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Blokovy Kkopolymer pro piekonani lékové rezistence nadorti k chemoterapii, jeho
polymerni Kkonjugat s léivem, farmaceuticka kompozice je obsahujici, zptsob jejich
pripravy a jejich pouziti

Oblast techniky
Predklddany vynalez se tykd blokového kopolymeru pro ptekonani 1ékové rezistence nadord
k chemoterapii, jeho polymerniho konjugétu s lé¢ivem, farmaceutické kompozice je obsahujici,

zplsobi jejich pripravy a jejich pouziti jako micelarnich nosi¢t 1é¢iv, umoziujicich prekonani
vicecetné 1ékové rezistence nadori.

Dosavadni stav techniky

V soucasné dobé je v oblasti 1é€by riznych onemocnéni, zejména nadorovych, snaha vyuzit ve
vétsi mife latky na bazi polymert, které mohou slouzit jako tzv. polymerni nosice 1éCiv.
Podminkou jejich pouziti pro lékaiské ucely je jejich biokompatibilita, schopnost snizeni
nespecifické toxicity navazaného 1é¢iva oproti nizkomolekularnimu 1é¢ivu, prodlouzeni cirkulace
léc¢iva v krevnim fecisti, moznost vylouceni polymerniho nosi¢e z organismu (nejlépe pomoci
glomerularni filtrace) po dopraveni 1éCiva do mista urceni a v neposledni fad¢ i akumulace 1é¢iva
v cilové tkéni a jeho fizené uvoliiovani z polymerniho nosice. Jiz dfive bylo zjisténo, ze vysoka
molarni hmotnost polymernich nosi¢ti a jejich konjugatt s 1€Civy vyznamné ovlivituje a prispiva
k tzv. pasivni akumulaci 1é¢iva v pevnych nadorech. Tento jev se nazyva EPR efekt (Enhanced
Permeability and Retention effect). Na jeho zékladé jsou v pevnych nadorech ptednostné
akumulovany vysokomolekularni latky jak ve vodé rozpustné, tak i tvofici ve vodé Castice o
rozmérech nékolik desitek az stovek nanometrl. Tento fakt je dnes jiz ve velké mife vyuzivan
pro pfipravu polymernich konjugiti s kovalentné¢ véazanym kancerostatikem, specificky se
akumulujicich ve vétSin€¢ pevnych nadord. Nizkomolekuldrni kancerostatikum je na polymerni
nosi¢ navazano degradovatelnou vazbou umoziujici fizené uvolnéni dopravovaného 1éciva
z nosice v jeho ptivodni aktivni formé bud’ v nadorové tkani, nebo ptimo v nadorové buiice.

V poslednich letech se velmi rozsifil vyzkum a vyvoj polymernich nosi¢t léCiv na bazi
kopolymertt  N-(2-hydroxypropylmethakryl)amidu (PHPMA), které jsou vodorozpustné,
netoxické pro zivy organismus, zcela biokompatibilni s Zivymi tkdnémi, a navic umoziuji vazbu
napf. 1éCiva, inhibitoru ABC transportérd, struktur smerujicich k bunéénym receptorim a dalsich
biologicky aktivnich molekul. PHPMA umoznuji modifikaci hlavniho fetézce jinym polymernim
fetézcem, a to jak na koncich fetézce, tak i podél tohoto fetézce tzv. roubovanim. Jinymi typy
polymerti, studovanymi i vyuzivanymi v klinické praxi jako rtzné typy ¢i formy polymernich
nosica 1é¢iv, jsou napf. rizné derivaty poly(ethylenoxid)u, kopolymery poly(ethylenoxid)u a
poly(propylenoxid)u (Pluronic nebo Poloxamer), poly(N-vinylpyrrolidon)u, kopolymery kyseliny
mlécné a glykolové, derivaty polyfosfazenti, polyanhydridi, poly(e-kaprolakton)u,
polyfosfoesterti, poly(kyanoakrylat)u, poly(methylakrylat)i a poly(methakrylové kyseliny),
poly(N-isopropylakrylamid)u a dalsi. Pro vazbu nizkomolekularniho kancerostatika na polymerni
nosi¢ kovalentni vazbou jsou vyuzivany biodegradovatelné vazby, napt. amidova, hydrazonova,
acetalova, disulfidova apod. Tyto vazby jsou obvykle stalé v krevnim fecisti a jsou specificky
Stépeny v prostfedi nadoru ¢i nadorové buiky. Neni zde proto riziko, Ze se nizkomolekularni
kancerostatikum uvolni nespecificky jiz pii cirkulaci v krevnim fecisti, kde by puasobilo toxicky,
a navic by se ve velmi kratké dobé vyloucilo z organismu, aniz by dosahlo pozadovaného mista
urceni (napf. nadoru).

Doprava kancerostatika do mista pozadovaného ucinku je vSak jednim, nikoli jedinym
pfedpokladem pro uspésnou lé¢bu nadorovych onemocnéni. Pii opakované 1é¢bé cytostatiky
Casto dochazi ke snizeni jeji ucinnosti v disledku rezistence nadorovych bunek vici strukturné i
funkéné odlisnym cytotoxickym lé¢iviim, zejména pak antracyklinovym antibiotikiim, mezi néz



20

25

30

35

40

45

50

55

CZ 308419 B6

patii napf. doxorubicin (DOX). Rezistence nadorovych bunék (anglicky multidrug resistance;
MDR) vici 1é¢ivim je vyvolana vétsinou dlouhodobym puisobenim cytotoxickych latek na tyto
bunky a jejich obrannou reakci je proto snizovani intracelularni koncentrace lé¢iva pomoci
riznych mechanismu. Jednim z nejvyznamnéjsich, a proto také Casto studovanych mechanismd,
je eflux léCiva, pfi némz dochdzi prostiednictvim specidlnich transmembranovych proteini
k ,,vypumpovavani“ cytostatik ven z buiiky, a to diive, nez lé¢ivo miZze v bunce piisobit. Ve
velké vétsing piipadu je tento jev zplisoben membranovym vysokomolekularnim glykoproteinem,
nazvanym P-glykoprotein (P-gp). P-gp patii do velké rodiny tzv. ABC transportért, které jsou
charakterizovany dvéma ATP doménami, na nichz probiha hydrolyza ATP za uvolnéni energie,
potfebné k transportu substratu ven zbunky. P-gp je ATP dependentni efluxni pumpou
endogennich ¢i exogennich latek s Sirokou substratovou specifitou, kterd jej znacné odliSuje od
ostatnich ABC transportérd, jejichz substraty byvaji uzké skupiny latek. P-glykoprotein je
soucasti plazmatické membrany bun€k a nachazi se v bunikach tady dilezitych organd, napf.
jater, ledvin, stiev a dalSich, kde se castni aktivniho transportu iontli, aminokyselin, peptidd,
cukri, ale prave i 1éCiv a jejich metabolitl zevniti butiky do extraceluldrniho prostfedi. Zatimco
ve zdravych buiikkdch P-gp funguje jako ochrana proti priniku xenobiotik do organismu,
v piipadé¢ nadorovych bunck, kde je tento protein exprimovan v mnohem vétSim mnoZstvi,
ptispiva diky této své vlastnosti k odolnosti nadorovych bunek vic¢i ptisobeni 1é¢iv. Inhibici
tohoto procesu je mozné docilit lep§iho pronikani 1é¢iv do bun¢k a udrzet zde dostatecné vysokou
hladinu 1é¢iva potiebnou pro G¢innéjsi terapii.

Jednim z moznych feSeni, jak docilit inhibice funkce P-gp, a tim i umoznéni vstupu 1éciva do
bunky a jeho puisobeni uvnitt, je strukturni modifikace 1éCiv, nebo pouziti specialnich inhibitort
P-gp v kombinaci s terapeutikem. Pouziti samotného inhibitoru vSak miva velmi zavazné vedlejsi
ucinky. Navic hrozi inhibice funkce P-gp i v normalnich, tedy zdravych buiikdch. V soucasnosti
se veédci snazi feSit otdzku vedlejSich ucinkti P-gp inhibitorti (napf. na bazi Ritonaviru ¢i
Reversinu) jejich vazbou na makromolekularni nosi¢, na ktery je rovnéz navazano cytostatikum,
ptipadné kombinaci polymerniho inhibitoru s polymernim kancerostatikem.

Jinou alternativu nabizi pouziti polymerniho konjugatu s 1écivem, kdy ¢ast polymerniho nosice
pusobi zaroven jako P-gp inhibitor. Z literatury je znamo studium micelarnich nosi¢i na bazi
Pluronicu, triblokového kopolymeru poly(ethylenoxid)u (PEO) a poly(propylenoxid)u (PPO)
PEO-PPO-PEO, u kterého bylo zjisténo, Ze je schopen inhibovat P-gp. Micelarni systémy na bazi
Pluronicu mohou byt pouzivany jako solubilizatory ve vodé nerozpustnych 1é¢iv (napt. DOX) a
zaroven jako ,,nanokontejnery* pro tato 1éciva, ktera maji byt uvolnéna pouze ve specifickém
misté plisobeni (napf. v pevném nadoru). Polymerni micely, polymerosomy nebo jiné formy
nanocastic, napf. nanosystémy na bazi dendrimert, jsou typem polymerniho nosice, ktery by mél
byt schopen (vlivem EPR efektu) pasivné smérovat cely systém do vaskularizovanych pevnych
nadord, kde by mélo dojit ke zvySené akumulaci vysokomolekuldrniho 1éCiva. Micely se skladaji
z hydrofobniho jadra, do kterého je bud’ fyzikalnimi interakcemi, nebo kovalentné inkorporovano
nizkomolekularni 1é¢ivo, a z hydrofilniho obalu (slupky), ktera je vétSinou tvorena hydrofilnimi
polymery (nejCastéji na bazi PEO) chranicimi cely systém pfed agregaci a pfed interakcemi
s komponentami zivého organismu (makrofagy a builky imunitniho systému, buniky RES) a
zachycovanim v jatrech. Systémy na bazi vysokomolekularnich latek, at jiz ve formé
vodorozpustnych nosi¢i, micel, liposoml, polymerosomu ¢i jinych nanosystémd, slibuji
ucinnéjsi a bezpecnéjsi pouziti kancerostatik oproti soucasné klasické chemoterapii.

Léciva, ktera obchazi mnohacetnou 1ékovou rezistenci inhibici funkce P-glykoproteinu (P-gp)
blokovymi kopolymery PPO s PEO (US 2013/0195964 (A1); Batrakova, E.V.; Kabanov, A.V., J.
Control. Release 2008; 130: 988 az 106; Chen, L.; Sha, X.; Jiang, X.; Chen, Y.; Ren, Q.; Fang,
X., Int. J. Nanomedicine 2013; 8: 73 az 84; Alakhova, D.Y.; Rapoport, N.Y.; Batrakova, E.V.;
Timoshin, A.A.; Li, S.; Nicholls, D.; Alakhov, V.Y., Kabanov, A.V.; J. Control. Release 2010;
142(1): 89 az 100; Alakhova, D.Y.; Zhao, Y.; Li, S.; Kabanov, A.V., PLOS ONE, 2013; 8(8):
€72238) a ktera soucasné pouzivaji tyto amfifilni kopolymery jako micelarni nosice 1é¢iva, maji
hydrofobni 1é¢ivo zachyceno v hydrofobnim jadfe micely pouze hydrofobnimi interakcemi a
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k jeho uvolnéni dochazi kombinaci difuze a rozpadu micely pii sniZzeni koncentrace kopolymeru
v télnich tekutinach pod kritickou micelarni koncentraci (CMC). Nevyhodou systémi
s nekovalentn¢ inkorporovanymi 1é¢ivy je neustalé uvolnovani 1é¢iva zpiisobené difuzi, a to i ve
zdravych ¢astech organismu, v prubeéhu transportu systému do cilové tkang.

Podstata vynalezu

Predklddany vynalez se tyka blokového kopolymeru, jeho biodegradovatelného konjugéatu
s nizkomolekularnim 1éCivem a ptipravki pro lécbu zejména nadorovych onemocnéni. Vysledna
polymerni kancerostatika umoziluji cilenou terapii zejména Spatné IéCitelnych rezistentnich
nadorovych onemocnéni v huméanni medicin€. Tato polymerni kancerostatika umoziluji cileny
ucinek kancerostatik (zejména doxorubicinu) na pevné nadory pii soucasném prekonani
viceCetné 1ékové rezistence (MDR) nadorG k chemoterapii. Vynalez se tyka amfifilniho
blokového kopolymeru, poptipadé€ jeho konjugétu s l1é¢ivem, ktery ve vodném prostiedi vytvari
polymerni micely, jejichz velikost a struktura se fidi hydrofilicitou a hydrofobicitou jednotlivych
blok, jejich délkou a pomérem hydrofilni a hydrofobni ¢asti molekuly. Polymerni micely, které
jsou predmétem predkladaného vyndlezu, se sklddaji z hydrofilni obalové vrstvy, tvoiené
hydrofilnim polymerem na bazi N-(2-hydroxypropylmethakryl)amidu (HPMA), a z hydrofobniho
jadra, tvofeného polymerem na bazi poly(propylenoxid)u (PPO). Ptipadné 1éCivo je k polymeru
vazano pH-senzitivni kovalentni vazbou, coz zamezuje samovolnému uvolnovani 1é¢iva v télnich
tekutinach difuzi nebo pfi rozpadu micely pii snizeni koncentrace kopolymeru pod kritickou
micelarni koncentraci (CMC). Blokovy kopolymer podle predkladaného vynalezu pisobi sam o
sob¢ jako inhibitor P-glykoproteinu, 1ze jej proto vyuzit i samostatné (bez konjugovaného 1éciva)
v kombinaci s nizkomolekularnimi 1é¢ivy pro prekonani vicecCetné lékové rezistence nadord
k chemoterapii.

Predmétem predkladaného vynalezu je blokovy kopolymer pro ptekonani 1ékové rezistence
nadord k chemoterapii, zahrnujici alespoii jeden blok A a alesponl jeden blok B, ve kterém
alesponn jeden blok A a alespon jeden blok B jsou navzajem spojeny hydrolyticky nebo
enzymaticky biodegradovatelnou spojkou L, kterou je oligopeptid o po¢tu aminokyselin od 2 do
5, navazany k blokim A a B amidovou vazbou, pficemz bloky A a B jsou uspoiddané v potadi
A-L-B nebo A-L-B-L-A nebo B-L-A-L-B, nebo podle obecného vzorce III,

A\I|_
B

L—B)\B—L\

A A
(11D),

a pricemz hydrofilni blok A je tvofen poly(N-(2-hydroxypropyl)methakrylamidem), poptipadé
obsahujicim do 20 mol. % monomernich jednotek obecného vzorce I,
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@,

kde R je aminoacyl vybrany ze skupiny sestavajici z glycylu, glycylglycylu, fS-alanylu, 6-
aminohexanoylu, 4-aminobenzoylu, acyli vychazejicich z oligopeptidl o poctu aminokyselin od
2 do 5, zejména GlyPheGly, GlyLeuGly, GlyLeuPheGly a GlyPheLeuGly; navazany
aminoskupinou aminoacylu R ke karbonylové skupin€ monomerni jednotky obecného vzorce I,
a/nebo do 15 mol. % monomernich jednotek obecného vzorce II,

GHs
AP(“l;_CH?_]i
C=0

1
(D),

kde T je oligopeptid vybrany ze skupiny sestavajici z oligopeptidii o poctu aminokyselin od 2 do
5, navazany aminoskupinou oligopeptidu ke karbonylové skupiné monomerni jednotky obecného
vzorce II, s vyhodou je oligopeptidem GlyPheGly, GlyLeuGly, GlyLeuPheGly, GlyPheLeuGly,
AspProLys, AspProSer a AspProGly;

a hydrofobni blok B je tvofen polypropylenoxidem;

pficemz blok A ma molekulovou hmotnost M, v rozmezi od 4000 do 60 000 g/mol (coz odpovida
25 az 400 monomernim jednotkdm), s vyhodou je M, v rozmezi od 5500 do 40 000 g/mol (37 az
260 monomernich jednotek), a blok B ma molekulovou hmotnost M, v rozmezi od 1000 do
17 600 g/mol (coz odpovida 23 az 400 monomernim jednotkam), s vyhodou ma molekulovou
hmotnost 1500 az 12 000 g/mol (34 az 270 monomernich jednotek);

a pricemz molekulova hmotnost blokového kopolymeru je v rozmezi od 5000 do 95 000 g/mol.

