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e Zakladni vyzkum: Studium vztahu mezi
strukturou, fyzikalné-chemickymi a biologickymi
vlastnostmi makromolekul tvori teoreticky zaklad,
ze kterého vychazime pri vybéru Kkonkrétni
aplikace polymeru ve farmacii - navrhu struktur a
syntéze novych generaci 1éCiv (1ékovych forem)

e Co jsou makromolekuly, syntetické polymery,
jejich fyzikalni a chemicka struktura



Fyzikalni a chemicka struktura syntetickych polymeru
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Pro¢ polymery? Co umozni pouziti syntetickych polymeru
pri pripravé 1éciv a 1ékovych forem?

Klasické nizkomolekularni lécivo Polymerni formy 1é¢iv
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Pozadavky na ,,idealni* 1éCivo

» Biologicky aktivni latka (BAL, 1é¢ivo) je v 1ékové formé
neaktivni, bez jakéhokoliv vlivu na organizmus (bunky
imunitniho systému, neuklada se v jatrech, neni vylouceno
ledvinami)

» v této formé je specificky dopraveno do mista
pozadovaného ucinku (organ, tkan, bunka)

» aktivuje se pouze v misté pozadovaného ucinku, pusobi v
pozadované koncentraci

» pusobi po dobu optimalni pro dosazeni maximalniho
lécebného ucinku

» lécivo, metabolity a vSechny komponenty nosicového
systému jsou po dosazeni efektu eliminovany z organizmu



Vodorozpustné polymerni
konjugaty s léCivy, polymerni
diagnostika



Obecné schéma polymerniho 1éCiva
(H. Ringsdorf, Angewandte Macromoleculare Chemie, 1975)
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Schéma klasického polymerniho 1éCiva
(konkretizovana struktura navrzena J. KopeCkem)

o e Biodegradovatelna spojka
. 'y Lécivo (model Nap) (fosfat, cukr, oligopeptid,
hydrolyticky Stépitelna spojka)

= Smérujici struktura: sacharid, lektin, protilatka
(IgG a fragmenty), hormon, specificky oligopeptid



Moznosti uvolinovani léCiva z polymerniho
nosice

I I a) Uvolnéni v krevnim recisti
A b) Uvolnéni ve tkani po extravazaci C éVy
CeVy ¢) Specifické uvolnéni v cilovych buiikach po

endocytose



Hlavni pozadavky kladené na polymerni
nosice 1éCiv

Stabilita v prubéhu transportu = chemicka vazba
léCiva na nosic

Rizené uvolnéni 1é¢iva z nosice (chemicka
hydrolyza, enzymolyza)

Cileny transport k nadoru, nadorovym bunkam

(pasivni smérovani pomoci EPR efektu, aktivni
smérovani smérujici strukturou

Eliminace nosiCe z organizmu (degradovatelny
nosic¢, micelarni nosic)



Schéma klasického konjugatu poly(HPMA) s
kancerostatikem doxorubicin
(enzymaticka aktivace 1éCiva)
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Schéma hydrazonového konjugatu poly(HPMA) s
kancerostatikem doxorubicin (pH zavisla
hydrolyticka aktivace 1éCiva)

NH, - HCI

O Jednoducha vazba nebo spacer e Misto hydrolytického Stépeni



Hlavni pozadavky kladené na polymerni

nosice léciv

Stabilita v prubéhu transportu (chemicka vazba
léCiva na nosic)

Rizené uvolnéni 1é¢iva z nosice (chemicka
hydrolyza, enzymolyza)

Cileny transport k nadoru, nadorovym bunkam

(pasivni smérovani pomoci EPR efektu, aktivni
smérovani smérujici strukturou

Eliminace nosiCe z organizmu (degradovatelny
nosic¢, micelarni nosic)



Princip enzymaticky rizeného uvolnovani léciva z
polymerniho nosice

polymer
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Uvolnovani DOX z polymeriu pri inkubaci PHPMA-X-DOX
konjugatu se smési lysosomalnich enzymu - tritosomu
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DOXreleased, %

Uvolnovani DOX z hydrazonovych polymeru
inkubovanych ve fosfatovych pufrech o ruzném pH
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Hlavni pozadavky kladené na polymerni

nosice léciv

Stabilita v prubéhu transportu (chemicka vazba
léCiva na nosic)

Rizené uvolnéni 1é¢iva z nosice (chemicka
hydrolyza, enzymolyza)

Cileny transport k nadoru, nadorovym bunkam

(pasivni smérovani pomoci EPR efektu, aktivni
smérovani smérujici strukturou)

Eliminace nosiCe z organizmu (degradovatelny
nosic¢, micelarni nosic)



Princip pasivniho smérovani — akumulace
polymeriu v pevnych nadorech (EPR efekt)

