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1. Uvod

Vodorozpustné neiontové biokompatibilni polymery
jsou dutlezitou tfidou materiald pro systémy pro dorucova-
ni 1é¢iv, nukleovych kyselin, proteint a radionuklidi. Jsou
dillezitymi konstrukénimi materidly pro pfipravu rozpust-
nych polymernich nosic¢d, micel, liposomt, (polymerem
pokrytych) nano&astic a polyplexa' ™.

nebo zvysit rozpustnost takovych systémi ve vodném pro-
stiedi, zabudovat cilici skupiny nebo reagovat na vnéjsi
stimuly (napf. zménu pH nebo teploty) a zlepSit biokompa-
tibilitu/neimunogenitu celého systému (coz mize byt roz-
hodujici pro dopravu proteinti z jinych druhl organismi,
které jsou v zasadé¢ imunogenni). I kdyz je pojem
,biokompatibilita“ dobfe definovan, je Casto pouzivan
v tom vyznamu, ze podavany systém je t€lem piijiman bez
problémii (tj. nevyvolavd imunitni odpovéd). V piipade
hydrofilnich ve vodé rozpustnych polymerti pouzivanych
pro dopravni systémy pro léciva, nukleové kyseliny, pro-
teiny a radionuklidy je obecné uznano, Ze polymer je bio-
kompatibilni a vhodny pro tyto aplikace, pokud neintera-
guje s krevnimi proteiny (zejména opsoniny), ¢imz je
»heviditelny“ pro makrofagy a dalsi builky retikuloendo-
thelového systému (RES)’. Tento efekt je obecné posilen
odstranénim skupin plsobicich jako donory vodikovych
vazeb z takovychto hydrofilnich polymeri.

Kromé toho také polymery pro takové aplikace musi
plnit i dalsi funkce, jako je zaclenéni cilicich skupin a lin-
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kerti pro konjugaci aktivnich slozek a umoznit konstrukci
definovanych komplexnich architektur, jako jsou rozvétve-
né a hvézdicovité polymery, které jsou pomaleji vyluovany
nez jejich linearni analoga. V pfipad¢ inteligentnich systému
také tyto polymery typicky zajist'uji reakci na vnéjsi podnéty
(napf. zmény teploty, pH, redoxpotencialu)®’.

Biokompatibilni hydrofilni polymery, které maji mo-
larni hmotnost pod rendlnim prahem (pfiblizné 45 kDa pro
polymethakrylamidy®; renélni préh je funkci hydrodyna-
mického priméru, konformacni pruznosti a tvaru) se rych-
le vylu€uji ledvinami, zatimco polymery s vy$8i molarni
hmotnosti maji delsi cirkula¢ni Casy a jsou pomalu elimi-
novany hlavné hepatobilidrni cestou. Polymery pro pouziti
v systémech s dlouhou cirkulaci v krevnim fecisti by proto
mély mit vysokou molarni hmotnost, ale mély by byt po-
stupné piiméfenou rychlosti biologicky odbouratelné, aby
bylo umoznéno odstranéni jejich mensich fragmenth
z organismu po splnéni Gcelu a tim se zabranilo dlouhodo-
bé akumulaci v organismu. Nedegradovatelné polymery by
mély byt podavany pouze s molarnimi hmotami pod renal-
nim prahem, aby se zabréanilo akumulaci a toxickym ve-
dlej$im ucinkdm.

Volba vhodného polymeru pro pfizplsobeni systému
konkrétnimu pouziti je tedy multikriterialni ukol zahrnujici
otazky syntetické, fyzikdlné chemické, biologické
a legislativni (napf. schvaleni regula¢nim ufadem nebo
patentovy status). Volba polymeru je také ¢asto ovlivnéna
zajmem a zkuSenostmi prislusného vyzkumného pracovni-
ka.

Existuji tfi hlavni tfidy hydrofilnich biokompatibil-
nich polymert, které jsou pfedmétem vyzkumu pro kon-
strukci nosi¢ovych systému pro 1é¢iva: prirodni, syntetické
a hybridni, kombinujici piirodni a syntetické polymery”.

