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Uvod

Magneticka rezonance (magnetic resonance imaging,
MRI) byla vynalezena v roce 1971 na univerzité ve Stony
Brooku profesorem Paulem Lauterburgem a od té doby se
razovacich technik'™. Tato technika je zaloZena na sledo-
vani distribuce vodiku (‘"H) v organismu s pomoci silného
magnetického pole a radiofrekvencnich pulzii k ziskani
anatomicko-patologického obrazu. Metoda MRI je vhodna
zejména pro zobrazovani mékkych tkani a organt. Jeji
hlavni vyhodou oproti rentgenu (RTG), pocitacové tomo-
grafii (computed tomography, CT), pozitronové emisni
tomografii (positron emission tomography, PET) a jedno-

fotonové emisni tomografii (single-photon emission com-
puterized tomography, SPECT) je, Ze pacienta nevystavuje
plisobeni ionizujiciho zéfeni, takze je vhodnd i pro t€hotné
zeny a mladistvé. Dalsi vyznamnou vyhodou MRI je, Ze
tato metoda neni limitovana tloustkou meéfené tkané
(narozdil od ultrazvuku)®. Diky témto vyhoddm se MRI
stala nepostradatelnou soucasti klinické praxe.

I ptes velkou klinickou uzitecnost MRI nelze nékteré
patologické tkané rozlisit od zdravych pomoci standard-
nich MRI technik, protoZe mezi nimi nevznik4 dostate¢ny
kontrast. V nékterych piipadech 1ze kontrast mezi fyziolo-
gickymi a patologickymi tkanémi zvysit s pomoci kon-
trastnich latek s afinitou k patologické tkani, ve které se
akumuluji. S pomoci kontrastnich latek pak 1ze na magne-
tické rezonanci detegovat napiiklad amyloidni plaky
u Alzheimerovy nemoci ¢i néktera nadorova onemocnéni,
ktera by jinak neslo zobrazit™®. Nicméng, paleta aktudlng
pouzivanych kontrastnich latek stidle neumoznuje detego-
vat mnohé patologie, protoze chybi latky s afinitami
k danym patologiim’~'. Navic, kontrastni latky jsou v&tsi-
nou komplexy gadolinia, které se mize po dekomplexaci
v organismu kumulovat a ptsobit toxicky'. Proto je
v soucasnosti zadouci ziskat nové netoxické kontrastni
latky ¢i tracery, které by umoznovaly rozsifit spektrum
moznych MRI vysetfeni.

Dalsi moznosti, jak rozsifit spektrum aplikaci MRI, je
detekce jinych atomil neZ 'H. Metoda MRI umoZiiuje sle-
dovat distribuci jakychkoliv nuklidd s nenulovym spino-
vym &islem (napt. C, “F, *'P), nicmén& jeden
z nejvhodngjsich nuklidé pro MRI je fluor "°F. Nuklid "°F
ma celou fadu vhodnych vlastnosti:

(a) Ma jednu z nejvyssich znamych MR sensitivit (obr. 1)

(jinymi slovy, jadra '°F poskytuji na MRI silny signal,
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Obr. 1. Sensitivita a relativni piirodni zastoupeni riznych nuklidii a jejich spinové ¢islo. Pfiblizna oblast nuklidii vhodnych pro MRI
je vyznaGena modfe (pievzato z literatury a upraveno'*). (Barevna verze obrazku je dostupna na webovych strankach Gasopisu Chemické

listy).

ktery zalezi na gyromagnetickém poméru daného
nuklidu a jeho spinovém ¢isle).
Fluor se v piirodnich zdrojich vyskytuje jen jako 'F,
neni tedy potfeba jej pro zvyseni kontrastu izotopove
obohacovat.
Fluor miZe mit velmi rozmanité chemické posuny,
takze je mozné aplikovat a sledovat i vice fluorova-
nych kontrastnich ¢inidel (dale jen traceri) najednou
(pokud maji rozdilné chemické posuny).
®F MRI lze zméfit i b&Znymi 'H MRI piistroji, jen
s minimalnimi hardwarovymi zménami (je dokonce
moZné méfit zaroveni 'H a "’F MRI)**.
Nicméné, narozdil od vodiku je obsah fluoru v orga-
nismu minimalni (velmi nizky ,,background noise), coz
znamena, ze (a) pred vySetfenim musime dodat fluorované
xenobiotikum (téz "F tracer) a (b) jakykoliv signal
z "°F pak odpovida sledovanému xenobiotiku.

