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1. UVOD

Nadorova onemocnéni jsou obecnym problémem vsude na svété. V ekono-
micky rozvinutych zemich predstavuji druhou nejzavaznéjsi pric¢inu smrti po
kardiovaskularnich onemocnénich, a pocet onkologicky nemocnych pacientti
roste s rostoucim prumérnym vékem obyvatelstva.

Zakladnimi prostifedky lé¢by nadorti je kombinace chirurgické 1é¢by, oza-
rovani a chemoterapie. Zatimco chirurgické zasahy a ozarovani jsou relativné
presné a Ize jimi dosdhnout odstranéni nadoru v daném misté¢, chemoterapie
pusobi systémove. Pri vhodné kombinaci a nacasovani téchto tii zptisobti
1é¢by 1ze dosahnout uplného vyléceni velmi podstatné casti nemocnych s he-
matologickymi malignitami, a v mensi, ovSem stale vyznamné mire i vyléceni
ruznych typt solidnich nadort.

Vétsina cytostaticky/cytotoxicky pusobicich 1éCiv, které se dnes bézné po-
uzivaji, ptusobi na intenzivné se délici bunky. Tento neselektivni charakter
chemoterapeutik ma za nasledek zvysenou toxicitu vici normalnim rychle
proliferujicim bunkam. To znamena, ze tato 1é¢iva je nutné pouzivat v sub-
optimdlnich davkach, a to vede k vyvoji (mnohocetné) resistence viici lékim,
metastatickému §ifeni nadoru, a nakonec az k selhani 1écby. K tomu, aby se
dosahlo lepsich vysledki 1écby je tfeba vyvinout nové lécebné strategie. Vyvoj
se ubira zhruba tfemi sméry. Za prvé, sofistikovany vyzkum genomu a proteo-
mu je schopen vyhledavat nové vhodné molekuléarni cile specifické pro nadory.
Za druhé, vytvareji se systémy dopravujici 1é¢iva (drug delivery systems) bud
tak, aby se dosahlo presnéjsi ,,dopravy“ 1é¢iva do zvolenych cilovych tkani
a bunck a naopak se snizila koncentrace 1é¢iva v mistech potencialniho posko-
zeni (normalnich tkani), nebo aby se dosahlo koncentrace 1éc¢iva dostatecné
vysoké pro vyvolani lécebného efektu v prislusné lokalizaci po delsi dobu.
Zatreti, velka pozornost je vénovana vypracovavani strategii, které posili pro-
tinddorovou odpovéd imunitniho systému.

1.1. Cilena lécba nadorovych onemocnéni

Cilenou lécbou se rozumi takové strategie 1écby, které jsou zaloZeny na rozdi-
lech mezi butikami nddorovymi a normalnimi (,,molekularni cile 1é¢by®), nebo
na rozdilech mezi zdravymi tkanémi a tkdnémi s malignim procesem. Cilena
lécba vyuziva nékolik typi 1éCiv a strategii a) malé molekuly blokujici enzymy
pusobici pouze v nadorovych bunkach b) cilena - smérovana léciva s vyuzitim
specifického ligandu c) vysokomolekularni systémy pro dopravu léciv.

1.2. Nizkomolekularni protinadorova léciva
Reprezentantem tohoto typu léCiv je imatinib mesylat (Gleevec/Glivec),
selektivné pusobici kompetitivni inhibitor BCR-ABL tyrozin kinazy, ktera



je konstitutivné aktivovana v nadorovych bunkach chronické myeloidni
leukémie (CML), Klinické vyuziti imatinibu vyznamné zlepsilo vysledky
1écby pacientti s CML, jelikoz u vétSiny z nich (90 %) 1ze dosdhnout tplné
hematologické remise [1]. I presto se ale u nékterych pacientti objevuji mu-
tace BCR-ABL genu, takze imatinib se prestane vazat na tyrozin kindzu. Byla
vyvinuta nova generace inhibitort, jako napf. nilotinib a dasatinib, které se
mohou vazat i na nékteré mutované formy tyrozin kinazy, a vyvolavaji lepsi
lécebny efekt [2].

Dalsi nizkomolekularni 1é¢iva piisobi cilen¢ na receptor pro epidermalni
rustovy faktor (rodina EGFR), napt. gefitinib a erlotinib, oba inhibitory ak-
tivniho mista tyrozin kinazy EGFR/ErbB1/Herl. lapatinib je inhibitor piiso-
bici na dva cile, EGFR/ErbB1/Herl a ErbB2/Her2/Neu.

U naprosté vétsiny nadorovych onemocnéni se ovsem vyskytuji ¢etné ab-
normality, které by bylo potfeba najednou postihnout lé¢bou tak, aby bylo
dosazeno vyznamného lé¢ebného ucinku. Je velmi malo pravdépodobné, ze
lé¢iva (jako je imatinib mesylat), ktera jsou specificky cilena vici produktu
jednoho (nadorové specifického) genu budou vyznamnéji icinna v 1écbé vice
typt nadorovych onemocnéni.

I. 3. Léciva smérovana ligandem

Léciva smérovana za pomoci ligandu neboli aktivné smérovand léciva za-
kladaji sviij ucinek na rozdilu v expresi cilovych molekul mezi nadorovymi
a normalnimi bunkami. Ligand nebo protilatka (tedy smérovaci struktura)
se specificky vaze na prislusnou strukturu pritomnou na nadorové bunce. To
znamena, ze takovato smeérovana terapie muze vést ke zvySenému selektiv-
nimu efektu protinadorovych 1é¢iv. Prvnimi takto vyuzivanymi smérovacimi
strukturami byly protilatky, ale vyuzivaji se i dalsi proteiny, lektiny, peptidy
nebo aptamery.

I. 3. 1. PROTILATKY

Od té doby, kdy Kohler a Milstein popsali monoklonalni protilatky (mAb)
[3], je k dispozici jiz znacny pocet protilatek specifickych viici ,nadoroveé spe-
cifickym® antigenim (exprimovanym pouze na nadorovych burkach), nebo
vici ,,nadorové asociovanym® antigentim (které jsou vét§inou exprimovany i
na normalnich buriikdch, a jejich exprese u nadorové populace buné¢k je bud
patologicky zvySena, nebo deregulovana).

