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1. Uvod

Nédorové onemocnéni pfedstavuji v souéasné dobé
po nemocech kardiovaskularniho systému. Ro¢né€ na toto
onemocnéni umira celosvétove vice jak 8 miliond obyvatel
a u vice jak 14 milionum obyvatel je nove diagnostikova-
ktere roéné podlehne vice jak 1,6 miliondi obyvatel. Nej-
rozsifenéj$im typem rakoviny u muzi je rakovina tlustého
stfeva nasledovana rakovinou prostaty. U Zen ma nejvyssi
incidenci rakovina prsu’. P¥i¢iny vzniku zhoubnych nado-
i jsou zcela individudlniho charakteru a pfevazné zavisi
na genetické predispozici jedince. V soucasné dobé je tak
lécba nadorovych onemocnéni koncipovana individualné
pro kazdého pacienta zvlast, v zavislosti na stadiu, typu
a roz8ifeni rakoviny, v€ku a stavu pacienta. Lécba nadorti
obvykle spociva v kombinaci vice 1é¢ebnych metod (napf.
chemoterapie, radioterapie, chirurgicky zékrok, imunotera-
pie, hormonalni terapie). Jako nejcastéji vyuzivana lécba je
chemoterapie, ktera spocCiva v podavani pacientim che-
mickych latek (= cytostatik) za ucelem zastaveni bunécné-
ho dé&leni & uplného zni¢eni nadorového bujeni’.
V soucasné dobé€ bylo vyvinuto mnoho druhti chemotera-
peutik, které byly zafazeny do skupin podle mechanismu
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Obr. 1. Prehled klinicky pouzivanych platinovych cytostatik
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néjsi cytostatika. Prvnim klinicky pouzivanym platinovym
cytostatikem byl komplex cis-diamindichloroplatnatan
bézn€ oznaCovany jako cisplatina. Ackoliv cisplatina vy-
kazovala proti celé fadé nadorovych linii vyborné cytosta-
tické cinky, projevily se u ni i ¢etné zdvazné nezadouci
ucinky (nevolnost, zvraceni, neurotoxicita a nefrotoxicita).
Od zavedeni cisplatiny do klinické praxe bylo testovano
vice nez 700 novych platinovych komplexi, ale pouze pét
dalsich komplexti bylo schvéaleno pro 1é¢bu nadorovych
onemocnéni, a to karboplatina, oxaliplatina, nedaplatina,
heptaplatina a lobaplatina®’ (viz obr. 1).

V soucasné dobé se platinova cytostatika pro svij
velky protinddorovy ucinek a synergické efekty velmi
Casto pouzivaji v kombinované terapii, zejména pii 1écbé
solidnich nadort. Jejich nevyhodou je maléd specifita na
nadorovou tkan, projevujici se velkymi nezadoucimi G¢in-
ky a v posledni dobé¢ i projevy rezistence na nékteré nado-
ry. Soucasny vyvoj se orientuje do dvou smérd. Prvnim
smérem je vyvoj novych plati¢itych komplext (platinova
cytostatika ctvrté generace), které maji oproti dosud pouzi-
vanym platnatym komplexdm oktahedralni strukturu, zpi-
sobenou zménou oxidacniho stavu centralniho atomu plati-
ny z+II na +IV, a to vnesenim obvykle karboxylatovych
ligandii do axialnich poloh komplexu. Tuto skupinu latek
reprezentuji dvé nové klinicky testované latky — satraplati-
na a komplex LA-12. Tyto plati¢it¢é komplexy vykézaly
v preklinickém vyvoji nizsi toxicitu, vyssi protinadorovy
ucinek na celé fad¢ nadorovych linii a zaroveil nevykazaly
bunéénou rezistenci. V klinickych zkouskach ale ani jeden
z téchto komplext dosud nepotvrdil velmi dobré preklinic-
ké vysledky. Druhy smér vyvoje se zabyva ptipravou léko-
vych forem, vhodnych pro cileny transport stavajicich,
klinicky pouzivanych cytostatik ptimo k nadoru™"*.

2. Cileny transport platinovych cytostatik
2.1. Aktivni transport

Aktivni transport je zaloZen na specifické biomoleku-
larni interakci mezi latkou a buiikou nebo tkanovym ele-
mentem. Tento zptisob mize byt aplikovan na nadory ob-
sahujici biochemické subjekty (receptory), jejichz mnoz-
stvi nebo funk¢nost se 1i$i od norméalnich tkani. Typickym
ptikladem aktivniho transportu je navéazani piislu§ného
farmakoforu (protilatky) na 1é¢ivo pomoci kovalentni spoj-
ky nazyvané spacer nebo linker. Nésledné pak dochazi ke
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specifické interakci mezi timto systémem a cilovou buri-
kou za pomoci specifické vazebné afinity farmakoforu na
cilovy receptor. Bioaktivni latky (hormony, sacharidy,
aminokyseliny, proteiny, a bis-fosfonaty) jsou béZné& pou-
zivané pro plnéni smérovaci funkce. Dalsi latky pouzivané
k aktivnimu transportu jsou zaloZeny na béazi biodegrado-
vatelnych molekul — polysacharidt, polyaminokyselin a ve

vodg rozpustného polyethylenglykolu (PEG)™'°.

