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Abstrakt: Tato prace se zamétruje na charakterizaci nové potencialni kontrastni
latky skladajici se z S-cyklodextrinu a 1,4,7,10-tetraazacyklododekan-4,7,10-trio-
ctové-1-methyl[(4-aminofenyl)methyl|fosfinové kyseliny, zkracené DO3APAB,
Pomoci 2D NMR experimenti byly pritazeny signaly vodikového i uhlikového
spektra obou molekul. U molekuly DO3APAE" byla studovans teplotni zévis-
lost. Vyhodnocenim '3C relaxaci byly zjistény relaxacni doby Ty, T a Nukledrni
Overhausertv jev. Za pouziti modelu pro izotropni reorientaci byl z namétrenych
hodnot 77 numericky dopocéten rotacni korelacni cas. Z rotacniho korela¢niho
¢asu bylo zjisténo, ze nejvic rigidni ¢asti molekuly je cyklus (7. = 264-308 ps).
Nejpohyblivéjsi je methylfosfinové rameno s aromatikou, jejichz korelacni cas je
oproti cyklu pfiblizné poloviéni (139-156 ps).
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Abstract: This work focuses on the characterization of a new potential con-
trast agent consisting of S-cyclodextrin and 1,4,7,10-tetraazacyylododecan-4,7,10-
triocta-1-methyl[(4-aminophenyl)methyl]phosphinoic acid, short for DO3APABY,
Using 2D NMR experiments, the hydrogen and carbon spectrum signals of both
molecules were assigned. There was a temperature dependency studied in
DO3APAB™. By evaluating '®C relaxation, relaxation times T}, Ty and Nuclear
Overhauser effect were determined. Using the isotropic reorientation model, the
rotational correlation time was numerically calculated from the measured values
of Ty. From the rotational correlation time, the most rigid part of the molecule
was found to be the cycle (7. = 264-308 ps). The most mobile is the aromatic
methyl phosphine arm, whose correlation time is about half that of the cycle
(139-156 ps).
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Uvod

Zobrazovani magnetickou rezonanci (,,Magnetic Resonance Imaging®, zkra-
cené MRI) je jednou z nejucinnéjsich diagnostickych metod, kterd ma v moderni
mediciné siroké vyuziti. Jeji hlavni vyhoda spoéiva v moznosti neinvazivniho zob-
razeni riznych mekkych tkani lidského téla, coz ji ¢ini vhodnou naptiklad k zobra-
zovani mozku, slach a svali, kardiovaskularniho systému, poptipadé nadorovych
tkani. Pfi mnoha vySetirenich pomoci MRI se vyuzivaji tzv. kontrastni latky, které
jsou podény pacientovy a slouzi ke zlepseni kontrastu vysledného obrazu [1].

Vyznamnou skupinu kontrastnich latek tvori koordina¢ni slouceniny obsahu-
jici paramagneticky ion gadolinia (Gd). Diky svym magnetickym vlastnostem
tento prvek, patiici do skupiny lanthanoidt, vyznamné zrychluje podélnou rela-
xa¢ni dobu 'H jader vody obsazené v tkanich. Sdm o sobé je viak ion gadolinia
toxicky. Pro aplikace in vivo je tedy nutné ho navazat na vhodny ligand a vytvorit
dostatecné stabilni komplex, ktery je pro pacienta bezpecny. Stabilni komplexy
gadolinia tvori napiiklad makrocyklicka sloucenina 1,4,7,10-tetraazacyklodekan-
1,4,7,10-tetraoctova kyselina, zkracené DOTA. Jeji komplex s gadoliniem, Gd-
DOTA, je pouzivan v klinické praxi jako kontrastni latka pod nazvem Dotarem.
Struktura ligandu ma kromé stability také vyznamny vliv na efektivitu kontrastni
latky. Ta je charakterizovana jeji relaxivitou, definovanou jako zrychleni relaxace
protonu vody vztazené na 1mM roztok kontrastni latky [1].

Efektivita kontrastnich latek pouzivanych v soucasné dobé v klinické praxi je
vyrazné niz§l nez teoreticky predpoklddané maximum. Rada studii se proto za-
meéruje na syntézu novych kontrastnich latek s cilem optimalizace jejich vlastnosti
za ucelem dosazeni co nejvyssi efektivity.

Jednim ze zplisobt zvySovani efektivity je hleddani vhodnych chemickych mo-
difikaci stéavajicich ligandf pro kontrastni latky. Rada z nich vychazi z jiz zmitio-
vané slouc¢eniny DOTA. Prikladem perspektivni modifikace je nahrazeni jednoho
octového ramena fosfonatovou skupinou [2]. Tato zména ma za nasledek zvyseni
relaxivity vlivem zrychleni vymény molekuly HyO, koordinované v komplexu na
ion gadolinia. Dalsim dilezitym parametrem ovliviiujicim relaxivitu kontrastni
latky je rotacni korelacni cas, ktery udava rychlost ndhodné reorientace mole-
kuly v roztoku a primo souvisi s velikosti kontrastni latky. Efektivniho zvétseni
velikosti lze dosdhnout napriklad spojovanim vicero molekul kontrastni latky [3]
nebo jejich konjugaci na vhodnou makromolekulu, napiiklad na dendrimery [4]
nebo na cyklodextrin [5, 6]. Ocekavaného zvySeni relaxivity je ale dosazeno pouze
v pripadé, kdy cely konjugat nevykazuje ptilisSnou vnitini mobilitu, pripadné neni
konjugaci zpomalena vyména koordinované vody.

Tato prace se zaméruje na charakterizaci nové potencidlni kontrastni latky
pomoci spektroskopie nukledrni magnetické rezonance (,,Nuclear Magnetic Re-
sonance”, zkracené NMR) vysokého rozliSeni. Jde o makrocyklickou slouc¢eninu
1,4,7,10-tetraazacyklododekan-4,7,10-trioctova-1-methyl[(4-aminofenyl ) methyl]
fosfinové kyselina, zkracené DO3APAP" ktera je chemickou modifikaci molekuly
DOTA, ve které je jedno pendantni rameno nahrazeno methylfosfinovou kyseli-
nou, na které je navic navazany aminofenyl. Cilem je urcit jeji strukturu a dy-
namiku v roztoku a vyhodnotit rotacni korelacni cas jako jeden z dulezitych
parametri primo urcujici jeji efektivitu. Spektroskopie vysokého rozliseni vyza-



duje nahrazeni paramagnetického gadolinia v kontrastni latce za jiny lathanoid
bez paramagnetickych vlastnosti. V nasem pripadé je poprvé studovan komplex
DO3APAE" 5 lanthanem, La(DO3APAP"). Pro tcely charakterizace je nezbytnym
krokem nejdiive pfifazeni signali v 'H a *C spektrech jednotlivim pozicim jader
v molekule. Dynamické procesy probihajici v roztoku mohou pak byt kvalitativné
pozorovany na teplotni zavislosti 'H a 3'P NMR spekter. Dalsim krokem bylo
zméfeni relaxaci uhliku **C z nichZ byl vyhodnocen rotaéni korelaéni ¢as studo-
vané molekuly. V praci se vénujeme také studiu f-cyklodextrinu, predevsim pri-
fazeni jeho signdlt v NMR spektrech a resersi literatury na téma jeho dynamiky
v roztoku. Do budoucna je cilem syntetizovat konjugat sedmi La(DO3APAB)
s [-cyklodextrinem jako slibnou modifikaci vedouci ke zvétseni velikosti a tim
efektivity potencidlni kontrastni latky. Studium jednotlivych komponent tohoto
konjugatu je dulezitym krokem predchazejicim jeho spektroskopické charakteri-
zaci jako celku.

Provedli jsme také syntézu komplexu ligandu DO3A s gadoliniem. Me-
todou MRI byl pofizen snimek kyvety s vodnym roztokem tohoto komplexu jako
demonstrace jeho funkce jakozto kontrastni latky.

PABn



1. Jaderna magneticka rezonance

1.1 Zakladni princip NMR

Od kazdého prvku existuje alespon jeden izotop majici nenulovy spinovy mo-
ment hybnosti I, tomu je tmérny magneticky moment p, pro ktery plati

w=nI, (L1)

kde v znac¢i gyromagneticky pomeér. Projekce magnetického momentu do sméru
z je kvantovana a nabyva hodnot

o = mhy, (1.2)

kde m je kvantové ¢islo, pro které plati
me{-I1,1+1,..1—-11}, (1.3)

h znaci redukovanou Planckovu konstantu a [ je spinové kvantové ¢islo. Ve staci-
onarnim magnetickém poli B o velikosti B rovnobézném s osou z je magneticka
energie jadra o velikosti £ rovna

E=—-pu-B=—u.B. (1.4)

Protoze prumét momentu do osy z je kvantovan, viz. rovnice (2), je i energie
kvantovana a pro jeji stacionarni hladiny plati

E,, = —mhyB. (1.5)

Tim dojde k rozstépeni energetickych hladin v zavislosti na hodnoté kvantového
c¢isla m. Tento efekt se nazyva Zeemaniv jev.

