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Souhrn

Predkladand diplomova prace se vénuje syntéze nového pH senzitivniho konjugatu
antituberkulotika isoniazidu s blokovym kopolymerem a-methoxy-poly(ethylenglykol)-b-
poly(L-lysinem). V literarni reSerS$i popisuje vyznam prolé¢iv se zaméfenim na polymerni
proléciva poly(ethylenglykolu), zvlasté pak o-methoxy-m-amino-poly(ethylenglykolu) a jeho
blokovych kopolymeri s aminokyselinami (L-lysinem, L-asparagovou Kkyselinou). Klade
duraz na antimykobakterialni 1é¢iva a soucasné trendy pfi piipravé novych antituberkulotik.
Byla navrzena a provedena celkova syntéza konjugatu isoniazidu s a-methoxy-
poly(ethylenglykol)-b-poly(L-lysinem). Konjugat i veskeré intermediaty byly izolovany a
charakterizovany pomoci elementarni analyzy, infradervené spektroskopie, *H a 3C nuklearni
magnetické resonnace, gelové permeacni chromatografie a praskové rentgenové difrakce.
Stabilita ptfipraveného konjugatu byla testovana metodou vysokoucinné kapalinové

chromatografie.

Kli¢ova slova

polymerni prolécivo, isoniazid, poly(ethylenglykol), kopolymer poly(ethylenglykol)-b-
poly(L-lysinem).



Title

Synthesis and characterization of isoniazid poly(ethylene glycol)-b-poly(L-lysine) conjugate.

Summary

This diploma thesis deals with the synthesis of a new pH’s sensitive conjugate
antituberculotics isoniazid with block copolymer poly(ethylene glycol)-b-poly(L-lysine).
Literature search describes the importance of prodrugs, focusing on polymeric prodrugs of
poly(ethylene glycol), especially a-methoxy-w-aminopoly(ethylene glycol) and its block
copolymers with amino acids (L-lysine, L-aspartic acid). It focuses on antimycobacterial drugs
and current trends in the preparation of new antituberculotics. The total synthesis of isoniazid
a-methoxy-poly(ethylene glycol)-b-poly(L-lysine) conjugate was designed and carried out.
New conjugate and all intermediates were isolated and characterized by elemental analysis,
infrared  spectroscopy, *H and Cnuclear magnetic resonance, gel permeation
chromatography and X-ray powders diffraction. Stability of the conjugate was tested by high-
performance liquid chromatography.

Keywords

polymeric prodrugs, isoniazid, poly(ethylene glycol), copolymer poly(ethylene glycol)-b-poly
(L-lysine).
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1 Uvod

Vyuziti konjugath polymert s biologicky aktivnimi latkami je jednim z rychle se
vyvijejicich sméra farmaceutické chemie. Polymery jako nosice nejriznéjsich reaktivnich
molekul jsou vhodné zejména diky své dlouhé dobé setrvani v krevnim fecisti kvili
pomalému vylucovani a diky moznosti cileného plisobeni 1éCiv v téle.

Proléciva (synonyma: profarmaka, prodrugs) jsou neucinné prekurzory, ze kterych
vznikaji G¢inné latky teprve metabolickymi pochody v organismu.t Tyto makromolekularni
konjugaty kovalentné vazaného 1é¢iva, nebo vice molekul 1éCiva na polymer byvaji proto
oznacovany také jako biokonjugait.2 Vyraz proléCivo je Castéji spojovan s modifikaci
nizkomolekularniho 1é¢iva, napt. acylaci, esterifikaci. Vyuziti takovych biokonjugati ve
farmaceutické chemii je vyhodné zejména kvili ochrané¢ molekul 1é¢iv proti chemické nebo
enzymatické degradaci, snizeni nebo potlaceni ptipadného antigenniho u¢inku konjugovaného
1é¢iva, zvySeni rozpustnosti 1é¢iva ve vodé, zlepSeni jeho farmakokinetickych vlastnosti,
snizeni imunogenicity, snizeni rychlosti vylucovani ledvinami a tim zvySeni doby cirkulace
aktivni substance v krevnim fecisti.

Polymerni nosi¢e musi byt obecné netoxické, neimunogenni, hydrofilni, ve vodé
rozpustné a musi byt schopny eliminace z organismu. Vazba lécivo-polymer musi byt
enzymaticky nebo hydrolyticky degradabilni. Mizeme je rozdélit na monofunkéni — s jednou
funkéni skupinou, napt. a-methoxy-poly(ethylenglykol) (mPEG) a vicefunkéni, napf.
poly(ethylenglykol) (PEG), pentaerythritol poly(ethylenglykol) (star-PEG, SsPEG).
NejcastéjSimi funkénimi skupinami polymeri reagujicimi s danym l1é¢ivem jsou karboxylova,
amino- a hydroxy-skupina. Tyto skupiny musi byt vhodné aktivovany, aby mohly zadanym
zpusobem reagovat s nizkomolekularnim 1é¢ivem, nebo naopak mizeme nejprve aktivovat
1é¢ivo a poté navazat na polymerni molekulu. Oba dva pfistupy jsou mozné a také se oba dva
vyuzivaji.?

Tuberkuloza (TBC) je jednou z nejrozsifengjSich infekénich chorob na svéte.
Piedpoklada se, Ze tietina svétové populace je infikovana bakterii Mycobacterium
tuberculosis a zhruba kazdou vtefinu je infikovan novy &lovek.* Velkym problémem v této
oblasti je resistence M. tuberculosis k dnes bézné vyuzivanym 1écivim. Vzhledem K témto

okolnostem je vyzkum a vyvoj v oblasti antituberkulotik zaméfen zejména na ptipravu
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novych modifikaci a proléciv soucasnych 1é€iv a syntézu zcela novych ucinnych latek.
V této préaci byla spojena problematika vybraného polymerniho nosi¢e s novymi
trendy ve vyvoji antituberkulotik. K obéma zaméfenim ma nase pracovisté blizko, a proto je

piihodné spojit obé zaméieni dohromady.

T 4

2 Teoreticka cast

2.1 Polymerni prolécivo

Polymerni prolécivo je forma 1é¢ivé latky, kterd zlstava neaktivni, dokud neni
doru¢ena na misto u&inku, kde je aktivovana pro dané misto specifickymi podminkami.’
Prolécivo lze také vyjadtit jinymi slovy jako neaktivni prekursor 1é¢iva. Ve vétsing€ ptipadu je
K uvolnéni vazby mezi polymerem a reaktivni molekulou, a tedy pfeménou proléciva na volné
1é¢ivo, vyuzito specifickych bunéénych enzymt, které jsou soucasti prirozenych
metabolickych procesi.

Hlavnim divodem ptipravy proléciv je odstranéni nebo alesponi potlaceni nékterych
nevhodnych vlastnosti 1é¢iv. Nejcastéji se jednd o pftili§ nizkou, ¢i naopak pfili§ vysokou
rozpustnost 1é¢iva v télnich tekutinach a z ni vyplyvajici omezenou dostupnost pro cilové
tkané, ¢i o nespecificky Uc€inek. Proléciva vSak feSi 1 problémy vyplyvajici z dalSich
nezadoucich vlastnosti 1é¢iv, jako jsou nizka stabilita, drazdivost, nepiijemna chut ¢i zdpach
apod.' Tvorbou polymernich proléiv zvysujeme terapeuticky index 16&ivé latky, a to tak, Ze
dochazi bud ke zméné fyzikalné-chemickych vlastnosti, napf. rozpustnosti, stability,
biologické dostupnosti in vivo a jinych farmakokinetickych vlastnosti, nebo ke zméné
farmakodynamického profilu tak, aby byla zvySena doba trvani farmakologického ucinku
reaktivni molekuly.

Dnes se pozornost zameéfuje zejména na polymerni nosiCe na bazi
N-(2-hydroxypropyl)methakrylamidu (HPMA), poly(ethylenglykolu) (PEGu), ptirodniho
polysacharidu dextranu, syntetickych poly(a-aminokyselin) (PAA), nejcastéji poly(L-lysinu)
(PLL) a poly(asparagové kyseliny) (PAsp), poly(vinylalkoholu), poly(akrylatt),
poly(N-vinyl pyrrolidinu), poly(2-hydroxyethyl)-L-glutaminu, styren-maleinanhydridu nebo
poly(divinylethermalenanhydridu) (DIVEMA), zvaného také pyran kopolymer a jejich

o 6,7,89,1
kopolymeru.6‘ 8910
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Uginnost reaktivni molekuly v proléivu (D) je navazanim na inaktivni nosi¢ (N)
snizena na minimum. Jakmile je 1é¢ivo podano a enzymatickymi a chemickymi pochody
uvolnéno z nosice, stava se opét aktivnim. Prolécivo je oproti volnému 1é¢ivu doru¢ovano na
misto a¢inku 1épe. Podstatnou veli¢inou je rychlost uvolfiovani reaktivni molekuly. Rychly
rozpad proléciva muze vést k ptipadné toxicité a naopak pfili§ pomala rychlost miize snizit

a&innost 1é¢iva (Obrazek 1).

P OENS OO0

distribuce cilovy organ cirkulace a exkrece

Obrazek 1  Princip uvolnovani reaktivni molekuly z prolééiva11

(N- polymerni nosi¢, D-aktivni molekula, I-bariéra)

Pti stavbé ideédlniho konjugatu polymer-1é¢ivo je nutné optimalizovat podminky
syntézy tak, aby nedochdzelo ke snizeni stability polymeru, redukci hmotnosti St€penim
fetézce, coz je ale Casto té¢zké detekovat. C-C vazby by méli byt §tépeny v téle jen vzacné. Je
nutné umoznit zpiistupnéni 1é¢iva k receptoru a zvolit vhodnou metodu k charakterizaci vSech
komponent.

V soulasnosti jsou vyuzivany tfi hlavni modely polymernich proléiv.” Prolétiva
prvniho typu uvoliuji uvnitt bunék piimo aktivni molekulu. Druhy typ proléciv obsahuje ve
své struktufe vice komponent, které za specifickych nitrobunéénych podminek spolu reaguji,
a tak formuji vyslednou reaktivni molekulu. Tieti typ polymerniho proléciva obvykle
zahrnuje tii komponenty: reaktivni molekulu, nosi¢ a jednotku, ktera zacili konjugat na misto
ucinku.

Jednim z obecnych modeld popisuyjicich strukturu polymernich proléCiv je
tzv. Ringsdorfiiv model'. Cely skelet je kombinaci nékolika zakladnich jednotek. Prvni &ast,
polymerni kostra, kontroluje spravné fyzikdlné-chemické vlastnosti makromolekuly, coz
zahrnuje pfedevSim rovnovahu mezi hydrofilitou a lipofilitou, elektricky naboj a rozpustnost
systému. Druhou ¢asti je 1éCivo, které musi byt K polymeru vazano kovalentné, a to bud’
ptimo, nebo ptes spojku (spacer), az do doby, kdy se dostane na misto u¢inku. Volba spojky

mezi aktivnim 1é¢ivem a nosi¢em je rozhodujici, protoze otevira moznost fizeni mista a miry
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uvoliovani aktivni substance z konjugatu hydrolytickou nebo enzymatickou degradaci. Dalsi
Cast je oznaCovana jako homing device nebo targeting moiety, na Obrazku 2 oznacena

pismenem A, a mé za kol navést polymerni konjugat k cilové tkani (Obrazek 2).°

polymer

l&éCivo

Obrizek 2 Ringsdorfiiv model polymerniho proléciva®?

2.2 Poly(ethylenglykol)
2.2.1 Vlastnosti poly(ethylenglykolu)

Nejcastéji  pouzivanymi  linearnimi  poly(ethylenglykoly)  jsou  bifunkéni
poly(ethylenglykol) (PEG) a monofunkéni a-methoxy-poly(ethylenglykol) (mPEG)

(Obrazek 3). Na trh byl uveden firmou U. S. Pharmacopoeia v roce 1950. Oba se ptipravuji

polymerizaci oxiranu katalyzovanou hydroxidovym nebo methanolatovym aniontem

(Obrazek 4).
0
Hot > #]AOH ’ o/\*)vto/c%

poly(ethylenglykol) a-methoxy-poly(ethylenglykol)
Obrazek 3 Zakladni typy poly(ethylenglykolu)
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~ <CH30 Ho/\/fov\tQ/CHS

Obrazek 4 Ptiprava poly(ethylenglykolu) a a-methoxy-poly(ethylenglykolu)

Dnes je PEG béiné¢ komeréné dostupny s molekulovou hmotnosti od
200 do 35000 g-mol™ (MPEG 400 — 20000 g:mol™), a to v &istoté odpovidajici pro
farmaceutické ¢i biomedicinalni pouziti, nebo také jako analyticky standard pro analyzy
gelové permeacni chromatografie (GPC). PEGyY s molekulovou hmotnosti mezi 200 a 600
g'mol * jsou viskodzni kapaliny, nad 1 000 g'mol * vosky a od 5 000 g-mol * jsou praskové, ve
form¢ desticek, vlocek, chipsii nebo i v krystalické formé, protoze diky Sroubovicovité
struktufe dobfe krystalizuji z nékterych rozpoustédel. PEG s molarni hmotnosti nad
20 000 g'mol™ je obvykle oznacovan jako poly(ethylenoxid) (PEO), poly(oxyethylen) (POE),
nebo polyoxiran (PO).

Nastup chemie PEGu pfisel ve chvili, kdy Abuchowski A.** objevil fakt, 7e
kovalentnim napojenim hovéziho sérového albuminu (BSA = bovine serum albumine) na
PEG dojde ke zméné¢ jeho imunologickych vlastnosti. V dalsi praci bylo publikovano, Ze
vazbou PEGu na protirakovinny enzym L-asparginazu bakterie Escherichie coli vznika
PEG-L-asparginaza nevykazujici oproti puvodnimu imunogenicitu. Dnes je tato latka
prodavana spolec¢nosti Enzon pod obchodnim nazvem Oncaspar®.**

PEGy jsou dobfe definované, snadno syntetizovatelné polymery s jedine¢nymi
vlastnostmi, které umoziuji jejich pouziti v Sirokém spektru aplikaci jak v zédkladnim
vyzkumu, tak pro specidlni ucely. PEGY a jejich derivaty jsou rychle se rozvijejici oblasti
v chemickych, biomedicindlnich a biotechnologickych aplikacich, nejen diky jejich nizké
cené, ale 1 mnoha vyhodnym vlastnostem.

Nizkomolekularni PEG je vyuZivan jako rozpoustédlo nebo jako levna ndhrada crown
etheri. Vysokomolekularni je diky svym fyzikalné-chemickym vlastnostem ¢im dal vice
vyuzivan ve farmacii jako nosi¢ 1é¢iv, emulgétor v potravinarstvi ¢i kosmetice a byva obsazen
v zubnich pastach. Uziva se v pfipravé na kolonoskopii (Cisténi stfeva), event. i jako
laxativum (Movicol). Povrchy nékterych 1ékaiskych nastroju piichazejici do styku s krvi
byvaji pokryty polyethylenglykolovou vrstvou. U pokusnych zvifat je vysokomolekularni

PEG 8000 peroralné ucinny v prevenci karcinomu tlustého stieva a PEG 2000 vykazuje
14



urychleni reparace po trazech michy."

PEGy jsou schopny tvorby komplexu s Sirokou paletou kovii podobnych tém, jaké
tvoti crown etheryfe Jsou biologicky dobie snasenlivé a snadno chemicky modifikovatelné
nejriznéjSimi reaktivnimi skupinami pomoci rutinnich chemickych postupﬁ.17 Jsou dobfte
rozpustné v polarnich i nepoldrnich rozpoustédlech, tedy ve vodé a vétSiné organickych
rozpoustédel. Nerozpustné jsou jen v nékolika rozpoustédlech, jako je diethylether,
diisopropylether, petrolether a ethylenglykol. Linearni PEGy vykazuji vysokou schopnost
eliminace latky z organismu, farmakology vyjadienou pomoci veli¢iny nazyvané clearance.
Fyzikalni vyznam clearance je objem, obvykle krevni plazmy, ,,0¢istény* od sledované latky
za jednotku &asu.'® Organizaci FDA (U.S. Food and Drug Administration) byly PEGy
schvéleny pro Sirokou skélu biomedicindlnich aplikaci. Hydrofilni charakter zajistuje dobrou

rozpustnost na n¢j vazanym hydrofobnim molekulam.