V dal§im provedeni je spojka L vybrand ze skupiny zahrnujici oligopeptidy AspProLys,
AspProLysProAsp, GlyLeuGly, GlyPheGly, GlyPheLeuGly, GlyLeuPheGly.

Predmétem predkladaného vynalezu je rovn€Z polymerni konjugat, ktery obsahuje blokovy
kopolymer podle ptredkladaného vynalezu, a ktery dale obsahuje od 1 do 25 % hmotn.
nizkomolekularniho 1é¢iva, kovalentné vazaného hydrazonovou vazbou hydrazidové skupiny
monomerni jednotky obecného vzorce (I) s karbonylovou skupinou nizkomolekularniho 1éciva
a/nebo amidovou vazbou aminoskupiny nizkomolekuldrniho 1é¢iva ke karboxylu skupiny T
monomerni jednotky obecného vzorce (II) bloku A, pficemz 1é¢ivem je nizkomolekularni
cytostatikum vybrané¢ ze skupiny obsahujici doxorubicin, docetaxel, paklitaxel, pirarubicin,
mitomycin C, daunorubicin, larotaxel. Nizkomolekularnim 1é¢ivem se rozumi 1éCivo, které ma
molekulovou hmotnost v rozmezi od 200 do 1000 g/mol.
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Molekula nizkomolekuldrniho 1é¢iva je k monomeru bloku A polymerniho konjugatu véazana
hydrolyticky $tépitelnou kovalentni vazbou, s vyhodou hydrazonovou nebo peptidovou vazbou.

V jednom provedeni je blokovy kopolymer podle ptedkladaného vynalezu a/nebo polymerni
konjugat podle predkladaného vynalezu ve formé micely. Velikost a struktura micel zavisi na
hydrofilicité¢ a hydrofobicité blokdi A a B a na jejich délce. Hydrofilni obalova vrstva micely je
tvotena blokem A, s pfipadn€ navazanym léc¢ivem, a hydrofobni jadro je tvofeno blokem B.

Predmétem predkladaného vyndlezu je rovnéz zplsob piipravy blokového kopolymeru
podle predkladaného vynalezu, s vyloucenim piipravy latek obecného vzorce (III), ktery
obsahuje nasledujici kroky:

- krok radikalové polymerizace N-(2-hydroxypropyl)methakrylamidu, popiipad¢ s obsahem do
20 mol. % monomeru obecného vzorce I, kde R je aminoacyl vybrany ze skupiny sestavajici z
glycylu, glycylglycylu, f-alanylu, 6-aminohexanoylu, 4-aminobenzoylu, acylt vychézejicich z
oligopeptidii o poctu aminokyselin od 2 do 5, zejména GlyPheGly, GlyLeuGly, GlyLeuPheGly a
GlyPheLeuGly, chranéného na hydrazidovych skupinach terc-butyloxykarbonylovymi (Boc)
skupinami, a/nebo popfipad¢ s obsahem do 15 mol. % monomeru obecného vzorce I, kde T je
oligopeptid vybrany ze skupiny sestavajici z oligopeptidi o poctu aminokyselin od 2 do 5,
svyhodou je oligopeptidem GlyPheGly, GlyLeuGly, GlyLeuPheGly, GlyPheLeuGly,
AspProLys, AspProSer a AspProGly;

pii teplot¢ vrozmezi od 40 do 100 °C, s vyhodou 50 az 80 °C, a rozpoustédle s vyhodou
vybraném ze skupiny zahrnujici DMSO, vodné pufry, dimethylacetamid, dimethylformamid,
methanol, ethanol, dioxan, tetrahydrofuran, propanol, zerc-butanol nebo jejich smési, za iniciace
iniciatorem, s vyhodou vybranym ze skupiny zahrnujici ABIK-TT a ABIK-N3, kde ABIK-TT je
2-[(Z)-[1-kyano-1-methyl-4-ox0-4-(2-thioxothiazolidin-3-yl)butyl]azo]-2-methyl-5-0x0-5-(2-
thioxothiazolidin-3-yl)pentannitril a ABIK-N3 je N-(3-azidopropyl)-4-[(Z)-[4-(3-
azidopropylamino)-1-kyano-1-methyl-4-oxo-butyl]azo]-4-kyano-pentanamid,  popfipadé¢  za
pfitomnosti pienosového ¢inidla, s vyhodou vybraného ze skupiny CTA-TT a CTA-Ns, kde
CTA-TT je [1-kyano-1-methyl-4-ox0-4-(2-thioxothiazolidin-3-yl)butyl] benzenkarbodithioat a
CTA-N; je [4-(3-azidopropylamino)-1-kyano-1-methyl-4-oxo-butyl]benzenkarbodithioat, za
vzniku hydrofilniho bloku A jakozto semitelechelického hydrofilniho polymerniho bloku A;

- krok, ve kterém reaguje semitelechelicky hydrofilni polymerni blok A z ptedchoziho kroku se
semitelechelickym hydrofobnim polymernim blokem B obecného vzorce Y-PPO-Y, kde Y je —
NH,, oligopeptid o poctu aminokyselin od 2 do 5, sukcinimidylkarbonat nebo
dibenzocyklooktinova skupina, za vzniku amfifilniho blokového kopolymeru podle
predkladaného vynalezu, ktery se miize, popiipadé dale podrobit odstranéni chranicich Boc
skupin napt. kyselinou trifluoroctovou, a lyofilizaci. Lyofilizace vysledného produktu umoziuje
skladovani amfifilniho kopolymeru bez rizika jeho dekompozice a okamzitou tvorbu micel po
jeho rozpusténi. Typy reakci, které se s vyhodou pouziji pro piipravu amfifilniho blokového
kopolymeru podle ptedkladaného vynalezu, jsou polykondenzace (napt. pii pouziti komeréniho
NH,-PPO-NH; nebo PPO-(oligopeptid),), klik reakce (napt. pfi pouziti koncovych skupin
dibenzylcyklooktinu, resp. azidu, u semitelechelickych blokl A, resp. B), RAFT polymerizace (s
vyuzitim pfedem pfipravené¢ho pfenosového ¢inidla, napt. PPO-(CTA),). Zatimco NH2-PPO-NH;
je komerén¢ dostupny, ostatni derivaty obecného vzorce Y-PPO-Y lze pripravit aktivaci
koncovych OH skupin komer¢né dostupného PPO, ktera se provede reakci s fosgenem, N-
hydroxysukcinimidem a N,N-diisopropylethylaminem, ¢imz se koncové skupiny pfevedou na
sukcinimidylkarbonatové  skupiny, které se mohou pfipadné¢ dale pirevést na
dibenzocyklooktinové skupiny reakci s DBCO-aminem a N,N-diisopropylethylaminem, nebo
které se mohou modifikovat trifluoracetatem oligopeptidu, s vyhodou o poctu aminokyselin od 2
do 5, a N,N-diisopropylethyliaminem.



20

25

30

35

40

45

50

55

CZ 308419 B6

Predmétem piedkladaného vyndlezu je rovnéz zpasob pfipravy polymerniho konjugatu
podle predkladaného vynalezu, s vylouCenim piipravy latek obecného vzorce (III), ktery
obsahuje nasledujici kroky:

- krok radikalové polymerizace N-(2-hydroxypropyl)methakrylamidu, popiipad€ s obsahem do
20 mol. % monomeru obecného vzorce I, kde R je aminoacyl vybrany ze skupiny sestavajici z
glycylu, glycylglycylu, f$-alanylu, 6-aminohexanoylu, 4-aminobenzoylu, acyli vychazejicich z
oligopeptidii o poctu aminokyselin od 2 do 5, zejména GlyPheGly, GlyLeuGly, GlyLeuPheGly a
GlyPheLeuGly, chranéného na hydrazidovych skupinach terc-butyloxykarbonylovymi (Boc)
skupinami, a/nebo popfipadé s obsahem do 15 mol. % monomeru obecného vzorce I, kde T je
oligopeptid vybrany ze skupiny sestavajici z oligopeptidi o poctu aminokyselin od 2 do 5,
s vyhodou je oligopeptidem GlyPheGly, GlyLeuGly, GlyLeuPheGly, GlyPheLeuGly,
AspProLys, AspProSer a AspProGly; pficemz monomer obecného vzorce 1 a/nebo monomer
obecného vzorce II muze popiipadé obsahovat kovalentné navazanou molekulu
nizkomolekularniho 1é¢iva, s vyhodou vybraného ze skupiny obsahujici doxorubicin, docetaxel,
paklitaxel, pirarubicin, mitomycin C, daunorubicin, larotaxel;

pti teploté vrozmezi od 40 do 100 °C, a vyhodou 50 az 80 °C, a rozpoustédle s vyhodou
vybraném ze skupiny zahrnujici DMSO, vodné pufry, dimethylacetamid, dimethylformamid,
methanol, ethanol, dioxan, tetrahydrofuran, propanol, ferc-butanol a jejich smési, za iniciace
iniciatorem, s vyhodou vybranym ze skupiny zahrnujici ABIK-TT a ABIK-N3, kde ABIK-TT je
2-[(Z)-[1-kyano-1-methyl-4-ox0-4-(2-thioxothiazolidin-3-yl)butyl]azo]-2-methyl-5-ox0-5-(2-
thioxothiazolidin-3-yl)pentannitril a ABIK-N; je N-(3-azidopropyl)-4-[(Z)-[4-(3-
azidopropylamino)-1-kyano-1-methyl-4-oxo-butyl]azo]-4-kyano-pentanamid,  popfipadé¢ za
ptitomnosti pienosového cinidla, s vyhodou vybraného ze skupiny CTA-TT a CTA-Ns, kde
CTA-TT je [l-kyano-1-methyl-4-ox0-4-(2-thioxothiazolidin-3-yl)butyl] benzenkarbodithioat a
CTA-N3; je [4-(3-azidopropylamino)-1-kyano-1-methyl-4-oxo-butyl]benzenkarbodithioat, za
vzniku hydrofilniho bloku A, poptipadé obsahujiciho kovalentné navdzané nizkomolekularni
1é¢ivo, jakozto semitelechelického hydrofilniho polymerniho bloku A, poptipad¢ obsahujiciho
kovalentné navazané nizkomolekularni 1écivo;

- krok, ve kterém reaguje semitelechelicky hydrofilni polymerni blok A, poptipad¢ obsahujici
kovalentné¢ navazané nizkomolekularni 1écivo, z ptedchoziho kroku se semitelechelickym
hydrofobnim polymernim blokem B obecného vzorce Y-PPO-Y, kde Y je —NHo, oligopeptid o
poctu aminokyselin od 2 do 5, sukcinimidylkarbonat nebo dibenzocyklooktinova skupina, za
vzniku amfifilniho blokového kopolymeru podle vynalezu nebo popiipad€, pokud hydrofilni blok
A zptredchoziho kroku jiz obsahuje kovalentné navéazané 1éCivo, za vzniku polymerniho
konjugatu podle vynalezu. Zatimco NH»-PPO-NH, je komer¢né dostupny, ostatni derivaty
obecného vzorce Y-PPO-Y lze pfipravit aktivaci koncovych OH skupin komer¢né dostupného
PPO se provede reakci s fosgenem, N-hydroxysukcinimidem a N,N-diisopropylethylaminem,
¢imz se koncové skupiny pfevedou na sukcinimidylkarbonatové skupiny, které se mohou
pfipadné dale pfevést na dibenzocyklooktinové skupiny reakci s DBCO-aminem a N,N-
diisopropylethylaminem, nebo které se mohou modifikovat trifluoracetditem oligopeptidu, s
vyhodou o poctu aminokyselin od 2 do 5, a N, N-diisopropylethylaminem.

- poptipadé krok odstranéni chranicich Boc skupin, kdy vysledny amfifilni blokovy kopolymer
nebo polymerni konjugat z pfedchoziho kroku reaguje napt. s kyselinou trifluoroctovou;

- poptipadé¢ krok konjugace volnych hydrazidovych skupin a/nebo amidovych skupin
amfifilniho blokového kopolymeru, vzniklého v jednom z predchozich dvou krokd,
s nizkomolekularnim 1é¢ivem v jeho volné formé nebo ve formé jeho soli s kyselinou, napi. HCI,
nebo derivatu, napft. s kyselinou levulovou; pficemz nizkomolekularnim lé¢ivem je 1é€ivo, které
ma molekulovou hmotnost v rozmezi od 200 do 1000 g/mol, s vyhodou je nizkomolekularnim
1é¢ivem doxorubicin, docetaxel, paklitaxel, pirarubicin, mitomycin C, daunorubicin, larotaxel;

- poptipade krok lyofilizace vysledného produktu z predchoziho kroku.
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Predmétem piredkladaného vynalezu je rovnéz farmaceutickd kompozice pro 1é€bu pevnych
nadort a/nebo lymfomu a/nebo leukémie, ktera obsahuje:

blokovy kopolymer podle ptedklddaného vyndlezu a nizkomolekularni 1é¢ivo v jeho volné formé,
které ma molekulovou hmotnost vrozmezi od 200 do 1000 g/mol, s vyhodou je IéCivem
nizkomolekularni cytostatikum, nejvyhodnéji je nizkomolekularni cytostatikum vybrané ze
skupiny obsahujici doxorubicin, docetaxel, paklitaxel, pirarubicin, mitomycin C, daunorubicin,
larotaxel, v jeho volné formée; a/nebo polymerni konjugat podle ptedkladaného vynalezu;

pficemz farmaceutickd kompozice dale obsahuje alesponi jednu farmaceuticky pfijatelnou
ptisadu, vybranou ze skupiny zahrnujici antiadheziva, pojiva, potahovaci latky, barviva,
bobtnadla, ochucovadla, maziva, konzervanty, sladidla, sorbenty. S vyhodou je blokovy
kopolymer a/nebo polymerni konjugat ve farmaceutické kompozici ptitomen v lyofilizované
formé, kterd umozni jeho rychlou rekonstituci do micelarni formy po rozpusténi ve vodném
prostiedi.

Predmétem predkladaného vynalezu je také blokovy kopolymer podle predkladaného vynalezu
pro pouziti jako adjuvans k 1é¢ivu pro inhibici vicecetné 1ékové rezistence nadord k chemoterapii,
s vyhodou pro pouziti jako adjuvans k cytostatikiim, vyhodnéji pro pouziti jako adjuvans k 1écivu
pro 1écbu pevnych nadorti a/nebo lymfomu a/nebo leukémie.

Predmétem predkladaného vynalezu je dale polymerni konjugat podle predkladaného vynalezu
pro pouziti jako 1é¢ivo k 1é€b€ pevnych nadort a/nebo lymfomu a/nebo leukémie.

Predmétem piedkladaného vynalezu je také farmaceutickd kompozice podle ptredkladaného
vynalezu pro pouziti jako 1é¢ivo k 1écbé pevnych nadorti a/nebo lymfomu a/nebo leukémie.