Ptirodni polymery, jako je dextran, kyselina hyaluro-
nova nebo dextrin, maji obvykle lepsi enzymatickou biolo-
gickou rozlozitelnost nez syntetické polymery, ackoliv
napf. syntetické polyestery také vykazuji enzymatickou
biodegradabilitu.

Syntetické polymery se mohou spoléhat na nastavitel-
nou hydrolytickou nebo reduktivni biodegradabilitu (napf.
redukci disulfidovych vazeb), kterd produkuje mnohem
(enzymaticka aktivita se mize velmi silné ménit). Navic
syntetické polymery maji $ir$i syntetické moznosti pro

davkovymi rozdily a mohou byt syntetizovany neimuno-
genné bez kontaminace potencialné imunogennimi bilko-
vinami, které mohou byt pfitomny v ptirodnich polyme-
rech.
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2. Roztokové chovani biokompatibilnich
polymeri ve vodném prostiedi

Pokud uvaZzujeme praktické biomedicindlni vyuZiti
syntetickych polymerd, jejich roztokové chovani ve vod-
ném prostiedi je rozhodujici vlastnosti, protoZe solvatace
polymernich fetézcti do velké miry odpovida za citlivost
polymeru na vn&jii podnéty, na zménu teploty atp.®’. Roz-
tokové chovani se rovnéz projevi pii interakcich
s biomolekulami, jako jsou proteiny nebo nukleové kyseli-
ny: hydrodynamicky polomér makromolekuly urcuje bio-
distribuci polymeru v organismu stejné jako jeho rychlost
vylucovani®'’.

Konformace polymerniho fetézce, kterou zaujima
v roztoku, zavisi na mnoha parametrech. Obecné vede
souhra interakci polymer-polymer, polymer-rozpoustédlo
a rozpoustédlo-rozpoustédlo k tfem moznym situacim:

i)  Botnani polymerniho klubka v ptipad¢, kdy prevazuje
interakce polymer-rozpoustédlo; celkovy rozmér klub-
ka v roztoku je vétsi nez pro idedlni Gaussovsky fete-
zec (fetézec v O-stavu); takova rozpoustédla jsou béz-
n¢ oznacovana jako termodynamicky dobra.

Smrsténi polymeru v piipadé dominantni interakce
polymer-polymer; celkovy rozmér klubka v roztoku je
mensi nez pro idealni Gaussovsky fetézec; takové
rozpoustédlo je obvykle oznacovano jako termodyna-
micky $patné a s pokracujicim se zhorSovanim termo-
dynamické kvality rozpoustédla obvykle nastava pie-
chod klubko-globule, ktery mize byt nasledovan mak-
rofazovou separaci (precipitaci).

Polymer zaujima konformaci Gaussovského klubka;
takové rozpoustédlo se obvykle definuje jako
0-rozpoustédlo.

Protoze vsechny tfi interakce zaviseji na teploté, ter-
modynamickd kvalita rozpouStédla mlZe byt teplotou
ovlivnéna, coZ znamena, ze se nerozpustny polymer mize
stat rozpustnym pii zahfivani nebo ochlazovani. V orga-
nickych rozpoustédlech rozpustnost polymert pfi zvySova-
ni teploty obvykle roste a ve fazovych diagramech tako-
vych systému existuje tzv. horni kriticka rozpoustéci teplo-
ta (upper critical solution temperature — UCST)'". Pro vo-
dorozpustné polymery je situace jina, protoze svou roli
hraji rovnéz hydrofilni a hydrofobni interakce a tvorba
vodikovych mistkd. Na rozdil od organickych rozpouste-
del je ohfev vodnych roztokti ne¢kterych polymerti dopro-
vazen precipitaci polymeru diky jeho entropicky fizené
dehydrataci; pro rozpusténi polymeru je pak tieba rozpous-
tédlo ochladit a ve fazovém digramu se tento jev projevi
jako dolni kriticka rozpoustéci teplota (lower critical solu-
tion temperature — LCST)'*'*. V n&kterych ptipadech
UCST a LCST ve fazovém diagramu polymeru koexistuji,
zejména u tzv. ,schizofrennich® systémi, kombinujicich
bloky s UCST s bloky s LCST'>'S. Molarni hmotnost po-
lymeru mize hodnotu obecné kritické rozpoustsci teploty"!
(critical solution temperature, CST) ovlivnit, a proto jsou
polymery klasifikovany podle jejich chovani v zavislosti
na molarni hmotnosti. Pro polymery typu I klesa LCST
s rostouci molarni hmotnosti polymeru, pro polymery typu

