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1. Uvod

Soucasnd medicina ma k dispozici celou fadu 1é¢iv,
vétSinou latek nizkomolekularnich s relativni molekulovou
hmotnosti pod 1000. Jejich vlastnosti zpravidla plné vyho-
vuji pozadavkim kladenym na jejich vysokou terapeutic-
kou ucinnost. Pouziti téchto 1éCiv je v praxi spojeno pouze
s menS$im komfortem pii jejich uzivani, nebot’ vyzaduji
opakované podavani v urcitych casovych intervalech.
U celé fady dalSich 1éCiv je jejich pouziti spojeno s jistymi
riziky, projevujicimi se v mensi ¢i vétsi mife jejich neza-
doucimi vedlej$imi ucinky, které mohou v nékterych pii-
padech vést i k casteénému poskozeni zdravych organt
nebo c¢asti organismu (kancerostatika, imunosupresiva).
Kone¢né existuji i takové nemoci, proti nimz soucasni
medicina zadna G¢inna 1é¢iva nema.

Ve vsech téchto piipadech se oteviraji moznosti pro
pouziti makromolekularnich latek, které ve spojeni s dosud
uzivanymi lé¢ivy mohou odstranit fadu jejich nevyhod-
nych vlastnosti, nebo dat 1éCivim vlastnosti zcela nové.

Na rozhrani makromolekularni chemie, farmakologie,
biologie a mediciny se zacal rozvijet novy obor, ktery se
zabyva vyvojem systému a Iékovych forem, umoznujicich
fizené uvoliiovani a cileny transport 1é¢iv (v anglosaské
literatute ,,controlled drug release nebo ,targeted drug
delivery systems®). VétSina téchto systému je zalozena na
vyuziti makromolekularnich latek, bud’ ptirodnich, anebo,
a to Castéji, na miru pfipravenych syntetickych polymert.

2. Strucny pohled do historie

Jiz vroce 1906 formuloval vSestrann¢ talentovany
némecky 1ékaf a nositel Nobelovy ceny za fyziologii Paul
Ehrlich svou koncepci idedlniho lé&iva'. Nazyva ho
,magickou stielou®, ktera je specificky smérovana pouze
do mista pozadovaného ucinku (napf. do nadoru) a zane-
chava zdravé ¢asti organismu zcela bez poskozeni. Pokud
vyjdeme z této zékladni predstavy, mizeme formulovat
pozadavky na idealné pisobici 1é¢ivo. Takové 1é€ivo musi
byt zcela neaktivni pii podani a v pribéhu transportu orga-
nismem musi byt specificky dopraveno do mista pozado-
vaného ucinku a teprve zde musi dojit k jeho aktivaci,
ktera zajisti jeho ptisobeni pouze po dobu nezbytnou pro
dosazeni maximalniho G¢inku. V kone¢né fazi pak musi
byt zbytky IéCiva ¢i jeho komponenty vylouceny
z organismu. B&Zn¢ pouZzivani léciva jsou tomuto idedlu
znaéné vzdalena, nebot’ neziistavaji v mist¢ plsobeni po
celou potfebnou dobu, rychle se vylucuji a navic podstatna
cast ucinné latky se dostane i do téch casti organismu, kde
jeji ptitomnost neni zadouct, nebo je dokonce skodliva.

Mnoho let po Ehrlichovi, vroce 1975, ptisel dalsi
némecky badatel, chemik Helmut Ringsdorf, s mySlenkou
pouzit pro cileny transport 1é&iv syntetické polymery?.
Navrhl obecny model polymerniho systému umoziiujictho
cileny transport a fizené uvoliiovani 1éCiv. Tento model se
skladal ze syntetického polymeru, na ktery byly kovalent-
né vazany molekuly ucinné latky prostfednictvim spojky
Stépitelné v cilové tkani. Dale byly k polymernimu nosici
pripojeny tzv. solubilizacni skupiny (zajistujici dobrou
rozpustnost systému ve vode€) a smérujici jednotky zodpo-
védné za G¢inné cileni do mista pozadovaného terapeutic-
kého plisobeni.

