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Seznam zkratek a symbolu

BM

BMS

BSM

CT

DD

DIS

DOTA
DO3A-pyNox

DO3A-pyNox-4A

IS
LDs
LIS

MRI
MS
NMR
NMRD
oS
PET
SAP
SC

SS
TSAP
ZFC

Bohriiv magneton (ug = 9,274-102*J-T ™)

Bulk Magnetic susceptibility Shift
Bloembergenova-Solomonova-Morganova (teorie)
Computer Thomography

Dipole-dipole interaction

Dysprosium Induced Shift

1,4,7,10-tetraazacyklo dodekane-1,4,7,10-tetraoctova kyselina
1 ,4,7-tris(k§boxymethyl)-1 0-[(1-0x0-11>-pyridin-2-yl)methyl]-
-1,4,7,10-tetraazacyklododekan
[4,7-Bis-l/(arboxymethyl- 10-(1 -oxy-pyridin-2-ylmethyl)-
-1,4,7,1 Otetraazaat:yklododek-l -yl]-octova kyselina
Planckova konstanta (6,626-10’3 ) -s'])

Inner Sphere

Letalni davka

Lanthanide Induced Shift

minor

major

Magnetic Resonance Imaging

Mass Spectroscopy

Nuklearni magneticka rezonance

Nuclear Magnetic Resonance Dispersion

Outer Sphere

Pozitronové emisni tomografie

Square AntiPrism

Scalar interaction

Second Sphere

Twisted Square AntiPrism

Zero Field Splitting



1 Uvod

1.1 Obecny uvod do tomografie magnetické rezonance

Tomografie magnetické rezonance neboli MRI (ang. Magnetic Resonance Imaging) se
stala jednou z dilezitych zobrazovacich technik v klinické medicin€. Ve srovnani s ostatnimi
vySetfovacimi metodami dokédze MRI proniknout i do mékkych tkani a miize podat informaci
o patofyziologickych zménéach v tkani. Pro pacienta je to metoda neinvazivni, nebot’ neni
vystaven Skodlivému zareni jako napt. u vySetieni PET/CT (Pozitronova Emisni Tomografie
v kombinaci s rentgenovym zafenim). Kontraindikaci méfeni mtize byt p¥itomnost kovovych

implantatii nebo pacientova klaustrofobie. '

Metoda MRI vychazi z nukledrni magnetické rezonance (NMR). Vyuziva zejména
signal 'H jader molekul vody. Kvalita obrazu MRI je dana souhrou né&kolika faktord
zahrnujicich protonovou hustotu, relaxa¢ni ¢asy zobrazované tkdné a parametry magnetu. Pro
zlepSeni obrazu se zhruba v jedné tfetiné klinickych pfipadi pfed vySetfenim aplikuji

tzv. kontrastni latky, které mohou podstatn& zvysit kvalitu snimkd.

Jako jedny z nejacinngjSich kontrastnich latek se ukazaly byt komplexy sGd**
iontem.? Volny iont Gd** je viak toxicky (LDsy Gd** je 0,1 — 0,5 mmol/kg) (cit. *), proto musi
byt véazan v kineticky a termodynamicky stabilnim komplexu. Takovy komplex poskytuje
napi. DOTA (1,4,7,10-tetraazacyklododekan-1,4,7,10-tetraoctova kyselina viz obr. 1).
Zakladni motiv ligandu DOTA lze ,,chemicky

002H
ladit“, a to tak, Ze se zdménou pendantnich
skupin-docili derivatd.s odlinymi vlastnostmi. N \ /\ COH
Pro kontrastni latky byla zavedena [ j
veliCéina zvana relaxivita, kterd vyjadtuje
schopnost urychlovat relaxaci 'H jader HOLL—/ \_/
molekul vody (viz dalsi kapitoly).3 U klinicky H02C

pouzivanych kontrastnich latek je hodnota

Obriazek 1. Struktura DOTA
relaxivity relativné nizkd, proto se vyzkum
zaméFuje na jeji zvySovani. Vysoka relaxivita umoziuje aplikaci niz§i davky kontrastni latky,
a tim i sniZeni ceny vySetfeni a zatéZe pacienta. Pro dosaZeni vy3si relaxivity je potfeba zvysit
rychlost vymény vody a zpomalit rotaci molekuly. Zatimco vyména vody jiz byla

optimalizovana v fadé pfipadt,> ® u rotace nastavaji dva hlavni problémy. Pkipojeni komplexu



k pomalu rotujici makromolekule je bud’ piilis flexibilni’ nebo se jim narusi koordinaéni okoli

centralniho iontu,® a tim i rychlost vymény vody.