iii)
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II je hodnota LCST nezévisla na molarni hmotnosti poly-
meru a pro polymery typu III vykazuje hodnota LCST
nemonoténni chovani.

Pokud uvazujeme biomedicindlni aplikace, rozpust-
nost polymeru ma& mimofadny vyznam pro jeho
,zneviditelnéni“ v organismu. Cim vice jsou polymerni
fetézce hydratovany a ¢im neutralnéjsi maji celkovy naboj,
tim méné se na né€ vazi krevni proteiny zplisobujici opsoni-
zaci (termin opsoiny obecné znamena proteiny, napf. proti-
latky, urychlujici fagocytdzu poté, co jsou adsorbovany na
cizorodou entitu) a tim mensi je jejich vychytavani
v jatrech, protoze opsoinové proteiny se pirednostné adsor-
buji na ¢asticich s hydrofobnimi a nabitymi skupinami.

Poly[N-(2-hydroxypropyl)methakrylamid] (PHPMA)
je zndmy polymer Siroce vyuZzivany v systémech pro cile-
nou dopravu a uvolilovani 1é¢iv. Jeho rozpustnost a obecné
roztokové vlastnosti byly popsany jiz pfed vice nez
40 lety'’; renalni préh kopolymerit PHPMA je kolem 30 az
45 kDa (cit.®). PHPMA je silng hydrofilni polymer, ktery
je rozpustny ve vode¢ a nevykazuje zadné znamky precipi-
tace pfi chlazeni nebo ohfevu'’. Kvalita rozpoustédla
s rostouci teplotou obecné klesa. Dalo by se ocekavat, ze
O-teplota a teplota LCST budou pro vodné roztoky PHPMA
znacné vyssi nez bod varu vody, avSak pokud je ndm zna-
mo, pifimé experimentdlni dlikazy o existenci LCST
a 0-teploty nebyly pro polymer PHPMA dosud publikovany.

Roztokové vlastnosti dal§iho polymeru, poly(N-
-vinylpyrrolidonu) (PVP), jsou velmi podobné vlastnos-
tem PHPMA; v Sirokém rozmezi teplot dosud nebyla po-
zorovana makrofazova separace PVP ve vodé¢. Pro tento
polymer byly provedeny pfimé experimenty méfici zménu
teploty zakalu (cloud point temperature — CPT) v roztocich
PVP s ptidavkem soli'® nebo fenolickych létekw, které
snizuji CPT pod bod varu vody, a za téchto podminek byla
nalezena LCST zavisejici na CPT jako funkce objemové
frakce PVP. Spoctena hodnota 0-teploty ¢ini 130 °C.

Poly(ethylenoxid) (PEO) je hydrofilni polymer, ktery
m4 pon&kud neobvyklé roztokové vlastnosti’***. PEO ve
vod¢ vykazuje jak UCST, tak LCST, v tzv. uzaviené kiiv-
ce koexistence (closed loop coexistence) a v mnoha pra-
cich byla popsana jeho agregace do volnych/nekom-
paktnich agregati (klastra)® 2%, Pokud jsou tyto klastry
odstranény z roztoku filtraci, vznikaji znovu jiz po nékoli-
ka hodinach, ale zvysSenim teploty roztoku lze jejich vy-
skyt zcela eliminovat. Vznik klastrli je modulovéan vodiko-
vymi vazbami mezi polymernimi fetézci a vodou a pomoci
efektt konct fetézce (chain-end effects).