Objasnéni vykresu

Obr. 1: Ukazka distribucni kiivky velikosti ¢astic v zavislosti na intenzité rozptyleného svétla.

Obr. 2: Uvolnovani 1é¢iva doxorubicinu z diblokového polymerniho konjugatu s doxorubicinem,
ptipravenym v piikladu 21, pti 37 °C v pufrech o pH 5,0 a 7,4.

Obr. 3: Zavislost rychlosti uvoliiovani derivatu docetaxelu (Dtx-LEV) z roztoku micelarniho
polymerniho konjugatu s navazanym Dtx-LEV podle ptikladu 22 pomoci pH-labilni hydrazonové
vazby ve fosfatovych pufrech o pH 5,0 a pH 7,4 pti 37 °C.

Obr. 4: Kalceinova zkouska u NB3/DOX linie: Mira inhibice P-gp zprosttedkovaného efluxu
ruznymi koncentracemi diblokového polymeru PHPMA-PPO 20 (DB). Vyjadieno jako procenta
MEFI kontroly, 10 uM CsA (cyklosporin A).

Obr. 5: Kalceinova zkouska u NB4/DOX linie: Mira inhibice P-gp zprostfedkovaného efluxu
ruznymi koncentracemi diblokového polymeru PHPMA-PPO 20 (DB). Vyjadieno jako procenta
MFI kontroly, 10 uM CsA (cyklosporin A).

Obr. 6: Kalceinova zkouska u P388/MDR linie: Mira inhibice P-gp zprostfedkovaného efluxu
ruznymi koncentracemi diblokového polymeru PHPMA-PPO 20 (DB). Vyjadieno jako procenta
MEFTI kontroly, 10 uM CsA (cyklosporin A).

Obr. 7: Stoupajici fada koncentraci doxorubicinu pfi jednotné koncentraci diblokového
prekurzoru z ptikladu 20 (DB; 62,5 ug/ml). V rameccich jsou ICsy oznaceny pfislusSnym
symbolem dle kiivky (¢tverecky — DOX; kosoctverce — kopolymer na bazi PPO-PHPMA
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z prikladu 20). Provedeno na P388/MDR bunééné linii. Hodnoty jsou vyneseny jako procenta
kontrol.

Obr. 8: Primérny rist nadorti (a) a pieziti (b) mysi C57BL/6 slymfomem EL4 po 1écbé
micelarnim diblokovym konjugatem dle ptikladu 21 (DB-DOX) nebo linedrnim konjugatem
s doxorubicinem (PHPMA-DOX) nebo volnym doxorubicinem (jak je popsano v tabulce 4).
Velikost nadort je udana jako objem V=a*b2/2, kde ,,a“ je delsi primér nadorového loziska, ,,b*
je krat$i primeér.

Obr. 9: Zavislost mnozstvi DOX, akumulovaného v pevnych nadorech EL4 T-bunécného
lymfomu u mysi, na ¢ase po podani diblokového polymerniho konjugatu s DOX dle ptikladu 21
(DB-DOX). Jako kontrolni skupiny byl vyuzit linedrni konjugit na bizi PHPMA s DOX
(PHPMA-DOX) a volné¢ Iécivo (DOX), davka 10 mg Dox/ kg, volné 1é¢ivo 2 x 5 mg DOX/kg.

Obr. 10: Zavislost mnozstvi DOX cirkulujiciho v krevnim ob&hu mysi s inokulovanym EL4 T-
bunéénym lymfomem na ¢ase po podani diblokového polymerniho konjugatu s DOX dle ptikladu
21 (DB-DOX). Jako kontrolni skupiny byl vyuzit linedrni konjugat na bazi PHPMA s DOX
(PHPMA-DOX) a volné 1é¢ivo (DOX), ddvka 10 mg Dox/ kg, volné 1é¢ivo 2 x 5 mg Dox/kg.

Obr. 11: Schéma micely tvofené diblokovym amfifilnim kopolymerem typu A-L-B s kovalentné
navazanym lé¢ivem doxorubicinem (DOX).

Obr. 12: Schéma micely tvofené triblokovym amfifilnim kopolymerem typu A-L-B-L-A
s kovalentné navazanym 1é¢ivem doxorubicinem (DOX).

Piiklady uskuteénéni vynalezu

Ptiklad 1: Syntéza pienosového ¢inidla PPO-(CTA), pro RAFT polymerizaci

CH CH,

3
CH, CH,
S o o S
X Il o Il
CN C—NH X NH-C CN
S s

PPO-(CTA),

Polymerni ptenosové ¢inidlo PPO-(CTA), vyuzitelné pro fizenou radikalovou polymerizaci bylo
pfipraveno reakci poly(propylenoxid)-bis-2-aminopropyletheru  (NH,-PPO-NH;; M~
4000 g/mol; 48,43 mg; 24,2 x 10~ mmol -NH) s 2,5nasobnym piebytkem komeréné dostupného
sukcinimidového esteru 4-kyan-4-(fenylkarbonothioylthio)pentanové kyseliny (CTA-NHS;
22,8 mg; 60,5 x 10 mmol). NH,-PPO-NH; byl rozpustén v 0,5 ml dichlormethanu (DCM) a
tento roztok byl pfidan k suspenzi CTA-NHS v 0,2 ml DCM. Reakéni smés byla ponechéna za
michani reagovat pfes noc. Surovy produkt byl prec¢istén na silikagelu ve smési rozpoustédel
chloroform/ethylacetat (5/1) a chloroform/methanol (5/1). Rozpoustédlo bylo odpateno a produkt
byl susen za vakua do konstantni hmotnosti. Produkt byl charakterizovan pomoci TLC, HPLC a
GPC. Vytézek 46 mg (80 % hmotn.). Funkcionalita koncovych DTB skupin vysledného produktu
byl 1,96. Pokud neni dale uvedeno jinak, jedna se u vSech vychozich monomert a ptipravenych
polymerti vzdy o racemické smési.

Priklad 2: Syntéza semitelechelického statistického kopolymeru poly(HPMA-co-MA-AH-
NHNH-Boc)-TT (hydrofilni blok A) roztokovou radikalovou kopolymeraci
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poly(HPMA-co-MA-AH-NHNH-Boc)-TT

Semitelechelicky statisticky kopolymer poly(HPMA-co-MA-AH-NHNH-Boc)-TT, obsahujici
koncové thiazolidin-2-thionové skupiny (TT) a chranéné hydrazidové skupiny (-NHNH-Boc)
podél polymerniho fetézce, byl pfipraven roztokovou radikidlovou kopolymerizaci N-(2-
hydroxypropyl)methakrylamidu (HPMA) a methakryloyl-6-aminohexanoylhydrazidu chranéného
na hydrazidovych skupinach terc-butyloxykarbonylovymi skupinami (MA-AH-NHNH-Boc)
v DMSO pii 60 °C za iniciace iniciatorem ABIK-TT (2-[(Z)-[1-kyano-1-methyl-4-0x0-4-(2-
thioxothiazolidin-3-yl)butyl]azo]-2-methyl-5-0x0-5-(2-thioxothiazolidin-3-yl)pentannitril)  (CZ
298945). Charakterizace vysledného kopolymeru: M, (SEC) 12 400 g/mol; D ~ 1,60; F(rr) 1,18;
obsah (NHNH>) ~ 5,4 mol%; R, ~ 4.4 nm.

Podle postupu v ptikladu 2 byly analogicky ptipraveny dalsi kopolymery poly(HPMA-co-MA-
AH-NHNH-Boc)-TT s rtiznymi molarnimi hmotnostmi M, v intervalu od 4000 do 58 000 g/mol,
pficemz index polydisperzity B byl ve vSech ptipadech v rozmezi 1,5 az 1,8. Funkcionalita
koncovych skupin TT byla v rozmezi 110 az 120 % (Frr) = 1,10-1,20). Obsah -NHNH; skupin
podél fetézce (0,5 az 19,5 mol %). Viz tabulka 1.

Tabulka 1: Fyzikalné-chemicka charakterizace semitelechelickych statistickych kopolymerti
poly(HPMA-co-MA-AH-NHNH-Boc)-TT piipravenych podle piikladu 2

Vzorek Mn (g/mol) b Fern NHNH; skupin Rh (nm)
(mol%)
2-1 12400 1,60 1,18 5,4 4,4
2-2 19800 1,65 0,96 0,5 4.4
2-3 4200 1,72 0,95 15,6 3,9
2-4 34500 1,79 0,94 10,6 4,5
2-5 57900 1,66 0,96 19,5 4,9

Priklad 3: Syntéza semitelechelického statistického kopolymeru poly(HPMA-co-MA-GFLG-
DOX)-TT (hydrofilni blok A) roztokovou radikdlovou kopolymeraci
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poly(HPMA-co-MA-GFLG-DOX)-TT

Semitelechelicky statisticky kopolymer poly(HPMA-co-MA-GFLG-DOX)-TT byl piipraven
roztokovou radikalovou kopolymerizaci HPMA a monomeru obsahujiciho doxorubicin (N-
methacryloylglycyl-DL-phenylalanylleucylglycyl)doxorubicin (Ma—GFLG-DOX), ktery byl
pripraven reakci ekvivantniho mnozstvi N-methakryloylglycyl-DL-fenylalanyl-L-leucylglycin 4-
nitrofenyl esteru (Ma-GFLG-ONp) s DOX.HCI v DMF pfi 4 °C, v DMSO pfi 60 °C za iniciace
iniciatorem ABIK-TT (2-[(Z)-[1-kyano-1-methyl-4-0x0-4-(2-thioxothiazolidin-3-yl)butyl]azo]-2-
methyl-5-0x0-5-(2-thioxothiazolidin-3-yl)pentannitril). 220 mg (1,54 mmol) HPMA, 25 mg
(0,025 mmol) MA-GFLG-DOX bylo rozpusténo v 1,7 ml DMSO a tento roztok byl umistén do
polymeracni ampule, ve které jiz bylo navazeno 84 mg (0,170 mmol) ABIK-TT (4 % hmotn.).
Roztok vampuli byl 15 min probublavan dusikem, ampule byla zatavena a umisténa do
termostatu vyhtivaného na 60 °C. K rozpusténi iniciatoru doslo po 3 min pfi teploté 60 °C. Po 6 h
byla reak¢ni smés vysrazena do 50 ml smési aceton : diethylether 2:1. Kopolymer byl rozpustén
ve 3 ml methanolu a opét vysrazen do 50 ml stejné srazeci smési. Vysrazeny kopolymer byl
odfiltrovan na frit€ S4 a suSen do konstantni hmotnosti. Charakterizace kopolymeru poly(HPMA -
co-MA-GFLG-DOX)-TT: M, (SEC) 13 200 g/mol; P ~ 1,61; Fr) 1,20; Obsah GFLG
monomernich jednotek: 3 mol %; obsah (DOX) ~ 8,9 % hmotn.; Ry, ~ 4.4 nm. Podle postupu
v prikladu 3 byly analogicky pfipraveny dalsi kopolymery poly(HPMA-co-MA-GFLG-DOX)-TT
s riznymi molarnimi hmotnostmi M, v intervalu od 4500 do 59 500 g/mol, pfiCemz index
polydisperzity D byl ve vSech ptipadech v rozmezi 1,5 az 1,8. Funkcionalita koncovych skupin
TT byla v rozmezi 110 az 125 % (F¢rry = 1,10-1,20). Obsah GFLG skupin podél tfetézce (0,5 az
15 mol %). Viz tabulka 2.

Tabulka 2: Fyzikalné-chemicka charakterizace semitelechelickych statistickych kopolymert
poly(HPMA-co-MA-GFLG-DOX)-TT pftipravenych podle ptikladu 3

Vzorek Mn (g/mol) b Fern GFLG mon.jednotka Rh (nm)
(mol%)
3-1 13200 1,61 1,20 3,0 4,4
3-2 4500 1,63 0,96 5,6 3,8
3-3 16800 1,76 0,95 15,0 4,6

-10 -
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34 39800 1,74 0,94 9,8 4,8

3-5 59500 1,61 0,96 0,5 52

Priklad 4: Syntéza semitelechelického statistického kopolymeru raft-poly(HPMA-co-MA-AH-
NHNH-Boc)-TT (hydrofilni blok A) pomoci fizené radikadlové RAFT polymerizace
O
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raft-poly(HPMA-co-MA-AH-NHNH-Boc)-TT

Semitelechelicky  statisticky  kopolymer  raft-poly(HPMA-co-MA-AH-NHNH-Boc)-TT,
obsahujici koncové thiazolidin-2-thionové skupiny (TT) a chranéné hydrazidové skupiny
(-NHNH-Boc) podél polymerniho fetézce, byl pfipraven pomoci fizené radikalové RAFT
polymerizace, kdy molarni pomér inicidtoru/ptenasece/komonomeri byl 1/2/150. Pomér
komonomeri HPMA/MA-AH-NHNH-Boc byl 92/8 mol %. HPMA byl rozpustén v terc-
butanolu (6,747 ml), MA-AH-NHNHBoc, iniciator 2-[(Z)-[1-kyano-1-methyl-4-ox0-4-(2-
thioxothiazolidin-3-yl)butyl]azo]-2-methyl-5-0x0-5-(2-thioxothiazolidin-3-yl)pentannitril
(ABIK-TT) a prenaSec [1-kyano-1-methyl-4-0x0-4-(2-thioxothiazolidin-3-yl)butyl]
benzenkarbodithioat (CTA-TT) byly rozpustény v dimethylsulfoxidu (DMSO; 1,687 ml). Tyto
roztoky byly smichany dohromady v polymerizacni ampuli. Polymerizacni smés byla
probublavana 10 min argonem. Kopolymerizace probihala pti 70° C po dobu 16 h v zatavené
ampuli. Produkt byl izolovan srdzenim do smési aceton/diethylether v poméru 1:1, zfiltrovan a
susen do konstantni hmotnosti. Reaktivni w-koncové dithiobenzoatové skupiny (DTB) byly
odstranény pomoci 2,2"-azobisisobutyronitrilu (AIBN). Charakterizace kopolymeru raft-
poly(HPMA-co-MA-AH-NHNH-Boc)-TT: M; (SEC) 8 400 g/mol; B ~ 1,20; Frr) 0,98; obsah
(NHNH>) ~ 5,9 mol %; konverze ~ 46 % (833 mg); Rn ~ 4,5 nm.

Podle postupu v prikladu 4 byly analogicky pfipraveny dal§i kopolymery raft-poly(HPMA-co-
MA-AH-NHNH-Boc)-TT s riznymi molarnimi hmotnostmi M, v intervalu od 4000 do
60 000 g/mol, pficemz index polydisperzity P byl ve vSech piipadech v rozmezi 1,1 az 1,2.
Funkcionalita koncovych skupin TT byla v rozmezi 90 az 99 % (F(rt) = 0,90 az 0,99). Obsah —
NHNH: skupin podél fetézce (0,5 az 20,5 mol %). Viz tabulka 3.