2.1.1. Nosice na bazi hormonu

Hormony na bazi estrogenti mohou jednoduse ptestu-
povat bunéénymi membranami pasivni difuzi diky své
vysoké lipofilité tak, ze se navazi na estrogenovy receptor
(ER) v cytoplasmé a poté jsou transportovany do bunécné-
ho jadra. Diky této schopnosti patii mezi atraktivni nosice
pro aktivni cileny transport. Builky exprimovany na ER
jsou povazovany za estrogen receptory ER(+). Zaroven
bylo zjisténo, Ze estrogenovy receptor o (Era) a nové obje-
veny estrogenovy receptor B (ERP) jsou zodpovédné za
rustovou modulaci benignich i malignich nadort prsu. Na
rozdil od ERa, ktery zplsobuje proliferaci estrogenu
v prsnich nadorovych bunkach, vykazuje nové objeveny
receptor ERP antiproliferacni 0¢inek. VyuZitim téchto
receptord je pravdépodobné mozné fesit cileny transport
cytostatik k nadoru. Distribuce téchto dvou ER receptort
neni stejna, ¢imz hormonalni derivaty vykazujici antago-
nistické 1 agonistické biologické uc¢inky mohou regulovat
rust nadoru. ERP je velice zajimavy jako terapeuticky cil
pfi 16¢b& nadord rakoviny prsu’'’.

Pro cileny transport Pt cytostatik je to jeden z moz-
nych ndmétd, jak nové komplexy navrhovat. V soucasné
dobé byl vyvinut komplex [Pt(ethylendiamin)Cl,] (viz
obr. 2), na ktery je navazan pomoci karbamatového linkeru
steroidni zbytek. Tento ligand mé o 28 % vyssi relativni
vazebnou afinitu vii¢i ER ve srovnani s 17f-estradiolem.
Po kovalentnim navazani na synteticky pfipravenou DNA
duplex 16-mer byla afinita vici receptoru ER zachovana.
Tento komplex vykézal vyssi cytotoxicitu na nadorové
linii vaje¢nikti (CAOV3) oproti kontrolnimu vzorku. Vyssi
toxicitu vykazoval tento komplex i na linii ER(+) MCF-7
oproti ER(-) nddorové linii prsu (MDA-MB-231). Navaza-
ni estradiolu na klinicky pouzivana cytostatika karboplati-
nu i oxaliplatinové analoga vykazal antiproliferacni aktivi-
tu na bunéénych liniich MCF-7 a MDA-MB-231. Testova-
né derivaty mély vys$si aktivitu nez samotna platinova cy-
tostatika, ale niz$i u¢innost neZ cisplatina'®!'".

Obr. 2. Estrogenovy nosi¢ pro platinové cytostatikum
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2.1.2. Sacharidy

Sacharidy jako mono- a polysacharidy tvoii zaklady
glykolipidi, glykoproteint a jsou zakladnimi kameny nuk-
leotid. Nadorové buiiky pro sviyj rychly rist a vyvoj po-
trebuji nezmérné mnozstvi Zivin a energie, kterou ziskavaji
zvySenym piijmem glukosy. Diky tomu se tak sacharidy
jevi jako idedlni nosic¢e pro platinova cytostatika. Pfirodni
sacharidy i jejich syntetické derivaty maji dobrou schop-
nost interakce s platinovymi komplexy. Na rozdil od tady
béznych ligandd se vyznacuji dobrou biokompatibilitou,
membranovou propustnosti, velmi malou toxicitou, enanti-
omerni Cistotou a rozpustnosti ve vodé. Obzvlasté nespor-
nou vyhodou je existence specifickych receptori pro sa-
charidy exkluzivné aktivované nékterymi rakovinnymi
bunikami, coz mize vést ke zvySenému rozeznani platino-
vych cytostatik. V soucasné dobé bylo pfipraveno mnoho
platinovych komplext se sacharidy, vhodnych k interakci
s mono- a bidentatnimi aminovymi ligandy nebo s P-, S-
nebo Se-donorovymi ligandy i alkoholy®'°.

Dalsimi moznymi sacharidy jsou oligosacharidy, me-
zi kterymi jsou nejpouzivanéjsi cyklodextriny (CDX). Jde
o cyklické oligosacharidy rozpustné ve vodeé, typicky slo-
zené z 68 glukopyranozovych jednotek usporadanych do
toroidni prstencové struktury. Ackoliv vnéjsi ¢ast toroidu
neni hydrofobni, zaroven je méné hydrofilni neZz vodné
prostiedi, a tak miize poskytovat misto hydrofobnim mole-
kuldam. CDX jsou tak vhodné pro farmaceutickou aplikaci,
protoze jejich slouceniny mohou byt dobfe modifikovany
pro zlepSeni jejich fyzikalnich i chemickych vlastnosti
(zejména se jedna o rozpustnost ve vodé). Uvoliovani
bioaktivnich komponent z inkluznich sloucenin je zpro-
sttedkovano zménami pH nebo enzymy. Jednim zplisobem
pouziti CDX pro cileny transport je zakotveni modifikova-
né karboplatiny s adamantylovym ligandem do kavit
B-CDX. Tento inkluzni komplex ma vyssi cytotoxicitu pro
nadorové linie neuroblastomu SK-N-SH a vyS8i vaznost na
plasmid pBR322 DNA nez samotna karboplatina. Na dru-
hou stranu je biologickéd dostupnost do nadorovych bunék
u karboplatiny ¢tyfikrat vyssi, nez u jeji inkluze s B-CDX,
tudiz se do nadoru dostane méné ucinné latky. Vyssi cyto-
toxicita inkluze i pfesto vede k vyssi ucinnosti. Faktory
jako je bunéény transport, receptorové navazani a hetero-

ve vysledném cytostatickém efektu protinadorovych 1éciv,
nez je vlastni buné&né vychytavani 1é¢iva’.