Jednim z nejstudovangjSich homopolymertt ohledné
roztokového chovani je poly(N-isopropylakrylamid), ozna-
Sovany jako PNIPAM'**?’_ PNIPAM m4 dobte definova-
nou LCST voblasti 27-32 °C a je polymerem typu II,
jehoz hodnota LCST pouze v zanedbatelné mife zavisi na
molarni hmotnosti. V mnoha pracich bylo ukazano, ze pfi
nizkych koncentracich nevytvaii PNIPAM pod CPT inter-
molekularni agregaty, zatimco ve vysokych koncentracich
polymeru tyto agregaty vznikaji*’. Prekvapivé pfi zvy3eni
teploty do blizkosti CPT homopolymer s vysokou molarni
hmotnosti neprecipituje, ale vytvari koloidné stabilni ¢4sti-
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ce — kompaktni globule, které dale agreguji do tzv. mezo-
globuli. Tyto mezoglobule jsou uniformni, kineticky sta-
bilni ¢4stice, které obsahuji ur€ité mnoZzstvi vody. Pomoci
fluorescencni spektroskopie bylo prokazano, ze PNIPAM
podstupuje v okoli LCST ¢astecnou vitrifikaci, coz vysvét-
luje stabilitu pozorovanych &astic. Castedna vitrifikace
muize byt rovnéz odpovédna za dalsi efekt, ktery je u roz-
toki PNIPAM pozorovan, a tim je termalni hystereze.
Projevuje se vyssi hodnotou LCST pii ohfevu nez je teplo-
ta op&tovného rozpusténi pii chlazeni roztoku®.

Tendence agregovat ve vodnych roztocich pod CPT
byla objevena i pro dal$i termoresponzivni homopolymery
véetnd poly(N-vinylkaprolaktamu) (PVCL)™, blizkého
analogu poly(N-vinylpyrrolidonu). PVCL je polymerem
typu I s hodnotou LCST kolem 31 °C, ktera se posunuje
do nizsich teplot se zvySujici se molarni hmotnosti poly-
meru. U tohoto polymeru byl rovnéz pozorovan vznik
mezoglobuli a bylo ukazano, ze nad CPT se zpocatku ne-
kompaktni a polydisperzni agregaty transformuji do témer
monodisperznich kompaktnich mezoglobuli s houbovitou
strukturou®®.

Poly(2-ethyl-2-oxazolin) (PEtOX), stejné jako
PNIPAM a PVCL, rovnéz vykazuje termoresponzivni
roztokové chovani®. Kiivky ve fazovych diagramech tvo-
fené body zékalu (CPT) vykazuji minimum v teplotnim
rozsahu 61-64 °C v zavislosti na molarni hmotnosti poly-
meru, PEtOX je tedy klasifikovan jako polymer typu I.
Udaje o vnitini viskozité ukazuji, e voda za pokojové
teploty muize byt pro tento polymer povazovana za
0-rozpoustédlo. U homopolymerti PEtOX nebyl pozorovan
vznik intermolekuldrnich agregati pod LCST ani vyskyt
mezoglobuli nad LCST.

Narozdil od vySe uvedenych ptikladi je poly(2-
-methyl-2-oxazolin) (PMeOX) velmi hydrofilni polymer,
ktery je rozpustny ve vod¢ v intervalu teplot 0 < 7'< 100 °C.
Detailni studie roztokového chovani PMeOX s vyuZitim
technik jako je fotonova a fluorescenéni korelacni spektro-
skopie neprokazala tvorbu zadnych molekularnich agrega-
th.

Pro hydrofébnéjsi poly(2-n-propyl-2-oxazolin) je
hodnota LCST vyrazné¢ niz§i nez pro PEtOX, a to
v rozsahu 25-35 °C (cit.*).

Uyama a Kobayashi zjistili, ze LCST polymeru poly
(2-isopropyl-2-oxazolin) (PiPrOX) je 36 °C. Navic fazové
a agregacni chovani u PiPrOX je ve srovnani s ostatnimi
ptiklady neobvyklé, protoze polymer ireverzibilné krysta-
lizuje pii déle trvajicim ohfevu nad LCST (cit.™).

