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(57)  Anotace:
Predkladané feseni se tykd efektivniho zptsobu pfipravy
kopolymeri N-(2-hydroxypropyl)methakrylamidu
(HPMA) a methakryloylaminoacylhydrazidu, vhodnych
pro navazani 1é¢iv obsahujicich keto skupinu pro pH-
fizené uvolnovani léCiva, pfiCemz tento zpusob obsahuje
kroky:
a) ptiprava monomer statistického linearniho
kopolymeru,
b) polymeraci monomeru statistického linedrniho
kopolymeru,
¢) zavedeni hydrazidovych skupin za soucasné
modifikace koncovych skupin statistického linearniho
kopolymeru, poptipad¢ zavedeni biologicky aktivnich
latek na konce polymernich fetézcu.
Predkladané feSeni se déle tyka zpasobu pfipravy
konjugatu statistického linearniho kopolymeru na bazi
HPMA kopolymeri a léCiva pomoci pH-senzitivni
hydrolyzovatelné hydrazonové vazby.
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Zpisob pripravy polymernich nosi¢i pro pH-Fizené uvoliiovani léciv a jejich konjugati s
lécivy

Oblast techniky

Vynalez se tyka zpusobu pfipravy polymemich nosici 1€€iv umoziujicich cileny transport a
fizené uvolovani aktivnich latek v organizmu, zejména v nadorové tkani, zanétlivé tkani,
nadorovych buikach a burikach imunitniho systému. Pouziti t€chto polymemich konjugatu je
zaméfeno na cilenou terapii nadorovych, zanétlivych a autoimunitnich onemocnéni v humanni
medicing.

Dosavadni stav techniky

V ramci vyvoje novych léCivych pripravki se vénuje velka pozornost dopravnim systémum 1éCiv,
které umoziuji zaruCit spravnou farmakokinetiku a vysokou ucinnost 1é¢iv s minimalnimi
vedlejsimi ucinky. Hojné studovanymi jsou systémy na bazi lipozomu, micel, polymerozomad,
nanocastic a vodorozpustnych polymerich konjugati 1€¢iv. Pii navrhu a syntéze téchto systému
se¢ uplatiuji ve velké mife pfirodni nebo syntetické makromolekuly. Ve vétSin€ uvedenych
dopravnich syst¢ému 1¢€iv je nezbytné a klicové pro dosazeni kyzeného ucinku léciva zajistit
uvolnéni nesené bioaktivni latky z jejiho dopravniho systému v daném misté organizmu, napf.
nadoru, zanétlivé ¢asti, zatimco béhem dopravy do mista aéinku je cely systém staly, neuvoliuje
aktivni latky a je tedy bez vedlejSich uéinki. Vyznamnou vlastnosti uvedenych dopravnich
systému je vEtsi rozmér ve vodném prostiedi, ktery muze zajistit prednostni ukladani dopravniho
systému s 1é¢ivem v nadorové tkani celé fady pevnych nadoru (tzv. EPR efekt) a v zanétlivé tkani
(tzv. ELVIS efekt). Uvolnéni aktivniho 1é¢iva z dopravniho systému muze byt s vvhodou reSeno
prostrednictvim biodegradovatelné spojky, pouzit¢ k vazbé 1é€iva na polymer, jejiz degradace
v cilové tkani vede k cilené a fizené aktivaci 1é¢iva prednostné v této tkani. Systémy vyuzivajici
k aktivaci biodegradovatelné spojky cCasto vyuzivaji vodorozpustnych polymemich materiald,
pfiemz vyznamnou skupinu takovychto systému tvofi polymerni 1éiva pfipravena na bazi
kopolymert N-(2-hydroxypropyl)methakrylamidu (HPMA). Vyrazné vyssi protinadorovy ucinek
ve srovnani s bézn¢ uzivanymi cytostatiky a podstatné snizeni vedlejSich, predevsim toxickych,
ucinkd na zdravy organizmus prokazaly polymemi nosi¢e na bazi HPMA kopolymeru nesouci
1€¢ivo, navazané na nosi¢ pomoci hydrolyticky labilni hydrazonové vazby. Syntéza takovychto
konjugati byla provadéna nejdfive pomoci klasické radikalové polymerace, ktera vedla
k pripravé polymemich systému s pomémé Sirokou distribuci molamich hmotnosti polymeri
s indexem disperzity D okolo 2.

Pozdgji byla popsana metoda kontrolované radikalové polymerizace (RAFT, reversible addition—
fragmentation chain transfer, tedy fizena radikalova polymerace s reverzibilné-fragmentacnim
pfenosem fetézce) umoziujici pfipravu kopolymerii s vyznamné nizs§i dispersitou okolo 1,2.
(Moad G. et al., Polymer, 2008. 49(5)) Rovnéz polymerni nosi¢e na bazi HPMA kopolymeri
obsahujici hydrazidové skupiny vhodné pro vazbu 1é¢iv hydrazonovou vazbou byly pfipraveny
pomoci RAFT polymerace (Chytil P. et al., Eur. J. Pharm. Sci., 2010, 41, 73-82). Hydrazidové
skupiny je ovSem tfeba chranit béhem polymerace. Autofi publikace proto pouzili chranéni
pomoci ferc.-butoxykarbonylové (Boc) skupiny. V nasledném kroku byly odstranény
dithiobenzoatové skupiny na konci polymemiho nosice redukci borohydridem sodnym a vzniklé
-SH skupiny zablokovany reakci s N-ethylmaleinimidem. Teprve poté byly Boc skupiny
odstranény pomoci trifluoroctové kyseliny (TFA). Nevyhodou této syntézy nosie je potfeba
nékolika naslednych kroku po polymeraci. Pfedev§im krok odchranéni hydrazidovych skupin je
krokem obtizn¢ reprodukovanym a neumoziuje jednoduchou pfipravu vétSich Sarzi polymeru
potfebnou pro prumyslové vyuziti. Rovnéz zavérecné Cisténi polymeru pomoci gelové filtrace
znamena komplikace pro pfipravu vétSiho mnozstvi nosice. Popsany postup syntézy nosice byl
pouzit i v dalSich publikacich stim, Ze zakladem je vzdy kopolymerace HPMA s monomerem
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nesoucim Boc chranéné hydrazidové skupiny (napf. Subr V. et al. Biomacromolecules 2014, 15
(8), 3030-3043), Chytil P. et al. Macromol. Biosci. 2015, 15 (6), 839-850, Lomkova E. et al.
Biomacromolecules 2016, 17 (11), 3493-3507). Blokace koncovych skupin a nasledné
odchranéni hydrazidovych skupin se mimé liSila. Misto redukce borohydridem bylo pouzito
nadbytku iniciatoru. Nedavno byla publikovana prace, ve které¢ je pouzito k odstranéni Boc
skupin misto TFA inkubaci polymeru rozpusténého v destilované vodé pii 100 °C (Koziolova E.
et al. Biomacromolecules 2018, 19 (10), 4003-4013).

Predkladany vynalez si klade za cil poskytnout takovy postup pfipravy nosicu lé¢iv umoziujicich
vazbu 1é¢iv pomoci pH labilni hydrolyzovatelné hydrazonové vazby, ktery by poskytoval vysoké
vytézky, byl dobre reprodukovatelny, dovoloval presné fidit molarni hmotnosti polymemich
prekurzoru s nizkou dispersitou a pfesné definovanou strukturou. Postup by také m¢l byt snadno
pfevoditelny do prumyslového méfitka.

Podstata vynalezu

Predmétem predkladaného vynalezu je postup pfipravy polymemich nosi¢ua na bazi HPMA
kopolymert, vhodnych pro vazbu 1éCiv pomoci pH-senzitivni hydrolyzovatelné hydrazonoveé
vazby. Postup pfipravy polymemiho nosi¢e umoznuje navic zavést biologicky aktivni latky na
konce polymemich fetézcu.