Pocate¢ni potize vyplyvajici z imunogenicity mysich mAb podavanych
lidem (zejména tvorba lidskych anti-mySich protilatek, HAMA), a sniZena
schopnost mysich mAb spoustét na protilatkach zavislé efektorové mecha-
nismy v lidskych bunkach (tj. na protilatkach zavisla cytotoxicita, ADCC,
nebo komplementem zprostiedkovana cytotoxicita, CDC) byly v podstaté
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vyfeseny vyvojem chimerickych, humanizovanych a plné¢ lidskych protilatek
[4]. Nyni se v praxi vyuziva uz pres 20 terapeutickych mAb, mnohé z nich
v 1é¢bé malignich onemocnéni. Jako priklady mtizeme jmenovat rituximab
(anti-CD20), trastuzumab (anti-ErbB2/Her2/Neu) cetuximab (anti-), nebo
bevacizumab (anti-VEGF). Vyhodou pouziti terapeutickych protilatek je
mozna synergie s chemoterapii, takze 1é¢ba mtize postihovat nadorové bunky
dvéma nezavislymi prostredky.

Ab reagujici s molekulami pritomnymi na nadorovych bunkach lze konju-
govat nebo flizovat na irovni DNA s riznymi dal$imi molekulami a ziskat tak
produkty s dal$imi funkcemi. Takové ,,vyzbrojené“ Ab mohou vyvolavat lepsi
lé¢ebnou odezvu nez ptvodni “nevyzbrojené” Ab.
® Imunotoxiny jsou konjugéty sestavajici z molekuly (subjednotky) vysoce
ucinného toxinu a internalizujici Ab, nebo jiného ligandu (napft. cytokinu)
® Konjugity protilatek s 1é¢ivem (imunokonjugéty) vétsinou vyuzivaji 1é¢i-
vo s vysokou cytotoxicitou, které je navazano na molekulu Ab nebo jeji frag-
ment
® Radioimunoterapie pouzivd konjugity Ab s vhodnym radionuklidem, tak-
ze cilové bunky jsou zabijeny radioaktivnim zarenim
® Protilatkami Fzend terapie vyuzivajici enzym a prolééivo (antibody-direc-
ted enzyme-prodrug therapy, ADEPT) je dvoustupniovy proces, kdy se nejpr-
ve aplikuje konjugat Db s enzymem, ktery se hromadi v nadoru, pak se apli-
kuje nizkomolekularni prolécivo, které je pfeménéno v aktivni lé¢ivo uc¢inkem
enzymu lokalizovaného v nadoru

l. 4. Vysokomolekularni systémy pro dopravu léciv
Tyto systémy jsou zalozZeny na rozdilech v biochemickych a fyziologickych
vlastnostech normalni a naddorové tkané. Vyvijeji se a testuji riizné systémy
pro dopravu nizkomolekularnich 1éciv, které bud fyzikalné, nebo (typictéji)
chemicky vazou dané 1é¢ivo na néjaky vysokomolekularni nosic.
Vysokomolekularni prostfedky pro dopravu lé¢iv se hromadi v tkani solid-
nich nadort diky tzv. EPR (Enhanced Permeability and Retention) efektu,
ktery popsali Matsumura a Maeda [5]. Vaskulatura v nadorech je vice pro-
stupna pro makromolekuly nez je vaskulatura v normalnich tkanich. Nadory
navic maji velmi sporou lymfatickou drenaz (nebo témér chybi). Makromole-
kuly tedy mohou snadno prostupovat do intersticia v nadorech, ale akumuluji
se zde, protoze nejsou odstraiiovany lymfatickymi cestami. EPR efekt je zavis-
1y na molekulové hmotnosti (Mw) a velikosti danych makromolekul.

I. 4. 1. NANOTERAPEUTIKA PRO PASIVNi AKUMULACI
Existuje cela rada vysokomolekuldrnich systémi, které jsou zalozeny bud na ko-
loidnich partikulich, nebo vyuzivaji vodorozpustné polymery jako nosice léciv.



Nejcastéji vyuzivanymi vysokomolekudrnimi systémy dopravy léciv jsou
dendrimery, lipozémy, emulze a pevné lipidové nanocastice, dale micely a
dalsi spontanné se formujici nanocastice, a také polymerni nanocastice.

l. 4. 2. VODOROZPUSTNE POLYMERY JAKO NOSIEE PROTINADOROVYCH LECIV

Konjugace 1é¢iv s vysokomolekularnimi polymery miize byt vyhodna z néko-
lika dévodi:

® Udili vodorozpustnost i 1é¢iviim, ktera maji vysoce hydrofobni charakter.
Tim lze dosdhnout vyssi biologické dostupnosti lé¢iva a vhodné distribuce
v organismu.

® Chréni l1é¢ivo alespont dodasné pred vazbou na sérové proteiny, pred en-
zymatickym rozstépenim nebo proti odklizecimu efektu. V dusledku toho se
vyznamné zvySuje polocas lé¢iva v organismu i jeho biologicka dostupnost, a
zaroven je omezeno vyluc¢ovani ledvinami

® Polymerni konjugéty se akumuluji v solidni nddorové tkani diky EPR efek-
tu. Navic lze vyuzit i smérovani, protoze konjugaty mohou nést také smérujici
strukturu, kterd specificky rozpoznava cilovou molekulu na nadorové bunce
® Konjugace vyznamné ovliviiuje kinetiku 1é¢iva v téle. Dosahuje se vy$§iho
nahromadéni v zadaném misté (v nadoru) a redukuje se vstup 1éc¢iva do nor-
malnich tkani. To omezuje nezadouci systémovou toxicitu pfisluéného nizko-
molekularniho 1é¢iva.