Na zaklad& této koncepce byly v Ustavu makromole-
kularni chemie AV CR (UMCH) v laboratofi biolékat-
skych polymeri (vedené dfive Jindfichem KopeCkem
a dnes Karlem Ulbrichem) od konce 70. let pfipravovany
a pribézné zdokonalovany polymerni nosice 1é€iv, jejichz
struktura vychazela z Ringsdorfovy koncepce. Jeho obecné
predstavy o funkci jednotlivych komponent systému vsak jiz
byly u téchto nosicli feseny zcela konkrétné. Patet polymerni-
ho systému byla tvofena velmi dobfe rozpustnymi kopolyme-
ry N-(2-hydroxypropyl)methakrylamidu (HPMA)*™'°, takze
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odpadla nutnost pouziti vySe zminénych solubilizac¢nich
jednotek.

Volba HPMA jakozto zakladniho monomeru pro syn-
tézu vodorozpustnych nosicl 1é¢iv nebyla ndhodna. Kromé
toho, ze z tohoto monomeru pfipravené polymery spliuji
nutné pozadavky na dokonalou snasSenlivost organismem,
je monomer snadno pfipravitelny v krystalické podobé,
coz zasadnim zplisobem usnadiiuje jeho ¢iSténi pied poly-
merizaci. Stoji za zminku, Ze 2-hydroxyethylmethakrylat,
monomer pro piipravu jednoho z nejvyznamnéjsich poly-
merll pouzivaného v biolékaiskych aplikacich, navrzeny
apiipraveny na pocatku 60. let Drahoslavem Limem
a Otto Wichterlem'', a dodnes pouZivany pro vyrobu né-
kterych typa hydrogelovych kontaktnich ¢ocek, je kapal-
ny. V disledku toho je velmi obtizné zbavit ho piimési
situjiciho ethylendimethakrylatu a ziskat polymeraci Cisté
linearni polymer.

Studium kopolymeri HPMA pro riizné medicinalni
aplikace predstavuje v soucasné dobé stile jeden
z hlavnich smérli vyzkumu v nas$i laboratofi i ve svéte.
Dalsi vyznamnou skupinou polymert, kterymi se zabyva-
me, jsou vodorozpustné biodegradovatelné derivaty poly
(ethylenglykolu)'?™"*. Oba typy polymerti jsou vyuZivany
jako nosice kancerostatik (napt. doxorubicinu), pro modi-
fikaci terapeuticky vyznamnych proteinti (napf. enzymu
ribonukleasy ¢i protilatek) a v poslednich letech také pro
pfipravu novych systému pro pfenos gend, tzv. vektori pro
genovou terapii. Priklady konkrétnich struktur budou uve-
deny v nasledujicim textu.

3. Vyhody polymernich terapeutik ve svétle
dnesnich poznatku

Mezi badateli pracujicimi v oblasti studia systémi pro
fizené uvolfiovani a cileny transport 1é¢iv panuje
v soucasnosti jiz pomérné dobra shoda v odpovédi na otaz-
ku, jaké vyhody pfinasi modifikace riznych typu farmak
syntetickymi polymery'>™"".

V piipadé terapeuticky vyznamnych proteind jsou to
zejména prodlouzena doba cirkulace v krevnim fecisti,
zvyseni odolnosti vii¢i proteolyze a vyrazné snizend imu-
nogenicita. Dal$i, zfejmé nejvyznamngéjsi skupinu 1&Civ,
u nichZ kovalentni (ale i nekovalentni) vazba na polymerni
nosi¢ muze pfinést dramatické zlepseni jejich farmakolo-
gickych vlastnosti, pfedstavuji kancerostatika. Bylo mno-
hokrat potvrzeno, ze polymerni konjugaty protinadorovych
1é¢iv maji daleko niZsi nespecifickou toxicitu, tj. mnohem
mén¢ poskozuji zdravé ¢asti organismu, zejména imunitni
systém, srdce, jatra a ledviny.