Polymemi nosi¢ je tvoren statistickym linearnim kopolymerem obecného vzorce V,

S—r

R7 d TR
' G o
HN HN )
X
HO o:(
MH
HoN
V),

sestavajicim z alespont 75 % mol. monomemich jednotek HPMA (75 az 99,5 % mol. HPMA) a
od 0,5 do 25 % mol., vztazeno na celkovy poéet monomernich jednotek, strukturnich jednotek
vzorce I

HN

o=(
NH—NH,,

@,

kde X je vybran ze skupiny tvorené alkylenem majicim 1 az 8 atom uhliku; fenylenem; -(CH,)q-
(C(O)-NH-(CH2)1)p-, kde p=1 az 5, a q a r jsou vzajemn¢ nezavisle vybrany z 1, 2 a 3; pficemz
X muaze byt popripadé substituovan jednim nebo vice postrannimi fetézci  prirozené
aminokyseliny, pfi¢emz postranni fetézce mohou byt stejné nebo rizné; X je s vvhodou vybran
ze skupiny zahmujici -CH,-CH,- a —-CH,-CH,-CH,-CH,-CH,-;
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x je celé Cislo v rozmezi od 25 do 700;

R je radikalova odstupujici skupina pouzitého prenosového ¢inidla, s vyhodou je R) vybrany ze
skupiny zahmujici 2-kyano-2-propyl a 5-karboxy-2-kyano-2-pentyl;

a R, je thioetherovy denvat dany strukturou pouzité slouceniny s dvojnou vazbou (C=C) po adici
koncovych SH skupin polymemiho fetézce nebo vzajemnou reakce koncovych SH skupin
statistického lineamiho kopolymeru za vzniku diblokového polymeru spojeného disulfidovou
vazbou; s vyhodou je R, vybrany ze skupiny zahmujici 2-(ethenylsulfonyl)ethyl, 1-ethyl-2.5-
dioxopyrrolidin-3-yl, 1-(2-hydroxyethyl)-2,5-dioxopyrrolidin-3-yl, 1-(2-propynyl)-2,5-
dioxopyrrolidin-3-yl,  1-(3-karboxy-1-propyl)-2,5-dioxopyrrolidin-3-yl,  1-(2-aminoethyl)-2,5-
dioxopyrrolidin-3-yl, 1-(3-aminopropyl)-2,5-dioxopyrrolidin-3-yl; a

/ R
0 0,
HN HN
X
HO o=

HAN

—S

pfiemZz molarmi hmotnost statistického linearmiho kopolymeru je v rozmezi od 4000 do
100 000 g/mol, s vyhodou 20 000 az 40 000 g/mol.

Pfirozenymi aminokyselinami jsou zde minény pfirozené se vyskytujici kyseliny: histidin,
isoleucin, leucin, lysin, methionin, fenylalanin, threonin, tryptofan, valin, arginin, cystein,
glutamin, glycin, prolin, tyrosin, alanin, asparagova kyselina, asparagin, glutamova kyselina,
serin, selenocystein. Postrannimi fetézci jsou fetézce navazané na alfa-uhliku aminokyseliny,
tedy zejména methyl, isopropyl, isobutyl, -CH(CHs)(CH,CH3), -CH,OH, -CH(OH)(CHs), -CH»-
(CsHs)OH, -(CH.),-S-CHzs, -CH,SH, -(CH,)4-NH,, -CH,COOH, -CH,>C(O)NH,, -(CH,).COOH,
-(CH2),C(O)NHa, -(CH,);NH-C(=NH)(NH,), benzyl.

Semitelechelicky linearni kopolymer je statisticky kopolymer vznikly radikalovou polymerizaci.
Koncové skupiny vysledného lineamiho kopolymeru tudiz obsahuji €asti molekul iniciatoru
polymerizace (napiiklad azoiniciatory 2,2'-azobis(2-methylpropionitril) (AIBN), 4,4'-azobis(4-
kyanopentanova kyselina) (ACVA), 2,2'-azobis(4-methoxy-2,4-dimethylpentannitril) (V70)), a
pfenosového ¢inidla (s vyhodou vybraného ze skupiny 2-kyano-2-propyl benzodithioat, 4-kyano-
4-(thiobenzoylthio)pentanova kyselina, 2-kyano-2-propyl dodecyl trithiokarbonat, 2-kyano-2-
propylethyltrithiokarbonat a  4-kyano-4-[(dodecylsulfanylthiokarbonyl)sulfanyl]pentanova
kyselina). Koncové skupiny kopolymeru tedy obsahuji na jednom konci radikalovou odstupuyjici
skupinu pfenosového ¢inidla, s vyhodou 2-kyano-2-propyl, nebo 5-karboxy-2-kyano-2-pentyl.
Na druhém konci je umisténa dithiobenzoatova nebo trithiokarbonatova skupina, ktera je in situ
redukovana na thiolovou skupinu, ktera se nasledné¢ aduje na slouceninu s dvojnou vazbou
(C=C), svyhodou vybranou ze skupiny zahrmujici N-substituovany maleinimid, nebo S-
substituovany vinylsulfon, vyhodnéji je sloucenina s dvojnou vazbou (C=C) vybrana ze skupiny
zahmujici divinylsulfon, karboxy-PEG vinylsulfon, N-ethylmaleinimid, N-(2-
hydroxyethyl)maleinimid, N-propargylmaleinimid, 3-maleinimido propionovou kyselinu, azido-
PEG-maleinimid a N-(5-fluoresceinyl)-maleinimid, nebo se koncové thiolové skupiny prevedou
na aminové pomoci N-aminoethylmaleinimid trifluoracetatu, nebo N-(3-aminopropyl)maleinimid
trifluoroacetatu, pricemz reakce probiha v inertni atmosféfe (napfiklad Ar nebo N») za teploty
mistnosti a v rozpoustédle s vyhodou vybraném ze skupiny zahrnujici methanol, ethanol,
dimethylsulfoxid, dimethylacetamid a dimethylformamid.

Postup pfipravy polymernich nosicu podle pfedkladaného vynalezu obsahuje nasledujici kroky:
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a) poskytnuti monomeria polymerniho nosice,
b) polymeraci monomeru polymemiho nosice,

¢) zavedeni hydrazidovych skupin za soucasné modifikace koncovych skupin polymemiho
nosice,

d) voliteln¢ vazba biologicky aktivni latky na koncovou skupinu polymeriho fetézce.

Krok a) poskytnuti monomeri polymemiho nosi¢e zahrnuje poskytnuti ~ N-(2-
hydroxypropyl)methakrylamidu (HPMA) a pfipravu monomeru obecného vzorce 11

(1),

kde X je definovano vyse a Y je hydroxyl, (C1-Cé6)alkoxy, benzoxy, 4-nitrofenoxy, 2,3.4,5,6-
pentafluorfenoxy skupina, sukcinimidylova skupina, (C1-C6)alkylthio skupina nebo thiazolidin-
2-thionova skupina; s vyvhodou je Y vybran ze skupiny methoxy, ethoxy, fer.-butoxy nebo ferc-
butylthio nebo thiazolidin-2-thionova skupina.

HPMA je komeréné dostupny a jeho syntéza je publikovana (napf. Chytil P. et al., Eur. J. Pharm.
Sci., 2010, 41, 73-81).