® Konjugace 1é¢iva a nosi¢e méni také osud 1é¢iva na bunééné drovni. Vétsina
nizkomolekularnich 1é¢iv vstupuje do bunék rychle (minuty) pres plasmatic-
kou membranu. Polymerni konjugaty se do bunék obvykle dostavaji pomaleji
endocytickou cestou [6]. Endocytéza miize alespon ¢astecné obejit eflux 1éCiv
zprostredkovany P-glykoproteinem, a tak se zabranuje vzniku (mnohocetné)
resistence.

Jako nosice 1é¢iv se vyuzivaji prirozené se vyskytujici i syntetické polymery.
Syntetické polymery maji ve srovnani s biopolymery n¢které vyhody, jako je
napt. moznost cilené ovliviiovat slozeni a strukturu polymerniho nosice, moz-
nost zavadét riizné funkeni skupiny, které umoznuji navazani léciva, nebo vel-
mi nizkd imunogenicita.

Koncept pouziti vysokomolekularnich polymerit jako nosict 1é¢iv navrhl
Ringsdorf uz v roce 1975 [7]. Od té doby byla vyvinuta a studovana cela rada
polymerd, nesoucich bud protein, nebo nizkomolekularni 1é¢ivo.

1. 4.2. 1. Konjugdty polymeru s proteinem

Do této kategorie spadaji dva hlavni typy konjugatt: pegylované proteiny a
SMANCS.

® Pegylované proteiny: princip konjugace bilkovin a poly(etylen glyko-
lu) (PEG) popsali v roce 1977 Davis a Abuchowski [8], a od té doby se



pouziva terminu ,pegylace”. Konjugace proteinu a PEGu a) zvyS$uje roz-
pustnost a stabilitu proteinu, redukuje jeho imunogenicitu a antigenicitu
b) zabrani rychlému vylouceni malych proteinti renalni cestou, u velkych
proteinti snizi jejich odstranovani vazbou na receptory v retikuloendotelial-
nim systému, a ¢) prodluzuje polocas v plasmé. PEG samotny je netoxicky
a neimunogenni.

Pegylace se uplatnila u fady peptidd a proteind, zejména enzymd a cyto-
kinti. Nékteré jsou vyuzivany v klinické praxi (napf. adenosin deaminaza,
L-asparaginaza, interferony, erytropoietin, kolonie-stimulujici faktory).
® SMANCS je konjugat neokarcinostatinu (NCS) a poly(styren-ko-maleinové
kyseliny) (SMA), nazyvany SMANCS [9,10]. Jeho Mw je 16 kda, ale protoze
se nekovalentné vaze na albumin, chova se jako protein o vysoké Mw kolem
80 kDa. Ve srovnani s NCS ma konjugat nékteré vyznamné farmakologické
vyhody, zejména prodlouzeny biologicky polocas, zvySené hromadéni v na-
dorové tkani, a snizenou systémovou toxicitu. SMANCS byl povolen v Ja-
ponsku pro 1écbu hepatocelularniho karcinomu [11].

1. 4. 2. 2. Konjugaty polymeru a léciva

Podobné jako u ostatnich vysokomolekularnich systému pro dopravu léciv,
cilem u téchto konjugatt je dosahnout a) lepsiho smérovani léc¢iva do nado-
rové tkané, b) redukovat nezaddouci toxicitu tim, Ze se omezi piistup 1éciva
do mist mozného poskozeni, a ¢) prekonani mechanismi, které mohou vést
k resistenci na 1éc¢iva.

Vétsina téchto az dosud studovanych konjugati vyuzivala rutinné pouziva-
na protinadorova léciva. Rizné konjugaty byly testovany, nékteré z nich uz
obdrzely povoleni pro klinické vyuziti, napt. PEG, poloxamer-188, poly(lak-
tid-ko-glykolid,), PLGA, nebo poly(a-glutamova kyselina), PGA.

l. 5. Polymerni lé¢iva na bazi HPMA
N-(2-hydroxypropyl)metakrylamid (HHPMA) je jeden z nejvice prostudova-
nych syntetickych polymert vyuzivanych jako nosice lé¢iv. Homopolymer
(HPMA) vyvinul Kopeéek se spolupracovniky na Ustavu makromolekularni
chemie AVCR [12,13]. Pozdéji byly zavedeny do struktury homopolymeru
funkeni skupiny tak, aby to umoznilo konjugaci polymeru s riiznymi lécivy
a také smérujicimi strukturami [14]. Spojka GlyPheLeuGly (GFLG) byla vy-
brana proto, ze umoznuje odstépeni lé¢iva pouze v uvniti bunck aktivitou
lysozomalnich proteaz [15,16].

Preklinické testy prokazaly biokompatibilitu homopolymeru (HPMA) i ko-
polymeru (PHPMA), déle to, Ze je netoxicky a neimunogenni [17]. Podobn¢
jako u pegylace, vazba proteintt na HPMA kopolymer sniZuje imunogenicitu
prislusného proteinu [18,19]. Studium bio- a imunokompatibility konjugatti
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na bazi HPMA bylo od po¢atku spojeno se jménem B. Rihové - prehled viz.
[20].

Pro ptipravu polymernich konjugatt na bazi HPMA byla pouzita uz cela
fada nizkomolekularnich lé¢iv, napf. chlorin e, derivat elipticinu, puromycin,
wortmanin, geldanamycin, camptothecin, metotrexat a jeho derivaty, paklita-
xel, 5-fluorouracil, TNP-470, cyklosporin A, a n¢kolik 1é¢iv ze skupiny antra-
cyklind: epirubicin, daunorubicin a doxorubicin.