Tabulka 3: Fyzikalné-chemicka charakterizace semitelechelickych statistickych kopolymeri raft-
poly(HPMA-co-MA-AH-NHNH-Boc)-TT ptipravenych podle ptikladu 4

Vzorek Mn (g/mol) b Fern NHNH; skupin Rh (nm)
(mol%)
4-1 8400 1,20 0,98 5,9 4,5
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4-2 16200 1,15 0,96 12,3 4,9
4-3 38000 1,12 0,95 0,6 53
4-4 58900 1,19 0,94 6,8 5,6
4-5 4100 1,16 0,96 19,8 3.8

Ptiklad 5: Syntéza telechelického statistického kopolymeru raft-TT-poly(HPMA-co-MA-AH-
NHNH-Boc)-TT (hydrofilni blok A) pomoci fizené radikdlové RAFT polymerizace

0 0
CH; CH, ?H3 CHy
(\N)K/\f_%'fo H2—/—(|3—C H, N/§
S’& CN C=0 c=0 " CN )\S
S | | S

N
HN HN
H/OH
HaC
0
NH
/
HN
-
O _CH,
HC o,

raft-TT-poly(HPMA-co-MA-AH-NHNH-Boc)-TT

Telechelicky  statisticky ~ kopolymer  raft-TT-poly(HPMA-co-MA-AH-NHNH-Boc)-TT,
obsahujici koncové thiazolidin-2-thionové skupiny (TT) a chranéné hydrazidové skupiny
(-NHNH-Boc) podél polymerniho fetézce, byl pfipraven pomoci fizené radikalové RAFT
polymerizace obdobné jako v ptikladu 4. Pouze w-koncové dithiobenzoatové skupiny (DTB)
nebyly odstranény pomoci AIBN, ale byly pfevedeny na TT nasledujicim zptisobem. Byl
ptipraven 15% roztok polymeru s ABIK-TT (10 % hmotn.) v DMSO. Roztok v ampuli byl
probublan 10 minut argonem, zataven a ponechan 3 h pii 80 °C. Produkt byl izolovan srazenim
do smesi aceton/diethylether v poméru 1:1, zfiltrovan a suSen do konstantni hmotnosti.
Charakterizace: M, (SEC) 8 500 g/mol; B = 1,19; Frr) 1,7; obsah (NHNH>) = 5,9 mol %; Ry =
4,8 nm.

Podle postupu v prikladu 5 byly analogicky ptipraveny dalsi kopolymery raft-TT-poly(HPMA-
co-MA-AH-NHNH-Boc)-TT s rliznymi molarnimi hmotnostmi M, v intervalu od 5000 do
59 000 g/mol. Viz tabulka 4.

Tabulka 4: Fyzikalné-chemicka charakterizace telechelickych statistickych kopolymert raft-TT-
poly(HPMA-co-MA-AH-NHNH-Boc)-TT pfipravenych podle prikladu 5

Vzorek Mn (g/mol) b Fern NHNH; skupin Rh (nm)
(mol%)
5-1 8500 1,19 1,70 5,9 4,8
5-2 5000 1,18 1,75 15,6 4,2
5-3 18200 1,16 1,76 0,9 5,0
5-4 35600 1,15 1,69 18,6 53
5-5 58600 1,16 1,67 9,8 5,6

Priklad 6: Piiprava semitelechelického statistického kopolymeru raft-poly(HPMA-co-MA-AH-
NHNH-Boc)-N3 (hydrofilni blok A) pomoci RAFT polymerizace
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raft-poly(HPMA-co-MA-AH-NHNH-Boc)-N;

Semitelechelicky statisticky  kopolymer raft-poly(HPMA-co-MA-AH-NHNH-Boc)-N3 s
koncovymi azidovymi skupinami, byl pfipraven obdobnym zplsobem jako semitelechelicky
kopolymer raft-poly(HPMA-co-MA-AH-NHNH-Boc)-TT na bazi PHPMA v ptikladu 4. Molarni
pomér inicidtoru/pfenasece/komonomert byl 1/2/180. Pomér komonomerd HPMA/MA-AH-
NHNH-Boc byl 92/8 mol %. HPMA byl rozpustén v ferc-butanolu (6,747 ml), MA-AH-NHNH-
Boc, iniciator  N-(3-azidopropyl)-4-[(Z)-[4-(3-azidopropylamino)-1-kyano-1-methyl-4-oxo-
butyl]azo]-4-kyano-pentanamid (ABIK-N3) a pienase¢ [4-(3-azidopropylamino)-1-kyano-1-
methyl-4-oxo-butyl|benzenkarbodithiodt (CTA-N3) byly rozpustény v dimethylsulfoxidu
(DMSO; 1,687 ml). Tyto roztoky byly smichdny dohromady v polymeriza¢ni ampuli.
Polymeriza¢ni smés byla probublavana 10 min argonem. Kopolymerizace probihala pti 70 © C po
dobu 16 h vzatavené ampuli. Produkt byl izolovan srdzenim do smeési aceton/diethylether
v poméru 1:1, zfiltrovan a susen do konstantni hmotnosti. Reaktivni w-koncové dithiobenzoatové
skupiny (DTB) byly odstranény pomoci 2,2"-azobisisobutyronitrilu (AIBN). Charakterizace
produktu: M, (SEC) 9100 g/mol; P ~ 1,21; Fn3) 0,99; obsah (NHNH,) ~ 5,4 mol%; konverze ~
63% (750 mg); Ry ~ 4,5 nm.

Ptiklad 7: Ptiprava poly(propylenoxid)-tris(sukcinimidylkarbonat)u (PPO-TSC; hydrofobni blok
B)
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Poly(propylenoxid)-tris(sukcinimidylkarbonat) (PPO-TSC) byl pfipraven dle nésledujiciho
postupu: komeréné dostupny poly(propylenoxid)triol PPO(OH); (CAS 25791-96-2, Aldrich;
M ~ 5000 g/mol; 85 mg; 51 x 10° mmol -OH) byl nejprve dvakrat pfesuSen azeotropickou
destilaci ze suSeného destilovaného toluenu, poté byl rozpustén ve smeési toluen/DCM
(0,637 ml/0,213 ml) a k roztoku PPO byl ptiddn 20% roztok fosgenu v toluenu (0,5 ml). Reakéni
smés byla ponechédna reagovat pfes noc. Rano byl fosgen odpaten za vakua do sucha. Odparek
byl rozpustén ve smési rozpoustédel toluen/DCM (0,240 ml1/0,120 ml), do smési byl pfidan pevny
N-hydroxysukcinimid (58 mg; 0,504 mmol) a N, N-diisopropylethylamin (DIEA; 0,02 ml; 0,117 x
10~ mmol) a smé&s byla ponechana reagovat pii laboratorni teploté na tiepacce do druhého dne.
Rozpoustedlo bylo odpateno a produkt byl susen za vakua do konstantni hmotnosti. Produkt byl
pouzit do dalsi reakce (viz ptiklad 9) bez dalsiho ¢isténi.

Ptiklad 8: Ptiprava poly(propylenoxid)-bis(sukcinimidylkarbonatyu (PPO-BSC; hydrofobni blok

)
. G @
f )

PPO-BSC

Pii syntéze poly(propylenoxid)-bis(sukcinimidylkarbonatyu (PPO-BSC) byl jako vychozi
polymer pouzit komeréné dostupny poly(propylenoxid) (HO-PPO-OH) s M ~ 4000 g/mol. Postup
ptipravy byl analogicky jako v pfipadé syntézy PPO-TSC (viz ptiklad 7). Postup v piikladu 8 byl
analogicky pouzit pro aktivaci koncovych OH skupin poly(propylenoxidju s molarnimi
hmotnostmi M, 2000 az 17 000 g/mol.

Ptiklad 9: Priprava PPO-(DBCO); (hydrofobni blok B)
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Pro piipravu poly(propylenoxid)u s koncovymi dibenzocyklooktinovymi skupinami (PPO-
(DBCO);) byl jako vychozi polymer pouzit PPO-TSC, piipraveny v piikladu 7, (85 mg; 51 x 1073
mmol TSC) ktery byl rozpustén v DCM. Do roztoku polymeru byl pfidan roztok DBCO-aminu
(21,14 mg; 76,5 x 10> mmol NH,) v DCM spolu s DIEA (0,026 ml; 153 x 10~ mmol). Reakéni
smés byla ponechana reagovat za stalého michani pfes vikend. Rozpoustédlo bylo odpateno za
vakua a vysledny produkt PPO-(DBCO); byl precistén kolonovou chromatografii (Sephadex
LH20, methanol). Frakce se vzorkem byla odpaiena za vakua a produkt byl susen do konstantni
hmotnosti. Vytézek 81 % (80 mg). Obsah DBCO skupin byl 71 % (2,12 skupin na polymerni
fetézec). Podle postupu v piikladu 9 byl analogicky modifikovan i PPO-BSC, pfipraveny
v prikladu 8, na vysledny PPO-(DBCO)s.

Ptiklad 10: Pfiprava poly(propylenoxid)u modifikovaného tripeptidem Asp-Pro-Lys (PPO-(Asp-
Pro-Lys)2; hydrofobni blok B)
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PPO-(Asp-Pro-Lys),

PPO-(Asp-Pro-Lys), byl ptipraven modifikaci PPO-BSC (ptiklad 8) tripeptidem Asp-Pro-Lys.
Trifluoracetat tripeptidu Asp-Pro-Lys byl pfipraven syntézou peptidii na pevné fazi. PPO-BSC
(50 mg; 0,05 mmol SC skupin) byl rozpustén v dimethylformamidu (DMF) a ptidan k nadbytku
tripeptidu Asp-Pro-Lys .TFA (34 mg; 0,1 mmol). Do reakéni smési byl ihned pfidan prebytek
DIEA (51 pl; 0,3 mmol). Reakéni smes byla ponechana reagovat pii laboratorni teploté pies noc.
Produkt byl triturovan s etherem a dale ¢iStén na kolon¢ LH20 v MeOH. Polymerni frakce byla
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za vakua odpafena do sucha a produkt byl susen do konstantni hmotnosti. Vytézek 47 mg (70 %).
Obdobn¢ byly na PPO-BSC, piipadné PPO-TSC, navazany dalsi biodegradovatelné spojky, napft.
Asp-Pro-Leu, Asp-Pro-Ser, GlyPheGly, GlyLeuGly, GlyLeuPheGly a GlyPheLeuGly.

Ptiklad 11: Syntéza diblokového amfifilniho kopolymeru typu A-L-B ([raft-poly(HPMA-co-MA-
AH-NHNH-Boc)]-b-PPO-NH>)

[raft-poly(HPMA-co-MA-AH-NHNH-Boc)]-b-PPO-NH,

Pii syntéze Boc-chranéného diblokového kopolymeru [raft-poly(HPMA-co-MA-AH-NHNH-
Boc)]-PPO-NH,  jsme  vychazeli zkomeréné  dostupného  poly(propylenoxid)-bis-2-
aminopropyletheru (NH.-PPO-NH2; M ~ 4000 g/mol; 33,2 mg; 16,6 x 10° mmol —NH,), ktery
byl rozpustén v 1 ml dimethylacetamidu (DMA). Rovnéz semitelechelicky kopolymer raft-
poly(HPMA-co-MA-AH-NHNH-Boc)-TT, pfipraveny v ptikladu 4, (71 mg; 8,3 x 10~ mmol, M,
~ 7614, Frr ~ 0,89) byl rozpustén v 1 ml DMA. Roztok kopolymeru raft-poly(HPMA-co-MA-
AH-NHNH-Boc)-TT byl pomalu za stalého michani pfidavan do roztoku NH»-PPO-NH: a
reak¢ni smes byla ponechana reagovat za stalého michani pti laboratorni teploté pies noc. Po cca
16 h reakce byla reakéni smés nafedéna methanolem (MeOH) a piecisténa kolonovou
chromatografii ptes Sephadex LH-20 v MeOH s detekci RI a UV (230 nm) a TLC. Pfecistény
produkt byl poté odpaten za vakua do konstantni hmotnosti. Vytézek 80 mg (77 %).
Charakterizace Boc-chranéného diblokového polymeru [raft-poly(HPMA-co-MA-AH-NHNH-
Boc)]-PPO-NH,: My ~ 15 230 g/mol, M, ~ 12 950 g/mol (v organické mobilni fazi 0, B ~ 1,18,
Rp~ 14 nm (ve fyziologickém roztoku nebo PBS). Obdobnym postupem byl ptipraven diblokovy
amfifilni kopolymer z polymeru ptikladu 2.

Priklad 12: Syntéza diblokového amfifilniho kopolymeru poly(HPMA-co-MA-GFLG-DOX)-
PPO-NH; s [é¢ivem vazanym pies enzymaticky Stépitelny oligopeptid
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poly(HPMA-co-MA-GFLG-DOX)-PPO-NH>

Pfi syntéze diblokového kopolymeru poly(HPMA-co-MA-GFLG-DOX)-PPO-NH, jsme
postupovali  obdobnym  postupem jako v ptikladu 11. Poly(propylenoxid)-bis-2-
aminopropyletheru (NH,-PPO-NH»; M ~ 4000 g/mol; 33,2 mg; 16,6 x 107 mmol —NH>) byl
rozpustén v 1 ml dimethylacetamidu (DMA). Rovnéz semitelechelicky kopolymer poly(HPMA-
co-MA-GFLG-DOX)-TT z ptikladu 3 (69 mg; 8,3 x 10° mmol) byl rozpustén v 1 ml DMA.
Roztok kopolymeru poly(HPMA-co-MA-GFLG-DOX)-TT byl pomalu za stalého michani
pridavan do roztoku NH,-PPO-NH; a reakéni smés byla ponechana reagovat za stalého michani
pti laboratorni teploté pies noc. Po cca 16 h reakce byla reakéni smés nafedéna methanolem
(MeOH) a precisténa kolonovou chromatografii pres Sephadex LH-20 v MeOH s detekci RI a
UV (230 nm) a TLC. Pfecistény produkt byl poté odpaien za vakua do konstantni hmotnosti.
Vytézek 82 mg (78 %). Charakterizace diblokového polymeru poly(HPMA-co-MA-GFLG-
DOX)-PPO-NH: : My ~ 20 230 g/mol, M, ~ 14 950 g/mol (v organické mobilni fazi), Ry~ 15 nm
(ve fyziologickém roztoku nebo PBS).

Priklad 13: Syntéza triblokového amfifilniho kopolymeru [raft-poly(HPMA-co-MA-AH-NHNH-
Boc)].-PPO

CH o o
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[raft-poly(HPMA-co-MA-AH-NHNH-Boc)],-PPO

Triblokovy amfifilni kopolymer typu A-L-B-L-A, kopolymer [raft-poly(HPMA-co-MA-AH-
NHNH-Boc)[,-PPO, byl pfipraven obdobnym postupem jako jeho diblokovy analog [raft-
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poly(HPMA-co-MA-AH-NHNH-Boc)]-PPO-NH; z piikladu 11, a to polykondenzaci NH»-PPO-
NH: a semitelechelického kopolymeru raft-poly(HPMA-co-MA-AH-NHNH-Boc)-TT. NH,-
PPO-NH, (M ~ 4000 g/mol; 28 mg; 14x10 mmol -NH,) a raft-poly(HPMA-co-MA-AH-NHNH-
Boc)-TT (115 mg; 14x10° mmol, M, ~ 8450, Frr ~ 0,98) byly rozpustény oddélené v DMA
(1,575 mL). Roztok NH,-PPO-NH> byl pomalu za stalého intenzivniho michani ptikapavan do
roztoku semitelechelického kopolymeru raft-poly(HPMA-co-MA-AH-NHNH-Boc)-TT a reakéni
smés byla ponechdna reagovat za stalého michani pfi laboratorni teploté. Po 24 h reakce byla
reakéni smés vysrdZzena do diethyletheru (47 ml). Jemn4 sraZenina byla odstiedéna a
rozpoustédlo bylo dekantovano. Polymerni produkt byl susen za vakua do konstantni hmotnosti.
Vytézek 120 mg (84 %). Charakterizace ptfipraveného Boc-chranéného triblokového kopolymeru
[raft-poly(HPMA-co-MA-AH-NHNH-Boc).-PPO:  M,, ~22 200 g/mol, M, ~ 18 790 g/mol (v
organické mobilni fazi), D ~ 1,18, Ry ~ 15 nm (ve fyziologickém roztoku nebo PBS). Obdobnym
postupem byl pfipraven triblokovy amfifilni polymer s vyuzitim semitelechelického polymeru
poly(HPMA-co-MA-AH-NHNH-Boc)-TT.