2.2.2 Poly(ethylenglykol) jako nosic léciv

PEG je nad molekulovou hmotnost M = 400 netoxicky, neantigenni a resistentni
K rozpoznavani imunitnim systémem v organismu. Zakladni kostra PEGu s mnohonasobné
vy$§i molekulovou hmotnosti, nez je 1é¢ivo na néj vazané, obecné piedurcuje vlastnosti
celého konjugatu. Plvodné Spatné rozpustné aktivni latky jsou prevedeny na latky rozpustné
v mnoha rozpoustédlech, vc€etné¢ vody. Nasledn¢ reakce tak mohou byt provadény
vV homogennich systémech, coz vede ke zkraceni reakéni doby, zvyseni konverze a vytézku.

Jednim z dileZitych diivodi pro aplikaci PEGu jako modifikatoru biologicky aktivnich
latek je jeho strukturni jednoduchost. PEG ma chemicky inertni patef a dve, nebo v piipadé
mPEG jednu funkéni reaktivni koncovou skupinu. Strukturou je limitovan pocet mist pro
vazbu reaktivnich molekul. Tyto slaba mista byla pifekonana tvorbou blokovych kopolymerta

alternujicich segmenti PEGu a rznych aminokyselin (Lys, Asp, Glu a dalsi).

2.2.3 Funkcionalizace PEGu

Aby reagovala reaktivni molekula s PEGem, musi vyuzit jeho koncovou -OH skupinu.

Sama tedy musi obsahovat vhodnou funkéni skupinu. Napiiklad v pfipadé karboxylové
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skupiny by mohla reagovat zpisobem esterifikace. Je ovSem mozné konjugovat i s latkami
obsahujicimi jiné¢ funkéni skupiny. Vtom ptfipadé je ovSem nutné vyuzit jinak
funkcionalizovany PEG. Koncova hydroxylova skupina PEGU muze byt na jinou reaktivnéjsi
skupinu pfeménéna velmi snadno pomoci béznych reakci organické chemie.

Vétsina PEGU s jednoduchymi funkénimi skupinami nebo skupinami pfipravenymi
specialné pro nejriznéjsi ucely, je dnes jiz komeréné dostupna. Jedna se o derivaty jak
bifunk¢éniho PEGuU (PEG-X), tak monofunkéniho mPEGuU (mMPEG-X). Vznikaji mono- nebo
di-substituované derivaty PEGu. Ptikladem komer¢né dostupnych funkcionalizovanych
PEGTU, a to vriznych velikostech, jsou derivaty, kde je X = -O-p-toluensulfonyl (-OTs),
-O-methansulfonyl (-OMs), -brom (-Br), -acetylid (-C=CH), -amin (-NHy), -thiol
(-CH,CH,SH), -azid (-N3), -karboxylova kyselina (-COOH) a dalsi.

V nasledujicim piehledu funkcionalizaci PEGu je pro zjednoduseni uvadéna pouze
varianta bifunk¢éniho PEGu. VSechny derivaty jsou vSak mozné piipravit i v piipadé
monofunkéniho mPEGu.

Reakci s thionylchloridem nebo thionylbromidem v toluenu ziskame staly chlor- nebo
brom-derivat. Pfidavanim pyridinu™® nebo triethylaminu®’ je mozné zabrénit §t&peni etherové
vazby v polyethylenovém fetézci. Tato situace ovSem nenastava naptiklad pii reakci PEGu
s tosylchloridem v pyridinu, kde i presto k vyrazné degradaci linearniho fetézce dochézi.'®
Pro pfipravu tosylderivatu vyuZijeme reakce PEGu s hydridem sodnym, kdy ziskame PEG-
alkoxid a nasledné nechame zreagovat s p-toluensulfonylchloridem. Timto postupem
ptipraveny PEG-OTs je vyrazn¢ méné¢ nachylny kdegradacnim  procesim
polyethylenglykolového fetézce. Reakci s methansulfonylchloridem v triethylaminu ziskame
bez zjevného $tépeni PEG-OMs.

Funkcionalizované PEG-OTs a PEG-OMs obsahuji dobrou odstupujici skupinu a
snadno se transformuji na aminoderivat reakci S amoniakem nebo azidem sodnym (pfiprava
PEG-N3) a naslednou redukci pomoci Pd/C v ethanolu.™ Dalsi moznosti je reakce PEG-OMs
s kalium ftalimidem, ktery je nasledné hydrazinolyzou pieveden na PEG-NH,. Aminoderivat
muze byt pfipraven také reduktivni aminaci PEGU s aldehydickou funkéni skupinou
(PEG-CHO) kyanborohydridem sodnym nebo reakci PEG-OMs s 2-aminoethanolatem
draselnym. Ptipraveny PEG-NH; je za vhodnych podminek mozno vyuzit k tzv. pegylaci
molekul s volnou karboxylovou funkei.

Zminovany PEG-CHO pfipravime oxidaci PEGu syst¢tmem DMSO-acetanhydrid,
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nebo substituci BrCH2CH2(OC,Hs), s ptidavkem t-butoxidu draselného®®. PEG-CHO je
klicovym intermedidtem pro vznik mnoha dal$ich modifikaci vyuzitim univerzalni reduktivni
aminace. S koncovymi aminoskupinami tvoii PEG-CHO po redukci kyanborohydridem
stabilni Schiffovy baze. Ke konjugaci molekul s koncovymi aminoskupinami lze vyuzit také
PEG-tresylchlorid, epoxy-PEG nebo nize zminovany PEG-COOH a jeho obmény. Jako dalsi
zajimavé funkcionalizované PEGy zmifiované v praci'® jsou derivaty fosforu, rhodia,
zajimavé crown derivaty a mnoho dalsich.

Snadnd a pomémné rychla (reakéni doba 2 hodiny) reakce je ptiprava PEG-Ns.
Ptipravuje se reakci PEG-CI s azidem sodnym. Redukci, jak jiz bylo zminéno vySe, poskytne
PEG-NH,. Postup pfipravy vSech dosud zminiovanych funkcionalizaci PEGU je znazornén na

Obrazku 5.

ﬂb PEG-Br

socl,

NaN
PEG-CI ® >~ PEG-N;

PEG-OH PEG-CH,0Na* —1SCl . pEg.oTs

NH,CH,CH,OK*
MsCI, EtzN PEG-OMs 2CHLChHy PEG-NH,
DMSO-(CH5C0O),0 NH,OAcC

nebo BrCH,CH(OE), PEG-CHO NaCNBH,/MeOH

PEG-NH,

1.NH3 nebo NaN3
2.H,/Pd-C, EtOH

PEG-X PEG-NH,
1.kalium ftalimid
2.NyH,
PEG-NH,

X =-Cl, -OTs, -OMs

Obrazek 5 Postup piipravy funkcionalizovanych poly(ethylenglykolt)

Pii vyctu ruznych funkcionalizaci PEGu, by nemél chybét derivat s karboxylovou
funkei na konci linedrniho fetézce (PEG-COOH). Zpusobu piipravy karboxylové funkce je
Vv literatuie popisovano velké mnozstvi (Obrazek 6).19%2 Casto vyuzivanou pfipravou je
reakce PEGu sestery chlor- nebo brom-octové kyseliny v alkalickém prostiedi, kdy
poZadovany derivat s karboxylovou funkci ziskdme naslednou hydrolyzou. Jinou moZznosti je

vyuzit reakce akrylonitrilu v alkalickém prostfedi a nasledné hydrolyzy nitril skupiny na
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karboxylovou. Nejsnazsi cestou by se zdala byt pfima oxidace s vyuzitim manganistanu
draselného nebo oxidu chromového® v kyselém prostiedi. Tento zptsob je viak spojovan
s vyraznym S$tépenim linearniho fetézce polymeru. S. Zalipsky popisuje také reakci PEGuU
se sukcinanhydridem v toluenu nebo v dioxanu s pfidavkem 4-dimethylaminopyridinu
(DMAP) a triethylaminu.'® Zajimavou oxidaci hydroxyskupiny PEGu vyuZitou pro piipravu
PEG-COOH nebo PEG-CHO popisuje ve své praci Ch. Masson.? K oxidaci vyuziva
katalytického mnozstvi 2,2,6,6-tetramethylpiperidin-1-oxylu (TEMPO) a stechiometrického
mnozstvi [bis(acetoxy)-jodo]benzenu (BAIB). Oxidace probiha za mirnych podminek a byla
vyuzita k oxidaci priméarnich alkohol jiz dfive.?

PEG-COOH je vyznamny pro tvorbu konjugatd s reaktivnimi molekulami, které se
nejcastéji vazou esterovou nebo amidickou vazbou. ZvySeni konverze naslednych reakci
muzeme docilit ptipravou derivatu PEGu s koncovou hydrofobni aromatickou slozkou.”®
Karboxylova skupina tak neni vazana pfimo na -OCH,CH,- v fetézci PEGu, ale na
substituovaném benzenovém jadre. Vyhodou je jednodussi a rychlejsi sledovani konverze
pomoci signali aromatickych vodikéi v'H NMR spektru. P této reakci se vyuZije
reakce PEG-OMs s 4-methoxykarbonylfenoxidem. Tato reakce je popisovana i pro jiné

vyuziti s jingmi substituenty.***>%%%7

1.BrCH,COOt-Bu/t-BuOK

2.0H/H,0
PEG-COOH
1.7 > CN t-BuOK
2.H*/H,0
PEG-OH PEG-COOH

KMnO,/OH" nebo CrO5/H*

Stépeni fetézce

O

O
O:\/jDMAP/Et3N/dioxan
PEG-COOH
TEMPO, BAIB
PEG-COOH

Obrazek 6 Postup piipravy PEG-COOH

Jako posledni z funkcionalizaci, kterd zde bude uvedena, je PEG-isokyanat (PEG-
NCO) vhodny ke konjugaci s molekulami s hydroxylovou funkci poskytujici stabilni
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urethanovou vazbu. Kromé toho je PEG-NCO vysoce reaktivni s aminy. Reakce (Obrazek 7)
vychazi zPEGu, ktery je za bezvodych podminek piikapavan ke smési hexamethylen
diisokyanatu (HDI) a dibutyltin dilauratu.*®

CHsy
i
.Sn-0
CH3(CH2)9CH2 O »/CHz(CHz)QCHg
O
HsC
PEG-OH PEG-NCO

HDI
Obrazek 7 Postup ptipravy PEG-NCO

F. M. Veronese?® ve své praci popisuje tuto problematiku z hlediska, které
funkcionalizované PEGu jsou vhodné k pegylaci s konkrétnimi funkénimi skupinami na
reaktivnich molekulach, naptiklad i se skupinou —SH, ktera se vyskytuje zfidka. Jing Li and
W. John Kao® se zabyvali pfipravou derivatl symetricky i nesymetricky disubstituovanych,
resp. monosubstituovanych derivati PEGu, resp. MPEGu a pfipravili Sirokou skalu
modifikaci.

Obecné muzeme fict, ze reakce vedouci k piipravé funkcionalizovanych PEGU maji
dlouhou reak¢ni dobu (n€kolik hodin az dni) a probihaji za mirnych podminek. Nejcastejsi
metodou izolace je sraZzeni zmeénou rozpoustédla, a to obvykle PEG-X rozpustény
v dichlormethanu, chloroformu nebo jiném rozpoustédle srazime vysuSenym diethyletherem.
Dalsi krystalizace je ¢asta z propan-2-olu nebo ethanolu a v mnoha ptipravach se osvédcila.

Na zavér za zminku stoji jeS$t€ rozvétvené derivaty PEGu, pentaerythritol
poly(ethylenglykol), zkracené star-PEG, (sPEG) a tzv. ,,umbrella-like“-PEG, (U-PEG)®.
Star-PEG ve své struktuie obsahuje Ctyfi linedrni fetézce PEGu, pficemz maé Ctyfi volné
koncoveé skupiny. U-PEG je naproti tomu tvofen vice linearnimi fetézci polymeru, pfi¢emz
reaktivni molekula ma k navazani pouze jedno misto. Reaktivni molekula je jakoby vazana

uprostied linearniho fetézce PEGu (Obrazek 8).
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bioaktivni molekula

star-PEG U-PEG

Obrazek 8 Strukturni schéma star-PEG a U-PEG s navazanou bioaktivni molekulou

2.3 Vlastnosti a priprava PEG-NH,

Vyhodou zvySené reaktivity PEG-NH; ve srovnani s hydroxyderivatem je relativné
snadné spojeni s reaktivnimi molekulami prostiednictvim reakci, jejichz vysledkem je vznik
amidt, sekundarnich aminti, karbamatt, derivati mocoviny a thiomocoviny, z nichz vSechny
jsou stabilni in vivo.

PEG-NH; je komeréné dostupny v ruznych velikostech od 400 — 40000 jako
bifunk¢ni 1 jako monofunkéni derivat. Jeho pofizovaci cena je pomérné vysoka, je vyhodné
ho proto pfipravit, a to nejcastéji tiistupnovou syntézou z vychoziho PEG-OH, resp. methoxy-
PEG-OH.* Hydroxylovd skupina je nejprve pievedena na methansulfonovou
(PEG-OMs, resp. mMPEG-OMSs) reakci s methansulfonylchloridem. PEG-OMs, resp.
MPEG-OMs je dale pieveden reakci s kalium-ftalimidem na poly(ethylenglykol)ylftalimid,
(PEG-NHPhtal, resp. mPEG-NHPhtal), ze kterého je naslednou hydrazinolyzou ziskan
zadany PEG-NH, resp. mPEG-NH,. Piiprava mPEG-NH; je uvedena na Obrazku 9.
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Obrazek 9 Piiprava o-methoxy-o-amino-poly(ethylenglykolu)™

Zalipsky S.'° popisuje i jiny postup. Vychazi z mPEG-OH (M = 1900). Nejprve byla
provedena chlorace pouzitim thionylchloridu, nasledn€ byl chlorid pifeveden na azid azidem
sodnym a ten redukovéan na aminoderivat palladiem na uhliku.

Koncovad aminoskupina je vu¢i acylaénim ¢inidlim mnohem reaktivnéj$i nez
hydroxylova. S karboxylovymi skupinami poskytuje amidickou vazbu. Tento postup je
uspésny pouze tehdy, nejsou-li ve slouceniné interagujici s PEG-NH, karboxylovou skupinou
pritomny dal§i volné aminoskupiny, protoze tehdy mutze dochazet k zesitovani.® V piipadé
proteinovych 1éCiv je témef nemozné se t€mto procesim vyhnout. Pro takové konjugace bylo

vyuzito reakce karboxylové skupiny lé&iva s PEG-hydrazidem.

2.3.1 Charakterizace PEG-NH:

Charakterizace produktd probiha dnes jiz rutinnimi analytickymi metodami jako
'H NMR, *C NMR spektroskopie, FT-IR, MS-MALDI-TOF, GPC, HPLC a dal3i.

NMR (nuclear magnetic resonance) spektroskopie je dnes jiz bézné vyuZzivanou
metodou pro charakterizaci polymert. Role NMR spektroskopie pii urovani slozeni
polymeri a struktury je bezkonkurenéni, zvlast¢ vzhledem kjejimu neustalému
rozsifovani. Naopak jeji potencidl pro stanoveni molekulové hmotnosti se mnohdy podcenuje.

Interpretace NMR spekter se mize zdat v porovnani se spektry nizkomolekularnich latek na
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kopolymert.

'H NMR spektrum samotného PEGu, pfipadné mPEGu obsahuje charakteristicky
signal vodika a a b (viz Obrazek 10) pii 3,51 ppm, piipadné malé signaly (c) 3,57 ppm,
o(d) 3,66 ppm, 8(g) 3,38 ppm, d(h) 3,44 ppm. V piipadé mPEG je charakteristickym signalem
signal vodiki methoxyskupiny 6(i) 3,24 ppm. Vodiky hydroxyskupin (€) jsou tzv. kyselé

protony a jedna se Casto o rozsifené signaly s Sirokym rozmezim chemického posunu.

a d [ g a
Hof ™2 Oi;%oﬁ HC o Db Oi\nc/ioﬁ

Obrazek 10 Struktura poly(ethylenglykolu) a a-methoxy-poly(ethylenglykolu)

Integraci plochy signalu vodikt a a b dostaneme vysokou hodnotu integralni intenzity
I. Tento signal je Casto bran za zakladni a integrujeme ho na hodnoty odpovidajici velikosti
pouzitého PEGu (napi. PEG 5000, & 3,51 ppm, | = 450,00). Ze stanoven4 integralni hodnota
plochy pod kiivkou odpovidéa velikosti mé&feného PEGu, vyplyva z jednoduchého vypoctu.
Tento  velky shluk  signali  zastupuje  ¢tyfi  vodiky  skupiny  -CH,CH,O-
(My(-CH,CH,0-) = 44,05). Proto potom | = 5000/44,05*4 = 450,00. Obdobnym vypoctem
ziskame pfiblizny pocet jednotek n v fetézci polymeru [-CH,CH,0O-],. Pro PEG 5000 a
| =450,00 je n = 1/4 =~ 112.

