prekurzor
P5-ODBOC. Moléarni hmotnost odpovidala polymeriza¢ni ndsadé, stejné tak hodnota Dy a
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obsah reaktivnich aminoskupin. Zména komonomeru na APMA-Boc tedy nezptisobila zasadni

zmény ve vysledném polymernim prekurzoru.

Aminové¢ skupiny polymerniho prekurzoru P6-ODBOC byly reagovany s ketoskupinou Ié¢iva
LCL-161, analogicky k syntéze PS-LCL. Nejprve byly opét optimalizovany reakéni podminky
za pouziti SEC. Opé&t byl monitorovan pomer Apol/ArcL v Case, ¢ = 0-48 h. Reakéni podminky a

hodnoty Apo/ArLcL po 48 hodinach reakce jsou uvedeny v tabulce €. 10.

Tabulka ¢. 10— Optimalizace reakcnich podminek vazby léciva LCL-161 pomoci iminoveé vazby.

Reakce Rozpoustédlo Teplota ApalAvrcL
1 Methanol + k. octova 25°C 0,00907
2 Methanol + k. octova 45 °C 0,0105
3 DMA + k. octova 25°C 0,00644

Bylo pouzito 12 ul k. octove na 10 mg vychozich latek.

Z vysledkt v tabulce €. 10 je patrné, ze se hodnota poméru 4po/ArcL v ¢ase neménila, vazba
LCL-161 na polymer P6-ODBOC tedy viibec neprobihala, a to ani za zvySené teploty, proto
bylo od dalSich pokusti o vytvofeni polymerniho konjugatu nesouciho LCL-161 vazané pies

iminovou vazbu upusténo.

Jako dalsi vhodné funkéni skupina ve struktute LCL-161 se pro konjugaci k polymernimu
nosici jevila sekundarni aminoskupina. V tomto pfipadé byl vSak zamér vytvofit enzymaticky
Stépitelny polymerni konjugat obsahujici spojku Val-Cit-pAB. Nejprve byl syntetizovan derivat
LCL-161 obsahujici tuto spojku a azidovou skupinu (N3;-VCP-LCL). Reakce sekundarni
aminoskupiny s nitrofenylovou skupinou spojky N3-VCP-PNP byla velmi pomald, navic bylo
nutné provést chromatografickou separaci pro odstranéni zbytkl této spojky, coz vedlo ke

snizeni vytézku. Schéma ptipravy derivatu je uvedeno v odstavci 3.2.3 (strana 33).

Dale byl pfipraven polymerni prekurzor na bdzi HPMA nesouci BCN skupiny, vyuzitelné v
»click® reakci s azidovymi skupinami derivatu N3-VCP-LCL. Byla opét pouzita RAFT
polymerizace monomeru HPMA a komonomeru Ma-Acap-TT, obsahujiciho aminoreaktivni TT
skupiny. VytéZzek RAFT polymerizace byl pouze 33 %, pravdépodobné kvili horsi reaktivité
komonomeru Ma-Acap-TT. Nasledovalo odstranéni trithiokarbonatovych skupin a poté
aminolyticka reakce (byl pouzit BCN-PEG2-NH>) pro zavedeni BCN skupin. Schéma syntézy
je uvedeno na obrazku €. 23, fyzikalné-chemicka charakterizace polymerniho prekurzoru P7 je
pak uvedena v tabulce €. 11 (strana 65).
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Obrazek ¢. 23 — Schéma syntézy polymerniho prekurzoru P7-BCN, nesouciho ,, click* reaktivni
BCN skupiny. Vytvoreno v programu BIOVIA Draw.

I ptes nizky vytézek RAFT polymerizace odpovidala molarni hmotnost polymerniho
prekurzoru P7-IBN polymerizacni ndsad¢, kterda byla nastavena na hodnotu okolo
30000 g mol™!. Obsah TT skupin byl mirné& niz$i neZ v nsadg, coz bylo v souladu s oéekavanim.
Po vazbé BCN-PEG2-NH:> vsak doslo ke zvySeni primérti molarnich hmotnosti a disperzity.
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To bylo zfejmé& zpiisobeno piitomnosti neCistoty v této chemikalii (Cistota pouze 95,0 %). Tato
neCistota ziejm¢ zpusobila sitovani ¢asti fetézch. Béhem optimalizace této reakce (data
neuvedena) bylo zjisténo, ze mnozstvi zesitovanych fetézcli nartsta s Casem reakce, ten byl

v

4,5 mol. % hydrofobnich BCN skupin, byl stale rozpustny ve vode¢.

Nasledovala vazba derivatu N3-VCP-LCL, kterd byla provedena pomoci ,,click™ reakce BCN
skupin polymerniho prekurzoru P7-BCN a azidovych skupin derivatu N3-VCP-LCL. Struktura
vysledného polymerniho konjugatu, P7-LCL, je zobrazena na obrazku ¢. 24, vysledky

fyzikalné-chemické charakterizace jsou uvedeny v tabulkéch ¢. 11 a 12.

Tabulka ¢. 11 — Fyzikalné chemicka charakterizace polymerniho konjugatu P7-LCL a jeho

polymerniho prekurzoru P7 v organickém rozpoustédle.