2.1.3. Peptidy a proteiny

Nadorovy rist a jeho metastazovani je fizeno angio-
genezi. Integriny jako avf3 aavB5 a aminopeptidy N
(APN) se ve zvySené koncentraci vyskytuji v endotelial-
nich bunkach. Tyto bunééné povrchové proteiny lze pouzit
jako cile v chemoterapii. Intergriny avf3 a avp5 a APN
mohou rozeznat peptidové sekvence RGD (Arg-Gly-Asp)
a NGR (Asn-Gly-Arg). Z toho divodu sekvence obsahuji-
ci RGD, NGR, cyklicky pentapeptid (CRGDC)c nebo
(RGDfK) mohou byt pfipojeny do série mono-platinovych
(IV) komplext, a tak specificky zaméfit nddorovou vasku-
laturu. Cyklické peptidy byly vybrany, protoze se lépe
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zaméfuji na angiogenni endotelidlni bunky nez jejich
linearni protéjsky. Vysledky bunécné inhibice ukézaly, Ze
Pt"V-RGD konjugéty jsou vice a specificky cytotoxické na
bunécné linie obsahujici integriny. Platinové konjugaty
v oxida¢nim stavu (IV) obsahujici NGR sekvenci jsou
méné aktivni nez Pt" komplexy s RGD sekvenci, ale za to
jsou vice aktivni nez nespecifické Pt-peptidy (cit.”).

Jednim z ptikladd je chlorotoxin (CTX), coz je ami-
nokyselina obsahujici 36 jednotek se 4 disulfidickymi
mustky. Tento peptid se vaze prednostné do bunék gliomu
a do mnoha non-gliomovych nadorovych bunéénych linii
véetné melanomil. Zaroven se ale nevdZe do normélnich
bun¢k. CTX mulze byt navazan na platinové komplexy,
kde ptisobi jako smérovaci ¢inidlo pro specifickou chemo-
terapii nadorti. Vétsina Pt konjugatd vykazuje mensi
cytotoxicitu na bunécéné linie ve srovnani s cisplatinou, ale
na druhou stranu vykazuji vétsi G€innost nez jejich prekur-
zory na nékolika nadorovych bun&énych liniich'™'".

2.2. Pasivni transport

Pasivni transport je pfedevSim zaloZen na vyuziti
vyhody efektu EPR (Enhanced Permeability and Retention
zvySend propustnost a retence), vyskytujicim se
v nadorovych tkanich. Diky rychlému a nerovnomérnému
rustu cévniho fecisté v nadoru je cévni recisté na rozdil od
normélni tkdn€ nepravidelné a méné organizované a vice
porézni. Cévni endotelium v nadoru se §iii a roste velice
rychle a pferuSované, coz vede k vé&tSimu mnoZstvi uzld,
spojeni a dér — oken o velikostech od 200 nm do 1,2 um
nez v normalnich cévach. Diky tomu mohou malé ¢astice,
obvykle v fadu n¢kolika set nanometrti, pasivné prochazet
skrz nadorové endotelidlni bariéry pomoci téchto oken.
Kromé toho nedostatek funk¢nosti lymfatické sité v nado-
rovych buiikich zabranuje piebyte¢nému odstranéni teku-
tin a zivin z nddoru. Kombinace téchto dvou efektli vede
k nadmérnému propousténi ak zvySené cirkulaci makro-
molekul, které se akumuluji v nadorové tkani diky ne-
funkCnosti drendze lymfatického systému. Pro pasivni
cileny transport protinddorovych 1é¢iv na bazi platinovych
komplexti jsou vyuzivany nosice obvykle obsahujicich
donorové skupiny schopné se navazat na funkéni skupiny
platiny®'%.

2.2.1. EPR efekt

EPR efekt je jev vyskytujici se v nddorovych bunkach
a je zalozeny na zvySené schopnosti propousténi makro-
molekul (napf. proteinti z krevni plasmy) a 1é¢iv na bazi
makromolekul (napf. mikrocastice lipida). To je umozné-
no diky zvySené propustnosti krevnich cév v nadoru s ab-
senci lymfatické drenaze vracejici prebytecné latky ven
znadoru. Takto si nddor kumuluje velké mnozstvi latek
potfebnych ke svému rustu. VétSina polymernich latek je
akumulovéana v nadorové tkani o koncentraci 5—-10x vétsi
nez je koncentrace v krevni plazmé 24 hodin po intra-
ven6znim podani. Jako jeden z hlavnich faktorti ovliviuji-
cich EPR efekt je molekulova hmotnost vétsi nez 40 kDa
a velikost jeho ¢astic mensi nez 200 nm (cit.1 1).
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Jednim z parametrti ovliviiuyjici EPR efekt je i lumi-
nalni povrch cév. Ten je zndm svym zéporny nabojem,
ktery je zajiStovan mnoha sulfitovymi a karboxylovymi
skupinami. Tato skuteCnost zajistuje polymernim latkam
s kladnym nabojem nespecifické navazani na luminalni
povrch cévnich stén, coz zplsobuje rychlejsi vychytavani
z krevniho Feéisté. Castice se zapornym nabojem jsou vy-
chytavéany v jatrech. Céstice s vysokym povrchovym nibo-
jem spousti koagulacni kaskadu. Tato krevni koagulace
muze v nejhorSim pfipadé vést i ke klinické smrti. DalSim
z parametrti ovliviiujicich EPR efekt je hydrofobicita 14t-
ky, jelikoz zvySeni hydrofobicity nanocastice mize vést
k vy$8i afinité k bunééné membrané, coz vede k rychlejsi
endocytoze. Dalsi vyhodou hydrofobnich polymerd je
tvorba mastného (olejovitého) produktu, ktery vykazuje
daleko vy3si absorpci pii ordlnim podani'? (az 17x vyssi).