Priklad 14: Syntéza triblokového amfifilniho kopolymeru NH,-PPO-[raft-poly(HPMA-co-MA-
AH-NHNH-Boc)]-PPO-NH;
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NH,-PPO-[raft-poly(HPMA-co-MA-AH-NHNH-Boc)]-PPO-NH,

Triblokovy amfifilni kopolymer typu B-L-A-L-B, tj. NH»-PPO-[raft-poly(HPMA-co-MA-AH-
NHNH-Boc)]-PPO-NH,, byl ptipraven analogicky jako triblok typu A-L-B-L-A polykondenzaci
NH;-PPO-NH; a Boc-chranéného telechelického kopolymeru raft-TT-poly(HPMA-co-MA-AH-
NHNH-Boc)-TT v molarnim poméru bloki polymertt NH»-PPO-NH; : raft-TT-poly(HPMA-co-
MA-AH-NHNH-Boc)-TT) 2:1. Roztok Boc-chranéného telechelického kopolymeru raft-TT-
poly(HPMA-co-MA-AH-NHNH-Boc)-TT byl pomalu za stalého michani ptidavan do roztoku
PPO a reakéni smés byla ponechéna reagovat za stdlého michani pfi laboratorni teploté pfes noc.
Druhy den byla reakéni smés nafedéna MeOH a precisténa kolonovou chromatografii pies
Sephadex LH-20 v MeOH s detekci RI a UV (230 nm) a TLC. Piecistény produkt byl poté
odpafen za vakua do konstantni hmotnosti. Vytézek 100 mg (74 % hmotn.). Charakterizace
ptripraveného Boc-chranéného triblokového kopolymeru NH,-PPO-[raft-poly(HPMA-co-MA-
AH-NHNH-Boc)]-PPO-NHz: My, ~ 15 200 g/mol, M, ~ 13 390 g/mol (v organické mobilné fazi),
b ~ 1,14, R, ~ 16 nm (ve fyziologickém roztoku nebo PBS).

Priklad 15: Ptiprava blokového kopolymeru na bazi PPO-raft-poly(HPMA-co-MA-AH-NHNH-
Boc)s pomoci klik reakce
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PPO-raft-poly(HPMA-co-MA-AH-NHNH-Boc);

Pro ptipravu vétveného blokového kopolymeru typu obecného vzorce I1I, kopolymeru PPO-raft-
poly(HPMA-co-MA-AH-NHNH-Boc)s, byl vyuzit polymer PPO-(DBCO); (3,12 mg; 1,606 x
10~ mmol DBCO skupin) a kopolymer HPMA-co-MA-AH-NHNH-Boc)-N3 (52 mg; M, 27 000
g/mol; 1,926 x 102 mmol N3 skupin). Polymery byly rozpustény ve smési rozpoustédel MeOH
(80 9%)/0,3M octanovy pufr pH 6,5 (20 %) a ponechany reagovat pres noc pfi laboratorni teploté
za stalého michéani. Reakce byla sledovana pomoci SEC. Produkt byl poté precistén kolonovou
chromatografii ptes kolonku PD10 (Sephadex G25) ve vod¢€. Polymerni frakce byla zamrazena a
zlyofilizovana. Charakterizace piipraveného Boc-chranéného blokového kopolymeru PPO-raft-
poly(HPMA-co-MA-AH-NHNH-Boc)s: My ~ 29 380 g/mol, M, ~ 22 600 g/mol (v organické
mobilné fazi), P ~ 1,30, Ry 19 nm (ve fyziologickém roztoku nebo PBS).

Priklad 16: Ptiprava triblokového kopolymeru raft-(polyHPMA),-PPO pomoci RAFT
polymerizace s vyuzitim polymerniho pfenosového ¢inidla PPO-(CTA),
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Triblokovy kopolymer typu A-L-B-L-A, kopolymer raft-(polyHPMA),-PPO, byl pfipraven
fizenou radikalovou RAFT polymerizaci za pouziti PPO-(CTA),, pfipraveného v ptikladu 1, jako
pfenosového Cinidla. Molarni pomér iniciatoru/prenaseCe/monomeru byl 1/2/150. HPMA
(33,64 mg; 0,235 mmol) byl rozpustén v terc-butanolu (0,232 ml), PPO-(CTA), (10 mg; 4,35 x
10 mmol) a AIBN (0,36 mg; 2,18 x 107 mmol) byly rozpustény v DMSO (0,026 ml). Tyto
roztoky byly smichany dohromady v polymerizacni ampuli. Polymerizacni smés byla
probublavana 10 min argonem a poté byla ampule zatavena. Kopolymerizace probihala pti 70 ° C
po dobu 16 h. Produkt byl izolovan vysraZenim do smeési aceton/ether v poméru 3/1. Jemna
srazenina byla zcentrifugovéana, odfiltrovana a za vakua suSena do konstantni hmotnosti.
Reaktivni o-koncové DTB skupiny byly odstranény pomoci AIBN. Charakterizace: M, (SEC) ~
14 600 g/mol (v organické mobilné fazi), B ~ 1,13; konverze ~ 60 % (26 mg); Ry ~ 14,5 nm (ve
fyziologickém roztoku nebo PBS).

Ptiklad 17: Ptiprava triblokového kopolymeru raft-poly(HPMA-co-MA-AH-NHNH-Boc),-PPO
pomoci RAFT polymerizace s vyuzitim polymerniho pienosového ¢inidla PPO-(CTA)
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raft-poly(HPMA-co-MA-AH-NHNHBoc),-PPO

Triblokovy kopolymer raft-poly(HPMA-co-MA-AH-NHNHBoc),-PPO byl pfipraven obdobné
jako  triblokovy  kopolymer poly(HPMA),-PPO  vpiikladu 16. Molami pomér
iniciatoru/prenaSece/komonomert byl 1/2/150. Pomér komonomerd HPMA/MA-AH-NHNH-Boc
byl 90/10 mol %. Reaktivni w-koncové DTB skupiny byly odstranény pomoci AIBN.
Charakterizace: M, (SEC) = 8 750 g/mol (v organické mobilné fazi); D 1,56; konverze 50 % (8,3
mg); Ry 14,0 nm (ve fyziologickém roztoku nebo PBS).

Priklad 18: Ptiprava Boc-chranéného diblokového kopolymeru obsahujiciho ve své struktuie
biodegradovatelné spojky Asp-Pro-Lys
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Blokovy kopolymer raft-poly(HPMA-co-MA-AH-NHNH-Boc)-TT a PPO-(Asp-Pro-Lys),

Diblokovy biodegradovatelny kopolymer byl pfipraven polykondenzaci kopolymeru raft-
poly(HPMA-co-MA-AH-NHNH-Boc)-TT a PPO-(Asp-Pro-Lys), obdobnym zplsobem jako
diblokovy amfifilni kopolymer [raft-poly(HPMA-co-MA-AH-NHNH-Boc)]-PPO-NH, (viz
Ptiklad 11). Obdobnym zpisobem byly pfipraveny diblokové kopolymery obsahujici dalsi
biodegradovatelné oligopeptidové spojky, vyjmenované v piikladu 10.

Ptiklad 19: Ptiprava triblokového biodegradovatelného kopolymeru typu A-L-B-L-A na bazi raft-
poly(HPMA-co MA-AH-NHNH-Boc)-TT a PPO-(Asp-Pro-Lys)»
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Blokovy kopolymer raft-poly(HPMA-co MA-AH-NHNH-Boc)-TT a PPO-(Asp-Pro-Lys)»

Triblokovy biodegradovatelny kopolymer na bazi raft-poly(HPMA-co MA-AH-NHNH-Boc)-TT
a PPO-(Asp-Pro-Lys),, obsahujici mezi hydrofilnim blokem A a hydrofobnim blokem B
hydrolyticky i enzymaticky biodegradovatelnou peptidovou sekvenci Asp-Pro-Lys, byl pfipraven
obdobnym zptisobem jako triblokovy amfifilni kopolymer [raft-poly(HPMA-co-MA-AH-NHNH-
Boc)]>-PPO (viz ptiklad 13), tj. polykondenzaci kopolymeru raft-poly(HPMA-co-MA-AH-
NHNH-Boc)-TT a polymeru PPO-(Asp-Pro-Lys);. Obdobnym zptisobem byly pfipraveny
triblokové kopolymery obsahujici dal$i biodegradovatelné oligopeptidové spojky, vyjmenované
v prikladu 10.

Priklad 20: Odstranéni chranici skupiny Boc na hydrazidovych skupinach diblokového
polymerniho prekurzoru [raft-poly(HPMA-co-MA-AH-NHNH-Boc)]-PPO-NH,
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Diblokovy polymerni prekurzor [raft-poly(HPMA-co-MA-AH-NHNH,)]-PPO-NH: byl ptipraven
z diblokového kopolymeru [raft-poly(HPMA-co-MA-AH-NHNH-Boc)]-PPO-NH, (50 mg),
ktery obsahoval hydrazidové skupiny chranéné terc-butyloxykarbonylovou skupinou (Boc).
Diblokovy kopolymer [raft-poly(HPMA-co-MA-AH-NHNH-Boc)]-PPO-NH, byl rozpustén
v 1,08 ml smesi trifluoroctové kyseliny (TFA) / triisopropylsilanu (TIS) / vody (95/2,5/2.5).
Ihned po rozpusténi byla tato smés za vakua odpafena do sucha. Odparek byl poté rozpustén
v boratovém pufru (pH 8,0; 200 ul) a pH roztoku bylo upraveno titraci nasycenym roztokem
NaOH na pH 6,5 az 8,0. Surovy produkt byl odsolen a ptecistén na kolonce PD10 (Sephadex
G25) ve vod¢ a zlyofilizovan. Vytézek 40 mg (78 %). Chrakterizace: M, = 16 200 g/mol, M, =
13 500 g/mol (v organické mobilni fazi), Rn~ 14,5 nm (ve fyziologickém roztoku nebo PBS).

Stejnym zplsobem byly tyto chranici skupiny odstranény i z polymernich prekurzori
ptipravenych v pfikladech 13 az 15 a 17 az 19.

Priklad 21: Ptiprava diblokového polymerniho konjugatu s léCivem, navazanym hydrolyticky
labilni hydrazonovou vazbou:

(A) Diblokovy polymemni konjugat [raft-poly(HPMA-co-MA-AH-NHN-DOX)]-PPO-NH,
s hydrazonové€ navazanym doxorubicinem
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Diblokovy polymerni prekurzor [raft-poly(HPMA-co-MA-AH-NHNH>)]-PPO-NH,, piipraveny
v prikladu 20, s volnymi hydrazidovymi skupinami (120 mg) byl rozpustén v MeOH (960 pl).
Roztok polymeru byl ptidan k pevnému doxorubicin hydrochloridu (DOX . HCI; 12,94 mg) a do
suspenze bylo pridano 38,4 ul koncentrované kyseliny octové. Reakéni smés byla tfepana na
ttepatce ve tmé pii laboratorni teploté pies noc. Reakce byla sledovana pomoci TLC
(CHCl3/MeOH/kyselina octova ~ 8/2/1). Po 24 h reakce byla reakéni smés naredéna MeOH a
surovy produkt byl pfecistén kolonovou chromatografii v MeOH pies Sephadex LH-20.
Polymerni frakce byla za vakua odpafena do sucha a suSena do konstantni hmotnosti. Obsah
navazaného doxorubicinu byl stanoven spektroskopicky (A ~ 488 nm, voda, € ~ 9800 1 x mol™' x
cm). Vytézek byl 110,8 mg (83 %), obsah 1é¢iva na polymeru 8,9 % hmotn. Charakterizace: My
= 18 300 g/mol, M, = 14 100 g/mol (v organické mobilni fazi), R, ~ 14,2 nm (ve fyziologickém
roztoku nebo PBS). Obdobnym zplisobem byl pfipraven diblokovy polymerni konjugat s 1é¢ivem
pirarubicinem nebo daunorubicinem, obsah 1éCiva na téchto konjugatech byl 9,9 % hmotn.
pirarubicinu nebo 9,5 % hmotn. daunorubicinu. Charakterizace konjugatu s pirarubicinem: M,, =
19 200 g/mol, M, = 14 300 g/mol (v organické mobilni fazi), R, ~ 14,4 nm (ve fyziologickém
roztoku nebo PBS). Charakterizace konjugatu s daunorubicinem: M, = 18 800 g/mol, M, =
14 500 g/mol (v organické mobilni fazi), Rn~ 13,9 nm (ve fyziologickém roztoku nebo PBS).

(B) Diblokovy polymerni konjugat s hydrazonove navazanym derivatem docetaxelu
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Docetaxel, derivatizovany kyselinou levulovou (Dtx-LEV), byl pfipraven reakci docetaxelu
s kyselinou levulovou za ptitomnosti diisopropylkarbodidimidu v DMSO. Diblokovy polymerni
prekurzor [raft-poly(HPMA-co-MA-AH-NHNH,)]-PPO-NH, ptipraveny v ptikladu 20 (191,5
mg) a derivat 1é¢iva Dtx-LEV (22,9 mg) byly rozpustény v MeOH (172 pl) a do reakéni smési
byla ihned pfidana koncentrovana kyselina octova (70 pl). Reakéni smés byla michéna 2,5 h.
Poté byla natfedéna MeOH a produkt byl ptecistén kolonovou chromatografii v MeOH (Sephadex
LH-20, MeOH; detekce UV-230 nm, RI]. Frakce polymerniho konjugatu s Dtx-LEV byla
zachycena, odparena za vakua do sucha a susena do konstantni hmotnosti. Vytézek byl 172 mg
(80 %). Charakterizace: My = 17 500 g/mol, M, = 13 600 g/mol (v organické mobilni fazi), R, ~
14 nm (ve fyziologickém roztoku nebo PBS). Obsah derivatu Dtx-LEV, po kompletni kyselé
hydrolyze (HCI o pH ~ 2,0) a extrakci do chloroformu stanoven chromatograficky (HPLC), byl
9,0 % hmotn. ). Obdobnym zpisobem byl derivatizovan také paklitaxel a larotaxel a posléze byla
ob¢ léc¢iva obdobnym postupem popsanym vySe navazana na polymerni nosi¢. Charakterizace
konjugatu s paklitaxelem: M,, = 18 500 g/mol, M, = 14 100 g/mol (v organické mobilni fazi), R~
14,3 nm (ve fyziologickém roztoku nebo PBS). Obsah derivatu paklitaxel-LEV byl 9,6 %
hmotn.). Charakterizace konjugéatu s larotaxelem: M,, = 17 800 g/mol, M, = 14 200 g/mol (v
organické mobilni fazi), R, ~ 14,1 nm (ve fyziologickém roztoku nebo PBS). Obsah derivatu
larotaxel-LEV byl 9,4 % hmotn).

Po odstranéni chranicich Boc skupin podle ptikladu 20 je mozné obdobnym postupem jako
v piikladu 21 navazat vySe uvedena 1é¢iva i na polymerni prekurzory pripravené v piikladech 13
az15a17az19.