Zvlaste v pripadé pouziti cytotoxickych latek, jakymi
jsou kancerostatika, je dilezité zacileni jejich aktivity
prednostné na nadorovou tkan nebo dokonce na jednotlivé
nadorové buiiky. Pfi pouZiti polymernich kancerostatik pro
terapii pevnych nadorl se velmi vyrazné uplatiuje sméro-
vani do nadorové tkané, k némuz dochézi diky tzv. EPR
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efektu'®!” (z anglického ,,Enhanced Permeability and Re-
tention®, zvySena propustnost a zadrz). Za ucelem zésobe-
ni rostouciho nadoru kyslikem a zivinami dochazi
v nadorové tkani k piekotné tvorbé novych cév — angioge-
nezi. Tato nové vznikajici vaskulatura pomérné snadno
propousti makromolekuly skrz dosud nedokonale utvorené
cévni stény do okolni nadorové tkan€. Zaroven v nadorech
zpravidla chybi lymfaticky systém, ktery by odvadél na-
hromadéné makromolekularni latky znadoru pryc.
V dtsledku EPR efektu tudiz dochézi ke zvySené akumu-
laci makromolekularnich latek (s dostate¢né vysokou rela-
tivni molekulovou hmotnosti) v nddorové tkani. Tento jev
se né¢kdy nazyva pasivni smérovani makromolekularnich
latek do pevnych nadort a je mnohymi autory povazovan
nosti polymernich terapeutik ve srovnani s jejich nizkomo-
lekularnimi analogy.

Vhodné zvolena struktura polymerniho nosice vsak
umoziuje i navazani smérujici jednotky, schopné vice ¢i
méné specifické interakce s receptory, které se ve zvysené
mife vyskytuji na povrchu cilovych bunék, napf. nadoro-
vych, a ktémto bunkam celé¢ polymerni léCivo zavést.
V takovém pfipadé hovoiime o smérovani aktivnim. Jako
smérujici jednotky byly popsany a s riznymi Gspéchy pou-
zity napf. protilatky'** nebo jejich fragmenty®', lektiny™,
ristové faktory?, cytokiny®, oligopeptidy®=°, hormony?’,
cukry®®, derivaty kyseliny listové™ aj.

4. Ptiklady polymernich terapeutik,
jejich ¢lenéni a vyuziti

Polymery pro 1ékafské aplikace lze z hlediska jejich
pouziti rozdélit do mnoha skupin. Jak ptirodni, tak synte-
tické polymery se bézn¢ pouzivaji napi. jako materialy pro
rizné télni nahrady, kontaktni ¢ocky, podlozky pro kulti-
vaci a naslednou transplantaci bun¢k, materidly pro Siti
akryti ran, soucasti lékarské pristrojové techniky
a v neposledni fad¢ i jako pomocné latky (tzv. excipienty)
v tradi¢nich 1ékovych formach. V neddvné dobé se objevi-
ly pomérné sofistikované polymerni implantaty pro fizené
uvoliovani 1é¢iv, napf. hormonl ¢i kancerostatik,
z polymerni matrice, v niz je u¢inna latka zachycena neko-
valentné.

Dalsi skupinou, vyvojové nejmladsi, jsou polymerni
terapeutika, na néz je zameéten tento Clanek. Ta néktefi
autori dale rozd¢€luji podle sloZeni na polymerni konjugaty
lé¢iv, polymerni konjugdty proteinii, polymerni micely
s kovalentné vazanym 1é¢ivem a polymerni komplexy
DNA".

Uplny a vy&erpavajici prehled viech typii polymer-
nich terapeutik by mnohondsobné pfesahoval rdmec
a smysl tohoto ¢lanku. V nasledujicich dvou kapitolach
jsou proto podrobnéji popsany jen kopolymery N-(2-
-hydroxypropyl)-methakrylamidu (HPMA) a derivaty poly
(ethylenglykolu) (PEG), které jsou intenzivné studovany
v nasi v laboratofi.
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Obr. 1. Piiklady struktur polymernich konjugati doxorubicinu vyvinutych v UMCH; aktivné smérovany konjugét s enzymové §té-
pitelnou vazbou (PK2) a nesmérovany konjugat s acidolabilni vazbou (Hydrazon)