2.2.2. Polymerni platinové konjugaty

Polymerni konjugaty patii bezesporu mezi nejvy-
1éc¢iv v kategorii pasivniho cileného transportu pro platino-
vé komplexy. Princip jejich funkce je zaloZzen na kovalent-
nim navazani 1é¢ivé latky na hydrofilni polymer. Vyhodou
té&chto konjugatl je hlavné zvySend bun&tnad propustnost
zpusobena EPR efektem a dynamickou endocyt6zou vy-
skytujici se v nadoru. Diky tomu je umoZznéna delsi cirku-
lace v krevnim fecisti, zvySena vazebna kapacita a vyssi
rozpustnost ve vodé. Polymerni konjugaty mohou byt mo-
difikovany s latkou pro aktivni cileny transport do nadoru.
Tyto vlastnosti jsou tak ndpomocné k prekondni bunécéné
rezistence a systémové toxicité, ktera je nejveétsi nevyho-
dou 1é¢by platinovymi cytostatiky. Polymerni nosice pou-
zivané pro cileny transport musi byt biodegradovatelné
a netoxické. Biokompatibilita tohoto systému spociva
v navazani vhodné skupiny na 1é¢ivo se schopnosti zvysit
biologickou dostupnost a zacileni systému k mistu urceni.
Navazana skupina je kovalentné spojena s platinovym
komplexem a s pfidanou skupinou pro zacileni latky
k nadoru ma tento systém vétsi biodostupnost. Cilova sku-
pina mize byt napfiklad protilatka, protein, peptid nebo
rizné malé molekuly. Polymery obsahujici donorové sku-
piny s dusikem (aminy) nebo kyslikem (karboxylové nebo
hydroxylové skupiny) mohou byt navdzany na platinové
komplexy. Tyto skupiny mohou byt také pritomny
v polymernim fet&zci jako terminlni skupiny®.

Mezi nejvice vyuzivané polymery pii pfipravé poly-
mernich Pt"-konjugatt patii PHPMA (poly-N-(2-hydroxy-
propyl)methakrylamid; dfive vyuZzivany jako latka zvysuji-
ci osmoticky tlak krve). Pro pfipravu polymernich konju-
gati byly jako prvni pouzity cytostatika paklitaxel a doxo-
rubicin. Velikost polymerniho konjugatu HPMA byla opti-
malizovana tak, aby konjugat mohl vyuzit EPR efektu
nadorovych bunck a zarovenl podléhal rendlni eliminaci.
Prvni konjugat s platinovym cytostatikem (cisplatinou) je
oznacovan kédem AP5280. Biologické testy AP5280 uka-
zaly, ze konjugat vykazuje 20x niz§i cytotoxicitu v in vivo
testech, ale 19x vyss§i akumulaci v nadord mysi. Tento

konjugat byl uspésné testovan v prvni a druhé fazi klinic-
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kého testovani, avSak jeho nasledna formulace a vyzkum
gatli (AP5326) zalozenych na interakci s DACHPt (cit.'").
Konjugat AP5326 (ProLindac) o molekulové hmot-
nosti 25 kDa obsahuje ve své struktufe platinovy komplex
DACHPt (,,z poloviny fragment* oxaliplatiny), ktery je
navazan na hydrofilni biokompatibilni polymer aminoma-
lonatovou skupinou citlivou na zménu pH. Tato skupina je
s navazanym platinovym cytostatikem stabilni ve fyziolo-
gickém prostiedi, ale zaroven nestabilni v prostfedi s niz-
$im pH vyskytujicim se v okoli nadoru. ProLindac
v klinickych testech vykéazal podobnou efektivitu jako
oxaliplatina na panelu rdznych bunéénych liniich (linie
rakoviny prsu, vajeCnikl, prostaty a rakoviny plic).
V preklinickém testovani ProLindac ukazal vysokou inhi-
bici nddorového bujeni, snizeni toxicity DACHPt na zdra-
vych bunikach a zvySeni koncentrace platinového kom-
plexu v krevni plasmé, které tak umoznilo 14x zvysit plati-
novou distribuci k nadoru. Na tfech bunéénych nadoro-
vych liniich (Colo-26, HT-29 a HCT116) vykazal vyssi
protinadorovou aktivitu. V soucasné dobé je ProLindac
v druhé¢ fazi klinického testovani spolecné¢ s nékolika dalsi-
mi cytostatiky (paklitaxel a gemcitabin) na pacientech s

nadorem tlustého stieva a vajecniku®'*'%.