M, M, Obsah funkénich skupin
Polymer D
[g mol!] [g mol!] [mol. %]
P7-IBN 30000 33000 1,10 4,0 (TT skupiny)
P7-BCN 36000 47000 1,30 4,5 (BCN skupiny)
M, M, Obsah LCL-161
Polymer D
[g mol!] [g mol!] [hm. %/mol. %]
P7-LCL 49000 76000 1,54 7,9/3,1

Primeéry molarnich hmotnosti a disperzita byly stanoveny pomoci SEC (systém 1, mobilni faze DMF +
LiBr), obsah TT skupin byl stanoven spektrofotometricky, obsah BCN skupin a obsah léciva LCL-161
byl stanoven pomoci NMR.

Tabulka ¢. 12 — Fyzikalné chemickd charakterizace polymerniho konjugatu P7-LCL a

prislusného polymerniho prekurzoru ve vodném rozpoustédle.

M, M., Dhj

Polymer D
[g mol!] [g mol!] [nm]
P7-BCN 48000 58000 1,22 10,7
M, My Dhji

Polymer D
[g mol ] [g mol ] [nm]
P7-LCL 271000 279000 1,03 17,7

Priméry molarnich hmotnosti a disperzita byly stanoveny pomoci SEC (systém 2, mobilni faze PBS),

hodnota intenzitné vazeného hydrodynamickeho prumeéru (Dy;) byla stanovena pomoci DLS v PBS.
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Obrazek ¢. 24 — Struktura polymerniho konjugatu P7-LCL, nesouciho lécivo LCL-161 vdzané
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pres enzymaticky steépitelnou Val-Cit-pAB spojku. Vytvoreno v programu BIOVIA Draw.

Béhem vazby 1é¢iva pomoci ,,click® reakce dochazelo k dal§imu rozsifovani disperzity a s tim
spojenému zvySovani molarnich hmotnosti, zfejmé opét zpisobené necistotou v polymernim
prekurzoru P7-BCN pochazejici z BCN-PEG2-NHz. Zajimavé vSak bylo chovani ve vodné
fazi, kde systém vytvari nadmolekularni strukturu, pravdépodobné micelarni. To mize byt
zpisobeno vysokym obsahem derivatu 1é¢iva VCP-LCL, ktery je hydrofobnéjsi neZ samotné
1é¢ivo, a hydrofobnich BCN skupin. Z hodnoty disperzity tohoto systému je patrné, Ze struktura
je velmi vysoce definovani. Pomérem hodnot M, ve vodné a organické fazi lze pak ziskat
agregacni Cislo, Nagg, vtomto pfipadé rovné 5,65. Nadmolekularni utvar je tedy tvofen
v priméru 5-6 polymernimi fetézci. Vzhledem k témto zajimavym vysledkiim byl polymerni
konjugét podroben dalsi analyze za Gcelem bliz$i charakterizace, napt. potvrzeni micelarni

struktury a urceni tvaru.

Pro blizsi charakterizaci byla zvolena analyza pomoci SAXS (provadéno v PBS). Tato metoda
se jevila jako vhodna s ohledem na velikost zjiSténou pomoci DLS. Vysledky méteni jsou

uvedeny na obrazku €. 25.
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Obrazek ¢. 25 — Vysledky SAXS analyzy polymerniho konjugatu P7-LCL. a) Kratkého graf, b)
P(r) funkce, c) rozptylova krivka s analyzou pomoci modelu elipsoidu (fialové) a gaussovského

klubka (oranzove).

Nejprve byla provedena analyza dat v Guinierové oblasti, ze které byl ziskdn gyracni polomér,
Rg, celé castice dle rovnice (5) (viz odstavec 3.3.12), R, = 5,68 = 0,16 nm. Z poméru hodnot R,
a Ry (hydrodynamicky polomér) lze ziskat tzv. ,,shape factor®, p, vypovidajici o tvaru Castice.
V tomto piipadé byla hodnota p = 5,7/8,9 = 0,64, indikujici sféricky tvar Castic (pro koule se
hodnota p pohybuje okolo 0,77). Déle byl sestrojen tzv. Kratkého graf (angl. Kratky plot).
Z tvaru kiivky na obrdzku ¢€. 25 (a) lze soudit, ze polymerni konjugat P7-LCL v daném
rozpoustédle tvoril kompaktni strukturu (charakteristické pfitomnosti maxima), naopak kfivka
se nepodoba vodorozpustnému polymeru zaujimajicimu konformaci nahodného klubka®.
Absence ostrého minima naznacuje, Ze povrch struktury neni ostfe ohranicen. Dalsi informace
o struktufe ¢astic byly ziskany z analyzy tzv. P(r) funkce (parova distribu¢ni funkce, angl. pair
distance distribution function). Asymetri¢nost kiivky na obr. 25 (b) naznacuje, ze se vSak
nejedna o sférickou Castici, nybrz o protazeny utvar. Pii vySSich hodnotach r 1ze pozorovat
,hrboly®, které naznacuji, ze se jedna o protdhlé elipsoidy nalepené k sobé (dimery ¢i
oligomery). Pomoci této funkce bylo ddle mozné ziskat veli¢inu Dmax (maximalni velikost
castic), kterd byla rovna 17,1 nm, coZz je v souladu s vysledky ziskanymi pomoci DLS. Stejné
tak je mozZné ziskat z maxima této kiivky opét hodnotu Rg, pomoci této analyzy byla ziskana
hodnota Ry = 5,47 nm, coz je v souladu s Guinierovou analyzou. Po ziskani informaci z analyz

