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Abstrakt

Cilem této bakalafské prace byla syntéza, fyzikalné-chemickd a predbéZzna biologicka
charakterizace vodorozpustného biokompatibilniho polymerniho systému pro cilenou dopravu
acetylsalicylové kyseliny do zdnétem postizené tkdné. Tyto systémy by v budoucnosti mohly
byt vyuZzity pro terapeutické vyuziti v rdmci 1écby chronickych zanétlivych onemocnéni.
V ramci projektu bylo piipraveno nékolik vhodnych derivati acetylsalicylové kyseliny
apolymerni nosi¢ na bazi N-(2-hydroxypropyl) methakrylamidového kopolymeru.
V poslednim kroku bylo provedeno pfipojeni derivatu acetylsalicylové kyseliny na kopolymer
za vzniku pH senzitivni hydrazonové vazby umoziujici fizené uvolnéni navazaného 1éciva
v cilové oblasti. Soucasti prace je SEC, NMR a HPLC charakterizace syntetizovanych latek,
ovéteni jejich stability v roztocich o rizném pH a vysledky uvoliovani nizkomolekularnich
derivatl z polymerniho nosice, a to jak pti fyziologickém pH, tak mirné kyselém pH, modelujici
prostiedi zanétu. Dale bylo v rdmci této prace pomoci laktatdehydrogenasové eseje prokazano,
ze syntetizované derivaty acetylsalicylové kyseliny nevykazuji akutni toxicitu na urovni
nekrotického plisobeni. Rovnéz byla potvrzena jejich inhibi¢ni aktivita vii¢i cyklooxygenase 1.
Polymerni konjugét acetylsalicylové kyseliny ¢i jejiho derivatu by mohl poskytnout vyhody
oproti podani nizkomolekularniho 1é¢iva, a to predev§im zvySenou rozpustnost 1é€iva, stabilitu
be&hem transportu v krvi, snizeni vedlejSich u¢inki a cilené plisobeni v misté zanétu. Mezi dalsi
benefity acetylsalicylové kyseliny patii zejména schopnost indukce syntézy resolvini
(protizénétlivych medidtorti). Tato vlastnost acetylsalicylové kyseliny by mohla byt predmétem

dal$iho vyzkumu v rdmeci pokracujiciho studia pfipravenych polymernich nanoterapeutik.
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Abstract

The main aim of this bachelor thesis was synthesis and physico-chemical and preliminary
biological characterization of water-soluble biocompatible polymeric system for targeted
delivery of acetylsalicylic acid to inflamed tissue. Such polymer conjugates should be employed
in the future for the therapeutic use within the treatment of chronic inflammatory diseases. The
project included the preparation of a series of suitable acetylsalicylic acid derivatives and the
synthesis of a polymeric carrier based on N-(2-hydroxypropyl) methacrylamide copolymer.
Finally, the acetylsalicylic acid derivative was attached to the polymer forming a polymeric
conjugate with pH-sensitive bond between the drug derivative and polymer chain, thus allowing
controlled release of the drug in the target site. The work includes SEC, NMR and HPLC
characterization of all synthesized compounds, verification of their stability in solutions with
different pH and results of the release of drug derivatives from the polymeric carrier at
physiological pH, or mildly acidic pH modeling inflamed environment. Moreover, the
cytotoxicity bioassay of acetylsalicylic acid derivatives using LDH assay did not prove any
cytoxicity at the level of necrotic activity. Also, their cyclooxygenase 1 inhibitory activity was
observed and discussed. The polymeric conjugate of acetylsalicylic acid or its derivative could
provide advantages over the administration of its parent drug such as increased drug solubility,
stability during transport in the blood and reduction of side effects. Other benefits of
acetylsalicylic acid include in particular the ability to induce the synthesis of resolvins
(anti-inflammatory mediators). This feature of acetylsalicylic acid could be the subject of

further research on teh developed polymer nanotherapeutics.

Keywords:
Anti-inflammatory therapy, nanomaterial, non-steroid drug, polymer, controlled delivery.
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1. UVOD

Chronické zanéty a naddorova onemocnéni dnes postihuji velkou ¢ast populace. Celosvétove az
3 z 5 postizenych na nékteré z téchto onemocnéni umira, jedna se tak o obecné nejvyznamné;si
pfi¢inu umrti. Pocet pacientl trpicich chronickymi zdnétlivymi onemocnénimi neustale roste
a existuje predpoklad, ze i1 v nésledujicich tficeti letech neustale poroste (studie ve Spojenych
statech [1]).

Mezi nejcastéji se vyskytujici onemocnéni patii revmatoidni artritida a dalsi kloubni
onemocnéni, osteoartritida, kardiovaskuldrni poruchy, poruchy traviciho traktu — zejména
Crohnova nemoc ¢i plicni onemocnéni jako chronickéd obstrukéni plicni nemoc. Na mnohé
existuje medikace schopné potlacit ptiznaky a usnadnit pacientovi Zivot, netfesi vSak obvykle
pfi¢inu. I pomérné jednoduché a dlouho znamé a vyuZivana léciva z kategorie nesteroidnich
antiflogistik, jako naptiklad kyselina acetylsalicylova (ASA — z angl. acetylsalicylic acid), maji
potencial ve vysokych davkach (ASA konkrétné 2-3 g/24 hodin [2]) plsobit protizdnétlive.
Vysoké davky takovychto 1éCiv vSak velmi Casto provazi nepiijemné a zivot ztézujici az
ohrozujici vedlejsi ucinky. Je proto snaha o nalezeni zptisobu, jak takovato 1é¢iva dopravit na
misto jejich ucinku (tedy do zanétem postizené tkan¢) a maximalné pti tom vedlejsi ucinky
eliminovat. Slibné feSeni tohoto problému pifinaSi vyzkum biokompatibilnich polymernich

nosicu.
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2. POLYMERNI NOSICE LECIV

2.1 Polymerni nosi€e v mediciné

Era, kdy se vyuziti syntetickych polymerti v mediciné soustiedovalo predev§im na oblast
biomaterialt pro tkdnové nahrady nebo pii povrchovych aplikacich, jako naptiklad kloubni
a organoveé implantaty ¢i ochranné vrstvy s povrchovou modifikaci, je jiz n€kolik desetileti
pasé. Vyzkum ve vod¢ rozpustnych polymernich systému pro cilenou dopravu 1é¢iv zacal jiz
na prelomu Sedesatych a sedmdesatych let minulého stoleti a prosel jiz znacnym rozvojem pro
své slibné vyhlidky aplikovatelnosti na poli mediciny [3]. Jak bylo zminéno jiz v Givodu této
prace, vyuZziti klasickych nizkomolekulérnich 1éCiv Casto nardZi na problémy s vedlejSimi
ucinky téchto 1€Civ. Nabizi se proto podani 1éCiva v jeho neaktivni formé, tedy ve formé
,proléciva®. Pro transport 1éCiva v této formé je potteba nalézt vhodny nosic, ktery zptisobi, ze
1é¢ivo zastava v prabehu transportu neaktivni, dopravi 1é¢ivo do postizené¢ho mista, kde je
1écivo uvolnéno a stava se opét biologicky aktivni. Elegantnim feSenim je vazba léCiva na
synteticky biokompatibilni polymerni nosi¢ o definované molarni hmotnosti. Pravé molarni
hmotnost vybraného polymerniho nosice a také jeho struktura jsou jedny z rozhodujicich prvka
v regulaci doby cirkulace polymerniho konjugatu s navazanym lé¢ivem (dale jen konjugatu)
v organismu. Vice se této problematice vénuje kapitola 2.1.1.

Kromé vySe zminénych vyhod plynoucich z aplikace syntetického nosic¢e ma toto pouziti
1 dal$i benefity. Jednim z nejvyznamnéjSich je moZznost pasivniho ¢i aktivniho smérovani
konjugatu do cilového mista. Pasivni smérovani do pevnych nadort je popsano tzv. EPR
efektem (Enhanced Permeability and Retention effect), efektem zvySeného prichodu
a zadrzovani. Tento fenomén je zodpovédny za hromadéni polymerniho konjugétu v nddorové
tkani, v tkani zanétlivé je obdobny jev popsan jako efekt ELVIS (Extravasation through Leaky
Vasculature and Subsequent Inflammatory cell-mediated Sequestartion), vice se o téchto
efektech zminuje v kapitola 2.2.1

Polymerni nosice nejsou studovany jen jako transportéry 1éCiv, ale mohou slouzit i jako
transportni jednotky pro fluorescen¢ni znacky, cheldtory radionuklidii nebo kovii pro MRI
(Magnetic Resonance Imaging). Polymerni nosice s fluorescencni znackou jsou napiiklad
studovany jako sondy pro navigovanou endoskopickou chirurgii pevnych nadorti. Prvni model
idealniho polymerniho konjugatu s 1écivem byl prezentovan H. Ringsdorfem v roce 1975 [4]
a sestdval z polymerni patete jakozto nosice 1éCiv, biodegradovatelné spojky, kterou bylo 1é€ivo
navazano a prvku zodpovédného za smérovéani, konjugat vSak vSechny zminéné prvky
obsahovat nemusi [5].

Vazbou léciva na polymer lze modulovat fyzikalni i1 chemické vlastnosti 1éCiva, coz
mnohdy pfinasi vyhody vyuZitelné pii potencidlnim medicinském vyuziti. Naptiklad ve vodé
nerozpustna lé¢iva se po vazb¢ na vodorozpustny polymer stavaji rozpustnymi a je mozné je
vyznamné jednoduseji davkovat do organismu. Pouziti polymerniho konjugatu 1éciva miize

14



vyznamné¢ zménit farmakokinetiku 1é¢iva, sniZzit tak jeho akumulaci ve zdravych tkanich, a tedy
zabranit nezadoucimu vstiebavani lé¢iva v jiném neZ cilovém terapeutickém misté€ a eliminovat
tak nezaddouci G€inky. Napojeni 1é¢iva na polymerni nosi¢ €asto stabilizuje 1é¢ivo pied rychlou
degradaci, napt. plisobenim enzymu [6].

Mezi nadéjné polymery studované jako potencialni nosice 1é¢iv patii polymery odvozené
od N-(2-hydroxypropyl)methakrylamidu (HPMA), jeZ jsou pouzity pro ucely této prace a je jim
polyethylenglykol (PEG). Pouziva se pfedev§im pro dopravu biologicky aktivnich latek
(enzymii, cytokinG a dalSich) a stejné jako polymerni nosi¢e na bazi
N-(2-hydroxypropyl)methakrylamidu (pHPMA) se vyznacuje EPR efektem. Na rozdil od
pHPMA vs§ak mé tu nevyhodu, Ze obsahuje pouze jednu nebo dvé funkéni skupiny pro navazani
aktivnich latek a v posledni dobé existuje podezieni na jeho imunogenicitu doprovazenou
tvorbou protilatek proti PEG [5].

2.1.1 Struktura a molarni hmotnost nosicu

Struktura a molarni hmotnost vodorozpustného polymerniho nosi¢e maji vyznamny vliv na
biologické chovani vysledného konjugatu a jeho biodistribuci. Se zvySujici se molekulovou
hmotnosti polymeru se prodluzuje jeho doba cirkulace v krevnim fecisti a snizuje se rychlost
jeho eliminace renélni filtraci. V souladu s prodlouzenou cirkulaci v organismu dochazi také
k zvySovani pravdépodobnosti zachytu polymeru v cilové tkéni.

Polymerni nosic se idealné voli tak, aby vSechny jeho komponenty mély molarni hmotnost
pod prahem rendlni filtrace a byly tedy bezpecné vylucitelné ledvinami bez nezédouci
akumulace v téle. Zaroven je ale nevhodné volit polymerni nosi¢ o piili§ nizké molekulové
hmotnosti, ktery by byl eliminovan z organismu pfili§ rychle, a nebyl by tak plné vyuzit
potencial polymerniho lé¢iva. Volbou vhodné molarni hmotnosti nosi¢e je tedy mozné
prodlouzit dobu cirkulace 1é¢iva v krevnim ob¢hu a zvysit jeho biologickou dostupnost.

Vyhodné je také pouziti degradovatelnych systému s molekulovou hmotnosti nad prahem
rendlni filtrace, které zajistuji prodlouzenou dobu cirkulace a po vykonani své transportni
funkce jsou v téle enzymaticky ¢i hydrolyticky $tépeny na mens$i fragmenty vylucitelné
z organismu. V neddvné dobé byly popsany syntézy slozitych vysokomolekuldrnich nebo
nadmolekularnich struktur sestdvajicich z linearnich polymerti o molarnich hmotnostech pod
rendlnim limitem spojenych bud biodegradovatelnymi spojkami, nebo samoskladem
amfifilnich kopolymerti [7]. Mezi tyto systémy na bazi polymerd patii zejména struktury
zobrazené na Obr. 1, str. 16, diblokové a multiblokové systémy [8], polymerni hvézdice ¢i
micely [9, 10].
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Obr. 1: Struktura polymernich nosicii.
2.1.2 HPMA kopolymery

Kopolymery na bazi HPMA byly vyvinuty v Ceskoslovensku v 70. letech 20. stoleti a pro své
unikatni vlastnosti jako je vynikajici vodorozpustnost, biokompatibilita ¢i neimunogenicita,
byly vybrany jako potencidln€ vhodné nosice 1éciv [11]. HPMA kopolymery se ukazaly byt
netoxické, apyrogenni, nevyvoldvaly tvorbu protilatek v mysich a nebyl prokdzan Zadny uc¢inek

na aktivaci komplementu u prasat [3].
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LI HN HN
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Obr. 2: Struktura pHPMA s hydrazidovymi skupinami.

Byla ptipravena fada HPMA kopolymert, které umoziuji navazani rizného mnozstvi
a typtl funkénich skupin a spojek podél polymerniho fetézce, ptfipravenych na miru podle
struktury biologicky aktivnich latek a zplsobu uvolnéni v Ié€ené tkani. V nasi skupin€ se
nejvice pouzivaji HPMA kopolymery s hydrazidovymi a thiazolin-2-thionovymi funk&nimi
skupinami (Obr. 2, str. 16) [10,11].
Konjugaty pHPMA s léCivem lze roz¢lenit do nékolika kategorii na zdkladé raznych kritérii.
Podle charakteru polymerni patefe se nabizi rozdéleni na konjugaty tvotené nedegradovatelnym

linearnim polymerem s degradovatelnou spojkou pouze mezi 1é¢ivem a polymerem a na
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konjugéty s biodegradovatelnou polymerni patefi. Roli degradovatelné spojky mezi dvéma
nebo vice linearnimi polymernimi fetézci mliZze plnit napf. oligopeptid GFLGKGLFG. Takto
spojené polymerni fetézce se mohou vyznacovat riiznou architekturou, a tvofit tak struktury
jako dibloky, multibloky, hvézdice ¢i micely, zminéné jiz v kapitole 2.1.1 [3, 14]. Dalsi déleni
je mozné na zaklad¢ Sté€pitelnosti spojek, které byvaji nejcasteji enzymaticky Stépitelné (napf.

aminokyselinova sekvence GFLG ¢i pH senzitivni (napf. hydrazonova vazba).
2.1.3 Rizena radikalova polymerizace

Polymerni biomaterial, ktery by mél byt potencidlné vyuzitelny v medicin€, by mél splnit
nekolik zakladnich podminek, mezi néz patii také uzka distribuce jeho molarnich hmotnosti,
tzv. disperzita. Pii syntéze biokompatibilniho polymerniho nosice je dilezité, aby se hodnoty
jeho disperzity co moznd nejvice blizily hodnoté 1, tak, jako je tomu u télu vlastnich
biopolymerti, napt. proteini. Zminéného pozadavku 1ze dosahnout mechanismem kontrolované
RAFT polymerizace (z angl. Reversible Addition—Fragmentation Chain Transfer). Pro spravny
pribeh této polymerizace jsou nezbytna prenosova ¢inidla (CTA — chain transfer agent) na bazi
dithiobenzoatti nebo trithiokarbonatt [15, 16].

2.2 Principy smérovani polymernich konjugatu

2.2.1 Pasivni smérovani

Pti aplikaci 1éCiva véazaného na polymernim nosi¢i dochazi v piipadé¢ pevnych nadort
a zanétlivych lozisek k pasivni akumulaci a zadrzovani tohoto nosice v takto postizené tkani.
V ptipad¢ pevnych nadorti je tato akumulace zptisobena EPR efektem. Podstatou tohoto efektu
jsou fyziologické a anatomické rozdily nadorové a zdravé tkané. Nadorova, rychle rostouci tkan
se vyznacuje nedokonale vytvofenym, fenestrovanym cévnim endotelem, ktery umoziuje
priachod vétSich molekul z krve do nadorové tkané. Tyto vlastnosti narodové tkané jsou
vyhodné pro jeji rychlejsi rtist a zvySeny prostup zivin do nadoru, zdrovenl ovSem umoziuji
pranik makromolekularnich latek a jejich naslednou akumulaci v nadoru. V dasledku EPR
efektu tedy dochazi k pasivnimu hromadéni polymerniho konjugéatu v nddorové tkani, kde se
muze 1é¢ivo nasledné uvolnit. Nadorova tkan ma navic poskozené lymfatické cévy, které brani
v odstranéni zadrzeného 1éCiva [17].

Jako analogie EPR efektu v zanétlivé tkani byl popsan efekt ELVIS. Efekt v prvni fazi
piipomina efekt EPR, dojde ke zvySenému priniku lé¢iva v disledku poskozenych
endotelidlnich bunek synovialni vaskulatury. Nasledn¢ je makromolekularni prolécivo
vychytdvano a zadrZzovano aktivovanymi synoviocyty a transportovano do lysozomalnich
kompartmentti, kde mtze dojit k uvolnéni 1éCiva z konjugatu a tim k jeho aktivaci [18].