G
HN

o

HPMA

Syntéza monomeru obecného vzorce II spociva v reakci esteru, thioesteru, ¢i imidu aminokyselin
a sloucenin vzorce Y-C(O)-X-NH,, kde X a Y jsou definované vysSe, s methakryloylchloridem
(tuto reakci lze také nazvat methakroylace) dle Schotten-Baumanovy metody, s vyhodou
provadénou v diethyletheru, nebo dichlormethanu v prfitomnosti bezvodého uhli¢itanu sodného,
nebo ve vodé v pritomnosti alkalického hydroxidu. Vstupni slouceniny vzorce Y-C(0O)-X-NH,
jsou komeréné dostupné. Volitelné muaze byt zahmut 1 krok methakroylace komeréné dostupné
slouéeniny vzorce HO-C(O)-X-NH, nasledovany krokem esterifikace, thioesterifikace, ¢i
imidace karboxylové skupiny, svyhodou pomoci karbodiimidové metody s pouzitim
dicyklohexylkarbodiimidu, diisopropylkarbodiimidu, 1-ethyl-3-(3-
dimethylaminopropyl)karbodiimidu, nebo jinych ¢inidel s pouzitim benzotriazol-1-yl-
oxytripyrrolidinofosfonium hexafluorofosfatu nebo (2-(1H-benzotriazol-1-y1)-1,1,3,3-
tetramethyluronium hexafluorofosfatu.
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Krok b) polymerace monomeri polymerniho nosi¢e spociva v fizené¢ radikalové RAFT
polymerizact HPMA s monomerem obecné¢ho vzorce II v molamim poméru HPMA :monomer
vzorce II od 99,5:0,5 do 75:25. Polymerizace probiha pii teploté v rozmezi od 10 do 100 °C,
svyhodou 40 az 80 °C a rozpoustédle svyhodou vybraném ze skupiny zahmujici
dimethylsulfoxid, dimethylacetamid, dimethylformamid, dioxan, terc-butylalkohol, vodu, vodny
pufr nebo jejich smési, za iniciace inicidtorem, s vyhodou vybranym ze skupiny zahrmujici
zejména azoiniciatory 2.2'-azobis(2-methylpropionitril) (AIBN), 4,4'-azobis(4-kyanopentanova
kyselina) (ACVA), 2,2'-azobis(4-methoxy-2 4-dimethylpentannitril) (V70), a za pfitomnosti
pfenosového ¢inidla, s vyhodou vybraného ze skupiny 2-kyano-2-propyl benzodithioat, 4-kyano-
4-(thiobenzoylthio)pentanova kyselina, 2-kyano-2-propyldodecyltrithiokarbonat, 2-kyano-2-
propyl ethyl trithiokarbonat a 4-kyano-4-[(dodecylsulfanylthiokarbonyl)sulfanyl]pentanova
kyselina. Molarni hmotnost M, takto pfipravenych kopolymeri je v rozmezi od 4 000 do
100 000 g/mol, s vyhodou 20 000 az 40 000 g/mol.

Ve vyhodném provedeni se syntéza polymernich prekurzori provede pfi molamim poméru
iniciator:pfenosové ¢idlo v rozmezi od 1:1 do 1:10.

Ve vyhodném provedeni se syntéza polymemich prekurzori provede pfi molamim poméru
prenosové ¢inidlo:monomery od 1:50 do 1:1000.

Krok ¢) zavedeni hydrazidovych skupin za soucasné modifikace koncovych skupin polymemiho
nosic¢e spociva v prevedeni skupiny Y (reaktivnich esterti, thioesteri a imidu) na hydrazidové
skupiny (-NH-NH,) a in situ odstranéni siru obsahujicich koncovych skupin polymemiho nosice,
pochazejicich z prfenosového Cinidla. Nejprve se prida redukéni Cinidlo, s vyhodou dithiothreitol,
nasledné probéhne hydrazinolyza hydrazinem (hydrazin hydratem) a vzapéti jsou koncové
thiolové skupiny adovany na slouceniny nesouci dvojnou vazbu (C=C) za vytvoreni thioetherové
vazby. Slouéeniny s dvojnou vazbou jsou s vyhodou vybrané¢ ze skupiny zahrmujici N-
substituovany maleinimid a S-substituovany vinylsulfon, vyhodnéji jsou vybrané ze skupiny
zahmujici divinylsulfon, karboxy-PEG vinylsulfon, N-ethylmaleinimid, N-(2-
hydroxyethyl)maleinimid, N-propargylmaleinimid, 3-maleinimido propionovou kyselinu, azido-
PEG-maleinimid a N-(5-fluoresceinyl)-maleinimid, nebo se koncové thiolové skupiny prevedou
na aminové pomoci N-aminoethylmaleinimid trifluoracetatu, nebo N-(3-aminopropyl)maleinimid
trifluoroacetatu, pricemz reakce probiha v inertni atmosféfe (napfiklad Ar nebo N») za teploty
mistnosti a rozpoustédle s vvhodou vybraném ze skupiny zahrnujici methanol, ethanol,
dimethylsulfoxid, dimethylacetamid a dimethylformamid.

Vyslednou strukturu polymemiho nosice l1ze vyjadrit obecnym vzorcem III

R‘ ¢ S~R2
‘ O o,
HN HN i
X
HO o:(
NH
HoN
(110,

kde X je definovano vyse;
x je celé Cislo v rozmezi od 25 do 700, s vvhodou v rozmezi od 120 do 300;

Ri je dana strukturou pouzitého prenosového ¢inidla a tvofi jej tzv. radikalova odstupujici
skupina, s vvhodou 2-kyano-2-propyl, nebo 5-karboxy-2-kyano-2-pentyl;
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a R, je dana strukturou pouzité slouceniny s dvojnou vazbou (C=C) po adici koncovych SH
skupin polymemiho fetézce, svyhodou je R, vybrané =ze skupiny zahmujici 2-
(ethenylsulfonyl)ethyl, 1-ethyl-2,5-dioxopyrrolidin-3-yl, 1-(2-hydroxyethyl)-2,5-dioxopyrrolidin-
3-yl, 1-(2-propynyl)-2,5-dioxopyrrolidin-3-yl, 1-(3-karboxy-1-propyl)-2,5-dioxopyrrolidin-3-yl,
1-(2-aminoethyl)-2,5-dioxopyrrolidin-3-yl, nebo  1-(3-aminopropyl)-2,5-dioxopyrrolidin-3-yl
skupina.

Variantni soucasti pfipravy je hydrazinolyza provedena bez blokace koncovych SH skupin adici
na dvojnou vazbu, umoziujici jejich reakci za tvorby diblokovych polymeri spojenych
disulfidovou vazbou. Strukturu takového nosice 1ze vyjadrit obecnym vzorcem 1V,

) S_S :'( R?
RT ; ~ | o o
Y HN HN
HN HN Y
S HO—{

i—O—{ o= o=
NH

< al H—’ N
HN 2

(IV),
pfi¢emz X, x 1 R; jsou stejné, jako je definovano vyse.

Struktury obecného vzorce III a obecn¢ho vzorce IV spadaji do definice statistick¢ho linearniho
kopolymeru obecného vzorce V.

V jednom provedeni muze volitelné po kroku c) nasledovat krok d), ve kterém lze na skupinu R,
obecného vzorce III navazat biologicky aktivni latku (tedy na slouceninu s dvojnou (C=C)
vazbou, zavedenou do polymemi struktury reakci koncovych thiolovych skupin polymeru s
bifunkénim c¢inidlem obsahujicim dvojnou vazbu a dal§i funkéni skupinu - primarni
aminoskupinu (bifunkénim cinidlem je N-aminoethylmaleinimid trifluoracetat, nebo N-(3-
aminopropyl)maleinimidtrifluoracetat). Biologicky aktivni latka je napriklad fluorescencni
znacka, obsahujici esterovou skupinu. Vznikne tak polymemi konjugat této biologicky aktivni
latky a linearniho polymeru, ktery lze dale vyuzit k fluorescenénimu znaceni. Prikladem takovéto
adice biologicky aktivni latky je reakce koncové aminové skupiny napiiklad s esterovymi
skupinami dalSich biologicky aktivnich latek, coz umoziiuje velkou variabilitu a univerzalni
vyuziti polymeru.

Prikladem vhodné fluorescenéni znacky je Cyanine 5.5 NHS ester (2-[5-(1,3-dihydro-1,1,3-
trimethyl-2H-benz[e]indol-2-yliden)-1,3-pentadien-1-yl]-3-[6-[(2,5-dioxo-1-pyrrolidinyl)oxy]-6-
oxohexyl]-1,1-dimethyl-1H-benz[¢]indolium).

Predmétem predkladaného vynalezu je dale postup pfipravy konjugatu polymemiho nosiée na
bazi HPMA kopolymeru a 1é¢iva pomoci pH-senzitivni hydrolyzovatelné¢ hydrazonové vazby.
Tento postup spociva v pripravé polymemiho nosi¢e dle kroka a) aZz ¢) uvedenych vyse, po
kterych nasleduje krok d) vazby lé¢iva k polymemimu nosi¢i pomoci hydrazonové vazby za
vzniku konjugatu.