Od 90. let minulého stoleti byla vyvinuta fada
"F tracerti, z nichz n&kolik naslo uplatnéni v klinické pra-
xi®132 28163 Nejvice zkoumanou skupinou potencialnich
tracertit byly perfluorované uhlovodiky (téz fluorouhliky),
protoze maji vysoky obsah fluoru, jsou netoxické, obvykle
velmi dobie tolerovany a pfi peroralnim podani se praktic-
ky nevstiebavaji a zlstavaji jen v gastrointestinalnim trak-
tu. Diky své nevstfebatelnosti ne¢které z nich — napiiklad
perflubron (1-bromperfluoroktan) — se pro vysetieni tohoto
traktu dokonce zacaly pouzivat v klinické praxi. Zajem
o "F MRI nicméné& postupné upadal pro nedostatek jinych

(b)

(©)

(d)
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klinicky zajimavych tracert k vySetfovani a '°F MRI na
¢as upadla v zapomnéni.

V poslednich letech se vyzkum "°F MRI za¢ina sou-
sttedovat na makromolekuldrni (polymerni) tracery,
u kterych lze kombinaci monomerti ziskat pozadovany
obsah fluoru pro MRI a zaroven v Sirokém rozmezi ladit
fyzikéalné-chemické vlastnosti téchto tracerd (napf. roz-
pustnost & afinity k tkanim)®. Polymerni tracery zarovefi
mohou do své molekularni ¢i supramolekularni struktury
zakomponovat 1éCiva, kterd pak prepravuji na patologicky
postizené misto, ¢imz zvysuji specificitu 1é¢by a zaroven
snizuji jeji vedlejsi u¢inky™*>*. Navic, tyto systémy pro
cilenou dopravu a fizené uvoliiovani 1é¢iv (drug-delivery
systems, DDS) umoziuji monitorovani prubéhu terapie
(tento pfistup se nékdy oznacuje jako teranostika, kombi-
nace slov terapie a diagnostika).

Aby byl polymer pouzitelny pro '°F MRI, m&l by mit
co nejvyssi obsah fluoru ve své struktufe. Zaroven, tyto
fluorové atomy by mély byt chemicky a magneticky ekvi-
valentni, aby poskytovaly na MRI jediny signal. Posledni-
mi dilezitymi parametry jsou relaxacni Casy 7T (spin-
miizkovy ¢as) a T (spin-spinovy ¢as), kde T} by mél byt
Proto jen maloktery fluorovany polymer je vhodny pro
F MRI — pouziti vétdiny polymerfi ztroskotd na velmi
nevhodnych relaxacnich Casech (napf. polytetrafluorethy-
len, teflon, ma relaxaéni ¢as T vyznamné pod 1 ms (cit.>),
takze signal neni na béznych piistrojich detegovatelny).
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Mezi fluorovanymi polymery svymi vlastnostmi vynika
poly[N-(2,2-difluorethyl)akrylamid] (PDFEA), jehoz ko-
polymery poskytuji velmi versatilni platformu pro vyvoj
polymernich tracerii pro ’F MRI. V tomto &lanku popisu-
jeme vlastnosti a mozné aplikace kopolymert poly[/N-(2,2-di-
fluorethyl)akrylamidu] (PDFEA), coby multiresponzivnich
,.chytrych® "°F tracer.