nezéavislych na aplikovaném modelu bylo pfistoupeno k analyze rozptylové kiivky pomoci
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modeld. Pro analyzu bylo nutné pouzit dva modely, jejichz soucet odpovida ziskané kiivce.
Jednalo se o model elipsoidu a model obecného gaussovského klubka (analyza pomoci
,,core-shell micelarniho modelu neposkytla uspokojivé vysledky), jak je patrné z obrazku ¢.
25 (c). Na tomto obrazku je téz zobrazen celkovy model Castice, tedy elipsoid (tvofeny
patrn¢ hydrofobnimi komonomernimi jednotkami) obklopeny gaussovskymi klubky (patrné
sestavajici z hydrofilnich HPMA monomernich jednotek). Parametry tohoto utvaru jsou
nasledujici: R, (polomér vertikalni osy elipsoidu) = 10,3 nm; Re (polomér horizontalni osy
elipsoidu; v modelu nastavena polydisperzita 0,1) = 4,3 nm; Rg (gyracni polomér gaussovskych
klubek) =2 nm. Hodnota R;, je skoro dvojnasobna nez hodnota R, ziskana z ptredchozich analyz,
coz indikuje tvorbu dimeri ¢astic nalepenych na sebe, tedy ve shodé s P(r) funkci. Analyza se
od ktivky odchyluje pouze v oblasti, kde se hodnota g blizi nule, coz miize byt zptisobeno
disperzitou castic, ¢i odpuzovanim castic (coz je vSak velmi nepravdépodobné). Dale bylo
mozné ur¢it hodnotu vylouceného objemu, v, z Floryho teorie roztokového chovéni, ktera byla
rovna 0,65, tedy velmi blizko teoretické hodnoté pro polymery v dobrém rozpoustédle. Lze tedy
fici, Ze vodné prostiedi (PBS) je pro vznikajici ¢astice dobrym rozpoustédlem. Vysledky
analyzy pomoci modeld jsou v souladu s vysledky ziskanymi analyzou Kratkého diagramu a
P(r) funkce, ovSem neshoduji se zcela s hodnotou p. To mlze byt zplisobeno tvorbou dimert
téchto Castic, pfi zdvojndsobeni hodnoty R, ziskané pomoci Guinierovy analyzy by hodnota p
byla rovna 1,28, coZ je charakteristické pro protdhlé tvary (napf. ty€inky). V literatuie® je
popsana SAXS a DLS analyza nadmolekularnich systému zalozenych na PHPMA nesoucich

cholesterol, pro které byly ziskany vysledky indikujici velmi podobny tvar ¢astic.

Polymerni konjugat P7-LCL byl dale testovan z hlediska Stépitelnosti pomoci enzymu
katepsinu B, pfitomného v lysozomech nadorovych bun¢k. Vysledkem Stépeni je uvolnéni
volného LCL-161. Vysledky tohoto experimentu jsou zobrazeny v grafu na obrazku ¢. 26.
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Obrdazek ¢. 26 — Graf zavislosti uvolnéného LCL-161 z polymerniho konjugadtu P7-LCL na case

v pritomnosti katepsinu B.

Z grafu na obrazku €. 26 je patrné, Ze vlivem katepsinu B dochazelo k nartistu uvolnéného
1é¢iva v Case. Spojka Val-Cit-pAB tedy byla pro katepsin B stericky pfistupnd 1 pfesto, Ze byla
pritomna v jadie nadmolekuldrni struktury tvofené polymernim konjugatem P7-LCL. Ze shody
retencnich ¢astt pfi HPLC analyze lze potvrdit, Ze se uvoliiovalo samotné lécivo LCL-161,
Stépeni tedy probihalo podle ptedpokladaného mechanismu (Stépeni amidové vazby za
citrulinem nasledované 1,4-eliminaci). Vzhledem k tomu, Ze se po 24 hodinach neodstépilo
veskeré 1é¢ivo, nebylo mozné pomoci DLS stanovit hodnoty Dn polymeru nesouciho pouze
spojku Val-Cit, nikoliv v§ak LCL-161. Lze vSak ptfedpokladat, ze tyto hodnoty budou podobné
polymernimu prekurzoru P7-BCN. Jeho hodnoty molarnich hmotnosti a Dy se pohybuji tésné
nad limitem renalni filtrace, coz je opét zpiisobeno CasteCnym sitovanim. V rdmci dalsi
optimalizace téchto systémi bude navrZzena takova synteticka strategie, ktera se vyhne pouziti

¢inidel vedoucim k takovymto vedlej$im reakcim.