Zminéné efekty porovnava Obr. 3, str.18.
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Obr. 3: Schéma EPR/ELVIS efektu. V pripade ELVIS efektu (vlevo) dochazi ke zvysenému priniku léciva
v diisledku poskozenych endotelidlnich bunék a naslednému zadrzovani v buitkach imunitniho systému, tzv.
sekvestraci. Efekt EPR (vpravo) je charakteristicky prostupem léciva do narodové tkané kapildarou
s poskozenymi endotelialnimi bunikami, kde je nasledné lécivo zadrzovano a poskozend lymfaticka kapilara
brani jeho vylouceni [19].

2.2.2 Aktivni smérovani

Kromé pasivniho smérovani lze polymer s 1é€ivem smérovat i navazanim specifickych ligandd,
tedy aktivné smérovat. K aktivhimu smérovani mulze dochézet na ridznych tUrovnich
zavisejicich na pozadavku zasaZené tkané€, buiky nebo organely. Muze se tedy jednat
o smérovani na urovni organu, buiiky, ale i o subcelularni smérovani. Je nutné podotknout, Ze
1 polymerni konjugat schopny aktivniho smérovani podléha soucasné EPR ¢i ELVIS efektu,
pticemz jeho zadrz v nadorové ¢i zanétlivé tkani je posléze dana souctem obou typti akumulace,
tedy aktivni i pasivni. Jako smérujici jednotky se pouzivaji pfedev§im monoklondlni protilatky,
specifické peptidy, oligosacharidy, lektiny a dal$i molekuly, jako naptiklad kyselina listova
[20].

2.3 Polymerni systémy s pH senzitivni aktivaci IéCiva

Dopravovana lé¢iva na polymernich nosi¢ich musi byt ve valné vétSin€ ptipada aktivovana
uvolnénim z nosice. V literatufe jsou popsany riizné mechanismy St€peni vazby mezi 1éCivem
a jeho polymernim nosi¢em zavisejici na charakteru vnéjSiho stimulu, ktery by mél byt
spoustéCem samotného uvolnéni IéCiva v cilové tkani. Tento stimul mlze predstavovat
naptiklad zména pH, redoxniho potencialu nebo ptitomnost specifickych enzymit. Tato prace

se zabyva pouze systémy vyuzivajicimi pH senzitivni spojky, které budou dale diskutovany.
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2.3.1 Zména pH v zavislosti na lokalizaci v organismu

Princip fungovéani pH senzitivnich systémil je zaloZen na rozdilech pH jak v rdmci jednotlivych
tkani v téle, tak v riznych ¢astech bun€k. Zmény pH lze nasledné vyuzit pro fizené uvoliiovani
léciva.

Polymerni 1é¢ivo je vétSinou podéavano intravendzné, piicemz pH krevni plazmy se
zdravé, nadorova tkan ma obvykle kyselejsi charakter nez tkan zdrava (pH 6,5-7,2) v dasledku
hypoxického prostiedi, kdy je v priibéhu anaerobni glykolyzy produkovan pyruvat a kyselina
mlécna. Rovnéz tkan postizena zanétem ma pH v rozsahu 5,4-7,4. Ke zméné prostiedi dochazi
i po vstupu konjugatu do buiiky. Polymer vstupuje do buiiky mechanismem endocytozy [21]
a ocita se tak v prostfedi organel o nizSim pH. Nejprve vznika endosom vchlipenim bunééné
mebrany dovnitt bunky (pH casného endosomu je 5,5-6,5, pozdniho 5,0-6,0), ktery obsahuje
polymerni 1é¢ivo. Po splynuti endosomu s primarnim lysozomem dochdzi ke vzniku
sekundarniho lysozomu, kde pH kles4 az na hodnoty 4,5-5,0. Takovato zména pH muize byt

s vyhodou vyuzita k urychleni uvoliiovani 1é¢iva z jeho polymerniho nosice [22].
2.3.2 pH senzitivni spojky

Bylo popsano mnoho spojek podléhajicich hydrolyze v diisledku zmény pH. Jednotlivé spojky
se li$i zejména rychlosti jejich hydrolyzy. Tohoto faktu lze vyuzit pfi vybéru spojky na miru
ptimo pro jeji aplikaci.

Spojky vyuZivajici cis-akonitylovou kyselinu se vyznacuji rychlym §tépenim v kyselém
pH (v pH 4 béhem tii hodin uvolnéno az 50 % léciva) a jsou relativné stabilni v pH hodnotach
odpovidajici fyziologickému pH (50 % lé¢iva uvolnéno az po 96 hodinach) [23].

Acetaly a zejména ketaly se vyznacuji hydrolytickou degradaci silné zavislou na pH,
pti¢emz pfti poklesu pH o kazdy stupeii dojde k desetindsobnému zvySeni rychlosti hydrolyzy.
Ketaly jsou tak schopné velmi rychlé hydrolyzy v kyselém prostiedi o pH 4, a jsou tak
potencialné vhodnymi spojkami pro transport 1éciva do bun€k melanomu, ve kterych je takové
pH potvrzeno [24]. Naproti tomu oximy jsou charakteristické vysokou chemickou stabilitou
a jsou proto vhodné spise pro aplikace pozadujici postupné davkovani [25].

Hydrazony vznikaji kondenzaci hydrazidu a ketonu nebo aldehydu a vyznacuji se
hydrolyticky labilni C=N vazbou (schéma reakce na Obr. 4, str. 20). Byly syntetizovany
konjugaty pHPMA s doxorubicinem vazanym hydrazonovou vazbou podIéhajici rychlé
degradaci v pH 5 (za 5 hodin uvolnéno témét 70 % lécCiva) a zaroven vykazujici stabilitu pti
fyziologickém pH (za 24 hodin uvolnéno méné nez 25 % léciva) [26]. V pfipadé, ze 1é¢ivo
nemd vhodnou keto nebo aldehydovou skupinu, vyuziva se Casto derivatizace s vyuzitim
ketokyselin. Tento postup umozni zavést na 1écivo vhodnou keto skupinu, ktera nasledné slouzi

jako spojka mezi lé¢ivem a polymerem.
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Obr. 4: Schéma vzniku hydrazonové vazby na pHPMA.

3. CHRONICKA ZANETLIVA ONEMOCNENI

3.1 Akutni a chronicky zanét

Zanét je obranna reakce organismu na piitomnost cizorodé¢ latky (vir, bakterie, houba, parazit,
nadorova burika a jiné). Zahrnuje fyziologické zmény v postizené tkani a umoziuje snadnéjsi
prostup imunitnich bunék do cilového mista. Cizoroda ¢astice je rozpoznana pomoci Toll-like
receptord (TLR, z angl. Toll-like receptors), které dokaZou rozeznat i jemné rozdily mezi
antigeny, a umoznuji tak imunitnimu systému rozlisit vlastni buiiky od cizorodych. Toll-like
receptory rovnéz aktivuji imunocyty. Obecné se latky rozpoznavané pomoci TLR oznacuji jako
PAMP (Patogen Associated Molecular Pattern) a patii mezi né zejména lipopolysacharid
gram-negativnich bakterii ¢i teichoova kyselina grampozivnich bakterii. Latky oznafované
jako DAMP (Dammage Associated Molecular Pattern) jsou rovnéz zodpovédné za aktivaci
imunitniho systému, avSak na rozdil od PAMP se uvoliuji z poSkozenych bunék. Dalsi
obrannou Ulohu hraji regula¢ni cytokiny, mezi nejvyznamnéjsi patii interleukin 1 (IL-1P),
faktor nadorové nekrozy o (TNFa, z angl. Tumor Necrosis Factor a) a interleukin 6 (IL-6).
Cytokiny se podileji na rozvoji zanétu, n¢které vyvolavaji horecku, ktera taktéz ptsobi jako
obranny mechanismus, jelikoz podporuje fagocytoézu a jiné obranné déje [27].

Na rozvoji zancétu se v neposledni fadé podileji také prostaglandiny, leukotrieny ¢i
tromboxany, lipidové slouceniny odvozené od kyseliny arachidonové. Mezi typické projevy
zanétu pak patii zvySenad teplota tkan¢, bolest, zarudnuti, otok a ztrata nebo zhorSeni funkce
tkané.

Pokud dojde k selhani obranného mechanismu, mize se akutni zdnét vyvinout
v chronicky. Na rozdil od akutniho zanétu, chronicky zanét je reakci na dlouhodobé vystaveni
organismu zanétlivému podnétu a muize trvat az tydny, v nekterych ptipadech i cely Zivot.
Klicovymi bunikami zodpovédnymi za rozvoj chronického zanétu jsou makrofagy, vzniklé
pfeménou z monocytl, a lymfocyty. Monocyty a lymfocyty jsou neustale transportovany do
mista zanétu v disledku pietrvavajiciho zanétlivého stimulu. Soucasné v ramci zanétlivé

odpovédi na tento stimul dochazi k soustavnému poskozovani postizené tkdn¢ a dochazi ke
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zménam v procesu uzdravovani tkané, jako je proliferace fibroblastii a malych krevnich cév
[28].

Nejrozsifenéj$i  chronicka zanétlivda onemocnéni (CID, zanglického Chronic
Inflammatory Diseases) predstavuji dnes piedev§im revmatoidni artritida, osteoartritida,
roztrouSend skler6za, Crohnova nemoc a dalsi. V pozdé&j$im stadiu mohou vést az k rozvoji

nadorového onemocnéni [29].

3.2 Draha nuklearniho faktoru kB

Dréha nuklearniho faktoru NF-«B (z angl. Nuclear Factor kB) je jednou z hlavnich regulacnich
drah zapojujicich se béhem rozvoje chronického zanétu (drdhu zobrazuje Obr. 5, str. 21).
Zvysuje expresi gend pro nékteré prozanétlivé mediatory, zejména cytokiny, n€které enzymy
a adhezivni molekuly (neutrofily, eozinofily, T-lymfocyty). Mezi enzymy regulované NF-xB
patii naptiklad inducibilni NO synthasa, zodpovédna za vyssi produkci oxidu dusnatého
v postizené tkani (epitelidlni bunky v plicich pfi astmatu, epitelidlni bunky stieva u pacientii
trpicich ulcerdzni kolitidou ¢i v synovidlnich bunkéach v kloubech postizenych chronickym
zanétem) [30]. DalSim vyznamnym inducibilnim enzymem, jehoz exprese je regulovana NF-xB
je cyklooxygenasa 2 [31], vice o tomto enzymu v kapitole 4.

NF-kB je heterodimer skladajici se ze dvou podjednotek, proteinu p65 a p50. Pokud
neni aktivovana zadnym stimulem, je pfitomna v cytoplazmé a vazéana na protein IkB, ktery
zabranuje jejimu vstupu do jadra. Jakmile se objevi aktivacni signdl, kB je fosforylovan
specifickymi kinasami a je degradovan v proteasomu. Nasledn¢ NF-«kB vstupuje do jadra a vaze
se na specifické promotorové sekvence a ovliviiuje transkripci mRNA, coz vede ke zvySené
syntéze prozanétlivych proteina [32, 33].

prozanétlivé
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Obr. 5: Schéma ovlivneni genové exprese pomoci NF-xB.
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3.3 Revmatoidni artritida

Revmatoidni artritida patfi mezi autoimunitni chronicka zanétlivd onemocnéni. Postihuje
kloubni synovii (vnitini vystelku kloubniho pouzdra) a projevuje se synovialni hypertrofii,
posSkozenim kloubni chrupavky a dekalcifikaci kosti. Pfi zanétu se leukocyty hromadi
v synovii, ktera je zodpovédna za produkci synovidlni tekutiny. Synovialni tekutina snizuje
tieni ploch kloubti pfi pohybu a vyZzivuje kloubni chrupavku. Revmatoidni artritida se vyskytuje
se Castéji u Zen, a piestoze se mize rozvinout v jakémkoli véku, nej€astéji postihuje pacienty
ve véku 40-60 let. Vyrazné zhorSuje postizenému kvalitu zivota a v soucasnosti na ni neexistuje
lécba [18].

Pro zmirnéni ptiznakt a potlaceni bolesti se pouZzivaji tii zakladni kategorie 1é¢iv. Jsou
to nesteroidni antiflogistika (NSAIDs, zangl. Non-Steroidal Anti-Inflammatory Drugs),
glukokortikoidy (GCs, z angl. Glucocortikoids) a chorobu modifikujici Iéky (DMARDs, z angl.
Disease Modifying AntiRheumatic Drugs) [18].

3.3.1 Biochemie revmatoidni artritidy

V rdmci reakce imunitniho systému na rozvoj revmatoidni artritidy dochazi k zapojeni jak
vrozenych, tak adaptivnich imunitnich mechanismti. Na obranné reakci se podili fada
efektorovych bun¢k vrozené¢ho imunitniho systému, jako zirné bunky, NK (z angl. Natural
Killer) buiiky a zejména makrofagy. VSechny tyto buiiky se vyznacuji schopnosti fagocytozy
a vyskytuji se v synovidlni membran¢. Magrofagy jsou nejvyznamnéjsi buniky podilejici se na
rozvoji synovitidy (zanét kloubni vystélky), pfedevSim v dasledku uvoliiovani cytokinii,
reaktivnich kyslikovych a dusikatych intermediatd ¢i prostanoidi [34]. Cytokiny maji
vyznamny vliv na priabéh nemoci a jejich zastoupeni se v riznych stadiich onemocnéni méni.
Tyto cytokiny zahrnuji pfedevSim TNF-a, interleukin-6 a interleukiny rodiny 1, zptsobujici
aktivaci leukocytl, endotelidlnich bunck, chondocytli a osteoklastti, a interleukiny 12,15,18
a 23 [35]. Neutrofily jsou ptitomné v synovialni tekutin¢ a na rozvoj revmatoidni artritidy maji
vliv zejména uvoliiovanim prostaglandinti, proteaz a reaktivnich kyslikovych intermediatt [36]
Mechanismy adaptivni imunity se uplatiuji spiSe v ranych stadiich onemocnéni a zahrnuji

predkladani autoprotilatek. Role T-bun¢k dosud neni uspokojivé objasnéna [37].

4. CYKLOOXYGENASY A NESTEROIDNI
ANTOFLOGISTIKA

4.1 Nesteroidni antiflogistika a funkce cyklooxygenas

Jako nesteroidni antiflogistika se oznacuje skupina l€¢iv pouzivanych za ucelem tlumeni

zanétlivych pochodt, zmirnéni bolesti a snizeni horecky. Obecny mechanismus ucinku spoc¢iva
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v inhibici enzymi cyklooxygenas. Tyto enzymy se v buiice nachdzi ve vnitini strané
membrany endoplazmatického retikula a v jaderné membrané a zajiSt'uji pfeménu kyseliny
arachidonové na jeji metabolity, mezi které patii zejména prostaglandiny, tromboxany
a leukotrieny, latky odpovédné za rozvoj zanétu. Existuji dvé izoformy tohoto enzymu,
cyklooxygenasa 1 (COX-1) a2 (COX-2) [18].

Cyklooxygenasa 1 je dilezita pro tkdfilovou homeostazu, prispiva ke spravné ¢innosti orgént
a ovliviluje mnoho fyziologickych procesii, véetné ochrany gastrointestinalniho traktu (GIT).
Jeji inhibice je tedy spojena s ¢etnymi nezadoucimi ucinky, jako je eroze zalude¢ni sliznice
a inhibice agregace krevnich desticek, coz ma za nésledek krvaceni, ulcerace ¢i perforace stény
GIT. Nesteroidni antiflogistika mohou déle pisobit poSkozeni ledvin a zplsobit renalni
insuficienci (pritok krve ledvinami zajiStuji prostaglandiny, jejichZ syntézu inhibuji), pfi
dlouhodobégjsim uzivani také analgetickou nefropatii [38].

Cyklooxygenasa 2 je zejména odpovédna za produkeci prostaglandinti, které ptisobi horecku,
drazdi nociceptory a podporuji zanétlivy proces. VéEtSina nesteroidnich antiflogistik piisobi jako
nespecifické inhibitory cyklooxygenas, tzn. inhibuji jak COX-1, tak COX-2. V duasledku
nezadoucich ucinkd spojenych s inhibici COX-1 ale byly vyvinuty i specifické inhibitory
COX-2 oznacované jako coxiby [38].

Cyklooxygenasa 1 je konstitutivni enzym a je bézné produkovan témét vSemi buiikami téla.
Naproti tomu COX-2 je inducibilni enzym a jeho exprese probihd na zdklad¢ zanétlivych
a fyziologickych podnéti v buiikach jako synoviocyty, makrofagy a endotelidlni bunky.
Takovymi podnéty mohou byt naptf. prozanétlivé cytokiny IL-1B nebo TNFa,
lipopolysacharidy, mitogeny, onkogeny ¢i rustové faktory. Cyklooxygenasa 2 je ale také
exprimovana i mimo zanét buitkami téla pifi stresu, napt. v ledvinach jako odpovéd na
vyCerpani sodiku nebo stavy hyperfiltrace, a v postsynaptickych excitacnich neuronech
v mozku jako stimulator. Podili se na regulaci renin angiotensinového systému a mtize dochazet

1 k jeho hormonalni indukci, pti ovulaci, porodu ¢i na konci té¢hotenstvi [39].