4.1. Kopolymery na bazi N-(2-hydroxypropyl)
methakrylamidu

Dnes jiz takika klasickym polymernim lé€ivem vyvi-
nutym v nasi laboratofi je statisticky kopolymer N-(2-hy-
droxypropyl)methakrylamidu (HPMA) s N-methakrylo-
ylovanym tetrapeptidem Gly-Phe-Leu-Gly (Ma-GFLG)
nesoucim tetracyklinové antibiotikum doxorubicin (Dox).
Toto polymerni protinddorové 1é¢ivo (oznacované jako
polymerni konjugat PK1) bylo plivodné pfipraveno radika-
lovou srazeci kopolymeraci HPMA se 4-nitrofenylovym
esterem Ma-GFLG a néaslednou polymeranalogickou reak-
ci 4-nitrofenylovych skupin s primarni aminoskupinou
Dox***!. Tetrapeptidova spojka mezi Dox a polymernim
nosi¢em je béhem transportu v krevnim fecisti stala, avsak
v pfitomnosti intracelularnich enzymut, lysosomalnich
proteas, mize v butice dojit k od§tépeni volného Dox™.
Detailni mechanismus uc¢inku a intracelularni osud PK1 je
stale pfedmétem intenzivniho zkoumani®. Ve svétle nej-
novejsich studii se zdd pravdépodobné, ze intracelularni
odstépeni Dox z polymeru nemusi byt nutnou podminkou
cytotoxické aktivity PK 1%,

VylepSenou verzi tohoto polymerniho konjugatu Dox
je smérované polymerni 1é¢ivo PK2, obsahujici navic jako
cilici jednotku 2-aminogalaktosu, kterd je zodpovédna za
akumulaci polymerniho konjugatu v jatrech diky interakci
cukerné jednotky s asialoglykoproteinovymi receptory
hepatocyti®>¢.

Oba popsané polymerni konjugaty byly prvnimi
polymernimi kancerostatiky na svété, které prosly prvni
(PK2)*7** a druhou (PK1)*** fazi klinickych zkousek ve
Velké Britanii.

Dalsiho vyrazného vylepseni protinadorové aktivity
kopolymerti na bazi HPMA a Dox vazaného pfes GFLG
sekvenci bylo dosazeno kovalentnim navazanim sméruji-
cich protilatek**™*. Bylo totiz zjisténo, 7e po modifikaci
polymerem sice ztraci protilatky ¢ast své vazebné aktivity
na antigen (v zavislosti na zpuisobu a rozsahu provedené
modifikace), ale zaroven jsou chranény polymerem viici
proteolytické degradaci, maji sniZzenou imunogenicitu
asvou vysokou molekulovou hmotnosti (cca 150 000)
prispivaji k EPR efektu a tim ke zvySené akumulaci poly-
merniho terapeutika v nddoru. Polymerni konjugaty smé-
rované monoklonalnimi protilatkami vykazovaly pfi 16€bé
my$i nesoucich riizné typy nadorti vysokou protinadoro-
vou aktivitu a ¢asto az stoprocentni tispésnost 1écby. Velky
potencial polymernich konjugati Dox s protilatkami
(Intraglobin, Endobulin) byl ovéten i klinicky u mensi
skupiny pacientek s generalizovanym nadorem prsu*®*’.

Kromé Dox byla u nas i v zahrani¢i pouzita pro nava-
zani na kopolymery HPMA i dalsi 1éCiva, z nichz mnoha
postoupila az do riznych fazi klinickych zkousek. Jsou to
napt. melphalan®, cyklosporin®, paclitaxel®, camptothe-
cin®"*?, komplexy platiny®*** nebo methotrexat®.

Navazani 1éCiva na polymerni nosi¢ pfes enzymové
Stépitelnou spojku, jako je tomu napt. u polymerniho kon-
jugétu PK1, neni pochopitelné jediny zpiisob, jak zajistit
odstépeni Gcinné latky z polymeru v nadorovych burikach,
pfipadné v jejich bezprostfedni blizkosti uvniti nddorové
tkané. V poslednich letech je intenzivné studovan kopoly-
mer HPMA s hydrazidem N-methakryloyl-6-aminohexa-
nové kyseliny, na ktery je hydrazonovou vazbou navéazan
Dox (obr. 1). Hydrazonova vazba mezi lé¢ivem a polymer-
nim nosi¢em je hydrolyticky pomérné stala pii pH 7,4
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(odpovidajicim pH v krevnim fecisti), ale v mirné kyselém
prostitedi endosoml uvnitf bunék (cca pHS5), dochazi
k rychlé hydrolyze hydrazonové vazby a uvoln&ni Dox**~>*,