(H. Maeda a kol.)
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Distribuce poly(HPMA) v mySich (EPR efekt),
Sarkom 180 (melanom B16K10)

(i.v. injekce polymeru)
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Biodistribuce poly(HPMA) nosice v kryse (EPR) s

prostatickym AT1 nadorem
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Konjugaty umoznujici pasivni smérovani
do nadoru

- K

Nedegradovatelné polymerni nosice R L O
(limit Mw ~ 50 000 g/mol) icelarni nosice léciv

Multiblokové biodegradovatelné nosice

Biodegradovatelné vysokomolekularni
polymerni nosice



Struktura micel tvorenych konjugatem PHPMA -
DOX-oleyl ve vodé

M, (pol) = 32 kDa

I=1.8
M, (mic) =170 kDa %
[DOX] =7 wt%
[oleyl] = 3.5 %mol
d, ;. =22 nm
~
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Polymerni micela na bazi kopolymeru
poly(ethylenglykol-b-allylglycidylether)

DOX, pH ~7.4
Vodorozpustny polymer o
vylouditelny z organizmu, pH~5 Supramolekularni polymerni
blokovy kopolymer micela s hydrazonovou vazbou
(hydrazid) (4-5 nm) vazanym DOX (~ 20-30 nm)
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Syntéza roubovanych konjugati s Fizenym
uvolinovanim Dox a Fizenou biodegradaci
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Eliminace polymernich 1éCiv z krevniho recisté a
akumulace do nadoru u B/6 mysi nesoucich mysi
lymfom EL4. Porovnani s volnym léCivem.
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Fluorescencni microscopie bunék mysiho ELL4 lymphomu
inkubovanych s micelami HPMA-hydrazone-DOX, PEG-
PAGE-DOX a roubovanymi konjugaty, 10 ung DOX equiv/mL,
24 h, 37 °C

Micela, oleyl Micela, cholest Micela, PEG-AGE

Linearni Roub, S-S Roub, GFLG
hydrazon




Aktivni smérovani — internalizace polymernich
1éCiv v bunkach
Uvolnéni lé¢iva (a) hydrolyza v endosomech,
(b) enzymolyza v sekundarnich lysosomech
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Schéma klasického protilatkou smérovaného
konjugatu doxorubicinu (enzymaticka aktivace)
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Schéma hvézdicového protilatkou smérovaného
konjugatu doxorubicinu (enzymaticka aktivace)
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FACS analyza protilatkou smérovanych konjugatu

Smérovani
(a) Nespecifickou protilatkou (b) Specifickou protilatkou
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Hlavni pozadavky kladené na polymerni

nosice léciv

Stabilita v prubéhu transportu (chemicka vazba
léCiva na nosic)

Rizené uvolnéni 1é¢iva z nosice (chemicka
hydrolyza, enzymolyza)

Cileny transport k nadoru, nadorovym bunkam

(pasivni smérovani pomoci EPR efektu, aktivni
smérovani smérujici strukturou

Eliminace nosice z organizmu (degradovatelny
nosic, micelarni nosic)



Schéma degradace roubovaného konjugatu

(degradace v reduktivnim prostredi bunky)
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Vysokomolekularni 1é¢ivo s akumulaci Nizemolekularni fragmenty

v pevném nadoru vyloucitelné z organizmu



Degradace roubovaného
PHPMA Kkonjugatu se spojkou

Degradace roubovaného
PHPMA Kkonjugatu se

spojkou -S-S- po inkubaci

s glutathionem
c(glutathion) = 3.10-¢ mol/l

GFLG po inkubaci s
kathepsinem B
c(kathepsin B) = 5.10-7 mol/l
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In vivo aktivita polymernich léCiv studovana
na modelovych nadorech u mysi

(rust nadoru, doba preziti, vaha)

(a) ochranny rezim aplikace léCiva
(aplikace 1,3,5,7,9 den po inokulaci nadoru)
(b) terapeuticky rezim aplikace 1éCiva

( prvni aplikace po vytvoreni nadoru, nejcastéji po 8 — 11 dnech od inokulace)



Smérované PHPMA-DOX konjugaty, vysledky in vivo testu
(Balb/c mysi, BCL1 leukemie i.p., 1éCba i.v.), terapeuticky
rezim podani

a) jedna davka Smg/kg, (hv 11 den) b) dvé davky 11 a 14 den, 2x5mg/kg (kl)

Therapeuticky rezim, doba preziti
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Lécba C3H/HeN mysi s 38C13 lymfomem (1x10°, s.c.)
doxorubicinem (5x2.5 mg/kg) nebo polymer-DOX konjugaty
(ekvivalent 5 mg/kg DOX) aplikovanymi 8 a 11 den
(terapeuticky rezim podani)
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Linearni konjugaty PHPMA-DOX s hydrazonovou
vazbou: vysledky in vivo testu, nesmérovany linearni
konjugat - terapeuticky rezim podani
My3i T-bunéény lymfom EL4, mysi C57BL/6, 1é¢ba i.p. 10 nebo 10 a 20 den