4.2 Vyznamna nesteroidni antiflogistika

Kyselina acetylsalicylova, komeréné¢ znama jako aspirin, se pouziva pro ulevu od bolesti
z kategorie nesteroidnich antiflogistik vynika ASA schopnosti ireverzibiln¢ inhibovat COX-1
1 COX-2 interakci se serinovym zbykem (jeho acetylaci) v aktivnim misté cyklooxygenas
(konterétné Ser 529 a Ser 516). Kromé¢ acetylace plisobi v aktivnim mist€ cyklooxygenas také
interakci své COOH skupiny s dal$imi aminokyselinovymi zbytky v aktivnim misté enzymu.
Ireverzibilni inhibici cyklooxygenas je schopna potlacit projevy zéanétu, pro samotny
muze byt metabolizovana na kyselinu salicylovou. Kyselina salicylovdA ma vyraznéjsi

nezadouci Uc€inky nez jeji acetylovany derivat [40].
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ucinky, je ale vhodnou nahradou kyseliny acetylsalicylové u déti, protoZe nehrozi riziko
Reyova syndromu. Lze vyuzit i derivaty ibuprofenu, jako je flurbiprofen, ketoprofen nebo
naproxen [41].

4.2.1 Indukce syntézy resolvinu

resolvinll. Pojem resolviny zahrnuje aktivni metabolity omega-3 polynenasycenych mastnych
kyselin, pfirozené¢ se nachazejicich v rybim tuku. Resolviny hraji dilezitou roli v rezoluci
akutni faze zanétu (napf. akutni poSkozeni ledvin, plic ¢i zranéni). Zanét u fady onemocnéni
pfispiva k progresi rakoviny a resolviny tedy mohou mit pfinos i v narodové terapeutice.
Indukce biosyntézy resolvinl tak ptedstavuje potencidlni zajimavé biomedicinské aplikace

s minimem nezadoucich ucinki [42, 43].

4.3 Struktura cyklooxygenas
Cyklooxygenasy 1 a 2 (prostagladin H syntasy 1 a 2) jsou homodimery slozené z 576

aminokyselin a 587 aminokyselin (struktura viz Obr. 6, str. 25). Dimerizace je podstatna pro
strukturni integritu a katalytickou aktivitu. Kazdy monomer obsahuje tfi strukturni domény:
N koncovou doménu rozpoznavajici epidermalni rtstovy faktor, C koncovou membranu
vazajici doménu a katalytickou doménu. Membranu vazajici doména obsahuje 4 o helixy,
hydrofobni a aromatické zbytky aminokyselin téchto helixii zajist'uji interakci s lipidovou
dvojvrstvou. Tii ztéchto helixii lezi ve stejné roving, Ctvrty se oznacuje jako helix D
a prostupuje do katalytické domény. Katalytickd doména ptedstavuje misto vazby substratu
a pusobeni NSAIDs, obsahuje vazebné misto pro cyklooxygenasovou aktivitu (COX vazebné
misto), kterd zajiStuje premeénu arachidonové kyseliny na prostaglandin G2 (PGG2)
a peroxidasovou aktivitu (POX vazebné misto), kde dochazi k redukci PGGz na prostaglandin
H> (PGH2). Vstup do vazebného mista cyklooxygenas zajistuje dlouhy hydrofobni kanal
s pocatkem v membranu vazajici doméné (tvori prvni polovinu kanalu, umoziuje priichod
arachidonové kyseliny a Oz pfimo z apolarniho kompartmentu z lipidové dvojvrstvy), ktery se
na pomezi membranu vazajici domény a katalytické domény zuzuje. Toto zizeni je zajiSténo
pomoci tii aminokyselinovych zbytkli Argl20, Tyr355 a Glu524. Aktivni vazebnd mista
COX-1 a COX-2 jsou velmi podobnd, lisi se ale pfitomnosti postranni dutiny nad ziZenim
hydrofobniho kanalu u COX-2, a diky ni je povrch enzymu pfistupny rozpoustédlu veétsi.
Ke zvétSeni tohoto povrchu také ptispiva jiné postaveni helixu D, ktery ma u COX-2 posunuté
umisténi Argl120 [39].
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Obr. 6: Struktura lidské COX-1. Na obrazku jsou barevné odliseny jednotlivé domény enzymu, cervend barva
nalezi doméné rozpoznavajici epidermalni ristovy faktor, zelena membranu vazajici doméné a modra katalytické

doméné. Upraveno a prevzato z [44].

4.4 Metabolismus arachidonové kyseliny

Arachidonova kyselina vstupuje do COX vazebného mista hydrofobnim kandlem. Karboxylova
skupina substratu se vaze iontovymi pary na guanidin Argl120 a vodikovymi mustky na Tyr355,
prochazi kandlem otockou ve tvaru pismene L kolem Tyr385 a kontakt se substratem zajist'uji
aminokyselinové zbytky pomoci Van der Waalsovych interakci. Arachidonova kyselina se vaze
svym omega koncem v zuzeném kanalu a je obklopena Sesti aminokyselinovymi zbytky [45].
V katalytické doméné COX-1 i 2 dochazi k transformaci arachidonové kyseliny na
prostaglandiny (schéma viz Obr. 7, str. 26). Nejprve probihd preména arachidonové kyseliny
na PGG2 v COX vazebném misté a poté jeho redukce na PGH: v peroxidasovém vazebném
misté. Mechanismus je obdobny jinym hem peroxidasam. Hydroperoxid reaguje s hemovym
zelezem a je docileno dvoulelektronové oxidace za vzniku oxyferrylhem kation radikalu. Ten
formuje radikal z Tyr385, ktery iniciuje cyklooxygenasovou reakci za vzniku arachidonylového
radikalu. Tento radikal poskytuje reakci s kyslikem 11-hydroperoxyl radikal, cyklizuje se a za
pfidavku dalSiho kysliku na uhlik 15 néasledovaného redukei vznika PGG: a regeneruje se
tyrosylovy radikal. PGG: prechdzi diftizi z cyklooxygenasového vazebného mista do
peroxidasového vazebného mista a zde se redukuje na PGH2 (prostaglandin H2). Z PGH2 se
nasledné formuji i ostatni prostaglandiny, popt. dal$i metabolity. Peroxidasova reakce mize
bézet i nezavisle na COX reakci (pii inhibici napfiklad), ale cyklooxygenasova je na POX

reakci zavisla [39].
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Obr. 7: Schéma cyklooxygenasové a ndsledné peroxidasoveé reakce.

4.5 Prostaglandiny a jejich fyziologicka role souvisejici
s nezadoucimi u€inky nesteroidnich antiflogistik

Prostaglandiny (jejich biosyntéza je znazornéna na Obr. 8, str. 26) jsou produkovany témet
vSemi bunkami téla ve vSech tkanich a maji Siroké spektrum biologickych funkci. Mezi
nejvyznamnéj$i efekty prostaglandinli na organismus patii cytoprotektivni vlastnosti GIT
a regulace rendlni funkce v ledvinach. Inhibici syntézy prostaglandinii je pak vyvolano mnoho
nezadoucich u¢inkt. V disledku sniZzené syntézy PGI2 (prostacyklin), PGD:2 (prostaglandin D2)
a PGE: (prostaglandin E2) je sniZend regulace miry glomeruléarni filtrace a dochazi k renalnim
porucham a hypertenzi. Pro nedostatecné cytoprotektivni vlastnosti vznika podrazdéni, ulcerace
az perforace st€ény GIT. Inhibici cyklooxygenaz v trombocytech je sniZzend produkce TXA2
(thromboxan Az) kterd ma za nasledek prodlouzeni Casu krvaceni a inhibici shlukovani
krevnich desti¢ek. SniZzena hladina PGE:2 vyvolavé posun od cyklooxygenasové drahy smérem
k 5-lipooxygenasové draze, vzniklé leukotrieny piisobi jako bronchokonstriktory a mohou

vyvolat astmatické zachvaty [46].
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Obr. 8: Konverze arachidonové kyseliny na prostaglandiny, thromboxany a leukotrieny.



5. CILE PRACE

Cilem préce bylo syntetizovat derivat ASA a jeho konjugét s polymernim nosi¢em pro vyuziti

SEC a NMR.
Dil¢im cilem prace bylo podrobit syntetizovany derivat ASA biologickym testim pro
vylouceni jeho cytotoxicity (na tirovni nekrotické bunéné smrti) a ovéteni jeho aktivity pfi

inhibici COX-1 a stanovenim hodnoty jeho ICso.
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6. EXPERIMENTALNI CAST

6.1 Material

6.1.1 Chemikalie

Chemikalie
4-(4-hydroxyfenyl)-2-butanon
4-(dimethylamino)pyridin (DMAP)
4-hydroxy-2-butanon

4-hydroxybenzaldehyd

N!-(terc-butoxykarbonyl)- N?-(6-
(methakrylamido)hexanoyl) hydrazin (Ma-Ahx-
NHNH-Boc)

Aceton

Acetonitril

Anhydrid kyseliny octové

Diethylether

Dichlormethan (DCM)
Dihydrogenfosfore¢nan sodny, dihydrat
Dimethylsulfoxid (DMSO)

Ethylacetat

N-(3-dimethylaminopropyl)-N¢-ethylkarbodiimid
hydrochlorid (EDC-HCI)

Chloroform
Hydrogenfosfore¢nan sodny, dihydrat
Isopropylkarbodiimid (DIC)

Kyselina acetylsalicylova (ASA)

28

Cistota
99 %
99 %
95 %

98 %

99,5 %

>99.,0 %
99,9 %
>96,0 %
99,5 %
99,9 %
99,9 %
99,9 %
>99,5 %
>98,0 %
99,93 %
100 %
98,0 %

99,0 %

vyrobce

Sigma-Aldrich, USA
Sigma-Aldrich, USA
Sigma-Aldrich, USA
Sigma-Aldrich, USA

UMCH AV CR, CR
[47]
Lach-ner, CR

VWR International,
USA
VWR International,
USA
VWR International,
USA

Lach-ner, CR

VWR International,
USA

Sigma-Aldrich, USA

Lach-ner, CR

VWR International,
USA

Lach-ner, CR

VWR International,
USA

Sigma-Aldrich, USA

Sigma-Aldrich, USA



Chemikalie Cistota vyrobce

Kyselina octova 99,9 % Lach-ner, CR
Kyselina salicylova (SA) 99,0 % Sigma-Aldrich, USA
Kyselina trifluoroctova (TFA) Pep t}dova Iris Biotech, DE

kvalita
Kyselina trinitrobenzensulfonova (TNBSA) N/A Sigma-Aldrich, USA
Methanol (McOH) 99,09 ¥ WRInternational,

USA

MgSO4 bezvody >98 % Lach-ner, CR
N-(2-hydroxypropyl)methakrylamid (HPMA) 99,8 % E%CH AV CR, CR,
N,N ‘-dimethylacetamid (DMA) 99,8 % Sigma-Aldrich, USA
Octan sodny >98,5%  Lach-ner, CR
Pyridin 99,8 % Sigma-Aldrich, USA
Terc-butanol 99,5 % ACROS Organics, USA
Terc-butyl karbazat >98 % Alfa Aesar, USA
Tetrahydrofuran (THF) 99,9 % ACROS Organics, USA
Toluen 99,24 %  Lach-ner, CR

S-2-kyano-2-propyl S¢-ethyl trithiokarbonat (CTA) >95% UMCH AV CR, CR

2,2-azobis(4-methoxy-2,4-dimethylvaleronitryl) 95 % FUJIFILM Wako
(V-70) ° Chemicals Europe, DE
2,2‘-azobis(2-methylpropionitril) (AIBN) 98 % FUJIFILM Wako

Chemicals Europe, DE

V ramci vyzkumné skupiny Biolékaiskych polymeri UMCH AV CR byly syntetizovéany ti
z pouzitych chemikalii, Ma-Ahx-NHNH-Boc [47], HPMA [48] a CTA [49] podle postupt
uvedenych v pfislusnych citacich. AIBN byl pfed pouzitim dvakrat rekrystalizovan
z methanolu. DCM byl suSen hydridem véapenatym a destilovan pies molekulova sita.
Diethylether byl susen sodikem a nésledné destilovan, ethylacetat a aceton byly suSeny
molekulovymi sity a destilovany.

Pro tcely biologického testovani aktivity sloucenin pfi inhibici COX-1 byl vyuzit komeréné
dostupny kit ab204698 od firmy Abcam, USA.
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Biologické testovani cytotoxicity jednotlivych sloucenin bylo provedeno na buiikich RAW
246.7 (mysi peritonealni makrofagy, dodavené firmou LGC Standards Sp. z 0.0., Polsko). Jako
médium pro kultivaci bylo pouzito Dulbeccovo modifikované Eaglovo médium (DMEM,
z angl. Dulbecco's modified Eagle's medium, #31053-028; Gibco, Irsko). Pfiprava: Medium
DMEM + 10 % FBS. Do 500 ml media DMEM bylo pfidano 50 ml tepelné inaktivovaného
FBS (fetalni bovinni sérum, Biosera, Francie), 5 ml penicilin/streptomycin (Invitrogen, USA),
5ml 200 mM L-glutaminu (L-glutamin, CsH10N203, Sigma-Aldrich, Némecko) a 5 ml 100 mM
pyruvatu sodného (CsH3NaOs, Gibco, Irsko). Uchovavavano bylo pii 4 °C. K detekci
laktddehydrogenasy (LDH) byla pouzita komercné dostupnd LDH esej (cytotoxicity detection
kitPLUS, Roche applied science, Némecko). Pro experiment bylo pouzito LPS médium
(lipopolysacharid z Escherichia coli, serotyp 026:B6, Sigma-Aldrich, Némecko).

6.1.2 Pristrojové vybaveni

Automatické pipety Research plus (1-1000 pl), Eppendorf, DE

Analytické vahy ALJ 220-50NM, KERN, DE

Centrifuga 5430 R, eppendorf, DE

Cte¢ka mikrotitraénich desti¢ek Synergy H1 Plate Reader, Bio Tek, USA

FLASH chromatograficky systém PrepChrom C-700, BUNCHI SWITZERLAND
HPLC (z. angl. high performance liquid chromatography — vysokouc¢inné kapalinova
chromatografie) LC-20AD, Shimazdu, Japonsko, vybavené autosamplerem SIL-20AC HT,
fotodiodovym detektorem SPD-M20A, tlozistém kolony CTO-20AC a fluorescenénim
detektorem RF-20A XS

Lyofilizaitor GREGOR instruments, CR

Magneticka michac¢ka Heidolph, DE

NMR (z angl. nuclear magnetic resonance — nuklearni magneticka rezonance) Bruker Avance
Neo 400 spectrometer, DE

Olejova lazen HAAKE S, FISONS, UK

Pritokovy detektor D-14163, KNAUER, DE

SEC (z angl. size exclusion chromatography — rozmérové vylu¢ovaci chromatografie)
LC-10AD, Shimazdu, Japonsko, vybavené autosamplerem SIL-HT, fotodiodovym
detektorem SPD-10AV, tlozistém kolony CTO-10AC, vicethlovym detektorem rozptylu
svétla DAWN 8 a detektorem indexu lomu Optilab rEX, oba Wyatt, USA
Termotiepacka ThermoMixer C, Eppendorf, USA

UV lampa UVP UVLG-58, Analytic Jena, DE

UV-VIS spektrometr Specord 205 ST, Analytic Jena, DE

Vakuova odparka Heidolph, DE

Vakuova vyvéva Heidolph, DE

Vodni lazein QBT2, Grant Instruments, UK
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Vyrobnik ledu KLARSTEIN, DE
6.2 Metody

6.2.1 Metody charakterizace vzorku

6.2.1.1 Vysokoucinna kapalinova chromatografie

Pro analyzu pribéhu reakci nizkomolekularnich latek, kontrolu ¢istoty produktii a monitorovani
prubéhu vazby nizkomolekularnich derivatl na polymerni nosi¢ byla pouzita vysokoucinna
kapalinova chromatografie. Separace probihala 7 min na kolon¢ s reverzni fazi Chromolith
Performance RP-18¢ (100 x 4.6 mm, Merck Millipore), pritok mobilni faze byl 4 ml-min!
(sloZeni mobilni faze A: acetonitril : voda 95 : 55 0,1% TFA, mobilni faze B: voda:acetonitril
95:5 5 0,1% TFA). Pro monitorovani polymernich konjugati byly pouZity tytéZ mobilni faze
bez TFA. K méteni a vyhodnoceni ziskanych dat byl pouzit software LCsolution 1.25.

6.2.1.2 Nuklearni magneticka rezonance

M¢éteni spekter pomoci nukledrni magnetické rezonance umoznilo ovéfit strukturu
syntetizovanych derivatl a polymernich konjugatt a stanoveni obsahu aktivnich latek vazanych
na polymernim nosi¢i. K méteni byl pouzit pfistroj Bruker Avance Neo 400 pracujici pfi
frekvenci 400,13 MHz ('H) a 100.61 MHz ('3C). Vzorky o koncentraci 10 mg-ml™
v deuterovanych rozpoustddlech byly méfeny v 5 mm NMR kyvetach. Sitka 90 ° pulzu byla
16,5 s, relaxace 10 s, akviziéni ¢as 3,28 s ('H), 1.22 s (*C), 32-64 skenii ('H), 300-400 skenti
(13C). Pro vyhodnoceni spekter byl pouzit software Topspin (4.0.9). Pro ucely vypisu NMR

spekter bylo zavedeno jednoduché Cislovani aromatickych jader derivati, viz Obr. 9, str. 31.
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Obr. 9: Znazornéni cislovani aromatickych jader (3-oxobutyl) 2-acetoxybenzodatu (OAB), 4-formylfenyl

2-acetoxybenzodtu (FAB) a [4-(3-oxobutyl)fenyl] 2-acetoxybenzodtu (OFAB) v NMR vypisech.