Vysledky biologického testovani kopolymert s Dox
v Mikrobiologickém ustavu AV CR ukazuji, Ze zptisob
pripojeni kancerostatika k polymernimu nosi¢i ma zcela
z4sadni vyznam pro cytostatickou aktivitu konjugatd in
vitro 1 jejich protinadorovou ucinnost na mysich nadoro-
vych modelech in vivo. Polymerni hydrazon m4 o nékolik
fadi vyssi cytotoxicitu in vitro nez PKl1, je v8ak méné
toxicky v in vivo podminkach a mize byt tedy podavan pfi
1é¢bé nadord u mysi ve vyssich davkach. Lécba nékolika
typli mySich néadorli hydrazonovymi polymery vedla
k vyléceni vSech pokusnych zvitat i v ptipadé, kdy bylo
1é¢ivo podano v terapeutickém reZimu jen v jedné davce.
Z hlediska mozného budouciho klinického pouziti téchto
polymernich 1é¢iv je dilezité, ze kromé ucinku cytotoxic-
kého vykazovala i vyrazné efekty imunostimuladni®*.

Sledovani intraceluldrniho osudu obou typt polymer-
nich konjugatd Dox fluorescen¢ni mikroskopii také nazna-
¢uje odligny mechanismus jejich uginku®. Tento mecha-
nismus je v soucasné dobé ptredmétem podrobného zkou-
mani, nebot’ jeho detailni poznani mize mit zasadni vy-
znam pii navrhu struktur novych polymernich terapeutik
s jeste lepsim terapeutickym ucinkem.

Kromé polymernich konjugati s Dox 1ze HPMA ko-
polymery vyuzit (podobné¢ jako PEG) i pro modifikaci
terapeuticky dilezitych proteint. Ptikladem muize byt
napf. polymerni konjugdt hovézi semenné RNasy
s kopolymery na bazi HPMA, nesoucimi reaktivni skupiny
na polymernim fetézci. Zatimco nemodifikovand RNasa
vykazovala protinadorovou aktivitu pouze po intratumoral-
ni injekci a byla zcela neucinna po intravenozni aplikaci
(i.v.), polymerni konjugét byl G¢inny i pfi systémovém
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podani i.v."""% Lze se domnivat, 7e pfi¢inou uginnosti
polymerniho proteinového konjugatu i pii i.v. aplikaci je
ziejm¢ stabilizace enzymu polymerem viaci proteolyze,
prodlouzena doba cirkulace v krevnim fecisti a snizena
imunogenicita, jak jiz bylo uvedeno dfive.

4.2. Derivaty poly(ethylenglykolu)

Pravdépodobn€ nejrozsifendjSim syntetickym poly-
merem pouzivanym pro piipravu polymernich terapeutik
je poly(ethylenglykol) (PEG) a jeho derivaty®~**. Speci-
fické biologické vlastnosti PEG jsou hlavnim diivodem pro
jeho vyuziti v medicin€. Mezi tyto vlastnosti patii biokom-
patibilita, nizk4 imunogenicita a, neni-li molekulovéa védha
polymeru nad prahem renalni filtrace, i snadné vylu¢ovani
z organismu. Nejcasteji je PEG pouZivan pro modifikace
ruznych terapeuticky vyznamnych proteini. Vyhodami
této modifikace, tzv. PEGylace proteinti (napf. enzymd,
hormont, cytokinit), jsou zvySena odolnost jejich produktl
vUci proteolyze, snizeni imunogenicity (neboli imunitni
reakce organismu), prodlouzeni doby cirkulace a tim sni-
zeni Cetnosti davek oproti nemodifikované bilkoving€. Na-
priklad konjugaty PEG s adenosindeaminasou®, asparagi-
nasou’” ¢i s interferonem alfa’' se staly jiz prvnimi klinic-
ky schvalenymi a komer¢né dostupnymi polymernimi
terapeutiky. Dalsi ,,PEGylované* proteiny jsou v rliznych
stadiich klinickych zkousek'>’* a na trh bylo uvedeno
i kancerostatikum na bazi PEGylovaného liposomu
(DOXIL)".