Ptiklad 22: Ptiprava lyofilizované formy polymernich konjugati s 1é¢ivem
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Blokové polymerni konjugaty s léCivy, piipravené podle piikladu 21, a blokové polymerni
prekurzory bez 1é¢iv byly pomoci lyofilizace s pfidavnymi latkami pfevedeny na lyofilizovanou
formu, ktera usnadiiuje prevedeni pevné formy polymerniho lé¢iva do roztoku i vznik
nanocasticovych micelarnich struktur do 1 minuty od pfidavku piislusného pufru nebo
fyziologického roztoku. Diblokovy polymerni konjugat s léCivem, pfipraveny v ptikladu 21
(100 mg; 8,7 % hmotn. DOX navazanych na polymeru), NaH,PO,4 x 2 H,O (2,40 mg), Na,HPO4
x 2H,0 (9,54 mg) a laktéza (332 mg) byly rozpustény v destilované vod¢, roztok byl zamrazen a
zlyofilizovan. Vysledny lyofilizat (100 mg pivodniho polymerniho konjugatu s IéCivem) byl
rozpustén v 17,2 ml vodného roztoku NaCl o koncentraci 9 g/l (fyziologicky roztok).
Lyofiliza¢ni kolace polymernich prekurzori a jejich konjugati s 1éCivy byly rozpoustény ve
fyziologickém roztoku (0,9% NaCl), ktery byl pfed pouzitim prefiltrovdn pfes membranu
Whatman (PVDF) s velikosti pord 0,20 um.

Priklad 23: Priklad charakterizace polymernich prekurzord a konjugatt

Ptipravené kopolymery, polymerni prekurzory i jejich konjugaty s 1é¢ivy byly charakterizovany
stanovenim vahového i pocetniho priméru molarnich hmotnosti (Mw, My) a piislusného indexu
polydisperzity (P) pomoci rozmérové vylucovaci chromatografie (SEC) na systému vybaveném
UV detektorem (Shimadzu, Japan), RI detektorem (Optilab REX, Wyatt Technology Corp.,
USA) a vicethlovym detektorem rozptylu svétla (DAWN Heleos-1I, Wyatt Technology Corp.,
USA). Nekteré systémy byly charakterizovany pomoci FFF systému (Eclipse 3+ modul)
vybaveného DLS (DAWN 8+; Wyatt Technology Corp., USA), UV a RI (Optilab REX; Wyatt
Technology Corp., USA) detekci. Pro charakterizaci byla v pfipadé SEC pouzita kolona TSK
3000 Super SW a jako mobilni faze smés MeOH (80 %) a 0,3M octanového pufru o pH 6,5
(20 %), v ptipad¢ FFF byla pro déleni pouzita membrana z regenerované celulozy (10 kDa) a
jako mobilni faze voda s NaN;. Koncentrace vzorki byla ve vSech ptipadech 3 mg/ml.

Obsah koncovych -DTB, —-DBCO, —TT skupin a hydrazidovych skupin, zakopolymerovanych
statisticky podél polymerniho fetézce, byl stanoven spektrofotometricky. VSechna méfeni byla
provadéna na UV-VIS spektrofotometru Specord 205 (Analytik Jena, Némecko). Obsah —TT
skupin byl stanoven podle literatury (Subr, V.; Konak, C.; Laga, R.; Ulbrich, K.
Biomacromolecules 2006, 7(1): 122 az 130) v methanolu (€30s = 10 800 1 . mol! . cm™). Obsah
hydrazidovych skupin (po deprotekci smési TFA (95 %), triisopropylsilan (2,5 %) a voda
(2,5 %)) byl stanoven dle metody popsané v Etrych, T.; Jelinkova, M., Rihova, B. and Ulbrich,
K., J. Control. Release 2001; 73: 89 az 102 (esoo = 17 200 1 . mol'.cm™). Obsah
koncovych -DBCO nebo -DTB skupin byl stanoven spektrofotometricky v MeOH (-DTB: €302 =
12400 1. mol'.em™, -DBCO: €30 = 13 000 1 . mol-".cm™).

Velikosti nanocastic, tvofenych polymerni prekurzory a konjugaty s 1é¢ivy ve vodném prostiedi,
byly stanoveny dynamickym rozptylem svétla (Nano-ZS Zetasizer, Malvern) a statickym
rozptylem svétla (ALV instrument, Némecko) ve vodném roztoku pufru (PBS, pH 7,4). Staticky
rozptyl svétla byl méfen v rozsahu 30 az 140° s krokem 10° pii koncentracich 0,5 az 10 mg/ml a
teplotach, 25 °C a 37 °C. Ukazka distribucni kiivky velikosti ¢astic je uvedena na obr. 1.

Ptiklad 24: Uvolnovani 1éCiva
(A) Polymerni konjugaty s doxorubicinem, pfipravené podle piikladu 21A:

Mnozstvi doxorubicinu uvolnéného z polymernich micel bylo stanoveno po inkubaci
polymernich konjugati s DOX pti 37 °C ve fosfatovém pufru o pH 5,0 (0,1 M fosfatovy pufr
obsahujicim 0,05 M NaCl), modelujicim prostiedi v endosomech a lysozomech nadorovych
bunek, a fosfatovém pufru o pH 7,4 (0,1 M fosfatovy pufr obsahujicim 0,05 M NaCl), ktery
modeluje prostfedi krevniho feCisté. V predem stanovenych ¢asovych intervalech byla odebirana
¢ast inkubacniho roztoku a mnozstvi uvolnéného DOX bylo stanoveno pomoci SEC (Shimadzu,
Japan; izokraticky priitok 0,3 ml/min; mobilni faze: MeOH (80 %) / 0,3M octanovy pufr o pH 6,5
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(20 %)) na koloné¢ TSK 3000 Super SW. Mnozstvi uvolnéného DOX bylo vypocitano z ploch
pikd volného a vazaného DOX, detekovanych pii vinové délce 488 nm. Zatimco pii inkubaci
polymernich micel v pH 5,0 dochazelo k rychlému uvoliiovani DOX z nosice (vice nez 70 %
DOX uvolnéno za 9 h inkubace), pfi inkubaci polymernich konjugati ve fyziologickém prostiedi
(pH 7,4) k hydrolyze hydrazonové vazby téméf nedochdzi a 1éCivo je uvolilovano jen velmi
zvolna (do 9 % za 24 h). Rychlost uvolnovani 1é¢iva DOX pro obé prostiedi (pH 5,0 a pH 7,4)
z nami piipravenych nanocasticovych systémt je ukazana na obr. 2.

(B) Polymerni konjugaty s derivatem docetaxelu, pfipravené podle pfikladu 21B:

Mnozstvi docetaxelu (Dtx) nebo jeho derivatd, uvolnénych z polymernich konjugéti po jejich
inkubaci ve fosfatovém pufru o pH 5,0 (0,1 M fosfatovy pufr obsahujicim 0,05 M NaCl),
modelujicim intracelularni prostfedi, a fosfatovém pufru pH 7,4 (0,1 M fosfatovy pufr
obsahujicim 0,05 M NaCl), modelujicim prostfedi krevniho fecisté, bylo stanoveno pomoci
HPLC. V ptedem urcenych ¢asovych intervalech bylo odebirdno 200 pl inkubac¢niho roztoku a po
extrakci uvolnénych [éCiv a jejich derivati do chloroformu bylo jejich mnozstvi stanoveno
pomoci HPLC systému (Shimadzu HPLC systém vybaveny kolonou s reverzni fazi Chromolith
Performance RP-18e (100 x 4,6 mm) a UV—VIS detektoru Shimadzu SPD- 10AVvp (230 nm);
eluent voda—acetonitril s gradientem 50 az 100 obj. % acetonitrilu, pritok 0,5 ml x min™"). Po
inkubaci konjugatti (koncentrace 5 mg/ml) ve fyziologickém prostiedi pii 37 °C (fosfatovy pufr,
pH 7,4) se uvolnuje 1é¢ivo Dtx (¢i jeho derivaty) vyznamné pomaleji (obr. 3) nez v mirné
kyselém prostfedi pfi pH 5,0, modelujicim prostfedi v endozomech a lysozomech nadorovych
bunc¢k (obr. 3). Rozpad derivatu IéCiva na volné léCivo nebo primé odstépeni léciva
z polymerniho konjugatu je predpokladano uc¢inkem enzymt, a to predevsim karboxyesteraz.

Ptiklad 25: Rozpad micel na bazi PHPMA-PPO

Rozpad micel na bazi PHPMA-PPO na polymerni fetézce vyloucitelné z organismu je mozny
dvéma zptisoby: 1) po snizeni koncentrace vzorku pod hodnotu kritické micelarni koncentrace
(CMC), nebo ii) po rozpadu biodegradovatelnych spojek mezi bloky kopolymeru, poptipade
kombinaci obou postupii. Kopolymer ptipraveny podle piikladu 18 byl (po odstranéni chranicich
Boc skupin podle piikladu 20) rozpustén v PBS pufru (0,15 mol.I", pH 7,4) na micelarni roztok o
koncentraci 2 mg/ml a nasledné fedén. Velikost micel byla sledovana metodou dynamického
rozptylu svétla (QELS). CMC byla stanovena pomoci izotermalni kalorimetrie (ITC). CMC pro
odchranény diblokovy kopolymer z ptikladu 18 byla stanovena jako 0,01 az 0,02 mg/ml. Pod
touto koncentraci se micely rozpadaji na jednotlivé polymerni fetézce vyloucitelné z organismu.
Enzymatické degradace odchranéného polymerniho dibloku z ptikladu 18 byly studovany v
0,1 M fosfatovém pufru (NaH,PO4/NaOH, pH = 6,0; SmM glutathion; 1 mM EDTA),
obsahujicim lysosomalni enzym katepsin B, tj. v prostfedi modelujicim prostredi sekundarniho
lysosomu v nadorovych burikach pii koncentraci substratu 10 mg/ml. Odchranény diblokovy
kopolymer z ptikladu 18, byl rozpustén ve fosfatovém pufru v koncentraci 10 mg/ml a tésné pred
umisténim do termostatu (teplota 37 °C) byl pfidan zasobni roztok katepsinu B tak, aby vysledna
koncentrace katepsinu B byla 5.107 M. V pfedem urCenych intervalech byly z inkubaénich
roztokd odebirany alikvotni podily (200 ul), které byly odsoleny na kolonach PD-10 a
zlyofilizovany. Molekulovd hmotnost degradacnich produkti byla zmeétfena stejnym zplsobem
popsanym vyse (pfiklad 23). Konjugat obsahujici oligopeptidovy spacer Asp-Pro-Lys, ptipadné
GFLG aj., byl vroztoku obsahujicim katepsin B (5.107 M) pozvolna degradovan. Po 48h
inkubaci s katepsinem B bylo stanoveno, ze 40 % polymernich podild je ve formé rozpustnych
podild s molekulovou hmotnosti pod limitem renalni filtrace. Zminény experiment potvrdil
biodegradabilitu blokovych polymernich konjugati na degradac¢ni produkty vyloucitelné
Z organismu.

Ptiklad 26: In vitro cytotoxicka aktivita diblokovych a triblokovych polymerd na bazi PHPMA -
PPO kopolymeri
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Cytotoxicka aktivita diblokovych a triblokovych polymernich prekurzort na bazi PHPMA-PPO
byla studovana na nékolika nadorovych liniich, pfedev§sim na neuroblastomovych liniich NB3,
NB4 a od nich odvozenych linii rezistentnich na DOX (NB3/DOX a NB4/DOX), dale na liniich
T-bunécného lymfomu EL4, lymfomu P388 a od né&j odvozené rezistentni linie P388/MDR. V in
vitro pokusech byla stanovena viabilita bunék po 72h inkubaci s riznymi koncentracemi
diblokového a triblokového polymerniho prekurzoru metodou AlamarBlue. Bylo zjisténo, Ze ani
koncentrace 500 pg/ml téchto polymernich systémi neni pro butiky toxicka, nezplsobuje pokles
jejich viability.

Ptiklad 27: In vitro biologicka aktivita diblokovych a triblokovych polymert na bazi PHPMA-
PPO jako inhibitorta P-gp

Schopnost diblokovych a triblokovych polymert inhibovat transmembranové pumpy, jmenovité
P-gp, které jsou jednou z hlavnich pficin lékové rezistence, byla prokazana pomoci kalceinové
zkousky. Experimenty byly provedeny na neuroblastomovych liniich NB3, NB4 a od nich
odvozenych liniich rezistentnich na doxorubicin NB3/DOX a NB4/DOX a na lymfomové linii P-
388/MDR. U zminénych bunéénych linii bylo prokazano, ze lékova rezistence je zplsobena
zvySenou expresi P-gp.

Vin vitro pokusech byly bunky inkubovany sriznymi koncentracemi diblokovych a
triblokovych polymert po rtiznou dobu (0,5 h, 2 h a 6 h nebo 4 h, 8 h a 24 h) a poté k nim byl na
20 minut pfidan Kalcein®™, ktery je v bufikich roz$tépen na fluorescenéné aktivni Kalcein
(excitace 485 nm / emise 530 nm). Kalcein je zaroven odstranovan z bunék se zvysenou aktivitou
P-gp. Mira schopnosti inhibice P-gp byla stanovena jako fluorescencni aktivita Kalceinu vztazena
ke kontrole (10mM Cyclosporin A — CsA, nizkomolekuldrni inhibitor P-gp). Vyznamna
schopnost inhibice P-gp byla detekovana u vSech studovanych DOX rezistentnich linii, a to
NB3/DOX (obr. 4), NB4/DOX (obr. 5) a P388/MDR (obr. 6). V ptipadé NB3/DOX a NB4/DOX
linii byla nejvyssi mira inhibice P-gp zjisténa pro nejvyssi koncentrace 250 a 500 pg/ml a klesala
se snizujici se koncentraci pouzitych polymert. U linie P388/MDR byla nejvyssi mira inhibice
nalezena pro koncentrace 31 az 125 pg/ml. U parentalnich linii NB3, NB4 a P388 nebyla
detekovana zadna smérodatnd zména, coz je v souladu s velmi nizkou expresi P-gp u téchto linii.
Studované koncentrace vrozmezi 30 az 250 pg/ml polymerit jsou plné¢ v souladu
s predpokladanymi koncentracemi polymernich systému, pouzitych pfi 1é€bé solidnich nadort
vykazujicich vicecetnou 1ékovou rezistenci.

Priklad 28: In vitro biologicka aktivita diblokovych a triblokovych konjugati — ovlivnéni
cytotoxického ucinku

Byl sledovan vliv inhibice P-gp u bun¢k neuroblastomovych linii pomoci diblokového
kopolymeru poly(HPMA-co-MA-GFLG-DOX)-PPO-NH; z prikladu 11 (DB) a triblokového
kopolymeru piipraveného v piikladu 19 (TB), s volnymi hydrazidovymi skupinami odstranénymi
podle prikladu 20, na zménu ICso 1é¢iv: 1) DOX; ii) polymerniho doxorubicinu PHPMA-DOX
(linearni hydrazonovy konjugat s DOX na bazi PHPMA); iii) diblokového polymerniho
konjugatu z piikladu 21 (DB-DOX). V in vitro pokusech byly burnky nejprve inkubovany lh
s/bez DB nebo TB v koncentracich 125 a 250 pg/ml a poté k nim byla pfidana vySe uvedena
lé¢iva v koncentracni fad€. Po 72h inkubaci byla stanovena metabolicka aktivita bun¢k metodou
AlamarBlue a z ni uréena ICs jednotlivych 1é¢iv. Vysledky jsou uvedeny v tabulce 5.