6.2.1.3 Chromatografie na tenké vrsvé

Pro samostatnou analyzu prabéhu reakce ¢i jako dopliikova metoda k HPLC byla pouzita
chromatografie na tenké vrstve na stacionarni tazi TLC Silica gel 60 F2s4 (MERCK, DE). Jako
mobilni faze byla pouzita smés chloroform: methanol v riznych pomérech, detekce byla

provedena pomoci UV lampy (A=254 nm).
31


https://cs.wikipedia.org/wiki/%CE%9B

6.2.1.4 Déleni nizkomolekularnich liatek pomoci FLASH chromatografického systému

FLASH chromatograficky systém byl vyuzit k odstranéni necistot a stop vedlejSich produkti ¢i
nezreagovanych vychozich latek zreakéni smési. Separace byla provedena na pfistroji
PrepChrom C-700 vybavenym kolonou Chromolith Performance RP-18e (100 x 25 mm, Merck
Millipore), slozeni mobilnich fazi A: destilovana voda, B: acetonitril), pratok 60 ml'min~',
délka metody byla 15 min.

Vzorek byl pifi kazdém déleni aplikovan na kolonu po rozpusténi v methanolu, nebo
acetonitrilu (vzorek byl nanaSen v rozmezi koncentraci 30-50 mg-ml”!', na kolon& bylo
vjednom nastiiku déleno 60-100 mg derivatu) a po prefiltrovani pifes 0,45 um
polytetrafluorethylenovy filtr (PTFE). Byly jiméany jednotlivé frakce a frakce s obsahem
produktu (ovéfeno pomoci HPLC) byly oddéleny a odpateny do sucha.

6.2.1.5 Rozmérové vylucovaci chromatografie

Pro stanoveni moldrni hmotnosti (hmotnostné primérné — M, i pocetné primérné — Mn)
syntetizovaného kopolymeru a jeho disperzity (P) byla pouzita rozmérové vylucovaci
chromatografie. Méteni bylo provedeno na pfistroji HPLC (Shimazdu LC-10AD) vybaveném
kolonou TSKgel SuperSW3000 (300 x 4.6 mm), sloZeni mobilni f4ze methanol : octanovy pufr

', délka metody byla

(octan sodny, kyselina octova, pH 6,5) 4 : 1 (v/v), pratok 0,5 ml-min~

40 minut. Pro méteni a vyhodnoceni byly pouzity softwary ASTRA 5.3 a LCsolution 1.25.
Roztoky vzorkii o koncentraci 5 mg-ml™! v mobilni fazi byly aplikovany na kolonu

(nastiik o objemu 50-100 pl) pomoci autosampleru SIL-HT po prefiltrovani pres 0,2 pum PTFE

filtr.

6.2.1.6 Stanoveni hydrazidovych skupin polymerniho nosi¢e s vyuzitim UV-Vis

spektrometrie

Obsah hydrazidovych skupin byl stanoven pomoci TNBSA eseje [9] a UV-Vis spektrometrie
pii A=500 nm. K roztoku vzorku o koncentraci 0,5 mg-ml~! (100 ul) byl pipetovan boratovy
pufr o pH 9,3 (875 ul) a 3% roztok TNBSA (piipraveny z 1 mmol-dm roztoku) v destilované
vodeé (30 pl). Smés byla ponechéna 60 minut inkubovat a poté byla zmétena odezva na UV-Vis
spektrometru pii A=500 nm v 1 cm kyvété. Méfeni a piiprava vzorku byly provedeny
v triplikatu.

Vypocet koncentrace hydrazidovych skupin v roztoku byl proveden pomoci

nasledujiciho vztahu:
100

T’ (%) = ecm-d

A ~MMa-Ahx-NHNH?2
1+
Mppma

kde cv je hmotnostni koncentrace (0,2 g-dm™), A je absorbance, £ je molarni absorpéni
koeficient (17 200 dm3-mol '-cm™) a d je opticka dréha kyvety (I cm), Mua-sm-NuNE? j€
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molarni hmotnost monomerni jednotky Ma-Ahx-NHNH:2 (213,3 g'mol™") a Mupua je molarni
hmotnost HPMA (143,2 g-mol ™).

6.2.1.7 Cisténi polymernich konjugati

Pro cisténi konjugati od nenavazaného nizkomolekuldrniho 1é¢iva a dalSich necistot byla
provedena separace na kolon¢ se sephadexovou naplni LH 20. Sklenéna kolona
o dvacetinasobném objemu oproti objemu vzorku byla naplnéna do 7/8 naplni Sephadex LH 20
v MeOH. Kolona byla promyta MeOH dvojnasobkem svého objemu a byla napojena na
prutokovy detektor KNAUER D-14163 (odezva méfena pii A=230 nm). Vzorek byl nanesen na
promytou kolonu a po zapusténi ptevrstven MeOH. Pribéh déleni byl monitorovan pfipojenym
detektorem a pfi zvySeni intenzity signalu byla jiméana frakce a jeji sloZeni ovéteno HPLC.
Roztok piecisténého produktu byl odpafenim zahustén na ptiblizné 10% roztok, vysraZzen do
dvacetindsobku objemu ethylacetatu a odstiedén na centrifuze (7100 x g). Supernatant byl
oddélen a vzorek suSen v eksikdtoru (2 hodiny na membranové pumpé, 16 hodin na olejové

pumpé). Takto ziskané vzorky byly uchovavany v lednici pii teploté 4 °C.
6.2.2 Syntéza

6.2.2.1 Priprava polymerniho nosice

Monomer HPMA (1,00 g, 7,0-103 mol) byl rozpuitén v ferc-butanolu (9,76 ml) ve sklenéné
Sroubovaci ampuli. Druhy mononer Ma-Ahx-NHNH-Boc (190,0 mg, 6,1-10% mol) byl
rozpu$tén v DMA (200 pl) a kvantitativné pienesen (za spotfeby 100 pl DMA na vyplach)
k roztokun HPMA. Molarni pomér monomery (HPMA + Ma-Ahx-NHNH-Boc) : CTA
(TTC-AIBN) : iniciator (V-70) odpovidal 400 : 2 : 1. Byl pfipraven zasobni roztok CTA
(TTC-AIBN, 8,42 mg v 100 ul DMA) a inicidtoru V-70 (6,65 mg v 500 ul DMA). Ze zasobniho
roztoku V-70 bylo k roztoku monomerti pipetovano 440 ul, ze zasobniho roztoku CTA 93 ul
a dalSich 251 ul DMA bylo ptidano ke smési (celkovy objem DMA v ampuli 10% v/v). Vznikly
roztok byl po dobu 10 minut probublan argonem a utésnéna ampule byla vlozena do vodni 1dzné
o teploté 40 °C na 16 hodin. Po ochlazeni ampule pod tekouci vodou byl roztok po kapkach
vysrazen do smési aceton : diethylether 3 : 1 (300 ml) za stalého michani. Srazenina byla odsata
na S4 frit¢ a promyta smési aceton : diethylether 3 : 1 (50 ml) a Cistym diethyletherem (50 ml).
Vzorek byl susen v eksikatoru na membranové vyveéve a po 2 hodinach byl rozpustén v MeOH
(6 ml) a presrazen opct do smési acetonu a diethyleheru 3 : 1 (150 ml).

Pro odstranéni trithiokarbonatovych (TTC) skupin byl ze ziskaného polymeru
(693,0 mg, 4,6:1073 mol) nejprve piipraven jeho 10% roztok v DMA (6,9 ml) a k tomuto
roztoku bylo za stalého michéani piidano 20 hm. % AIBN (138 mg, 8,4-10~* mol). Smés byla
v utésnéné ampuli ponotfena na dobu 3 hodiny do olejové lazné€ o teploté 80 °C, poté vysrazena
do dvacetinasobného objemu ethylacetatu (140 ml), odsata na frit€¢ S4, promyta ethylacetatem

(50 ml) a vysusena na frit€ v eksikatoru. Po 2 hodinach byl polymer rozpustén v MeOH (6 ml),
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pfesraZzen za stdlého michani do ethylacetatu (300 ml) a vysuSen. Bylo ziskdno 712 mg
polymeru (59,8 % vytezek).

Pro odstranéni Boc skupin byl polymer (400,0 mg, 2,7-1073 mol) rozpustén
v destilované vodé (40,0 ml) a umistén v utésnéné Sroubovaci ampuli na 30 minut do olejové
lazné o teploté 100 °C. Nasledné byl vzorek lyofilizovan a uchovan v lednici pii teploté 4 °C
(382 mg). Schéma reakce zachycuje Obr. 10, str. 34.

1. CTA, W-70, t-BuOH, DM30
jS :r\: 16 h, 40 °C

NH 2 -'sIB‘\ DMS0, 80 °C

3.H,0,100°C 0

/EOH ’ho\‘) ﬁ)))
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0
S

CTA= JJ\ /K

V-70= )[\-/\\

A °
Obr. 10: Schéma pripravy kopolymeru poly(HPMA—co—Ma—Ahx—NHNH—Boc)‘

6.2.2.2 Priprava hydrazidu acetylsalicylové kyseliny
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Obr. 11: Schéma reakce pripravy hydrazidu acetylsalicylové kyseliny.

Hydrazid kyseliny salicylové (100,0 mg, 6,6:10* mol) byl rozpustén v DCM (3,0 ml) za stalého
michani v bance se septem a k tomuto roztoku byl pfidan anhydrid kyseliny octové (74,6 ul,
7,9-10% mol, 1,2 ekv.) a pyridin (58,2 pl, 7,2-10* mol, 1,1 ekv.). V ¢ase 60 minut od zah4jeni
reakce byl pfidan pyridin znovu (58,2 ul, 7,2:10* mol, 1,1 ekv.), v ¢ase 120 minut znovu
pyridin (58,2 pl, 7,2-10* mol, 1,1 ekv.) a anhydrid kyseliny octové (74,6 ul, 7,9-10~* mol,
1,2 ekv.). Reakce byla monitorovana pomoci HPLC a TLC (mobilni faze chloroform : methanol

0 : 1). V case 180 minut byl pfidan tetrahydrofuran (I ml) a smés byla ponechana reagovat
pies noc. Nasledujici den byl pfidan pyridin (232,8 ul, 2,6:107 mol, 4 ekv.) a anhydrid kyseliny
octové (149,2 ul, 1,3-1073 mol, 2 ekv.), roztok byl v ¢ase 24 hodin odpafen do sucha, znovu
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odpaten po ptidavku toluenu (2 ml) k odstranéni zbytkli anhydridu a uchovan v mrazaku pti
teploté —18 °C. Schéma reakce viz Obr. 11, str. 34.

6.2.2.3 Priprava hydrazidu acetylsalicylové kyseliny reakci s zerc-butyl karbazitem

o
o aH N 'J-L )< N
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Obr. 12: Schéma reakce pripravy hydrazidu acetylsalicylové kyseliny.
Reakce A: Acetylsalicylova kyselina (100,0 mg, 5,6:10* mol), EDC-HCI (117,0 mg,

6,1:10# mol, 1,1 ekv.) a terc-butyl karbazat (80,7 mg, 6,1:10* mol, 1,1 ekv.) byly za stalého
michani v uzaviené banice rozpustény v suSeném DCM (4,0 ml). Po 30 minutach od zahajeni
reakce byl pfidan DMAP (3,4 mg, 2,8:107° mol, 5 mol. %). Prubéh reakce byl sledovan pomoci
TLC (mobilni faze chloroform : methanol 40 : 1) a HPLC, v ¢ase 90 minut byla reakce
ukoncena.

Reakce B: Acetylsalicylova kyselina (100,0 mg, 5,6:10* mol) a EDC-HCI (117,0 mg,
6,1:10#mol, 1,1 ekv.) byly za stalého michani v argonové atmosféte a za chlazeni v ledové
lazni rozpustény v suseném DCM (2,0 ml). Po 90 minutidch byl piidan terc-butyl karbazat
(80,7 mg, 6,1:10* mol, 1,1 ekv.) a DMAP (3,4 mg, 2,8-107 mol, 5 mol. %). Reakce byla
monitorovana pomoci HPLC a TLC a byla ukoncena v ¢ase 120 minut. Vzorek byl natedén
DCM (50 ml) a byl promyt 3 X 50 ml destilované vody. Faze DCM byla suSena bezvodym
siranem hofeCnatym po dobu 60 minut. SuSidlo bylo odfiltrovano pies skladany filtr a filtrat
odparen do sucha, vzorek byl uchovan pii teploté —18 °C v mrazaku. Nasledujici den byl vzorek
preCistén chromatografii na koloné naplnéné silikagelem 60 (30 g), jako mobilni faze byla
pouzita smés chloroform : methanol 40 : 1. Frakce byly jimany do zkumavek, ptfitomnost
produktu byla detekovana pomoci TLC. Frakce obsahujici produkt byly spojeny a odpateny do
sucha a odparek uchovan v mrazaku pii teplot¢ —18 °C. Bylo ziskano 130,0 mg pozadované
latky ve formé bilého prasku (79,6 %). Schéma reakce viz Obr. 12, str. 35.

"H NMR (400 MHz, CDCl3): 6=8.17 (m, 1 H, -NANH-), 7.86 (m, 1 H, Ar-6), 7.53 (m,
1 H, Ar-4), 7.34 (m, 1 H, Ar-5), 7.16 (m, 1 H, Ar-3), 6.88 (m, 1 H, -NHNH-), 2.42 (s,
3 H, -OC(0O)CH3), 1.50 (s, 9 H, -C(O)OC(CHj3)3) ppm. Retencni ¢as na HPLC chromatogramu
byl 2,74 min.

Boc-chranény hydrazid ASA (15,0 mg, 5,1-10~° mol) byl rozpustén v DCM (500,0 ul)
a za stalého michani a chlazeni v ledové 1azni byla ptikapana trifluoroctova kyselina (367,4 pl,
4,8:1073 mol, 30 ekv.). Reakce byla monitorovana HPLC. Vzorek byl odpafen do sucha.
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6.2.2.4 Priprava (3-oxobutyl) 2-acetoxybenzoatu
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Obr. 13: Schéma reakce pripravy (3-oxobutyl) 2-acetoxybenzoatu.

Navéazka ASA (300,0 mg, 1,7-10 mol) a DIC (231,0 mg, 1,8-103 mol, 1,1 ekv.) byla
pievedena do banky se septem a rozpusténa v suseném DCM (3,0 ml) za stalého michani
v argonové atmosféie. Banka byla chlazena ledovou ldzni. Po 30 minutich byl pfidan
4-hydroxy-2-butanon (175,8 mg, 2,0-1073 mol, 1,2 ekv.) rozpustény v suSeném DCM (2,0 ml)
a DMAP (3,0 mg, 2,5-10° mol, 1,5 mol. %). Reakce byla ukoncena v ¢ase 180 minut. Priibéh
reakce byl sledovan pomoci HPLC. Reak¢ni smés byla odpatena do sucha, odparek byl
rozpustén ve smési MeOH (2 ml) a acetonitrilu (4 ml) a smés byla piec¢i¢téna pomoci FLASH
chromatografie. Bylo ziskano 131,0 mg (31,4 %) (3-oxobutyl) 2-acetoxybenzoatu (OAB).

Reakce byla provedena analogicky i1 za pouziti karbodiimidu EDC-HCI (reakce
nasazena z ASA (100,0 mg, 5,6:10* mol), EDC-HCI (117,0 mg, 6,1-10* mol, 1,1 ekv.),
4-hydroxy-2-butanonu (58,6 mg, 6,7-10* mol, 1,2 ¢ekv.) a DMAP (1,0 mg, 83-10°6,
1,5 mol. %). Po ukonceni reakce byla reakéni smés nafedéna DCM (50 ml) a promyta 3 x 35 ml
destilované vody. Faze DCM byla suSena bezvodym siranem hoifecnatym 60 minut. SusSidlo
bylo odfiltrovano ptes skladany filtr a filtrat odparen do sucha a uchovan pfes noc v mrazaku
pfi teploté —18 °C. Nasledujici den byl odparek rozpustén v acetonitrilu (3,0 ml) a byl precistén
pomoci FLASH chromatografie. Vytézek ¢inil 58,0 mg (13,9 %). Schéma reakce viz Obr. 13,
str. 36.

"H NMR (400 MHz, DMSO-d6): 6=7.88 (m, 1 H, Ar-6), 7.68 (m, 1 H, Ar-4), 7.40 (m,
1 H, Ar-5), 7.23 (m, 1 H, Ar-3), 4.39 (t, 2 H, -O-CH>CHz2-), 2.90 (t, 2 H, -OCH2CH>-), 2.27 (s,
3 H, -OC(O)CHj3), 2.15 (s, 3 H, -CH2C(O)CH;) ppm. *C NMR (101 MHz, DMSO-d6):
0=205.97 (-CH20(0)CH3s), 168.98 (-OC(O)CH3), 163.91 (Ar-C(O)OCH2-), 149.94 (Ar-2),
134.20-124.05 (4 x C, Ar-3 — Ar-6), 123.02 (Ar-1), 60.17 (-O-CH2CH2-), 41.34 (-O-CH2CH2-),
29.93 (-CH2C(0)CH3), 20.67 (-OC(O)CH3) ppm. Reten¢ni ¢as na HPLC chromatogramu byl
2,86 min.
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6.2.2.5 Priprava (4-formylfenyl) 2-acetoxybenzoatu
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Obr. 14: Schéma reakce pripravy (4-formylfenyl) 2-acetoxybenzoatu.