2.2.3. Lipozomy

Lipozomy patfi mezi lipidické dvouvrstevné utvary
obvykle pfipravované s hydrofilnim jadrem. Tyto latky
jsou pfipravované z rtiznych amfifilnich fosfolipidi. Od
jejich objeveni roku 1965 biofyzikem dr. Banghamem
a jeho kolegy lipozomy vstoupily do farmaceutického vyu-
ziti jako nosic¢e v mnoha praktickych aplikacich. Mnoho
lipozomélnich lékovych formulaci bylo pfipraveno, vy-
zkouseno a velké mnozstvi z nich je pravé nyni v klinic-
kém testovani. Lipozomy jsou sférické Castice s hydrofil-
nim jadrem a s jednou ¢i vice dvouvrstevnymi lamelami
(vrstvami), slozenymi z fosfolipidii o primeéru od 30 nm
po tadové né€kolik mikrometri. Lipozomy mohou byt roz-
déleny na nékolik podtypl podle velikosti a struktury vrs-
tev. Multilamelarni lipozomy obvykle maji pramér od
500 nm do 10 um, zatimco malé unilamelarni lipozomy
vétSinou maji méné nez 50 nm a velké unilamelarni lipo-
zomy jsou vétsi nez 50 nm. Lipozomy jsou utvareny tehdy,
kdyz je tenky lipidicky film hydratovan vodnym pufrac-
nim roztokem s naslednou sonifikaci nebo opakovanym
extrudovanim skrz 100 nm polykarbonovou membranu pro
zredukovani jejich velikosti a snizeni distribuce velikosti
lipozomii. Fyzikalni a chemické vlastnosti lipozomu (napf.
povrchovy naboj, velikost a stabilita) jsou zavislé na sloze-
ni lipozomu. Pro kontrolu naboje na povrchu lipozomu 1ze
pouzit rizné nabité lipidy. Vyhodou lipozomi je biokom-
patibilnost a moznost zakotvit do své struktury jak hydro-
filni, tak lipofilni latky ve svém vodném vnitinim prostiedi
nebo v membrané. Zakotvenim hydrofobnich 1é¢iv uvnitf
lipozomu vyznamné zvysi jejich rozpustnost ve vodnych
roztocich. Velikost, povrchovy ndboj a vlastnosti povrchu
vysoce ovliviiuji farmakokineticky profil zakotveného
léciva. Tyto vlastnosti 1ze dobfe ménit v zavislosti na po-
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zadovanych vlastnostech pfiddnim pomocnych latek do
lipidické smési pred piipravou lipozomu nebo vhodnym
upravenim reak¢nich podminek. Diky tomu je mozné zvy-
Sit systémovou cirkulaci cytostatik a zvysit tak jejich bio-
dostupnost vedouci k vys$si akumulaci protinadorového
lé¢iva v nadoru a snizit nezadouci tginky cytostatik'>'*.

Jedno z prvnich ptipravenych a jiz schvalenych cyto-
statik zabalenych v lipozomu je doxorubicin v poly-
ethylenglykolové lipozomalni struktufe pod nazvem
Doxil™. Doxil™ vykazuje daleko del3i cirkulaci v krev-
nim fecisti, vy$§i AUC (=Area Under the Curve) (az 300x)
a mnohonasobné¢ vyssi akumulaci doxorubicinu v nadoru
neZ pii podani samotné latky'>'®.

Lipoplatin™ je prvni lipozomélni formulace obsahu-
jici platinové cytostatikum — cisplatinu. Tento lipozom je
slozen z dipalmitoylfosfatidylglycerolu (DPPG), s6jového
fosfatidylcholinu a methoxypolyethylenglykoldistearoyl-
fosfatidylethanolaminu (cisplatina 8,9 %, lipidy 91,1 %, w/w)
o priméru 110 nm. V preklinickém testovani na mySich se
Lipoplatin™ projevil daleko nizgimi nezadouci uginky
(zejména malou nefrotoxicitou) nez u samotné cisplatiny.
Lipoplatin™ se akumuluje pomoci EPR efektu a zvysené
fagocytdozy néadorovych bunék v primarnich nadorech
a metastazach, a tim zvySuje az 200x G¢innosti cytostatika.
V klinickém testovani Lipoplatin™ (samotny nebo v kom-
binaci s 5-fluorouracilem nebo gemcitabinem) vykazoval
snizeni systémové toxicity a zvySeni ucinnosti oproti sa-
motné cisplatiné. V soucasné dobé LipoplatinTM prosel
treti fazi klinického testovani proti nemalobunééné rakovi-
né plic'®".

Dalsim vysledkem lipozomalni formulace je lipozom
Aroplatin™, coz je lipozom obsahujici strukturni analog
oxaliplatiny — cis-bis(neodekanoato)-(trans-R,R-1,2-amino-
cyklohexan)platic¢ity komplex (NDDP). Tento lipozom je
formulovéan z dimyristoylfosfatidylcholinu a dimyristoyl-
fosfatidylglycerolu (DMPG). Je téZ zajimavy tim, Ze sa-
motny nosi¢ hraje velkou roli ve vysledné cytotoxicité,
pfestoze komplex NDDP méa velmi nizkou cytotoxicitu,
ale ve spojeni s lipidy se jeho ucinnost znacné zvySuje.
Preklinické data ukézala rozdilnou biodistribuci a toxicitni
profil lipozomu na rozdil od cisplatiny nebo karboplatiny.
Lipozomy taktéz nevyvolavaji bunécnou rezistenci. Cyto-
staticka aktivita byla prokdzana proti nadorovym bunikam
leukémie (L1210), ktera je rezistentni vuci cisplating, me-
lanomu (B16) a retikulosarkomu u mysi (M5076).
V soucasné dobé je testovani lipozomu AroplatinTM poza-
staveno v druhé fazi klinického testovani na neoplazmatic-
ky nador tlustého stieva'”'®,