Polymerni konjugaty na bazi HPMA mohou vazat lé¢ivo bud enzymaticky
Stépitelnou (amidickou) vazbou [21,22], nebo pomoci vazby Stépitelné v za-
vislosti na pH [23,24]. Oba typy konjugatii se pasivné akumuluji v tkani so-
lidnich nadort diky EPR efektu. Byly pfipraveny i konjugaty smérované, a to
s amidickou i hydrazonovou (pH-zavislou) vazbou léciva.

l1.5. 1. NESMEROVANE KONJUGATY NA BAzI HPMA
Prvnim konjugatem tohoto typu byl konjugat obsahujici doxorubicin (Dox)
navazany enzymaticky stépitelnou vazbou pres GFLG spojku (Dox*M-PHP-
MA, také nazyvany PK1 FCE28068). Konjgat vstoupil do klinického tes-
tovani, faze I vroce 1984 [22], a pozd¢ji pokrocil jesté do faze II [25]. Byla
prokazana pasivni akumulace v nddoru prostfednictvim EPR efektu [27],
a také urcity klinicky tcinek u pacientd s nemalobunéénym karcinomem plic
(NSCLC), kolorektalnim a mamarnim karcinomem.

Klinicky byly testovany i dalsi konjugaty na bazi HPMA, nesouci jina 1éci-
va, napft. paklitaxel, camptothecin, nebo platinaty.

l. 5. 2. SMEROVANE KONJUGATY NA BAzI HPMA
KonJugaty na bazi HPMA byly postupné pripraveny jako specificky smérované
ruznyml smérovacimi strukturami, jako je glalaktosamin, dalsi ligandy které se
vazou na nadorové bunky (napf transferin nebo folat), protilatky nebo peptidy.
Galaktosaminem smeérovany konjugat (také oznacovany jako PK2;
FCE28069) vstoupil do fazi I/II klinického testovani jako léc¢ivo pro terapii
hepatocelularniho karcinomu (galaktosamin se vaze na asialoglykoproteino-
vy receptor, ktery je vysoce exprimovan na nadorovych buiikach, ale také se
vyskytuje na normalnich hepatocytech). Nebyla pozorovana vyssi akumulace
tohoto konjugatu v nddorové tkani ve srovnani s normalni jaterni tkani, a dal-
$i klinické testovani bylo ukonéeno.

Il. CiLE PRACE

Hlavnim cilem studie bylo pfispét k vyvoji polymernich proléciv na bazi
HPMA urcenych k 1é¢bé nadorovych onemocnéni. Tento zamér byl rozdélen
do nékolika dil¢ich cilt a krokii:



1. Prispét k provedeni pilotni klinické studie, do niz byly zahrnuty pacientky
s generalizovanym karcinomem mlécné zlazy, zejména testovat aktivitu pfiro-
zenych zabije¢skych bunék

2. Prostudovat protinadorovou aktivitu konjugatu Dox*™-PHPMA-Hulg,
ktery byl navrzen pro klinickou studii, v experimentalnim mysim nadorovém
modelu

3. Prispét k preklinickému vyvoji Dox"""-PHPMA konjugati s vazbou lé¢iva
zavislou na pH, zejména prostudovat vztah fyzikalné-chemickych vlastnosti
konjugatt a protinadorové ucinnosti in vivo

4. Ov¢rit protinadorovou tcinnost konjugati na bazi HPMA, které nesou
paklitaxel nebo docetaxel navazany vazbou zavislou na pH

Il1l. METODY

Vsechny studované konjugaty byly syntetizovany v Laboratofi biomedicinal-
nich polymert, Ustav makromolekularni chemie AVCR, vv.i.

Syntéza a charakterizace konjugatti na bazi HPMA byla popsana v néko-
lika publikacich - prehled viz. [28,29]. Novy typ konjugatt vazajicich pakli-
taxel (PTX) nebo docetaxel (DTX) jako biologicky aktivni 1é¢ivo je popsan
v posledni publikaci (sekce IV. 4.).

Zakladem testovani protinddorovych ucinki konjugati byly mysi modely
s vyuzitim transplantovatelnych nadora: T bunéény lymfom EL4 (C57BL/6,
H-2b, samci i samice), karcinom mlécné zlazy 4T1 (BALB/c, H-2d, samice),
B bunécny lymfom 38C13 (C3H/He, H-2y, samice), a B bunécna leukémie
BCL1 (BALB/c, H-2d, samice).

Pilotni klinicka studie byla zapocata v roce 2000 a provedena v Praze, ve
Fakultni nemocnici v Motole. Prob¢hla se informovanym pisemnym souhla-
sem pacientek. Testovani biochemickych, hematologickych a imunologickych
markert (vyuzivanych v linické praxi) provadéla akreditovana laborator (Agi-
lab, Praha).

Detailni popisy vSech metod jsou uvedeny v jednotlivych publikacich, které
jsou soucasti disertacni prace.

IV. VYSLEDKY A DISKUSE

IV. 1. Aktivace imunitnich mechanismi u pacientek Iécenych
konjugatem na bazi HPMA s navazanym doxorubicinem

a obsahujicim lidsky intraven6zni imunoglobulin

Konjugat s linearni polymerni kostrou na bazi HPMA, k niz bylo pripojeno
lé¢ivo - doxorubicin (Dox), a lidsky imunoglobulin (Hulg) prostfednictvim
tetrapeptidové spojky GLFG, byl vytvoren se zamérem pouzit jej pro kli-



nické testovani. Jde o vysokomolekularni konjugat (Mw 500 az 100 kDa),
pasivné smérovany do nadorové tkané EPR efektem [5,30]. Predpkladem
bylo, ze mala c¢ast polymerniho konjugatu by mohla byt smérovana i aktiv-
n¢, jelikoz lidské imunoglobuliny (autologniho ptivodu, nebo intravenézni
imunoglobulin) mohou obsahovat i takové protilatky, které reaguji s anti-
geny exprimovanymi na nadorovych bunkach. Experimentalni i klinické
studie skutecné ukazaly, Ze samotny intraven6zni imunoglobulin mtize mit
protinadorovy efekt.

Konjugat byl testovan v pilotni klinické studii v Praze u pacientek s gene-
ralizovanym karcinomem mlé¢né zazy. Podobny konjugat s epirubicinem byl
ale v uz lécbé pouzit drive, a to u jedné pacientky s generalizovanym angio-
sarkomem v roce 1992.