Acetylsalicylova kyselina (150,0 mg, 8,3-10* mol) a DIC (115,5 mg, 9,2-10* mol, 1,1 ekv.)
byly rozpustény v suseném DCM (3,0 ml) v bafice se septem za stalého michani v argonové
atmosféfe. Banka byla ponofena do ledové lazné. Po 30 minutich byl pfidan
4-hydroxybenzaldehyd (122,1 mg, 1,0:1073 mol, 1,2 ekv.) rozpustény v suseném DCM (2,0 ml).
Reakce byla v Case sledovana pomoci HPLC. V ¢€ase 120 minut byl pfidan DMAP (1,5 mg,
1,3-107° mol, 1,5 mol. %). Reakce byla ukoncena v ¢ase 210 minut. Reakéni smés byla
odpatena do sucha, odparek byl rozpustén v MeOH (1 ml) a acetonitrilu (2 ml) a takto vznikly
roztok byl precistén pomoci FLASH chromatografie. Bylo ziskdno 108 mg (45,6 %)
(4-formylfenyl) 2-acetoxybenzoatu (FAB). Schéma reakce viz Obr. 14, str. 36.

Pti pouziti EDC-HCI s postupem analogickym jako v kapitole 6.2.2.4 bylo ziskdno
84,0 mg produktu (35,5 %).

"H NMR (400 MHz, DMSO-d6): 6=10.04 (s, 1 H, -CHO), 8.19 (m, 1 H, Ar-6),

8.03 (m, 2 H, Ar-3¢, Ar-5°), 7.81 (m, 1 H, Ar-4), 7.55-7.47 (m, 3 H, Ar-5, Ar-2¢, Ar-6°), 7.35
(m, 1 H, Ar-3), 2.26 (s, 3 H, -OC(O)CHj3) ppm. *C NMR (101 MHz, DMSO-d6): = 191.99
(CHO), 169.41 (-OC(O)CH3), 162.03 (Ar-C(O)O-Ar), 154.64 (Ar-1°), 150.67 (Ar-2), 135.33—
121.84 (10 x C, Ar-1, Ar-3 — Ar-6, Ar-2° — Ar-6°), 20.73 (-OC(O)CH3) ppm. Retencni ¢as na
HPLC chromatogramu byl 3,40 min.

6.2.2.6 Priprava [4-(3-oxobutyl)fenyl] 2-acetoxybenzoatu

/ . DIC DMAP
W DCM chlazeni W’/

Obr. 15: Schéma reakce pripravy [4-(3-oxobutyl)fenyl] 2-acetoxybenzodtu.
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Acetylsalicylova kyselina (300,0 mg, 1,7-1073 mol) a DIC (231,0 mg, 1,8-107° mol, 1,1 ekv.)
byly rozpustény v suSeném DCM (3,0 ml) v baiice se septem za stdlého michani v atmosféte
argonu, bailkka byla ponofena do ledové lazn€. Po 30 minutdch byl kvantitativné pfidan
4-(4-hydroxyfenyl)-2-butanon (328,2 mg, 6,7-10* mol, 1,2 ekv.) rozpustény v suseném DCM
(2,0 ml). V ¢ase 50 minut byl pfidan DMAP (3,0 mg, 2,5-107° mol, 1,5 mol. %). Priibéh reakce
byl monitorovan pomoci HPLC. V ¢ase 90 minut byla reakce ukoncena a vzorek byl po
odpafeni uchovan pies noc v mrazaku pii teplot¢ —18 °C. Dalsi den byl ke vzorku
pfidan acetonitril (4,0 ml) a MeOH (2,0 ml) pro Gplné rozpusténi. Reakéni smés byla preciSténa
svyuzitim  FLASH  chromatografie.  Bylo ziskdno 226 mg (41,6 %)
[4-(3-oxobutyl)fenyl] 2-acetoxybenzoatu (OFAB). Schéma reakce viz Obr. 15, str. 37.

"H NMR (400 MHz, DMSO-d6): §=8.14 (m, 1 H, Ar-6), 7.77 (m, 1 H, Ar-4), 7.49 (m,
1 H, Ar-5), 7.34-7.27 (m, 3 H, Ar-3, Ar-3°, Ar-5°), 7.11 (m, 2 H, Ar-2°, Ar-6°), 2.80 (m,
4 H, -CH2CH2C(0)-), 2.24 (s, 3 H, -OC(O)CHj3), 2.10 (s, 3 H, -CH2C(O)CH;) ppm. *C NMR
(101 MHz, DMSO-d6): 6=207.52 (-CH2C(O)CH3), 169.31 (-OC(O)CH3), 162.87 (Ar-C(O)O-
Ar), 150.27-148.27 (Ar-2, Ar-1°), 139.40-121.47 (10 x C, Ar-1, Ar-3 — Ar-6, Ar-2° — Ar-6°),
44.08 (Ar-CH2CH2-), 29.63-28.05 (2 x C, Ar-CH2CH2C(O)CH3), 20.47 (-OC(O)CH3) ppm.

Retencni ¢as na HPLC chromatogramu byl 3,54 min.

6.2.2.7 Syntéza polymernich konjugati

Obecny postup pro pfipravu polymernich konjugatt: Kopolymer
poly(HPMA-co-Ma-Ahx-NH-NH2) byl rozpustén v suSeném DMSO a vznikly roztok byl
smisen s roztokem derivatu ASA obsahujicim keto skupinu v DMSO a s kyselinou octovou.
Smés byla ponechéana na tiepacce pii laboratorni teploté a reakce byla monitorovdna pomoci
HPLC. Po 18 hodinach byla reak¢ni smés nafedéna MeOH a ptreciSténa na kolon¢ s néplni
LH 20. Po zahusténi na zhruba 10% roztok byl polymerni konjugat izolovan vysraZzenim do
dvaceti nasobku objemu suseného ethylacetatu, srazenina odstfedéna na centrifuze (7800 RPM,
4 minuty) a suSena na membranové vyveéve (2 hodiny) a poté na olejové vyveéve (16 hodin).
Polymerni konjugat byl charakterizovan pomoci SEC a NMR.

Navazka nizkomolekularnich derivati v zdvisloti za pozadovaném molarnim obsahu byla
urcena podle vztahu:

m (polymeru) - mol. %(derivatu) - 0,01 - M (derivatu)

092 - MHPMA + 0,028 . MMa—Ahx—NHNHZ

m (derivatu) =

kde m (derivatu) je navazka derivatu (g), m (polymeru) je hmotnost polymeru (g), M (derivatu)
je molarni hmotnost derivatu (g-mol™), Mau-an-nunmz je molarni hmotnost monomerni
jednotky Ma-Ahx-NHNH:? (213,3 g-mol™") a Mzpru4 je molarni hmotnost monomerni jednotky
HPMA (143,2 g'mol ™).

38



Priprava polymerniho konjugatu s (3-oxobutyl) 2-acetoxybenzoitem

Pro ptipravu polymerniho konjugatu s OAB (konjugat P-OAB) s 4,5 mol. % aktivni latky
v nasad¢ byl pouzit kopolymer poly(HPMA-co-Ma-Ahx-NH-NH2) (250,0 mg) v suSeném
DMSO (2,0 ml), (3-oxobutyl) 2-acetoxybenzoat (18,8 mg, 4,5 mol. % vzhledem k primérné
monomerni jednotce kopolymeru) v DMSO (688,0 ul) a kyselina octova (14,5 pl,
1,0:103 mol). Bylo ziskano 202,0 mg konjugatu (75,1 %). Spektrum ziskané NMR
charakterizaci zobrazuje Obr. 16, str. 39.
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Obr. 16 :'H NMR spektrum konjugdtu P-OAB, meieno pri parametrech uvedenych v kapitole 6.2.1.2. Méfeno
v DMSO-d6.

Priprava polymerniho konjugatu s (4-formylfenyl) 2-acetoxybenzoatem

Pro ptipravu polymerniho konjugéatu s FAB (konjugat P-FAB) s 8 mol. % aktivni latky v nasadé
byl pouzit kopolymer poly(HPMA-co-Ma-Ahx-NH-NH2) (50,0 mg) v suseném DMSO
(300 pl), (4-formylfenyl) 2-acetoxybenzoat (7,6 mg, 8 mol. % vzhledem k primérmné
monomerni jednotce kopolymeru) v DMSO (276,0 ul) a kyselina octova (14,5 ul,
2,3-10~* mol). Bylo ziskano 33,0 mg konjugétu (57,3 %).

Pro ptipravu polymerniho konjugatu P-FAB s 4,5 mol. % aktivni latky v ndsad¢é byl pouZit
kopolymer poly(HPMA-co-Ma-Ahx-NH-NH>) (250,0 mg) v suSeném DMSO (2,0 ml), FAB
(21,3 mg, 4,5 mol. % vzhledem k primérné monomerni jednotce kopolymeru) v DMSO
(713,0 ul) akyselina octova (68,3 ul, 1,1-1073 mol). Bylo ziskano 245,0 mg konjugatu (90,3 %).
Spektrum ziskané NMR charakterizaci zobrazuje Obr. 17, str. 40.
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Obr. 17: NMR spektrum konjugdtu P-FAB, mereno pri parametrech uvedenych v kapitole 6.2.1.2 v DMSO-d6.

Priprava polymerniho konjugatu s [4-(3-oxobutyl)fenyl] 2-acetoxybenzoatem

Pro pfipravu polymerniho konjugatu s OFAB (P-OFAB) (8,0 mol. % aktivni latky
v nasad¢) byl pouzit kopolymer poly(HPMA-co-Ma-Ahx-NH-NH2) (50,0 mg) v suSeném
DMSO (300 pl), OFAB (4,9 mg, 4,5 mol. % vzhledem k primérné monomerni jednotce
kopolymeru) v DMSO (713,0 ul) a kyselina octova (68,3 ul, 1,1:1073 mol). Bylo ziskano
43,5 mg konjugatu (74,1 %).
Pro ptipravu polymerniho konjugatu P-OFAB (4,5 mol. % aktivni latky v nasad¢€) byl pouzit
kopolymer poly(HPMA-co-Ma-Ahx-NH-NH2) (250,0 mg) v suSseném DMSO (2,0 ml),
[4-(3-oxobutyl)fenyl] 2-acetoxybenzoatem (24,5 mg, 4,5 mol. % vzhledem k primérmné
monomerni jednotce kopolymeru) v DMSO (745,0 ul) a kyselina octova (13,1 pl,
1,210 mol). Bylo ziskdno 235,0 mg konjugatu (85,6 %). Spektrum ziskané NMR
charakterizaci zobrazuje Obr. 18, str. 41.
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Obr. 18: NMR spektrum konjugdtu P-OFAB, mereno pri parametrech uvedenych v kapitole 6.2.1.2. v DMSO-d6.

6.2.3 Stanoveni stability derivati acetylsalicylové kyseliny v prostredi o pH 7,4
ad

Ze syntetizovanych derivati byly pfipraveny roztoky v DMSO o koncentraci 100 mg-ml!.
Zasobni roztoky byly pipetovany do jednotlivych mikrozkumavek obsahujici fosfatové pufry
o pH 7,4 apH 5 tak, aby vysledna koncentrace derivati byla 1 mg ml~! (obsah DMSO 1 % v/v).
Vzniklé suspenze derivatl v pufrech byly ponechdny inkubovat v termotfepacce pfi teploté
37 °C a 400 RPM. Obsah mikrozkumavek byl v case 0, 1, 3, 5, 20 a 24 hodin nafedén
methanolem na 0,125 mg-ml™!, centrifugovén, a supernatanty analyzovany pomoci HPLC.

Schéma mozného rozkladu zachycuje Obr. 19, str. 41.
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Obr. 19: Schéma mozného rozkladu oxoderivatii ASA. Rozkladem vznikaji t7i hlavni produkty, zprava SA,
oxoderivat bez acetylové skupiny (deacetylovany produkt) a ASA.
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6.2.4 Uvolnovani derivatli acetylsalicylové kyseliny z polymerniho nosice

Obecny postup pii experimentu uvolfiovani polymernich konjugath: Byl pfipraven zasobni
roztok (1 mg-ml ') polymerniho konjugatu ve fosfatovém pufru (pH 7,4, 0,15 mol-dm3). Tento
roztok byl rozpipetovan po 200 pl do 15 plastovych mikrozkumavek, které byly umistény do
termotiepacky (37 °C, 400 RPM). Vzorek byl v triplikatech v ¢asech 0, 1, 5, 18 a 24 hodin
10 minut extrahovan DCM, ¢ast DCM faze byla odebrana a odpatena do sucha. Po rozpusténi
v MeOH byl extrakt analyzovan pomoci HPLC (nastfik 20 pl). Analogicky bylo provedeno
uvoliovani ve fosfatovém pufru o pH 5 (0,15 mol-dm™3). Pro ucely stanoveni obsahu
uvolnéného 1é¢iva byla na HPLC naméfena kalibrace a sestrojena kalibraéni ptimka zavislosti
plochy piku na hmotnosti ASA derivatu. Jako 100 % uvolnéného derivatu pro sestrojeni kiivky

uvoliiovani bylo vzato mnozstvi navdzaného derivatu uréené metodou NMR.

6.2.4.1 Uvolnovani (4-formylfenyl) 2-acetoxybenzoatu z polymerniho nosice

Podle postupu uveden¢ho na zacatku kapitoly 6.2.4 byl zahdjen experiment uvoliiovani
polymerniho konjugatu P-FAB. Pied extrakci bylo do kazdé z mikrozkumavek pipetovano
DCM (500 pl), z toho mnozstvi bylo po extrakei odebirano 400 ul. Po odpateni bylo pfidano
MeOH (50 pl). Analyza byla provedena v ¢asech 0, 1, 3, 5 a 24 hodin propH 520, 1, 5, 18
a 24 hodin pro pH 7.4.

6.2.4.2 Uvoliovani [4-(3-oxobutyl)fenyl] 2-acetoxybenzoatu z polymerniho nosice

Podle postupu uvedeného na zacatku kapitoly 6.2.4 byl zahajen experiment uvolnovani
polymerniho konjugatu P-OFAB. Pted extrakci bylo do kazdé z mikrozkumavek pipetovano
DCM (500 pl), z toho mnozstvi bylo po extrakci odebirano 300 ul. Po odpateni bylo ptidano
MeOH (100 ul). Analyza byla provedena v casech 0, 1, 5 a 24 hodin pro pH 5a 0, 1, 5, 18
a 24 hodin pro pH 7,4.

6.2.5 Biologické testovani

6.2.5.1 Stanoveni inhibi¢ni aktivity derivata acetylsalicylové kyseliny cyklooxygenazy 1

Redici fadou byly piipraveny roztoky ti syntetizovanych derivatit ASA (OAB, FAB, OFAB)
a tif komer¢né dostupnych sloucenin (ASA, SA a hydrazidu SA) o koncentracich 400, 300,
200, 100 a 50 mmol-dm > v DMSO. Piislusné roztoky byly nasledné vzdy fedény s PBS tak,
aby vznikly roztoky o koncentracich 20, 15, 10, 5 a 2,5 mmol-dm . Bylo pipetovano 10 ul
z kazdého roztoku v duplikatu na mikrotitraéni desticku s tmavym dnem. Byla pfipravena
kontrola inhibitoru (smisenim 2 pl SC560 COX-1 inhibitoru a 8§ pl COX pufru z reakéni smési),
kontrola rozpoustédla (smés DMSO a PBS v poméru 1 : 19), jako kontrola enzymu byla pouZita
pfipravena COX-1 reakéni smés (5320 pl pufru, 70 pl préby, 110 ul kofaktoru
(200x% ziedéného) a 70 ul COX-1 enzymu). Z kazdého roztoku kontroly bylo pipetovano 10 pl
42



na mikrotitracni destiCku v duplikdtu. Nasledn¢ bylo do kazdé jamky pipetovano 80 pnl
ptipravené COX-1 reakéni smési a 10 pl substratu (smési arachidonové kyseliny, hydroxidu
sodného a filtrované ddH20 v poméru 1 : 1 : 22). Desti¢ka byla ponechana 10 minut inkubovat
v termobloku pfi 37 °C a méfena fluorescence na ¢tecce mikrotitranich desticek (pti vinové
délce 535 nm pro excitaci a 587 nm pro emisi po dobu 15 minut) v kinetickém mddu (méteni
po jedné minut€). Inhibi¢ni koncentrace, 50 % (ICso, hodnota koncentrace latky, pottebna pro
inhibici 50 % enzymu) byla stanovena pomoci nelinedrni regrese s vyuzitim programu
GraphPad Prism 5.03 (GraphPadSoftware, CA, USA). Experiment byl proveden celkem tfikrat.

6.2.5.2 Testovani cytotoxicity derivatii acetylsalicylové kyseliny pomoci
laktatdehydrogenasové eseje

Bunky mysi linie peritonedlnich makrofagii RAW 264.7 byly aplikovany na 24 jamkovou
kultiva¢ni desticku v po¢tu 2 x 10° bunék na jamku, kde byly ponechany rast do druhého dne.
Redici fadou byly pfipraveny roztoky dvou komeréné dostupnych slouéenin (ASA a SA) a tif
syntetizovanych oxoderivati ASA (OAB, FAB a OFAB), které byly pipetovany tak, aby
vysledna koncentrace v jamkach desticky byla 1,5, 1 a 0,5 mmol-dm>. Buiky byly
s ptisluSnymi latkami preinkubovany 60 minut. Nasledné byl do kazdé jamky pipetovan
aktivator buné&k lipopolysacharid (LPS), jehoz vysledna koncentrace v jamce byla 25 ng-ml ™.
Buniky byly ponechany inkubovat 24 hodin. Do dvou kontrolnich jamek byl 30 minut pfed
ukoncenim experimentu pfidan lyzacni roztok. Médium s bunkami bylo pfevedeno do
plastovych mikrozkumavek a centrifugovano pii (1000 RCF, 10 minut). Produkce LDH byla
zmé&fena s vyuzitim LDH detek¢niho kitu.