4.2.2 Polymerni systémy nesouci lé¢ivo AZD-5582

Druhé pouzité 1é¢ivo schopné inhibovat proteiny IAP bylo AZD-5582, které ve své struktufe
obsahuje modifikovatelnou pouze vnitini trojnou vazbu ¢i sekundarni aminoskupinu (ktera se
jiz v ptipad¢é 1éCiva LCL-161 ukazala jako velmi malo reaktivni), navic ob¢ skupiny jsou

pfitomné dvakrat, coz komplikuje syntézu monoderivatu tohoto léCiva. Nejjednodussim
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zpusobem bylo proto enkapsulovat tuto hydrofobni molekulu do polymernich micel. Byly
zvoleny micely tvofené roubovanymi kopolymery PCL-g-PHPMA, které byly jiz diive
vyvinuty a publikovany*’. Tyto systémy jsou biodegradovatelné, schopné samouspoiadani do
micel pouhou hydrataci polymeru v pevném stavu (napf. lyofilizat) a jsou charakteristické
nizkou hodnotou CMC, tedy vysokou micelarni stabilitou. Roubovany kopolymer
PCL-g-PHPMA byl syntetizovan pomoci ,,grafting to* pfistupu, a to konkrétn¢ ,,click® reakci
PCL obsahujiciho propargylové skupiny podél fetézce a semitelechelického PHPMA

s azidovymi skupinami.

Nejprve byly pfipraveny jednotlivé linedrni polymerni prekurzory. Semitelechelicky PHPMA
byl piipraven RAFT kopolymerizaci monomeri HPMA a Ma-Acap-NHNH-Boc za pouziti
funkcionalizovaného CTA s azidovou skupinou, néasledovalo odstranéni trithiokarbonatovych
skupin a naslednd redukce zbylych nezreagovanych trithiokarbonatovych skupin pomoci
borohydridu sodného a reakce s N-ethyl maleimidem. Tato modifikace minimalizovala moznost
vedlejSich reakei pfi syntéze roubované¢ho kopolymeru. Tento polymerni prekurzor, oznaceny
P8-RED, nesl chranéné hydrazidové skupiny podél fetézce. Tyto skupiny byly zatazeny, nebot’
v budoucich studiich mohou byt po odchranéni vyuzity pro kovalentni vazbu dalsiho 1éCiva,
napi. cytostatika doxorubicinu, ¢ehoz lze vyuzit v kombina¢ni terapii. Fyzikalné-chemicka

charakterizace tohoto polymerniho prekurzoru je uvedena v tabulce €. 13.

Tabulka ¢. 13 — Fyzikalné-chemicka charakterizace polymerniho prekurzoru P8-RED.

M, M., Obsah NHNH-Boc
Polymer D F .
[g mol!] [g mol!] skupin [mol. %]
P8-RED 13900 14300 1,02 0,77 6,6

Priiméry molarnich hmotnosti a disperzita byly stanoveny pomoci SEC (systém 3, mobilni faze methanol
+ octan sodny, kolona TSKGel3000SWx1), funkcionalita, F, (azidové skupiny) byla stanovena neprimo
po reakci s fluorescencni znackou sulfo-Cyanin3-DBCO, obsah NHNH-Boc skupin byl stanoven pomoci
NMR.

Molérni hmotnost polymerniho prekurzoru P8 odpovidala nasadé RAFT polymerizace
(hodnota okolo 15000 g mol™), vytézek polymerizace byl 70 %. Funkcionalita koncovych
azidovych skupin byla mirné niZsi (plnd funkcionalita koncovych skupin odpovidd hodnoté
1,0), coz bylo zptisobeno ¢astecnou redukci azidovych skupin na aminové béhem modifikace
zbylych trithiokarbonatovych skupin pomoci borohydridu sodného. Obsah NHNH-Boc skupin
odpovidal nasad¢ polymerizace (8 mol. % komonomeru v nasad¢).

PCL nesouci propargylové (prg) skupiny (P9) byl pfipraven aniontovou modifikaci komeréniho
PCL homopolymeru pomoci LDA a propargyl bromidu (schéma reakce viz obrazek €. 27). Jak
Jiz bylo zminéno v literarni ¢asti, LDA je schopen §tépit esterové vazby, coz vedlo ke snizeni
molarni hmotnosti. Polymerni prekuror P9 mél i pomérné vysokou disperzitu, viz tabulka ¢. 14,
ve které jsou uvedeny vysledky fyzikalné-chemické charakterizace.
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Tabulka ¢. 14 — Fyzikalne-chemicka charakterizace polymerniho prekurzoru P9 a vychoziho
PCL.

Obsah prg
Mn MW .
Polymer D skupin
[g mol™] [g mol™]
[mol. %]
PCL 45 kDa 40000-50000* 48000-90000* - -
P9 20000 36000 1,74 6,8

Priméry molarnich hmotnosti a disperzita byly stanoveny pomoci SEC (systém 1, mobilni faze DMF +
LiBr), obsah prg skupin byl stanoven pomoci NMR. *Udaje od vyrobce.

Obsah prg skupin byl v souladu s pfedpokladem (nasada reakce). Vyhodou této syntézy je jeji
nizkd narocnost, vysoky vytézek, nevyhodou je vSak nizkd definovanost vzniklého

polymerniho materialu.