Klinicka studie prokazala, ze konjugat Dox*M-PHPMA-Hulg byl v v krev-
nim ob¢hu stabilni, doba cirkulace byla vyznamn¢ prodlouzena, a nebyl imu-
nogenni. Nepozorovali jsme zadnou tvorbu protilatek proti konjugatu ani
proti imunoglobulinu samotnému [31]. Podani konjugatu bylo velmi dobte
snaseno i po opakovaném podavani (az 5 davek) vSemi pacientkami (dosud
9). Byla zaznamenana ¢aste¢na klinicka odpovéd nebo stabilizace nemoci , a
tento stav trval po dobu nékolika mésicti. Kvalita zZivota se u pacientek v du-
sledku lé¢by vyznamné zvysila.

Béhem 1é¢by jsme monitorovali Sirokou paletu biochemickych, hematolo-
gickych a imunologickych parametrti. Hodoty fady nadorovych markert se
posunuly k normalu nebo se tplné dostaly do normalniho rozmezi. V pribé-
hu 1é¢by vzrostly pocty CD4*, CD8, a CD16*56* bunék.

Testovali jsme aktivitu pfirozenych zabije¢t (NK) a lymfokiny-aktivova-
nych zabije¢skych bunck (LAK). Jako cilové buiiky byly pouzity K562 (citlivé
vici NK), Raji a Daudi (citlivé viaci LAK bunkam). Prizptsobili jsme meto-
du JAM testu [32] tak, abchom mohli detekovat NK a LAK aktivitu v malém
vzorku nesrazlivé periferni krve. U néckolika pacientek jsme nalezli zvySeni
NK a LAK aktivity v zavislosti na aplikaci lé¢by, s maximem 3 dny po podani
l1é¢by. Tento nalez svédci pro aktivaci imunologickych protinddorovych me-
chanism1 [31].

Stimula¢ni vliv konjugatu Dox*M-PHPMA-Hulg byl naznacen nasimi
bunék u athymickych mysi s lidskym metastazujicim kolorektalnim karci-
nomem SW 620 po podani 5 davek nesmérovaného konjugatu Dox*M-PHP-
MA (PK1; FCE28068) [33]. Mysi lé¢ené konjugatem PK1 mély zpomaleny
rist nadort a prodlouzené preziti ve srovnani s neléCenymi kontrolami, ale
1é¢bou nebylo mozno dosahnout uplného vylééeni. V pozdéjsich experi-
mentech jsme prokazali, Ze podminkou uplného vyléceni je intaktni imu-
nitni systém [34].
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Publikace:

Rihova B., Strohalm J., Prausova J., Kubackova K., Jelinkova M., Rozpri-
mova L., Sirovd M., Plocova D., Etrych T., Subr V., Mrkvan T., Kovaf M.,
Ulbrich K. (2003) Cytostatic and immunomobilizing activities of polymer-
bound drugs: experimental and clinical data J. Control. Rel. 91: 1-16

Rihova B., Strohalm J., Kubackova K., Jelinkova M., Hovorka, O., Kovaf,
M., Plocova, D., Sirov4, M., Stastny M., Rozprimova L., Ulbrich K. (2002)
Acquired and specific immunological mechanisms co-responsible for efficacy
of polymer-bound drugs. J. Control. Rel. 78: 97-114

IV. 2. Protinadorovy efekt konjugatu Dox*M-PHPMA-Hulg

u nadorového modelu EL4 lymfomu

Abychom ziskali dals$i udaje o protinadorové aktivité konjugatu Dox*M-
-PHPMA-Hulg, byla provedena podrobna studie s pouzitim nékolika my-
$ich nadorovych modelt. Piedpokladali jsme, Ze jako hlavni mechanis-
mus se uplatni primy cytotoxicky vliv konjugatu na nadorové bunky, kte-
ry je umoznén akumulaci konjugatu v nadorové tkani vlivem EPR efektu
[5,30].

Konjugat Dox*M-PHPMA-Hulg mél in vitro jen mirny cytostaticky vliv
na nadorové bunky EL4. Nesmérovany konjugat Dox*M-PHPMA (PKI1;
FCE28068) byl jesté méné aktivni. Volny Dox inhiboval bunéénou proliferaci
pti koncentraci o 3 rady nizsi nez byla koncentrace lé¢iva vazaného v konju-
gatech (s obsahem Hulg nebo bez n¢j) [34].

Naopak, konjugat Dox*M-PHPMA-Hulg m¢l vysokou protinddorovou ak-
tivitu prilécbé jiz rozvinutych nadort EL4 u imunokompetentnich mysi kme-
ne C57BL/6 (B/6; H-2b). U vyzmaného poctu lé¢enych mysi lze dosahnut
uplného vyléceni v zéavislosti na davce a rezimu 1écby. V nasledujicich poku-
sech jsme vyuzili dals$i syngenni nadorové modely, melanom B16-F10 (B/6;
H-2b), B bunéc¢ny lymfom 38C13 (CsH/He, H-2y), a karcinom mlécné zlazy
4T1 (BALB/c, H-2d). Pti 1écbé B lymfomu 38C13 a mamarniho karcinomu
4T1 byl protinadorovy efekt konjugatu mensi nez u lymfomu EL4, ale piesto
se ¢ast mysi aplné vylécila [35]. U melanomu B16-F10 bylo mozno dosdhnout
vyznamn¢ prodlouzeného preziti v disledku zpomaleni ristu nadord, ale ne-
zaznamenali jsme uplné vyléceni [34].