Pro potfeby soucasné optimalizace rychlosti vymény vody a rotace byl pfipraven
ligand s pyridin N-oxidovou pendantni skupinou, DO3A-pyNox. Bylo zjisténo, Ze jeho
komplexy maji téméf optimalni rychlost vymény vody, nulovy néboj a dobrou rozpustnost ve
vode.> 1° Pyridin N-oxidové jadro umoznuje relativné snadno pripravit derivaty, pfi¢emz
takova zmeéna struktury probéhne dostate¢né daleko od centralniho iontu. Rychlost vymény
vody a nékteré dalsi vlastnosti by tak mély zistat zachovany.

Vramci této prace byl ptfipraven a studovan derivat ligandu DO3A-pyNox
s karboxylem v poloze 4 na pyridin N-oxidovém jadie (obr. 2), ktery byl zkracené

C02H COZH

/ \ /\002H / \ /\002H

(. J )

HO,C—_ \ / HO.C—_/ \ /
R ey
\_J \

CO2H
Obrazek 2. Struktura ligandu s DO3A-pyNox a jeho derivatu DO3A-pyNox-4A
pojmenovan jako DO3A-pyNox-4C*. Karboxyl lze vyuZit pro navazani ligandu
na makromolekulu pomoci relativng rigidni amidové vazby. Ukolem této diplomové préce
bylo zjistit, zda si nov¢ pripraveny derivat skute¢né ponecha vlastnosti ptivodniho ligandu,9

poptipadé které z jeho vlastnosti se zméni.

: [4,7-bis-karboxymethyl-10-(1-oxy-pyridin-2-ylmethyl)-1,4,7,10-tetraaza-cyklododek-1-yl]-octova kyselina



1.2 Jaderna magneticka rezonance

Nuklearni magneticka rezonance je zaloZena na méfeni magnetickych vlastnosti jader
atomd. Magneticky aktivni jsou pouze jadra se spinovym kvantovym ¢&islem 71#0.
Napf. jedno z nejdilezitéjsich NMR aktivnich jader, 'H, ma spinové kvantové &islo I = %.
Vlastnosti NMR aktivnich jader je vektorova veli¢ina y, tzv. magneticky moment (1),

G=y - )

2
kde y je gyromagnetickd konstanta jadra, s je Planckova konstanta. Jadra s vys$si
gyromagnetickou konstantou jsou citlivéjsi a maji schopnost absorbovat vice energie
(napt. 'H je citlivéjsi néz 1°C).

V zékladnim stavu jaderné spiny respektive magnetické momenty nejsou uspotadany,
jsou tzv. degenerované. Vlivem silného externiho magnetického pole By dojde k jejich
uspofadani v souhlasném ¢i opacném sméru vic¢i By. Mezi t€mito opacné orientovanymi
magnetickymi momenty je energeticky rozdil, ktery se fidi Boltzmannovym rozdélenim.
Energie jednoho spinu je pfimo umérnd magnetickému momentu jadra a velikosti externiho
magnetického pole. Vektor magnetického momentu vykonava precesni pohyb okolo osy z,
s tzv. Larmorovou frekvenci o (2),
w="7B )
kde B je magnetickd indukce. Seftenim a zprimérovanim vektori magnetickych momenti
velkého souboru jader dostaneme makroskopickou magnetizaci M,. Aplikaci

elektromagnetického pulzu B; kolmého k By zavedeme do systému novou Larmorovu

frekvenci w, odpovidajici poli B;, kterou dojde k vychyleni vektoru makroskopické
magnetizace A710. Po tomto pulzu nastava proces relaxace, kdy se vektor Mo dostava zpét do

pivodniho energetického stavu. Relaxa¢ni procesy délime na longitudinélni (7)) (podélnou;

spin miizkovou) a transversalni 7> (pfi¢nou; spin-spinovou) relaxaci. SloZka vektoru

magnetizace se v ose z (0sa rovnob&znd s vektorem B,) navraci s T; ¢asovou konstantou,

slozka v roviné xy (rovina kolma na vektor B,) se navraci s Casovou konstantou 7> (cit. .