Vlastnosti kopolymeri
N-(2,2-difluorethyl)akrylamidu

Polymery na bazi N-(2,2-difluorethyl)akrylamidu
maji pomérné vysoky obsah fluoru (az 28 hm.%) a jsou
hydrofilni (coz je na fluorované polymery pomérn¢ neob-
vyklé). Dale davaji na NMR jeden uzky a silny signal
s velmi vhodnymi relaxaénimi Casy (7} v rozmezi 300 az
450 ms, T, 120 az 200 ms), coz je velka vyhoda pro jejich
aplikaci v '’F MRI. Vodné roztoky PDFEA vykazuji ter-
moresponzivitu oznacovanou jako dolni kritickd rozpous-
téci teplota (lower critical solution temperature, LCST). To
znamend, ze pii zahtéati jeho vodnych roztokti nad teplotu
zéakalu (cloud point temperature, 7cp) dojde k fazové sepa-
raci na faze s vysokym obsahem polymeru a s nizkym
obsahem polymeru, coz se projevi vznikem hydrogelovych
agregati viditelnych okem. Pravé tohoto jevu lze vyuzit
v mnoha biologickych aplikacich pro tvorbu nanocastic
pro DDS, injikovatelnad termogelujici depa ¢i kultivace
tkani.

Pozoruhodné na polymerech je predevsim to, ze
i kdyZz po agregaci dochazi ke snizeni signalu polymeru,
tak efekt je relativné maly (obr. 2) a objevuje se az vy-
znamng nad Tcp polymeru. Jinymi slovy, narozdil od vétsi-
ny polymernich tracerd je mozné polymery na bazi
PDFEA detegovat na '"FMRI i v agregovaném stavu
(pevném skupenstvi). Tento jev lze vysvétlit tak, ze ag-
regaci vznikaji nanogelové &astice”?**° v nichZ je &ast
polymeru vysrazena (a ma kratky 7 ,, a la teflon, tudiz jej
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nevidime na MRI), ale vétSina polymeru ma stale zachova-
nou ¢ast své mobility (a nedochazi tak ke zkraceni Casu 75).

Termoresponzivni ¢astice

slozkou jsou rovnéz schopné samouspotadani pfi zméné
teploty’®™®!. Roztoky blokovych kopolymerdt DFEA
s hydrofilnimi monomery, napiiklad N-(2-hydroxypropyl)
methakrylamidem (HPMA) nebo 2-methyl-2-oxazolinem
(MeOx), také vykazuji termoresponzivni chovani (které je
podminéné piitomnosti jednotek DFEA)*2*%, Jestlize se
takovéto kopolymery ohfeji nad svou Tcp, dochazi i zde
kjejich agregaci a vzniku nanogelovych castic (,,self-
assembled particles®) (obr. 3), jejichZ primér je do znacné
miry ,laditelny* pomérem obsahti komonomert. Tyto
Castice pak je mozné pouzit na dopravu 1é¢iva do nadord
diky tzv. Enhanced Permeability and Retention (EPR)
efektu*?. Tento jev popisuje fenestraci nadorovych cév
a Spatnou nebo uplné chybéjici lymfatickou drenaz, diky
¢emuz se nanocastice do velikosti cca 200 nm akumuluji
v nadorové tkani. Diky obsahu fluoru jsou tyto polymery
sledovatelné na '°F MRI, coz muize piinést dalsi klinicky
cenné informace o tsp&$nosti 1éCby a progndze pacienta.