Kompletni vylé¢eni nebylo nikdy mozné u imunodeficitnich nu/nu mysi
s nadorem EL4, nebo s jinou B buné¢nou leukémii BCL1 [36]. Regrese na-
dorti po 1écbé je zavisla predevsim na nadorové specifickych CD8* bunkach,
jak jsme prokazali testem neutralizace nadorovych bunék invive (Winniv test)
[34].
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Po tplném vyléceni mysi po 1é¢bé konjgatem Dox*M-PHPMA-Hulg nasle-
duje vyvoj dlouhodobé resistence proti danému nadoru, a to u vyznamného
poctu vylécenych jedincd. U téchto resistentnich mysi nevyrostou zadné na-
dory po podani dalsi letalni davky stejnych nadorovych bunék, jiz bez 1é¢by.
Podil resistentnich jedincti je v obraceném pomeéru k efektu 1écby prvniho na-
doru [34]. Stejny vztah byl dokumentovan také v piipadé¢, kdy byl lymfom
EL4 vylécen podanim konjugatu s pH-citlivou vazbou 1é¢iva [37], i po 1écbé
nesmérovanym konjugatem Dox*M-PHPMA (PK1) [38]. Resistence byla do-
kumentovana také u dal$ich nadorovych modelt, jako je leukémie BCL1 po
1é¢b¢ konjugatem smérovanym specifickou protilatkou B1 [36], nebo u meta-
stazujictho mamarniho karcinomu 4T1 (Sirov4, nepublikovéno). Ukazujeme,
Ze resistence je nadorové specificka [3], a jeji vyvoj je zavisly na dostatecné
velkém kvantu nadorovych antigent [39]. Resistence byla vzdy dokumento-
vana jen u mysi léCenych konjugaty na bazi HPMA, které neposkozuji imu-
nitni systém.

Publikace:

Sirovd M. Strohalm J- Subr V., Plocov4 D., Rossmann P., Mrkvan T., Ul-
brich K., Rihova B. (2007) Treatment with HPMA copolymer-based doxo-
rubicin conjugate containing human immunoglobulin induces long-lasting
systemic anti-tumour immunity in mice. Cancer Immunol. Immunother. 56:
35-47

IV. 3. Preklinicky vyvoj polymernich terapeutik na bazi HPMA

s pH-kontrolovanou vazbou Dox

Biologické testy ukazaly zasadni rozdil v mechanismu ptisobeni mezi kon-
jugaty, kde je 1é¢ivo vazano amidickou vazbou, a konjugaty s pH-zavislou
vazbou lé¢iva. pH-citliva vazba zajiStuje rychlé uvolnéni 1é¢iva pti snizeném
pH (5-6). Znamena to, ze Dox mize byt uvolnovan z polymerniho nosice do-
konce extracelularné v intersticiu nadoru (pH v nadorovém mikroprostredi
je nizsi nez v mikroprostredi normalnich tkani), ale predevsim se uvoliuje
intracelularné v pozdnich endozémech a lysozémech. Byla prokazana loka-
lizace Dox do jadra po uvolnéni z polymerniho nosic¢e uvnit bunék [40,41].
Naopak bylo prokdzano, ze uvolnéni lé¢iva z polymeru nemusi predstavovat
striktni podminku aktivity konjugatt na bazi HPMA, kde lé¢ivo ja navazano
amidickou vazbou [42-44].

Konjugaty s hydrazonovou vazbou 1é¢iva prokazaly vysokou cytotoxickou
aktivitu vic¢i fadé nadorovych linif in vitro [24,45,29]. Vyznamné je, Ze vysoka
cytotoxicita byla nalezena i u linie bunck s nizkym poctem lysozému [46].
Znacna protinadorova aktivity byla dokumentovana in vive [24,47] u nékolika
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nadorovych modelti. Akumulace v nadoru, prodlouzena doba cirkulace a T/B
pomer (tumor-to blood) zvySujici se s casem svédc¢i pro to, ze konjugat byl
pasivné akumulovan v nadoru EPR efektem.

V prvni publikaci ukazujeme, ze konjugat Dox™P-PHPMA mtize induko-
vat i uplné vyléceni jiz rozvinutych nadortt EL4 u vyznamného podilu léce-
nych mysi. Jedna davka konjugatu (75 mg Dox eq./kg) injikovana mezi dny
8 a 10 po inokulaci nadorovych bunék s.c. navodila kompletni vylééeni u véech
mys$i., a zaroven nebyla zaznamenana zadna nezadouci toxicita. Specificka
protinadorova imunitni odpovéd se vyvinula v zavislosti na tGcinnosti 1écby.
I zde byl dokumentovan stejny vztah mezi efektivitou 1é¢by prvniho nadoru
a podilem resistentnich jedinct.

V druhé publikaci prezentujeme vliv modifikace konjugatu pridanim
pozitivné nebo negativné nabitych skupin nebo hydrofobniho substitu-
entu (oleoyl) do postrannich fetézct polymeru [48]. Zamérem bylo zis-
kat konjugaty s vétsim hydrodynamickym polomérem a proto také vyssi
akumulaci v nddorové tkani. Pritomnost nabitych skupin mize zptsobit
zvét$eni hydrodynamického poloméru tak, ze konjugat ,bobtna“ diky ele-
krostatickym repulsnim interakcim, nebo samovolnym usporadanim krat-
$ich polymernich fetézcti do micel. Obsah nabitych skupin zavedenych
do polymeru (mén¢ nez 8 mol%) byl pravdépodobné prili§ nizky na to,
aby zptisobil vyznamné zvétSeni hydrodynamického poloméru. Konjugat
obsahujici oleoylové skupiny tvofil stabilni micely s tizkou distribuci ve-
likosti.

Vsechny tyto konjugaty pfi vSech testovanych koncentracich mély postatné
vy$si terapeutickou ucinnost nez volny Dox. Konjugat s negativné nabitymi
GFLG skupinami vykazoval mirné vyssi protinddorovou ucinnost v modelu
EL4 in vivo nez nemodifikovany konjugat Dox"™P-PHPMA. U konjugatu tvo-
tictho micely (tj. u konjugatu s oleoylovymi skupinami) se projevila nezadou-
ci toxicita pri podani vysoké davky (1x25 mg Dox eq./kg), a ta byla patrna
i pti snizené davce konjugétu (1x15 mg Dox eq./kg).