20 minut pied ukoncenim experimentu bylo sterilné pfidano 20 pl lyzaéniho pufru
z Cytotoxicity detection KitPLUS (Roche applied science, Némecko). Bunky byly dale
inkubovany pti 37 °C az do ukonc¢eni experimentu. Na 96 jamkovou mikrotitracni desticku bylo
pipetovano 100 ul vzorku (odsaté medium z experimentt). Reakéni Cinidlo bylo pfipraveno
smichédnim reagenti A a B v poméru 1 : 45. Lyofilizovany reagent A byl nejprve rozpustén
v 1 ml destilované vody. Do kazdé¢ jamky bylo pfidano 100 pl reakéniho ¢inidla, deska byla
zakryta a inkubovéna 10 minut pfi pokojové teploté. Na spektrofotometru Sunrise (Tecan,
Svycarsko) byla zméfena absorbance pii 490 nm. Experiment byl proveden ve spolupraci
s BFU AV CR, Brno. Celkem byl proveden pétkrit.

6.2.5.3 Statistické vyhodnoceni

Ziskana data byla statisticky zpracovéana a uvedena jako aritmeticky primér + SEM (standard
error of the mean — stfedni chyba priiméru) hodnot ziskanych z celkem péti méfeni. Pro ucely
statistické analyzy byla provedena jednorozmérna analyza rozptylu (ANOVA — analysis of
variance) s Dunnettovym post-hoc testem s vyuzitim programu GraphPad Prism 5.03
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(GraphPadSoftware, CA, USA). Statistickd vyznamnost byla vyhodnocena s ohledem na
p-hodnoty (hodnoty P<0,001 vyhodnoceny jako vysoce signifikantni(***)).
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7.VYSLEDKY

7.1 Syntéza a charakterizace polymerniho nosice

Metodou RAFT polymerizace (viz kapitola 2.1.3) byl uspé$né syntetizovan kopolymer
poly(HPMA-co-Ma-Ahx-NHNHBoc). Po
charakterizace SEC a byl stanoven obsah hydrazidovych skupin UV-VIS spektrometrii a NMR.

odstranéni Boc skupin byla provedena

Ziskané vysledky shrnuje Tab. I, str. 45. Bylo ziskdno 712 mg kopolymeru s vytézkem reakce
59,8 %.

Tab. 1: Vysledky ziskané charakterizaci polymerniho prekurzoru rozmérove vylucovaci chromatografii a UV-VIS

spektrometrii.
Pocetné Hmotnostné
primérna priumérna . . Ob.sah , Ob_s ah ,
molarni P Disperzita D hydra_mdovych hydra_mdovych
hmotnost M, hmotnost Mw (Mu/M») skupin [mol. %] skupin [mol. %]
ol 4] P UVv-vIS NMR
20 000 21 000 1,05 6,8 7,5

7.2 Syntéza a charakterizace derivatu acetylsalicylové
kyseliny

7.2.1 Syntéza a charakterizace hydrazidu acetylsalicylové kyseliny

Reakci hydrazidu SA s anhydridem kyseliny octové proveden pokus o syntézu hydrazidu ASA.
Syntéza probehla netspésné, nasledné charakterizace HPLC poukazovala na ptitomnost smési

produktti s velmi podobnymi retencnimi casy.

7.2.2 Syntéza a charakterizace hydrazidu acetylsalicylové kyseliny reakci ASA

s terc-butyl karbazatem

Reakci ASA s terc-butyl karbazatem pomoci Steglichovy esterifikace (reakci A) byl proveden
pokus o syntézu Boc-chranéného hydrazidu ASA. HPLC charakterizaci této reak¢éni smési bylo
detekovano velké mnozstvi vedlejSich produktl, a reakce tak neprobé&hla uspésné. Reakci B
(provedena za mirngjSich podminek) byl Gspé$né ptipraven a charakterizovan Boc-chranény
hydrazid ASA s vytézkem 130,0 mg (79,6 %). Syntéza této latky dosud nebyla publikovana
(k datu 20.5.2021). Charakterizace pomoci HPLC, NMR a TLC po odstranéni Boc skupiny
reakci s TFA vSak prokézala, Ze reakci misto pozadovaného produktu vznikl hydrazid SA.

Kromé¢ odstranéni Boc skupiny doslo tedy i k deacetylaci.
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7.2.3 Syntéza a charakterizace (3-oxobutyl) 2-acetoxybenzoatu

Reakci ASA s 4-hydroxy-2-butanonem byl mechanismem Steglichovy esterifikace tspésné
syntetizovan oxoderivat OAB. Pro cely této syntézy byly k aktivaci karboxylové skupiny ASA
pouzity dva rizné karbodiimidy. S vyuzitim karbodiimidu EDC-HCI bylo dosaZeno vytézku
reakce 13,9 %, za pouziti karbodiimidu DIC 31,4 %. Nové syntetizovany derivat ma moléarni
hmotnost 250,25 g'mol!, jeho retentni ¢as na HPLC chromatogramu (pii zvolenych
parametrech, viz 6.2.1.1) byl 2,86 min. Jeho struktura byla potvrzena pomoci NMR. Syntéza
této latky dosud nebyla publikovana (k datu 20.5.2021).

7.2.4 Syntéza a charakterizace oxoderivatu (4-formylfenyl) 2-acetoxybenzoatu

Mechanismem Steglichovy esterifikace byl uspé$né syntetizovan derivat FAB, a to kondenzaci
ASA s 4-hydroxybenzaldehydem. S karbodiimidem EDC-HCI probéhla reakce s vytézkem
35,5 %, s pouzitim DIC doséhl vytézek 45,6 %. Derivat byl jiz dfive syntetizovan [50], NMR
spektra odpovidaji publikaci. Molarni hmotnost derivatu je 284,26 g mol ™!, jeho reten¢ni Gas
pfi HPLC chromatografii (pfi parametrech popsanych v kapitole 6.2.1.1) je 3,40 min.

7.2.5 Syntéza a charakterizace [4-(3-oxobutyl)fenyl] 2-acetoxybenzoatu

Analogicky jako ostatni oxoderivaty byl 1 derivit OFAB pfipraven reakci ASA
s 4-(4-hydroxyfenyl)-2-butanonem za vyuziti Steglichovy esterifikace. Tato syntéza byla
provedena pouze za vyuziti karbodiimidu DIC s vytézkem reakce 41,6 %. Molarni hmotnost
nové syntetizované slouceniny je 326,34 g mol !, reten¢ni ¢as pii HPLC chromatografii
(parametry uvedeny v kapitole 6.2.1.1) byl 3,54 min. Struktura byla potvrzena pomoci NMR.
Syntéza této latky dosud nebyla publikovéna (k datu 20.5.2021).

7.3 Syntéza a charakterizace polymernich konjugatu

Vsechny tfi derivaty ASA, které byly v pfedchozim kroku syntetizovany, se nasledné podafilo
uspésné navazat na kopolymer poly(HPMA-co-Ma-Ahx-NH-NH2) za vzniku hydrazonové
vazby mezi hydrazidovou skupinou polymerniho nosi¢e a oxoskupinou derivatu ASA. Po
precisténi vSech konjugati od nenavazaného derivatu a dalSich nizkomolekularnich latek ¢i
necistot gelovou filtraci byla provedena charakterizace SEC a byla zméfena NMR spektra.

Namétené hodnoty shrnuje Tab. 2, str. 47.
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Tab. 2: SEC a NMR charakterizace polymernich konjugatii s derivaty ASA.

Mnozstvi Obsah
Oznaceni derivatu Y o navazaného
konjugatu v nasadé Mn [g:mol"] | Mw [g-mol"[ | D (Mw/Mn) 1é¢iva
[mol. %] [mol. %]
konjugat
P-OAB 4.5 19 900 23200 1,2 1,5
P-FAB 8,0 21200 24300 1,1 7.4
P-OFAB 8,0 22900 25800 1,1 7,2

7.4 Stanoveni stability derivati acetylsalicylové kyseliny
v prostiedi o pH 7,4 a pH 5,0

Byla studovana stabilita syntetizovanych derivati ASA v prostiedich o pH 7,4 a pH 5,0. Jako
téméf stabilni se jevil OFAB. V pH 7,4 bylo za 5 hodin rozloZeno pouze 5 % derivatu na
deacetylovany produkt a minoritni mnozstvi ASA, za 24 hodin 7 % derivatu. V pH 5 v Case
24 hodin bylo rozloZeno pouze 1 % derivatu. Horsi stabilitu vykazoval FAB, v ptipad¢ tohoto
derivatu bylo v pH 7,4 rozlozeno za 5 hodin 37 % derivatu na 4-hydroxybenzaldehyd, ASA
a SA, za 24 hodin bylo rozlozeno 48 % derivatu. V pH 5 se tento derivat jevil pomérn¢ stabilni,
za 24 hodin se rozlozilo pouze 10 % derivatu. Deacetylovany produkt nebyl t¢émét pozorovan.
Nedostatecnou stabilitou se vyznacoval OAB. V pH 7.4 byl jiz v ¢ase 5 hodin kompletné
rozlozen na ASA a SA. VpH 5 bylo za 24 hodin rozlozeno 63 % derivatu, pfiCemz

deacetylovany produkt téméf nebyl pozorovan ani v jednom z vybranych pH prostredi.

7.5 Uvolnovani  derivati  acetylsalicylové  kyseliny
z polymerniho nosice

7.5.1 Uvolnovani nizkomolekularniho derivatu acetylsalicylové kyseliny
z polymerniho konjugatu s (4-formylfenyl) 2-acetoxybenzoatem

HPLC analyzou byla ziskéna data o ¢asovém pribehu uvoliiovani FAB z polymerniho nosice
(7,4 mol. % derivatu na polymeru) v prostiedi o pH 7,4 (simulace podminek krevni plasmy)
apH 5,0 (simulace pH lysozomu) pfi teploté¢ 37 °C. Za pomoci sestrojené kalibra¢ni piimky

nizkomolekularniho derivatu (kalibra¢ni zavislost byla méfena v rozsahu koncentraci

47



1-107%- 1107 mg-ml! a vynesena jako zavislost plochy piku zméfené na HPLC na hmotnosti
derivatu v nastfiku uvedené v pg, vysledna rovnice ptimky: y = 336 935x + 19 055, korela¢ni
koeficient R = 0,9995) a stanoveni celkového obsahu derivatu (pomoci NMR) navdzaného na
polymernim nosici byla ziskana zavislost % uvolnéného derivatu z celkového navazaného
mnozstvi na ¢ase. Ziskanou zavislost zobrazuje Graf I, str. 48. Za 24 hodin doslo v pH 5,0 k
uvolnéni 3,3 % a v pH 7,4 0,4 % FAB. Jako vedlejsi produkt rozkladu byla pozorovana ASA a

SA, jejich mnozstvi vSak byla tak nizka, Ze je nebylo mozné kvantifikovat.
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Graf 1: Casovy pritbéh uvoliiovini FAB z polymerniho nosice.

7.5.2 Uvolnovani nizkomolekularniho derivatu acetylsalicylové kyseliny
z polymerniho konjugatu s 4-(3-oxobutyl)fenyl] 2-acetoxybenzoatem

S pouzitim sestrojené kalibra¢ni piimky pro OFAB (kalibra¢ni zavislost byla proméifena
v rozsahu koncentraci 1-107 - 1:10°* mg-ml™!, data byla vynesena jako zavislost plochy piku
naméfené na HPLC na hmotnosti derivatu v nastfiku uvedené v pg, rovnice piimky:
y=2533121x + 34281, korelacni koeficient R = 0,9993) a stanoveni celkového mnozstvi
derivatu (pomoci NMR) navazaného na polymernim nosi¢i byla kvantifikovana HPLC data
naméfend v pribéhu experimentu uvoliiovani a vynesena jako zavislost % uvolnéného derivatu
z celkového navazaného mnozstvi (4,4 mol. % derivatu na polymeru) na Case. Zavislost
zobrazuje Graf 2, str. 49. Za 24 hodin se v pH 5,0 uvolnilo 51,9 % OFAB, v pH 7,4 bylo
maxima uvolnéného derivatu (17,1 %) dosazeno v ¢ase 18 hodin. Mimo uvolnéného derivatu
byl na HPLC chromatogramu pozorovan také deacetylovany produkt a ASA,
v nekvantifikovatelném mnozstvi také SA. Procentualni zastoupeni téchto vedlejSich
rozkladnych produktti uréené z poméru ploch pikti na HPLC chromatogramu bylo nasledujici:
v pH 5,0 bylo v €ase 5 hodin pozorovéano 7 % deacetylovaného produktu, v ¢ase 24 hodin 10 %.
V pH 7,4 byl rozklad vyrazngj$i, v ¢ase 5 hodin bylo detekovano 8 9% deacetylovaného
produktu, v ¢ase 24 hodin jiz 19 %.
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Graf 2: Casovy pritbéh uvoliiovani OFAB z polymerniho nosice. Datové fady pH 7,4 celkem a pH 5 celkem znaci
soucet ploch uvolnéného derivatu a uvolnénych vedlejsich produktii.

7.6 Biologické testovani

7.6.1 Biologické testovani aktivity derivata acetylsalicylové kyseliny pfi inhibici
cyklooxygenasy 1

Enzymaticka aktivita syntetizovanych oxoderivatli a komercné dostupnych latek ASA, SA
a hydrazidu SA byla zméfena pomoci komeréné dostupného kitu. Po aplikaci vzorki o riznych
koncentracich na mikrotitracni desticku obsahujici enzym COX-1 a jeho substrat,
arachidonovou kyselinu, byla fluorimetricky sledovana konverze arachidonové kyseliny na
PGGoa. Ziskané hodnoty byly graficky zpracovany a s vyuzitim programu GraphPad Prism byla
stanovena ICso, hodnota udévajici koncentraci ti€inné latky plisobici polovicni inhibici aktivity
COX-1, pro ASA, SA a OAB. Ziskan¢ vysledky shrnuje 7ab. 3, str. 49. Pro SA, FAB a OFAB
nebylo z namétenych dat mozné urc€it hodnoty ICso. U vSech syntetizovanych oxoderivati vSak
byl patrny trend poklesu intenzity fluorescence s rostouci koncentraci vzorku, zévislosti

zobrazuji Grafy 3, 4 a 5, str. 50.
Tab. 3: Hodnoty ICsg pro jednotlivé testované aktivni latky.

Testovana molekula ICso [ug-ml!]
ASA 48+4
SA ND
hydrazid SA 8015
OAB 694+4
FAB ND
OFAB ND

Vysvétlivky: ND, nestanoveno (z angl. Not Determined)
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Graf 3: Zavislost intenzity fluorescence na koncentraci OAB. Méreni bylo provedeno v kinetickém modu pri
535/587 nm.
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Graf 4: Zavislost intenzity fluorescence na koncentraci FAB. Méreni bylo provedeno v kinetickém modu pri
535/587 nm.
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Graf 5: Zavislost intenzity fluorescence na koncentraci OFAB. Méreni bylo provedeno v kinetickém modu pri
535/587 nm
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7.6.2 Testovani toxicity derivatd acetylsalicylové kyseliny pomoci
laktatdehydrogenasového testu

Inkubaci RAW 264.7 bungk s roztoky ASA, SA a tii syntetizovanych oxoderivatl po aktivaci
LPS byla s vyuzitim LDH detek¢niho kitu stanovena toxicita téchto sloucenin. Ziskana data
byla vyhodnocena jako mnoZstvi uvolnéné LDH v % po vztazeni na jamku s pozitivni
kontrolou (maximalni uvolnéna LDH), viz Graf 6, str. 51.
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mnoistvi LDH
(% maximalniho uvolnéného mnoistvi LDH )
N
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Graf 6: Stanoveni nekrotického puisobeni ASA a SA a tii syntetizovanych derivati OAB, FAB a OFAB vyjadrené
jako mnozstvi uvolnéné LDH vztazené na hodnotu pozitivni kontroly stanovené pomoci LDH testu. Uvedend data
byla vynesena jako priimeér hodnot namérenych v péti experimentech = SEM. Statisticka signifikance byla
vyhodnocena metodou jednorozmeérné analyzy rozptylu (ANOVA s Dunnettovym post-hoc testem; ***P<0,001 ve
srovnani s negativni kontrolou).