2.2.4. Polymerni micely

Polymerni micely jsou agregujici bloky kopolymeru
s jadrovitou strukturou, do které mohou byt ukotveny 1¢¢i-
vé latky. Snadnost pfipravy micel a navazani 0¢inné latky
do struktury spolu s moznosti ménit chemické sloZeni,
délku bloku kopolymerd, fidit velikost a morfologii micel
umoziuje jejich Siroké farmaceutické vyuziti. Polymerni
micely pfedpokladaji ve svém u¢inku akumulaci platino-
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vého 1é¢iva v nadorové tkani pomoci EPR efektu. Pro pre-
ventivni zabranéni prochazeni micel skrz zdravé cévy jsou
micely pfipravovany o velikosti od 20 do 100 nm, coz
napomaha redukci nezadoucich u€inkd platinovych cyto-
statik. Polymerni micely tak mohou chranit platinové kom-
plexy proti degradaci a dosdhnout fizené¢ho doruceni latky
do mista pisobeni. Polymerni micely v kompozici s rizny-
mi lé¢ivy byly zkoumany pro parenterdlni, oralni, nasalni
i o¢ni aplikace. Mnohé z téchto studii prokazaly jasné vy-
hody, vcetné zvyseni biologické dostupnosti nebo snizeni
nezadoucich G¢inkl. Nejbéznéji pouzivanymi kopolymery
pro platinova 1éCiva jsou na bazi polyaminokyselin (napf.
poly(asparagova kyselina) nebo poly(glutamova kyseli-
na)). Kataoka a jeho kolegové jako prvni popsali kom-
plexaci cisplatiny s PEG-PAsp kopolymerem, ktera vedla
ke spontanni formulaci stabilni polymerni micely s vyso-
kou vazebnou kapacitou pro 16¢ivé latky®'°.

Prikladem polymernich micel jako transportniho sys-
tému pro platinova cytostatika (cisplatinu) je pod oznace-
nim NC-6004 blokovy kopolymer PEG a poly(glutamové
kyseliny). Hydrofilni PEG fetézec se nachazi na vné&jsi
¢asti micely a PGlu-Pt komplexovy fetézec vyplituje vniti-
ni jadro micely. Molekulovd hmotnost PEG-b-PGlu ve
formé sodné soli je 18 kDa s obsahem platinového kom-
plexu 19,6-47,6 % v zavislosti na dob¢ piipravy. Klinické
testy NC-6004 prokazaly lepsi toleranci (tj. méné nezadou-
cich uc¢inkid), nez kterou vykazoval samotny komplex
cisplatiny (jednad se zejména o nefrotoxicitu). V soucasné

dobg je tento systém ve tieti fazi klinického testovani®'".

2.2.5. Nanocastice
Zlaté nanocastice

Nanocastice zlata byly dlouho dobu Siroce vyuzivany
pro katalyzu, bioanalyzu a v zobrazovacich technikach.
Vyhodou zlatych nano¢astic je jejich inertnost, zanedbatel-
na toxicita, biokompatibilita a snadnost pfipravy. Zlaté
nanocastice mohou byt také snadno modifikovany skupi-
nami pro cileny transport i pro zlepSeni biodostupnosti,
a tudiz maji velky potencial v cileném transportu jak ne-
platinovych 1é¢iv, tak i Pt" komplexd. Vstup zlatych na-
nocastice do bunck je zprostiedkovavan endocytdzou.
V soucasnosti bylo pfipraveno nékolik typd zlatych nano-
castic s platinovymi komplexy (cisplatina i oxaliplatina),
kde platinovy komplex byl zakotven na povrchu zlatych
nanocastic, které se vyskytovaly ve formé Au-Au,S. Pii-
prava raznych velikosti nanocastic zlata, které jsou
v rozmezi 13—60 nm, je proveditelnd redukei soli zlata ve
vodé. Diky tomu je mozné dosahnout velkého povrchu pro
navazani platinovych cytostatik. Vytvoiené konjugaty
zlatych nanocastic v in vitro testech vykazovaly vyssi
cytotoxickou aktivitu vii¢i nddorovym liniim rakoviny plic
(EGFR(+) A549) a vaje¢nikit (OVCARS) oproti samotné-
mu cytostatiku. I modifikované nanocastice zlata
(modifikace provedena s vyuzitim sulfidického PEG) (viz
obr. 3) s imobilizovanou oxaliplatinou vice inhibovaly linii
rakoviny plic (A549) a nékolik typt bunéénych liniich
rakoviny tlustého stieva'®"’.
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Obr. 3. Modifikované zlaté nano¢astice pro cileny transport oxaliplatiny'®