Skutecnost, ze molekula PEG obsahuje maximalné
dvé koncové OH skupiny vhodné pro dalsi derivatizaci, je
sice vyhodou pii modifikaci proteinil, ale pfi pfipravé po-
lymernich konjugatti napf. nizkomolekularniho kancero-
statika je vhodné&jsi navazat na polymerni nosi¢ vice mole-

Obr. 2. Reaktivni blokové polymery na bazi PEG vyvinuté v UMCH jako polymery vhodné pro navazani lé¢iva, modifikaci pro-

teinti nebo povrchu vektori pro dopravu DNA; enzymolyticky degradovatelny polymer 1 a redukéné §tépitelny polymer 2
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kul 1é¢iva. Rovnéz je vyhodné, kdyz je molekulova hmot-
nost nosice dostate¢né vysoka, takze se mize uplatnit EPR
efekt a zvySena akumulace 1é¢iva v pevnych nadorech.
Proto byly navrzeny a pfipraveny rtizné multiblokové po-
lymery skladajici se z blokli PEG vzajemné propojenych
enzymove ¢i hydrolyticky St&pitelnymi bifunkénimi spoj-
kami, nesoucimi alesponi jednu volnou funkéni skupinu,
umoziiyjici kovalentni navazani biologicky aktivnich mo-
lekul do postranniho fetézce. Pti konstrukci biodegradova-
telné spojky (Stépitelné in vivo) moziujici propojeni jed-
notlivych blokd PEG byly pouzity napt. derivaty kyseliny
glutamové, asparagové nebo cysteinu (obr. 2). Mechanis-
mus jejich degradace byl v prvnim pfipadé enzymova hyd-
rolyza'>", ve druhém piipadé redukce disulfidovych va-
zeb mezi cysteinovymi zbytky kombinovana s chemickou
hydrolyzou’*.

Zavedeni $tépitelné spojky do struktury vysokomole-
kularniho multiblokového nosic¢e umozni pasivni smérova-
ni do pevnych nadort a zaroven zajisti hladké odstranéni
nizemolekularnich degradaé¢nich produktd moci. Pfipojeni
Dox jako G¢inné latky k témto multiblokovym PEG poly-
mertum bylo provedeno podobné jako u HPMA konjugatu,
bud’ amidickou vazbou prostfednictvim enzymové odbou-
ratelné peptidové GFLG sekvence'*'" nebo acidolabilni
hydrazonovou vazbou'*".

Oba zminéné typy polymernich konjugatli vykazovaly
pfi testovani in vivo na mySich srovnatelnou nebo vyssi
protinadorovou aktivitu nez analogické konjugaty na bazi
HPMA.

5. Polymery pro genovou terapii

Jako posledni velmi vyznamnou skupinu polymernich
terapeutik, téz studovanou v UMCH, uvadime polymerni
vektory pro genovou terapii. Vektorem pro genovou tera-
pii se zde rozumi jakykoliv transportni systém pro dopravu
genetické informace (DNA, RNA) do cilové bunky. Vek-
tory se podle svého pivodu rozdéluji na syntetické a viro-
vé. Obé¢ skupiny pak Ize dé€lit do mnoha dalsich podskupin,
jejichz detailni popis by dalekosahle prekrocil rozsah toho-
to ¢lanku. Pti pfiprave jak syntetickych, tak virovych vek-
tort pro in vivo aplikace nalézaji syntetické hydrofilni
polymery, napt. derivaty HPMA ¢i PEG, nezastupitelné
uplatnéni.

Syntetické vektory mohou byt pfimo zaloZeny na
polymerech schopnych vhodné interakce s nukleovou ky-
selinou. Typickym ptikladem jsou polyelektrolytové kom-
plexy (PEK) DNA a polykationtu’®"’®. Polyaniontovy feté-
zec nukleové kyseliny a polykationtovy polymer, napfi.
poly(L-lysin) nebo poly(ethylenimin), vytvoti diky mnoha-
Cetnym elektrostatickym interakcim pomérné pevny a do-
statecné¢ maly komplex, ve kterém je DNA chranéna
zejména behem intracelularniho transportu do jadra cilové
butiky. Samotné PEK vykazuji sice jistou UCinnost
transgenni exprese in vitro, avsak jsou prakticky neucinné
in vivo'. Divodem je mimo jiné nadbytek kladného nabo-
je na povrchu PEK (nutny pro zachovani rozpustnosti
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komplexu), ktery vede k nezadoucim interakcim se slozka-
mi krve a rychlému odstranéni PEK z ob&hu. Doba cirku-
lace PEK je tudiz prili§ kratkd na to, aby mohlo dojit
k priniku vektoru do cilovych bun¢k (napf. nadorovych).
Vyrazného zlepSeni farmakokinetiky 1ze docilit po kova-
lentni modifikaci povrchu PEK hydrofilnim polyme-
rem®™®!, podobnym jako byl vyse popsan pro reakci
s RNasou. Pro reakei s polymerem jsou vyuzity ty primar-
ni aminoskupiny poly(L-lysinu) ¢&i poly(ethyleniminu),
které nejsou vézany interakci s fosfadtovymi skupinami
DNA. Polymerem modifikovany PEK je alespon zcasti
odstinén od nezadoucich interakci be€hem transportu
v krvi. Podobného efektu bylo docileno i po modifikaci
PEK multiblokovym polymerem na bazi PEG, ktery byl jiz
diive studovan jako nosi¢ Dox. Takto modifikovany poly-
mer byl navic smérovan kyselinou listovou k buitkdm ne-
soucim folatové receptory”.