Po zapnuti stacionarniho magnetického pole se ustali termodynamicka rov-
novaha tidici se Boltzmannovym rozdélenim. Nékteré hladiny se obsazuji s vyssi
pravdépodobnosti nez jiné, coz vede k rozdilnym populacim jednotlivych hladin.
Tim vznikd makroskopickd magnetizace M, kterda je vyslednici samostatnych
magnetickych momentt g a je rovnobézna se stacionarnim polem B [7].

Interakei s proménnym radiofrekvenénim polem B; vznikd moment sily ptliso-
bici na magnetizaci a dochazi k jejimu vychyleni z rovnovazné pozice. Magnetizace
pak preceduje kolem osy z s frekvenci

wo = 7B, (1.6)

ktera se nazyva Larmorova frekvence. Pti experimentu nuklearni magnetické rezo-
nance (NMR) se tato frekvence méti. Protoze gyromagneticky pomeér je specificky
pro kazdy izotop, frekvence jednotlivych izotopii se vzajemné lisi. Navic pole B se
v misté jader miize mirné lisit, coz zptusobuje malé rozdily v Larmorovée frekvenci i
pro stejny izotop. Tento rozdil v lokalnim magnetickém poli je dan interakci staci-
onarniho magnetického pole s elektrony obsazenymi ve zkoumané latce, pti které



dochézi k tzv.chemickému stinéni. Ve spektrech se pak vyhodnocuje chemicky
posun ¢ dany vztahem

§ =Lt (1.7)

Wst

kde w znaci frekvenci tmérnou lokalnimu magnetickému poli v misté jadra. Frek-
vence wg vyjadiuje frekvenci standardu t.j. zvolené latky, vaci které posun ur-
c¢ujeme. Chemicky posun se obvykle udava v jednotkach ppm z anglického parts
per million [8].

1.2 Dipél-dipdlova interakce

Kromé stacionarniho pole B a elektronti ptisobi na jadra i spiny ostatnich
jader v okoli. Tento jev se nazyva dipél-dipdlova interakce. RozliSujeme pfimou
a neprimou dipél-dipélovou interakei.

Prima dipdl-dipélova interakce je ptsobeni jadernych dipdélovych momenti
pres prostor. V kapalinach se diky rychlému neusporadanému pohybu molekul
stfeduje na nulu a ve spektrech neni patrna, je vSak dilezitym relaxa¢nim mecha-
nismem. Tuto interakci 1ze charakterizovat dipél-dipélovou interakéni konstantou
b, ktera je pro vodik s uhlikem rovna

Hoveyah
bey = — pr—— (1.8)
kde rog je vzdalenost piisobicich spinti, 7o a vy prislusné gyrometrické poméry
a o permeabilita vakua [9].

Neprima dipél-dopdlova interakce ptisobi mezi jadry spojenymi chemickou
vazbou, nékdy se ji také tikd J-vazba. Je zprostredkovana vazebnymi elektrony.
Nepriméa dipél-dipolova interakce nezavisi explicitné na vzdalenosti jader v pro-
storu, s rostoucim poctem vazeb se vsak sila interakce snizuje. Na rozdil od ptimé
dipél-dipdlové interakce se projevuje ve spektrech stépenim spektralnich ¢ar a na-
opak nemd vliv na relaxaci. [7].

1.3 Spinova relaxace

K opétovnému dosazeni rovnovahy systému jadernych spint po aplikaci radi-
ofrekvenc¢niho pole dochazi diky dvéma procestim — spin-miizkové a spin-spinové
relaxaci. Vétsina relaxacnich mechanizmt prameni z intermolekulédrnich nebo in-
tramolekularnich magnetickych interakci, které se diky nahodnému pohybu mole-
kul stavaji casové proménné [8]. Pro diamagnetické systémy jsou hlavnimi zdroji
fluktuujicitho magnetického pole prima dipol-dipélova interakce a anizotropie che-
mického posunu [9].

Pro porozuméni relaxac¢nich mechanizmi je tfeba se blize zamérit na nahodny
rotacni pohyb molekul, ke kterému dochézi v kapaliné vlivem ¢astych vzajemnych
kolizi.

K popisu tohoto ndhodného pohybu je vhodné pouzit stochastickou funkci
¢asu Y (t). Sestrojime ¢asovou korela¢ni funkci C(7), kterd koreluje ndhodny pro-
ces ve dvou raznych casech lisicich se o 7:

C(r) =Y ()Y (t+ 7)), (1.9)



kde * znac¢i komplexni sdruzeni. Pro velmi dlouhé 7 lze predpokladat, ze hodnota
korela¢ni funkce je rovna nule. Nejjednodussi funkce splnujici tato kritéria je
exponencialné klesajici funkce

C(1) = C(0)e I/, (1.10)

kde 7, je tzv. korelacni ¢as, ktery charakterizuje ndhodny pohyb molekuly [9]. Pro
t « 7. je vétsina molekul blizko své ptivodni polohy, naopak pro t » 7. je orientace
naprosto nadhodna. Pro malé molekuly v neviskéznich rozpoustédlech za pokojové
teploty se korelacni ¢as pohybuje v fadech stovek ps [8].

Fourierovou transformaci korelacni funkce dostavame funkci nazyvanou spek-
tralni hustota J(w), kterd je v piipadé pouziti vztahu 1.10 rovna

J(w) = C(0)

27,

Trwi? (1.11)

kde w znaci charakteristickou frekvenci stochastického procesu [9]. Lze ukazat, ze
spektralni hustota ve tvaru 1.11 dobfe popisuje nahodnou izotropni reorientaci
rigidniho objektu.

Spin-mrizkova relaxace

Spin-mfizkova relaxace je proces, kdy se z-ova slozka magnetizace vraci do své
puvodni polohy, proto byva také nazyvana jako podélna relaxace. Pti ustavovani
rovnovahy uvolnéna energie disipuje do okoli — tzv. mftizky. K popisu tohoto
procesu zavadime charakteristickou dobu relaxace T7. Pro z-ovou komponentu
M, pak plati diferencidlni rovnice prvniho radu

dM, M — M,
ad

(1.12)

kde M znadi stav magnetizace pred perturbaci. Veli¢ina Ry = 1/ je tedy rych-
lostni konstanta prechodu perturbovaného systému zpét do rovnovahy [7]. Rych-
lostni konstanta R; je imérnd spektralni hustoté a pro uhliky, kde je dominantnim
relaxacnim mechanismem dipol-dipolova interakce s prfimo navazanym vodikem,
ji lze za urcitych podminek vyjadrit jako

1 .,

? = gbC’H[‘](wH —WC)+3J(Wc) —|—6(wH—|—wC)], (1.13)

1

kde bey je dipdl-dipdlova interakéni konstanta vodiku a uhliku, we je Larmonova
frekvence uhliku a wy vodiku [9].

Spin-spinova relaxace

Spin-spinova relaxace je navrat pricné slozky magnetizace do ptvodni polohy;,
respektive jeji vymizeni. To je mozné diky interakci mezi spiny, kdy dochazi k
postupné dekoherenci precesnich pohybt prispévki magnetizace od jednotlivych
jader. Obdobné jako u spin-mtizkové relaxace zavadime relaxacni dobu 75, pro
kterou plati rovnice

dM, _Mx,y(o)
dt T

(1.14)



kde M, , znadi pricnou slozku magnetizace [7]. Za ur¢itych podminek lze opét
vyjadrit zavislost na spektralni hustoté ve tvaru
I 7

= oenl47(0) + J(wn — we) + 3 (we) + 6J (wn) + 6] (wy +we)] (1.15)

9].

Nuklearni Overhausertv jev

Nukledarni Overhauseruv jev (NOE) je dusledkem dipél-dipélové interakee.
NOE je jev, kdy dochazi k prenosu energie mezi dvojici spint, pricemz zména
z—tové slozky magnetizace jednoho spinu ovlivni z—ovou slozku druhého spinu a
naopak. Kdyz ozafujeme jedno jadro na jeho Larmorové frekvenci, tak dojde k
vyrovnani populace jeho hladin a také ke zméné stacionarni intenzity druhého
jadra o faktor 1+n. Faktor n slouzi ke kvantifikaci NOE a je definovan jako podil
perturbované a normalni intenzity peaku. Za urcitych podminek lze tento faktor
vyjadrit nasledovné:

. YH 6J(WH + CUC) — J(wH — u}c)

il 1.16
" Yo J(wH — w(j) + SJ(wC) + 6J(CUH + wc) ( )

[9]-

1.4 Zobrazovani magnetickou rezonanci

Zobrazovani magnetickou rezonanci (MRI z anglického ,, Magnetic Resonance
Imaging®) je neinvazivni zobrazovaci metoda vyuzivajici jevu nukledrni magne-
tické rezonance. Jeji velkou vyhodou je vysoké rozliSeni a absence mozného skod-
livého ionizujiciho zareni. Nékteré tkané, napriklad nervy ¢i mozkovou tkan, je
mozné neinvazivné zobrazovat pouze za pouziti MRI.