<@mmmmm Hydrolyticky Stépitelna vazba,
pH zavisla rychlost Stépeni
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Vysokomolekularni roubované polymerni konjugaty
DOX (Hydrazon) — In vivo protinadorova aktivita

103 bunék T-bunééného lymfomu EL4 inokulovanych mysim B/6 v den 0. Lécba: den 11. i.v.,
jednoducha davka 15 mg DOX ekv./kg
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Vysokomolekularni micelarni konjugaty PHPMA-DOX

Doba preziti B/6 mySi s inokulovanym EL-4 T-bunéénym lymfomem (s.c.)
1éCenych 8 (a prip. 12) den po inokulaci jednou nebo dvéma davkami léCiva
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Preziti C57BL/6 mysi s retransplanovanymi bunkami
(10°) mysSiho lymfomu EL-4, bez nasledné Ié¢cby
Puvodni lécba: hydrazonovy konjugat
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Kombinovana radio a chemoterapie



Kombinovana radio a chemoterapie Dunningova AT1 nadoru
prostaty u krys. Podani volného Dox, polymerniho Dox (PK1) a
protilatkou (IgG) smérovného polymerniho konjugatu Dox bylo
kombinovano s radioterapii (2 Gray/davka)

Samotna chemoterapie
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—B— IgG-PK1: 3x5 mg/kg + RT: 20x2 Gy
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Kombinovana radio a chemoterapie Dunningova AT1 nadoru
prostaty u krys. Podani volného Dox, polymerniho Dox (PK1) a
protilatkou (IgG) smérovného polymerniho konjugatu Dox bylo

kombinovano s radioterapii (2 Gray/davka)

Kombinovana terapie Vaha Kkrys v prubéhu terapie
D
. —o— Control RT: 20x2 Gy
Control: —e— Dox: 3x2.5 mg/kg + RT: 20x2 Gy
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Vyuziti rozpustnych polymernich
konjugatu v diagnostice



Konjugat gadolinia pro diagnostiku (angiografii)
magnetickou resonanci

CH, CH,
L
.

CH,
HC—OH

CH,

MW: 24.8 kDa

M, /M, : 1.92

HC—CH,—CO—NH—CH—COOH
co CH,

NH COOH

|
H(|3—CH2—COOH @
COOH

Hmotova spektroskopie:

(5.19+0.28) %vah. Gd

Kontrastni latka:

0.5 M (78 mg/ml Gd)

Komplex je stabilni
(neuvoliuje Gd) minimalné po
dobu 2 mésicu inkubace




Cytotoxicita konjugatu gadolinia
(lidské fibroblasty, trypan blue, kontrola Gd-DTPA (Magnevist) od firmy
Schering)

Doba inkubace
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Kontrola PHPMA-Gd Gd-DTPA Kontrola PHPMA-Gd Gd-DTPA
(1mM) (0.1mM) (1mM) (0.1mM)



MR-Angiografie, komplex poly(HPMA)-Gd

Krysa, 1.5 T MR scanner: 0.02 mmol/kg HE45




MR-Angiografie u krysy, porovnani komplexu

poly(HPMA)-Gd s Gd-DTPA,
1.5 T MR scanner: 0.02 mmol/kg

poly(HPMA)-Gd Magnevist firmy Schering




ZAVERY I.

Vodorozpustné polymerni nosice 1é¢iv mohou najit vyznamné
uplatnéni pri pripravé na nador smérovanych kancerostatik.
Polymerni cytostatika maji minimalni vedlejsi ucinky,
neposSkozuji imunitni systém jako klasicka cytostatika a
vykazuji, na rozdil od klasické chemoterapie, kromé vyrazné
zlepSeného chemoterapeutického efektu i efekt imunostimulacni.
Tento efekt se uplatiiuje u riznych typu nadori (u mysii u
lidskych pacientii).

Kombinaci chemoterapie s radioterapii je mozné terapeuticky
ucinek polymernich 1éCiv zvysit.

Polymerni nosiCové systémy maji Sirokou skalu pouzitii v
jinych oblastech mediciny, napr. v diagnostice (MR zobrazeni).



Syntetické polymery jako soucast
vektoru pro genovou terapii



Pozadavky na systém pro dopravu genu

W o

ucinny v in vivo podminkach

Cilova burika

1.