Tabulka 5: Zvyseni cytotoxicity 1é¢iv: doxorubicinu (DOX), linearniho hydrazonového konjugétu
s DOX na bazi PHPMA (PHPMA-DOX) a diblokového konjugatu z ptikladu 21 (DB-DOX)
zpusobené zablokovanim transmembranovych pump P-gp u neuroblastomovych linii
rezistentnich na doxorubicin: NB3/DOX a NB4/DOX, méfené metodou AlamarBlue. V tabulce 5
jsou uvedeny hodnoty ICso, t.j. koncentrace v pg/ml, pfi které dochdzi ke snizeni viability u
poloviny testovanych bunék.
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1Cso po 72h inkubaci NB3/DOX NB4/DOX
DOX 0,215+ 0,004 2,61 +£0,17
DOX + DB (125ug/ml) 0,025+0,010 0,49 +0,01
DOX + DB (250ug/ml) 0,020 £ 0,001 0,42 +£0,03
1Cso po 72h inkubaci NB3/DOX
DOX 0,168 £+ 0,005
DOX + TB (125ug/ml) 0,036 £ 0,009
DOX + TB (250ug/ml) 0,032 + 0,003
ICso po 72h inkubaci NB3/DOX NB4/DOX
PHPMA-DOX 2,596 + 0,132 35,00 =2,79
PHPMA-DOX + DB (125ug/ml) 0,381 £0,001 6,99 + 0,14
PHPMA-DOX + DB (250ug/ml) 0,340 = 0,006 5,60 +0,32
ICso po 72h inkubaci NB3/DOX
PHPMA-DOX 3,338 +0,110
PHPMA-DOX + TB (125ug/ml) 1,028 £ 0,010
PHPMA-DOX + TB (250ug/ml) 0,521 + 0,006
ICso po 72h inkubaci NB3/DOX NB4/DOX
DB-DOX 0,919 = 0,020 7,07 £0,11
DB-DOX + DB (125ug/ml) 0,181 +0,019 4,60 + 0,32
DB-DOX + DB (250ug/ml) 0,152 £+ 0,007 3,92+0,13

Z tabulky 5 vyplyva, ze jak koncentrace DB (kopolymer z ptikladu 20), tak TB (kopolymer
z ptikladu 19 s volnymi hydrazidovymi skupinami) 250 pg/ml, tak jiz témét 125 pg/ml, zajistila
zvySeni cytotoxicity, tj. snizeni hodnoty ICsg, polymerniho konjugdtu PHPMA-DOX a volného
DOX o jeden tad. Mirn¢ vyssi efekt byl pozorovan u DB nez u TB. Pro DB byl pozorovan vyssi
efekt na nadorové rezistentni linii NB3/DOX, ktera exprimuje vys$$i mnozstvi transmembranové
P-gp pumpy. Z vySe zminéné¢ho je mozné usuzovat, ze inhibi¢ni efekt DB a TB na rezistentni
diblokovy polymerni konjugat z piikladu 21 (DB-DOX) vykazuje 3 az Skrat vyssi cytotoxicitu u
obou rezistentnich neuroblastomovych linii nez PHPMA-DOX, tedy linearni hydrazonovy
konjugét s DOX (koncentrace DB nosice pii ICso je pfiblizn€ 10 pg/ml). Pfidani DB kopolymeru
z prikladu 20 ke konjugatu DB-DOX z ptikladu 21 zvysilo cytotoxicitu DB-DOX (konjugat
z ptikladu 21) méné nez v ptipadé PHPMA-DOX nebo volného DOX. Efekt DB (kopolymer
z ptikladu 20) je patrny jiz pfi biologické aktivité¢ in vitro samotného DB-DOX (konjugat
z prikladu 21) a ptidani samotného DB nosi¢e (kopolymer z piikladu 20) jiz ma jen dopliujici
efekt.

Tabulka 6 (viz niZze) znazoriiuje efekt stoupajici fady koncentrace diblokového prekurzoru
z ptikladu 20 (DB) na cytostaticky efekt volného (nizkomolekularniho) doxorubicinu pfi
testovani na rezistentni linii P388/MDR, detekce proliferace pomoci inkorporace thymidinu.
Koncentrace dibloku PHPMA-PPO z ptikladu 20 (DB) byly odvozeny na zaklad¢ kalceinové
zkousky popsané vyse. Nejucinnéjsi koncentrace 62,5 ug/ml a 31,25 ug/ml inhibuji rist bunék
(zvysuji cytostatickou aktivitu doxorubicinu) 3,6krat (viz obrazek 30) a 2,7krat. Polymerni
konjugat z prikladu 21 (DB-DOX) vykézal pii srovnani ICso s linedrnim konjugatem s DOX
vazanym hydrazonovou vazbou ptiblizné 10krat vyssi cytostaticky efekt.
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Bylo prokazano, ze diblokovy polymer DB na bazi PHPMA-PPO (kopolymer z ptikladu 20) je
schopny u vybranych rezistentnich nadorovych linii zvySovat cytotoxicky efekt, a to az o jeden
fad. Tento efekt se prokazal jak pro jina polymerni dlouho cirkulujici 1éCiva (napt. PHPMA-
DOX), tak pro klasické nizkomolekularni 1é¢ivo DOX. Samotny polymerni konjugat s 1é¢ivem na
bazi blokovych kopolymerit PHPMA-PPO z ptikladu 21 (DB-DOX) vykazuje vyznamné vyssi
cytostaticky ucinek na rezistentni nadorové linie nez obdobné polymerni systémy na bazi
PHPMA.

Tabulka 6: Vliv zvysujici se koncentrace pfidavku diblokového polymeru na bazi PHPMA-PPO
z piikladu 20 (DB) na cytostaticky efekt nizkomolekularniho 1é¢iva DOX pfi in vitro testovani na
linii P388/-MDR

Koncentrace DB (ug/ml) ICso DOX+DB (pg/ml)

0 (DOX) 43

7,8 2,9

15,6 2,2

31,25 1,6

62,5 1,2

125 1,7

250 1,3

Priklad 29. Ukazka cytostatické aktivity micelarniho diblokového konjugatu s doxorubicinem z
ptikladu 21 (DB-DOX) in vitro pti pisobeni na buiiky nadorovych linii

Na prokdzani cytostatické aktivity micelarniho diblokového polymerniho konjugatu nesouciho
doxorubicin z ptikladu 21 (DB-DOX) byly pouzity buiikky n¢kolika stabilnich nadorovych linii
ruzného ptuvodu. Byly to mysi nadorové linie (CT26 - linie karcinomu stfeva, 4T1 - linie
karcinomu mlé¢né zZlazy, obé ptivodem z inbredniho kmene mysi BALB/c, dale EL4.IL-2 - linie
T-bunécného lymfomu plivodem z mysiho inbredniho kmene C57BL/6) a FaDu - lidska linie
dlazdicobunééného karcinomu hlavy a krku. Bunky byly kultivovany v 96-ti jamkovych
kultivacnich destickach s riznymi koncentracemi DB-DOX po dobu 72 hodin. Proliferace bun¢k
byla pak stanovena standardni metodou inkorporace *H-thymidinu, ktery byl pfidan na
poslednich 6 hodin kultivace. Nasledné byly kultury zpracovany pomoci harvestoru Tomtec
Mach III, a po ususeni byla radioaktivita ziskanych vzorkd zméfena beta-scintilacnim pocitacem
Microbeta Trilux (Wallac) s pouzitim pevného scintilatoru (Meltilex; Perkin Elmer). Vysledky
testu jsou vyjadieny jako hodnota ICsy, rovna koncentraci DB-DOX (udava se pomoci obsahu
doxorubicinu v konjugatu), ktera je potiebna k indukci pravé 50% inhibice rustu (proliferace)
danych nadorovych bun¢k (viz tabulka 7). Cytostatickd aktivita DB-Dox byla porovnavana s
aktivitou jiného micelarniho konjugatu na bazi HPMA s doxorubicinem, dale s aktivitou
linearniho HPMA kopolymeru s doxorubicinem, a s volnym lé¢ivem.

Tabulka 7: Cytostatickd uc¢innost DB-DOX z piikladu 21, dal$ich konjugati na bazi HPMA a
volného doxorubicinu u ¢ty vybranych nadorovych linii. Aktivita konjugati byla stanovena
pomoci inkorporace *H-thymidinu po 72 hodindch kultivace bun&k s riiznymi koncentracemi
1é¢iv. Hodnoty 1Cso jsou uvedeny v ng doxorubicinu/ml a byly vypocteny jako primér z n¢kolika
nezavislych stanoveni.

CT26 4T1 EL4.1L-2 FaDu
DB-DOX (konjugat 21) 108,7 56,3 104,6 28,8
micelarni konjugat 117,6 56,1 125,4 31,7
linearni konjugat 2323 101,6 195,1 63
doxorubicin 42,5 14,3 12,2 4.8
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U vsech testovanych linii, a to citlivych vii¢i doxorubicinu (FaDu) nebo malo citlivych (CT26) je
patrné, Ze cytostaticka aktivita DB-DOX (konjugat dle piikladu 21) je stejna nebo dokonce mirné
vys§i nez aktivita jiného typu micelarniho konjugatu na bazi HPMA. Linearni konjugat
s doxorubicinem (PHPMA-DOX) vykazoval u vSech linii aktivitu podstatn¢ niz§i nez DB-DOX
(konjugat dle ptikladu 21). U linie s vysokou mirou pfirozené rezistence proti cytostatiku (CT26)
se cytostaticky efekt doxorubicinu snizil navazanim lé¢iva na diblokovy nosi¢ (konjugat dle
ptikladu 21) pouze 2,6krat, zatimco u linii citlivéjSich na 1é¢ivo 6 az 8,6krat (EL4.IL-2 a FaDu)
(viz tabulka 7). V celé¢ Skale pouzitych koncentraci bylo pfitom mnozstvi diblokového
polymerniho systému niz8i, nez jsou koncentrace prokazatelné¢ fungujici pti blokadé ABC
transportérti viz vySe. Diblokovy micelarni konjugat s doxorubicinem (konjugat z prikladu 21)
vykazuje vyznamnou cytostatickou aktivitu proti nddorovym liniim rizného ptvodu in vitro.

Priklad 30: In vivo biologicka aktivita micelarniho diblokového konjugatu s doxorubicinem
z piikladu 21 (DB-DOX) pii 1écbé mysiho T-bunééného lymfomu EL4

In vivo protinddorovy efekt micelarniho diblokového polymerniho konjugatu z ptikladu 21
nesouciho doxorubicin (DB-DOX) byl studovan na modelu mysiho T-bunécného lymfomu EL4 u
inbredniho kmene mys$i C57BL/6. Konjugat byl mySim podédn intravenozné (i.v.) ve formé
jednorazové davky ekvivalentni 7,5 mg doxorubicinu/kg. Lécivo bylo injikovano 8 dni po s.c.
podani 1 x 10° nadorovych bunék EL4, tedy v dobg, kdy uz jsou nadory vyvinuty a velikost
nadorového loziska je zhruba 6 az 8 mm v priméru. Pro srovnani terapeutického ucCinku
diblokového kopolymeru z ptikladu 21 (DB-DOX) jsme podali linearni HPMA kopolymer
s doxorubicinem (PHPMA-DOX) ve stejné davce. Jak diblokovy micelarni konjugat z prikladu
21 (DB-DOX), tak linearni konjugat (PHPMA-DOX) nesly doxorubicin navazany hydrazonovou
vazbou. Dale byl k 1é¢bé pouzit volny doxorubicin (DOX), injikovany v celkové davce 10 mg/kg,
ktera byla z divodu rozdilné farmakokinetiky nizkomolekularniho 1é¢iva, a s tim souvisejiciho
nebezpeci vysoké systémové toxicity, injikovana ve dvou dil¢ich i.v. davkach 8. a 12. den po
transplantaci nadorovych bunék (kazda davka 5 mg doxorubicinu).

Mysi ve skupiné 1écené diblokovym konjugatem z ptikladu 21 (DB-DOX) vykazaly ve srovnani
s neléCenymi kontrolami stagnaci rstu nadorti do tii dnd a vyznamnou redukci riistu mezi tietim
a Sestym dnem po aplikaci l1éCiva. Podobnou stagnaci rtistu naddort vykazala i skupina lécena
linearnim konjugatem (PHPMA-DOX), do Sesti dnil zde doSlo ke zmenSeni nadort, které ale
bylo méné vyrazné ve srovnani se skupinou lé¢enou DB-DOX (konjugat z ptikladu 21). Naproti
tomu ve skupiné lécené volnym doxorubicinem (DOX) byl primérny rast nadort sice pomalejsi
nez u nelécenych mysi, ale vykazoval stabilni progresi. Uz 8 dni po podani 1écby se ve skupiné
1é¢ené DB-DOX objevila prvni my$ s Gplnou regresi nadoru, 13 dni po podani 1éCby byly bez
zjevného nadoru v misté podani 4 mysi ve skupiné (z celkovych 8), zatimco u dalSich mysi
nadory postupné rostly, ovSem jejich velikost byla vzdy vyznamné mensi nez u nelécenych
kontrol v téze dobé. K znovuobjeveni malého nadorového loziska v plivodni lokalizaci doslo u
jedné ze 4 mysi, u niz byla pfedtim pozorovana uplna regrese nadoru, a to velmi pozdé (po 40.
dnu pokusu, tedy za 32 dni po podani 1€cby). Nelécené mysi maji pfitom primérné pieziti 29 dni
(SD 2,0 dny, stfedni doba pteziti 29 dni). Diblokovy konjugat DB-DOX (konjugat z ptikladu 21)
tedy nakonec indukoval Gplné vyléceni u 3 z 8 jedinct (37,5 %) s tim, Ze preziti ostatnich mysi
bylo vyznamné prodlouzeno ve srovnani s neléCenymi kontrolami (viz tabulka 4). Prodlouzeni
preziti ve skupin€ lécen¢ DB-DOX (konjugét z ptikladu 21) je statisticky vyznamné, median
preziti je 47,5 dne proti 29 dnim ve skupiné neléenych mys$i. Linearni konjugat
s doxorubicinem (PHPMA-DOX) vylécil pouze 1 mys (12,5 %), zatimco volny doxorubicin
(DOX) nevylécil zadnou. Primérmy rist nadord je uveden na obr. 8a, pfeziti mysi po lécbe
v tabulce § a na obr. 8b.

Tabulka 8: Pfezivani C57B/6 mys$i s inokulovanym my$im lymfomem EL4, lé€enych miceldrnim
diblokovym konjugatem DB-Dox dle ptikladu 21 po i.v. podani jedné davky 7,5 mg/kg, nebo
linedarnim konjugatem s doxorubicinem (PHPMA-DOX) ve stejnédavce, nebo volnym
doxorubicinem (DOX) podanym ve dvou davkach (2 x 5 mg/kg). Dny znamenaji dobu thynu
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zvifat po podani nadorovych bunék (1x10° bunék EL4 s.c. v den 0), LTS (,,long term survivor*)
znamena myS$i dlouhodobé prezivajici bez znamek nadoru (nejméné do dne 70 po podani
nadorovych buné€k). Posledni fadek obsahuje tdaj o stiedni dob& (median) preziti ve skupinach.

DB-DOX Llngany doxorubicin SIS
konjugat kontroly
1x7,5 1x7,5 %5 0
n;ﬁ\]?/g; n;i\gg: mg DOX/kg mg DOX/kg
37 30 35 27
39 34 38 27
42 35 39 27
42 37 42 28
60 42 53 30
LTS 44 53 30
LTS 45 - 31
LTS LTS - 32
47,5 39,5 40,5 29

Podani DB-DOX (konjugat dle piikladu 21) neindukovalo u lécenych mysi zadné pozorovatelné
znamky systémové toxicity (napf. snizeni télesné vahy, najezenou srst, nahrbené postaveni,
poruchy pfijmu potravy). Bez rizika systémové toxicity 1ze podavat i vyssi davku tohoto 1éciva.
Dulezitym rysem 1écby diblokovym konjugatem dle prikladu 21 (DB-DOX) je ustaveni
rezistence proti nadoru, ktera je nadorové specifickd, dlouhodoba a je zprostiedkovana
imunitnimi protinddorovymi mechanismy. Byla prokdzdna retransplantaci vylécenych mysi
(LTS) stejnou davkou zivych nadorovych bunék EL4, jaka byla pouzita pro indukci onemocnéni,
ale pii ponechani téchto mysi bez jakékoli 1écby. Rezistentni jedinci po této retransplantaci
nevyvinuli zddny nador a dlouhodobé piezivaji. Mysi vylécené v popsaném pokusu (LTS) byly
retransplantovany az 119 dnti po podani prvniho nadoru, a z téchto tfi mysi dvé byly rezistentni.
Micelarni konjugat dle piikladu 21 (DB-DOX) prokazal vysokou aktivitu jako transportni systém
pro cytotoxické 1éc¢ivo (doxorubicin) pii lécbe experimentalniho mysiho lymfomu.

