Che[@ Piivodni a metodické prace

Listy www.chemicke-listy.cz

NOVE MOZNOSTI PRO VYZKUM TERANOSTIK U CEVNI MOZKOVE PRIHODY
Publikace je vénovana 100. vyroci zaloZeni Katedry analytické chemie PFF UK Praha.

MicHAELA KUCHYNKA™, JAN BISKUPIC?, MAGDALENA ONUSCAKOVA *, PETER SCHEER ¢,
JANA HLOZKOVA ©a VIKTOR KANICKY "

“ Ustav chemickych léciv, Masarykova univerzita, Palackého tiida 1946/1, 612 00 Brno, © Ustav chemie, Prirodovédecka
fakulta, Masarykova univerzita, Kotlaiska 2, 611 37 Brno, © Ustav farmakologie a toxikologie, Masarykova univerzita,
Palackého téida 1946/1, 612 00 Brno, Ceskd republika

viktork@chemi.muni.cz

Doslo 16.9.24, piijato 15.10.24.

Cévni mozkova ptihoda, infarkt myokardu a plicni embolie piedstavuji vyznamnou zdravotni zatéZ pro soucasnou
spolecnost, pficemz jejich hlavni pfi¢inou jsou krevni srazeniny a poSkozeni vnitini vystelky cév (endotelu). Piesna
arychla diagnostika téchto sraZenin, zejména urceni jejich stafi, je klicova pro optimalni volbu lécebného postupu, jako je
trombolyza (farmakologické rozpus$téni srazeniny) nebo trombektomie (mechanické odstranéni srazeniny). Stavajici
diagnostické metody vSak nedosahuji pozadované trovné presnosti a efektivity.

Tento ¢lanek zkouma potencial jodovanych nanocastic (IoNP) na bazi polyjodovanych biodegradabilnich polymeru,
které mohou cilené vyhledavat specifické slozky, jako je fibrin, a umoznit tak vizualizaci krevnich sraZenin pomoci
rentgenovych zobrazovacich metod, jako je pocitacova tomografie (CT) nebo skiaskopie. Nanocastice maji schopnost
nejen zobrazit sraZeniny, ale také odhadnout jejich stafi, coz by mohlo vyrazné podpofit moderni teranosticky pfistup, ktery
kombinuje diagnostiku a terapii.

Clanek také demonstruje moznosti testovani farmakokinetiky téchto teranostik pomoci modelového organismu
(potkana), vyuzivajici metodu laserové ablace s hmotnostni spektrometrii s indukéné vazanym plazmatem. Tento pfistup
prispiva k lep$imu porozuméni biodegradability potencialnich 1é¢iv a piedstavuje kliovy krok v preklinickém hodnoceni.
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Uvod naklady na zdravotni péci. Zbyvajici rozpoctova polozka
byla uréena na neptimé naklady spojené s dlouhodobou

Kardiovaskularni onemocnéni, zejména ischemicka 1écbou, rehabilitaci a ztratou produktivity. V pfepoctu €ini
choroba srde¢ni a cerebrovaskularni neboli cévni mozkové ro¢ni naklady na l1écbu kazdého pacienta s cévni mozko-
piithody (CVP), jsou hlavnimi pfi¢inami amrti ve vyspé- vou ptihodou 3 483 euro, tj. 59 euro na obc¢ana EU. Statis-
lych zemich. Dle udaji WHO byly v roce 2020 zodpovéd- tické progndzy ukazuji, Ze pocet piipadl tohoto onemoc-
né za vice nez 50 % umrti'. Nejéast&jdim typem CVP je néni v EU se do roku 2035 zvysi az o 36 %. Kromé toho
ischemicka cévni mozkova prihoda (CMP), ktera predsta- je tfeba vénovat pozornost také cévnim mozkovym ptiho-
vuje pfiblizné 80 % vSech pithod. U pfezivSich mohou dam spojenym s pandemii koronaviru SARS-CoV-2. Ten
komplikace spojené s cévni mozkovou pithodou pretrvavat se prokazal jako vysoce protromboticky (podporuje vznik
po dlouhou dobu. Dokonce i po 15 letech ziji dvé tietiny srazenin) a miZe zpusobit mikrovaskularni (malé¢ krevni
pacientll s postizenim, téméf dva z péti trpi depresi a vice cévy — arterioly, kapilary a venuly) a makrovaskularni
nez ctvrtina kognitivnimi poruchami. Kromé toho se (velké krevni cévy — tepny a zily) trombozu (stav, pii kte-
u pacientl s cévni mozkovou piithodou mnohem castéji rém dochazi k tvorbé krevni srazeniny uvnitf cévy)
objevuji dal§i onemocnéni a zdravotni komplikace®. v riznych organech. Béhem pandemie koronaviru mnoho
Z tohoto diivodu je nezbytné brat v tivahu také ekonomic- obyvatel vahalo s vyhledanim Iékaiské pomoci, coz vedlo
kou zatéz s ni spojenou. V Evropské unii (EU) Cinily cel- ke sniZeni poctu hospitalizaci u méné¢ zavaznych piihod
kové ndklady na cévni mozkovou piihodu v roce 2015 a zvyseni hospitalizace u zavaznéjSich pfipadt a k zvySeni
45 miliard euro a v roce 2017 se zvySily na 60 miliard euro umrtnosti. Jejim vlivem na spole¢nost a systémy zdravotni
(cit.’). Pouze 45 % této &astky bylo vynaloZeno na piimé péce je tedy potfeba se zabyvat, aby bylo mozné zlepsit
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1éCebné postupy cévnich mozkovych piihod a pfipravit se
na mozné budouci epidemie”.