Hodnota  CPT  poly(2-cyklopropyl-2-oxazolinu)
(CPropOX) klesa jak s rostouci molarni hmotnosti poly-
meru, tak s rostouci koncentraci, coz je typické chovani pii
Flory-Hugginsové misitelnosti typu I (cit.*?). Teplotni
hystereze nebyla u CPropOX pozorovana.

Termoresponzivni poly(2-alkyl-2-oxazoliny) nevyka-
zuji, narozdil od PNIPAM, teplotni hysterezi, pokud nedo-
jde ke krystalizaci (viz vySe). Hodnoty LCST pokryvaji
velmi izkou oblast fazového prechodu i pro vysoké kon-
centrace polymeru™.
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3. Pouziti v nosi¢ovych systémech pro lé¢iva

Hydrofilni biokompatibilni polymery jsou jiz tradi¢né
vyvijeny a studovany za ucelem riznych biomedicinalnich
aplikaci. Polyethylenoxid (PEO) je zdaleka nejvice studo-
vany polymer v oblasti systémil pro cilenou dopravu 1é¢iv
(,,cll;u}gé delivery systems®) a biokompatibilizaci nanocas-
tic™ .

Nejvice usili je vénovano oblasti nadorovych one-
mocnéni, kde existujici postupy Casto nedosahuji pozado-
vané UspéSnosti. Diivodem zajmu o polymerni ,,drug deli-
very” systémy jsou jejich specifické vlastnosti, jako
napf. pasivni  akumulace  polymert a  nanocastic
v nadorové tkani diky tzv. efektu EPR (Enhanced Permea-
bility and Retention). EPR efekt je dlsledkem vlastnosti
neovaskularni tkané, ktera je diky rychlému rtstu propust-
néj$i pro makromolekuly a nanocéstice nez cévy jinych
tkani, a soucasn¢ k efektu prispiva nedostatecné vystavény
nebo zcela chybé&jici lymfaticky systém tkané pevnych
nadora*. Pomoci EPR efektu je mozno spontanné zakon-
centrovat polymerni systém pfibliZzn€¢ na desetindsobek ve
srovnani se zdravymi tkanémi, u pevnych nadort je takové
zahu$téni povaZovano za nezbytny predpoklad pro dalsi
aktivni cileni polymerniho systému na bazi ligandu.
Nicméné kinetika EPR efektu je relativn€ pomald a vyZza-
duje hodiny pro dosazeni maximalnich koncentraci. Proto
se dilezitou vlastnosti polymerniho nosice stava biokom-
patibilita, ktera ma zabranit jeho zachyceni retikuloendote-
lovym systémem (RES) dfive, nez dosédhne cilové tkan¢;
dalsim dulezitym piedpokladem pro vyuziti systému je
potlaceni jeho renalni filtrace. Ackoliv EPR efekt je rela-
tivné obecnym jevem projevujicim se u mnoha pevnych
nadorti, ma také svd omezeni. Tim je sniZeni efektu v mi-
kro-metastazach s netiplnou vaskulaturou a nehomogenni
distribuce do velkych tumort s vysokym tlakem interstici-
alni tekutiny. Slibnych vysledki s uplatnénim EPR efektu
je dosahovano piedevsim v testech provadénych in vivo na
myS$im modelu, kde je dosahovano vyssich akumulacnich
pomért nez u vétSich zvifat a lidi, a to pravdépodobné
diky rychlej$imu rdstu tumort pravé u malych zvitat. To je
také jeden z diivodi, pro¢ se soucasny vyzkum v této ob-
lasti postupné pifesunuje do nenddorovych aplikaci
a k cilené dopravé biofarmak, proteinti a nukleovych kyse-
lin. Hlavni divody vyuziti polymernich nosi¢t vsak zista-
vaji stejné: zabranit zachyceni aktivni slozky pomoci RES,
inaktivace imunitniho systému a prodlouZeni cirkulace
v krevnim fecisti.