Postup pripravy zahmuje reakci polymemiho nosiée z kroku c) s 1é¢ivem, nebo jeho derivatem
obsahujicim keto skupinu, za katalyzy definovan¢ho mnozstvi kyseliny octové vedouci k tvorbé
hydrazonové vazby (-C(=0)- skupina 1éCiva reaguje s -NH-NH, skupinou postranniho fetézce
polymemiho nosi¢e za vzniku hydrazonové vazby mezi léfivem a postrannim fetézcem
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polymemiho nosice). S vyhodou je 1éCivo vybrané ze skupiny, zahrnujici doxorubicin,
dexamethason, pirarubicin, epirubicin, ritonavir, docetaxel, paklitaxel, larotaxel, popfipad¢ jejich
oxo-derivaty. Reakce miize byt provadéna v methanolu, dimethylsulfoxidu, dimethylformamidu,
suSeném ethanolu a dimethylacetamidu. Syntéza polymemich konjugatu s lécivem vychazi z jiz
dfive popsaného zptisobu vazby doxorubicinu (Etrych, T, et al., J. Control. Release, 2001. 73(1):
p. 89-102), pirarubicinu (Nakamura, H., et al., J. Control. Release, 2014. 174: p. 81-87) a
ketodenvata taxolu (Etrych, T., et al., Mol. Pharm_, 2010. 7(4): p. 1015-1026.), dexamethasonu
(Krakovicova, H., T. Etrych, and K. Ulbrich, Eur. J. Pharm. Sci., 2009. 37(3-4): p. 405-412),
mitomycinu C (Kostkova, H., et al., Macromol. Biosci., 2013. 13(12): p. 1648-60), ketoderivati
ritonaviru (Koziolova, E., et al., J. Control. Release, 2016. 233: p. 136-146) a dalSich 1éciv
obsahujicich amino nebo hydroxylovou skupinu.

Ve vyhodném provedeni je vstupni koncentrace polymemiho nosice pro reakci s keto skupinami
1¢¢iva v rozmezi od 100 do 190 mg/ml, koncentrace ledové kyseliny octové je v rozmezi od 30
do 80 mg/ml a koncentrace 1éCiva je od 1 do 50 mg/ml, vyhodnéji je vstupni koncentrace
polymeru pro reakci sketo skupinami lé¢iva 170 mg/ml, koncentrace kyseliny octové je
55 mg/ml a koncentrace Ié¢iva je 20 mg/ml pii teploté 25 °C.

Volitelnym dalSim krokem e¢) pfipravy konjugatu je finalni ¢isténi konjugatu od volného
nenavazaného 1é€iva pomoci gelové filtrace, napfiklad za pouZiti kolony naplnéné zesitovanym
dextranem (napfiklad Sephadex LH-20) a methanolu jako mobilni faze. Gelové filtrace pro
¢isténi polymert jsou odbornikovi v oboru znamé a odbornik v oboru by tudiz védé€l, jakou
stacionarni fazi pro gelovou filtraci pouzit.

Predkladany vynalez tedy poskytuje reprodukovatelny zpusob pripravy velice dobre
definovanych polymemich nosicii 1é¢iv na bazi kopolymerit HPMA, umoziujicich vazat léciva
pH labilni hydrazonovou vazbou k nosi¢i. Novy zpusob pfipravy polymernich nosi¢i pomoci
fizené polymerace umoznuje zvysit vytézky pii polymeraci a diky vyhodnym kopolymera¢nim
parametrum blizkym jedné dobre fidit obsah komonomermi jednotky (dle vzorce I) v nosici;
syntéza je vyrazn¢ jednodus§$i a levnéj§i, umoziuje ,scale-up® na velké Sarze a
reprodukovatelnost syntézy je velmi dobra. Biologicka aktivita konjugati pfipravenych
polymemich nosicu s 1éCivy je stejna jako u konjugatu dfive pfipravenych nosicu.

Objasnéni vvkresu

Obrazek 1. Casova zavislost mnozstvi uvolnéného DEX z konjugatu poly(HPMA -co-AH-NH-
N=DEX) inkubovaného v pufrech o pH 5 a 7,4 pii 37 °C: DEX, pH 5 (Seda); DEX, pH 7.4
(Cema).

Priklady uskuteénéni vynalezu

Charakterizace polymernich prekurzoru a konjugata

Pripravené kopolymery byly charakterizovany stanovenim vahového 1 pocetniho priiméru
molamich hmotnosti (Myw, M,) a pfislusného indexu disperzity (P) pomoci gelové permeacni
chromatografie (GPC) na systému vybaveném PDA detektorem (Shimadzu, Japan), RI
detektorem (Optilab REX, Wyatt Technology Corp., USA) a vicetthlovym detektorem rozptylu
svétla (DAWN Heleos-1II, Wyatt Technology Corp., USA). Pro charakterizaci byla v pripadé¢ SEC
pouzita kolona TSK 3000 Super SW a jako mobilni faze smés methanolu (80 %) a 0,3 M
octanového pufru o pH 6,5 (20 %). Koncentrace vzorki byla ve vSech piipadech 3 mg/ml.

Obsah hydrazidovych skupin byl stanoven pomoci TNBSA zkousky. Obsah methylesterovych
skupin a dalSich esteri byl stanoven pomoci nuklearni magnetické rezonance (NMR) na
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spektrometru Bruker Avance III 600 MHz spectrometer v (CD3),SO. Obsah navazanych léciv byl
bud’ stanoven spektrofotometricky, nebo pomoci HPLC po celkové hydrolyze, tj. uvolnéni z
polymemiho nosice.

Priklad 1: Syntéza monomert
N-(2-hydroxypropyl)methakrylamid (HPMA)

HPMA byl pripraven podle drive popsan¢ho postupu (Chytil P. et al., Eur. J. Pharm. Sci., 2010,
41, 73-82). Produkt byl chromatograficky &isty. 'H-NMR (300 MHz, (CDs),S0, 296 K): & 1,00-
1,02 (d, 3H, CHOH-CHs), 1,85 (s, 3H, CHs), 3,00-3,12 (m, 2H, CH>), 3,64-3,73 (m, 1H, CH),
4,68-4,70 (d, 1H, OH), 5,30 a 5,66 (d, 2H, CH,=), 7,59 (br, 1H, NH).

Methylester kyseliny N-methakryloyl-3-aminopropionové (MA-AP-OMe)

Methyl(3-aminopropionat)hydrochlorid (30 g, 0,215 mol) byl za intenzivniho michani pii teploté
mistnosti rozpustén ve 350 ml dichlormethanu. Roztok byl ochlazen na 10 az 15 °C, pfidan
bezvody uhli¢itan sodny (67 g, 0,645 mol), teplota snizena na 5 az 10 °C a poté prikapan roztok
methakroylchloridu (22,5 g, 0,215 mol (ekv.)) ve 100 ml dichlormethanu takovou rychlosti, aby
teplota reakcni smési nepresahla 15 °C. Po spotfebovani veskerého methakroylchloridu byla smés
michana jesté 45 min pii teploté¢ 15 az 20 °C, poté byla chladici lazenl odstavena, suspenze
michana jest¢ 20 min, odsata na frit¢ ¢. 3, promyta 300 ml dichlormethanu a filtrat odparen na
rotaéni vakuové odparce do sucha. Vytézek ¢inil 29,5 g produktu (84 %). '"H-NMR (300 MHz,
(CD»)2S0, 295 K): 1,83 (s, 3H, CHs), 3,30-3,43 (m, 4H, CH,-a, CH>-B), 5,33 (s, 3H, OCH3),
5,60 a 5,96 (d, 2H, CH,=), 7,97 (br, 1H, NH). Produkt byl chromatograficky ¢isty.