Vzhledem k vyznamnému spolecenskému a ekono-
hodobé prognoézy prezivsich a jejich navrat do normalniho
a produktivniho Zivota. Klicem k tspé&chu je ¢as (co nej-
kratsi). VCasnost diagnostiky a 1é¢by je prvorada, presto je
odhaleni pocatku cévni mozkové piihody stale narocné,
zejména v piipadech, kdy se ptiznaky projevi béhem span-
ku, tedy pfesny Cas pocatku cévni mozkové piihody neni
zndm (WUS, z angl. wake up stroke). Tito pacienti tvoii
20-25 % ptipadl tohoto onemocnéni a jsou Casto vylouce-
ni z konventni 1é¢by, coz vede k hor§im vysledklim.
V soucasné dobé¢ se cévni mozkova piihoda uspésné dia-
gnostikuje, nejcastéji s vyuzitim pocitacové tomografie
(CT) nebo zobrazovaci magnetické rezonance (MRI). Po-
souzeni stafi cévni mozkové piithody vSak neni mozné,
ackoliv je pro dalsi personalizovanou 1é¢bu nesmirné dile-
zité. Prizptisobeni 1écby kazdému pacientovi vede k vyssi
uspésnosti pfi zdchrané zivota, zmirnéni piipadné invalidi-
ty a nepfimo i ke snizeni ekonomické zatéze spolecnosti.

Strategie 1é¢by mrtvice

U pacientd s akutni ischemickou cévni mozkovou
pfihodou existuji tfi moZznosti 1écby. Prvni moZznosti je
farmakologicka 1écba, kdy se pfistupuje k aplikaci trombo-
lytika (1é¢ivo pouzivané k rozpousténi krevnich sraZenin
pusobici tak, ze aktivuje enzymy, které $tépi fibrin — hlav-
ni slozku krevni sraZeniny), ¢imz obnovuje pritok krve.
V Ceské republice je schvalend pouze altepliza
(rekombinantni tkanovy aktivator plazminogenu, t-PA)
pro rozpusténi srazeniny vzniklé v krevnim feCiSti pfi
mozkové ptihod€. Dal§i moznosti je trombektomie, tedy
odstranéni této srazeniny mechanicky pomoci katetrd, treti
pfipad je kombinace trombolyzy a trombektomie. Cilem
vSech téchto postupi je rekanalizace cévy, tedy obnoveni
jeji prichodnosti poté, co byla uzaviena’. Co nejrychlejsi
zahéjeni 1éCby pacientl je zasadni, protoze ,.Cas je mo-
zek“. Kazda hodina prodleni zhorSuje prognézu plného
uzdraveni o 15 %. Jak trombolyza, tak mechanicka trom-
bektomie maji svoje vyhody i sva rizika. Hlavni vyhodou
trombolytického pfistupu je nizka cena, nenaro¢nost na
vybaveni a velmi rychlé podani 1é¢iva. Zakladnim predpo-
kladem pro pouziti intravenozni alteplazy je doba jeji apli-
kace. Nevyhodou je Gzké terapeutické okno, lze ji pouzit
pouze do 4,5 hodiny od jasn¢ definovaného pocatku pfi-
znakt. Dal$i nevyhodou je nizka G¢innost u velkych trom-
bl a zvysené riziko jak systémového, tak intrakranialniho
krvaceni. Vyhodou mechanické trombektomie je naopak
delsi terapeutické okno (do 6 hodin, v indikovanych ptipa-
dech i vice) a moznost vyftesit i okluzi velkymi tromby.
Nevyhoda spociva v zavislosti vysledkt 1écby na zkuSe-
ajeji zahdjeni je vzhledem k nutnym piipravam pozdé;jsi.
Nebezpecim mize byt rozdéleni srazeniny na vice ¢asti,
které se mohou uvolnit déle do krevniho fecisté.
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Nejkritictéjsi podminkou je identifikace penumbry, tj.
jiz neprokrvované oblasti mozku ale stale jesté potencial-
né¢ zachranitelné, nikoli jiz mrtvé mozkové tkan€. BohuZzel
v mnoha zemich stéale jeste neexistuje dobra sit’ specializo-
vanych center pro 1écbu cévnich mozkovych piihod s ne-
pretrzitou pé&i’.