Roubovany polymerni prekurzor, PCL-g-PHPMA, oznaceny G1 (schéma na obrazku ¢. 27) byl
pfipraven naslednou ,,click® reakci polymernich prekurzori P§-RED a P9. Samotné reakce
probihala rychle, nevyhodou byla vSak slozitd chromatograficka separace (oddéleni médi,
oddé¢leni nezreagovaného prekurzoru P8-RED kvili nizké funkcionalité a odsoleni), ktera byla
Casoveé narocnd a zdroven snizovala vytézek reakce. Vysledny polymerni prekurzor G1 byl
fyzikalné-chemicky charakterizovan, a to jak na Grovni polymernich fetézcii (unimertt), tak na
urovni nadmolekularnich utvarti (micel), které se tvoii samousporadanim téchto amfifilnich

systémil ve vodnych roztocich. Vysledky jsou uvedeny v tabulkach ¢. 15, 16 a 17.

N
1. EthylTTe-N,, V-70 ‘ ‘ N o
2. AIBN ‘ ‘ N
o o 3.NaBH,, NEMI N
. ST
NH NH H

P8-RED

G1

Obrazek ¢. 27 — Schéma syntézy polymerniho prekurzoru PCL-g-PHPMA, oznaceného G1.
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Tabulka ¢. 15 — Fyzikalné-chemicka charakterizace roubovaného kopolymeru G1 v organické

mobilni fazi (unimery).

M, M, Obsah PCL
Polymer D
[g mol] [g mol] [mol. %]
G1 116000 168000 1,45 22,4

Priméry moldrnich hmotnosti a disperzita byly stanoveny pomoci SEC (systém 3, mobilni faze methanol
+ octan sodny, kolona TSKGel4000SWx;), obsah PCL byl stanoven pomoci NMR.

Polymerni prekurzor G1 byl rozpustny v organickych rozpoustédlech, proto pomoci SEC
v mobilni fazi obsahujici methanol byla stanovena moldrni hmotnost unimert. Vysledky
ukazuji na piitomnost pouze jedné populace, nicméné¢ se Sirokou distribuci molarnich
hmotnosti. Pomoci NMR byl stanoven obsah PCL, z jehoZ hodnoty byl vypocten po¢et PHPMA
kopolymernich fetézct na 1 tfetézec PCL, ktery byl roven 6,8. Tomu odpovidé i hodnota M,
polymerniho prekurzoru G1. Vytézek roubovani byl 71 %. VSechny tyto hodnoty jsou

porovnatelné s diive pfipravenymi systémy*.

Tabulka ¢. 16 — Fyzikalné-chemicka charakterizace roubovaného kopolymeru GI1 ve

vodné mobilni fazi (micely) pomoci SEC.

Mn Mw Dg,w Dh,w

Polymer D Nage
[g mol'] [g mol!] [nm] [nm]
G1-1 (73 %) 1471000 1584000 1,08 12,7 36,2 28,1
G1-2 (27 %) 6490000 15990000 2,46 55,9 75,2 55,9

Priiméry molarnich hmotnosti, disperzita, hodnoty Dg. a Dy byly stanoveny pomoci SEC (systém 2,
mobilni faze PBS).

Ve vodné mobilni f4zi doSlo k samousporadani polymerniho prekurzoru G1 do micel. Priméry
molarnich hmotnosti, hodnota hmotnostné vazeného gyracniho (Dgw) a hydrodynamického
praméru (Dnw) byly stanoveny pomoci SEC (mobilni faze PBS). Z RI chromatogramu na
obrazku €. 28 je ziejmé, Ze polymerni prekurzor G1 se samousporadava do dvou populaci micel
(oznaCeny jako G1-1 a G1-2). Nebyl detekovan Zadny unimer, coz svéd¢i o Uplném
samousporadani do nadmolekularnich struktur. Konkrétni hodnoty (vcetné hodnot agrega¢nich
¢isel, vypoctenych z pomérti hodnot M, pro micelu a unimer) jsou pak uvedeny v tabulce €. 16.
V obou ptipadech (G1-1 1 G1-2) byla hodnota Dy vétsi nez hodnota Dy w, tedy hodnota ,,shape
faktoru®, p, byla vétsi nez jedna (1,29 a 1,35). Tyto vysledky naznacuji, ze by se mohlo jednat
o protahlé struktury, jejichZ jadro je tvofeno agregovanymi fetézci PCL, naopak do vodné faze
jsou exponované hydrofilni fetézce PHPMA.

Vzhledem k tomu, Ze molarni hmotnost populace G1-2 se jiz bliZi vylu¢ovacimu limitu kolony,
byla provedena dalsi charakterizace tohoto systému pomoci frakcionace tokem v asymetrickém

poli (FFF), kterd umozZnuje separaci ¢astic o vyrazné vyssich velikostech.
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Obrazek ¢. 28 — RI chromatogram SEC separace polymerniho prekurzoru G1. Jsou pritomny

dveé populace micel, oznacené GI1-1 a G1-2.