Pfi vyhodnocovani 'H NMR  spekter blokovych kopolymeri PEGu
s polyaminokyselinami (PEG-b-PAA), které budou zminovany dale, a dal$ich konjugata lze
zpusobem obdobnym vysSe uvedenému dopocitavat poCty jednotek aminokyselin v fetézci a
urcit tak teoretické molekulové hmotnosti (MW) celych makromolekul.

Pti syntéze polymeri zpravidla vznikaji makromolekuly o nejednotném polymeracnim
stupni, tudiZ 1 snestejnou relativni molekulovou hmotnosti. Zastoupeni jednotlivych
makromolekul je charakterizovdno distribu¢ni kfivkou. Relativni molekulovda hmotnost
polymeru je potom definovana jako primérnd hodnota jejich relativnich molekulovych
hmotnosti. V praxi se nejcastéji pouzivaji dva rizné priméry molekulovych hmotnosti, a to
Ciselny (pocetni) stied (M), ktery vychazi z poctu makromolekul v jednotlivych frakcich a
hmotnostni stied (My), ktery je vztazen k hmotnosti makromolekul v jednotlivych frakcich.

Stitedni molekulovou hmotnost polymeru nelze jednoduse vypocitat a zjistuje se
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experimentalné. Pro ucely ziskani distribucnich kfivek je vyuzivana gelovd permeacni
chromatografie (GPC).

Ciselné je stiedni relativni molekulova hmotnost M,, aritmeticky pramér hmotnosti
vSech molekul. Je definovana jako pomér sou¢tu hmotnosti M; vSech molekul i kK poétu vSech

molekul N; a plati tedy tento vztah

T _ ZilNiM;
M, ==——.
n XiN;
Pro hmotnostné stfedni relativni molekulovou hmotnost M,, plati vztah
T _ LiNiM}
M, = =
W XN,

Z podstaty vypoctu je ziejmé, ze oba dva prumery budou mit stejnou hodnotu pro tzv.
monodisperzni systémy s jednotnou velikosti molekul nebo extrémné tuzkou distribuéni
ktivkou. Je ziejmé, Ze ¢im bude distribu¢ni kiivka molekulovych hmotnosti $irsi, tim bude
pom¢ér hmotnostniho k ¢iselnému priméru vyssi. Tento pomér je oznacovan jako index

polydisperzity PD a je definovan vztahem
PD = M—W/— .
Mn

Vystupem analyzy GPC je kromé vySe zminénych hodnot M,, My, a PD, také M,
(viskozitni stfed), M, (stfed velikosti) a hodnota My, kterd se na distribu¢ni kiivce relativnich
molekulovych hmotnosti rovna vrcholu piku.

V prumyslové vyrob€ je upfednostiiovana polymerace PEGu aniontova. Anionicka
centra jsou aktivni po dlouhou dobu ve srovnani s dobou polymeraéniho procesu (coz je
zasadni rozdil oproti radikdlové polymeraci, kde Zivotnost radikélu je velmi kratkd). Znamena
to, Ze pii takovéto aniontové polymeraci je snadno dosazeno uplné konverze monomeru,

distribuce molekulovych hmotnosti je velmi tizka a je ziskan polymer s nizkou hodnotou

polydisperzity (PD < 1,2).%*
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2.4 Polymerni proléciva antimikrobialnich 1é¢iv

2.4.1 Konjugace antimikrobialnich 1é¢iv s PEG-NH:

Velka oblast zabyvajici se PEGem jako moznym biodegradabilnim nosi¢em
zlepSujicim vlastnosti a chovani 1éCiv v organismu je oblast protirakovinnych 1é¢iv. Spousta
znich je jiz ve fazi klinického testovani, napf. PEG-paclitaxel, PEG-camptothecin

(Obrazek 11), jiné uz byli schvaleny a uvedeny na trh.’

O

R O
< . _O__X. O.
paclitaxel/o\[ﬁ\uk/ © PEG camptothecin \[r I}IJK/ PEG
o

O R

Obrazek 11 Piiklady 1é¢iv ve fazi klinického testovani s poly(ethylenglykolem) jako nosicem

S PEGem ve smyslu polymernich proléciv je spojovano spoustu jmen a l€¢iv (napf.
amfotericin  B*, doxorubicin, daunomycin®, camphothecin, paclitaxel®®, curcumin,
saquinavir’’). N&které z nich jsou uvedeny v nasledujicim piehledu a struktury konjugati pak
také na Obrazcich 12 - 15.

I.  Konjugace PEG-NH; s amfotericinem B

V literatufe diskutovanym 1é¢ivem ve spojitosti s amino-PEGem je polyenové
makrocyklické antimykotikum amfotericin B (AMB). Pracovni skupina kolem
M. Sedlaka®®343940 g¢ zabyvala pfipravou kovalentnich i nekovalentnich konjugati AMB
s riznymi formami PEGu a dalSich nosict. Je popisovéana syntéza konjugatu pro intravenozni
aplikaci, ve kterém je 50 %mol AMB vazano kovalentni karbamatovou vazbou k mPEG a
50 %mol nekovalentni vazbou. Nejpravdépodobnéji se jedna o m—n interakci nebo vodikovou
vazbu mezi kovalentné¢ vazanym AMB a jeho volnymi jednotkami. R. B. Greenwald
prezentoval ve své praci*' navazani AMB na PEG pomoci labilni karbamatové vazby. Tento
typ konjugace se vSak zda byt nevhodny kvili relativné rychlému uvoliiovani AMB z nosice
1,6-benzyl eliminaci do krevniho fecisté. Dochazi ke zvySovani jeho koncentrace v ledvinéch,
coz je nezadouci zejména kvili jeho nefrotoxicité.

Zminovany jsou i jiné zptasoby navazani AMB. PEG-OMs, PEG-OH nebo PEG-NH,
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(resp. stejné derivaty mPEG) je modifikovan reakci s pfislusnym derivatem benzoové
kyseliny nesouci na benzenovém jadfe aldehydickou skupinu za vzniku etherové, esterové
nebo amidické vazby a AMB je poté navazan pH-senzitivni iminovou vazbou ve smyslu
Schiffovy baze. Popisované struktury jsou znazornény na Obrazku 12. Byly navrzeny takové
konjugaty, které AMB uvoliuji selektivné pouze v mist¢ ocekavaného vyskytu fungalnich
patogentl, to znamend v misté se snizujici se hodnotou pH. K cilenému uvoliiovani AMB
Z nosi¢e dochéazi prostiednictvim kyselé hydrolyzy iminovazby.*

Vzhledem k faktu, ze mnoho parazitickych patogennich plisni (Aspergillus, Candida
nebo Trichosporon) vlastni specificky enzym hydrolazu B-glukosidazu, bylo pfistoupeno i k
vyvoji nového typu konjugatu AMB4-SPEG (Obrazek 12) obsahujici glykosidickou vazbu k

molekule gluk(')zy.4o’34 Lécivo je tedy uvoliovano pouze v misté zasazeném patogennimi
organismy.
mPEG MPEG—NH
O Ty T =
N-AMB o] N-AMB

mPEG-0 PEG-0
>—*<:j>—CH >—< :%—CH
') 0] "N-AMB

'N-AMB

O-CO-NH-AMB

AMB =

Obrazek 12 Struktura konjugati mPEG, resp. PEG s amfotericinem B a B-glukosidaza
sensitivniho konjugatu AMB,4-sPEG>**
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Il.  Konjugace PEG-NH; s nystatinem

Nystatin (NY), amfotericinu B podobné 1é¢ivo, bylo izolovano ze Streptomyces
noursei a stejné tak pusobi proti plisnim kmena Aspergillus, Candida, Trichosporon a dalsi.
Navic pusobi i tam, kde AMB selhava. Mechanismus jeho Uéinku je pfednostné zalozen na
vyvazovani ergosterolu z bunénych membran, ¢imz zpisobi jejich smrt. Byly pfipraveny
derivaty nystatinu, které¢ uvolnuji NY pouze v misté¢ zasazené¢ho orgému.42 Struktura konjugatu
NY4-sPEG byla vyvinuta analogicky k AMB4-SPEG s ohledem na to, ze patogenni kmeny
plisni vlastni enzym hydrolazu B-glukosidazu, ktera neni ve zdravém lidském téle obsazena.
Zakladni strukturni jednotka NY4-sPEG je vazana B-glykosidickou vazbou k molekule
fenyl-B-D-glukopyranosy (Obrazek 13). Oproti AMB4-SPEG, kde byly jednotlivé strukturni

jednotky vazany karbamétovymi vazbami, zde se jedna vlastné o substituovanou mocovinu.

O-CO-NH-NY
OH
° o
"Oho HN_. _O
OH \|¢
SPEG-NH
OH
HaC O OH OH OH OH OH
3 ‘\\OH
H.C,
NY = HOL COOH

Obriazek 13 Struktura p-glukosidaza sensitivniho konjugatu NY,-sSPEG*

I11.  Konjugace PEG-NH; s prednisolonem

w1

ucinkem, proto je uzivano zvlasté pii prevenci odmitnuti organu pfi transplantacich. Nicméné
ma velké mnozstvi nezddoucich ucinkt. Je proto snaha tyto nepfiznivé u€inky minimalizovat

novymi farmaceutickymi formulacemi.
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Byly ptipraveny konjugaty, jejichz struktura je zaloZena na spojeni mezi PS a PEG
pomoci riiznych spojek z dikarboxylovych kyselin (jantarova, glutarové, adipova a jiné).*® PS
je vazéan k jedné karboxylové skupiné esterovou funkci a k druhé karboxylové skupiné je
amidickou vazbou vazan PEG-NH, (Obrazek 14). PS je uvoliiovan z konjugatu pisobenim
karboxyesterazy, kterd je piitomna v transplantovanych jatrech. Rychlost celkového
vyluéovani PS z organismu byla dile sniZzena zavedenim do struktury cyklodextrinové
jednotky (polypseudorotaxany).®

E. Bilkova* piipravila také pH senzitivni konjugéat hydrazid-hydrazonového typu
(-CONH-N=C-) reakci PS s hydrazonhydratem a naslednou konjugaci vzniklého hydrazonu
se SPEG-COOH (M=20 000), viz Obrazek 14. Opét se prokazalo vyrazné snizeni celkového
uvolnovani PS zorganismu pfipravou polypseudorotaxani. Porovnanim s obecnym
konjugatem, je u konjugitu chranéného a-cyklodextrinem 3,5krat snizena kysele

katalyzovana hydrolyza.

X=  -CH,CH,-
-CH,CH,CH,-
2-CgHy

R=  sPEG nebo mPEG

sSPEG

Obrazek 14 Struktura konjugat SPEG, piip. mPEG s prednisolonem a pH senzitivni
konjugat hydrazid-hydrazonového typu PS4-sPEG***
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IV. Konjugaty PEG-NH, s mesalazinem

Pro 1écbu nespecifickych zanéta stiev se vyuziva Siroka Skala 1éciv. Jednou ze skupin
jsou derivaty kyseliny aminosalicylové. Piikladem je mesalazin (5-aminosalicylova kyselina).
Toto 1éCivo samo o sob¢ je nespecifické a velmi rychle se vstfebava sliznici horni ¢asti
gastrointestinalniho traktu, coz brani dobré dostupnosti v tlustém stievé a mize tak zplsobit
nefroticky syndrom jako vedlejsi efekt. Ke zvySeni specificnosti a zaroven snizeni toxicity
mesalazinu bylo vyuzito pfitomnosti enzymu azoreduktazy v tlustém stfevé. Byla pouzita
azospojka mezi mesalazinem a PEG-NH, a vytvofeno tak nové polymerni prolécivo

v

s odlisnymi piiznivé&j$imi vlastnostmi*® (Obrazek 15).

N=N COOH
; I
mPEG” OH

O

Obrazek 15 Struktura konjugatu mPEG-NH, s mesalazinem®

Vétsina uvedenych konjugatl je pripravena k dalSimu testovani na zvifecich modelech

nebo do faze klinického testovani.

2.4.2 Ring-opening polymerace (ROP)

PEG jako bifunkéni, resp. mPEG jako monofunkéni obsahuje na konci fetézce dve,
resp. jednu funkéni skupinu schopnou konjugace s vhodnou reaktivni molekulou. V piipadé
SPEGuU jsou to ¢tyfi skupiny. Tato mozna nevyhoda v ptipadech, kdy by bylo tfeba na nosié¢
zachytit vice molekul 1éCiva najednou a zvysit tak jeho distribuci v organismu, byla
prekonana piipravou blokovych kopolymera s aminokyselinami.

Blokové kopolymery jsou sloZzeny ze dvou nebo vice kovalentné vazanych
polymernich bloki s odlisSnymi chemickymi a fyzikalnimi vlastnostmi. Chovani takovych
vicefazovych systémi mizeme fidit zménou poméru délek jednotlivych bloki, distribuci
molekulovych hmotnosti a volbou typu jednotlivych polymernich blokd.

Nejcastéji  vyuzivana cesta v syntéze kopolymert syntetického polymeru
a polypeptidového segmentu je ring-opening polymerace N-karboxyanhydridu (NCA)
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aminokyseliny iniciované polymerem s koncovou aminoskupinou® (viz Obrazek 16).

360 i
/—H\/AZ\\ Polymer~. J\<NH2
AO 'C02 N SYR
R N ) H H

Polymer-NH,

+n NCA | -n CO,

H

Polymer N
YMESNTNS T TH
HLH R4

Obriazek 16 Priprava blokového kopolymeru ring-opening polymeraci N-karboxyanhydridu®®

Ve vétsiné ptipadi je polypeptidovy blok tvofen y-benzyl-L-glutamovou kyselinou,
B-benzyl-L-asparagovou kyselinou nebo N®-benzyloxykarbonyl-L-lysinem. Polymerace NCA
od téchto aminokyselin patii mezi nejlépe kontrolovatelné, vyuzivaji se ovSem 1 dalsi.

Postranni fetézec a-aminokyseliny, ktery mizZe zasahovat do pribéhu syntézy NCA,
nebo do samotné polymerace musi byt chranén vhodnou chrénici skupinou, kterd je
odstranéna az po kompletni polymerizaci. L-Lysin, ktery je velni Casto vyuZzivan k pfipravé
polypeptidovych fetézci ma e-aminoskupinu chranénou obvykle benzyloxykarbonylovou
skupinou (Z). Po reakci je tato skupina odstranéna hydrogenaci nebo za silné kyselych
podminek pomoci naptiklad HBr/AcOH nebo kyselinou trifluoroctovou (TFA). Tyto
podminky deblokace mohou v mnoha piipadech piedstavovat urCité omezeni ve vybéru
nebiologického segmentu kopolymeru. Hernandez, J. R. a Klok na ptikladu L-lysinu vyuzivaji
jako  chranici  skupiny trifluoracetamid = (TFAA),  t-butylkarbamat  (BOC),
9-fluorenylmethylkarbamat (Fmoc) a 6-nitroveratryl karbamat (Nvoc) jako chranici skupiny,
které Ize odstranit za daleko mirn&jsich podminek.*’

Chemicka povaha polymerniho bloku kopolymeru muiize byt obménovana v daleko
vétsi mife. Typickymi pfiklady hydrofobnich polymeri jsou polystyren, polybutadien,
polyisopren, polymethylmethakrylat, polypropylenoxid, polydimethylsiloxan. Ve vodé
rozpustné polymery zahrnuji polyethylenoxid, poly(vinylalkohol) a poly(2-methyloxazolin).*®

Ring-opening polymeraci iniciovanou monofunkénim polymerem s jednou primarni
koncovou aminoskupinou syntetizujeme linearni kopolymer s dvéma bloky (polymer-
polypeptid). Pouzijeme-li o-o-bifunkéni polymer, dostaneme kopolymer s vnitinim

centralnim polymernim fetézcem a dvéma vné&jSimi polypeptidovymi bloky (polypeptid-
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polymer-polypeptid). K tvorbé viceramennych kopolymerd je mozno vyuzit vétvenych

polymert (napi. SPEG).