Zobrazovani srazenin in situ

Informace o velikosti, slozeni a pivodu srazeniny
maji potencidl poskytnout zasadni podklady pro volbu
lécebné strategie nejen u samotné cévni mozkové piihody,
ale mohou pomoci i pfi diagnostice a 1écb¢ dalSich zavaz-
nych kardiovaskularnich onemocnéni, jako jsou arterialni
embolizace, infarkt myokardu nebo ledvin, plicni embolie
a hluboka Zilni trombéza’. Dnesni zobrazovaci metody
(napt. CT, rentgen, ECHO — echokardiografie, tedy ultra-
zvuk k vySetfeni srdce) umoziiuji spolehlivou vizualizaci
srazenin. Ty se skladaji pfedev§im z trombocyti, Cerve-
nych a bilych krvinek a fibrinovych vlaken. Podle mnoz-
stvi téchto slozek existuji tfi typy sraZenin (a) bilé srazeni-
ny (vysoké mnozstvi fibrinu), (b) cervené sraZeniny
(bohat¢ na Cervené krvinky) a (c¢) smiSené. Moderni zobra-
zovaci metody deteguji umisténi sraZeniny s velkou pfes-
nosti, ale zobrazeni srazeniny je realné pouze v piipadé, ze
se jedna o Cervené srazeniny. Ty se velice dobfe rozpous-
téji a nejsou tak lécebnou vyzvou. Hlavnim problémem
zustava uréeni velikosti a charakteru srazeniny. Bilé sraze-
niny maji vysoky podil fibrinu, jsou rezistentni
k trombolyze, a proto je jejich vizualizace klicova pro
volbu spravné 1écebné strategie.

Teranostika

Teranostika je pom&mé nova oblast mediciny
a v soucasné dobé¢ se jevi jako velmi vhodny nastroj perso-
nalizované mediciny, ktera je v mnoha ptipadech pii na-
staveni spravné a u¢inné 1é¢by nezbytnd. Terminem tera-
nostika oznacujeme spojeni terapeutickych a diagnostic-
kych pristupii do jednoho celku. Vytvori se tak proces,
ktery je soucasné diagnostikou, monitorovanim a lé¢bou
onemocnéni za pouziti jednoho nastroje, latky nebo meto-
dy. Zakladnim konceptem teranostiky je soucasné fungo-
vani diagnostického a 1é¢ebného prvku pii jediné aplikaci.
Cilem teranostiky bylo vytvofit pro rizné patologické
projevy specifickou a selektivni 1écbu a tim dosédhnout
zefektivnéni terapie, pfizpisobeni terapie na zékladé mo-
nitorovani 1écby a nasledné snizeni pravdépodobnosti
vyskytu nezadoucich u&inka®.

Odborny vyraz teranostika byl poprvé pouzit v roce
1998 Johnem Funkhouserem’ a jiz léta se piistup teranos-
tiky uplatiiuje v nuklearni medicing, kde je uspé$né pouzi-
vana a ma svij nezastupitelny vyznam pii 1écbé napft. na-
dorovych onemocnéni §titné zlazy. Postupné se teranosti-
ka dostava i do dalsich oblasti mediciny vzhledem k po-
stupnému rozvoji nanotechnologii. U nanocastic (NP) je
predpoklad, ze diky svym dobfe modifikovatelnym biolo-
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gickym vlastnostem by mohly mit bohaté spektrum vyuziti
hlavné pfi rozvoji personalizované mediciny a teranostiky.