Tabulka ¢. 17 — Fyzikdalné-chemicka charakterizace roubovaného kopolymeru GI1 ve
vodné mobilni fazi (micely) pomoci FFF a DLS.

Mn Mw Dg,w Dh,i

Polymer D Nage
[g mol!] [g mol!] [nm] [nm]
G1 1646000 3090000 1,88 14,2 41,6 91,0

Pruméry molarnich hmotnosti, disperzita a hodnota D, byly stanoveny pomoci FFF (mobilni faze
0,02% azid sodny ve vode), hodnota Dy, ; byla stanovena pomoci DLS v PBS.

Pomoci FFF bylo moZné stanovit stejné parametry jako pomoci SEC s vyjimkou hodnoty D, w,
kterd nemohla byt stanovena vzhledem k nepfitomnosti viskozimetrického detektoru. Z RI
fraktogramu na obrazku €. 29 je patrné, Ze vzorek obsahoval dvé populace (asymetricky pik),
které vSak nebyly plné€ rozdéleny. Hodnoty priméri molarnich hmotnosti (viz tabulka €. 17) se
pohybovaly mezi hodnotami pro populace G1-1 a G1-2, zjisténymi pomoci SEC, vysledky
obou metod jsou v pfiblizné shod¢. Déle bylo pfitomno cca 0,5 % frakce o velmi vysoké
molarni hmotnosti, mohlo se vSak jednat o artefakt méfeni zpusobeny interakci vzorku
s celulosovou membranou. Hodnota Dy, stanovend pomoci DLS, byla znaéné vyssi nez
hodnota Dnw vypoctend pomoci SEC. To mohlo byt zplisobeno tim, Ze pii méfeni DLS nebyl
vzorek rozdeleny a natedény jako pti meéteni SEC ¢i FFF. Navic, distribuce hodnot Dy zméfena
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pomoci DLS byla velmi Sirokéd, coz opét naznacuje ptitomnost dvou populaci micel, které vSak
v tomto piipad¢ nebyly rozd€leny. Hodnoty priimért molarnich hmotnosti se faddovée shodovaly

s jiz publikovanymi vysledky analogického systému®.
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Obrazek ¢. 29 — RI fraktogram FFF separace polymerniho prekurzoru G1.

Dale byla stanovena kriticka micelarni koncentrace (CMC) tohoto polymerniho prekurzoru
pomoci fluorimetrie za pouziti pyrenu. Vyhodnoceni bylo provedeno z excitacnich spekter,
konkrétné z poméru intenzit fluorescence pii 4 = 335 nm a 4 = 338 nm. Vysledny graf je
zobrazen na obrazku ¢. 30. Hodnota CMC byla rovna 7,12 pg ml!, coz odpovida hodnotam
zjisténym diive *°. Nizk4 hodnota CMC znamen4, Ze by tento systém mél byt dostate¢né stabilni

béhem transportu v téle a nemélo by dochazet k jeho rozpadu na unimery.
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Obrazek ¢. 30 — Graf zavislosti pomeru intenzit fluorescence 1335/133s na logaritmu koncentrace

polymerniho prekurzoru G1. Hodnota CMC byla odectena z priiseciku obou primek.

Hydrolyticka stabilita polyesterového fetézce PCL nebyla studovana, nebot’ byla jiz diive
publikovana®. Hlavni fetézec roubovaného kopolymeru byl hydrolyticky velmi stabilni,

k hydrolyze esterovych vazeb dochazelo vsak i€¢inkem intracelularnich enzymii.

Do micel tvofenych polymernim prekurzorem G1 bylo enkapsulovéano lé¢ivo AZD-5582. Bylo
vyuzito metody lyofilizace s terc-butanolem, ktera je velmi jednoducha a umoznuje odstranéni
neenkapsulovaného 1é¢iva pomoci filtrace. Byly pfipraveny celkem tii systémy, které v ndsade
obsahovaly 5/10/20 hm. % AZD-5582 (vzorky oznaceny AZD-5/10/20). Paraleln¢ byl
proveden slepy pokus, kde byla misto polymernich micel pfidana pouze deionizovana voda a
po filtraci bylo stanoveno, kolik 1é¢iva AZD-5582 bylo timto procesem rozpusténo. Piekvapive
doslo k rozpusténi 17,8 % léciva a vysledky ucinnosti enkapsulace (viz tabulka €. 18) a stability
(viz dale) jsou zatizeny do jisté miry pravé touto neocekévanou rozpustnosti AZD-5582 ve
vodném prostiedi. Proto byl odectenim hodnoty rozpusSténého 1é¢iva vypocten aproximovany

obsah léciva, ktery by mohl vice odpovidat realité.
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Tabulka ¢. 18 — Ucinnost enkapsulace léciva AZD-5582 do polymernich micel tvorenych

polymernim prekurzorem G1.

L Utinnost o . Aproximovany
Obsah léciva Obsah léciva e e
Polymer L. enkapsulace obsah léciva
v nasadé [hm. %] [hm. %]
[%o] [hm. %]
AZD-5 5 61 3,1 2,5
AZD-10 10 73 7,3 6,0
AZD-20 20 77 15,4 12,7

Ucinnost enkapsulace byla stanovena pomoci HPLC po odfiltrovini neenkapsulovaného léciva. "Obsah
léciva stanoveny ve vzorku po enkapsulaci. ~Obsah léciva, kde je odecten priblizny podil rozpusténého

léciva, které neni enkapsulovano, ale ve vzorku se nachazi.