2.4.3 Priklady vyuziti ROP v pripraveé blokovych kopolymert s PEG-NH;

Z vy$e zmihovanych polyaminokyselin je ROP N°-benzyloxykarbonyl L-lysinu NCA
(L-Lys(Z)-NCA) jedna z nejlépe kontrolovatelnych.” PEG a PLL byly kovalentn& spojovany
do diblokd, triblokl a nejriznéjsich makromolekularnich uspofadani. Néktera z nich byla déle
konjugovéana s dalsimi molekulami, jako napi. vitaminy®, kyseliny®®, cukry®, 1é¢iva®™.
Mohou byt formovany do polyiontovych komplext, do kterych lze zavadét dalsi ligandy a
studovat tak chovani komplikovanych polymernich micelarnich struktur.®® At uZ se jedna o
problematiku 1¢&iv®? nebo gend® a jejich cileného transportu.

ROP piipraveny blokovy kopolymer poly(ethylenglykol)-b-poly(L-lysin) (PEG-b-
PLL) byl vyuzit pro pfipravu nového typu konjugatu lé¢iva AMB. Mohlo tak byt iminovou
vazbou na polymerni nosic¢ navazano vice molekul AMB
(poly(ethylenglykol)-[b-poly(L-lysin)s].(AMB)12)'° (Obrazek 17).

N7 e} (o) ~N
AMB~ H H ~AMB
N (@) N
/\©\( NH/ \/]/\fN \{(@A

H5 228 4 5

O @)

AMB =

OH

Obrazek 17 Struktura konjugatu poly(ethylenglykol)-[b-poly(L-lysin)s]2(AMB),™
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Jiny ptipad je vyuziti blokovych kopolymert PEG-b-PLL a PEG-b-PAsp k vytvoreni
nabit¢ého komplexu shlukujictho se ve vodném prostfedi do micel prostiednictvim
elektrostatickych interakci. PLL zaujima funkci kladné nabité castice (polykation)
a poly(asparagova kyselina) (PAsp) zaporn¢ (polyanion). Dvojice opa¢né nabitych segmenti
blokovych kopolymerti s PEGem pfinaSi novou moznost vyuziti jako nosi¢e pro nabité
molekuly v oblasti cilené distribuce 1é¢iv.>* Na obdobném principu byla postavena i piiprava
komplext s kyselinou retinovou.*®

Linearni polymery jsou pouzivany jako mozné nosi¢e pro komplexy gadolinia. V
mediciné se slouceniny gadolinia pouzivaji jako kontrastni latky pfi vySetfeni pacienta
metodou magnetické rezonance. Injekéné aplikované soli gadolinia slouzi ke zvyraznéni
odezvy vySetifované tkané. Pro tento ucel byl studovan blokovy kopolymer a-methoxy-
poly(ethylenglykol)-b-poly(L-lysin) (mPEG-b-PLL), na ktery bylo amidickou vazbou
navézano chelaéni &inidlo, do nghoz byly chelaci potom zavedeny ionty gadolinia.”®

Cytostatikum doxorubucin, DOX (Obrazek 18) bylo diky nizké rozpustnosti
kopolymeru ve vodé¢ vazdno nevazebnymi interakcemi na micely tvofené blokovym
kopolymerem poly(ethylenglykol)-b-poly(B-benzyl-L-aspartat) (PEG-b-PBLA).*® Tvorbou
DOX-micel bylo dosazeno zlepSeni dostupnosti DOX v krevnim ob&hu. Kopolymer byl
ptipraven ROP N-karboxyanhydridu B-benzyl-L-asparagové kyseliny iniciované koncovou

aminoskupinou w-amino-a-methoxy-PEGu.

O

HSC\O{/\/OMH

ZT

o3z

COCH,OH
"IOH o

HoN
Obriazek 18 Struktura DOX a PEG-b-PBLA%®

2.5 Antimykobakterialni léciva

Infekce je proniknuti choroboplodnych (patogennich) mikroorganismu (baktérii, virt,

plisni, prvoki) nebo cizopasnych mnohobuné¢nych organismu (napt. ¢ervi) do organismu
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a jejich pomnozeni, kter¢ muze vést ke vzniku infekéni choroby. K potlacovani jiz vzniklych
infekci se pouzivaji latky antibakterialni, antimykotika, nazyvana téz antifungalni latky,
pusobici proti plisnim, chemoterapeutika protivirova, chemoterapeutika antiprotozoarni (latky
potladujici protozoarni infekce) a antibiotika (latky produkované mikroorganismy).>’

Miru ucinku chemoterapeutik charakterizuje antimikrobidlni ucinnost. Vyjadiuje se

v

cvwr

ptislusného mikroorganismu. Tyto koncentrace se stanovuji zied’'ovacimi (dilu¢nimi)
experimenty.

Mykobakterie zptsobuji zdvazna onemocnéni. V nasich podminkach je to tuberkuloza
(TBC) vyvolavana kmeny Mycobacterium tuberculosis, M. avium, M. bovis, M. fortuitum
a M. kansasii. V subtropickych a tropickych oblastech se vyskytuje M. leprae zpusobujici
lepru.

V roce 2010 bylo do Registru TBC CR nahlaseno celkem 680 onemocnéni TBC viech
forem a lokalizaci. V pfedchéazejicim roce (2009) to bylo 710 TBC onemocnéni (632 TBC
dychaciho tustroji a 78 TBC jinych lokalizaci). Za rok tak poklesl pocet hlasenych v priiméru
0 4 %. Incidenci TBC nizsi nez 10/100 000 obyvatel patiime jiz n€kolik rokti mezi evropské
zemg¢ s priznivou situaci TBC.*®

Celosvétove piedstavuje tuberkul6za pro populaci znacnou zdravotni hrozbu.
Postihuje az tfetinu svétové populace. Dle World Health Organisation (WHO) v roce 2009
zemielo na TBC 1,7 miliont lidi, z toho 600 000 Zen a 380 000 lidi nakaZenych virem HIV.
Na jeden den tedy pfipada primérné 4 700 umrti. V roce 2009 bylo nahlaSeno 9,4 miliont
novych piipadii onemocnéni. Z dlouhodobého hlediska je zaznamenan pokles umrtnosti od
roku 1990 0 35 %."

Velkou hrozbou jsou rizné kmeny mykobakterii rezistentni vici antituberkulotikim
prvni volby pouzivanym k 1é¢b¢. Multirezistentni tuberkul6za (MDR-TB) je forma TBC, jejiz
lécba je obtizna a nakladna a nereaguje na léciva prvni volby — rifampicin a isoniazid. V roce
2008 na tento typ TBC bylo evidovano 440 000 novych piipadii onemocnéni.” Extenzivng
rezistentni tuberkul6za (XDR-TB) je forma TBC, ktera nastava, kdyz pacient vykazuje
odolnost navic i proti jednomu z aminoglykosidickych 1é¢iv. Vyskyt XDR-TB je potvrzen jiz

v 58 zemich svéta. Nejvice nebezpeci pfinasi mykobakterie objevené v roce 2009, které jsou
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rezistentni k 1é¢iviim prvni i druhé volby. Tento druh je nazyvan totalni rezistence (TDR-TB).
Ptic¢inou zvysujiciho se vyskytu rezistentnich kment je upadajici kvalita 1é¢by (pacienti jsou
léCeni pouze jednim nebo dvéma léky), zejména z diavodu finan¢ni naro¢nosti. Asi 5 %
piipadi multirezistentni tuberkuldzy je extenzivné rezistentni. Uspé&§nost 1é¢by tohoto typu je
pouze 30 %.

Soucasna strategie terapie, dle doporuceni WHO, standardniho 1écebného rezimu se
Lécba se nejcastéji zahajuje kombinaci 1éka rifampicin (RIF), isoniazid (INH), pyrazinamid
(PZA) a ethambutol (ETB), 4 — 5 tablet denné po dobu dvou mésicti (kombinovana tableta
RIF/INH/PZA/ETB - 120/60/300/200 mg). Ve druhé fazi se potom uziva nejCastéji
kombinovana tableta RIF/INH dalsi ctyii mésice.® INH likviduje rychle se mnozici
mykobakterie v prvnich dvou tydnech. RIF a PZA hraji dilezitou roli ve sterilizaci poSkozeni
zpuisobeném usmrcenymi organismy. Tyto dvé 1éciva jsou klicova po celych Sest mésict
1é¢by. Pouziti této kombinace 1€¢iv k 1é¢b¢ tuberkuldzy snizila dobu terapie z 18 mésict na
Sest. Pti rezistenci K jednomu nebo vice 1é¢ivim se 1é¢ba piesouva k lé¢ivim méné
efektivnim, vice toxickym a s vice nebezpecnymi vedlejsimi ucinky. Prehled zakladnich dnes
pouzivanych 1é¢iv je shrnut v Tabulce 1.

Tabulka 1 Piehled dnes nejvice pouZivanych antimykobakterialnich 16&iv>®

Léciva 1. volby

o X 0
CH N- NHZ N HO
o ° | N NHZ \j\ H
N P HsC N/\/N CHs
| N H
2 OH
T N
CH,CHCH;
rifampicin isoniazid pyrazinamid ethambutol

Aminoglykosidy
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HN— N
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H 2 2 HoN AN PN
HO =7 oH Ho T
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CHOO 3
-0 HO OH © YN
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CH3O NH, NH
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Ho7 07X O
HO N 2
CH o .
Ho ’ kanamycin amikacin capreomycin

streptomycin




Fluorochinolony

o o o] o]

F@\)ﬁ/COOH F. COOH F. COOH F ‘ COOH

‘ \ \ H
N N N N N N W N
HN (o)
. A . H3C/N\) O\)\CHg HSC/N\) o\/j\CHa H H3.C A )
ciprofloxacin ofloxacin levofloxacin moxifloxacin
0 NH, O
F COOH F COOH

H3C CHs
gatifloxacin sparfloxacin

Léciva 2. volby

H2N S NHZ
O.
| AN NH
— HO
N COOH HoN ©
CHj;
_ _ p-aminosalicylova k. cykloserin
ethionamid
Ostatni
NH,
cl S)\NH

CHj
“CH,CHCH,4

HN (0]
\f
CHj;

clofazimin thiacetazon rifabutin clarithromycin

Bez novych a zdokonalenych reziml vyvoje novych 1é¢iv a 1écby tuberkulézy, véetné
lééby pro  pacienty trpici rezistentni TBC a soucasné infikovanych HIV/AIDS, nelze
vymyceni tohoto onemocnéni dosdhnout. Léky pouzivané v terapii tuberkuldzy pochézi
z velké vétSiny ze 40. — 50. let minul€ho stoleti. Dlraz pii vyvoji novych antituberkulotik je
kladen zejména na zkraceni celkového trvani chemoterapie, redukce celkového poctu davek,

zlepSeni 1éCby rezistentnich kmeni a identifikace a zlepSeni 1é€by latentni TBC infekce.
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2.5.1 Antimykobakterialni léciva a PEG

Isoniazid (isonicotinoylhydrazid, INH) je v soucasnosti 1é¢ivem 1. volby v prevenci a
1écbe tuberkuldzy. Byl objeven vroce 1912 a vroce 1951 byl prokazan jeho ucinek proti
tuberkuldze. Na rostouci mykobakterie tuberkulozy ptisobi INH baktericidné inhibici syntézy
mykolovych kyselin, které jsou dulezit¢ pro formaci lipidd v bunécné sténé. Uvedenim
isoniazidu na trh (jako prvni ziskala v roce 1952 patent spole¢nost Roche na svoji verzi
Rimifon®) bylo mozné poprvé tuberkulozu pfiméfenym zpasobem 1é¢it. INH se nikdy
neuziva samostatné, protoze se k nému vytvaii velmi rychle rezistence. Je rozsifen po celém
svété, je levny a je obecné dobfe snaSen. Pfipravuje se hydrazinolyzou methyl- nebo
ethylesteru kyseliny isonikotinové, ktery je snadno dostupny oxidaci y-pikolinu a naslednou

esterifikaci vzniklé kyseliny (Obrazek 19).

COOR
1 ROH, H+
_KMnO, _ ) 2. NHO0H NHoNH,

R= Me, Et

Obrazek 19 Syntéza isoniazidu

Mechanismus jeho u¢inku neni plné objasnén. Isoniazid je sim o sobé prolécivem a
musi byt aktivovan pomoci enzymu katalazy-peroxidazy, ktery je u M. tuberculosis nazyvan
KatG. Jejim plisobenim vzniké v téle komplex, ktery se vaze na enoyl-acyl nosné bilkoviny,
znam¢e jako InhA. Tim blokuje pfirozeny substrat enoyl-AcpM a tim i syntézu mykolovych
kyselin. Isoniazid je baktericidni na rychle se délici mykobakterie, ale bakteriostaticky, pokud
je Mycobacterium pomalu rostouci. Z nezadoucich u¢inkl stoji za povSimnuti poskozeni
perifernich nervii a CNS - obojimu se dé& zabranit pfivodem vitaminu Bg (pyridoxinu); déle
poskozeni j ater®. Pravé témto jeho vedlej$im u¢inkiim se snazi vyzkum v této oblasti predejit.
Celkové sniZeni toxicity isoniazidu je jednim z cilii tvorby konjugatt s polymernimi nosici.

PEG s antimykobakteridlnimi 16&ivy, konkrétn& isoniazidem® a pyrazinamidem®? tvoii
hydrofilni micelarni struktury, ¢imz zvySuje rozpustnost 1é¢iva ve vod¢, zvysuje stabilitu
1é¢iva a zaroven umoziuje transport pies biologické membrany. Pro transport pies biologické
membrany je rozhodujici velikost micel, kterd se da fidit délkou fetézce polymeru.
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Byl pfipraven ROP blokovy kopolymer a-methoxy-poly(ethylenglykol)-b-poly
(asparagova kyselina) (MPEG-b-PAsp) a posléze byl na volné karboxylové skupiny jednotek
kyseliny asparagové navézan isoniazid reakci za pritomnosti EDC.** Obdobng byl p¥ipraven
také konjugat kopolymeru mPEG-b-PAsp s pyrazinamidem.®® Oba popisované konjugaty jsou
uvedeny na Obrazku 20.

NH
HN
@] H O < HN

0 N H NH o

HsC H H/ 6) _
X Z —
0 > N, N
OH

Obrazek 20 Molekula  konjugatu  isoniazidu s mPEG-b-PAsp a  pyrazinamidu
s MPEG-b-PAsp®-¢?

2.5.2 DalSsi polymerni proléciva antimykobakterialnich 1éciv

Ciprofloxacin (CIP) je typickym zastupcem fluorochinolonovych antibiotik. Casto se
pouziva jako Sirokospektralni antibiotikum k 1é¢bé a prevenci infekci zptisobenych bakteriemi
Vv téle ClovE€ka. Fluorochinolony jsou vyuzivany i pii 1écbé tuberkuldzy zejména v ptipadech,
kdy lé¢iva 1. volby selhavaji.