V nuklearni mediciné je jako teranostikum vniman
specificky radioaktivni izotop, ktery je vazan na lécivou
latku. Ta ma pak selektivni afinitu k ur¢itému typu tkané,
tj. vaze se na receptory bungk'’. V poslednich letech se
teranostika uspésné aplikuje u celé fady nadorovych one-
mocnéni, jako je rakovina prostaty a neuroendokrinni na-
dory. Jednim z jiz registrovanych a v terapeutické praxi
pouzivanych teranostik je radioterapeuticky konjugat zva-
ny "Lu-PSMA-617, ktery je uréen k 16¢bé pokrogilé rezi-
stentni formy rakoviny prostaty. Tento preparat americky
Utad pro kontrolu potravin a 1é¢iv (FDA — Food and Drug
Administration) schvalil zacatkem roku 2022 pod obchod-
nim nazvem Pluvicto® (cit.'"). Lé¢ivo '""Lu-PSMA-617 je
kombinaci radioaktivniho izotopu lutecia-177 (*"’Lu)
amolekuly, kterd se vaze na PSMA (prostate-specific
membrane antigen), ktery je lokalizovan na builkdch
rakoviny prostaty. Diagnostickou slozkou teranostika
""Lu-PSMA-617 je PSMA, které se vaze na malformova-
né bunky, pak je pomoci zobrazovaci metody — pozitrono-
vé emisni tomografie — detegovan radioaktivni izotop
"Ly, ktery soudasné svym emitovanym zafenim ni&i
rakovinové buiiky'’. Na stejném principu spojeni moleku-
ly s vysokou afinitou k urcité tkani a radioaktivniho izoto-
pu prvku funguji i dalsi schvalené preparaty: Zevalin
(*°Y-ibritumomab tiuxetan)'?, Bexxar ("*'I-tositumomab)'®
a Lutathera ('"’Lu-Dotatate)".

Teranostika zalozend na pouziti NP jako nosicl se
ukazuje jako velmi perspektivni oblast v oboru mediciny.
Nanocastice mohou byt navazany s terapeutickymi a dia-
gnostickymi latkami, coZz umoziiuje pacientim zpfistupnit
cilengjsi a efektivnéjsi diagnostiku a 1écbu onemocnéni.

Tabulka I
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Prvnim ,,nano® 1é¢ivem registrovanym FDA byl Doxil®
v roku 1995. Uginna latka doxorubicin je chemoterapeuti-
kum, které se pouziva v terapii ruznych onkologickych
onemocnéni, véetné rakoviny prsu, ovarii a Kaposiho sar-
komu. Doxorubicin je obalen nano¢4sticemi — liposomalni
vrstvou, kterd je perspektivni pro umisténi ligandd vézaji-
cich se na nadorové bunky, coz zajistuje jeho cilengjsi
pristup k témto buiikam, ptsobi tak selektivné a snizuje
vedlejsi uéinky 1é&by .

Nanocasticové teranostikum najde uplatnéni 1 v zob-
razovacich metodach, kde jsou jiz pouzivany nanocastice
zlata nebo oxidu zelezitého, které podporuji zvySeni kvali-
ty obrazu a tim zlepSeni diagnostiky pfi pouziti MRI. Pfi-
kladem takové latky je Combidex® (ferumoxtran-10),
ktery obsahuje syntetické magnetické nanocastice zlepsu-
jici kontrast ve snimcich MRI a ptipadné i diagnostiku
rakoviny lymfatickych uzlin. Na povrch NP Ize pak nava-
zat samotné 1é&ivo. Combidex” je viak prozatim piedmé-
tem klinickych hodnoceni'®.

Jodované nanocastice jako kontrastni latka

Nizkomolekularni jodované latky jsou nejstarSimi
kontrastnimi latkami pouzivanymi v mediciné s uplatné-
nim pro zobrazovani tkdni pomoci rentgenového zafeni —
skiagraficka a CT angiografie. V soucasné dobé se v kli-
nické praxi pouziva vice nez deset schvalenych jodova-
nych kontrastnich latek'”, které oviem maji rychlou elimi-
naci z krve prostfednictvim ledvinové filtrace's, coz ome-
zuje optimalni klinickou diagnostiku.

Nanocastice jsou v medicing stile vice vyuZzivany
a jejich vyznam roste (viz tab. I a II).

Ptiklady uplatnéni NP v preklinické praxi (in vitro diagnostika)

Typ NP Diagnostické vyuziti Lit.
Zlaté nanocastice detekce viru SARS-CoV-2 19
NanoFlares detekce rakovinnych bunék v krvi 20
Nanocéastice Europia rychla diagnostika viru ptaci chiipky podtypu H7 21
Polovodic¢ové kvantové te¢ky fluorescen¢ni biomarker pro diagnostiku rakoviny 22
Uhlikové nanotrubice diagnostika a 1é¢ba rakoviny plic 23
Nanovlédkna detekce negativnich DNA mutaci a exprese genti 24