Priklad 31: Akumulace 1éCiva v pevnych nadorech a doba cirkulace v krevnim ob&hu

Akumulace 1éCiva v pevném nadoru a doba jeho cirkulace v krvi byla stanovena na mysich
s inokulovanym T-bunéénym lymfomem EL4. V pifedem stanovenych ¢asovych intervalech byla
mySsim odebirana krev a rovn€z vzorky nadorl. Tyto vzorky byly zhomogenizovany a nasledné
analyzovany na obsah léCiva. Obsah léCiva byl stanoven po kyselé hydrolyze v 1M HCI pfi
50 °C, kdy dochazi k rozpadu DOX na aglykon, ktery je nasledn¢ vytfepan do organického
rozpoustédla nemisitelného s vodou a stanoven na HPLC (Shimadzu HPLC systém vybaveny
kolonou s reverzni fazi Chromolith Performance RP-18e (100 x 4,6 mm) a UV—VIS detektorem
Shimadzu SPD-10AVvp (230 nm); eluent voda—acetonitril s gradientem 50 az 100 obj.%
acetonitrilu, pratok 0,5 ml-min™).

Po podani diblokového konjugatu na bazi PHPMA-PPO s DOX navazanym hydrazonovou
vazbou (DB-DOX, tj. konjugat dle ptikladu 21) bylo stanoveno 4krat vy$si mnozstvi léciva
v nadorové tkani nez u linedrniho PHPMA konjugatu (PHPMA-DOX), viz obr. 9. Rovnéz bylo
zjisténo, Ze akumulace v naddorové tkani je vice jak 20tindsobna v porovnani s akumulaci léciva
po podani volného lé¢iva v maximalni tolerované davce. Také pfi stanoveni doby cirkulace
v krevnim obéhu bylo zjisténo, Ze 1é¢ivo navazané na diblokovy PHPMA-PPO polymerni systém
(konjugat dle ptikladu 21) cirkuluje v krevnim ob&hu vyznamné déle, nez v piipad¢ linearniho
PHPMA konjugatu (PHPMA-DOX) a volného 1éCiva (DOX) (viz obr. 10). Oba experimenty
prokazaly schopnost blokovych kopolymeri na bazi PHPMA-PPO byt vysoce uU¢innymi
dopravnimi systémy pro 1é¢iva s vyznamné lep$imi farmakokinetickymi parametry.
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PATENTOVE NAROKY

1. Blokovy kopolymer, obsahujici alespon jeden blok A a alespon jeden blok B, kde alespoii
jeden blok A a alespoii jeden blok B jsou navzajem spojeny hydrolyticky nebo enzymaticky
biodegradovatelnou spojkou L, kterou je oligopeptid o poc¢tu aminokyselin od 2 do 5, navazany
k blokiim A a B amidovou vazbou, pficemz bloky A a B jsou uspotradané v poradi A-L-B nebo
A-L-B-L-A nebo B-L-A-L-B, nebo podle obecného vzorce III,

(11D),

a pricemz hydrofilni blok A je tvofen poly(N-(2-hydroxypropyl)methakrylamidem), poptipadé
obsahujicim do 20 mol. % monomernich jednotek obecného vzorce I

@,

kde R je aminoacyl ze skupiny sestavajici z glycylu, glycylglycylu, f-alanylu, 6-
aminohexanoylu, 4-aminobenzoylu, acylll vychazejicich z oligopeptidl o po¢tu aminokyselin od
2 do 5, zejména GlyPheGly, GlyLeuGly, GlyLeuPheGly a GlyPheLeuGly; navazany
aminoskupinou aminoacylu R ke karbonylové skupiné monomerni jednotky obecného vzorce I,
a/nebo do 15 mol. % monomernich jednotek obecného vzorce 11

GHa
AP(‘l;_CHE_]i
Cl'r:G'

1
(ID),

kde T je oligopeptid vybrany ze skupiny sestavajici z oligopeptidl o poctu aminokyselin od 2 do
5, navazany aminoskupinou oligopeptidu ke karbonylové skupin€¢ monomerni jednotky obecného

vzorce 11, s vyhodou je oligopeptidem GlyPheGly, GlyLeuGly, GlyLeuPheGly, GlyPheLeuGly,
AspProLys, AspProSer a AspProGly;
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a hydrofobni blok B je tvofen polypropylenoxidem;

pficemz blok A ma molekulovou hmotnost M, od 4000 do 60 000 g/mol, a blok B ma
molekulovou hmotnost M; od 1000 do 17 600 g/mol ;
a pricemz molekulova hmotnost blokového kopolymeru je v rozmezi od 5000 do 95 000 g/mol.

2. Blokovy kopolymer podle naroku 1, kde spojka L je vybrana ze skupiny zahrnujici
oligopeptidy AspProLys, AspProLysProAsp, GlyLeuGly, GlyPheGly, GlyPheLeuGly,
GlyLeuPheGly.

3. Polymerni konjugat, ktery obsahuje blokovy kopolymer podle naroku 1 nebo 2, ktery dale
obsahuje od 1 do 25 % hmotn. nizkomolekularniho 1é¢iva, kovalentné vazaného hydrazonovou
vazbou hydrazidové skupiny monomerni jednotky obecného vzorce (I) s karbonylovou skupinou
nizkomolekularniho 1é¢iva a/nebo amidovou vazbou aminoskupiny nizkomolekularniho 1é¢iva ke
karboxylu skupiny T monomerni jednotky obecného vzorce (II) bloku A, pficemz lécivem je
nizkomolekularni cytostatikum vybrané ze skupiny obsahujici doxorubicin, docetaxel, paklitaxel,
pirarubicin, mitomycin C, daunorubicin, larotaxel.

4. Pouziti blokového kopolymeru podle kteréhokoliv z narokt 1 a 2 k tvorbé micel ve vodném
prostredi.

5. Pouziti polymerniho konjugéatu podle naroku 3 k tvorbe€ micel ve vodném prostiedi.

6. Zpusob ptipravy blokového kopolymeru podle naroku 1 nebo 2, s vyloucenim piipravy latek
obecného vzorce (I1I), vyznaceny tim, zZe obsahuje nasledujici kroky:

- krok radikalové polymerizace N-(2-hydroxypropyl)methakrylamidu, popiipad€ s obsahem do
20 mol. % monomeru obecného vzorce I, kde R je aminoacyl vybrany ze skupiny sestavajici z
glycylu, glycylglycylu, f$-alanylu, 6-aminohexanoylu, 4-aminobenzoylu, acyli vychazejicich z
oligopeptidii o poctu aminokyselin od 2 do 5, zejména GlyPheGly, GlyLeuGly, GlyLeuPheGly a
GlyPheLeuGly, chranéného na hydrazidovych skupinach terc-butyloxykarbonylovymi
skupinami, a/nebo popfipadé s obsahem do 15 mol. % monomeru obecného vzorce I, kde T je
oligopeptid vybrany ze skupiny sestavajici z oligopeptidi o poc¢tu aminokyselin od 2 do 5,
svyhodou je oligopeptidem GlyPheGly, GlyLeuGly, GlyLeuPheGly, GlyPheLeuGly,
AspProLys, AspProSer a AspProGly;

pfi teploté vrozmezi od 40 do 100 °C, s vyhodou 50 az 80 °C, a rozpoustédle s vyhodou
vybraném ze skupiny zahrnujici DMSO, vodné pufry, dimethylacetamid, dimethylformamid,
methanol, ethanol, dioxan, tetrahydrofutan, propanol, terc-butanol nebo jejich smési, za iniciace
iniciatorem, s vyhodou vybranym ze skupiny zahrnujici ABIK-TT a ABIK-N3, kde ABIK-TT je
2-[(Z)-[1-kyano-1-methyl-4-0x0-4-(2-thioxothiazolidin-3-yl)butyl]azo]-2-methyl-5-0x0-5-(2-
thioxothiazolidin-3-yl)pentannitril a ABIK-N; je N-(3-azidopropyl)-4-[(Z)-[4-(3-
azidopropylamino)-1-kyano-1-methyl-4-oxo-butyl]azo]-4-kyano-pentanamid,  popfipadé¢  za
pfitomnosti pfenosového cinidla, s vyhodou vybraného ze skupiny CTA-TT a CTA-Ns, kde
CTA-TT je [1-kyano-1-methyl-4-ox0-4-(2-thioxothiazolidin-3-yl)butyl] benzenkarbodithioat a
CTA-N; je [4-(3-azidopropylamino)-1-kyano-1-methyl-4-oxo-butyl]benzenkarbodithioat, za
vzniku hydrofilniho bloku A jakozto semitelechelického hydrofilniho polymerniho bloku A;

- krok, ve kterém reaguje semitelechelicky hydrofilni polymerni blok A z ptedchoziho kroku se
semitelechelickym hydrofobnim polymernim blokem B obecného vzorce Y-PPO-Y, kde Y je —
NH,, oligopeptid o poctu aminokyselin od 2 do 5, sukcinimidylkarbonat nebo
dibenzocyklooktinova skupina, za vzniku amfifilniho blokového kopolymeru podle kteréhokoliv
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znarokl 1 az 2, ktery se muze, poptfipadé dale podrobit odstranéni chranicich Boc skupin
kyselinou trifluoroctovou a lyofilizaci.

7. Zpisob ptipravy polymerniho konjugéatu podle naroku 3, s vyloucenim ptipravy latek
obecného vzorce (I1I), vyznaceny tim, Ze obsahuje nasledujici kroky:

- krok radikalové polymerizace N-(2-hydroxypropyl)methakrylamidu, poptipad¢ s obsahem do
20 mol. % monomeru obecného vzorce I, kde R je aminoacyl vybrany ze skupiny sestavajici z
glycylu, glycylglycylu, f$-alanylu, 6-aminohexanoylu, 4-aminobenzoylu, acyli vychazejicich z
oligopeptidii o po¢tu aminokyselin od 2 do 5, zejména GlyPheGly, GlyLeuGly, GlyLeuPheGly a
GlyPheLeuGly, chranéného na hydrazidovych skupinich ferc-butyloxykarbonylovymi
skupinami, a/nebo popfipadé s obsahem do 15 mol. % monomeru obecného vzorce II, kde T je
oligopeptid vybrany ze skupiny sestavajici z oligopeptidii o poctu aminokyselin od 2 do 5,
svyhodou je oligopeptidem GlyPheGly, GlyLeuGly, GlyLeuPheGly, GlyPheLeuGly,
AspProLys, AspProSer a AspProGly; pficemz monomer obecného vzorce I a/nebo monomer
obecného vzorce II muze popiipadé obsahovat kovalentné navazanou molekulu
nizkomolekularniho 1é¢iva;

pii teploté vrozmezi od 40 do 100 °C, s vyhodou 50 az 80 °C a rozpoustédle s vyhodou
vybraném ze skupiny zahrnujici DMSO, vodné pufry, dimethylacetamid, dimethylformamid,
methanol, ethanol, dioxan, tetrahydrofutan, propanol, terc-butanol nebo jejich smési, za iniciace
iniciatorem, s vyhodou vybranym ze skupiny zahrnujici ABIK-TT a ABIK-N3, kde ABIK-TT je
2-[(Z)-[1-kyano-1-methyl-4-ox0-4-(2-thioxothiazolidin-3-yl)butyl]azo]-2-methyl-5-0x0-5-(2-
thioxothiazolidin-3-yl)pentannitril a ABIK-N3 je N-(3-azidopropyl)-4-[(Z)-[4-(3-
azidopropylamino)-1-kyano-1-methyl-4-oxo-butyl]azo]-4-kyano-pentanamid,  popfipadé¢  za
pritomnosti pienosového ¢inidla, s vyhodou vybraného ze skupiny CTA-TT a CTA-Ns, kde
CTA-TT je [l-kyano-1-methyl-4-ox0-4-(2-thioxothiazolidin-3-yl)butyl] benzenkarbodithioat a
CTA-N3 je [4-(3-azidopropylamino)-1-kyano-1-methyl-4-oxo-butyl]benzenkarbodithioat, za
vzniku hydrofilniho bloku A, popiipadé obsahujiciho kovalentné navazané nizkomolekularni
1é¢ivo, jakozto semitelechelického hydrofilniho polymerniho bloku A, poptipadé obsahujiciho
kovalentn€ navazané nizkomolekularni 1é¢ivo;

- krok, ve kterém reaguje semitelechelicky hydrofilni polymerni blok A, popfipad¢ obsahujici
kovalentné¢ navazané nizkomolekularni 1écivo, z ptredchoziho kroku se semitelechelickym
hydrofobnim polymernim blokem B obecného vzorce Y-PPO-Y, kde Y je -NHa, oligopeptid o
poc¢tu aminokyselin od 2 do 5, sukcinimidylkarbonat nebo dibenzocyklooktinova skupina, za
vzniku amfifilniho blokového kopolymeru podle kteréhokoliv z narokli 1 az 2 nebo popiipadé za
vzniku polymerniho konjugatu podle naroku 3;

- poptipadé krok odstranéni chranicich Boc skupin;

- poptipadé¢ krok konjugace volnych hydrazidovych skupin a/nebo amidovych skupin
s nizkomolekularnim 1é¢ivem;

- poptipade krok lyofilizace.

8. Farmaceutickd kompozice pro lécbu pevnych nadort a/nebo lymfomu a/nebo leukémie,
vyznacena tim, Ze obsahuje:

blokovy kopolymer podle naroku 1 nebo 2 a nizkomolekularni 1é¢ivo v jeho volné formé,
s vyhodou je nizkomolekuldrnim 1é¢ivem nizkomolekularni cytostatikum, nejvyhodnéji je
nizkomolekularni cytostatikum vybrané ze skupiny obsahujici doxorubicin, docetaxel, paklitaxel,
pirarubicin, mitomycin C, daunorubicin, larotaxel;
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a/nebo polymerni konjugat podle naroku 3;

pficemz farmaceuticka kompozice dale obsahuje alesponn jednu farmaceuticky pfijatelnou
pfisadu, vybranou ze skupiny zahrnujici antiadheziva, pojiva, potahovaci latky, barviva,
bobtnadla, ochucovadla, maziva, konzervanty, sladidla, sorbenty.

9. Blokovy kopolymer podle ndroku 1 nebo 2 pro pouziti jako adjuvans k 1é¢ivu pro inhibici
vicecetné 1ékové rezistence nadord k chemoterapii, s vyhodou pro pouziti jako adjuvans k
cytostatikim, vyhodnéji pro pouziti jako adjuvans k 1é¢ivu pro 1écbu pevnych nadora a/nebo
lymfomu a/nebo leukémie.

10. Polymerni konjugat podle naroku 3 pro pouziti jako cytostatikum, s vyhodou pro pouziti
jako 1é¢ivo k 1écbé pevnych nadort a/nebo lymfomu a/nebo leukémie.

11. Farmaceutickd kompozice podle naroku 8 pro pouziti jako cytostatikum, s vyhodou pro
pouziti jako 1éCivo k 1é€bé pevnych nadorti a/nebo lymfomu a/nebo leukémie.

8 vykrest
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