Zelezité magnetické nano&astice

Magnetické nanocastice jsou nadéjnym nosi¢em pro
cileny transport 1é¢iv do mista plsobeni, protoze maji
schopnost cilené vést 1é¢ivou latku k biologickému cili za
pouziti magnetického pole. Tato vlastnost magnetickych
nanocastic je jiz vyuzivana pii diagnostickém vySetieni
magnetickou rezonanci, kde se magnetické nanocastice
vyuzivaji jako kontrastni latka. Navic l1ze modifikovat
povrch nanocastic riznymi C¢inidly pro cileny transport
k nadoru, jako jsou monoklonalni protilatky, peptidy nebo
malé molekuly schopné ulehcit vstup magnetickych nano-
castic do nadoru. Povrchova modifikace tzv. superpara-
magnetického oxidu Zelezitého (SPION) je jednou z vari-
ant pro nosic 1é¢iv, kdy se dosahuje biokompatibility, bio-
degradability a schopnosti tvofit disperzni roztoky se za-
chovanim magnetickych vlastnosti, ¢imz lze dosahnout
presnéjsiho transportu do cilového nddoru. V soucasnosti
jsou lécCiva na bazi SPION-konjugati navrhovany tak, ze
lécivé latka je zakotvena mezi dvouvrstvu v hydrofobnim
prostfedi nebo uvniti jadra v SiO, matrici. Také tyto kon-
jugaty tvorii stabilni disperzni konjugaty a jejich relativni
velikost je pomérné velka (cca 200 nm) oproti ostatnim
anorganickym nanocasticim. Latky stakovymi rozméry
mohou byt vylouéeny z téla retikuloendotelidlnim systé-
mem nebo mohou byt vpraveny do intersticialniho prosto-
ru nadoru, coz vede ke kratké dobé cirkulace nebo snizeni
akumulace v nadoru. Magnetick4 sila vyvinutd na nano-
Castice o rozmérech 50 nm a mensich neni dostatecna pro
pfekonani Brownova pohybu, coz ma za nasledek Spatnou
akumulaci SPION nanoéastic v nadoru'®?.

Au-Fe;04 nanocastice o pruméru 32 nm byly pouzity
jako multifunkéni platforma pro specificky cileny trans-
port cisplatiny. Jako smérovaci a zobrazovaci skupina byla
pouzita monoklonalni protilatka Herceptin imobilizovana
pomoci PEG linkeru. Vyhodou tohoto systému je to, Ze
snizeni pH vede k vyssi cytotoxicité platinového komplexu
na linii rakoviny prsu (Her2(+) Sk-Br3), nez samostatné
podavana cisplatina™.
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Titanicité nanocastice

Jednou z moznych potencionalnich cest je pfiprava
nanocastic na bazi titanu. Porovity oxid titanicity (TiO,)
nabizi mnoho moznosti vyuziti diky vysoké fotokatalytic-
ké aktivit¢ ¢i specifickému povrchu schopnému rliznych
modifikaci. Oxid titaniCity je typicky semikonduktivni
materidl, ktery ma Siroké spektrum uplatnéni jako je foto-
katalyza, senzorika, lozisté energie ¢i v medicing€ (napf.
protinadorové 1éCivo a implantaty). TiO, nanocastice vy-
kazuji chemickou stabilitu, zanedbatelnou toxicitu a vy-
bornou biokompatibilitu. V soucasné dob¢ byly piipraveny
hybridni nanocastice modifikované polyethyleniminem
(PEI) se zakotvenym lécivem na povrchu, kde je zabrane-
no uvolnéni 1é¢iva vytvofenim hydrofilni vrstvy z PEI. Za
nasledného pouziti UV zafeni dochézi k destrukci hydro-
filni PEI vrstvy pomoci OH- radikalt, a tim je umoznéno
uvolnéni 1éciva. Tato cesta se jevi jako potenciondlni pro
cileny transport Pt" cytostatik, atkoliv do soutasné doby ne-
byl zaznamenan Zadny pokus o aplikaci na Pt" cytostatika'*?'.

Kfemicité nanocastice

Aplikace poréznich nanomaterialii-nosict pro cileny
transport je v souc¢asné dobé na poli predniho zajmu. Jed-
nim z dal$ich moznych zpisobi je vyuziti mezoporéznich
nanocastic kfemiku, které vykazuji vyborné chemicko-
fyzikalni vlastnosti, které jsou dany vhodnym pomérem
objemu k povrchu, kde povrch téchto nanocéstic dosahuje
az 700-1000 m*kg ', pii velkém podtu pori az 0,9 cm’ g .
Mezi dal$i vyhody kiemicitych nanocastic patii vysoka
tepelna, chemickd a mechanicka stabilita, homogenni sta-
bilita, zanedbatelna toxicita, biodegradovatelnost a bio-
kompatibilita, ktera byla prok4zana in vitro i in vivo testy.
U SiO, nanocastic Ize stejné jako u titanovych, zlatych
a magnetickych nanocastic ovliviiovat velikost od fadoveé
desitek nanometri az po sto nanometri a rizné¢ modifiko-
vat jejich povrch pro cilené vyuziti ve farmacii. K imobili-
zaci 1é¢iva mize dojit bud uvnité struktury nanocastic
pomoci nevazebnych sil nebo na povrch modifikovanych
SiO, nanocastic kovalentni vazbou pomoci polymerniho
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fetézce. K uvolnéni 1é¢iv obvykle dochazi pfi degradaci
nanocastic erozi, desorpci, difuzi nebo v prostiedi o nizsim
pH. Pro 1écbu rakovinnych onemocnéni je dilezité, aby
1é¢ivo bylo uvolnéno v intersticialni tekuting€, na povrchu
nadorové tkan& nebo piimo v intraceluldrnim prostoru® ¢,