Z vysledkl je patrné, ze s vyS$im obsahem AZD-5582 v nédsadé se ucinnost enkapsulace
zvySovala, nicméné zvySovalo se 1 mnozstvi rozpusténého léciva, které nebylo mozné
odfiltrovat. Pomoci aproximace po odefteni mnozstvi rozpusténého 1éciva se vSak stale

ucinnost enkapsulace s vy$§im obsahem 1éCiva zvysuje.

Stabilita téchto systému v pufru PBS (pH = 7,4) pii 37 °C byla studovana pomoci filtrace, pti
které je v danych casovych bodech uvolnéné nerozpustné 1é¢ivo odfiltrovano. Nicméné, tato
metoda je rovnéz zatiZena chybou zplsobenou ¢astecnou rozpustnosti AZD-5582 ve vodnych
pufrech. Cilem tohoto stanoveni bylo zjistit, zda se 1écivo z micel bude uvoliovat jiz béhem
transportu v téle. Vysledky stabilitni studie jsou zobrazeny na obrazku €. 31. Dale bylo
provedeno meéteni DLS v ¢ase 0 hodin a 24 hodin pro ziskani dalSich informaci o téchto

systémech. Vysledky jsou uvedeny v tabulce ¢. 19.
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Obrazek ¢. 31 — Graf zavislosti uvolnéného AZD-5582 z polymernich micel AZD-5/10/20 na
Case (pufr PBS pH = 7,4; filtracni metoda).

Tabulka ¢. 19 — Hodnoty hydrodynamickych priimerii polymernich micel s enkapsulovanym
lécivem AZD-5582 v case.

Y Dhji
Polymer Cas [h]
[nm]
Gl1 0 91,0
0 117,1
AZD-5
24 110,2
0 93,1
AZD-10
24 76,1
0 140,8
AZD-20
24 48,9

Hodnoty Dy, byly méreny pomoci DLS v PBS.

Vsechny tii systémy vykazovaly tzv. ,burst effect”, pii kterém se ¢ast enkapsulovaného 1éciva
uvolnila velice rychle. V ptfipadé AZD-5 a AZD-10 doslo k uvolnéni pfiblizné poloviny 1é€iva
béhem prvni hodiny, po zbytek Casu se jiz 1é¢ivo neuvoliovalo. Piedpoklad je, ze zbylé 1é¢ivo

se uvolni vnadorovych buitkaich po rozpadu micely na unimery nebo po degradaci
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polyesterového fetézce PCL pomoci intracelularnich enzymii. V piipadé systému AZD-20 byla
béhem velmi kratkého ¢asu uvolnéna vétsSina enkapsulovaného 1é¢iva, coz bylo pozorovano i
pfitomnosti nerozpustnych castic v inkubovaném roztoku (u systémi AZD-5 a AZD-10 nebylo
toto pozorovano). Po odecteni hodnoty 17,8 %, kterd odpovidd rozpusténému 1écivu, lze
aproximovat, ze mnozstvi uvolnéného 1éciva se o tuto hodnotu snizi. Vysledky DLS analyz
ukazuji, ze hydrodynamicky primér se po inkorporaci 1éCiva vyznamné nezménil, pouze
v ptipadé AZD-20 doslo ke zvySeni hodnoty Dn; oproti prekurzoru G1 a naopak k jejimu
snizeni v ¢ase 24 hodin, coz mohlo byt zpisobeno preusporddanim jednotlivych fetézcti a
zménou poméru populaci vétSich a mensich micel. U vSech vzorkt vSak byla distribuce hodnot
Dy velmi Sirokd, a tak je pravdépodobné, ze v systému byly opét pfitomny dvé populace

nadmolekularnich Gtvara.

Tyto vysledky naznacuji, Ze v pfipadé AZD-5 a AZD-10 mohla byt pouze cast lécCiva
enkapsulovana do hydrofobniho jadra (protoze hodnoty Dy se po enkapsulaci signifikantné
nezménily), tato ¢ast 1éCiva se pfi inkubaci v pufru neuvoliiovala, zatimco zbyld ¢ast pouze
interagovala s rozhranim hydrofobni a hydrofilni domény micely, coZ bylo zfejmé zplisobeno
nedostate¢nou hydrofobii 1é¢iva AZD-5582. V pfipadé systému AZD-20 doslo zfejmé
k enkapsulaci vétstho mnozstvi 1é¢iva na rozhrani hydrofobni a hydrofilni domény micel
(zvyseni D), které bylo nasledné rychle uvolnéno po zacatku experimentu. Navic je nutno vzit

v tvahu, ze Cast 1é¢iva mohla byt molekularné rozpusténa v pufru.