Tabulka II

Ptiklady uplatnéni NP v klinické praxi

Nazev Terapeutické vyuziti Lit.
Abelcet”, amfotericin B komplex 1é¢ba invazivni mykotické infekce 25
Doxil®, nanolipozomy 1écba Kaposiho sarkomu, 1é¢ba karcinomu vajecnikt 26
ABRAXANE?®, paclitaxel-albumin 1é¢ba rakoviny prsu, plic a slinivky bfisni 27
Genexol -PM, micelarni paklitavex 1é¢ba pokrocilého stadia karcinomu prsu a plic 28
Rapamune®, nanokrystaly prevence odmitnuti transplantovaného organu 29
Zlaté nanotyce inhibice agregace B-amyloidu Alzheimerovy choroby 30
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NP vykazuji zasadni rozdily oproti v soucasnosti
pouzivanym nizkomolekularnim kontrastnim latkam
v klinické praxi, a to diky svym fyzikadlnim vlastnostem —
zejména velikosti, kterd prodluzuje jejich setrvani v krev-
nim fecisti. Kromé toho mohou byt nosici 1é¢iv a cilit na
jakoukoliv strukturu/tkan. Jednim z potencidlnich teranos-
tik jsou napft. jodované nanocastice (IoNP), které mohou
byt vhodnym doplitkem ke konven¢nim jodovym kontrast-
nim latkdm. Ve srovnani s kovovymi nanocasticemi
(superparamagnetické nanocastice oxidl iontd — SPION,
zlaté nanocastice — AuNP), které nejsou v téle rozlozitel-
né, jsou pravé IoNP biologicky odbouratelné. IoNP tak
maji potencidl stat se zdkladem moderniho teranostického
pfistupu ke zlepseni 1éCby.

IoNP jsou tedy diagnostikem — mohou byt uzavieny
do liposomil, které maji na povrchu tzv. binder (ligand)
pro cilovou strukturu, v naSem piipadé fibrin. Diky tomu
mohou byt selektivné vychytavany v krevnim obé&hu
a zaméfeny na cilovou strukturu, ¢imz ji oznac¢i. Navic
muize byt na povrchu liposomu terapeutickd molekula,
napiiklad alteplaza, plazmin nebo mikroplazmin, ktera
umoziuje terapeuticky t¢inek.

IoNP mohou byt vyrobeny z monomeru MAOTIB
(2-metakryloxyethyl(2,3,5-trijodobenzoat))*', viz obr. 1,
a v literatuie jsou popisovany jako zadouci kontrastni lat-
ky, naptiklad pfi zobrazovani jater, sleziny a lymfatickych
uzlin®'. Vykazuji zvysenou viditelnost v krvi a mohou byt
vyuzity také pii diagnostice rakovinnych bunék
vjatrech™. ToNP navic nabizeji niz$i nefrotoxicitu
(toxicky ucinek latek na ledviny) nez nizkomolekularni
latky a vykazuji specifickou schopnost cileni. Zamétuji se
na fibrin ve srazenin€ a jejich radiopacitni vlastnost (tedy
nepropustnost pro rentgenové paprsky, jevici se na rentge-
novém/CT snimku jako bil4 oblast) tak mlze vizualizovat
srazeninu in situ’>.
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Obr. 1. Schéma syntézy IoNP.
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Laserova ablace s indukéné vazanym plazmatem
a hmotnostni spektrometrii (LA-ICP-MS)

LA-ICP-MS je vykonna technika zobrazovéani prv-
ki** a v nékterych ptipadech i proteinti (hmotnostni cyto-
metrie®) s vynikajicimi mezemi detekce, v idedlnich pfi-
padech az v tadech jednotek ng g™ (cit.***%). Jak bylo uve-
deno vyse, ischemickd cévni mozkova piihoda (spolu
s rakovinou) je celosvétoveé hlavni pfi¢inou Gmrti. Neni
proto piekvapivé, Ze v poslednich desetiletich roste zajem
0 zobrazovani distribuce prvki/kovli a proteinli v biolo-
gickych tkanich s cilem ziskat napf. obecné prvkoveé-
proteomické informace u konkrétniho onemocnéni® ™,
Barveni hematoxylinem a eosinem (HE) pfedstavuje za-
kladni tkanové barveni pouzivané v histologii, které slouzi
jako zakladni kamen v 1ékaiské diagnostice a je ¢asto po-
vazovano za zlaty standard®’. Nicméné komplexni prekli-
nicky vyzkum vyZzaduje multidisciplinarni pfistup zahrnu-
jici studium farmakokinetiky a dynamiky tohoto potenci-
alniho teranostika (IoNP pro detekci a lécbu mrtvice).
Takové analyzy jsou mozné pravé diky pouziti této jedi-
necné metody LA-ICP-MS kombinujici detekei vice prvki
a nové 1 proteind. Stanoveni distribuce proteinll/
biomarkeri umoznuje tak popsat informace napf.
o rozsahu poSkozeni mozku v zdjmové oblasti. Tim se
otevird jedine¢na moznost detegovat nové syntetizované
léky/kontrastni latky, zkoumat jejich chovani v modelo-
vém organismu nebo sledovat jejich ucinnost (spolu
s kombinaci histologickych pfistupll), a tim i uspéSnost
celkové 1écby. Proto mlize byt tato zobrazovaci technika
velmi vhodna a mtize byt vyuzita jako tzv. ,,zlaty standard*
zobrazovaci metody pro vyzkum napf. vySe zminovanych
IoNP pouzitelnych v oblasti teranostické mediciny.