Aby bylo mozné vytvorit obraz, je otfeba zmérit signél z kazdého objemového
elementu — voxelu. To umoznuje tzv. prostorové koédovani, které vyuziva gradi-
entnich poli. Zavedenim gradienti se intenzita pole a tim padem i Larmorova
frekvence stavaji prostorové zavislymi. Béhem méreni se nejprve aplikuje gradi-
ent ve sméru pole B, tedy ve sméru osy z, ¢imz se vyselektuje tenky fez. Poté
je tento gradient vypnut a naopak se zapnou gradientni pole ve sméru osy y —
kodujici fazy a osy x — kédujici frekvenci.

Prirozenym zdrojem kontrastu snimkii ziskanych magnetickou rezonanci je
ruznd protonova hustota (PD z anglického ,,Proton Density“) a odlisné relaxacni
Casy Ty a Ty jader 'H vody obsazené ve tkanich. Tyto hodnoty jsou pro jednotlivé
tkané charakteristické. Nastavovanim parametr aplikované pulzni sekvence lze
docilit, ze velikost signalu je prevazné zavisla pouze na jedné z vysSe zminénych
vlastnosti tkani. Kontrast pak zajistuje bud rozdilna protonova hustota, nebo je
snimek Tj - resp. Ty - vazeny [10].



2. Kontrastni latky

Kontrast vyvolany rozdily v obsahu protont a relaxac¢nich casech neni vzdy
postacujici. Pak prichazi na tadu tzv. kontrastni latky, které se podaji pacien-
tovi, nasledné se akumuluji ve snimané oblasti a umoznuji zvyseni kontrastu.
Rozlisujeme dvé kategorie konstrastnich latek:

o T} kontrastni latky, které snizuji dobu relaxace podélné slozky magnetizace.
o T5 kontrastni latky, zkracujici dobu relaxace pri¢né slozky.

Klicovou vlastnosti kontrastnich latek je tzv. relaxivita (rozliSujeme podélnou a
pticnou relaxivitu, 1, 73), kterd urcuje jejich efektivitu a je definovana jako zvy-
Seni relaxa¢ni rychlosti v s™' (podélné nebo pficné, R; nebo Ry) vody zpiisobené
pritomnosti 1 mM kontrastni latky [10, 6].

Pomérné castym typem (vyuziva se asi pti 30 % vysetieni [1]) jsou kontrastni
latky obsahujici ionty gadolinia Gd™. Gd™ je viak sam o sobé toxicky, miize se
usazovat v mozku, zpusobit systémovou nefrogenni fibrézu a jiné zavazné zdra-
votni komplikace [1]. Z téchto divodu je tfeba navdzat gadolinium na vhodny
ligand, jehoz tlohou neni jen eliminovat nezadouci tcéinky kovového iontu, ale
také dosdhnout vhodnych hodnot parametr urcujicich vyslednou relaxivitu kon-
trastni latky. Mezi tyto parametry patii: poc¢et molekul vody v tzv. vnitini koor-
dinacni sféte ¢, doba, jak dlouho molekuly vody ve vnitini sfére setrvavaji 7,, a
rota¢ni korelacni ¢as 75 [1].

2.1 Kontrastni latky obsahujici Gd!!

Kontrastn{ latky obsahujici Gd™ ovliviiuji kontrast MRI snimki zvySenim
relaxa¢ni rychlosti spinii jader vodiki navazanych v molekulach vody. Jednou z
moznosti, jak zrychlit podélnou i pricnou relaxaci, je fluktuujici lokalni magne-
tické pole [1]. lonty Gd™ maji nesparované elektrony, jsou tedy paramagnetické.
Tyto elektrony indukuji magneticky dipol, ktery je vétsi nez dipdl indukovany
jadry. Tim padem ma dipol-dipélova interakce vétsi amplitudu a dipol-dipolova
relaxace se zrychli. Vysledna pozorovana relaxace je pak ddna sou¢tem diamagne-
tické 1/T; 4 a paramagnetické 1/7; ,. Lokdlni magnetické pole klesa se vzdalenostni
od jadra, proto ma nejvétsi efekt na molekuly, které jsou v primém kontaktu s
gadoliniem, jedné se o molekuly tvorici vnitini koordinac¢ni sféru iontu Gd. Vliv
lokélniho magnetického pole je prendsen i na tzv. vnéjsi koordinac¢ni sféru - mo-
lekuly mimo vnitini sféru nachazejici se v blizkém okoli iontu. Zvyseni rychlosti
relaxace v této sfére je ale méné markantni, a proto se vysledna relaxace déli na
relaxaci vnitini (1/7;,)"° a vngjsi sféry (1/T;,)9°, stejné tak relaxivita a plati
rovnice

= (1/Tip)"° + (1/T;,)°° kde i=12 (2.1)
i,p
ri =15 +0r%  kde i=12 (2.2)

Prispévek vnitini sféry roste linearné s poc¢tem molekul vody v ni obsazenych.



V polich mensich nez 1,5 T plati, Ze s rostoucim rotacnam korela¢nim casem
klesa relaxivita, proto je vhodny co nejdelsi korelac¢ni ¢as. Na rozdil od nizsich poli,
pro pole vétsi nez 3 T vedou k nejvyssi relaxivité stfedné velké molekularni slou-
ceniny. Doba setrvani molekuly ve vnitini sféfe se v relaxivité vyrazné projevuje
jen u pomalu se reorientujicich komplexi [1]. Obecné je u klinicky schvélenych
kontrastnich latek pro MRI prilis kratky rotacni korelacni ¢as a moc dlouha doba
po kterou molekula vody setrva ve vnitini sféte. Kratky rotacni korelacni cas je
obecné zptisoben nizkou molekularni hmotnosti pouzitych komplexii. Jednim z
moznych feSeni navrzenych v [6] je navazani kontrastni latky na S-cyklodextrin,
jakozto na molekulu s vhodnou molekuldrni hmotnosti.

2.2 Ligandy kontrastnich latek pro Gd

VsSechny chelatory, které se dnes uzivaji jako kontrastni latky pro MRI, jsou
oktadentatni ligandy vychazejici bud z linearniho ligandu diethylenetriaminepent-
aoctové kyseliny (DTPA), nebo z makrocyklického ligandu 1,4,7,10-tetraazacyklo-
dekan-1,4,7,10-tetraoctova kyseliny (DOTA), které jsou na obrazku 2.1 [1]. Oba
ligandy maji osm donorovych atomu a jednu molekulu vody ve vnitini sfére, u
které dochazi k rychlé vymeéné, ¢imz se $iti paramagneticky relaxacni efekt kovo-
vého iontu déale do vzorku. Makrocyklické ligandy vykazuji oproti linedrnim vyssi
kinetickou stabilitu [1].
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Obrazek 2.1: Priklady klinicky schvalenych kontrastnich latek: Gd-DTPA (vlevo)
a Gd-DOTA (vpravo) [6].

DO3APAE™ je oznaceni pro molekulu 1,4,7,10-tetraazacyklododekan-4,7,10-
trioctovva-1-methyl[(4-aminofenyl)methyl]fosfinova kyselina, kterd predstavuje jednuf
z mnoha modifikaci molekuly DOTA. M4a misto jedné COOH skupiny navazanou
cast kyseliny methylfosfinové, ktera slouzi k destabilizaci koordinované molekuly
vody a tim zkracuje dobu setrvani molekuly ve vnitini koordinac¢ni sfére 7, na
hodnoty optimalni pro MRI. Navic rameno obsahuje také aminofenyl, ktery umoz-
nuje pripadné navazani na makromolekuldrni systém [2]. Molekula je na obrézku
2.2.
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Obrézek 2.2: Molekula DO3APAE" studovand v této praci jako slibny novy ligand
Gd pro kontrastni latky [2].
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3. Experimentalni metody NMR

P1i experimentu NMR se na vzorek se aplikuje radiofrekvencéni pole ve formé
kratkého pulzu, popripadé sledu pulzi, ktery vede k vychyleni magnetizace z rov-
novazné polohy. Na detekéni civece se pak méri ¢asovy prubeéh napéti indukovany
Larmorovou precesi. Tento signdl se nazyva signal volné precese (,,Free Induction
Decay“, zkracené FID). Spektrum se ziskd jeho Fourierovou transformaci. Pro
lepsi pomér signalu ku sumu je ¢asto nutné namérit vyssi pocet skentt. Mezi jed-
notlivymi skeny je casova prodleva d1 slouzici k opétovnému navratu systému
do rovnovahy, oznacovana jako ¢ekaci doba. Pro zajisténi rovnovazného stavu na
zacatku experimentu se nékdy jesté aplikuje nékolik skenti, béhem kterych nedo-
chézi k detekei signdlu a oznacuji se jako nezaznamenavané (,,dummy*“) skeny.