Methyl ester kyseliny N-methakryloyl-6-aminohexanové (MA-AH-OMe)

~

G
0O
/

MA-AH-OMe byl pripraven podle vysSe popsan¢ho postupu za pouziti methyl(3-aminohexanoat)
hydrochloridu. 'H-NMR (300 MHz, (CDs),S0O, 295 K): 6 1,20-1,27 (m, 2H, CH,-y), 1,40-1,54
(m, 4H, CH,-B, CH,-9), 1,82 (s, 3H, CHs), 2,28 (t, 2H, CH,-a), 3,04-3,34 (m, 2H, CH»-¢), 3,57
(s, 3H, OCHa), 5,28 a 5,60 (d, 2H, CH»=), 7,88 (br, 1H, NH). Produkt byl chromatograficky ¢isty.
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Priklad 2a: Syntéza polymemiho prekurzoru - kopolymeru HPMA s MA-AH-OMe
(poly(HPMA -co-MA-AH-OMce))

NC ;/\H»s\rg
o o
HN HN X s
HO—{

Kopolymer poly(HPMA-co-MA-AH-OMe¢) byl piipraven fizenou radikalovou RAFT
kopolymerizaci HPMA a MA-AH-OMe (pfipravenych dle Prikladu 1) iniciovanou AIBN
v pritomnosti RAFT prenosového cinidla 2-kyano-2-propyl benzodithioatu ve smési terc.-
butylalkoholu a dimethyl sulfoxidu pii 70 °C.

HPMA (4,0 g, 27,9 mmol) a MA-AH-OMe (0,377 g, 1,8 mmol) bylo rozpusténo v 35,7 ml terc.-
butylakoholu, k roztoku bylo pfidano 2-kyano-2-propyl benzodithioatu (18,8 mg, 84,9 umol) a
AIBN (7,0 mg, 42,5 umol) rozpusténych v 4,0 ml dimethylsulfoxidu. Polymeriza¢ni smés byla
vloZena v argonov¢ atmosfére do polymerizacni ampule (objem 50 ml), probublana argonem po
dobu 10 min a zatavena. Polymeriza¢ni ampule byla umisténa do termostatu s 70 °C.

Polymerizac¢ni smés byla po 16 h vyjmuta z termostatu, ochlazena v lazni na pokojovou teplotu a
polymer byl izolovan vysrazenim do ethylacetatu (celkem 800 ml). Vysrazeny polymer byl
ponechan sedimentovat cca 0,5 h, roztok nad srazeninou byl odsat a polymer byl izolovan filtraci
na fnit¢ S4. SraZenina byla promyta ethylacetatem, premisténa na velké Petriho misky a suSena
pfi teploté mistnosti za vakua membranové vyvévy cca 1 h.

Polymer byl za pomoci ultrazvuku rozpustén v 40 ml methanolu (Erlenmayerova barika o objemu
100 ml) a presrazen do 800 ml ethylacetatu stejnym postupem jako pii prvé izolaci. Vysrazeny
polymer byl po cca 0,5 h sedimentaci izolovan filtraci na frit¢ S4, promyt ethylacetatem a susen
do konstantni hmotnosti (cca 5 h) na membranové vyveéve a dosusen za vakua olejové vyvévy.

Charakterizace kopolymeru: Vytézek 3,07 g (70 %), obsah methylesterovych skupin 5,3 % mol.,
molami hmotnost M,, = 38800 g/mol, index disperzity = 1,19.

Analogicky byly pripraveny dalsi kopolymery poly(HPMA -co-MA-AH-OMe) liSici s¢ molarmim
pomérem monomernich jednotek a RAFT prenosového ¢inidla v polymerizacni smési (viz
tabulka 1).
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Tabulka 1. Charakterizace poly(HPMA-co-MA-AH-OMe)

Obsah OMe
Vz?rek [M]:[CT Al po]l?/(r)::ra- Kn?:ﬁgrr;tgﬁe p?)/lylytilzeerl;- My, My (omeb

¢ (1] ce (h) (mol/L) ce (%) (g/mol) ~ (g/mol) teor. exp.
1 400:2:1 6 1 72 23700 22100 1,07 | 10 9,1
2 600:2:1 16 1 71 41600 34400 1,21 10 9,1
3 650:2:1 16 1 72 44900 37600 1,20 | 10 9.1
4 700:2:1 16 1 74 49500 38600 1,28 | 10 9,0
5 600:2:1 16 1 71 40400 35100 1,15 | 12 10,4
6 700:2:1 16 0,75 70 37900 32200 1,17 6 5,2
7 700:2:1 16 0,75 70 38800 32300 1,20 6 5,1

Y [M]:[CTA]:[I] je molami pomér mezi monomery, prenosovym ¢inidlem a iniciatorem v
polymeracni smési

Analogicky byly pfipraveny kopolymery za pouziti jinych RAFT ¢inidel: S-2-kyano-2-propyl-S’-
ethyltrithiokarbonat,  4-kyano-4-(thiobenzoylthio)pentanova  kyselina,  2-kyano-2-propyl
dodecyltrithiokarbonat, 2-kyano-2-propylethyl trithiokarbonat a 4-kyano-4-
[(dodecylsulfanylthiokarbonyl)sulfanyl]pentanova kyselina.

Priklad 2b: Syntéza polymemiho prekurzoru - kopolymeru HPMA s MA-AP-OMe
(poly(HPMA -co-MA-AP-OMe))

NC ; S

Provedeni a postup polymerizace poly(HPMA-co-MA-AP-OMe) byly stejné jako v prikladu 2a,
rozdil byl ve slozeni polymerizacni smési. SloZeni polymerizacni smési bylo nasledujici: HPMA
4,0 g, 27.9 mmol) a MA-AP-OMe (0,308 g, 1,8 mmol) rozpusténych v 35,7 ml fterc-
butylalkoholu, 2-kyano-2-propyl benzodithioat (18,8 mg, 84,9 umol) a AIBN (7,0 mg, 42,5
umol) rozpusténych v 4,0 ml dimethyl sulfoxidu. Teplota polymerizace byla 70 °C, doba
polymerizace byla 16 h. Polymemi roztok byl srazen do ethylacetatu a srazeni polymemiho
produktu bylo provadéno do 20tinasobného objemu srazedla. Polymer byl zbaven
nizkomolekulamich primési pfesrazenim z methanolu do ethylacetatu. Vytézek byl 3.1 g (72 %),
obsah methylesterovych skupin 5,1 % mol., molarni hmotnost M, = 37 700 g/mol, index
disperzity H = 1,17.

Priklad 3a: Syntéza polymemiho prekurzoru poly(HPMA-co-MA-AH-NHNH;) hydrazinolyzou
poly(HPMA-co-MA-AH-MeQO) a souCasnym zablokovanim koncové thiolové skupiny
polymemiho nosice
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Kopolymer s hydrazidovymi skupinami poly(HPMA-co-MA-AH-NHNH,) byl piipraven
hydrazinolyzou kopolymeru s methylesterovymi skupinami poly(HPMA-co-MA-AH-OMe),
pfipravené¢ho v prikladu 2a, za soucasného odstranéni siru obsahujicich koncovych skupin
pochazejicich z pfenosového ¢inidla na koncich polymemich fetézcu a zablokovani vzniklych
koncovych thiolovych skupin pomoci N-ethylmaleinimidu.

Roztok poly(HPMA-co-MA-AH-MeO) (500 mg, 0,20 mmol methylesterovych skupin) a
dithiothreitolu (70 mg, 0,45 mmol) v 3,75 ml susené¢ho destilovaného methanolu byl probublan
argonem po dobu 5 min a nasledn¢ drZzen pod argonovou atmosférou. K reakéni smési bylo
pfidano 3,75 ml hydrazinhydratu (77 mmol). Reakce probihala po dobu 5 min a nasledné byl
hydrazin hydrat spole¢né s rozpoustédlem odstranén na rota¢ni odparce za vakua olejové vyvévy
(1 mbar, 1.5 h). K odparku byl pfidan roztok N-ethylmaleinimidu (168 mg, 1,35 mmol) v 10 ml
methanolu a reakce probihala po dobu 20 min. Produkt byl izolovan vysrazenim do ethylacetatu
(celkem 200 ml) a nasledné filtrovan a susen dle vyse popsaného postupu. Polymer byl zbaven
nizkomolekulamich pfimési presrazenim z methanolu do ethylacetatu. Vytézek byl 470 mg
(94 %), obsah hydrazidovych skupin 5,1 % mol., molami hmotnost M,, = 41 900 g/mol, index
disperzity H = 1,19.