Dalsi série konjugat obsahovala hydrofobni substituenty dodecylu, ole-
oylu a cholesterylu [49]. Tyto konjugaty ve vodé tvorily micely nebo stabil-
ni asociaty s velkym hydrodynamickym polomérem (R, az 18 nm), a proto
jsme mohli predpokladat lepsi akumulaci do nadorové tkané vlivem EPR
efektu [5]. Konjugaty substituované cholesterylovymi skupinami spontan-
n¢ tvotily supramolekularni struktury s nejvétsim R, (9-18 nm). Takovy
konjugat mél vysoky protinadorovy efekt i pfi snizenych davkach (1x10 a
1x5 mg Dox eq./kg). V duisledku 1é¢by se u vylécenych jedinct vyvinula
resistence proti nadoru stejné, jako to bylo pozorovano pfti 1é¢bé linearnim
konjugatem Dox"™P-PHPMA. U¢innost konjugatu substituovaného chole-
sterylovymi skupinami byla vys$si nez uc¢innost nesubstituovaného konju-
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gatu, tento konjugat mé¢l také pomalejsi ubytek z krve (blood clearance)
nez linearni polymerni konjugat, a byla potvrzena i jeho vyssi akumulace
v nadoru.

Déle je popsan jiny konjugat na bazi HPMA, prizptisobeny ke zvySené pa-
sivni akumulaci do nadorové tkané [50], tvofeny polymerni kostrou kopoly-
meru HPMA, ktera nese $tépy tvofené podobnymi, ovSem semitelechelickymi
polymernimi fetézci. Polymerni fetézce vazou Dox hydrazonovou vazbou. U
tohoto konjugatu jsme prokazali zvySenou akumulaci v tumoru, a také zvyse-
nou ucinnost in vivo prilécbé nadort 386C13 a EL4.

V posledni publikaci je popsano preklinické hodnoceni linearnich konju-
gatt na bazi HPMA s pH-kontrolovanym uvoliiovanim Dox, s pouzitim my-
$ich modelt [51]. Testovali jsme konjugaty s riznym obshem vazaného 1é¢i-
va (Dox). Obsah vazaného 1éciva je dtilezity parametr ve vztahu k ic¢innosti
lécby. Nejvyssi protinadorovy efekt byl zaznamenan u konjugati s obsahem
lé¢iva kolem 10 wt%. Konjugaty s vy$sim obsahem vazaného 1éciva mély sni-
Zenou ucinnost invive. Tato nizka Gcinnost konjugatt s vysokym obsahem va-
zaného 1éc¢iva (16-22 wt%) se da vysvétlit nizsi biologickou dostupnosti 1é¢iva
invivo, kterd vyplyva z vyssi hydrofobicty konjugatu.

Prokazali jsme také, Ze obsah volného Dox, ktery je pravidelné pritomen
v preparatech (obvykle je nizsi nez 0,2 % celkového obsahu 1é¢iva vazaného
v konjugatu) se pohybuje ve zcela bezpe¢nych mezich, protoze obsah vol-
ného Dox minimalné do 4,6 % nem¢l zadny vliv na dcinnost 1é¢by ani na
projevy nespecifické toxicity. Tyto konjugaty indukovaly kompletni vyléceni
lécenych mysi a nasledny vyvoj resistence proti nadoru, stejné, jako to bylo
prokazano drive. Ani pfi pouziti vysoké davky konjugatu Dox"*P-PHPMA
(75 mg Dox eq./kg) nebyla zaznamenana myelosuprese ani poskozeni orga-
nd.

Publikace:
Mrkvan T., Sirovd M., Etrych T, Chytil P., Strohalm J., Plocova D., Ulbrich
K., Rihova B. (2005) Chemotherapy based on HPMA copolymer conjugates

with pH-controlled release of doxorubicin triggers anti-tumor immunity. J.
Control. Rel. 110: 119-129

Chytil P., Etrych T., Konék C., Sirova M., Mrkvan T., Rihové B., Ulbrich K.
(2006) Properties of copolymer-doxorubicin conjugates with pH-controlled
activation. Effect of polymer chain modification. J. Control. Rel. 115: 26-36

Chytil P., Etrych T., Kotiak C., Sirova M., Mrkvan T., Boucek J. Rihova B.,
Ulbrich K. (2008) New HPMA copolymer-based drug carriers with covalently
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bound hydrophobic substituents for solid tumour targeting. J. Control. Rel.
127: 121-130

Etrych T., Chytil P., Mrkvan T., Sirova M., Rihova B., Ulbrich K. (2008) Con-
jugates of doxorubicin with graft HPMA copolymers for passive tumor tar-
geting. J. Control. Rel. 132: 184-92

Sirova M., Mrkvan T, Etrych T., Chytil P., Rossmann P., Ibrahimova M.,
Kovat L., Ulbrich K., Rihova B. (2010) Preclinical evaluation of linear
HPMA-doxorubicin conjugates with pH-sensitive drug release: anti-tumor
efficacy, safety, and immunomodulating activity in murine model. Pharm.
Res. 27: 200-208