3.1 Meéreni spekter

Nejjednodussi pulzni sekvence obsahuje 90°pulz o délce p; a naslednou detekei
signalu. Slouzi pro ziskani spektra vybraného izotopu. V ptipadé méreni izotopt
3C a *'P navic aplikujeme tzv. decoupling. To znamend, Ze se ozaiuji i jadra 'H,
¢imz se odstrani vliv J-interakce na zmétrend spektra.

pl

d1

Obrézek 3.1: Zakladni sekvence zg pouzita k méreni 1D spekter obsahujici ¢ekaci
dobu d1 a radiofrekvenéni pulz pl [11].

3.2 Meéreni podélné relaxacni doby T}

Nejcastéji pouzivanym experimentem k méreni podélné relaxacni doby je na-
vrat po inverzi (,Inversion-recovery“). Jedna se o sekvenci, kde se nejdiive apli-
kuje 180°pulz, ktery prevrati vektor magnetizace M do sméru -z. Vlivem rela-
xacnich mechanizmt se velikost M zmensuje, projde nulou a opét se zvétsuje
ve sméru kladné osy z. Po uplynuti proménného casového tseku vd se aplikuje
90°pulz, ktery prevrati magnetizaci do sméru y a zaznamena se signal. S postupné
se prodluzujicim vd ziskame sérii spekter. Zavislost intenzity signalii na case t se
poté prolozi funkci ziskanou fesenim diferencidlni rovnice 1.12

M, (t) = M(1 — Aexp(—t/T1)). (3.1)
K méfeni T} na jadrech *C byla pouzita sekvence tlirpg, viz. obrazek 3.2,

kde je kromé vyse popsanych pulzti aplikovan jesté decoupling na vodiky, ktery
zajistuje, aby se stav vodiki béhem vd neménil [7, 1].
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Obrazek 3.2: ,Inversion-recovery“ experiment tlirpg pouzity k meéreni 77 na
jadrech uhliku. Po uplynuti ¢ekaci doby d1 po predchozim skenu se aplikuje
180°pulz, pak nasleduje proménny casovy tsek vd a je aplikovan 90°pulz. Na-
sledné dojde k zaznamenéni signdlu. CPD znaéi vodikovy decoupling [11].

3.3 Meéreni pricné relaxacni doby 7T,

Pti méreni T; je potieba zajistit, aby se co nejméné projevily nehomogenity
magnetického pole, z toho divodu se k méreni Ty pouziva tzv. spinové echo.
Jedna se o sekvenci zacinajici 90°pulzem, ktery sklopi magnetizaci do sméru osy vy,
vlivem nehomogenit a T3 relaxace dojde k rozfazovani spinti a ke zmenseni pricné
slozky magnetizace. Po urcitém case zvaném echo cas, ktery je roven 2 - d20,
je aplikovan 180°pulz. Tento pulz obrati pri¢cnou rovinu kolem osy y, coz vede
po uplynuti doby d20 k opétovné refokusaci. Vysledna pricna magnetizace je
detekovana a tento signal se nazyva spinovym echem, viz. obrazek 3.3.

Pro zjisténi doby T, se naméri série spekter s proménnym poctem ech wvc.
Zavislost intenzity spinového echa na casu ¢, daném poctem spinovych ech naso-
benych echocasem, je dle rovnice 1.14 exponencidlni a jeji feSeni ma tvar

M, ,(t) = M, ,(0)exp(—t/T3), (3.2)
kde M, , je pricna slozka magnetizace. ProloZenim ziskané zavislosti intenzity
echa na celkové dobé trvani pouzitych spinovych ech touto funkci lze ziskat dobu
1.

,
loop c times |

Obrazek 3.3: Sekvence cpmg pouzitd na méfeni relaxacni doby Ts. Po uplynuti
cekaci doby d1 po predchozim skenu se aplikuje 90° pulz, nasledné se ¢eka po
dobu d20, poté je aplikovan refokusac¢ni 180° pulz a po opétovném uplynuti doby
d20 je nabirén signal. Pocet spinovych ech je oznacen jako loop ¢ times [11].
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3.4 2D NMR experimenty

V tadé aplikaci se vyuziva 2D NMR experimentt, které jsou schopny vyuzit
prenosu magnetizacemezi jadry a poskytnout tak uzitecnou informaci o jejich
vzajemné interakci. Na jadra, mezi kterymi chceme pozorovat interakei (v nasem
pifpadé °C a 'H), se aplikuje komplikovand série pulzii a prodlev. Sekvence
se nekolikrat opakuje, pricemz je alespon jedna z prodlev proménna. Vysledné
2D spektrum se ziska Fourierovou transformaci série spekter jak v casové, tak
v neprimé doméné. Kazda z os ve 2D spektru prislusi jednomu ze sledovanych
jader. Forma ziskané informace zalezi na volbé pulzni sekvence. Déle budou blize
piedstaveny experimenty zkoumajici chemické vazby mezi jadry *C a 'H.

HSQC

HSQC, anglicky Heteronucler Single-Quantum Correlation Spectroscopy je
2D experiment, ktery se pouzivi na urcéeni jader 'H a '*C, ktera jsou na sebe
primo chemicky navazana. Ve spektru se tedy objevi cross-peak na soutradnicich
chemického posunu uhliku a vodiku spojeného jednou chemickou vazbou. Schéma
sekvence je na obrazku 3.4 .
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Obrazek 3.4: Sekvence HSQC pouzita k uréeni jader 'H a '3C, kterd jsou propo-
jena pres jednu chemickou vazbu [11].

HMBC

Zkratka vznikla z anglického ,Heteronuclear Multiple Bond Correlation®.
Jedna se o sekvenci, viz obrazek 3.5, kde je naopak signal primo navazanych
vodiki a uhliki potlacen, a pozorujeme peaky na soufadnicich jader *C a 1H
spojenych pres dvé az tfi (vyjimecéné i vice) chemickych vazeb.
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Obréazek 3.5: Sekvence HMBC pouzita k uréeni jader 'H a '3C, kterd jsou propo-
jena pres dvé a vice chemickych vazeb [11].
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4. Nastaveni experimentu

Meéfteni probihalo na spektrometru Avance 500 firmy Bruker a nasledné zpra-
covana v programu TopSpin. Uvniti spektrometru se nachazi magnetické pole o
velikosti 11,7 T, coz odpovida frekvenci 500,130 MHz pro 'H, 202,457 MHz pro
3P a 125,758 MHz pro *C. K méfeni byla pouzita sonda BBFO, jejiz soucasti je
teplotni ¢idlo, topna spirdla a privod chlazeného plynu umoznujici regulaci tep-
loty. Teplota byla kalibrovana pred kazdym experimentem za pouziti kalibra¢niho
vzorku obsahujiciho methanol (teploty pod 330 K) nebo ethylen (teploty nad 330
K). Dosazené presnost nastaveni teploty je 0,5 K. Délky pulzi byly 10,0 us pro
'H, 9,6 us pro *C a 20,0 ps pro >'P.

Meéreni MRI probihalo na spektrometru Bruker Avance III wide bore a obraz

byl nasledné zpracovan v programu Paravision. K méfeni byla pouzita sonda MIC
500 W2/54 Body s insertem 5 mm 'H/™F a gradientni jednotka GREAT 60.

4.1 Meéreni 1D spekter

Spektra byla ziskana dle postupu popsaného v sekci 3.1. P¥i méfeni jader *C
a 3'P byl pouzit irokopasmovy protonovy decoupling. Nastaveni jednotlivych
parametri je shrnuto v tabulkach 4.1 a 4.2.

Tabulka 4.1: Parametry pulznich sekvenci pouzitych pro meéreni vodikovych a
uhlikovych spekter S-cyklodextrinu.

Jadro 'H | C
Pulzni program zg | zgdc
Pocet scanti 1 | 1024
Pocet nezaznamenavanych scanii || 0 4

Cekaci doba (s) 5,0 | 5,0

Tabulka 4.2: Parametry pulznich sekvenci pouzitych pro métreni vodikovych, uh-
likovych a fosforovych spekter La(DO3APAE").

Jadro H BC 3p
Pulzni program 78 zgde | zgdce
Pocet scanti 1a32] 10240 | 1024
Pocet nezaznamendvanych scant 0 4 4

Cekaci doba (s) 5,0 5,0 1,0
Sklapéci thel pulzu 90° 30° 30°

4.2 Meéreni 2D spekter

Byla métena korelovana spektra uhliki a vodik postupem popsanym v sekci
3.4. Interakéni konstanta J-vazby byla nastavena na hodnoty Joyg =145 Hz pres
jednu vazbu a 7 Hz pres vice vazeb. Nastaveni parametri je v tabulce 4.3.
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Tabulka 4.3: Parametry pulznich sekvenci pouzitych pro méreni 2D korelovanych
spekter 3C a 'H La(DO3APAB™).