Zavérem lze tedy konstatovat, Ze prestoZze polymerni micely tvofené roubovanym
kopolymerem G1 poskytuji fadu vyhod, jako je samousporadani pouhou hydrataci polymerniho
lyofilizatu bez pfitomnosti unimert ¢i nizka hodnota CMC, 1éCivo AZD-5582 neni kvili své
castecné vodné rozpustnosti piili§ vhodné pro enkapsulaci tak, jak se prvotné jevilo z jeho
struktury. I pfesto, Ze tyto systémy nespliiuji pozadavky pro idedlni DDS, stale mohou byt

pouzity jako lékova forma pro toto 1éCivo, ktera umoziuje jeho podani in vivo.

Polymerni prekurzor G1 tvofici micely byl pfipraven z prekurzoru P9, ktery vykazoval
vysokou disperzitu, a tak 1 findlni roubovany kopolymer byl disperzni na Grovni unimerd, na
urovni micel tvofil dvé populace nadmolekularnich Gtvard. V ramci dal$i optimalizace tohoto
systétmu se provadi syntéza PCL nesouciho prg skupiny pomoci kopolymerizace e¢-Cl
s komonomerem obsahujicim prg skupinu. Takto bude mozné ptipravit PCL, a tedy i roubovany
kopolymer s nizkou disperzitou, coz by mohlo vést k samouspoiadani pouze do jedné populace
micel. V soucasné dobé je optimalizovana kopolymerizace ¢-Cl s pfipravenou smési monomera

3- a 7-(prop-2-ynyl)oxepan-2-onu, vysledky vsak jiz nejsou soucasti této diplomové prace.
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5 ZAVER

Predkladand diplomova prace se zabyvala syntézou a fyzikalné-chemickou charakterizaci
novych DDS pro pouziti v protinddorové terapii, které jsou zalozené na vodorozpustnych
polymernich konjugatech a polymernich micelach. Byly pfipraveny systémy zaméfujici se na
dva riizné terapeutické ptistupy.

V ramci prvniho pfistupu se jednalo o polymerni systémy pro PDT s navazanymi prolécivy,
5-ALA ¢i jejim hexyl esterem HAL. V préaci byly Gspé$né syntetizovany vysoce definované
vodorozpustné PHPMA kopolymery nesouci hydrazidové skupiny s molarni hmotnosti pod
limitem renalni filtrace. Tyto kopolymery byly posléze uspésn€ konjugovany s prolécivy za
tvorby pH senzitivni hydrazonové vazby, pficemz nebyl prokézan vliv spojky mezi polymernim
fetézcem a hydrazonovou vazbou na rychlost uvolnovani proléciva. Na zaklad¢e vysledki
fyzikalné-chemické charakterizace je mozné predikovat, ze systémy by nemély byt toxické po
podani a nemély by mit tendenci pro nespecifickou zadrz v ledvinach. Tyto systémy se tak zdaji

slibnymi pro budouci biologické hodnoceni.

Uspésné byla piipravena druha generace polymernich materiald pro PDT zaloZeni na
biodegradovatelnych polymernich nosi¢ich s vyssi molarni hmotnosti, které by mély vykazovat
zlepSené farmakokinetické vlastnosti, a to diky prodlouzené cirkulaci a zvySené akumulaci

v nddorové tkdni na bazi EPR efektu, a tedy 1 zvySeny PDT efekt.

Druhym pfistupem byla cilend doprava IAP inhibitori do nadorové tkané. Usp&né byl
syntetizovan vodorozpustny PHPMA systém nesouci 1é¢ivo LCL-161, pfipojené op&t pomoci
hydrazonové vazby. Tento polymerni konjugat vykazoval pftili§ pomalé uvoliiovani LCL-161
v biologicky relevantnich hodnotach pH, které neni dostate¢né pro biologicky efekt. Z tohoto
diivodu byl navrzen a uspéSné€ pfipraven polymerni konjugét nesouci toto 1é¢ivo pfipojené
pomoci spojky Val-Cit-pAB stépitelné enzymaticky (napft. katepsinem B). Bylo prokdzano, ze
tento polymerni konjugat se ve vodném prostiedi samouspoiadavd do vysoce definovanych
nadmolekularnich struktur ve tvaru elipsoidii obklopenych gaussovskymi klubky tvofenymi

HPMA monomernimi jednotkami.

Uspésné byl rovnéz pfipraven systém s IAP inhibitorem AZD-5582, ktery byl enkapsulovan do
polymernich micel tvofenych biodegradovatelnymi roubovanymi kopolymery PCL-g-PHPMA.
Takto pfipravené polymerni micely s enkapsulovanym Iécivem bohuZel neprokazaly
dostatecnou stabilitu, a uvoliiovaly 1é¢ivo velmi rychle. Je mozné tvrdit, Ze tyto systémy by
mohly slouzit jako mozna Iékova forma, nicméné ne jako dopravni systém pro dlouhodobou

cirkulaci.

Lze konstatovat, ze v ramci této diplomové prace byly splnény vSechny cile. Pfipravené
polymerni systémy byly dikladné charakterizovany pomoci modernich analytickych metod.
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Ocekava se, ze v budoucich biologickych studiich tyto systémy prokazi vyssi protinddorovou

ucinnost oproti samotnym nizkomolekularnim aktivnim latkam.
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