M. Sobczak se ve svych pracich soustfed’uje na vyuziti polyesterti k tvorbé konjugati
pravé s fluorochinolonovymi antibiotiky.®*®* V piipadé ciprofloxacinu k pripravé vyuZiva
ROP, kde cyklické estery jako e-kaprolakton (CL) nebo
3,6-dimethyl-1,4-dioxan-2,5-dion (DLLA) zastupuji cyklické monomery. Jako iniciator
reakce je vyuzit PEG, pentaerytrytol (PET), glycerol (GL) nebo dipentaerythritol (DPET).
Vznikaji tak dvou-, tii-, ¢tyf- a Sesti-ramenné hvézdicové kopolymery. Katalyzatorem této
reakce je 2-ethylhexanoat cinaty (SnOct,). CIP (viz Tabulka 1) je na ramena oligomeru
vézéan esterovou vazbou (Obrazek 21).% Studie vychézi jiz z dfive uvedenych experimentt

s norfloxacinem,® dalsim ze skupiny fluorochinolonovych antibiotik.
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Obrazek 21 Ring-opening polymerizace cyklickych esterti a syntéza konjugati polyesterd

s ciprofloxacinem®

Chitosan (poly-D-glukosamin) je ptirodni polymer odvozeny od chitinu. Je to druhy
nejhojnéji se vyskytujici polysacharid po celuldze. Chitosan se vyrabi alkalickou deacetylaci
chitinu.®® Diky dobré biologické odbouratelnosti, biokompatibilité, vykazujici biologické
aktivité a nizké toxicité je vhodny pro vyuziti v medicinalni a farmaceutické oblasti, mimo
jiné také jako nosi¢ léciv. V raznych modifikacich chitosan vykazuje antibakteridlni,
protinadorové ucinky a plsobi jako antioxidant. Mizeme se Snim setkat 1 v souvislosti
s antimykobakteridlnimi lééivy.66 Na chitosan byla vazana antituberkulotika INH, PZA nebo
ethionamid (ETA) prostfednictvim karboxymethylového (O-karboxymethylchitosan) nebo
sukcinylového mustku (N-sukcinylchitosan). Rozpustnost konjugati ve vodé byla zvySena
naslednou fosforylaci volnych hydroxylovych skupin (Obrazek 22). Piipravené konjugaty
byly Gspé$né testovany na antimykobakteridlni aktivitu. Konjugaty testovanych
antituberkulotik s chitosanem vykazovaly proti kmenum M. tuberculosis, M. kansasii,
M. avium shodné¢ MIC 125 pg/ml. Antimykobakterialni aktivita modifikovaného chitosanu
bez substituce antituberkulotiky byla prokazatelné niz§i MIC 62,5 pg/ml (M. tuberculosis,
M. avium) a 31,25 pg/ml (M. kansasii).®®
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Obrazek 22 Konjugaty modifikovaného chitosanu a antituberkulotik INH, PZA a ETA®

Jednim zajimavym ptikladem, kdy byla také uspesné snizena toxicita INH, ktery se
ovSem trochu vymyka zde diskutované polymerni chemii, je i konjugace isoniazidu

s fullerenem (Obrazek 23).°’

Obrazek 23 Struktura konjugétu fulleren-I NH®
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2.5.3 Nova ,nepolymerni“ proléciva

Situace v oblasti 1é¢by tuberkulozy vyplyvajici zdat WHO je alarmujici. Velké
mnozstvi lidi je nakazeno latentni formou TBC, rostouci pandemie HIV nebezpecné zvysuje
pravdépodobnost umrti a Sifi se piipady multirezistentnich forem onemocnéni. Vyvoj novych
antituberkulotik je proto nutnym postupem ke zlepSeni zavazné celosvétové situace v této
oblasti.

Jedna z oblasti vyvoje je zaméfena na modifikaci dnes bézné pouzivanych 1éCiv
(INH68, PZAGQ). Byla napiiklad pouzita Mannichova reakce PZA a formaldehydu
s piperazinem substituovanym riiznymi arylovymi zbytky®® nebo jsou to réiznymi cestami

pripravené hydrazony INH (isonikotinoylhydrazony).%8%"%72

Priklady né€kterych takto nové
modifikovanych 1é¢iv jsou uvedeny na Obrazku 24. Vsechna tato nové vznikajici proléciva
byla testovana in vitro (pfipadné i in vivo) na antimykobakterialni aktivitu proti kmentim

Mycobacterium tuberculosis s vétsi ¢i mensi odezvou.

@ et (SR RS 9 9 o

B C D
Obrazek 24 Struktury novych proléciv INH a PZA;
A% _ isonikotinoylhydrazon,
B%® — Mannichova baze od PZA,
C™— izonikotinoylhydrazon (Nu — dusikaty nukleofil),
D~ hydrazonformamidy (R*,R? — subst. od&erpavajici elektrony

z aromatického systému, napt. halogeny)

Druhym pfistupem je vyvoj zcela novych 1é¢iv. Jednou z nové vznikajicich skupin
latek je skupina salicylanilidu (2-hydroxy-N-phenylbenzamidy), piipadné jejich karbamati™
a dalich derivatd™, u kterych v fadé piipadd byla prokazana antimykobakterialni aktivita.

Zékladni struktury nékterych studovanych molekul jsou zndzornény na Obrazku 25.
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Obrazek 25 Struktury nové se vyvijejicich antimykobakterialnich 1éCiv;
A" - N-(4-alkylfenyl)-n-alkylsalicylanilid (R* — CI, Br, R? — alkyl),
B™- n-chloro-2-(n-alkylfenylkarbamoyl)fenyl alkylkarbamat
(R'-ClI, R* — alkyl, R®— alkyl),

C™ - n-chloro-2-hydroxy-N-[2-(arylamino)-1-alkyl-2-oxoethyl]benzamid

(R'- Cl, R?- Cl, Br, R®*-alkyl)
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2.6 Novy konjugat isoniazidu s a-methoxy-poly(ethylenglykol)-b-
poly(L-lysinem) ([mMPEG-b-PLL]-INH)

Tato prace navazuje na predchozi vyzkum v této oblasti. Bylo vyuzito vyse
popisovanych vlastnosti PEGu jako vhodného polymerniho nosice, vyzkouseného v mnohych
1 zde zminovanych piipadech polymernich prolééiv.5’34'45’61’62 Jako léCivo vazané na
polyethylenglykolovy nosi byl zvolen vyie diskutovany isoniazid.>®

Hydrofilni charakter PEGuU zajiStuje dobrou rozpustnost konjugitu s navdzanym
isoniazidem ve vod¢ a urcuje tak vlastnosti celého konjugatu. K vyuziti blokového
kopolymeru a-methoxy-poly(ethylenglykol)-b-poly[ (N*-benzyloxykarbonyl)-L-lysinu]
(MPEG-b-PLL(Z)) (Obrazek 26) jako polymerniho nosic¢e vedla prace J. U. lzunobi a C. L.
Higginbotham®, ktefi tento kopolymer syntetizovali, charakterizovali a posoudili jeho
vhodnost pro pouziti v biomedicinalni oblasti. Vychazelo se také ze zkuSenosti pracovnik
naseho pracovisté, kteti uskuteCnili syntézu a charakterizaci konjugatu tohoto blokového

kopolymeru PEG-b-PLL s amfotericinem B° (viz odstavec 1.5.3, Obrazek 17).

HsC. O
n H m
HN
o

0

Obrazek 26 Blokovy kopolymer vyuzity jako polymerni nosi¢
a-methoxy-poly(ethylenglykol)-b-poly[(N®*-benzyloxykarbonyl)-L-lysin]
(MPEG-b-PLL(Z))

Vlastnosti celého blokového kopolymeru mPEG-b-PLL jsou ovliviiovany poctem
lysinovych jednotek v kopolymeru. Se vzristajicim poctem lysinovych jednotek
v kopolymeru roste nezadouci peptidicky charakter, ktery je spojovan s problémy pfi
zpracovani produktu. Bude proto nutné navrhnout idealni pocet jednotek lysinu

v MPEG-b-PLL a pfizptsobit tomu podminky reakce.
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K navézani reaktivni molekuly isoniazidu na volné e-NH; skupiny lysinovych jednotek

biokompatibilniho kopolymeru byla zvolena ,,.CH spojka«’®"""

zrealizovand pomoci
diethoxymethylacetatu (DEMA). Schéma syntézy isonikotinoyl hydrazonu shadno
dostupného =z isoniazidu pomoci DEMA jako dobrého syntonu -CHOEt fragmentu je

vyobrazeno na Obrazku 27.

| O. _OCH,CH |
+ \( 2 3

O OCH,CH
oA - NH2 2-Hs o7~ N OCHCH;

H H
Obrazek 27 Syntéza ethyl isonikotinoylhydrazonoformatu (EINH)™

Pii syntéze se vychdzelo se zpraci skupiny okolo A. Imramovského a E.

o . 70,71,72
Vaviikové,

kterd pomoci této spojky modifikovala a nésledné otestovala
antituberkulotika INH, PZA a dalsi. Na Obrazku 28 jsou znazornény struktury takto
modifikovaného INH. Jednd se o slouceniny vzniklé substituci ethoxyskupiny EINH
dusikatymi nukleofily. Na ptikladech uvedenych na Obrazku 28 se jednd konkrétné o
nukleofily jako je p-aminosalicylova kyselina, ciprofloxacin a druha molekula INH. V takto
piipravenych latkach je INH a dusikaty nukleofil spojen =CH- skupinou (,,CH spojka“). Testy
byla potvrzena vyssi lipofilita ve srovnani s INH a PZA, coz znaci efektivnéjsi transport pies
bunééné membrany. Uvolnéni INH z proléciv, se uskuteciiuje hydrolytickou degradaci spojky.

N

N

o)
» IN\ chow
H =
A NN OH 9 Q\I N
H S e A
COOH H

N N
| T
= N
No N
O~ N X N S0
H H

Obrazek 28  Struktury pripravenych prolé¢iv INH s vyuzitim ,,CH spojky*"
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Stabilita nejvice aktivni slouceniny, viz Obrazek 29, byla studovana pomoci UV/vis
spektroskopie pfi 37 °C a koncentraci 5-10° mol-I* na naSem pracovisti. M&feni byla
provedena ve vodnych roztocich HCI, KOH a vhodnych pufrech v rozsahu pH 2 — 13. Tato
sloucenina je stabilni pfi neutralnim pH, pomalu hydrolyzuje pfi niz§im pH. Vykazuje in vitro
taktéz stejny inhibi¢ni u¢inek na M. tuberculosis jako standard INH a je vice aktivni proti
kmenu M. kansasii (MIC M. tuberculosis 1 pmol-1", M. avium 250 pmol-I™, M. kansasii 62,5

umol-1™, klinicky izolovany kmen pfimo od pacienta M. kansasii 8 pmol-I™)."

Br
N F
| N
9
N NH
O H N\

Obrazek 29 Nejvice aktivni sloucenina z fady testovanych proléciv INH

N-(4-brom-3-fluorphenyl)-N"-(pyridin-4-ylkarbonyl)hydrazonoformamid™
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2.7 Navrh syntetické cesty konjugatu [MPEG-b-PLL]-INH

Konjugat [MPEG-b-PLL]-INH bude piipraven z mPEG-b-PLL a INH. V prvnim
stupni bude reagovat piipraveny mPEG-NH; s pfipravenym L-Lys(Z)-NCA. Bude nasledovat
deprotekce vzniklého blokového kopolymeru mPEG-b-PLL(Z) a navazani INH.

2.7.1 Priprava mPEG-NH: (2)

K syntéze konjugatu byl vybran mPEG-NH; M = 5000, ktery se pfipravi tfistupiiovou

syntézou z mPEGu. Jeho piiprava je popsana V literature® (Schéma 1).

[ ] O]
.0 OH CH3SO,CI P O

HsC ~" 0 E/ 392 HaC O{\Aoﬁ //S/\CHg + HCI

) ’ @)

1 o 0
O\-\/\ ] O< L ®O o) N

HsC™ o[> "s._..  * KN HaC™ o

L lia g CHs 112 o)

O

e} o
NH NH
o) N 2° 74 e NH
112 'e) 112
2 O

Schémal  Ttistupnova syntéza a-methoxy-w-amino-poly(ethylenglykolu) (2)
z a-methoxy-poly(ethylenglykolu) (1)
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2.7.2 Priprava L-Lys(Z)-NCA (4) a nasledna syntéza mPEG-b-PLL(Z) (5)

4794930 Byl navrzen postup

Syntéza mPEG-b-PLL(Z) je popisovana v literatuie
z literatury vychazejici a v nékterych fazich upraveny (Schéma 2). Cilem bude optimalizovat
piipravu kopolymeru tak, aby bylo mozné ptipravit kopolymer s riiznym poctem lysinovych

jednotek (n).

/Cbz /Cbz
HN HN
e} O
H,>N
N A, A
(0]
cocl, o~ MPEG-NH, Py y
THE DMF mPEG H n NH2
(@] (0]
/NH NH
NH
/
3 4 5Cbz

Schéma 2 Syntéza
a-methoxy-poly(ethylenglykol)-b-poly[(N*-benzyloxykarbonyl)-L-lysinu)] (5)
z N®benzyloxykarbonyl-L-lysinu (3) pies N®benzyloxykarbonyl-L-lysin
N-karboxyanhydrid (4-(4-benzyloxykarbonylaminobutyl)oxazolidin-2,5-dion)
(4)

Cbz - benzyloxykarbonylova chranici skupina, v textu znacena (Z)
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2.7.3 Deprotekce mPEG-b-PLL(Z) (5)

Jako optimalni zpisob deprotekce se jevi hydrogenol;'/za,10 piipadné bude navrzen

vlastni zptsob deprotekce &-NH; skupiny v mPEG-b-PLL(Z) (5) a optimalizovany jeho

podminky (Schéma 3).
/Cbz /Cbz
HN HN H,N H,N
mPEG™ N NH, mPEG™ N NH,
H n H n
o] 0 o) o)
NH NH,
5 / 6
Chz

Schéma 3 Deprotekce
a-methoxy-poly(ethylenglykol)-b-poly[(N*-benzyloxykarbonyl)-L-lysinu] (5)

Cbz - benzyloxykarbonylova chranici skupina, v textu znacena (Z)

46



2.7.4 Syntéza konjugatu [mPEG-b-PLL]-INH (7)

Posledni stupen syntézy, tvorba samotného konjugatu (7), je inspirovan v literatufe

«07TL72  podminky celé reakce budou

popisovanymi reakcemi tvorby ,,CH spojky
optimalizovany pro konkrétni pouzité reaktanty. Jako dusikaty nukleofil bude pouzit blokovy
kopolymer. Skupina =CH- by tedy méla v idealnim piipadé spojovat molekulu INH se vSemi
volnymi &-NH; skupinami a jednou a-NH; skupinou na posledni lysinové jednotce
v MPEG-b-PLL (6) tak, aby nezbyly zadné volné aminoskupiny, které by mohly vyrazné
ovlivitovat chovani celého konjugatu. Vysledkem by tedy mél byt konjugat se vSemi
jednotkami lysinu obsazenymi isoniazidem.

Ke konjugaci INH na mPEG-b-PLL bude pfistupovano dvéma zpusoby. Prvni cestou
bude dvoustupniova syntéza, kde je v prvnim stupni ptipraven EINH (Schéma 4) dle postupu
uvedeném v literatute’®, izolovan a charakterizovan. V druhém stupni bude uvazovéna
substituce ethoxyskupiny EINH &-NH, (ptip. a-NHy) skupinami lysinu (Schéma 5). Reakce
bude provedena v acetonitrilu, reakéni doba a podminky reakce budou optimalizovany tak,

aby bylo dosazeno plného obsazeni volnych &-NH; skupin INH.

N N
» »
O._OCH,CHj
. - \OrCH CH 9
-NH © 2-7s .N_OCH,CH
'e) H 2 19 H N4 2 3

Schéma 4 Syntéza ethyl isonikotinoylhydrazonoformatu (EINH)
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Schéma 5 Syntéza konjugatu isoniazidu

N
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{

7N 7R

O \H © NH
] N

H
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N

s a-methoxy-poly(ethylenglykol)-b-poly(L-lysinem) (7) reakci
a-methoxy-poly(ethylenglykol)-b-poly(L-lysinu) (6) s EINH

Druhou moznou syntetickou cestou je tvorba konjugatu reakci mPEG-b-PLL, DEMA

a INH v jedné reak¢ni smési (Schéma 6). Reakce bude provedena v acetonitrilu, reakéni doba

a podminky reakce budou optimalizovany tak, aby bylo dosazeno plného obsazeni volnych

e-NH; skupin INH.

H,N H,N
N\
H 2 | 7
N N -
mPEG™ N A NH® g NHe
o
NH,

Schéma 6 Syntéza konjugatu isoniazidu

7 7N

O™ NH © 'NH

) 7
HN HN
=
RS LK R
mPEG™ N NN x
o M no M 0
NH
{

HN
o

/

\
N

s a-methoxy-poly(ethylenglykol)-b-poly(L-lysinem) (7) v jednom kroku
(INH — isoniazid, DEMA — diethoxymethylacetat)
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3 Cile prace

Cilem této diplomové prace bylo provést literarni reSerSi vyznamu polymernich
proléciv se zaméfenim na cilené konjugaty poly(ethylenglykolu) s antimikrobialn¢ u¢innymi
1é¢ivy a proléciva antimykobakterialné ¢innych molekul.