Pulzni program HSQC | HMBC
Pocet scant 32 64
Pocet nezaznamenavanych scant 16 16
Cekaci doba (s) 1,5 2,0

4.3 Meéreni 11, T, a n

Méfeni podélné relaxacéni doby uhlikdt *C probéhlo pomoci experimentu na-
vrat po inverzi s Sirokopasmovym protonovym decouplingem, viz sekce 3.2. Hod-
nota 77 byla ziskdna fitovanim zavislosti intenzity na proménném casu dle rovnice
1.12. Hodnota vd se ménila v osmi krocich od velmi malé hodnoty po 32 s.

K méfeni pfi¢né relaxacni doby Tb uhliki *C bylo pouzito konstantni spinové
echo (0,5 ms) viz 3.3. Poéet ech byl ménén v 16 krocich v rozmez{ 1- 512. Nésledné
byla prolozena zavislost intenzity signalti na celkovém casu trvani ech ¢ dle rovnice
1.14.

Pro urceni zesileni pomoci nuklearniho Overhauserova efektu byla zazname-
ndna dvé spektra, jedno s velmi dlouhym ¢asem ozafovani (1,5 s) a druhé se
zanedbatelné kratkym (0,01 ms). Faktor 1 4+ 7 byl poté ziskan jako pomér pii-
slusnych intenzit téchto dvou spekter. Ostatni parametry vSech tfi méreni jsou
shrnuty v tabulce 4.4.

Tabulka 4.4: Parametry pulznich sekvenci pouzitych pro méreni relaxacnich dob
Ty, Ty a n La(DO3APAP"),

T) T NOE
Pulzni program tlirpg | cpmgx2.vas | noehx2.la
Pocet scanti 2400 4096 1
Pocet nezaznamendvanych scanti 4 16 0
Cekaci doba (s) 5,0 5,0 5,0

4.4 Meéreni MRI

Byl méten T vazeny obraz, ¢ehoz bylo dosazeno nastavenim dlouhého casu
opakovani (daného souctem doby trvani celé pulzni sekvence a ¢ekaci doby d1)

a kratkého echo casu. Konkrétni hodnoty nastavenych parametrii jsou v tabulce
4.5.

Tabulka 4.5: Nastavené parametry pro ziskani snimku vody a roztoku
Cd(DO3APAB™).
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Pulzni program FLASH
Velikost obrazku (px) 64
Tloustka fezu (mm) 2
Sklapéci thel pulzu 30°
Cas opakovani (ms) 100
Echo-¢as (ms) 6,4
Pocet scant 1
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5. Priprava vzorku

5.1 Vzorek cyklodextrinu

V 1 ml deuterovaného dimethylsulfoxidu (DMSO-D6) od firmy Chemotrade
obsahujictho 99,8 At % deuteria bylo rozpusténo 11,1 mg [-cyklodextrinu od

firmy Wako. Chemicky posun byl referencovan podle rezonanci rozpoustédla. Re-
zonan¢ni frekvence jader "H DMSO je dle [12] 2.50 ppm a jader *C 39,52 ppm.

5.2 Vzorek La(DO3APAP)

V 500 ul 99,9% D50 od firmy Aldrich bylo rozpusténo 40 mg La(DO3APAB"),
7 divodu snizeni teploty tuhnuti bylo priddano 204 pl methanolu. Hodnota pH
vzorku je 6,7. Chemicky posun byl referencovan pomoci interniho standardu Tri-
methylssilylpropionové kyseliny.

5.3 Vzorek Gd(DO3APAP?)

Na zobrazovani byla pouzita dvouplastova kyveta. Ve vnéjsi ¢asti byla desti-
lovand H,0, ve vnitini 20 mg Gd(DO3APA5") rozpusténych ve 2 ml destilované
H50.

Piiprava komplexu Gd(DO3APAB")

Pro piipravu komplexu bylo rozpusténo 70,2 mg DO3APAE™ 5 36 mg GdCl,
v destilované H,O, DOTA je v nadbytku 1,2. Bylo méfeno pH roztoku a byl
prikapavan 0,3% roztok NHjz do ustaleni pH na hodnoté 7.5. Béhem této reakce
dochazi ve skupiné COOH ke koordinaci gadolinia, pfitom se uvoliiuji H™. Tim
padem se snizuje pH a reakce by postupné prestala probihat. Prikapavani NHj
zajistuje posunuti chemické rovnovahy smérem k produktim. Nasledné byl roztok
po dobu 3 dni zahtivan pri teploté 60° C. Béhem této doby doslo k navazani Gd
na dusiky v cyklu. Ze vzorku byla odparena voda. Byla provedena kolonova chro-
matografie, jako stacionarni faze byl pouzit oxid hlinity, jako mobilni faze roztok
izopropylalkoholu, 28% vodny roztok NH3 a vody v poméru 5:1:4. Smés oxidu
hlinitého a promyvaciho roztoku byla ddana do kolony a byl ur¢en mrtvy objem,
ktery vysel 22 ml. Latka byla po odpafeni rozpusténa v malém mnozstvi tohoto
roztoku a napipetovana do kolony. Postupné bylo odebrano deset vzorkt. Pomoci
chromatografického papirku bylo urceno, které vzorky obsahuji pozadovany pro-
dukt. Tyto vzorky byly odpareny. Poté byly dvakrat rozpustény v methanolu a
vypareny pro odstranéni zbytkt vody. Nasledné byl vzorek vysrazen v diethyle-
theru a proplachovan diethyletherem. Na zavér byl produkt umistén na 15 min.
do susarny. Celkovy vytézek ¢inil 68 mg. Hmotnostni spektroskopii bylo ovéreno,
ze se jedna o pozadovany komplex.
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6. Vysledky méreni a diskuze

V diivéjsich studiich [5, 6] bylo zjisténo, ze konjugat sedmi komplexit Gd(DO3APAEM)|
a molekuly [-cyklodextrinu vykazuje hodnoty parametri ovliviujicich relaxi-
vitu blizké optimalnim hodnotdm|[6]. Za ucelem charakterizace této nové kon-
trastni latky byly nejprve studovany jeji jednotlivé komponenty: S-cyklodextrin
a Gd(DO3APAP"). Méteni téchto dvou ¢asti zvlast umozituje snazsi orientci ve
spektrech a prirazeni signald.

6.1 Cyklodextrin

Cyklodextriny (CD) jsou cyklické oligomery glukézy, ziskavaji se ze skrobu.
Mezi nejcastéji pouzivané patii a-cyklodextrin, majici sest glukézovych jednotek,
B-cyklodextrin, ktery jich ma sedm, viz obrazek 6.1, a y-cyklodextrin obsahujici
osm glukdzovych jednotek [13]. Jsou biokompatibilni, netoxické a relativné levné,
coz je ¢ini vhodnymi k provadéni invivo experimenti. Cyklodextriny maji kénicky
tvar, jsou malo rozpustné ve vodé, vnitini ¢ast je hydrofobni, zvenku jsou naopak

hydrofilni [14].

Obrézek 6.1: Molekula -cyklodextrinu (vlevo) a glukézy (vpravo), n znaci pocet
jednotek spojenych v molekulu cyklodextrinu [14][15].

Vzhledem k Sirokému vyuziti byly cyklodextriny mnohokrat studovany. NMR
predstavuje vhodnou metodu ke zkoumani struktury i dynamickych procesi. Pro
syntézu kontrastni latky je zadouci, aby jeji komponenty byly maximalné rigidni,
z toho divodu nas zajimaji zejména studie vénujici se dynamice cyklodextrinu
jako molekuly.

V ¢lanku [16] se nachézi obecné shrnuti informaci o cyklodextrinech. Studovaly
se zde mimo jiné relaxace vodiki S-CD. Jinak je studie prevazné zamérena na mé-
reni inkluzivnich komplext cyklodeytrini a mensich molekul. V [17] byly méfeny
13C relaxace a- a y-CD. K vyhodnoceni 13C relaxaci je zde pouzit Lipari-Szabo
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model [18]. Jednéd se o model, kde kromé globalni zmény reorientace molekuly
vystupuje dalsi stupen volnosti. Tento model predpoklada, ze globalni pohyb mo-
lekuly je izotropni a je popsan globalnim korelacnim casem tau.. Lokéalni pohyb
je popsan efektivnim korela¢nim ¢asem tau.. Mira korelace globalniho a lokélniho
pohybu je ddna hodnotou parametru uspoiddanosti S? z [0,1]. Cim je S? mensi,
tim vice jsou pohyby nezavislé. Lipari-Szabo model neposkytuje ale informaci o
konrétni podobé vnitinitho pohybu.Vyhodnocenim pomoci Lipari-Szabo modelu
bylo zjisténo, ze molekula neni zcela rigidni, ale dochazi i k lokalnim pohybtm.
Ty jsou znaéné korelované s globalni reorientaci celé molekuly (S? ma hodnotu
0,80-0,85). Publikované globalni korela¢ni ¢asy jsou 1,61 ns (303 K) a 0,90 ns (322
K) pro a-CD, 2,4 ns (303 K) a 1,27 ns (322 K) pro 7-CD. Podle predpokladu
autord se hodnoty pro S-CD budou blizit spise 7-CD nez a-CD. Tento ¢lanek ale
neposkytuje informaci o konkrétni podobé vnitiniho pohybu, tim se zabyva zdroj
[19]. Byly studovéany relaxace cyklodextrint tvorenych 6-12 glukézovymi jednot-
kami. Bylo zjisténo, ze v $-CD dochazi k rychlému naklapéni, které ma malou
amplitudu. Tento vnitini pohyb je rychlejsi néz celkova reorientace molekuly.