Stabilita v kKrevnim
reCiSti, minimalni
interakce s bunkami
imunitniho systému
Extravazace do cilove
tkané

Interakce s receptory
cilovych bunék
Endocytoza

Unik z endosomu do
cytoplasmy
Transport k bunéénému
jadru

Ucinna transfekce a

produkce aktivniho
proteinu



Systémy pro in vivo dopravu genu

Biodegradovatelné nanocastice

Kationtové liposomy

Kationtové lipidy (lipoplexy)
Interpolyelektrolytové (polykationtové) komplexy
DNA (polyplexy)

Viralni systémy: retroviry, polymerem
modifikované rekombinantni adenoviry



Interpolyelektrolytové komplexy
(IPEC) polykationtu s DNA

plasmidy (polyplexy)



Tvorba komplexu polykation-DNA

+/- >1




Polykationty pouzité pro pripravu IPEC
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Multifunkc¢ni polykationtovy vektor pro dopravu genu
pripraveny kondensaci DNA s blokovymi kopolymery
polykationtu a hydrofilnich polymeri
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o  Hydrolyticky labilni eI sy
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Stabilizace komplexu DNA/PLL hydrofilnim
polymerem

Blokovy nebo
roubovany kopolymer
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Biodegradovatelna
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Stabilita polykationtového komplexu DNA
stabilizovaného hydrofilnim PHPMA
kopolymerem pri inkubaci s DNAzou

(fostatovy pufr, pH 7.4, 37 °C)
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Asociace polymerem (pHPMA) modifikovaného
komplexu pLL/plasmid DNA s mySimi peritonealnimi
makrofagy v 50% telecim séru

Fluorescence

0,5 1,5 3
Doba inkubace (h)
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Povrchova uprava IPEC pomoci HPMA kopolymeru,
vyuziti pro cilenou dopravu IPEC pomoci aktivnich
proteinu nebo oligopeptidu
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Prinik do bunék K562 (lidska leukemie) a ucinnost transfekce
komplexiu pLL/DNA (gen kodujici 3-Gal). Smérovani
transferinem.

Prinik PL/DNA komplexu do bunék, vliv smérovani Udinnost pi‘enosu genu v in vitro podminkach
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Viralni systémy, rekombinantni adenoviry



Adenovir: Potencialni vektor pro nadorovou
genovou terapii

Pozadavky na intravenozni aplikaci:

e Virus se nesmi vazat na erythrocyty a neutrofily
 Nesmi napadat makrofagy a bunky RES

 Nesmi dochazet k neutralizaci protilatkami a
komplementem

 Nesmi dochazet k zachytu viru v jaternich bunkach

* Musi byt schopen specifického smérovani k vybranym
bunkam (retargeting)

Receptory: coxsackie a adenovirus receptory
(CAR), receptory pro ,fibre knob* ligandy




Povrchova modifikace viru hydrofilnim polymerem
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Osud povrchové modifikovaného viru v
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upravu viralnich nosici genu
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Modifikace viru kopolymerem HPMA obsahujicim
smeérujici skupinu

Nemodifikovany virus Polymerem modifikovany virus



Mnozstvi nemodifikovanych a polymerem modifikovanych viru
v krvi po 30 min od aplikace (% vstupni davky, mysSi BALB/C)
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Modifikace viru polymerem a vhodna davka vede ke sniZeni poméru poctu
viru v jatrech vers. krev z poméru >2000 na <l1.



Polymerem modifikovany nesmérovany adenovirus Ad5-GFP
ztraci schopnost ucinné infikovat bunky (A549 — plicni nador),
pripojenim smérujici struktury se aktivita specificky obnovi

: A Polymerem Virus retargetovany
PR OUHT e DD modifikovany virus pomoci bFGF
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Luciferase (RLU)
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Retargeting adenoviru (AdS-luc) pomoci EGF

(epidermalni rustovy faktor)
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Exprese polymerem modifikovaného viru Ad5-GFP

smérovaného humanizovanou protilatkou herceptinem

SKOV3
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leukemie

o B B

PHPMA modi- Herceptinem
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Zavéry 11
Polykationty tvori dostateCné malé a stabilni komplexy s DNA a plasmidy

Stabilitu polykationt/DNA komplexu je mozné ovliviiovat strukturou
polykationtu a modifikaci povrchu komplexu hydrofilnim polymerem

Udinnost transfekce IPE komplexi miiZe byt ovliviiovana zménami
struktury komplexu a zavedenim funk¢nich molekul (smérovani)

Modifikace adenoviru hydrofilnim HPMA kopolymerem vede k
prodlouzené cirkulaci viru v krvi a az k 1000 nasobné redukci exprese genu
(poklesu nespecificke infektivity).

Expresi genu je mozné obnovit specifickym smérovanim polymerem
modifikovaného viru pomoci specifickych oligopeptidu i proteinu
(transferin, herceptin).

Specifita smérovani viralniho vektoru je vyrazné zavisla na strukture
smérujici molekuly

IPEC i polymerem modifikované viry jsou slibnymi vektory s potencialnim
vyuZitim v genové terapii
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