U nékterych syntetickych polymert, jako PEO a PVP,
je obtizné syntetizovat jejich statistické kopolymery
smonomery nesoucimi bud’ 1é¢ivo pfimo urcené
k uvolnéni nebo funkéni skupinu vhodnou pro dodatec¢nou
funkcionalizaci. Tento rys miiZze omezit jejich vyuZziti pfi
pripravé semitelechelickych nebo telechelickych konjuga-
tu s relativné nizkym obsahem lé¢iva (obvykle pocitanym
jako procentudlni obsah konjugovaného 1éciva na suchou
hmotnost systému) vzhledem k molarni hmotnosti polyme-
ru. Naproti tomu PHPMA a poly(2-oxazoliny) jsou znamy
svou schopnosti vytvaret — pokud jde o molarni hmotnost
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—uniformni statistické kopolymery (s indexem polydisper-
zity PDI < 1,2) v kombinaci se Sirokou $kalou funkcionali-
zovanych methakrylamidi nebo 2-oxazolinl, ato bud’
s vyuzitim techniky RAFT (pro PHPMA), ptipadné Zivou
kationtovou polymerizaci (pro poly(2-oxazoliny)). Na
in vivo mysich modelech vychazeji systémy zalozené na
PHPMA a poly(2-oxazolinech) srovnateln&®. Z téchto
systému byly v pribéhu minulych dekad nejvice studova-
ny protinadorové konjugaty kopolymerti na bazi PHPMA a
n&které z nich jsou testovany v ramei klinickych studii®”®.

4. Zavér

Rozpustné polymery, polymerni micely a nanocastice,
nebo i jiné nanocéstice pokryté polymery, jsou velmi ¢asto
vyuzivany v soucasném biomedicindlnim  vyzkumu
a biotechnologickych aplikacich. Kli¢ovou slozkou vétSiny
takovych systémi je biokompatibilni polymer na povrchu
takového objektu, ktery v maximalni mife ovliviiuje fyzi-
kalné-chemické chovéani, interakci s biologickym prostie-
dim (obvykle omezenim nezadoucich nespecifickych inter-
akcfi) a tim i vSeobecnou pouzitelnost celého systému.

Vypracovano s financni podporou Ministerstva Skol-
stvi, mladeze a télovychovy Ceské republiky v rdmci
Narodniho programu udrzitelnosti I (NPU I), Projekt
POLYMAT LO1507.

Pouzité zkratky

CPropOX  poly(2-cyklopropyl-2-oxazolin)

CPT teplota zakalu (cloud point temperature)

EPR efekt (Enhanced Permeability and Retention) efekt

LCST dolni kriticka rozpoustéci teplota (lower criti-
cal solution temperature)

PEO polyethylenoxid

PEtOX poly(2-ethyl-2-oxazolin)

PHPMA poly[N-(2-hydroxypropyl)methakrylamid]

PiPrOX poly(2-isopropyl-2-oxazolin)

PMeOX poly(2-methyl-2-oxazolin)

PNIPAM  poly(N-isopropylakrylamid)

PVP poly(N-vinylpyrrolidon)

RES retikuloendothelovy systém

UCST horni kriticka rozpoustéci teplota (upper criti-
cal solution temperature)
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M. Hruby and J. Panek (Institute of Macromolecu-
lar Chemistry, Czech Academy of Sciences, Prague): The
Choice of Biocompatible Polymer: Physico-Chemical
Properties as the Key Factor to Be Considered

Water-soluble polymers, polymeric micelles and
polymeric and other nanoparticles coated with polymers
are very often used in current biomedical research and
applications. The key component of most of such systems
is a biocompatible polymer on the surface of such objects,
which overwhelmingly affects physico-chemical behavior,
interaction with the biological environment (usually by
limiting undesirable unspecific interactions) and thus the
general usability of the entire system. This article presents
a critical review of the physicochemical behavior of com-
monly used biocompatible polymers for the most effective
choice for various biomedical applications.

Keywords: biocompatible polymer, solution behavior,
thermoresponsitivity, drug delivery systems