Priklad 3b: Syntéza polymemiho prekurzoru poly(HPMA-co-MA-AH-NHNH:) hydrazinolyzou
poly(HPMA-co-MA-AH-MeO) a soucasnym zablokovanim koncové thiolové skupiny
polymemiho nosice a zavedenim fluoresceinu na konec polymemiho fetézce

+H:“H e
- o pol

o
NH
HoN

Analogicky k prikladu 3a, byl pfipraven kopolymer s hydrazidovymi skupinami hydrazinolyzou
kopolymeru s methylesterovymi skupinami poly(HPMA-co-MA-AH-OMe) za soucasné¢ho
odstranéni siru obsahujicich koncovych skupin pochazejicich z prenosového ¢inidla na koncich
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polymemich fetézci a zablokovani vzniklych koncovych thiolovych skupin pomoci N-(5-
fluoresceinyl)-maleinimidu. Obsah hydrazidovych skupin 5,2 % mol., obsah aminoskupin 0,5 %
mol., molarni hmotnost M,, = 42 800 g/mol, index disperzity P = 1,20.

Priklad 3c: Syntéza polymemiho prekurzoru poly(HPMA-co-MA-AH-NHNH;) hydrazinolyzou
poly(HPMA-co-MA-AH-MeQO) a souCasnym zablokovanim koncové thiolové skupiny
polymerniho nosi¢e a zavedenim aminoskupiny na konec polymermiho fetézce

O o Nx + -
Hj{ N X { NH; CF4COO0

HO

HaN

Analogicky k prikladu 3a, byl pfipraven kopolymer s hydrazidovymi skupinami hydrazinolyzou
kopolymeru s methylesterovymi skupinami poly(HPMA-co-MA-AH-OMe) za soudasného
odstranéni siru obsahujicich koncovych skupin pochazejicich z prenosového ¢inidla na koncich
polymemich fetézcii a zablokovani vzniklych koncovych thiolovych skupin pomoci N-
aminocthylmaleinimidtrifluoracetatu. Obsah hydrazidovych skupin 5,1 % mol., obsah
aminoskupin 0,4 % mol., molami hmotnost M, = 38 500 g/mol, index disperzity P = 1,16.

Priklad 4: Syntéza polymemiho konjugatu poly(HPMA-co-MA-AH-NHNH,) s fluorescencni
znackou Cyanine 5.5 na konci polymemiho fetézce

o
NC%"“}T}S
0 O N,
N HN X { NH
_i d

HO

Polymer poly(HPMA-co-MA-AH-NHNH;) s koncovymi aminoskupinami pfipraveny dle
prikladu 3¢ byl pouzit k navazani fluorescencni znacky Cyanine 5.5 NHS esteru.

Roztok 100 mg kopolymeru poly(HPMA-co-MA-AH-NHNH) v 0,5 ml dimethylacetamidu
(finalni koncentrace 100 mg polymeru/ml) byl smichan s roztokem 1 mg Cyanine 5.5 NHS esteru
v 0,5 ml dimethylacetamidu s pfidavkem dimethylisopropylaminu (ekvimolamé k Cyanine 5.5
NHS esteru). Po 2 h reakce byl polymemni produkt izolovan pomoci gelové filtrace v methanolu.
Rozpoustédlo bylo odparfeno za snizeného tlaku na vakuové odparce a produkt byl rozpustén ve
vode¢ a lyofilizovan. Obsah celkového Cyanine 5.5 byl stanoven spektrofotometricky.



10

15

20

25

CZ 309067 B6

Charakterizace polymemiho konjugatu s Cyanine 5.5: Celkovy vytézek reakce vazby
fluorescencni znacky: 80 mg (80 %), obsah celkového Cyanine 5.5 0,3 % mol.

Priklad 5a: Pfiprava polymemiho konjugatu poly(HPMA-co-AH-NH-N=DOX)

o

oy

;\‘—\
0]

Kopolymery s doxorubicinem (DOX) navazanym k PHPMA nosi¢i hydrolyticky Stépitelnou
hydrazonovou vazbou byly pfipraveny reakci kopolymeru obsahujicich hydrazidové skupiny
poly(HPMA-co-MA-AH-NHNH;) s doxorubicinhydrochloridem (DOX.HCI) v methanolu za
katalyzy octovou kyselinou.

Roztok 1,53 g kopolymeru poly(HPMA-co-MA-AH-NHNH:), pfipraven¢ho dle piikladu 3a,
v 9,2 ml methanolu (167 mg polymeru/ml) byl vloZzen do termostatované cely, ve které bylo
umisténo 0,19 g DOX.HCI (3,3 mmol). Nehomogenni suspenze byla michana v temnu pii 25 °C
a po 1 minut¢ bylo pfidano 0,5 ml kyseliny octové. V prib¢hu reakce doslo k pozvolnému
rozpusténi suspenze, po 22 h reakce byl z homogenniho roztoku polymemi produkt izolovan
srazenim do 100 ml ethylacetatu, precipitat polymemiho 1é¢iva byl izolovan filtraci na frit¢ S4,
promyt 50 ml ethylacetatu a susen do konstantni hmotnosti.

Charakterizace polymemiho konjugatu s 1éCivem: Celkovy vytézek reakce vazby 1éCiva: 17,2 g
(96 %), obsah celkového DOX 11,3 % hmotn., obsah volného DOX mén¢ jak 1,5 % z celkového
obsahu DOX.

Priklad 5b: Priprava polymemiho konjugatu poly(HPMA-co-AH-NH-N=DEX)
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Kopolymery s dexamethasonem navazanym k PHPMA nosi¢i hydrolyticky Stépitelnou
hydrazonovou vazbou byly pfipraveny reakci kopolymeri obsahujicich hydrazidové skupiny
poly(HPMA-co-MA-AH-NHNH;)  sderivatem  dexamethasonu,  dexamethason  oxo-

propylbenzoatem (DEX), v methanolu za katalyzy octovou kyselinou.

Roztok 1 g kopolymeru poly(HPMA-co-MA-AH-NHNH:) v 5 ml methanolu (finalni koncentrace
167 mg polymeru/ml) byl smichan s roztokem 60 mg DEX (0,1 mmol) v 1 ml methanolu. Po 5 h
reakce byl polymerni produkt izolovan srazenim do 200 ml ethylacetatu, precipitat polymemiho
léciva byl izolovan filtraci na frit¢ S4, promyt 150 ml ethylacetatu a susen do konstantni
hmotnosti. Obsah celkového DEX byl stanoven pomoci HPLC dle postupu (Krakovicova, H., T.
Etrych, and K. Ulbrich, HPMA-based polymer conjugates with drug combination. European
Journal of Pharmaceutical Sciences, 2009. 37(3-4): p. 405-412).

Charakterizace polymerniho konjugatu s 1é¢ivem: Celkovy vytézek reakce vazby 1éCiva: 980 mg
(92 %), obsah celkového DEX 5,3 % hmotn., obsah volného DEX méné 1,3 % z celkového
obsahu DEX.

Analogicky byly pfipraveny konjugaty poly(HPMA-co-MA-AH-NHNH,) s dal§imi 1é¢ivy nebo
jejich derivaty: pirarubicin, epirubicin, oxo-derivaty ritonaviru, oxo-dernivaty docetaxelu,
paklitaxelu a larotaxelu.

Priklad 6: Uvoliiovani dexamethasonu z polymemiho konjugatu poly(HPMA-co-AH-NH-
N=DEX)

Uvolniovani dexamethasonu z konjugatu poly(HPMA-co-AH-NH-N=DEX) bylo provadéno
inkubaci v 0,1 M fosfatovém pufru obsahujicim 0,15 M NaCl pfi 37 °C. pH pufru bylo nastaveno
na podminky v endosomech bun¢k, tj. mimé kyselé prostiedi o pH 5,5. Alikvotni podil
inkubacniho media byl odebiran v prislusnych ¢asovych intervalech a obsah DEX byl stanoven
po extrakci do chloroformu a po odpafeni rozpoustédla a prevedeni do methanolového roztoku
pomoci HPLC (Shimadzu 20VP) na kolon¢ Chromolith C18 sreverzni fazi (Chromolith
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Performance RP-18¢; 100 x 4.6 mm) pfi prittoku eluentu 5 ml/min a s pouzitim gradientu od 0 do
100 % roztoku B v prubé¢hu 7 min (roztok A: 5 % acetonitril, 94,9 % voda, 0,1 % trifluoroctové
kyseliny (TFA); roztok B: 89,9 % acetonitril; 10 % voda; 0,1 % TFA). Pro detekci byl pouzit
PDA detektor (Shimadzu, Japan) (A = 230 nm). Kalibra¢ni kfivka byla sestrojena pomoci DEX.