Ackoliv jsou syntetické vektory v nékterych ohledech
vyhodnéjsi nez vektory virové (prijatelnéjsi pro klinické
schvéleni, méné imunogenni), vykazuji doposud vyrazné
niz§i ucinnost pienosu gent neZ virové nosice. Pravé vyso-
ka mira transgenni exprese (métena zpravidla jako exprese
genu né&jakého vhodného fluorescenéniho proteinu) je di-
vodem, pro¢ mnoho badatelti dava prednost virovym vek-
torim. Bohuzel, tato exprese neni pfili§ specifickd, nebot
viry pronikaji i do jinych nez vybranych cilovych bunék.
To nastoluje opét otdzku vhodného smeérovéni. Navic,
podobné jako u PEK, doba cirkulace nemodifikovanych
vird in vivo je pfili§ kratka, aby bylo mozné dosahnout
dostatecné vysoké exprese bez nutnosti obrovského zvyso-
vani davky, aby alespoil ¢ast vektoru pronikla do cilovych
bun¢k. Vysoka davka nemodifikovaného viru je podobné
jako u proteinti spojena se silnou imunitni reakci organis-
mu.

Pfi feSeni vySe uvedenych problému hraji opét vy-
znamnou roli reaktivni syntetické hydrofilni polymery. Ve
spolupraci s kolegy na univerzité v Oxfordu jsme zjistili,
ze modifikace povrchu viru multivalentnim kopolymerem
na bazi HPMA vede k vyraznému prodlouZeni doby cirku-
lace (diky odstinéni nezadoucich interakci se slozkami
krve), ke snizeni imunogenicity, ale i k dramatickému
snizeni infektivity viru, t.j. jeho schopnosti pronikat do
bun€k. Aby byla infektivita polymerem modifikovaného
viru obnovena, je mozné na modifikujici polymer zavést
smérujici ligandy, které se specificky vazou k cilovym
buitkdm® . P smérovani HPMA polymerem modifiko-
vané¢ho adenoviru pomoci epidermalniho ristového fakto-
ru (EGF) v EGF pozitivnich butik4ch in vitro bylo dosaze-
no urovné transgenni exprese srovnatelné nebo i vyssi nez
byla exprese dosazena s nemodifikovanym adenovirem®.
Oproti tomu, v kontrolnich bunkach, EGF negativnich,
byla tato exprese o néckolik tadd niz§i nez
s nemodifikovanym virem. Jind skupina dosahla velmi
podobného vysledku pouzitim PEGylovaného adenoviru,
té2 smérovaného pomoci EGF*. Nase posledni prace® ™,
zabyvajici se pasivnim i aktivnim smérovanim polymerem
povrchové upravenych adenovirti pomoci transferinu, FGF
a vybranych oligopeptidii, ukazuji na znaénou perspektivu
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Obr. 3. Osud polymerem modifikovaného viru v cilové buiice; diky smérujicim strukturdm se polymerem modifikovany (chranény)
virus dostava k cilové buiice, pronikd do ni endocytézou a zde pak vlivem zmény pH nebo reduktivniho prostfedi dochazi k odstépeni
ochranné polymerni vrstvy a uvolnéni dopravované DNA nebo specifického plasmidu

takovychto viralnich vektora (obr. 3).

Hlavni vyhodou genové terapie ve srovnani napf.
s chemoterapii je skutecnost, ze ke zni¢eni nadorové bun-
ky staci pouze jedind kopie vhodné zvoleného genu vnese-
ného do genomu cilové buiiky. Aby tato vyhoda mohla byt
plné vyuzita, je tieba prekonat vySe zminéné potize
s transportem DNA v organismu jak na systémové (v krev-
nim obé&hu a pfi extravazaci), tak i na intracelularni Grovni.