M¢éla byt provedena syntéza, izolace a charakterizace blokového kopolymeru
a-methoxy-poly(ethylenglykol)-b-poly[(N*-benzyloxykarbonyl)-L-lysinu] s riznym poctem
navazanych jednotek lysinu. Dale bylo tikolem provedeni syntézy, izolace a charakterizace
cileného konjugatu proléciva isoniazidu s ptipravenym blokovym kopolymerem a-methoxy-
poly(ethylenglykol)-b-poly(L-lysinem). Na zavér méla byt zjisténa stabilita téchto konjugati

ve vodnych prostiedich s riznym pH.
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4 Experimentalni ¢ast

4.1 Celkové reakéni schéma pripravy konjugatu [mPEG-b-PLL]-INH

Cbz Chz
/ /
HN HN
o) (0]
HoN )k
OH HN™ o
H T
MPEG-NH, 2
- N N
© mPEG™ N NH,
H n
O O
/NH NH
Cbz CbZ
NH
3 4 5 /
Cbz
L-Lys(Z) L-Lys(Z)-NCA kopolymer mPEG-b-PLL(Z)
N
I N /N
O~ \H O NH
N, N,
] ) HoN H,N
HN HN
H Q H Q /— H T
_N N ~ N N . INH _N N
mPEG N N"SN-N Y =————  mPEG N NH,
o H no H H o H no
NH
7 \& 6 NH;
N
HN o
\
\ /
konjugat [mPEG-b-PLL]-INH kopolymer mPEG-b-PLL

Schéma 7 Celkové reakéni schéma Ctyfstupniové syntézy konjugatu [MPEG-b-PLL]-INH

Cbz - benzyloxykarbonylova chranici skupina, v textu znacena (Z)
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4.2 Metody a material

Rozpoustédla, ¢inidla a jiné chemikalie pouzité K syntézam byly zakoupeny od
vyrobctt  Sigma-Aldrich, Merck, AcrosOrganics nebo Lach-Ner CZ. Vsechna komer¢ni

rozpoustédla byla pouzita bez dalsi Gpravy.

4.2.1 NMR spektroskopie

'H a BC NMR spektra byla métena na pristroji Bruker AVANCE 500 pfi frekvencich
500,13 MHz (*H) a 125,77 MHz (*C). Protonova spektra byla kalibrovana na interni
hexamethyldisiloxan (8(*H) = 0,05 ppm) a na stfedovy signal multipletu rozpoustédla. Pro
méfeni byly pouzity roztoky zkoumanych latek v hexadeuterovaném dimethylsulfoxidu
(DMSO-dgs) nebo deuterovaném chloroformu (CDCl3). Chemické posuny oH a J6C byly
vztazeny ke stiedu signalu multipletu rozpoustédla (DMSO-ds: 6H = 2,50 ppm; 6C = 39,43
ppm; CDCI3: 6H = 7,26 ppm; 6C = 77,00 ppm). **C NMR spektra byla mé&fena standardnim

zpusobem s Sirokopasmovym dekaplinkem protoni a pulzni sekvenci APT.

4.2.2 Gelova permeacni chromatografie

Pro uréeni indexu polydisperzity PD polymeri 5, 6, 7 byla pouzita gelova permeacni
chromatografie (GPC). Méfeni bylo provedeno na pfistroji Polymer Laboratories model PL-
GPC 050 s RI detektorem, s dvéma kolonami PL gel 5 pm MIXED-C, 300 x 7.5 mm (Agilent
Technologies). Kolony byly nejprve okalibrovany pomoci polystyrenovych standardii. Jako
mobilni faze byl pouzit THF s pratokem 1 ml-min™. Analyza probihala pfi teploté 25 °C.

4.2.3 Rentgenova praskova difrakce

Pro naméfeni difraktogrami byl vyuZzit difraktometr D8 Advance (Bruker AXS,
Némecko) pro rentgenovou difrakéni analyzu pevnych krystalickych latek (Cu Ko, A = 1,5418
A) s Bragg-Brentano 0 - 6 goniometrem (radius 217,5 mm), ktery je vybaveny grafitovym
monochromatorem a Na(Ti)I scintilaénim detektorem. Analyza byla provedena pfi laboratorni

teploté od 2 do 65° (28) v kroku 0,02° s ¢ekaci dobou 10 s/krok.
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4.2.4 Ostatni analyzy

Elementarni analyzy byly provedeny na piistroji EA 1108 CHN firmy Fisons
Instruments.

Infracervena spektra (IC) byla méfena v pevné fazi na piistroji FT-IR-Perkin Elmer
Spectrum BX s ATR modulem (ZnSe krystal) v rozsahu 650 — 4000 cm ™.

Body tani byly stanoveny na pfistroji Melting Point B-545 (Buchi, Némecko).

4.2.5 Méreni stability konjugatu pomoci vysokoucinné kapalinové

chromatografie

Analyza vysokouc¢inné kapalinové chromatografie (HPLC analyza) nebyla provedena
na naSem pracovisti. Byla zrealizovana na pfistroji Schimadzu (Tokio, Japonsko), ktery se
sklada ze dvou vysokotlakych pump LC-10ADVP, odplyinovace mobilni faze DGU-14A,
systémové fidici jednotky SCL-10AVP a spektrofotometrického UV/vis detektoru s diodovym
polem SPD-M10AVP. Vlastni separace probihala na koloné¢ LiChroCART® 125 x 4 mm s
naplni LiChrospher® 100 RP-18e 5 um, Merck (Darmstadt, Némecko), chranéné
ptedkolonkou (4 x 3 mm L.D.) s néplni C18, Phenomenex (Torrance, CA, USA). Sestava byla
pripojena k datové stanici vybavené programem LabSolutionVer3, Shimadzu (Tokio,
Japonsko). Byl pouzit gradient mobilni faze acetonitril:voda, pritok 0,5 ml'min™. Vzorky
byly temperovany na 37 °C. Detekce byla provedena pii vinové délce 263 nm.

Roztok mé&feného konjugatu (40ul, 23,5 mg-ml™) byl nastfiknut do roztoku (2 ml)
pufru s hodnotou pH 7,4; (fosfatovy pufr, 1-10™ mol-1™%); pH 4 (acetatovy puft, 2-10™" mol-1™%).

Koncentrace isoniazidu byla zaznamenavana pii 37°C prubézné béhem 20 - 24 hodin.
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4.3 Jednotlivé stupné syntézy
4.3.1 Tristupnova syntéza a-methoxy-w-amino-poly(ethylenglykolu) (2)31

. Reak¢ni schéma a tabulka piipravy mPEG-OMs
0 OH  CH4S0,Cl 0 o2
H3C o HsC”™ o] S + HCI
112 112 o CHj3
1

mPEG-OH CH3802C|2 mMPEG-0OS0O,CHj3

M [g/mol] 5000 115 5000

n [mmol] 5 435 5
m [g] 25 - 25
V [mlI] - 34 -

p [9/cm®] - 1,48 :

Il.  Reak¢ni schéma a tabulka pfipravy mPEG-NHPhtal

o o)
0
/O O\/ [SXS)
HsC {\Aoi\/ ,,S/\ + K N — ch/o{\ﬂoiw'\'
12 ¢ CHs 112 0
o)

MPEG-OSO,CH;  ftalimid-K ~ mPEG-NHPhtal

M [g/mol] 5000 185 5000
n [mmol] 1 32,5 1
m [g] 26 16,0 26

1. Reakéni schéma a tabulka ptipravy mPEG-NH;

e} O
NoH NH
.0 N 24 _0 NH
H3C Voi\/ —>EtOH H3C Voi/\/ 2 4 NH
112 o) 112

2 O
MPEG-NHPhtal NoH4 MPEG-NH;
M [g/mol] 5000 32 5000
n [mmol] 5 130 5
m [g] 25 - 25
V [ml] - 4 -
p [g/em’] - 1,03 -
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Postup:

a-Methoxy-poly(ethylenglykol) (1) (25 g; 5 mmol) byl rozpustén v toluenu (150 ml)
v 500 ml bance pod stalym natokem dusiku. Toluen byl oddestilovan. Tento postup se opakuje
na zacatku vSech tii krok syntézy. Do reakcni smeési byl pfidan methansulfonylchlorid
(34 ml; 435 mmol) a vznikly ¢iry roztok byl zahtivan na 70 °C po dobu 3 dni. Piebytecny
methansulfonylchlorid byl oddestilovan a destilace zopakovana s toluenem (2 x 50 ml).
Obsah banky byl rozpustén v dichlormethanu (30 ml) a vznikly roztok se rychle vlil za
chlazeni ledem do diethyletheru (900 ml). Vznikla sraZenina surového produktu se odsaje
v digestofi na frit¢ a promyje diethyletherem (3 x 100 ml). Produkt se krystalizuje
z isopropylakoholu. a-Methoxy-w-mesyl-poly(ethylenglykol) (26 g; 100 %) byl susen za
vakua pfi laboratorni teploté do bilého prasku.

Po oddestilovani toluenu byl k a-methoxy-w-mesyl-poly(ethylenglykolu) (26 g;
1 mmol) pfidan kalium-ftalimid (16 g; 32,5 mmol). Bylo pfidano 10 ml DMF pro lepsi
promichani reak¢éni smési a vznikla smes byla zahtivana na 70 °C po dobu 3 dnd. Poté byla
smés ochlazena a natfedéna dichlormethanem (390 ml). Vznikla suspenze byla zfiltrovana ptes
fritu a znovu pfes vrstvu celitu (0,5 cm). Filtrat byl odpafen na RVO, rozpustén
v dichlomethanu (50 ml) a vysrazen ptikapavanim diethyletheru (500 ml). Surovy produkt
zfiltrovan a krystalizovan z isopropylalkoholu. a-Methoxy-poly(ethylenglykol)-w-ylftalimid
(26 g; 100 %) byl suSen za vakua pfi laboratorni teploté do bilého prasku.

a-Methoxy-poly(ethylenglykol)-o-ylftalimid (14,5 g, 2,9 mmol) se rozpusti v ethanolu
(60 ml) a pipetou se opatrné ptida hydrazin-hydrat (4 ml). Smés se refluxuje po dobu 5 hodin,
poté se rozpoustédlo a prebytecny hydrazin odpafi na vakuové odparce k suchu. Zbytek se
rozpusti v dichlormethanu (300 ml), ¢imz vznikne jemné suspenze (nerozpustny ftalhydrazid),
ktera se dvakrat zfiltruje ptes fritu S3, pfip. ptes celit (nebo skladany filtr). Filtrat se odpati
Kk suchu, surovy produkt se rozpusti v dichlormethanu (50 ml) a za chlazeni ledem se nalije do
diethyletheru (400 ml). Surovy produkt byl zfiltrovan a krystalizovan z isopropylalkoholu.
Produkt (2) (9,75 g; 67 %) byl susen za vakua pii laboratorni teploté do bilého prasku.
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Charakterizace produktu (2):

'H NMR (400,13 MHz, CDCls): & 2,90 (m, 2H, -CH,-NH,); 3,39 (s, 3H, CH30O-); 3,65
(s, 448H, -(OCH,CH2)n-).

IC (ATR): 2883; 1466; 1359; 1341; 1279; 1240; 1147; 1106; 1060; 961; 947; 841cm™.
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4.3.2 Priprava Ne-benzyloxykarbonyl-L-lysin N-karboxyanhydridu (4)

Reaké¢ni schéma:

e} (@]
"N on HNJ\O
COCl, o
THF
NH NH
3 4
L-Lys(2) COCl;, L-Lys(Z)-NCA
M [g/mol] 280,3 98,9 306,3
n [mmol] 8,9 80,9 8,9
m [g] 2,5 8,0 teor. 2,7

Postup:

N°®-benzyloxykarbonyl-L-lysin (3) (2,5 g; 89 mmol) byl rozpustén v piedem
vysuseném THF (60 ml). Do suspenze bylo za stalého michani pii laboratorni teploté
postupné piidavan fosgen (5 g; 50,5 mmol). Reakéni smés se ohtala na 40 - 45 °C. Po hodiné
a prifouknuti postupné jesté¢ dalsiho fosgenu (3 g) se suspenze rozpustila a reakce byla
ukoncena. Po vychladnuti byla reakéni smés asi na % svého objemu odpafena na RVO.
Surovy produkt byl rozpustén v ptedem vychlazeném ethylacetatu (70 ml) a protfepan taktéz
piedem vychlazenym 5% roztokem hydrogenuhli¢itanu sodného (40 ml). Organicka faze byla
odd€lena a vysuSena bezvodym siranem sodnym. Odpatfenim rozpoustédla do sucha za
snizeného tlaku ziskame bilou krystalickou latku (4) (2,7 g, 100 %). Ziskany produkt byl

ihned pouzit v dal$im stupni syntézy.
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Charakterizace produktu (4):
bod tani: 99-101 °C (lit.? 98 — 99 °C)
'"H NMR (400,13 MHz, CDCl3) &: 1,27 — 1,54 (m, 4H, >CH-CH,CH,-); 1,80 — 1,93 (m, 2H,
-CH,CH2-NHCO-); 3,20 (m, 2H, -CH,CH,-NHCO-); 4,26 (m, 1H, >CH-CH,-); 5,10 (s, 2H,
CsHs-CH,-OCO-); 7,36 (m; 5H, CsHs-CHy-).
3C NMR (100.62 MHz, CDCls) &: 21,0; 28,7; 30,5; 39,8; 57,1; 66,5; 127,6; 135,9; 152,2;
156,5; 169,7.
elementarni analyza pro C;5H1gN,Os:

vypocteno C58,82; H5,92;: N 9,15

nalezeno C 58,88; H5,93; N 9,17
IC (ATR): 3339; 2938; 2874; 1855 (O=C-O-C=0); 1808 (O=C-O-C=0);
1773 (O=C-O-C=0); 1744 (O=C-0O-C=0); 1686 (NH-CO-0); 1530; 1454; 1370; 1318; 1285;
1259; 1140; 1012; 940; 748; 694 cm™,
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4.3.3 Priprava
a-methoxy-poly(ethylenglykol)-b-poly[(N:-benzyloxykarbonyl)-L-lysinu] (5)

Reak¢ni schéma:

Cbz Cbz
/ /
HN HN
Ji§
HN™ O
o}
o~ MPEG-NH Py H
DME mPEG H n NH,
NH
Cbz
NH
4 5Cbz/
L-Lys(Z)-NCA  mPEG-NH, mMPEG-b-PLL(Z)
M [g/mol] 306 5000
n [mmol] 8,9 0,7 8,9
m [g] 2,7 3,4

Postup:

N®-benzyloxykarbonyl-L-lysin N-karboxyanhydrid (4-(4-aminobutyl)oxazolidin-2,5-
dion) (4) (2,7 g; 8,9 mmol) byl rozpustén za michani v DMF (30 ml) pod N, atmosférou ve
250 ml bance. a-Methoxy-m-amino-poly(ethylenglykol) M,, = 5000 (3,4 g; 0,68 mmol) byl
rozpustén v dimethylformamidu (DMF) (50 ml) a pfidan do reakéni smési. Reakéni smés byla
michana 10 minut za laboratorni teploty a poté 17 hodin zahfivana na olejové lazni za stalého
michani pod natokem N, na 40 °C. Reakce byla ukon¢ena a DMF byl odpafen na RVO do
Zlutého gelu. Surovy produkt byl rozpustén v CHCIl; (70 ml) a vysrazen pomalym
ptikapavanim diethyletheru (210 ml) z dé€licky za stalého michani a chlazeni v ledové lazni.
SraZzenina byla poté vymichavana asi 1,5 hodiny a ponechana 20 hodin v chladu. Surovy
produkt (5) byl nasledné zfiltrovan rychle ptes Biichnerovu nalevku, promyt diethyletherem
(3 x 20 ml) a susen za vakua pii laboratorni teploté. Produkt (4,94 g) byl ziskan ve formé

bilych Supinek.
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Charakterizace produktu (5):
'H NMR (400.13 MHz, DMSO-dg): & 1,25 — 1,60 (m, 66H, >CH-CH,CH,CH,-); 2,94 (m,
22H, -CH,CH,-NHCO-); 3,24 (s, 3H, CH30-); 3,51 (s, 448H, -(OCH.CHy),-); 4,43 (m,11H,
>CH-CH,CH,CH,-); 4,97 (s, 22H, C¢Hs-CH,-OCO-); 7,33 (m; 55H, CsHs-CH-).
3C NMR (100.62 MHz, DMSO-dg): & 23,2; 29,8; 36,4; 39,1; 58,7; 65,8; 70,4; 71,9; 73,0;
128,9; 137,9; 156,7; 172,1.
Dle vyhodnoceni *H NMR spektra byl pocet lysinovych jednotek stanoven na n = 11.
Molekulova hmotnost vypocétena na zakladé tohoto poznatku je MW =7 889 g-mol 1
vytézek 4,94 g; 92 %
elementarni analyza pro CsgiHgssN230146:

vypocteno C57,97: H8,36; N 4,08

nalezeno C 57,86; H 8,27; N 4,10
IC (ATR): 2878; 2860; 1689 (NH-CO-0); 1624 (NH-CO-CH); 1540; 1466; 1342; 1278;
1240; 1105; 962; 841; 737; 695 cm™.
Mw/M,, = 1,29.
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4.3.4 Priprava a-methoxy-poly(ethylenglykol)-b-poly(L-lysinu) (6)