Celkové se tedy ukazuje, ze S-cyklodextrin vykazuje i jistou vnitini flexibilitu,
kterd je vSsak do znac¢né miry omezend a da se tedy predpokladat, ze by mohl
byt vhodnym nosi¢em komplexit Gd(DO3APAB"). S ohledem na publikace byly
na cyklodextrinu namérena pouze 2D spektra a prirazeni slouzi hlavné k ovéreni
pouzitych pulznich sekvenci, které byly nadéle aplikovany na neznamou molekulu.

Ze zmérenych 2D spekter HSQC a HMBC (viz. obrazek 6.2) bylo ptitazeno vo-
dikové a uhlikové spektrum. Molekula S-cyklodextrinu se sklada ze 7 glukdzovych
jednotek a je symetrickd, takze tyto jednotky jsou ekvivalentni a pozorujeme od
jejich atomu pouze jeden signal misto sedmi. Nejprve byl pritazen uhlik C6 (59,9
ppm), protoZze méa jako jediny na sebe primo navazané dva vodiky H6(3,5-3,6
ppm). Nésledné byly identifikovainy OH skupiny (OH2 5,7 ppm a OH3 5,6 ppm),
protoze nemaji v HSQS zadny signal, nebot vodik je navazan na kyslik. Déle byla
prifazena skupina OH6 (4,4 ppm), protoze je vzdalena pres dvé vazby od C6 a
pozorujeme tedy signal v HMBC. Uhlik C5 by nemél mit cross-peak s zadnou OH
skupinou, coz splnuje pouze jeden peak na 72,0 ppm, na C5 je pfimo navazany
pouze H5(3,5-3,6 ppm). Dale pozorujeme signdl v HMBC mezi C5 a H4, H4 (3,3
ppm) mé zase cross-peak v HSQC s C4 (81,5 ppm). Uhlik C4 mé pres vice vazeb
cross-peak s OH skupinou. Jedna se o OH3 skupinu, kterd je vzdalend pres méné
vazeb nez OH2. Skupina OH2 m4 signal v HMBC s C2 (72,4 ppm) a s C1 (101,9
ppm), CH3 zas s C3 (73,0 ppm) a s C4. Nakonec byl identifikovin H1 (4,8 ppm),
protoze je pfimo navazan na Cl. Pfifazeni na obréazcich 6.3 a 6.4 se shoduje s
identifikaci signala v praci [20].
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Obréazek 6.2: 2D spektra [-cyklodextrinu pouzitda k prifazeni jeho signali. Ve
spektru HSQC (modre) jsou cross-peaky na soufadnicich chemickych posunt
atomi 1H a 13C, které jsou vzdjemné vazany chemickou vazbou. Spektrum
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Obrazek 6.3: Prifazeni spektralnich ¢ar jader 'H S-cyklodextrinu v DMSO-d6,
298 K.
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Obréazek 6.4: Pfifazeni spektralnich ¢ar jader *C S-cyklodextrinu v DMSO-d6,
298 K.

6.2 La(DO3APAB»)

Jak bylo diskutovano v sekci 2.2, nahrazeni jednoho octového ramena mole-
kuly DOTA objemnou fosfinatovou skupinou vede ke zkraceni doby 7,,, po kterou
molekula vody setrvava ve vnitini koordinacni sfére. Hodnota 7, klesla pri srov-
nani s puvodnim ligandem DOTA z 243 ns na 16 ns (oboje pri 298 K) [4]. Kromé
optimalizace 7, je tfeba prodlouzit 7,.. Jak uz bylo také zminéno drive 2.1, jednou
z moznosti je navazani analogu latky DOTA na vétsi molekulu. Relaxivita mtize
byt vsak omezena v pripadé, ze spojovaci prvky nebo molekulédrni nosi¢ vykazuji
dodatecnou vnitini mobilitu.

V [3] byl NMR spektroskopii zkoumén ligand skladajici se ze dvou jednotek
DO3AP"B" navézanych na sebe thiomoc¢ovinovym mistkem. Bylo zjisténo, Ze
reorienta¢ni pohyb komplexi tohoto ligandu s ionty lanthanoidi (Y, Eu, Gd,
Dy) je prevazné izotropni.

V [4] navézali DO3AP*P™ pomoci tohoto miistku na polyamidoaminové (PA-
MAM) dendrimery. To jsou globularni netoxické molekuly, které se snadno roz-
pousti ve vodé. Na zékladé méfeni YO NMR a 'H jaderné magnetické relaxaéni
disperze (,Nuclear Magnetic Relaxation Dispersion®, zkracené NMRD) a vy-
hodnoceni téchto relaxometrickych experimenti pomoci modelu Lipari-Szabo se
ukazalo, ze relaxivita je omezena nedostatecnou rigiditou struktury konjugatu.
Molekula vykazuje nezanedbatelnou vnitin{ flexibilitu (S? = 0,26). TentyZ mis-
tek byl ve studii [6] pouzit k navazani 6 resp. 7 komplextt Gd(DO3APAP") na a-
resp. $-CD. Struktura téchto komplexii byla odhadnuta na zakladé méreni kom-
plexti s koordinovanym iontem Eu. Rozdil ve vlastnostech mezi konjugaty na béazi
a- a p-cyklodextrinu je maly, presto s ponékud priznivéjsimi vysledky pro kom-
plex s B-CD. Jejich relaxivita je v polich relevantnich pro klinickd vySetfeni (3 T)
a pri teploté 37° mnohem vyssi nez jednoduchych kontrastnich latek pouzivanych
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v klinické praxi. Konkrétné pro komplex s 5-CD je relaxivita rovna 12,3 s™! coz je
trikrat vice nez 3,9 s™! pro [Gd(DOTA)-(H20)"| (za stejnych podminek). Jedna
se zatim o nejvyssi pozorovanou hodnotu pro kineticky inertni molekuly mensi
nez 10 kDa.

6.2.1 Teplotni zavislost spekter La(DO3APAB)

U molekuly DOTA a jejich analogt se pozoruje, ze po koordinaci ligandu na
ion vznikne osm chelatovych kruht, které maji svou vlastni konformaci. Celkové
jsou mozna dvé usporadani makrocyklu znacena AAAA nebo 0006. Podobneé i
pendantni ramena maji dvé mozné orientace znacené jako A a A. Celkem ma tedy
komplex dva diastoreoizomery — SA a TSA, z nichz kazdy mé dva enantiomery.
Zastoupeni izomert TSA a SA je zavislé na komplexovaném lanthanoidu [1]. V
pripadé mérené molekuly je navazan lantan, u kterého se vyskytuje témér vylucné
izomer TSA.

Studovana molekula méa navic oproti ligandu DOTA jedno methylfosfinové
rameno, diky némuz se redukuje symetrie celé molekuly. Atom fosforu fosfinové
skupiny se po koordinaci Ln'! stane chiralni, komplex m4 tedy i stereoizomery
R a S. Fosfinaty obvykle vyrazné preferuji pouze jednu orientaci substituenti na
atomu fosforu, ale ukazuje se, ze v pripadé nékterych analogii DOTA s jednym
fosfinovym ramenem miize dochazet ke vzajemné vyméné koordinovaného a ne-
koordinovaného atomu kysliku. Tento proces je rychlejsi pro velké Ln™. Izomerie
fosforu se kombinuje s moznym usporadanim makrocyklu a pendantnich ramen,
celkové dostavame 8 moznych enantiomeri, které jsou na obrazku 6.5 znazornény
na komplexu Ln(DO3AP ).

AMAA-R AMMAA-S A8388-S A3835-R
L ud ! r s -0 ] )
; mirror plane ; ;
-2 '
\—o’ d 1' é ‘.\—' o—d *
AB855-S AB683-R AMAA-R AMAA-S

Obrézek 6.5: Osm moznych izomernich forem analogu DOTA s jednim fosfinovym
ramenem, znazornénych na komplexu Ln(DO3AP°¥) s obecnym lanthaniodem
[21].

Ve fosforovém spektru (obrazek 6.6) se nachézi jeden signal, ktery se u nizsich
teplot stépi na dva. Snizenim teploty se vymeéna koordinovaného a nekoordino-
vaného kysliku zpomali a ve spektru pozorujeme dva izomery TSA-R a TSA-S
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dané chiralitou na atomu fosforu. Z intenzit signali je vidét, Ze jeden ze stavi
je velmi malo populovany. Za pokojové teploty probiha mezi témito enantiomery
rychla vyména a pozorujeme pouze jeden signal.