@%mk]

poly(MAQOTIB)

Toluen, 73 °C
15h

Monomer je pfipraven esterifikaéni reakci trijodbenzoylchloridu (TIB-Cl) s 2-hydroxyethyl-

methakrylatem (HEMA) v prostiedi dimethylaminopyridinu (DMAP) a triethylaminu (NEt3) rozpusténého v dichlormethanu (DCM).
Polymerace probihd mechanismem radikalové polymerizace. Pomoci tetrahydrofuranu (THF), polyMAOTIB, ethanolu a stabiliza¢niho
surfaktantu — polyethylenglykolu (PEG — komeréni nazev Kolliphor®) jsou vytvoieny IoNP
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Experimentalni ¢ast
Ptiprava vzorki

In vivo: Laboratornim potkanim byla pod narkézou
vyvoldna okluze stfedni mozkové tepny (MCAO, Middle
Cerebral Artery Occlusion). MCAO operace byla realizo-
véana zédkrokem, kdy do kréni tepny potkana byla aplikova-
na uméla, baryem znacend sraZenina na bézi lidského fib-
rinu (umély trombus), ktera se nasledné usadila ve stfedni
mozkové tepné&*’. B&hem terapeutického okna bylo potka-
niim aplikovano trombolytikum (napf. alteplaza) a [oNP.

Ex-vivo: Po eutandzii zvifete (potkana) byl odebran
vzorek krve a vyjmut mozek, spole¢né€ s dalSimi organy
(pfevazné jatra, ledviny, slezina). (I) Organy byly uchova-
ny pii —20 °C po dobu 60 minut. Takto chladem fixované
organy byly nasledné zality do kryo-média a nakrajeny na
kryotomu do podoby histologickych fezii o tloust’ce
10 um. Pfenos a skladovani fezti byly realizovany uchova-
nim na podloznim skle pfi teploté —20 °C. (II) Vzorky
krve byly pipetovany na podlozni sklo.

Analyza LA-ICP-MS
Vzorky byly upevnény do komory laserového ablac-

niho systému spolecné s kalibraénimi standardy. Byla
pouzita externi kalibrace s internim standardem telluru

/@ —
=

| Okluze stfedni mozkové tepny

Aplikace loNPs
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a definovanym obsahem jodu (0, 5, 10, 50, 100, 200
a 500 pg g™), které vérné napodobuji charakteristiky ne-
znamych vzorkd (tzv. matrix-matched standardy, tedy
standardy obsahujici stejnou matrici — tkén — jako samotny
vzorek). Ty slouzi nejen ke kvantifikaci mnoZzstvi jodu, ale
také k minimalizaci matricovych efekti a potlaceni rlizné
ablaéni rychlosti*"*2. Podminky analyzy byly optimalizo-
vany pro kompletni ablaci tkanové hmoty z podlozniho
skla, a vysoké ioniza¢ni ucinnosti pro zvolené prvky
(viz tab. IIT). Byly méfeny prvky: *'P (zobrazujici cely fez
tkang), %I (stanoveni distribuce a farmakokinetiky [oNP),
'2Te (interni standard). Ziskané hmotnostni spektrum
bylo kombinovano se zdznamem pozice laserového pa-
prsku a skladanim intenzifikovanych pixeld vznikla prv-
kova distribuéni mapa zajmového prvku. Cela metodolo-
gie pfipravy a analyzy je znazornéna na obr. 2.