Reak¢ni schéma:

Chz Chz

pdun

/ /
HN HN
mPEG™ N 3 ONH, TFA . mPEG™ N N ONH,
o H 0 o 0
NH
5 /

NH,
Chbz 6
MPEG-b-PLL(Z) TFA mMPEG-b-PLL

M [g/mol] 7 889 114
n [mmol] 0,54 0,54 0,54

m [g] 4,3 -

V [ml] - 40 ;
p [g/em’] - 1,54 -

Postup:

a-Methoxy-poly(ethylenglykol)-b-poly[(N®-benzyloxykarbonyl)-L-lysin] (5) (4,3 g;
0,54 mmol) byl rozpustén v kyseliné trifluoroctové (TFA) (40 ml) a 25 hodin michan za
laboratorni teploty. TFA byla opatrné¢ odpafena na RVO. Vznikly nazloutly gel byl tiikrat
promyt dichlormethanem (60 ml) a znovu odpafen. Surovy produkt byl rozpustén
v chloroformu (30 ml) a za stalého michani postupnym piikapavanim srazen diethyletherem
(130 ml). Srazenina byla vymichavana asi 1,5 hodiny a nechana 20 hodin v chladu. Druhy den
byla zfiltrovana a promyta diethyletherem (3 x 20 ml). Produkt (6) (2,7 g) ve form¢ bilé pevné

latky byl susen za vakua pfi laboratorni teploté.
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Charakterizace produktu (6):

'H NMR (400.13 MHz, DMSO-dg): & 1,25 — 1,62 (m, 66H, >CH-CH,CH,CHy-); 2,76 (m,
20H, -CH,CH2-NH); 2,96 (m, 2H, -CH,CH,-NHCO-); 3,24 (s, 3H, CH30-); 3,51 (s, 448H,
-(OCH,CHa)n-); 4,23 (m, 11H, >CH-CH,CH,CH>-); 5,00 (s, 2H, CgHs-CH,-OCO-); 7,34 (m;
5H, CgHs-CHy-).

C NMR (100.62 MHz, DMSO-dg): & 22,9; 31,3; 32,0; 52,9; 58,7; 60,9; 70,4; 71,9; 73,0;
172,2.

Dle vyhodnoceni *H NMR spektra byl pocet lysinovych jednotek stanoven na n = 10.
Molekulova hmotnost vypodtena na zéklads tohoto poznatku je MW = 6 415 g-mol™.
vytézek 2,7 g; 79 %

IC (ATR): 2942; 2934; 2874; 2861; 1696; 1684; 1670; 1654; 1648; 1636; 1624; 1541; 1466;
1341; 1279; 1240; 1106; 961; 841; 720 cm™.

M/M, = 1,27.
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4.3.5 Priprava konjugatu
isoniazidu s a-methoxy-poly(ethylenglykol)-b-poly(L-lysinem) (7)

N N
O=\H O™ \H
N N

Reak¢ni schéma:

\
i /
HzN HoN HN HN
H Q H H QH _H ~ N
mPEG™ N NH, —>DEMA’C'NH MPEG— N N NN NN
o " o MecN o H no H o)
s N <NH .
N
HN
}\I /
mPEG-b-PLL DEMA INH [MPEG-b-PLL]-INH
M [g/mol] 6 415 162 137
n [mmol] 0,08 4,15 4,15 0,08
m [mg] 500 - 570
V [ul] - 675 - -
p [o/em®] - 0,097 ; )
Postup:

a-Methoxy-poly(ethylenglykol)-b-poly(L-lysin) (6) (0,50 g; 0,083 mmol) byl
rozpustén v acetonitrilu (30 ml) pti teploté 55 °C a byl ptidan DEMA (675 pl; 4,15 mmol). Po
0,5 hodiné byl pii stejné teploté piidan Vv acetonitrilu (57 ml) rozpustény isoniazid (0,57 g;
4,15 mmol). Reakéni smés byla michana 1,5 hodiny pti 55 °C a 21 hodin pfi laboratorni
teploté. Vznikly zakal v reakéni smési byl po ukonceni reakce odsttedén (4,5 min; 4 000 ot/s)
a izolovan. Ciry zluty roztok odpafen na RVO do Zlutého gelu. Surovy produkt rozpustén
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v CHCI3 (12 ml) a srazen postupnym piidavanim diethyletheru (38 ml) za intenzivniho
chlazeni a michani. Srazenina byla vymichavana 1,5 hodiny a nechana pies noc v chladu.
Srazenina byla zfiltrovana pies fritu pod natokem N, promyta diethyletherem (3 x 50 ml)
a suSena ve vakuu pii laboratorni teplotd. Uplné nevysuseny surovy produkt pii kontaktu se
vzdusnou vlhkosti gelovati a lepi. Krystalizace byla provedena z isopropylalkoholu (25 ml).
Po diikladném vysuseni je produktem (7) bilozluta pevna latka (0,29 g).

Charakterizace produktu (7):

'"H NMR (400.13 MHz, DMSO-dg): & 1,27 - 1,60 (m, 48H, >CH-CH,CH,CH,-); 2,75 (m,
2H, -CH,CH,-NHy); 3,24 (s, 3H, CH30O-); 3,51 (s, 448H, -(OCH2CH,),-); 4,21 (m, 8H,
>CH-CH,CH,CH,-), 4,99 (s, 2H, C¢Hs-CH,-OCO-); 7,33 (m; 5H, CgHs-CH,-); 7,86 (m, 10H,
-CsHyH2N); 8,76 (m, 10H, -CsHoHoN).

3C NMR (100.62 MHz, DMSO-dg): & 23,2; 27,3; 39,5; 58,7; 60,8; 70,4; 71,9; 73,0; 116,3;
119,3; 122,2; 128,5; 150,9; 159,2.

Dle vyhodnoceni *H NMR spektra byl pocet lysinovych jednotek stanoven na n = 6. INH je
navazano na Ctyfech z nich a jeden INH na o-NH; skupiné. Jedna e-NH; skupina je stale
chranénd a jedna ziistala pravdépodobn¢ volna.

Molekulova hmotnost vypoétena na zakladg téchto poznatki je MW = 6 648 g-mol™.
vytézek 290 mg; 53 %

UVNis (CH30H): A nax (nm) 312.

M./M, = 1,16.
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5 Vysledky a diskuze

Ctyfstupiiovou syntézou byl piipraven blokovy kopolymer mPEG-b-PLL (6) a volné
aminoskupiny lysinovych jednotek byly obsazeny molekulami isoniazidu.

V prvnim stupni byl pfipraven mPEG-NH; (2), jehoz struktura byla ovéfena pomoci
'H NMR spektroskopie. V *H NMR spektru &istého mPEG-NH, se nesmi objevovat signaly
vodika ftalimidu & 7,70 ppm (-N(C=0),CsH,H,, 2H) a & 7,82 ppm (-N(C=0),CsH.H,, 2H)
z predchoziho stupné syntézy.

Byl piipraven L-Lys(Z)-NCA (4), ktery byl ihned pouzit do nasledujiciho stupné.
Uspé$nost polymerizace NCA je mozno mimo jiné dobfe zjistit porovnanim IC spekter. V IC
spektru mPEG-b-PLL(Z) dojde k vymizeni vyraznych signald vibracnich pasem O=C-O-C=0
skupin typickych pro L-Lys(Z)-NCA (1855; 1808; 1773; 1744 cm™).

Samotna ptiprava blokového kopolymeru mPEG-b-PLL(Z) (5) byla provadéna v
rizném molarnim poméru vychozich latek L-Lys(Z)-NCA a mPEG-NH, (M = 5000).
S rostoucim molarnim pomérem n(L-Lys(Z)-NCA)/n(mPEG-NH,) rostl pocet jednotek lysinu
v kopolymeru. Z provedenych experimentti byl vyhodnocen optimalni pocet jednotek lysinu
v kopolymeru na 6 - 13. Pfilis mnoho jednotek v fetézci zpusobuje zménu vlastnosti
kopolymeru a zplsobuje komplikace pii izolaci. Minimum vychazi z pfedpokladu, kolik
molekul isoniazidu v konjugatu by optimalné meélo byt navazano. V piipadé zachovani
podminek reakce a pouzitych vychozich latek lze tuto zavislost dobife zobecnit. Tuto
skute¢nost vyjadiuje Tabulka 2, ve které jsou zvyraznény kopolymery odpovidajici
uvedenym pozadavkim a které byly pouZzivany do dal$ich reakénich kroki.

Pocet jednotek u ptipravenych kopolymert byl odhadovan z integralnich intenzit (1)
charakteristickych signald v 'H NMR spektrech mPEG-b-PLL(Z) integrovanych na signal
-(OCH2CHa)n- & 3,51 ppm s integralni intenzitou | = 450,00. Vzorky na NMR analyzy byly
pfipravovany pro vSechny latky ve stejné koncentraci (25 mg vzorku v 1 ml DMSO).

Charakteristickymi signaly mPEG-b-PLL(Z) jsou 6 2,94 ppm (-CH,CH,-NHCO-, 2H),
4,95 ppm (CgHs-CH,-OCO, 2H) a 7,33 ppm (CgHs-CHy-, 5H). Podilem integralni intenzity
signalu a poctu vodikl, ktery tento signdl tvofi, ziskdme pocet lysinovych jednotek
Vv blokovém kopolymeru mPEG-b-PLL(Z). Nazorné je vSe vyjadieno v Tabulce 3 a na
Obrazku 30, kde jsou dilezité signaly pro vypocet dobie vidét.
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Tabulka 2

Zavislost poctu lysinovych jednotek v mPEG-b-PLL(Z) na molarnim poméru

vychozich latek
n(L-Lys(Z)-NCA) n(mMPEG-NH,) n(L-Lys(Z2)-NCA)/  pocet jednotek Lys
C. EXp. [mmol] [mmol] n(MPEG-NH,) v mPEG-b-PLL(2)
1 3,26 0,17 20,0 19
2 1,79 0,17 10,5 11
3 0,34 0,17 2,0 2
4 3,52 0,18 19,6 21
5 1,99 0,18 111 13
6 0,33 0,18 1,8 2
7 1,63 0,08 20,0 20
8 11,40 1,14 10,0 9
9 8,89 0,68 13,0 11
10 8,89 0,68 13,0 11
Tabulka3  Pocet lysinovych jednotek v mPEG-b-PLL(Z) vypoéteny z integralnich intenzit
(1) charakteristickych signalé v *H NMR spektru
e CH,CH;NHCO- (2H)  CgHe-CH,-0CO- (2H) - Cshs-CH,-OCO- (5H) | pc)ioéetk
Slopml 1 Sfppm] | sppm) 1| M
1 2,94 33,79 4,95 38,15 7,17-7,35 114,24 19
2 2,94 23,79 4,95 23,22 7,26-7,33 65,04 11
3 2,95-2,96 4,79 5,00 3,81 7,23-7,36 10,48 2
4 2,94 43,83 4,95 40,49 7,26-7,31 115,11 21
5 294-296 31,40 4,95 26,80 7,26-7,33 80,26 13
6 2,96 3,93 5,00 4,47 7,31-7,38 10,35 2
7 2,94 33,81 4,98 40,39 7,25-7,36 105,17 20
8 2,94 18,81 4,97 18,90 7,26-7,33 50,54 9
9 2,94 23,23 4,96 22,89 7,16-7,34 61,82 11
10 2,95 21,3 4,95 21,30 7,26-7,36 55,9 11

65



o~ N
M~ oN
MmN NN

W

™ ™
- <

—2.944

—4.993
~~4.949

|
! [ | ¢
kopolymer(Z) 7 ‘ k(J[%olymer(Z) 3 H
-20 jt;?potek Lys ‘ ‘ - %iefinotky Lys M
)/ / I A I
— p — e | J Vi - MU

74 7.2 7.0 6.8 6.6 6.4 6.2 6.0 5.8 5.2 5.0

‘l\
-

-

C(LIECHZOCO- : CGHSCLIZOCO-
: |
kopolymer(Z) 8
- 9/jednotek Lys j
75 7.0 6.5 6.0 5.5 5.0 4.5 4.0 3:5 3.0 2.5 2.0 1.5 ppm
|
‘31 8 g g |z g 3
(=] (2] =] 2] c:_ﬁ Sr)
5HI* 2HIT 2

Obrazek 30 Ukazky 'H NMR spekter mPEG-b-PLL(Z) s riiznymi poéty lysinovych
jednotek

Dal§im stupném syntézy byla deprotekce chranénych e-NH; skupin lysinovych
jednotek v molekule 5. Nejprve bylo provedeno mnozstvi neuspéSnych experimentt
hydrogenolytické deblokace, at’ uz za pusobeni vodiku balonkovou technikou za normalniho
tlaku a teploty nebo v autoklavu za tlaku 20 bar. Jako katalyzatoru bylo pouzito palladia na
aktivovaném uhli (Pd-C 5%). Benzyloxykarbonylova chranici skupina (Z) nebyla odstranéna
z &-NH; skupin lysinovych jednotek v mPEG-b-PLL(Z) u zadné, nebo jenom u jedné az dvou
skupin. Po neuspésnych experimentech deprotekce hydrogenolyzou bylo k deprotekci vyuZzito
acidolyzy pomoci TFA. Deprotekce touto metodou vykazovala jiz po 5 hodindch ztratu 5
chréanicich skupin, po 25 hodinach potom nastava deblokace tiplna, pficemz nedochdzelo ke
Stépeni polyethylenglykolového fetézce. V nékterych ptipadech byla jedna chranici skupina
zachovana.

Zcela odchranéné lysinové jednotky neposkytuji v'H NMR spektrech signaly
benzylové skupiny & 4,95 ppm (-O-CH2-CgHs, 2H) a 7,33 ppm (-O-CH,-C¢Hs, 5H). Signal
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0 2,94 ppm (-CH2-NH-CO-, 2H) je u odchranénych lysinovych jednotek nahrazen signalem
-CHy- skupiny vedle nové vznikajici volné aminoskupiny (-CH,-NH; 2H) s chemickym
posunem & 2,75 ppm. Porovnanim integralnich intenzit téchto signalti lze odhadovat pocty
chranénych a volnych jednotek. V Tabulce 4 a na Obrazku 31 je nazorné ukazan ucinek

deprotekce.

Tabulka 4 Ptehled ucinku deprotekce u mPEG-b-PLL(Z)

C6H5-%2ﬂl_%)-OCO- C6ﬂ5'%5|'||_|2)'OCO' -CHZC(%gHI\)IHCO- -CHz((é?E)ZN H, poet jednotek
) | ) | ) | ) I chranénych  volnych
pred deprotekci 4,95 1854 7,33 5199 294 18,81 - - 9 0
hydrogenolyza 4,95 18,42 7,33 5436 294 17,95 - - 9 0
acidolyza5hod 495 886 7,33 2963 294 1043 275 742 5 4
acidolyza 25 hod - - - - 2,94 1,32 2,75 1580 0-1 8-9
mPEG-b-PLL(Z) acidolyza 5 hod acidolyza 25 hod
; < i

—4.234
—3.512
—3.242
—2.896
—2.754
—1.626
—1.535
—1.315

| |
| i
)J J’l !\\

v , g \ -CH,C

—_— " A
30 29 28 27 30 29 28 27 |—(:H CgN

3.0

o
<

18.81
10.43

vymizeni signalli benzylskupiny

2H
Obrazek 31 Ukazky 'H NMR spekter mPEG-b-PLL(Z) pied acidolyzou a mPEG-b-PLL po
5 a 25 hodinach reakce
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GPC analyza pomohla odhalit distribuci molekulovych hmotnosti blokového
kopolymeru 5, 6 a konjugatu 7. V chromatogramech chranéného i odchranéného kopolymeru
je vidét pouze jeden pik, coz ndm ukazuje, Ze polymerizace prob¢hla a ze molekula neni nijak

Stipana ani uc¢inkem kyseliny pii deprotekci (Obrazek 32).
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Obrazek 32 Distribuéni kiivka molekulovych hmotnosti pro konjugat [MPEG-b-PLL]-INH

ziskana pomoci GPC

Ke konjugaci INH na mPEG-b-PLL byla zvolena reakce mPEG-b-PLL, DEMA a INH
Vv jedné reakéni smési. Syntéza cestou reakce kopolymeru s ptipravenym EINH, ktera se zdala
byt elegantnéjsi, neptindSela pozadované vysledky.