3. Zavér

Lécba nadorovych onemocnéni je v soucasné dobé
jednou z prvoradych priorit védect i 1€kaiG po celém svéte.
Ackoliv existuje cela fada lécebnych metod (chemoterapie,
radioterapie, chirurgie, imunoterapie ad.), stale je potifeba
hledat nové latky a vyvijet nové metody jak vcasné dia-
gnostiky, ktera v souc¢asné dob¢ hraje primarni roli v boji
s rakovinou, tak i nové zptisoby lécby. Jednou z ¢asto pou-
zivanych a dosud nejucinnéjsich metod 1é¢by rakoviny je
chemoterapie pomoci platinovych cytostatik, které
v klinické praxi predstavuji vice jak 60% zastoupeni.

Prvni platinové cytostatikum cisplatina bylo zavedeno
v roce 1978. Od zavedeni prvni generace platinovych cyto-
statik uplynulo témé&f 40 let, a pfestoZze vykazuji zadvazné
nezéadouci uc€inky, jsou stale pouzivany pro 1é¢bu celé fady
zejména solidnich nadord (rakovina prostaty, vajeénikd,
tlustého stieva aj.). Snahu najit nové platinové cytostati-
kum se stejnymi nebo lep$imi protinddorovymi ucinky
a s niz§imi nezddoucimi U¢inky nez stavajici platinova
cytostatika reprezentuji nové platicité komplexy satraplati-
na a LA-12. Tyto latky vykazaly ve vyvoji av prekli-
nickych testech lepsi cytostatické vlastnosti, nulovou rezis-
tenci a men$i nezadouci ucinky nez stavajici platinova
cytostatika, ale v klinickém testovani nesplnily uvedené
latky ocekavani a nebyly dosud schvaleny.

DalSim zpiisobem, jak zmirnit nezddouci Ucinky, je
pouziti 1ékovych forem s cilenym transportem 1éCiva, které
maji  zajistit prolongaci 1é¢iva v krevnim obé&hu
a minimalizovat nezddouci ucinky zacilenim IéCiva
k nadorovym buitkam. Dalsi vyhodou cilené¢ho transportu
je snizeni koncentrace platinovych 1é¢iv v téle, jelikoz
pusobeni platinovych cytostatik je zpravidla nespecifické
a postihuje i zdravé bunky. V soucasné dobé bylo pro cile-
ny transport testovano mnoho systémi — napi. micely,
nanotrubice, biodegradovatelné proteiny, dendrimery, na-
nocastice, lipozomy. V preklinickych i klinickych testech
se ukézalo, Ze enkapsulace platinového cytostatika razant-
n¢ snizila nezadouci ucinky a dokonce i v nékterych pfipa-
dech (lipozom — Doxil™) zptisobila n&kolikanasobné vyssi
cytostatickou aktivitu. NejCastéji pouzivanymi platinovymi
komplexy pro cileny transport jsou oxaliplatina, cisplatina
a DACHPt, coz je fragment oxaliplatiny. Ze vSech dopo-
sud testovanych systému se jevi nad€jn€ lipozomalni for-
mulace, nebot’ tii 1é¢iva (SPI-77, Aroplatin a MBP426)
jsou ve druhé fazi klinického testovani a 1é¢ivo Lipoplatin
dokonce jiz ve tfeti fazi na rakovinu prsu a gastrointesti-
nélniho traktu. Jako dalSimi slibnymi systémy se jevi mi-
celarni systém, kde dvé 1é¢iva jsou v klinickém testovani.
Platinové konjugaty jsou reprezentovany lécivem ProLin-
dac, ktery je v druhé fazi klinického testovani proti rakovi-
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Tato prace se uskutecnila v ramci Narodniho progra-
mu udrzitelnosti (NPU 1 LO1215) MSMT — 34870/2013.

Seznam zkratek

APN aminopeptid N
ARG arginin
ASN asparagin
AUC Area Under Curve — plocha pod kiivkou
CDX cyklodextrin
DACH diaminocyklohexan
DACHPt diaminocyklohexanplatina (II)
DNA deoxyribonukleova kyselina
EPR Enhanced Permeability and Retention effect —
zvySena propustnost a zadrz
ER estrogenovy receptor
GLY glycin
HPMA N-(2-hydroxypropyl)methakrylamid
PEG polyethylenglykol
PEI polyethylenimin
PHPMA  poly-N-(2-hydroxypropyl)methakrylamid
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J. Svoboda, K. Syslova, and P. Kacer (University of
Chemistry and Technology, Prague): Target Delivery of
Platinum Cytostatics

Since their introduction in 1970's platinum complexes
represent one of the most significant groups of chemother-
apeutics. These drugs represented by Cisplatin and Oxali-
platin complexes exhibit high efficiency against many
solid tumors. Serious side effects such as neurotoxicity,
nephrotoxicity and gradual initiation cell resistance limit
the use of platinum drugs in cancer treatment. Current
research aims to mitigate these side effects through the
introduction 4™ generation platinum cytostatics and
through the preparation of advanced dosage forms allow-
ing for target delivery of current cytostatics. In this review,
currently developed and clinically tested transport systems,
prepared for the target delivery of platinum cytostatics
either via active or passive transport, are summarized.