Ve vodikovém spektru dochazi ke znacnému rozsireni signalt. Lze predpokla-
dat, ze rositeni se zvysovanim teploty je zpiisobené vyménou mezi dvéma enan-
tiomernimi formami izomeru TSA. U nizkych teplot, ve shodé s pozorovanim na
3P spektrech, se proces enantiomerizace zpomali, spektra viak ovlivni vyména
mezi R a S konfiguraci na atomu P. Ne vsechny atomy se tcastni dynamickych
procesii, nékteré signaly pochazejici od aminofenylu jsou tizké napti¢ vSemi tep-
lotami. S ohledem na slozité dynamické procesy probihajici ve vzorku bylo tfeba
z teplotni zavislosti urcit teplotu pro dalsi méreni, pti které je spektrum nejvice
rozliSené a bude mozné alespon ¢astecné prirazeni signalii. Z obrazlu 6.7 je vidét,
ze nejvice je spektrum rozlisené pri teploté 278 K.

" 298 K
| 283K
278K
263 K
NS s | O B N L. 283K

e R . 248K

- - ]I it
Bl A 243K

yJL 238K

T T T T T T T
40 35 30
Chemicky posun (ppm)

Obrazek 6.6: Teplotni zavislost spektra *'P molekuly La(DO3APA") v rozposte-
dle voda/methanol. U teploty 253 K a nizsich pozorujeme rozstépeni signalu na
dva, coz je zpusobeno chiralitou na fosforu.

24



| 278 K
P H 273 K
A
[ h / . / IJ1 JI Iy \
AV S o o U ) 288K
263 K
258 K
. o ™\ Py
,./H‘ _— — -/ﬂlf \"\ i ‘*—’/ NS \ / \v)\\-g5.§. K
238 K
T T T T T T T T T T T
6 4 2

Chemicky posun (ppm)

Obrézek 6.7: Teplotni zavislost spektra 'H molekuly La(DO3AP*P") v rozpous-
tédle voda/methanol.

6.2.2 Prifazeni signalt La(DO3APAB)

U komplexti, které jsou analogy molekuly DOTA a maji jedno fosfinové ra-
meno, dochézi k tomu, Ze se po koordinaci lanthanoidu vsechny uhliky a vodiky
stavaji vzajemné neekvivalentni a mohou kazdy poskytnout samostatny signal.
Probihajici dynamické procesy zptisoboji, ze spektra nejsou dostatecné rozlisena
a dochézi k prekryvu signéli.

U vodikového spektra (obrézek 6.9) lze s jistotou uréit, ze kolem 7 ppm pozo-
rujeme dva dublety odpovidajici parasubstituci benzenu. Z pozorovaného signélu
mezi dubletem s vyssim ppm a uhlikem C16 (41,0 ppm) lze soudit, Ze se jedna o
vodik H18, dublet s nizsim ppm by pak odpovidal vodiku H19. Ostatni signaly uz
neni prakticky mozné jednoznacné identifikovat. Okolo 2,2 ppm pravdépodobné
pozorujeme signaly vodiku z cyklu, tzn. H2,3,5 a 6.

V uhlikovém spektru (obrazek 6.8) pozorujeme celkem 3 signély, které nemaji
zadny signal v HSQC, musi se tedy jednat o skupinu COOH, u které byl misto vo-
diku nakoordinovan lanthan, a kvarterni uhliky C20 a C17. Signél skupiny COOH
(182,0 ppm) je prispévkem od tfech ramen, je tedy z téchto tii nejintenzivnéjsi.
Uhliky C20 (127,2 ppm) a C17 (146,8 ppm) lze identifikovat pomoci pfislusnych
vodiki nélezicich aromatice vzdalenych pres dvé vazby. Uhliky C18 (133,5 ppm)
a C19 (119,8 ppm) byly také uréeny pomoci vodiki v aromatice, nebot jsou na
né navazané primo. Skupiny COOH jsou pres dvé vazby spojené s H14,15 a tyto
vodiky jsou pfimo navdzané na C14,15 (63,2 ppm). Dale pozorujeme cross-peak
mezi vodikem H18 a uhlikem nenachazejicim se v aromatické ¢asti. Jedna se o
uhlik C16, ktery je k aromatice nejblize. Uhlik C13 je pravdépodobné nenapadny
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doublet okolo 58 ppm, jehoz signaly v HMBC nepatii k tém od zbyvajicich uhliki
v cyklu C2,3,5 a 6 (52,0-56,5 ppm). Z naméfeného spektra neni mozné odlisit,
ktery uhlik makrocyklu je ktery.

VsSechny uhliky tedy také neni mozné jednoznacné urcit, ale pro studium uhli-
kovych relaxaci je tieba odlisit, které signaly nalezi aromatické ¢asti (C17, 18, 19,
20), které makrocyklu (C2, 3, 5, 6), jaké jsou pendantni (C14, 15) a karboxylové.
Toto zatazeni je znazornéno na obrazcich 6.8 a 6.10.
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Obrézek 6.8: Ptifazeni uhlikového spektra molekuly La(DO3APAP") naméfeného
pri teploté 278 K.
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Obrézek 6.9: Piifazeni vodikového spektra molekuly La(DO3AP*E™) naméfeného
pri teploté 278 K.
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Obrézek 6.10: 2D spektra La(DO3AP*E™) (278 K) pouzita k piifazen{ jejich sig-
nali. Ve spektru HSQC (modfe) jsou signaly na soutadnicich chemickych posunt
atomt 'H a '3C, které jsou vzajemné vazany chemickou vazbou. Spektrum HMBC
(Cervené) pak znédzornuje interakei pres vice vazeb.
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6.2.3 Dynamika La(DO3AP#"") vyhodnocena pomoci
13C relaxaci

Byla studovana ndhodnd reorientace molekuly La(DOBAPABn), ktera byla
zjisténa vyhodnocenim spinové relaxace za pouziti modelu pro izotropni tuhé
téleso. Ve vyhodnoceni relaxacnich dat byl tedy pouzity tvar spektralni hustoty
dle rovnice 1.11. Jak bude diskutovano pozdéji, studovana molekula plné izotrop-
nimu tuhému télesu neodpovida, ale i tak poskytuje tento model zakladni obraz o
reorientaci molekuly. Nahodna reorientace molekul o velikosti studovaného kom-
plexu se pohybuje na casové skale radové okolo ps az ns, coz jsou mnohem kratsi
casy nez u izomerizace diskutované v 6.2.1, kterou pozorujeme v rozmezi us az s.

Hlavnim relaxaénim mechanizmem pro jadra *C je dipél-dipdlova interakce
s primo navazanymi vodiky. Pro relaxa¢ni doby T3, Ty a faktor NOE 1 + 7 tedy
predpokladame teoretickou zavislot na spektralni hustoté dle vztahit 1.131.15 a
1.16.Nejdelsi relaxacni doby tedy pozorujeme u kvarternich uhlika C17, C20 a
COOH (viz tabulka 6.1), Skupiny CH by mély mit vyrazné kratsi relaxa¢ni doby
a skupiny CHy jesté kratsi, priblizné o faktor 2. Jeden navazany proton maji
uhliky C19 a C18, jejichz T} vychéazi 378 ms a 394 ms, coz je opravdu priblizné
dvakrat vice nez hodnoty 193 ms a 206 ms prislusejici uhliku C16 vzdaleného
jednu vazbu od benzylu. U ostatnich uhlikii pozorujeme jesté kratsi relaxacni
doby, tyto uhliky jsou ale uz od aromatiky prilis vzdalené a jsou ovlivnény jinymi
faktory.

Experimentani hodnoty T} a Ty uhliki nalezicich stejné ¢asti molekuly, jako
cyklus nebo rameno, viz 6.11, by mély mit podobnou velikost, coz az na aroma-
tiku, kterd byla okomentovana vyse, souhlasi. Vétsi rozptyl hodnot pozorujeme
jen u Ty uhlika v cyklu. Signaly nalezici atomtim C16 a C13 jsou doublety, které
byly fitovany zvlast a meély by mit stejné relaxacni doby. Pro C16 se relaxacni
doby shoduji, ale pro uhlik C13 pozorujeme u T} rozdil 103 ms. Z obrazku 6.8 je
vidét, ze signal tohotu doubletu je velmi nizky a jeho integralni hodnota je ovliv-
néna Sumem. Navic se castecné prekryva s jinym signalem cyklu, realistictéjsi je
doba T7 ziskana ze signalu s vyssim ppm, tedy 143 ms.

Priéna relaxacni doba je u vsech uhliku priblizné o rad kratsi nez podélna,
to je zpusobeno jednak konkrétni kombinaci velikosti zkoumané molekuly a mag-
netického pole a jednak pritmnosti chemické vymény diky vyse vzpominanym
enatiomerizacnim procesim. Hodnoty 7 jsou v rozmezi 1,1-2,4, coz odpovida
tomu, ze se jedna o vétsi molekulu. Bézna experimentalni chyba méreni 7T} se
pohybuje v rozmezi 1 — 3 %, Ty 2 — 4 % a n kolem 5 %.