Podet obsazenych lysinovych jednotek INH (m+2) byl uréen z *H NMR spekter. Jak
uz vyplyva ze struktury molekuly 7 (Obrazek 33), je nutné brat v Givahu také volnou
koncovou a-NH; skupinu lysinu jako dalsi reaktivni misto, kam se molekula INH miize vazat.
Problematika interpretace NMR spekter ke zjisténi po¢tu navazanych molekul INH se tim

jeste vice komplikuje.
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Obrazek 33 Struktura ptipraveného konjugatu [MPEG-b-PLL]-INH (7)

Urceni poCtu lysinovych jednotek v konjugatu [mPEG-b-PLL]-INH (7) a miru
obsazeni t&chto jednotek INH odhadneme z integralnich intenzit (I) signald v 'H NMR
spektru integrovanych na signal -(OCH,CHy)s- 6 3,51 ppm s integralni intenzitou | = 450,00.
Pocet lysinovych jednotek v konjugatu jednozna¢né uréime ze signalu o 1,27 - 1,60 ppm
(>CH-CH,CH,CH>-, 6H). Musi byt brano v uvahu, Ze v konjugatu se mohou objevit v rizném
poméru volné lysinové jednotky svolnou &-NH; skupinou charakterizované signalem
& 2,75 ppm (-CH2-NH,, 2H) a jednotky s navazanou molekulou INH. Navazani INH na volné
jednotky je charakterizovano signaly pyridinového kruhu 6 7,86 ppm (-CsH2H:N, 2H),
o 8,76 ppm (-CsHpH2N, 2H). Zaroven se s pribyvajicim po¢tem INH v konjugatu snizuje
integralni intenzita signalu 6 2,75 ppm (-CH,-NH, 2H). Piiklady vysledki vyhodnoceni u
nekterych pripravenych konjugatl je uvedeno v Tabulce 5. VSechny charakteristické signaly

'H NMR spektra v konjugatu jsou dobfe vidst na Obrazku 34.
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Tabulka 5 Vysledky vyhodnoceni "H NMR spekter pripravenych konjugati

>CH-CH,CH,CH,- (6H) -CH,CH,NH, (2H) -CsH,H,N (2H)
x 1kovy Get
¢. exp. c]eméoe‘;y vs?rf}fch pocet
jednotek jednotek navazanych

integrace lysinu integrace lysinu Integrace INH
1 19,3 3 3,3 1-2 4.7 2-3
2 35,0 6 4,5 2 9,0 4-5

3 36,4 6 2,7 1 10,4 5

r~ © M < < @
I 0 ® ) o =}
~ © ~ ™ o ~
© ~~ o~ < <«

—3.242
—2.748
—1.490

—1.273

—3.511

>CH-CH,CH,CH,-
A

-CH,(H,NH,
C,H,CH,0CO- C,H,CH,0CO- /i .
T T T T T
9.0 8.5 8.0 7.5 7.0 6.5 6.0 55 5.0 45 4.0 3.5 3.0 25 2.0 1.5 ppm
A @ =3 ? © o (v b4 <
S H 3 - :r g g o :-r
L5 ! ™

Obrazek 34 "H NMR spektrum konjugatu [MPEG-b-PLL]-INH (konjugdt 3)

Signal vodiku na uhliku ,,CH spojky*, ktery by interpretaci zjednodusil, se ve spektru
nepodafilo jednozna¢né¢ wuréit. Vzhledem Kk nepiehlednosti spekter se s nejvétsi
pravdépodobnosti piekryva s jinymi signaly. Predpokladany chemicky posun tohoto signalu je
v aromatické oblasti & 7,8 — 9,0 ppm.70’71’72

K posouzeni, zda je INH kovalentné vazan na kopolymer, ¢i je S nim pouze volné ve
smési, bylo vyuzito nejprve porovnani ‘H NMR spekter konjugatu a fyzikalni smési
MPEG-b-PLL a INH pouzitého v reakci. Zde je patrny rozdil v chemickych posunech signalt
pyridinového kruhu (viz Tabulka 6 a Obrazek 35).
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Tabulka6  Porovnani chemickych posuni signald v 'H NMR spektrech smési INH
s MPEG-b-PLL a ptipraveného konjugatu

vzorek -CsHHyN (2H)  -CsH H:N (2H)

d [ppm] d [ppm]
konjugat 2 7,86 8,76
fyzikalni smés 7,73 8,70
isoniazid
smés l

konjugat 2 H

Obrazek 35 Porovnani 'H NMR spekter fyzikilni smési INH s mPEG-b-PLL
a pripraveného konjugatu [MPEG-b-PLL]-INH (konjugat 2)

Tyto dva vzorky, fyzikalni smés a konjugat [MPEG-b-PLL]-INH, byly porovnavany i
pomoci BC NMR spektroskopie, coz je vSak metoda nepfili§ vhodna. Namétena spektra
vykazuji zjevné odliSnosti, na zaklad¢ této skutecnosti 1ze ale ovS§em pouze konstatovat, Ze se
jedna o dva nestejné vzorky.

Pomoci rentgenové difrakéni analyzy pevnych krystalickych latek byly naméteny
difraktogramy samotného isoniazidu (Obrazek 36), kopolymeru mPEG-b-PLL (Obrazek
37), fyzikalni smési INH s mPEG-b-PLL (Obrazek 38) a konjugatu [mPEG-b-PLL]-INH
(Obrazek 39).
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Obrazek 37 Difraktogram mPEG-b-PLL



3500

3000

2500

2000

Intenzita

1500

1000

500

fyzikalni smés mPEG-b-PLL:INH 1:8

20 30 40
2-Theta

50

60

Obrazek 38 Difraktogram fyzikalni smési INH s mPEG-b-PLL
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Obrazek 39 Difraktogram konjugatu [mPEG-b-PLL]-INH
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Na Obrazku 40 je umistén difraktogram cistého isoniazidu, konjugatu a smési do
jednoho obrazku. Z tohoto porovnani je dobie patrné, Ze polohy ¢ar (mezirovinné vzdalenosti)
ve fyzikéalni smési dobife odpovidaji samotnym komponentam. V difraktogramu konjugatu

¢ary odpovidajici volnému isoniazidu naopak vidét nejsou.
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Obrazek 40 Porovnani difraktogramt INH, konjugatu [MPEG-b-PLL]-INH a fyzikalni
smési INH s mPEG-b-PLL
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Na Obrazku 41 jsou porovnany difraktogramy kopolymeru mPEG-b-PLL a konjugatu
[MPEG-b-PLL]-INH. Je zfejmé, Ze v konjugatu je zachovana struktura kopolymeru a nejsou

Vv nich vidét ¢ary samotného volného 1é¢iva.
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Obrazek 41 Porovnani difraktogrami konjugatu [MPEG-b-PLL]-INH a mPEG-b-PLL

Od sledovani kinetiky uvoliiovani isoniazidu z lé¢iva pomoci UV/vis spektroskopie
bylo upusténo. Pozorovand zmeéna absorbance byla velmi mal4, proto se pfistoupilo
K ptesngjsi metodé¢ HPLC.

Stabilita konjugati byla posuzovana pomoci HPLC analyzy. Byla vytvofena nova
metoda pro stanovovani uvoliovani isoniazidu a provedena kalibrace. Stabilita konjugatu
byla studovana v roztocich fosfatového pufru pii hodnoté¢ pH 7,4 a v acetatovém pufru
0 pH 4 pii teploté¢ 37 °C. Byl sledovan prirtstek volného isoniazidu ve vzorku pribézné
béhem 20 - 24 hodin. Méfeni nebyla provadéna na nasem pracovisti. Jednalo se o predbézné
in vitro testy stability ve vodnych prostiedich a v téchto testech se nadale pokracuje.
Vysledky ziskané z dodanych dat (Obrazek 42) poukazuji na narust volného INH ve vzorcich

sledovaného konjugétu pii pH 4, pficemz béhem prvnich sto minut je uvoliiovéani nejrychle;jsi.
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Pti pH 7,4 je volného isoniazidu ve 100. minuté¢ cca 9 %, pii pH 4 se za stejnou dobu
dostaneme na hodnotu cca 17 %. V obou ptipadech dale dochazi k postupnému uvolnovani.
Pii niz§im sledovaném pH se z konjugatu uvolni béhem 20 - 24 hodin téméf dvojnasobek
INH (Tabulka 7). Dalsi studie budou zaméfeny na uvoliiovani pii nizSich pH a naopak bude
sledovéno chovéni v bazickém prostfedi. Bude se sledovat také uvolilovani pfi riznych pH

béhem delsiho ¢asového obdobi nékolika dni.

Tabulka7  Mnozstvi uvolnéného INH z konjugatu [mMPEG-b-PLL]-INH 7 (konjugadt 2)
v roztocich pufri o pH 7,4; (fosfatovy pufr, 1107 mol-1"); 4,0 (acetatovy
pufr, 2:107 mol-1%).

. . uvolnény INH z konjugdtu 2 pri daném pH [%]
¢as [min]
pH 7.4 pH 4

30 8,0 8,2

50 8,1 98

100 9,4 16,8

200 10,0 18,1

400 11,6 19,6

1000 11,7 -

1200 11,9 -

1400 - 22,5

0,04 -
E 0,03 -
= m
200 { u®
@ ®pH7,4
g 001 — mpH4
0,00 T T T T T T T
0 200 400 600 800 1000 1200 1400
¢as/min

Obrazek 42 Graf zavislosti koncentrace INH (umol'l') na &ase (min). Sledovéni
uvoliovani INH z konjugatu [mPEG-b-PLL]-INH 7 (konjugdt 2) v roztocich pufri
0 pH 7.4; (fosfatovy puft, 1:10™ mol-1%); pH 4 (acetatovy pufr, 2:10" mol-I'"). Body

byly stanoveny experimentalné¢ metodou HPLC pti 263 nm.
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6 Zaver

V diplomové praci byla navrzena a nasledné provedena syntéza nového pH
senzitivniho konjugatu antituberkulotika isoniazidu s blokovym kopolymerem o-methoxy-
poly(ethylenglykol)-b-poly(L-lysinem). Jedna se o &tyfstupiovou syntézu, pii¢emz byly
izolovany a charakterizovany vSechny intermediaty.

Piiprava blokového kopolymeru mPEG-b-PLL(Z) byla optimalizovana tak, ze je
mozné piipravit konjugat s riznym poctem navéazanych lysinovych jednotek v zavislosti na
molarnim poméru vychozich latek. Pfedpokladany pocet jednotek v kopolymeru byl potvrzen
'"H NMR spektroskopii.

Byla navrZena a provedena acidolyza mPEG-b-PLL(Z) jako G¢inny zptsob deprotekce
chranéné e-NH, skupiny lysinu.

Podatilo se pfipravit konjugat isoniazidu s mPEG-b-PLL, kde jsou volné lysinové
jednotky obsazeny isoniazidem. Syntéza byla provedena tak, Ze ve vétSiné piipadl zistava
pouze jedna jednotka neobsazena. Fakt, Ze je isoniazid na kopolymer vazan kovalentné¢ na
kopolymer, bylo potvrzeno pomoci 'H NMR spektroskopie. Ve spektrech samotného
isoniazidu pouzité¢ho pii reakci a konjugatu je patrny rozdil v chemickych posunech vodikl
pyridinového kruhu isoniazidu. Pomoci praskové rentgenové difrakce byl také vyloucen
obsah volného isoniazidu ve vzorcich.

Bylo provedeno nékolik testil stability pfipraven¢ho konjugatu pomoci HPLC analyzy
pti pH 7,4 a pH 4 pii teploté 37 °C. Pfi niz§im pH se z konjugatu béhem prvnich sto minut
uvolni dvakrat vice isoniazidu nez pti pH 7,4. Konjugat se pii pH 7,4 jevi jako relativné
stabilni. ZvySené uvoliovani isoniazidu pfi niz§im pH je v souladu s principem cileného
uvoliiovani 1é¢iv, ke kterému bylo sméfovano. Isoniazid by se mél uvoliiovat v mistech se
snizenym pH, v mistech zasaZenych mykobakteriemi. Stanoveni celkového pH profilu
testovanych konjugétli nebylo z casovych divodi provedeno a bude predmétem dalSich
studii.

Stanovené cile uloZzené zaddnim diplomové prace byly splnény.

77



7 Seznam pouzitych zKkratek

AMB

BAIB

BSA

Cbz; (2)

CIP

CL

DEMA
DIVEMA
DLLA
DMAP

DMF

DMSO

DOX

DPET

EDC

EINH

ETA

ETB

FDA

GPC

GL

HDI

HPLC
HPMA

IC

INH

|

L-Lys(Z)
L-Lys(Z)-NCA
MBC

MIC

mPEG
mMPEG-b-PLL(Z)
mMPEG-b-PLL
[MPEG-b-PLL]-INH
MDR-TB
NCA

NY

PAA

PAsp
PEG-b-PBLA
PEO

PET

PLL

PO

POE

PS

PZA

RIF

ROP

RVO

SPEG,; star-PEG
TBC

TEMPO

TFA
TDR-TB
U-PEG
XDR-TB
WHO

Amfotericin B

[bis(acetoxy)-jodo]benzen

bovine serum albumine (hovézi sérovy albumin)
benzyloxykarbonylova skupina

ciprofloxacin

e-kaprolakton

diethoxymethylacetat
poly(divinylethermalenanhydrid)
3,6-dimethyl-1,4-dioxan-2,5-dion
4-dimethylaminopyridin

dimethylformamid

dimethylsulfoxid

doxorubicin

dipentaerythritol
N-(3-dimethylaminopropyl)-N’-ethylcarbodiimid
ethyl isonikotinoylhydrazonoformat

ethionamid

ethambutol

Food and Drug Administration

gelova permeacni chromatografie

glycerol

hexamethylen diisokyanat

vysokoucinna kapalinova chromatografie
N-(2-hydroxypropyl)methakrylamid
infracervena spektroskopie

isoniazid

integralni intenzita
e-benzyloxykarbonyl-L-lysin
e-benzyloxykarbonyl-L-lysin N-karboxyanhydrid
minimalni baktericidni koncentrace

minimalni inhibi¢ni koncentrace
a-methoxy-poly(ethylenglykol)
a-methoxy-poly(ethylenglykol)-b-poly(e-benzyloxykarbonyl-L-lysin)
a-methoxy-poly(ethylenglykol)-b-poly(L-lysin)
konjugat isoniazidu s a-methoxy-poly(ethylenglykol)-b-poly(L-lysinem)
multirezistentni tuberkul6za
N-karboxyanhydrid

nystatin

poly(a-aminokyselina)

poly(asparagova kyselina)
poly(ethylenglykol)-b-poly(B-benzyl-L-aspartat)
poly(ethylenoxid)

pentaerytrytol

poly(L-lysin)

polyoxiran

poly(oxyethylen)

prednisolon

pyrazinamid

rifampicin

ring-opening polymerace

rotaéni vakuova odparka

pentaerythritol poly(ethylenglykol)

tuberkuloza

2,2,6,6-tetramethylpiperidin-1-oxyl

kyselina trifluoroctova

totalné rezistentni tuberkul6za
~umbrella-like“-poly(ethylenglykol)

extenzivné rezistentni tuberkuldza

World Health Organisation
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Priloha I1

N°®-benzyloxykarbonyl-L-lysin N-karboxyanhydrid (4)
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Priloha III

a-methoxy-poly(ethylenglykol)-b-poly[(N*-benzyloxykarbonyl)-L-lysin] (5)
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Ptiloha IV

a-methoxy-poly(ethylenglykol)-b-poly(L-lysin) (6)
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