Vysledky a diskuse

T¢lni tekutiny

Krev diky své viskozité vykazovala tzv. ,,efekt kavo-
vé skvrny* (coffee stain effect). Zminény jev se projevil
tim, Ze nejvyssi mnozstvi jodu bylo naméfeno na periferi-
ich kapky a uprostifed kapky. Tento artefakt je viditelny
i na prvkové distribu¢ni map€ jodu (viz obr. 3) a zanasi do

o~

‘ Odbér zajmovych organii

LA-ICP-MS analyza

A 4

Obr. 2. Postup piipravy vzorki pro analyzu pomoci LA-ICP-MS

[ Vlozeni kryo-fez(i na podlozni sklo |

[ Tvorba tenkych kryo-fezi |

Analyza dat



M. Kuchynka a spol.

Tabulka IIT
Podminky analyzy LA-ICP-MS pro tkanové vzorky
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Laserovy ablacni systéem LSX-213G2+ (Teledyne, Photon Machines, USA)

Energie laserového zateni, J cm™ 4,0
Opakovaci frekvence laserového paprsku, Hz 20
Primér laserového paprsku, pm 150
Rychlost posunu, um s~ 200
Ptiprava laserového paprsku s uzavienou clonou, s 10
Posun mezi liniemi, pm 150
Priitok nosného plynu, 1 min™ 1,0
Hmotnostni spektrometr s indukcné vazanym plazmatem Agilent 7900ce (Agilent, Japonsko)
Ptikon do indukéni civky ICP, W 1550
Praitok plazmového plynu, 1 min™* 17,0
Celkovy integracni Cas, s 0,5250

0 minut

£a'y

30 minut

1 hodina

Skala normalizovaného obsahu jodu

10

15

20

Obr. 3. Normalizovany obsah jodu ve vzorcich krve potkana po aplikaci IoNP analyzovanych pomoci LA-ICP-MS

dat heterogenitu stanoveni obsahu v celé kapce. Smérnice
pro normalizaci byla ziskdna pomoci tkaniovych standard
jodu. Tento zptisob normalizace byl zvolen z divodu za-
jisténi porovnatelnosti mezi jednotlivymi méfenimi. Jeli-
koz ale standardy nereflektuji matrici krve, byla normali-
zace vztazena na bezrozmérné jednotky. Jiz ve 3. minuté
od aplikace IoNP byl zaznamenan nartist mnozstvi jodu
(viz obr. 3, 3 minuty), coz indikuje rychlou distribuci
IoNP v krevnim fecisti a dale do organismu. Tuto hypoté-
zu podporuje i fakt, ze jiz po 30 minutach od jejich aplika-
ce se obsah jodu v krvi vratil na piivodni hodnoty (viz obr.
3, 30 minut).

Organy
Byly analyzovany tenké fezy tkani potkana (mozek,

jatra, ledviny) a vysledky jejich distribuénich map jodu
v orgénech popisuje obr. 4. Mizeme zde také pozorovat
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casové znacky eutanazie potkana po aplikaci IoNP (0,
30 min a 24 h). Pro lepsi vizualizaci struktury organd byly
distribuéni mapy jodu v organech doplnény mapami fosfo-
ru. Hodnota ,,MAX* vedle kazdé distribu¢ni mapy ozna-
¢uje maximalni nastavenou hodnotu obsahové $kaly, ktera
je znazornéna Cerveng.

Sdruzené skupiny distribu¢nich map organti vykazuji
podobny trend jako u krve. Zde se 30 minut po aplikaci
IoNP ve velkém mnozstvi dostaly z krevniho fecisté do
mozku (primérny obsah v fezu tkang 570 pg g ). Zde lze
pozorovat zna¢nou nehomogenitu distribuce jodu po
30 minutach po indukci IoNP (viz obr. 4, Mozek — 30
minut). [oNP se zdrzuji pouze v mistech s vysokym obsa-
hem zeleza, coz naznacuje distribuci v cévach bez vétsich
prinikd do nervové tkané. Pro spravnou vizualizaci sraze-
niny je potieba optimalizace kroku ,,vymyti“ IoNP z krev-
niho fecisté¢ mozkové tkané, aby nedochazelo k navysova-
ni signalu v jinych mistech mozkové tkang, nez kde je
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Jatra

Mozek

30 minut Blank

24 hodin

Ledvina

Organy - 50 ugg?
Mozek - 3000 pg g?

|

Obr. 4. Stanoveni distribuce a primérného obsahu jodu v tenkych Fezech organi po aplikaci IoNP pomoci LA-ICP-MS

pfitomna sraZzenina. Pak je moZzna spravnd interpretace
vysledkd. Primérny obsah jodu v fezu mozkové tkané po
24 hodinach byl stanoven na 0,101 pg g™'. Tento obsah je
stejny, jako u mozku potkana bez aplikace [oNP. Muzeme
tedy fici, Ze IoNP jsou po 24 hodinach pIné vylouceny
z tohoto organu. Detekci jodu v dalSich organech mizeme
pozorovat, ze odbourani IoNP probiha v jatrech (4,910 pg g™
po 30 min a 3,580 ug g po 24 hodinach, ve srovnani
s primérnym obsahem jodu bez aplikace IoNP, tedy
0,095 ng g, viz obr. 4, jatra), tedy vyloudenim pres Zlu-
Cové cesty do stiev. Oproti detekei jodu v ledvinach, je-
jichz obsah po 30 min (0,390 pg') i 24 hodinach
(0,300 pg g ") po aplikaci IoNP je jen nepatrné zvysen
oproti obsahu v ledving bez aplikace IoNP (0,107 pg g™).
JiZ po 24 hodinéach dochézi tedy k vylouceni vétSiny IoNP
Z organismu.