Redoxné responzivni a termoresponzivni ¢astice

Zangty a nadory maji ponékud specifické prostiedi —
vyskytuje se zde nizsi pH (téméf 5,0) a vyssi koncentrace
reaktivnich forem kysliku (ROS). Toho lze vyuzit
k pfipravé multi-responzivnich DDS, ktera by uvoliovala
sviij obsah jen v téchto podminkach?®?! 274345,

S touto mySlenkou byly pfipraveny kopolymery
HPMA a DFEA, které navic obsahovaly malé mnozstvi
kovalentné vazané ferrocenové skupiny. Tato skupina je
sama zna¢n¢ hydrofobni (¢imZ podporuje agregaci poly-
meru), nicméné v ptitomnosti reaktivnich forem kysliku
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Obr. 2. (a) "’F NMR spektra kopolymeru PDFEA p¥i riiznych teplotach a (b) integral "’F MR signalu v zavislosti na teploté rozto-
Kku. Tep = 23 °C (ptevzato z literatury™). (Barevna verze obrazku je dostupna na webovych strankach asopisu Chemické listy).
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PMeOx-b-PDFEA

Obr. 3. Schématické znazornéni samousporadani pFipravenych polymeri ve vodném roztoku nad teplotou prechodu do fyzikalné
sitované nanogelové &astice, ktera je v rovnovize s populaci micel (upraveno z citace®).

a za kyselého pH se miiZze oxidovat na hydrofilni ferroce-
nium a tim podpoii rozpad ¢astic (obr. 4)*. Takovéto &as-
tice se poté daji pouzit na dopravu IéCiv s pomoci EPR
efektu. Pokud se ¢astice dostanou do nadorového prostie-
di, diky lokalni oxidaci rychle uvolni sviij obsah a maji
terapeuticky wcinek, zatimco v jinych castech téla svij
obsah uvoliuji pomaleji a zabranuji tak tomu, aby obsah
1é¢iva dosahl toxickych urovni?’. Diky obsahu PDFEA je
mozné cely proces sledovat metodou '°F MRI.

Injikovatelné implantaty

Roztoky netoxickych termoresponzivnich polymert
je mozné aplikovat do tkani, kde dojde k ohtati roztoku,
fazové separaci a vzniku ,,injikovatelnych® implantatii na
misté vpichu. Tyto implantaty mohou slouzit jako nosi¢
radionuklidu (pro brachyterapii, tj. ,,lokélni radioterapii®),
pro lokalni imunoterapii, ¢i mohou lokaln¢ uvolnovat in-
korporovana 1éciva. Pokud jsou polymery zéaroven pH
responzivni a rozpoustéji se pii kyselém pH, maji dodatec-
né vyhody:
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Obr. 4. Schématické znazornéni tvorby ¢astic za soucasné enkapsulace 1é¢iva zvySenim teploty roztoku polymeru a lé¢iva a na-

sledny rozpad &astic a uvolnéni 1é¢iva po oxidaci ferrocenu



Chem. Listy 776, 180—186 (2022)

19F MRl tracer
Termoresponsivita

Oy NH
5% B
HN"S0 HN"Yo :}(

6

Hydrofilni monomer
: \\]
AT

pH =5.0

H ivil
pH responsivita T=37°C

NG
)

N
5 8

Referat

pH=74
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Obr. 5. Schéma syntézy termo- a pH-responzivnich terpolymeri. Jsou znazornény jejich rozpustnosti ve vodnych roztocich o rtizné

teploté a pH a schematicky jejich in vivo aplikace (upraveno z literatury

(a) polymery lze rozpustit v okyseleném fyziologickém
roztoku a vpichnout do tkéni; narozdil od ¢isté termo-
responzivnich polymerti nehrozi agregace polymert
v injekéni stiikacce. V tkani se roztok jak ohfeje, tak
zneutralizuje a agreguje na misté vpichu (obr. 5).
implantaty se rozpoustéji rychleji, pokud je v jejich
okoli né&jakéd patologickd tkan skyselym pH (napf.
nador nebo zanét), coz zpusobuje, ze nador/zanét je
vystaven vy$sim koncentracim 1é¢iv nez okolni zdrava
tkari (obr. 6)%.