Z grafu je patrné, Ze u zadné ze sloucenin nedoslo k vyraznému nértstu produkce LDH a tudiz
7zadna ze sloucenin nevykazuje vyznamnou toxicitu ve smyslu indukce nekrotického typu
bunééné smrti. U vSech syntetizovanych derivati a rovnéZ u ASA v koncentracich
1 a1,5mmol-dm™ lze pozorovat mirny narGst produkce LDH oproti negativni kontrole.
Maximalni nartist produkce LDH se v§ak pohyboval v rozmezi 0,2-4,2 %, coZ je v ramci chyby
od priméru. Statistickd signifikace vyhodnocend metodou ANOVA s Dunnetovym post-hoc
testem ve srovnani s negativni kontrolou prokéazala, Ze v porovnani s témito kontrolami
odchylky produkce LDH nejsou statisticky signifikantni. Pouze data pro SA ve vSech
zminénych koncentracich byla vysoce signifikantni, v tomto piipadé ale ve smyslu snizeni

produkce LDH oproti negativni kontrole.
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8. DISKUZE

8.1 Syntéza derivatu acetylsalicylové kyseliny

Za ucelem syntézy vhodnych derivatl ASA nesoucich funkéni skupiny pro nésledné ptipojeni
na polymerni nosi¢ ptes pH-senzitivni vazbu bylo provedeno celkem Sest reakci. Nejprve byla
provedena acetylace hydrazidu SA (schéma reakce zobrazuje Obr. 11, str. 33). Zavedeni
hydrazidu na molekulu ASA by umoznilo pfipojit tento derivit na HPMA kopolymer
s oxoskupinami podél fetézce. Pfi této reakci ovSem vznikala smés produkti s blizkymi
retencnimi ¢asy na HPLC chromatogramu a produkt, pokud byl pfitomen, by bylo témét
nemozné oddélit od vedlejSich produkti reakce. Pravdépodobné vznikla smés produkt
s acetylovanou hydrazidovou i1 hydroxy skupinou. Z téchto divodi byla zvolena jako
alternativa reakce ptipravy hydrazidu ASA jeji reakci s ferc-butyl karbazatem (Obr. 12, str. 34).
Tato reakce byla provedena dvakrat v riznych reakénich podminkach. Nejprve byla smés
ponechéna reagovat za pokojové teploty, bez chlazeni a za pfistupu vzduchu (reakce A).
Naslednou charakterizaci této reakéni smési bylo detekovano velké mozstvi vedlejSich
produktt. Pfi reakci dochézelo k deacetylaci ASA, tedy vzniku salicylové kyseliny, kterd se
dale ucastnila vedlejSich reakci. Podminky reakce bylo tedy potfeba optimalizovat, aby
nedochazelo k rozkladnym reakcim, a tedy ke vzniku smési produktti. Analyzou reakéni smési
po provedeni reakce v podminkach argonové atmosféry za chlazeni ledovou lazni (reakce B)
byla potvrzena ptitomnost pozadovaného produktu, hydrazidu ASA s navazanou Boc-chranici
skupinou. Po odstranéni této chranici skupiny reakci s TFA vsak doslo i k deacetylaci produktu
a vznikl hydrazid SA. Podminky pro odstranéni Boc-chranici skupiny by ziejmé vyZzadovaly
dalsi optimalizaci, nicméné vzhledem k nejasnému vysledku a naro¢nosti dalsi optimalizace
bylo od ptipravy hydrazidu ASA upusténo.

V nédvaznosti na negativni vysledky vySe popsanych reakci jsme se rozhodli zmeénit
strategii pfipravy polymernich konjugati. Byly provedeny tfi reakce s cilem syntetizovat
oxoderivat ASA obsahujici keto skupinu, ktery by bylo mozné ptipojit na HPMA kopolymer
s hydrazidovymi skupinami. Podafilo se tispéSné syntetizovat tfi derivaty, OAB, FAB, OFAB,
piipravené z ASA a 3-hydroxybutanonu, 4-hydroxybenzaldehydu
a 4-(4-hydroxyfenyl)-2-butanonu s cilem pfipravit derivaty liSici se strukturou v okoli
oxoskupiny (jejich struktura by mohla pfiznivé ovlivnit rychlost uvoliovani derivatu
z polymerniho konjugatu) a také s cilem pfipravit derivaty liSici se stabilitou esterové vazby
mezi ASA a oxospojkou. FAB byl jiz publikovan ([50]), v piipadé OAB a OFAB jde o nov¢
syntetizované derivaty, které jesté nebyly publikovany (k datu 20.5.2021). Syntéza téchto latek
byla provedena mechanismem Steglichovy esterifikace s vyuzitim karbodiimidu k aktivaci
karboxylové skupiny ASA. Reakce byly nejprve provedeny s vyuzitim karbodiimidu
EDC-HCI, opakovanég ale dochazelo k nizkym vytéZkim reakce (zhruba 15 % v pifipadé¢ OAB
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a zhruba 35 % v ptfipadé FAB). Byl proto sledovan vliv volby karbodiimidu na vytézek reakce
a zminéné reakce byly provedeny i s karbodiimidem DIC. ReSeni obdobné problematiky bylo
nalezeno v literatufe [51], kde byl sledovéan vliv typu karbodiimidu na prubéh reakce ASA.
Karbodiimid EDC obsahuje ve své strukruie amin a mohl by tak zapfti¢init odstoupeni acetylové
skupiny (bazickou hydrolyzou esteru) za vzniku vys$siho mnozstvi vedlejsiho deacetylovaného
produktu, a snizit tak vytézek reakce. Byl vSak pouzivan ve formé hydrochloridu, ve které je
aminova skupina chranénd HCl. Vyhodou pouziti EDC ve formé soli je moZnost nésledné
extrakce zbytkiit EDC-HCI a mocovinového produktu (vedlejsi produkt reakce) do vodné faze.
Niz8i vytézky vSak mohl zapfiCinit pravé tento zplisob odstranéni vedlejsiho mocovinového
produktu (extrakce), béhem kterého dochédzi ke ztratdm produktu. Reakci s DIC bylo
dosahovéno vyssich vytézki (v pfipadé OAB doslo ke zvyseni vytéZzku az o zhruba 17 %
a v ptipadé FAB zhruba o 10 %), proto pro syntézu OFAB byl jiz pouZit pouze DIC. Rovnéz
byly provedeny reakce s karbodiimidem DCC, pfi zminéném postupu se ale neukazal byt
vhodny. Vedlejsi produkt reakce, dicyklohexylmocovina, se srazela v reak¢éni smési nadale 1 po
rozpuSténi v MeOH), a putsobila tak potize pfi CciSténi reakéni smési FLASH
chromatografickym systémem. V pfipad¢ DIC takovy problém nebyl pozorovén, jelikoz
diisopropylmocovinaje v MeOH rozpustnd, a je mozné ji odd€lit na koloné.
Dicyklohexylmocovina by musela byt pravdépodobné oddélena krystalizaci. V1iv na vytézky
reakci mohl mit rovnéz DMAP. Studie [51] ukézala, ze DMAP miize ve vysSich koncentracich
zapii€init ovlivnéni reakce za vzniku vyS$S$iho mnozstvi deacetylovaného produktu. Nicméné
bez ptitomnosti DMAP dochazelo pouze ke vzniku aktivovaného meziproduktu, a pfitomnost
DMAP se tak ukéazala byt klicova pro spravny pribéh reakce. Rovnéz byla provedena
optimalizace pfidaného mnozstvi DMAP, pfi ptidavku 1,5 mol. % probihaly reakce s vyssimi
vytézky, nez pti ptidavku 1 mol. %, ale jiz pti pfidavku 4 mol. % dochazelo k rozkladu produktu
na deacetylovany derivat. Ke snizeni vytézki mohlo dojit také vlivem ztrat pti ¢isténi reakénich
smési FLASH chromatografii.

8.1 Polymerni nosi€ a polymerni konjugaty
8.1.1 Syntéza polymerniho nosice

Kopolymer poly(HPMA-co-Ma-Ahx-NHNHBoc) byl uspésné syntetizovan mechanismem
RAFT polymerizace a nasledné charakterizovan. Polymerizace probihala 16 hodin pfti 40 °C,
jde tedy o nizkoteplotni polymerizaci, pro kterou byl pouzit nizkoteplotni iniciator V-70
a trithiokarbonatové prenosové Cinidlo. Charakterizace pomoci SEC potvrdila polymer s izkou
distribuci molarnich hmotnosti s disperzitou blizici se hodnoté jedna. Nizsi vytézek reakce
(kolem 60 %) byl pravdépodobné zptisoben pfili§ kratkou reakéni dobou polymerizace. Vyssich
vytézkil (az do 85 %) je mozné dosdhnout RAFT polymerizaci s pouzitim iniciatoru V-70

probihajici po dobu 72 hodin pii teploté 30 °C [9]. Obsah hydrazidovych skupin byl stanoven
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dvéma metodami, pomoci NMR spektroskopie (7,5 mol. %) a s vyuzitim TNBSA metody
(6,8 mol. %). Obe metody vykazuji ur¢itou miru chybovosti, avSak NMR spektroskopie by

méla poskytnou pfesnéjSi tdaje. Obsah hydrazidovych skupin na polymernim nosi¢i byl

dostate¢ny pro dalsi syntetické kroky a vazbu derivati ASA.
8.1.2 Syntéza polymernich konjugatt

Vazani nizkomolekularnich derivati na polymerni nosi¢ za vzniku hydrazonové vazby se
obvykle provadi v prosttedi MeOH s pfidavkem kyseliny octové, nicméné v tomto
rozpoustédle byla pozorovana vyssi mira rozkladu derivati ASA na deacetylované produkty,
proto byly tyto reakce provedeny v prosttedi bezvodého DMSO. Prubéh reakei byl sledovan
pomoci HPLC, ve vétSing piipadd byla pozorovana vice nez 90% ucinnost vazani derivati na
polymerni nosi¢. Navazani derivath vedlo dle o¢ekavani k odpovidajicimu zvySeni moléarni
hmotnosti konjugétt uvedenych v Tab 2, str. 47 a zaroven nedochézelo k vyraznému rozsiteni
jejich distribuce. Je mozné konstatovat, ze se podafilo navazat 4,1-7,4 mol. % derivatu
v zavislosti na mnozstvi derivatu v nasad¢ v pripadé konjugéati P-FAB a P-OFAB (7ab 2,
str. 47). U konjugatu P-OAB doslo opakované k navazani nizkého mnozstvi derivatu. Pii
navyseni mnozstvi derivatu v nasadé (ekvivalent k 8 mol. % hydrazidovych skupin) se podatilo
navazat pouze 3,6 mol. % derivatu. Nicméné doslo k rozsifeni disperzity polymerniho nosice
(D 1,7), ztejmé v dusledku nekovalentnich interakci polymernich fetézci. PrestoZe se navazalo
pouze 3,6 mol. % derivatu, nebyly v NMR spektru pozorovany zaddné volné hydrazidové
skupiny. Tyto skupiny tedy mohly byt kromé ASA derivatu obsazeny samotnym
4-hydroxy-2-butanonem vznikajicim in situ pfi reakci. Vzhledem k nizké stabilit¢ OAB
(kapitola 8.2.2), mohlo jiz béhem vazadni derivditu na polymer dojit k jeho
hydrolytickému rozkladu. Pfestoze reakce probihala v bezvodém DMSO, malé mnozstvi vody
obsahuje jak ledova kyselina octova, tak i polymer (okolo 2 hm. %) a k uvolnéni molekuly vody
dochazi také pfi vzniku hydrazonové vazby. Pfitomnost malého mnozstvi vody tak mohla
podpofit hydrolyzu esteru a mohlo dojit k navazani samotného 4-hydroxy-2-butanonu.
Vzhledem k tomu, ze OAB ani 4-hydroxy-2-butanon nemaji ve své struktuie vice funkcénich
skupin, diky kterym by se mohly navazat na polymerni nosi¢, nemohlo pfi nariistu disperzity
polymerniho konjugatu jit o klasické sitovani. Pfedpokladdme, ze diskutované rozsifeni
diperzity je zpusobené nekovalentnimi interakcemi, napt. vodikovymi vazbami, které mohou
vznikat mezi OH skupinami 4-hydroxy-2-butanonu navézaného na polymer navzajem ¢i mezi
témito OH skupinami a zbylymi volnymi hydrazidovymi skupinami.

Jako metoda stanoveni celkového navdzaného mnozstvi derivatli na polymerni nosi¢
byla zvolena NMR spektroskopie. Metoda vyuzivajici HPLC stanoveni obsahu derivati po
jejich celkové hydrolyze z polymernich konjugatii pomoci ptidavku TFA a nasledné extrakce
DCM nebylo mozné pouzit, protoze vykazovala zna¢né nepfesnosti. Dlivodem nepiesného

stanoveni mohla byt nizka ucinnost extrakce, nedostatecné uvolnéni derivatu ¢i stabilita
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jednotlivych hydrazonovych vazeb, pficemz napiiklad u P-FAB bylo prokazano, Ze pfidavkem
TFA neni moZzné ani po 48 hodinach uvolnit veSkeré mnozstvi navazaného derivatu, a tedy
ptesné urcit celkové navazané mnozstvi. Pfi této 48hodinové hydrolyze navic dochazelo k vyssi
mife rozkladu derivatu (na ASA, SA a deacetylovany produkt), coz vedlo ke ztizeni podminek

stanoveni.

8.2 Stabilita  hydrazonové vazby a  oxoderivatu
acetylsalicylové kyseliny

8.2.1 Stabilita oxoderivata acetylsalicylové kyseliny

Syntetizované oxoderivaty ASA byly zvoleny tak, aby se idedlné lisily stabilitou své esterové
vazby. Pro biologické aplikace vyhodnégjsi nez doprava derivatu ASA, by byla moznost dopravy
ASA samotné, tedy piiprava derivatu ASA, ktery by posléze in vivo uvolnil samotnou aktivni
latku. Zavedenim oxospojky na molekulu ASA totiz dochazi k zablokovani COOH skupiny,
ktera je (mimo acetylu) také diilezitd pro funkci na cyklooxygenasach (viz kapitola 4.2). Pted
zahdjenim experimentu uvolilovani byla nejprve ovétena stabilita samotnych oxoderivati ASA
(zejména jejich esterovych vazeb) v prostfedich o riiznych pH a uvazovan vliv jejich stability
na piipadné vysledky experimentd jejich uvonovani z polymerniho nosice. Esterové vazby
derivatii vykazovaly vyssi stabilitu v pH 5,0, nez v pH 7,4, coz je v souladu s obecné¢ zndmou
hydrolytickou stabilitou esterovych vazeb. Nejlabilnéjsi esterovou vazbu obsahuje OAB, ktery
se rychle a ochotné rozkladal na ASA a SA, kdy béhem 5 hodin doslo v pH 7,4 k Giplnému
rozkladu. Zminéna vyraznd labilita esteru OAB muze souviset s jeho rozpustnosti ve vodé
(vyznacuje se ve vode¢ nejlepsi rozpustnosti ze vSech tii zminénych derivatil). Derivat OAB je
tedy zfejmé pfili§ labilni pro zminénou aplikaci, nebot’ by dochazelo k velmi rychlé degradaci
pti jeho transportu jiz v krevnim fecisti. Naopak nejstabilnéjsi se prokazala byt esterova vazba
OFAB, ktery mél tendence se rozkladat spise na deacetylovany produkt (7 % za 24 hodin v pH
7,4), zatimco ester zlstaval témét stabilni v obou pH. U FAB byl rozklad na ASA a SA
pozorovan, nebyl ale tak markantni jako u OAB. Béhem 24 hodin v pH 7,4 doslo k rozlozeni
zhruba 48 % derivatu. Vzhledem ke stabilit¢ derivatu se tedy OFAB jevi jako nejlepsi volba.
Experiment ovéieni stability oxoderivatl zahrnuje analyzu celé reak¢éni smési, a lze tak
touto metodou stanovit vSechny rozkladné vedlejsi produkty, véetné ASA a SA. Problém mize
nastat v piipadé experimentu uvoliovani, na ktery je tato metoda neaplikovatelnd a analyzuji
se pouze latky, které ptejdou pti extrakci do DCM faze. Jelikoz se derivity OAB a FAB
rozkladaji pfevazné na ASA a SA, neni mozné tento rozklad pti zvolené metod¢ uvolnovani
spolehlivé pozorovat (byl orienta¢né stanoven extrakcni koeficient oxoderivati ASA a samotné
ASA a SA a zatimco syntetizované derivaty pirechazi do DCM témér ze 100 %, ASA a SA do
organické faze témér vilbec neptechdazi, a nelze je tak na HPLC v celém rozsahu jejich mnozstvi
pozorovat). Za predpokladu, Ze po navazani derivatu na polymerni nosi¢ a nasledném uvolnéni
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nebude jejich stabilita vyrazné zménéna ani ovlivnéna piitomnosti polymeru, byly provedeny
experimenty uvoliiovani FAB a OFAB z polymerniho nosice. Jedna se vSak o orientacni
vysledky a v pfipad€ uvoliiovani FAB z polymerniho nosi¢e mohlo dojit ke zkresleni kiivky

uvolnovani (vice v kapitole 8.2.2)

8.2.2 Stabilita hydrazonové vazby

Syntetizované derivaty ASA bylo mozné diky zavedené oxoskuping pfipojit na polymerni nosic¢
a podafilo se tak ptipravit polymerni konjugaty nesouci aktivni molekulu ASA ve formé jejich
esterovych derivatu. Rozdilna struktura oxospojek, 4-hydroxy-2-butanonu,
4-hydroxybenzaldehydu a 4-(4-hydroxyfenyl)-2-butanonu, = umoznila po pfipojeni na
polymerni nosi¢ ziskat hydrazonové vazané derivaty ASA s rozdilnou rychlosti degradace
v Case a stabilitou v prostfedi o riznych pH.

V pribehu stanoveni stability samotnych oxoderivati (viz predchozi kapitola) bylo
zjisténo, ze jako velmi stabilni se jevil OFAB, vysledky ziskané v pribéhu experimentu
uvoliiovani tohoto derivatu z polymerniho nosice by tedy nemély byt zatizeny témét zddnou
chybou. Nizsi stabilitu vykazoval FAB, jehoz stabilita v prostfedi o pH 7,4 (rozklad 48 %
derivatu za 24 hodin) by mohla zapficinit ovlivnéni pribéhu kfivky uvoliovani z polymerniho
nosice. Z ditvodu extrémni nestability OAB nebyl s konjugatem P-OAB experiment uvoliiovani
proveden. Vysledky uvoliiovani tohoto derivatu z polymerniho nosi¢e by nebyly konzistentni
a byly by zatizeny velkou chybou. Navic, vzhledem k velmi rychl¢ hydrolyze derivatu v pH 7.4,
ke které ziejmée dochazi i pfi samotném vazani derivatu na polymerni nosic¢ (viz kapitola 8.1.2),
se OAB nejevi jako dobry kandidat pro ptipravu polymernich 1éCiv s cilem pasivni akumulace
v zanétu.