IV. 4. Protinadorova aktivita polymernich proléciv
s pH-kontrolovanym uvolnovanim lé¢iva,
obsahuijicich paklitaxel nebo docetaxel
Taxany, napt. paklitaxel (PTX) a docetaxel (DTX), jsou moderni protinado-
rova léciva s vysokou klinickou ucinnosti pri 1écbé riznych typt solidnich
nadort i nékterych hematologickych malignit. Hlavni piekazkou jejich vyu-
ziti v praxi je velmi nizka rozpustnost ve vod¢, a ovSem i systémova toxicita,
ktera je vicemén¢ typické pro nizkomolekularni protinadorova léciva. Postup-
n¢ bylo vyvinuto nékolik vysokomolekuldrnich systému pro dopravu téchto
l1é¢iv, napt. lipozémy, nanocastice, nebo polymerni proléciva, kde je vyreSen
problém nizké vodorozpustnosti [52,53]. Vétsina téchto systémi ale ukazala
jen omezenou terapeutickou ucinnost, nebo byl zaznamenan vyskyt zavaz-
nych vedlejsich ucinku. Paklitaxel pripraveny ve formé nanocastic s vnéjsim
obalem tvorenym albuminem je povolen pro lécbu metastazujiciho karcino-
mu mlécné zlazy pd nazvem Abraxane (ABI-007) od roku 2006 [54].
Popisujeme syntézu, chrakterizaci a vysledky zakladniho biologického tes-
tovani konjugatti obsahujicich PTX nebo DTX. Protinddorova ucinnost byla
testovana in vivo pomoci syngennich mysich naddorovych modelt T bunééné-
ho lymfomu EL4 a mamarniho karcinomu 4T1. Mysi nador 4T1 je povazo-
van za vhodny model lidského karcinomu mlééné zlazy, a je charakterizovan
nizkou imunogenicitou a omezenou lécitelnosti. Podobné jako konjugaty na
bazi HPMA s Dox navazanym pH-sensitivni vazbou, i konjugaty s PTX nebo
DTX prokazaly vysokou protinadorovou ucinnost in vive. Jejich terapeutic-
ky ucinek prevysoval efekt dosazitelny podanim prislusného volného léciva,
a pritom nevykazoval zavaznéjsi systémovou toxicitu. Vyznamné je, Ze konju-
gaty s PTX a DTX indukovaly i kompletni regresi nadoru a vyvolavaly vyvoj
resistence proti nadoru, tedy ukazovaly stejné cenné vlastnosti typické pro
konjugaty na bazi HPMA, které obsahuji Dox.
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V. ZAVERY

1. Konjugat na bazi HPMA s navdazanym doxorubicinem a autolognim nebo
lidskym intraven6znim imunoglobulinem byl testovan pfi 1écbé pacientek
s generalizovanym karcinomem prsu, které nereagovaly na zadnou dostupnou
konvencni 1é¢bu. Podani konjugatu se vyznacovalo velmi dobrou snasenlivos-
ti u vech pacientek. Znac¢na c¢ast biochemickych a imunologickych markert
onemocnéni, které pred 1écbou mély patologické hodnoty, vykazala po 1é¢bé
zlepseni smérem k normalnim hodnotam. Bylo zaznamenano zlepseni klinic-
kého stavu pacientek, a kvalita zivota béhem 1écby i po ni byla vysoka.

Podani konjugatu Dox*M-PHPMA-Hulg pacientkam v klinické studii vedlo
ke zvyseni aktivity NK a LAK v periferni krvi v zavislosti na 1é¢bé. Lidsky in-
traven6zni imunoglobulin tak ukazuje pouzitelnost pro pasivni/aktivni smé-
rovani konjugatt na bazi HPMA pri 1écbé riznych typt solidnich nadort.

Zvysena NK aktivita detekovana v periferni krvi svédc¢i o aktivaci imunit-

nich odpovédi proti nadoru v disledku podani konjugatu Dox*"-PHPMA-
-Hulg.
2. Konjugat Dox*-PHPMA-Hulg prokazal vyznamnou protinddorovou ak-
tivitu u nékolika mysich nddorovych modelt. Konjugat indukuje kompletni
regresi jiz dobfe vyvinutych nadori, v zavislosti na davce a 1é¢ebném rezimu
Predpokladem uplné regrese nadoru je funkéni imunitni systém. U imuno-
kompetentnich mysi se po 1écbé vyviji dlouhodoba resistence proti nadoru.
Vyvoj resistence je ve vztahu k pouzité davce 1é¢iva a ucinnosti 1écby. Tato
dvoji protinadorova aktivita, tj. pfimy protinddorovy efekt a vyyvoj resisten-
ce proti nadoru, je pravdépodobné¢ nejdilezitéjsi vlastnosti 1écby konjugatem
Dox*M-PHPMA-Hulg.

Tento konjugat je potencialné vyuzitelny pro 1é¢bu riznych typt solidnich

nadori. Lécba je uc¢innd, bezpecna, nema zavaznéjsi nezadoucti efekty typické
pro nizkomolekularni protinadorové 1éky, a ma pravdépodobné také imuno-
modulacni vliv, ktery priznivé ovliviiuje vysledek 1écby.
3. Preklinické studie biologickych vlastnosti polymernich konjugatti na
bazi HPMA, s lé¢ivem navazanym pH-sensitivni vazbou dokladaji, ze
ucinna polymerni proléciva jsou vysledkem racionalnich postupi pfi je-
jich vyvoji. Parametry, jako je obsah navazaného léciva, Mw konjugatu,
substituce postrannich retézct riznymi skupinami a stabilita vazby kterou
je lé¢ivo pripojeno k polymerni kostre jsou klicové a urcuji fyzikalné che-
mické parametry, a nasledné i biologickou aktivitu daného konjugatu. Re-
lativné jednoducha syntéza konjugatu Dox"P-PHPMA a jeho vyznamna
terapeuticka bezpecnost, Gcinnost, a schopnost indukovat uplné vyléceni
jiz vyvinutych nadort ¢ini z tohoto konjugatu slibného kandidata pro kli-
nické testovanti.
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4. Navazani hydrofobnich lé¢iv PTX a DTX na polymerni nosi¢ na bazi
HPMA ptes hydrazonovou a pH-zavislou vazbu vedlo k ziskani polymernich
proléciv s vynikajici rozpustnosti ve vodé a vodnych roztocich. Tyto konjuga-
ty maji presvédcivou protinddorovou aktivitu u mysich naddorovych modelt
a indukovaly tplnou regresi plné rozvinutych nadorti lymfomu EL4 a ma-
marniho karcinomu 4T1. U obou modelt jsme prokazali vyvoj protinadorové
resistence, zavisly na predeslé 1é¢bé.

Vysledky demonstruji vysokou ucinnost, bezpecnost, a imunomodulacni
kapacitu jiz dfive prokazanou u rtiznych typii konjugatt na bazi HPMA s na-
vazanym Dox jakozZto bioaktivnim lé¢ivem. To opét poukazuje na potencialni
vynikajici pouzitelnost konjugatti na bazi HPMA pfi léc¢bé solidnich nadort.
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