Kopolymery (zde piesnéji terpolymery) DFEA je
mozné piipravit s riznymi obsahy hydrofilnich monomert
(napf. N-(2-hydroxyethyl)akrylamidu, s cilem modulovat
Tcp) a pH-responzivniho monomeru (napf. derivatu imi-
dazolu). V bazickém prostfedi je tento polymer bez naboje
a agreguje pii 25 az 40 °C (podle obsahu hydrofilniho

(b)

30d 150d

7d

m 0

Polymerni implantat injekovan do potkana, 'H a MRI

Obr. 6. Spojeni 'H MRI (3ed&) a '’F MRI (Eervend) pri sledo-
vani ¢asovych zmén obsahu fluorovanych kopolymera
v potkanim stehné. Hodnoty C odpovidaji molarni koncentraci
hydrofilniho komonomeru, tj. N-(2-hydroxyethyl)akrylamidu.
(Barevna verze obrazku je dostupna na webovych strankach ¢aso-
pisu Chemickeé listy).
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26).

monomeru)*®. V kyselém prostiedi dojde k protonaci imi-
dazolové skupiny, ¢imz na polymeru vznika kladny naboj
a zvysi se tak jeho hydrofilita. Tim se jeho Tcp zvysi nad
télesnou teplotu (takze polymer pfi télesné teploté neagre-
guje). Diky pfitomnosti fluoru v monomerni jednotce
DFEA je mozné tento proces sledovat in vivo pomoci
'F MRI. Pozoruhodné je, Ze dle obsahu hydrofilniho mo-
nomeru je mozné ladit biologické polocCasy téchto dep ve
zdravych potkanech vrozmezi mezi 30 a vice nez
200 dny.?® Takovéto polymery by tedy bylo mozné pouzi-
vat pro dlouhodobou farmakoterapii nebo pro znaceni
a nasledné sledovani tkani, kde volbou slozeni polymeru je
mozné dosdahnout vlastnosti implantatu vhodného pro za-
mySlenou aplikaci.

Zavér

V této studii popisujeme rizné mozné aplikace poly-
mernich "’F MRI chytrych polymernich material na bazi
poly[N-(2,2-difluorethyl)akrylamidu]. Tyto polymery jsou
biokompatibilni, netoxické a mohou najit uziti u multire-
sponzivnich systému pro cileny transport 1é¢iv ¢i injikova-
telnych dep pro Siroké skaly medicinalnich aplikaci.

Autori dékuji za financni podporu Ministerstvu Skol-
stvi, mlddeze a télovychovy Ceské republiky (grant & LT-
C19032) a Technologické agentuie Ceské republiky (grant
TACR KAPPA ¢ TO01000074).
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K. Kolouchova® and O. Groborz" (“ Institute of
Macromolecular Chemistry, Academy of Sciences of the
Czech Republic, Prague, Czech Republic, * Institute of
Biophysics and Informatics, 1" Faculty of Medicine,
Charles University, Prague): Multiresponsive Polymer
Tracers for '’F MRI Based on Poly[N-(2,2-difluoro-
ethyl) Acrylamide]

Polymers with lower critical solution temperature
(LCST) are molecularly soluble in their solutions at low
temperatures but, when heated above their cloud point
temperature, these polymers assemble into supramolecular
particles or macroscopic precipitates. These particles or
precipitated polymeric depots can be used for diagnostics,
targeted drug delivery, controlled drug release from a de-
pot or a combination of diagnostics and therapy
(theranostics). Herein, we describe smart polymer systems
which contain N-(2,2-difluoroethyl)acrylamide monomer
unit (DFEA) and form polymeric nanoparticles upon heat-
ing or precipitate after injection to polymeric implants/
depots. Due to a high fluorine content and to relaxation
properties of this element, these polymers are suitable as
tracers for the '°F MRI method, a promising non-invasive
diagnostic tool. Moreover, DFEA copolymers can contain
monomers that react to additional physicochemical proper-
ties, resulting in multiresponsive polymers (pH- or redox-
responsive), which can be used for smart drug delivery
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