Hodnoty 77 nejméné trpi na systematické chyby. Oproti tomu 73 jsou znacné
ovlivnény chemickou vyménou a méreni NOE je zatizeno velkou experimentalni
chybou. Korelacni casy 7, byly tedy zjistény numerickym fesenim rovnice 1.13 za
pouziti naméfenych hodnot T}. Stejny postup byl zvolen naptiklad v ¢lanku [22],
kde se diskutuje, ze danad rovnice ma dva koreny vhledem k 7., jeden fyzikalni
a druhy nefyzikalni. Pouzity model dobte popisuje izotropni rotaci, molekula ale
nema vnitini rigiditu, ramena jsou mobilnéjsi nez zbytek. Z toho divodu byly
jednotlivé uhliky vyhodnocovany jednotlivé, aby bylo zifejmé, zda a do jaké miry
se korelacni ¢asy 7. lisi pro jednotlivé ¢asti molekuly.

Solomonova teorie, z které rovnice 1.13 vychazi, uvazuje vliv pouze dipol-
dipdlové interakce a nezohlednuje dalsi relaxa¢ni mechanizmy. V aromatické ¢asti
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ale k relaxaci vyznamné prispiva i anizotropie chemického posunu, kterou nelze
zanedbat. Vliv anizotropie chemického posunu ¢inni cca 10 %, korelacni casy
dopoctené z této teorie tedy dobte odrazi lokdlni pohyb v molekule, prestoze
hodnoty 7. nemusi byt uplné presné. Teorie také predpoklada interakci mezi uh-
likem a vodikem, neni tedy aplikovatelnd na kvartérni uhliky. Nejlépe pouzity
model a teorie popisuji jadra '3C nélezici makrocyklu, kde je mozné anizotropii
chemického posunu zanedbat a zaroven je v této ¢asti molekula rigidni.

V [2] mérili rotacni korela¢ni ¢as stejného chelatu, nejednalo se o komplex s
lantanem nybrz s gadoliniem. Rotac¢ni korela¢ni cas byl zde vyhodnocovan fito-
vanim disperzi vodiku (*H NMRD profilu), ne z **C relaxaci. Byla také méfena
spektra jader 7O pro rizné teploty. Experimentalni data byla pak vyhodnocena
podle Solomon-Bloembergen-Morganovy teorie paramagnetické relaxace. Tento
postup je z hlediska exprimentalniho ¢asu i vyhodnoceni méné naro¢ny nez méreni
13C relaxaci, lze jej ale povazovat také za méné presny. Z fitu jedné zavislosti ry
na magnetickém poli se totiz urcuje celd rada riuznych parametri, mezi nimi i 7,
zatimco hodnota ziskana z ®C relaxaci je zjisténa jako jediny parametr piffmym
vypoctem. Vyslednd hodnota rota¢niho korela¢niho ¢asu udéavana v této praci (88
+ 4) ps pri teploté 298 K. Srovndme-li to s hodnotami 7. uhliki v cyklu, pro které
je model nejpresnéjsi, vidime, ze hodnota je priblizné 3krat vétsi nez ve zminéném
clanku. Méteni relaxaci uhliku probihalo pti teploté 278 K, se zvysenim teploty
lze tedy predpokladat zmenseni hodnoty 7., ale ne o dvé tretiny.

Cyklus

5 6
Pendantni &ast HOZC_14.\ / \ /.15_C02H

s “E ]

\—/ ™ P—/ \_./ “—CO,H
0" “oH

Obrézek 6.11: Vyznadeni ¢asti molekuly DO3APAB,

Tabulka 6.1: Experimentalni relaxacni doby 7, T, a n naméfené na uhlikach a
numericky dopoc¢tené hodnoty 7. dopoc¢tené dle rovnice 1.13 .
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0 (ppm) Ty (ms) T (ms) n 7. (ps)

56,5 140 75 2,0 270
Cyklus (2,356 54,1 133 175 2,1 308

52,0 142 102 2,1 264
C20 1272 1020 128 12 -

Aromaticka ¢ést C19 119,8 394 71,8 2,0 148

C18 133,5 378 69,8 2,0 156
C17 146,8 1150 77,9 1,1 —
y 63,4 165 17,2 2,0 196
Pendantni ¢ast C14,15 62.9 164 15.6 9.9 199
Karboxylova ¢ast COOH 182,0 1930 162 1,2 -
C13 58,2 143 10,7 2,1 261
57,4 246 10,4 2,1 240
C16 41,5 193 29,3 1,1 152
40,8 206 31,1 2,4 139

6.3 Efekt komplexu Gd(DO3AP*"") na relaxaci
vody

Jako demonstrace toho, ze Gd(DO3APA") opravdu funguje jako kontrastni
latka, byl porizen snimek viz obrazek 6.12. Na pfi¢ném (vlevo) i podélném (vpravo)]
rezu kyvetou pozorujeme celkem 3 barevné oblasti — vnitini bila obsahujici kon-
destilované vodé. Parametry experimentu byly nastaveny tak, aby byl obraz T}
- vazeny, t.j. kontrast byl urcen rozdilem podélnych relaxac¢nich dob pritomné
vody. Na prvni pohled je zfejmé, ze obsah kontrastni latky ma na intenzitu MRI
obrazku zasadni vliv. Komplex Gd(DO3APABn) zkracuje relaxacni dobu 7T vody
a tim dochézi k posunuti barvy vnittku kyvety do bila.

Na obou snimcich pozorujeme nékolik artefakt. Doslo k ufiznuti ¢asti po-
zorovaného objektu a k jejimu zobrazeni na opacné strané obrazku. U pri¢ného
fezu pozorujeme uiizlou spodni ¢ast kruhu a pti pohledu podél osy z pravou ¢ast
kyvety. Tento jev se nazyva ,aliasing” artefakt a vznika ve sméru gradientu ko-
dujiciho fazi. Objevuje se, kdyz rozméry objektu presahuji zorné pole a signal
generovany mimo toto pole se pak zobrazi jako prekryty objekt na opacné strané
obrazu. Zobrazovana kyveta je symetrickd, oba fezy se ale jevi nesymetrické.
Pozorujeme zde tedy také artefakt chemického posunu, kdy cistd HoO ma jiny
chemicky posun nez roztok s kontrastni latkou a vnitfek se pak jevi asymetricky
vuci vnéjsku.
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VIRl GmbH

_coaxial

Obréazek 6.12: Ti-vazeny snimek piiéného (vlevo) a podélného (vpravo) fezu ky-
vety potizeny pomoci MRI. Obrazek slouzi k porovnani kontrastu vodného roz-
toku kontrastni latky Gd(DO3APAB™) (vnitini bild ¢dst) a samotné vody (Sedd

Cast).
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Z.aver

Byla zméfena spektra jader 'H a *C S-cyklodextrinu, vyhodnocenim méfeni
HSQC a HMBC byly pritazeny vodikové a uhlikové signaly. Byly proméreny tep-
lotni zévislosti spekter *'P a 'H molekuly La(DO3APAP") v rozmezi 238298 K.
Pii nizkych teplotidch pozorujeme ve spektru *'P dva signaly, které jsou zpiiso-
bené chiralitou fosforu. Stejnym postupem jako u cyklodextrinu byla ptitazena
uhlikova a vodikova spektra komplexu La(DO3APABn). Komplikovana dynamika
systému znemoznuje presnou identifikaci signald, zvlast u vodik. V uhlikovém
spektru se podarilo urc¢it, které uhliky nalezi makrocyklu, aromatické ¢asti, pen-
dantni ¢asti a karboxylové ¢asti.

Byly také zméfeny '*C relaxace za ti¢elem vyhodnoceni rotacniho korelad-
nfho ¢asu komplexu La(DO3APAP") Nejdelsf relaxaéni doby T} byly pozorovany
u kvartérnich uhlika C20 (1020 ms) , C17 (1150 ms) a COOH (1930). Nejkratsi
podélnou relaxacni dobu maji uhliky nalezici cyklu (133 — 142 ms). Relaxacni
doba T, vysla mnohem kratsi (7,5-162 ms) nez T, nebot je znacné ovlivnéna
chemickou vyménou. Hodnota n se pohybuje okolo 2, coz odpovida kombinaci
velikosti molekuly a magnetického pole, ve kterém byly provadény exprimenty.

Rotacni korelac¢ni ¢as 7. byl vyhodnocen na zédkladé relaxac¢nich dob 7} s vyu-
zitim modelu pro izotropni reorientaci. Z rotacniho korela¢niho ¢asu bylo zjisténo,
ze nejvic rigidni ¢asti molekuly je cyklus (7. = 264-308 ps). Nejpohyblivéjsi je me-
thylfosfinové rameno s aromatikou, jejichz korelacni ¢as je oproti cyklu priblizné
poloviéni (139-156 ps).

7 kontrastu snimku dvouplastové kyvety je ziejmé, Ze pritomnost kontrastni
latky zédsadné ovliviiuje podélnou relaxacéni dobu vody.
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