Vysledky méfeni uvoliiovani lé¢iva z konjugatu jsou uvedeny na obrazku 1.

Priklad 7. Ukazka cytostatické aktivity polymemiho konjugatu poly(HPMA-co-AH-NH-
N=DOX) in vitro

Na prokazani cytostatické aktivity polymerniho konjugatu nesouciho doxorubicin poly(HPMA -
co-AH-NH-N=DOX) z prikladu 5a byly pouzity buiiky nékolika stabilnich nadorovych linii
ruzného puvodu. Byly to mys$i nadorové linie (CT26 - linie karcinomu stfeva, 4T1 — linie
karcinomu mlécné zlazy, ob¢€ plivodem z inbredniho kmene mysi BALB/c, dale EL4.IL-2 — linie
T-buné¢ného lymfomu puvodem z mysSiho inbredniho kmene C57BL/6) a FaDu - lidska linie
dlazdicobunééného karcinomu hlavy a krku. Bunky byly kultivovany v 96-ti jamkovych
kultivacnich destickach s rmiznymi koncentracemi poly(HPMA-co-AH-NH-N=DOX) po dobu 72
h. Proliferace bunék byla pak stanovena standardni metodou inkorporace *H-thymidinu, ktery byl
pfidan na poslednich 6 h kultivace. Nasledné byly kultury zpracovany pomoci harvestoru Tomtec
Mach III, a po ususeni byla radioaktivita ziskanych vzorku zméfena beta-scintilacnim pocitacem
Microbeta Trilux (Wallac) s pouzitim pevného scintilatoru (Meltilex; Perkin Elmer). Vysledky
testu jsou vyjadreny jako hodnota ICse, rovna koncentraci poly(HPMA-co-AH-NH-N=DOX),
ktera je potfebna k indukci pravé 50% inhibice rastu (proliferace) danych nadorovych bungk (viz
tabulka 2). Cytostaticka aktivita poly(HPMA-co-AH-NH-N=DOX) =z prikladu 5a byla
porovnavana s aktivitou poly(HPMA -co-AH-NH-N=DOX), pfipraveného dle postupu uvedeného
v literature (Chytil P. et al., Eur. J. Pharm. Sci., 2010, 41, 73-82), a s volnym léCivem.

Tabulka 2: Cytostaticka ucinnost poly(HPMA-co-AH-NH-N=DOX) z piikladu 5a byla
porovnavana s aktivitou poly(HPMA-co-AH-NH-N=DOX), pfipraveného dle postupu uvedeného
v literatufe (Chytil P. et al., Eur. J. Pharm. Sci., 2010, 41, 73-82), a volné¢ho doxorubicinu u ¢tyf
vybranych nadorovych linii. Hodnoty ICso jsou uvedeny v ng doxorubicinu/ml a byly vypocteny
jako prumér z n¢kolika nezavislych stanoveni.

CT26 4TI EL4.IL-2 FaDu
Poly(HPMA -co-AH-NH-
N-DOX) z pfiklada 5a 2206 103,5 186.5 56
Poly(HPMA -co-AH-NH-
N-DOX) 2 Chytil 2010 2323 101,6 195,1 63
doxorubicin 425 143 12.2 48

U vsech testovanych linii, a to citlivych vii¢i doxorubicinu (FaDu) nebo malo citlivych (CT26) je
patmé, Ze cytostaticka aktivita obou konjugati poly(HPMA-co-AH-NH-N=DOX) je dle
ocekavani niz8i nez aktivita volného 1é€iva, av§ak hodnoty pro konjugaty, jejichz polymemi
nosice jsou pfipraveny jinymi metodami, se od sebe vyznamné neli§i. Uvedené hodnoty ukazuji
na vysokou cytostatickou aktivitu poly(HPMA-co-AH-NH-N=DOX) zprikladu 5a vuci
nadorovym liniim rizného ptvodu in vitro.
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PATENTOVE NAROKY

1. Zpusob pripravy statistick¢ho lineamiho kopolymeru obecného vzorce V

R : d S*R 2
O o
HN H *
X
HO o=
hH
HoN
(V).

sestavajiciho z alespon 75 % mol. monomernich jednotek HPMA a od 0,5 do 25 % mol.,
vztazeno na celkovy poéet monomemich jednotek, strukturnich jednotek vzorce I

@,

kde X je vybran ze skupiny sestavajici z alkylenu o poctu atomi uhliku od 1 do 8; fenylenu;
-(CH2)q-(C(0O)-NH-(CH>):)p-, kde p=1 az 5, a q a r jsou vzajemn¢ nezavisle vybrany z 1, 2 a 3;
pficemz X muze byt popfipad¢ substituovan jednim nebo vice postrannimi fetézci pfirozené
aminokyseliny, vybranymi ze skupiny zahmujici methyl, isopropyl, isobutyl,
-CH(CHz3)(CH»CHs), -CH,OH, -CH(OH)(CH3), -CH»-(CsH4)OH, -(CH>),-S-CHs, -CH,SH,
-(CHy)s-NH;, -CH,COOH, -CH,C(O)NH,, -(CH:)COOH, -(CH).C(O)NH., -(CH);NH-
C(=NH)(NH,), benzyl, pfi¢emz postranni feté¢zce mohou byt stejné nebo rizng;

x je celé Cislo v rozmezi od 25 do 700;

R je radikalova odstupujici skupina pouzitého prenosového ¢inidla, s vyhodou je Ry vybrany ze
skupiny zahmujici 2-kyano-2-propyl a 5-karboxy-2-kyano-2-pentyl;

a R, je thioetherovy denvat dany strukturou pouzité slouceniny s dvojnou vazbou (C=C) po adici
koncovych SH skupin polymemiho fetézce nebo vzajemnou reakce koncovych SH skupin
statistického lineamiho kopolymeru za vzniku diblokového polymeru spojeného disulfidovou
vazbou; s vyhodou je R, vybrany ze skupiny zahmujici 2-(ethenylsulfonyl)ethyl, 1-ethyl-2,5-
dioxopyrrolidin-3-yl, 1-(2-hydroxyethyl)-2,5-dioxopyrrolidin-3-yl, 1-(2-propynyl)-2,5-
dioxopyrrolidin-3-yl,  1-(3-karboxy-1-propyl)-2,5-dioxopyrrolidin-3-yl,  1-(2-aminoethyl)-2,5-
dioxopyrrolidin-3-yl, 1-(3-aminopropyl)-2,5-dioxopyrrolidin-3-yl; a
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pficemz molami hmotnost statistického lineamiho kopolymeru je v rozmezi od 4 000 do 100 000
g/mol;

vyznaceny tim, Ze obsahuje nasledujici kroky:

a) pfiprava monomeru obecného vzorce 11

(1)

kde X je definovano vyse a Y je hydroxyl, (C1-Cé6)alkoxy, benzoxy, 4-nitrofenoxy, 2,3.4,5,6-
pentafluorfenoxy, sukcinimidylova nebo (C1-C6)alkylthioskupina nebo thiazolidin-2-thionova
skupina; s vyhodou je Y vybran ze skupiny methoxy, ethoxy, terc.-butoxy nebo ferc.-butylthio
nebo thiazolidin-2-thionova skupina,

pfiéemz monomer obecného vzorce II se pripravi reakci slouceniny vzorce Y-C(O)-X-NH,, kde
X a Y jsou definované vySe, s methakryloylchloridem, nebo esterifikaci, thioesterifikaci, ¢i
imidaci karboxylové skupiny slouceniny vzorce HO-C(O)-X-NH,, nasledovany reakci
vysledného esteru, thioesteru nebo imidu aminokyseliny s methakryloylchloridem, za vzniku
monomeru obecného vzorce II;

b) fizenou radikalovou polymeraci s reverzibilné-fragmenta¢nim prenosem fetézce, RAFT,
monomeru obecného vzorce I z kroku a) a HPMA v molamim poméru HPMA ku monomeru
obecného vzorce Il v rozmezi od 75:25 do 99,5:0,5 a pfi teploté v rozmezi od 10 do 100 °C za
iniciace  iniciatorem, s vyhodou vybranym ze skupiny zahmujici = 2,2'-azobis(2-
methylpropionitril),  4,4'-azobis(4-kyanopentanova  kyselina),  2,2'-azobis(4-methoxy-2,4-
dimethylpentannitril); a za pfitomnosti pfenosového ¢inidla, s vyhodou vybraného ze skupiny
zahmujici 2-kyano-2-propylbenzodithioat, 4-kyano-4-(thiobenzoylthio)pentanovou kyselinu, 2-
kyano-2-propyldodecyltrithiokarbonat, 2-kyano-2-propylethyltrithiokarbonat a  4-kyano-4-
[(dodecylsulfanylthiokarbonyl)sulfanyl]pentanovou kyselinu;