Oxoderivat ASA FAB, obsahujici ve své struktufe 4-hydroxybenzaldehyd, tedy
aromaticky aldehyd, se vyznaCuje nejpomalejSim uvoliiovanim z polymeru ze vSech
syntetizovanych derivati. Vykazuje vysokou stabilitu nejen v prostiedi o pH 7,4 (za 24 hodin
se uvolnilo méné nez 1 % z celkového navdzaného mnozstvi), ale 1 v prostfedi o pH 5,0 (za
5 hodin uvolnéno méné nez 3 %), zavislost zobrazuje Graf 1, str. 48. Z divodu nizké stability
samotné¢ho derivatu FAB a jeho rozkladu pfevazné na ASA a SA, které neni téméf mozné
extrahovat do DCM faze, vSak mohlo dojit k ovlivnéni prabéhu této kiivky ve smyslu jejiho
faleSné¢ho sniZeni v ¢asech 5, 18 a 24 hodin. V ptipadé¢ P-FAB by mohl pomérné labilni ester
v kombinaci s relativné stabilnim hydrazonem byt vyuzit pfimo k dopravé samotné ASA do
zanétlivého loziska a vytvorit tak polymerni dlouhocirkulujici depo 1éCiva. Toto depo by
umoznilo priibézné uvoliovani a dlouhodobéjsi metabolizovani aktivni latky na rozdil od
podani samotného nizkomolekuldrniho IéCiva, které je obecné rychle metabolizovano
a vylouceno z organismu.

Naproti  tomu  oxoderivit ~ASA  (OFAB), syntetizovany s vyuZitim
4-(4-hydroxyfenyl)-2-butanonu, se z polymerniho konjugatu uvoliiuje v prostiedi o pH 5,0
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pomérné rychle (za 5 hodin uvolnéno az 25 %, za 24 hodin vice nez 50 %), zavislost zobrazuje
Graf 2, str. 49. V pH 7,4 byla stanovena vyznamné vyssi stabilita (za 24 hodin uvolnéno 17 %).
V ptipadé OFAB se podatilo kvantifikovat deacetylovany produkt a bylo moZné detekovat
1 mald mnozstvi ASA a SA. Uvedeny rozklad OFAB na deacetylovany produkt je zodpovédny
za pokles kiivky znazoriujici jeho uvoliiovani v prosttedi o pH 7,4 (viz Graf 2, str. 49). Pti
secteni ploch pikli vSech uvolnénych slozek by byl trend kiivky i1 nadale vzestupny (jak
demonstruje kiivka souctu uvolnéného derivatu a vedlejSich produktl), v disledku rozkladu
vSak doslo k poklesu mnozstvi uvolnéného derivatu v ¢ase 24 hodin oproti mnozstvi v Case
18 hodin. Je zajimavé, ze vazbou OFAB na polymer, pfipadné pouhou piitomnosti polymeru
ve smési, byla ovlivnéna stabilita derivatu OFAB. Zatimco pfi sledovani stability samotného
derivatu OFAB doslo ke vzniku pouze 7 % deacetylovaného produktu za 24 hodin v pH 7,4
a v pH 5,0 rozklad téméf nebyl pozorovan (kap. 7.4 a 8.2.1), pti uvolnovani OFAB z polymeru
P-OFAB bylo po extrakci do DCM faze za 24 hodin v pH 7,4 kvantifikovdno az 19 %
deacetylovaného produktu, v pH 5,0 to bylo 10 %. Je vSak mozné konstatovat, Ze navzdory
pozorovanému rozkladu, je polymerni konjugat P-OFAB vhodny pro cilenou dopravu 1é¢iva,
jelikoz béhem cirkulace v krevnim fecisti by podle tohoto modelu doslo k uvolnéni malého
mnozstvi 1é¢iva z konjugétu a k vyznamnému zrychleni uvoliiovani by doslo az po vstupu do
zanétlivého loziska s niz§im pH.

Rozdilnd pH labilita hydrazonovych vazeb tvofenych jednotlivymi oxospojkami se
odviji zejména od pfitomnosti konjugovaného systému dvojnych vazeb v blizkosti
hydrazonové vazby a potencialni moznosti zapojeni hydrazonu do tohoto systému. Vyznamnou
roli hraje také faktor stérického branéni okolnich skupin [52]. V nedavné dob¢ byla provedena
studie zabyvajici se vlivem substituentl pfitomnych v okoli hydrazonové vazby na jeji stabilitu
v ruznych pH podminkach [53]. Z této studie vyplyva, ze obecné lze za stabilnéjsi povazovat
hydrazonovou vazbu vzniklou reakci zketonu nez z aldehydu (pravdépodobné souvisi
s faktorem stérického branéni, pticemz plati trend, ze skupiny méné stéricky naro¢né odstupuji
snadnéji), nicméné nejpomalejsSimi spojkami se ukazuji byt hydrazony vzniklé derivatizaci
z aromatickych aldehydd (vlivem zapojeni —C=N-hydrazonové vazby do konjugovaného
systému dvojnych vazeb aromatického benzenového jadra). Prestoze se jednotlivé spojky
mohou vyrazné lisit rychlosti své degradace, nelze zadnou spojku obecné oznacit za ideélni,
jelikoz volba spojky se odviji od konkrétni biologické aplikace. Oxospojky pouzité v ramci této
prace se chovaji dle zminénych ocekdvani. U derivitu ASA  tvofeného
4-hydroxybenzaldehydem doslo k zapojenim hydrazonu do konjugovaného systému
aromatického jadra, a tato spojka se tak vyznacuje extrémni stabilitou. U derivatu ASA
tvoreného 4-(4-hydroxyfenyl)-2-butanonem je na rozdil od derivatu
s 4-hydroxybenzaldehydem poloha aromatického jadra posunuta o 2 uhliky vzhledem k
hydrazonové vazb¢, a nemuze tak dochézet k zapojeni hydrazonu do konjugovaného systému
dvojnych vazeb, a spojka je tak vice hydrolyticky labilni.
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8.3 Biologické testovani

Stanoveni toxicity na urovni nekrézy bylo provedeno s ASA, SA a syntetizovanymi derivaty
pomoci LDH testu. Metoda je zaloZena na uvolovani LDH naruSenou membranou
poskozenych (nekrotickych) bunék. Laktatdehydrogenasa oxiduje laktat na pyruvat za soucasné
redukce NAD" na NADH + H'. Nasledné¢ dochazi k ptenosu H' k tetrazoliové soli
iodonitrotetrazoliu (INT) a za reoxidace NADH za vzniku NAD™ dochazi soucasné k formaci
cervené zbarven¢ho formazanu, ktery je kolorimetricky detekovéan pii vinové délce 490 nm.
Vyznamna toxicita na urovni nekrotického ptisobeni nebyla potvzena u zadné ze sloucenin.
PtestoZe byl u vSech oxoderivatl pozorovan narist (0,2-4,2 %) produkce LDH oproti negativni
kontrole, je tento narust statisticky neprikazny (hodnoty nejsou signifikantni oproti negativni
kontrole, pouze u hodnoty SA jsou vysoce signifikantni, av§ak ve smyslu sniZzeni produkce
LDH), Ize povazovat slou¢eniny za netoxické z hlediska toxicity na nekrotické trovni. VSechny
uvedené slouceniny by tedy mohly byt vyuzitelné pro biologické aplikace, nicméné pro tplné
ovéfeni bezpecnosti sloucenin by bylo nezbytné provést podrobnéjsi testy uvazujici 1 dalsi
moznosti cytotoxického plisobeni.

V dal$im kroku byla COX-1 inhibi¢nim kitem stanovena inhibi¢ni aktivita zminénych
sloucenin a hydrazidu salicylové kyseliny pfi inhibici COX-1 a ze ziskanych dat byly
vyhodnoceny hodnoty ICso pro ASA, hydrazid SA a OAB. V piipadé SA se nepodaftilo prokéazat
jeji inhibiéni aktivitu, pfestoze podle literatury je hodnota jeji ICs0 490£120 pmol-dm3 [54].
Neni znam diivod tohoto vysledku, mohlo dojit k chybé¢ 1 na stran€ vyrobce komeréné dostupné
latky nebo mohla byt latka jinak poSkozend. VSechny kontroly testu (v€etn€ kontroly inhibice
enzymu, tj. inhibitor COX-1 dodavany v ramci kitu) byly pIné funk¢ni a provedeni experimentu
bylo dodrzeno ve vSech tfech opakovanich experimentu piesné dle doporuceni vyrobce. U FAB
a OFAB nebyla stanovena hodnota ICso, nicméné bylo pozorovano snizeni intenzity
fluorescence odrazejici koncentraci PGGa2 se zvySujici se koncentraci vzorku (viz Grafy 3,4 a 5,
str. 50). U vSech testovanych slou¢enin krom¢ SA tedy byla potvrzena inhibi¢ni aktivita COX-1
(u OFAB pouze v nepatrné mife, nelze piesvédcive urcit kvili zkresleni vysledkt v disledku
vysrazeni, viz dale). Komerc¢né dostupné sloueniny ASA a hydrazid SA mély hodnoty 1Cso
nizs$i v porovnani se syntetizovanym derivatem OAB a jsou tedy pii inhibici COX-1 u¢inné;si
(u syntetizovanych derivati byla zablokovana COOH skupina, diilezitd pro inhibi¢ni tlohu
slouceniny). Inhibi¢ni aktivita FAB a OFAB je vzhledem k tomu, ze ICso nesSla stanovit,
rozhodné niz8i nez v ptipadé komeréné dostupnych ASA a hydrazidu SA, inhibi¢ni aktivitu
ptesto vykazuji (u OFAB se jedné spiSe o hypotézu). Ziskané hodnoty pro ASA se lisi od
vysledki nalezenych v literatufe. V publikacich [54, 55] byla nalezena hodnota
ICs0 20+11pmol dm™3 a 21,5+6,4 umol dm3. Tyto hodnoty nalezené v literatufe se lisi od
hodnot namétenych pomoci COX-1 zkousky (pro ASA jsou hodnoty ziskané¢ pomoci COX-1
inhibice az 14 % vy$si neZ hodnoty dostupné v literatuie). Divodem mohla byt jind metodika

experimentl, COX-1 zkouSka je bezbunécna, kdezto v literatufe nalezené hodnoty byly
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vyhodnocovany pomoci produkce PGE2 mikrosomalnimi buitkami a produkce TXA2 krevnimi
destiC¢kami. Nejucinng€j$im inhibitorem COX-1 ze zminénych sloucenin se ukazal byt hydrazid
SA. Hydrazid SA by tak mohl byt vyuzit pro konstrukci jednoduchého systému dopravujiciho
1é¢ivo po jeho piipojeni na polymer s oxoskupinami. Vzhledem k niz§i aktivité syntetizovanych
oxoderivatl v porovnani s komeréné dostupnymi latkami by je pro vyvolani stejného efektu
bylo potieba davkovat ve vy$§im mnozstvi. Nicméné vazba sloucenin na polymer by mohla
umoznit jejich cileny transport pfimo do poSkozené tkané, tim zvysit celkovou bilanci
dopravované slouCeniny a mit vliv na kone¢né davkovani polymernich systémii. Vliv na
vysledky FAB a OFAB mohla mit mimo jiné jejich Spatna rozpustnost v PBS ve vysokych
koncentracich, pro ucely testu musely byt pipetovany v podobé mlécné suspenze. Tuto
vlastnost je mozné pozorovat na zavislosti intenzity fluorescence na koncentraci OFAB (Graf 5,
str. 50), kde si Ize povSimnout zvySené fluorescence v disledku vysraZeni. Vazba na polymer
by vSak problémy s rozpustnosti méla odstranit. Pfipadny rozklad derivatd mohl mit dopad
na ovlivnéni vysledkti. COX-1 test byl zmétfen v ¢asovém rozmezi dvou hodin, z nichz pouze
30 minut byly derivaty rozpustény v PBS, 1 v této kratké dob¢ vSak napt. u OAB, jehoz stabilita
je velmi nizka, mohlo dojit k rozkladu na ASA a SA.

Dalsi moznosti, jak vyuZzit pfipravené polymerni systémy je ovlivnéni COX-2 a role
téchto polymernich systémi v indukci syntézy resolvind v zanétem postizené tkani. V tomto

ptfipad¢ by doprava derivati ASA mohla slouzit k vytvotreni prostfedi v rdmci zanétlivého
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9.ZAVER

Polymerni 1é¢iva jakoZzto systémy pro cilenou dopravu lé¢iv jsou dnes jednim z dilezitych
témat vyzkumu 1é¢iv nové generace. Klicovym prvkem pro jejich GspéSnou syntézu je vhodna
derivatizace zvoleného lé¢iva v ptipad¢, ze 1é¢ivo nemd vhodné funkéni skupiny pro vazbu na
polymer. Zavedenim vhodné funkéni skupiny na dopravované 1é¢ivo 1ze modifikovat rychlost
jeho uvoliovani z polymerniho nosi¢e v riznych bunéénych kompartmentech a télnich
organech.

Cilem této prace bylo syntetizovat derivaty ASA s rozdilnou labilitou jejich pH senzitivni
spojky po navéazani na vhodny polymerni nosi¢. Takto vzniklé polymerni konjugaty by mély
v idealnim ptipad¢ vykazovat dostateCnou stabilitu v prostiedi o pH=7,4 (pH krevni plazmy)
a naopak v prostfedi o pH niz§im (v této praci experiment proveden v podminkach o pH 5, pH
lysozomu) by se vazba mezi polymernim nosi¢em a nizkomolekuldrnim derivatem méla
vyznacovat vys§i mirou lability a rychleji podléhat hydrolyze.

Celkem byly Gspésné syntetizovany tfi oxoderivaty ASA (OAB, FAB, OFAB), které se
nasledné Gspésné podatilo navéazat na polymerni nosic (jako polymerni nosic¢ byl syntetizovan
kopolymer poly(HPMA-co-Ma-Ahx-nunm2)) a vyhodnotit rychlost uvoliiovani ASA derivata
z nosice v prostiedi o riznych pH. Oxoderivat OAB vykazal vysokou nestabilitu a je tedy
provedeny dalsi testy. Polymerni konjugat P-FAB se vyznacoval pfiliSnou mirou stability
hydrazonové vazby pro vyuziti k cilené dopravé 1é¢iv, a mohl by byt vyuzit bud’ jako
dlouhodobé cirkulujici depo uvoliujici derivat, potazmo ASA (vhledem k nestabilité esterové
vazby derivatu FAB). Polymerni konjugat P-OFAB podléhal pomérné rychlé hydrolyze
v prostfedi o pH 5 a naopak v prostifedi o pH 7,4 byl vyznamné stabilngj$i, navic se derivat
OFAB jevil jako nejstabilngjsi z derivati ASA. Konjugat P-OFAB tedy predstavuje nejslibnéjsi
variantu pro pozadované aplikace, navic by v disledku zvySené lability esterové vazby mohl
byt vyuzit pro dvojkrokovou dopravu ASA do cilové tkéan€, kdy by v pvnim kroku doslo
k uvolnéni derivatu ASA v zanétlivé tkani, kde by se nasledné derivat rozpadl na samotnou
ASA. Biologické testovani ASA, SA a jejich derivatl, neprokazalo toxicitu na nekrotické
urovni ani jedné ze studovanych sloucenin. Zaroven se vSechny tii derivaty vyznacovaly
inhibi¢ni aktivitou COX-1 (OFAB pravdépodobné, bylo by potteba provést dalsi testy), avSak
pouze u OAB se podaftilo stanovit ICso, tato hodnota byla zhruba desetkrat vySsi nez hodnota
ICso ASA. Je mozné konstatovat, ze vSechny naplanované dil¢i cile byly Gsp&Sné splnény.

Acetylsalicylova kyselina predstavuje levné a dostupné 1éCivo s Sirokym spektrem
uplatnéni. Mezi jeji hlavni benefity se fadi mimo jiné 1 jeji protizanétlivé Gcinky. Velkou
nevyhodou je ale vysoké davkovani spojené s nepfijemnymi a zivot pacienta ohrozujicimi
ucinky. Vazbou ASA ¢i jejich syntetizovanych derivatti na polymerni nosi¢ by vSak bylo mozné

vyznamné prodlouzit dobu setrvani ASA v organismu po podani, umoznit jeji dopravu
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a uvolnéni v zanétlivé tkani a vysoké davky potfebné pro lé¢ebny tcinek snizit a tim omezit
také miru nezadoucich u¢inkda.

Acetylsalicylova kyselina se na rozdil od ostatnich 1é¢iv ze skupiny nesteroidnich
antiflogistik vyznacuje schopnosti indukovat syntézu resolvintll, protizanétlivych mediatora
obnovujicich normalni bunéénou funkci v zdnétem postizené tkani. Resolviny je obtizné
syntetizovat uméle a jejich syntéza je nakladna. Acetylsalicylovd kyselina by tak mohla
predstavovat pomérné€ levnou a G€innou cestu, jak syntézu téchto mediatort v ramci postizené
tkané¢ indukovat. Dal§im moznym zplsobem aplikace by pak bylo podat ASA piipojenou na
polymernim nosi¢i s cilem indukovat syntézu resolvini v kombinaci s dal§im (v nizsich
koncentracich ¢innym) protizanétlivym lécivem.

Tato préce se z biologického hlediska zamétuje spiSe na ovéteni protizanétlivych ti¢inki
syntetizovanych derivati ASA sledovanim inhibice COX-1 a obecné se vénuje syntéze
a charakterizaci derivatl a polymernich konjugati. Cilem dalSiho vyzkumu by tak mohla byt
interakce syntetizovanych slouc¢enin s COX-2, inducibilni formou cyklooxygenazy, kli¢ovou

praveé pro syntézu resolvini.
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