Vyhodou analyzy téchto biologickych vzorkd pomoci
LA-ICP-MS je nejen stanoveni jejich distribuce, posouze-
ni (ne)homogenity v tkani, ale také kvantitatifikce a moz-
nost vypocétu primémého obsahu jodu v tkéni, a tedy sta-
noveni farmakokinetiky téchto [oNP. Nevyhodou je stano-
veni IoNP jako signalu '?I, nikoli ve formé , single nano-
particle modu®, tedy detekci jednotlivych nanocastic, ktera
se vsoucasné dobé rutinné zatim nepouziva (z duvodu
napt. nedostatecné vyspélé instrumentace, velice slozité
optimalizace metody, ¢i dlouhé doby a vysoké ceny analy-
zy). Tato nevyhoda znemoznuje ziskani informace o jejich
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biodegradabilité¢ (rozlozeni biologickymi procesy), tedy
zda jsou IoNP v organech v plivodni formé nanocastic,
nebo jiz rozlozené. Tato informace mize byt nasledné
ziskana pomoci zobrazeni elektronovym mikroskopem.

Zaveér

Vyhodou LA-ICP-MS je pti vyzkumu celé fady one-
mocnéni nejen zobrazeni samotné distribuce zajmovych
prvki, ale také moznost jejich kvantifikace, a to jak celko-
veé (v celém fezu tkang), tak v jeji zajmové oblasti. Muze-
me tedy popisovat farmakokinetiku chemickych latek
urcenych k pouziti v 1ékatské diagnostice, 1é¢bé nebo pre-
venci nemoci zaloZzenych na prvku, ktery neni organismu
vlastni (abiogenni). V takovém ptipadé mizeme obsah
a distribuci 1é¢iva snadno sledovat. V naSem ptipadé je jod
sice v organismu Caste¢né zastoupen (napf. §titna zlaza),
jak je ale patrné zanalyz organt potkani nelécenych
IoNP, jeho redlné mnozstvi vyjma §titné zlazy je v tkanich
prakticky zanedbatelné.

LA-ICP-MS se tedy v poslednich letech stava velice
uéinnym nastrojem pro vyvoj a testovani 1éCiv, stanoveni
jejich farmakokinetiky a v neposledni fadé také ucinnosti.
Ruku v ruce jde staly vyvoj nové instrumentace, ktera jiz
v dnesni dobé dovoluje nejen nizsi meze detekce, ale také
mnohem rychlejsi a tim levnéjsi analyzy.
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of Chemical Drugs, Masaryk University, Brno,
b Department of Chemistry, Faculty of Science, Masaryk
University, Brno, ¢ Department of Pharmacology and
Toxicology, Masaryk University, Brno, Czech Republic):
New Opportunities for Theranostics Research in
Stroke

Stroke, myocardial infarction, and pulmonary
embolism represent a significant health burden for modern
society, with their primary causes being blood clots and
damage to the endothelial lining of blood vessels.
Accurate and rapid diagnosis of these clots, particularly
determining their age, is crucial for optimal treatment
selection, such as thrombolysis (pharmacological
dissolution of the clot) or thrombectomy (mechanical
removal of the clot). However, existing diagnostic
methods do not achieve the required levels of accuracy
and efficiency. This article explores the potential of

633

Chem. Listy /18, 625-633 (2024)

iodinated nanoparticles (IoNPs) based on polyiodinated
biodegradable polymers, which can selectively target
specific components such as fibrin, thereby enabling
visualization of blood clots using X-ray imaging
techniques like computed tomography (CT) or
fluoroscopy. The nanoparticles have the capability not
only to visualize clots but also to estimate their age, which
could significantly support a modern theranostic approach
that combines diagnosis and therapy. The article also
demonstrates  the  possibilities of  testing the
pharmacokinetics of these theranostics using a model
organism (rat), employing the method of laser ablation
inductively coupled plasma mass spectrometry (LA-ICP-
MS). This approach contributes to a better understanding
of the biodegradability of potential therapeutics and
represents a key step in preclinical evaluation.

theranostic,  laser  ablation,

Keywords:  stroke,

nanoparticles
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