¢) zavedeni hydrazidovych skupin za soucasné modifikace koncovych skupin statistického
lineamiho kopolymeru, pfi¢emz zavedeni hydrazidovych skupin za soucasné modifikace
koncovych skupin statistického lineamiho kopolymeru spociva v prevedeni skupiny Y na
hydrazidovou skupinu reakci s redukénim Cinidlem, s vyhodou dithiothreitolem, a hydrazinem, a
in situ modifikace siru obsahujicich koncovych skupin polymerniho nosiée reakci se slouceninou
obsahujici dvojnou vazbu (C=C), s vyhodou vybranou ze skupiny zahmujici N-substituovany
maleinimid, nebo S-substituovany vinylsulfon; vyhodnéji jsou vybrané ze skupiny zahmujici
divinylsulfon, karboxy-PEG vinylsulfon, N-c¢thylmaleinimid, N-(2-hydroxyethyl)maleinimid, N-
propargylmaleinimid, 3-maleinimido propionovou kyselinu, azido-PEG-maleinimid a N-(5-
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fluoresceinyl)-maleinimid; nebo se koncové thiolové skupiny pfevedou na aminové pomoci N-
aminoecthylmaleinimid trifluoracetatu, nebo N-(3-aminopropyl)maleinimidtrifluoroacetatu;

pii¢emz reakce se provede v inertni atmosféfe za teploty mistnosti a v rozpoustédle, s vyhodou
vybraném ze skupiny zahmujici methanol, ethanol, dimethylsulfoxid, dimethylacetamid a

dimethylformamid;

za vzniku statistického linearniho kopolymeru obecného vzorce III

R%t;/i%b_gz
3 {3
X

HN HN
X
HO O :(
WNH
HoN
(I10),

kde X je definovano vyse;
x je celé Cislo v rozmezi od 25 do 700;

R je radikalova odstupujici skupina pouzitého prenosového ¢inidla, s vyhodou je Ry vybrany ze
skupiny zahmujici 2-kyano-2-propyl a 5-karboxy-2-kyano-2-pentyl;

a R, je thioetherovy denvat dany strukturou pouzité slouceniny s dvojnou vazbou (C=C) po adici
koncovych SH skupin polymemiho fetézce, s vyhodou je R, vybrany ze skupiny zahmujici 2-
(ethenylsulfonyl)ethyl, 1-ethyl-2,5-dioxopyrrolidin-3-yl, 1-(2-hydroxyethyl)-2,5-dioxopyrrolidin-
3-yl, 1-(2-propynyl)-2.5-dioxopyrrolidin-3-yl, 1-(3-karboxy-1-propyl)-2,5-dioxopyrrolidin-3-yl,
1-(2-aminoethyl)-2,5-dioxopyrrolidin-3-yl, nebo 1-(3-aminopropyl)-2,5-dioxopyrrolidin-3-yl;

nebo

zavedeni hydrazidovych skupin za soucasné modifikace koncovych skupin statistického
lineamiho kopolymeru spociva v prevedeni skupiny Y na hydrazidovou skupinu reakci
s redukénim Cinidlem, s vyhodou dithiothreitolem, a hydrazinem, za soucasné vzajemné reakce

koncovych SH skupin statistického linearniho kopolymeru za vzniku diblokovych polymert
obecného vzorce IV, spojenych disulfidovou vazbou;

! Ry
R § 5—5
1 o o G O X
HN HN
HN HN X _{ "
X HO o
H0—< o= :<NH

HON ‘
v,

pii¢emz X, x 1 R; jsou definované vyse;
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tedy za vzniku statistické¢ho linearniho kopolymeru obecného vzorce (V).

2. Zpusob pripravy podle naroku 1, vyzna€eny tim, ze krokem b) polymerace monomeru je
fizena radikalovda RAFT polymerizace HPMA s monomerem obecného vzorce II, ktera se
provede v rozpoustédle vybraném ze skupiny zahmujici dimethylsulfoxid, dimethylacetamid,
dimethylformamid, dioxan, terc.-butylalkohol, vodu, vodny pufr nebo jejich smési.

3. Zpusob podle naroku 2, vyzna€ujici se tim, ze se krok b) provede pfi molarnim poméru
iniciator:prenosové Cidlo v rozmezi od 1:1 do 1:10 a/nebo se krok b) provede pfi molamim
pom¢éru prenosové Cinidlo:monomery od 1:50 do 1:1000.

4. Zpuasob podle kteréhokoliv z pfedchozich naroku 1 az 3, vyznacujici se tim, ze po kroku c)
nasleduje krok d), ve kterém skupina R, slouceniny obecného vzorce (III), obsahujici
aminoskupinu, reaguje za vyuziti aminoskupiny s esterovou skupinou fluorescenéni znacky, za
vzniku polymemiho konjugatu fluorescencni znacky a statistického lineamiho kopolymeru.

5. Zpisob podle naroku 4, vyzna€eny tim, Zze fluorescencni znackou je 2-[5-(1,3-dihydro-
1,1,3-trimethyl-2H-benz[e]indol-2-yliden)-1,3-pentadien-1-y1]-3-[6-[ (2,5-diox0-1-
pyrrolidinyl)oxy]-6-oxohexyl]-1,1-dimethyl-1H-benz[e]indolium.

6. Zpusob pripravy konjugatu statistického lineariho kopolymeru a 1é¢iva pomoci pH-
senzitivni hydrolyzovatelné hydrazonové vazby, vyzna€eny tim, ze obsahuje nasledujici kroky:

a) pripravi se statisticky linearni kopolymer podle kteréhokoliv z predchozich naroku 1 az 3;

b) ke struktumi jednotce obecné¢ho vzorce I statistického linearniho kopolymeru, definované
v naroku 1, se pomoci hydrazonové vazby navaze 1éCivo nebo jeho derivat obsahujici keto
skupinu, za vzniku konjugatu statistického linedmiho kopolymeru a 1é€iva, pficemz navazani
I¢¢iva se provede mezi -C(=0)- skupinou lé¢iva a -NH-NH, skupinou postranniho fetézce
statistického lineamiho kopolymeru za katalyzy kyselinou octovou za vzniku hydrazonové
vazby.

7. Zpusob pripravy podle naroku 6, vyznaleny tim, ze 1éCivo je vybrané ze skupiny zahmujici
doxorubicin, pirarubicin, epirubicin, taxol, paclitaxel, docetaxel, larotaxel, mitomicin C,
dexamethason, ritonavir, nebo jejich oxo-derivaty; nejvyhodnéji je 1é€ivo vybrané ze skupiny,
zahmuyjici doxorubicin, dexamethason, pirarubicin, epirubicin, ritonavir, docetaxel, paklitaxel,
larotaxel, nebo jejich oxo-derivaty;

piiemz reakce se provede v rozpoustédle zvoleném z bezvodych alkoholi s potem uhlikii 1 az 5
nebo polamich aprotickych rozpoustédel, s vyhodou je rozpoustédlem methanol, ethanol,

dimethylformamid, dimethylacetamid nebo dimethylsulfoxid.

1 vykres
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