Vyzkum genové terapie (nejen pro onkologickéd one-
mocnéni) predstavuje smér, kterym se ubira stale vice ba-
datelti z oborti na pomezi mediciny, biologie a chemie. Na
zakladé dosud dosazenych vysledkd se zda, Ze tspésné
zvladnuti genové terapie je realné a navzdory nékterym
pocatecnim neuspéchim virovych vektori v klinickych
zkousSkach se tato metoda stane v dohledné dobé béznou
soucasti 1ékarské praxe.

6. Vyhlidky do budoucnosti

Oblast vyzkumu a vyvoje novych polymernich tera-
peutik v poslednich dvaceti letech roste exponencialné,
alesponn méfeno poctem praci v odbornych casopisech.
Schvaleni ke klinickému pouziti se dockalo n¢kolik PEGy-
lovanych proteinii a zatim jediny polymerni konjugat
s protinadorovym Ié¢ivem, kopolymer styrenu a maleinové
kyseliny nesouci kancerostatikum  neocarzinostatin
(SMANCS)™. Pocet polymernich konjugatt kancerostatik,
které se dostavaji do riznych fazi klinického testovani,
velmi rychle roste.

Od zahdjeni prvnich klinickych zkousek polymernich
kancerostatik ub&hla pomérné dlouhd doba, aniz by tyto
zkousky vyustily ve schvaleni nového lé¢iva. V soucasné
dob¢ bylo zvefejnéno zahajeni klinického zkouseni jiz
minimalné 12 typl polymernich konjugati kancerostatik.

Tak jako vzdy pfi zavadéni zcela novych principii a postu-
pu do praxe se i zde projevuje jista nezkusenost jak farma-
ceutickych firem, tak i schvaluyjicich instituci. Testovani
polymernich 1é¢iv vyzaduje nejen nové vyrobni postupy
a zpusoby charakterizace produktt, ale i nové metody je-
jich hodnoceni. Bohuzel, v fad¢ ptipadi ma na dlouhou
dobu klinického testovani negativni vliv také politika téch-
to firem, které se zdrahaji investovat do velmi nakladného
vyvoje novych léCiv s nejistym vysledkem, maji-li mono-
polni postaveni v piislusné oblasti, napf. ve vyrobé ur€ité-
ho typu klasickych protinddorovych 1éciv.

Spoluprace nékolika védnich disciplin, zejména mak-
romolekularni chemie, molekuldrni biologie a mediciny,
vedla v posledni dobé k navrhu pomérné sofistikovanych
struktur, jako jsou napf. polymerem modifikované smeéro-
vané virové vektory pro pfenos gend, nebo protilatkami
smérovand polymerni 1é¢iva. Na zaklad¢ stale se zrychluji-
ciho vyvoje v této oblasti je mozné predpokladat, ze bé-
hem né¢kolika let bude vyvoj polymernich 1éCiv nejen pred-
métem zakladniho vyzkumu, ale i soucasti klinického vy-
voje a snad i pouziti v klinické praxi. Je potésitelné, ze se
Ceska republika na tomto vyvoji podili vyznamnou mérou.

Prdce vznikla za podpory grantii Ministerstva Skolstvi
mladeze a télovychovy (IM4635608802), Evropské unie
(LSHB-CT-2004-512087) a Akademie véd CR (KAN
200200651).
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M. Pechar and K. Ulbrich (Institute of Macromo-
lecular Chemistry, Academy of Sciences of the Czech Re-
public, Prague): Polymer Therapeutics

Polymer therapeutics including polymer-drug conju-
gates, polymer-protein conjugates and polymer-modified
gene delivery vectors are addressed in this review. Brief
history of the polymer therapeutics is described with
a focus on the pioneering work accomplished at the Insti-
tute of Macromolecular Chemistry in Prague. The advan-
tages of polymer therapeutics compared with  low-
molecular-weight drugs are outlined. Polymer cancerostat-
ics, polymer-protein conjugates with anti-cancer activity
and polymer-modified viruses based on N-(2-hydroxy-
propyl)methacrylamide copolymers and biodegradable
multiblock poly(ethylene glycol) polymers are chosen as
examples. The current status of clinical evaluation of the
polymer therapeutics is also mentioned.