1.3 Relaxaéni procesy v pfitomnosti iontu Gd**

Cilem pouziti kontrastni latky v MRI je zrychleni relaxace 'H jader molekul vody

v tkani. Toho miize byt dosazeno pomoci paramagnetickych latek.'? Jak jiz bylo feceno,



nejvhodnéjsi je iont Gd**, ktery vlastni sedm nepéarovych elektronil, coz ho fadi mezi nejvice
paramagnetické ionty viibec. lont Gd>* méd navic symetricky S stav elektrond a jeho
elektronova relaxace je relativné pomald, coz je vyznamné z hlediska vyuziti jako latky
zrychlujici relaxaci, tedy kontrastni latky."

Pro zjednoduseni se v nasledujicim textu budou vyrazem protony rozumét 'H jadra
molekul vody a paramagnetikem se bude rozumét iont Gd**, nebude-li fe¢eno jinak.

Zékladni teorie relaxace protoni v pfitomnosti paramagnetika byla zavedena
pracovnimi skupinami kolem Bloembergena a Solomona."* Gadolinité komplexy urychluji jak
T) tak T relaxa¢ni ¢asy protond. Vyznamnéjsi z hlediska pouziti jako MRI kontrastni latky je
v8ak prispévek longitudinélni, tedy ten co ovliviiuje relaxacni ¢as 7.

Prevracena hodnota relaxa¢niho €asu T se oznacuje jako relaxa¢ni rychlost R (3),

R i=1.2 3)

_1
LT
kde index i zastupuje longitudinalni (i = 1) nebo transverzélni slozku (i = 2). Celkova
méfitelnd rychlost relaxace protont 1/T,s se da vyjadfit souctem diamagnetické slozky 1/T,4
a paramagnetické slozky 1/7,, jak je naznaceno v bézné€ pouzivaném vztahu (4) .

1 1

T

id

I
- “
T, T,

i,0bs
Diamagneticky ¢len T,; odpovida relaxa¢nimu ¢asu rozpoustédla (vody) bez paramagnetika.
Paramagneticky ¢len 1/7, vklada do vztahu relaxacni rychlost zptisobenou paramagnetikem,
ktera je pfimo umérna koncentraci iontd Gd*>* v roztoku. Upravenim rovnice (4) dostaneme
vztah konstanty umérnosti » (5),
1 1

=—+r|Gd> 5

= +rlad”] ©)

i,obs 1,d

kde [Gd®'] je koncentrace vyjadfena v mM. Konstanta » se nazyva relaxivita, vyjadiuje se
v jednotkach mM's"' a je to schopnost kontrastnich latek urychlovat relaxaci protoni.?
U klinicky pouzivanych kontrastnich latek je relaxivita relativné nizkd a jeji ,ladéni“ je

jednim z hlavnich cilii zdjmu chemikid o MRI kontrastni latky.



1.4 Model Gd** kontrastnich latek v roztoku

V roztoku gadolinit¢ho komplexu lze rozlisit tfi typy molekul vody, které jsou rizné
ovliviiovany pFitomnosti paramagnetika. Molekuly pfimo koordinované na iont Gd** se
nachézeji ve vnitini koordina¢ni sféfe IS (ang. Inner Sphere). Jejich vyména s okolim probiha
s Casovou konstantou 7,. Déle od paramagnetika, ve druhé sféfe SS (ang. Second Sphere),
jsou molekuly vody, které jsou poutany siti vodikovych vazeb k piimo koordinované vodé
nebo k pendantnim skupindm. Ve sféfe vnéjsi OS (ang. Outer Sphere) se vyskytuji molekuly
vody volné difundujici ke komplexu v okolnim rozpoudtédle. Paramagnetické vlastnosti Gd**
iontu vyjadfuje elektronovy relaxacni ¢as Tj. Cely systém rotuje s asovou konstantou 7.

Model paramagnetického komplexu v roztoku schématicky naznacuje obrazek 3.

T, /"’"9
@ /. @

I
- "o * -
- 0
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Obriazek 3. Schéma vodného roztoku iontu Gd**, vniténi sféra (IS), okoli (SS, OS), 7, rota&ni korelaéni &as
komplexu, 7, residenéni ¢as molekuly vody, T, elektronovy relaxaéni &as
Mechanismy relaxace v roztocich paramagnetickych latek se zabyva Bloembergenova-
-Solomonova-Morganova (BSM) teorie (viz dalsi kapitoly).> '> '® 7 Celkova relaxivita » (6)
paramagnetického roztoku je ddna souctem piispévkii z vnitini sféry r, vngjsi sféry %S a
druhé sféry r*°.

S

1S oS S. .
r,=r"+r" +r, i=12 6)

Prispévek druhé sféry]8 se v n€ékterych pfipadech zanedbava.



1.5 Relaxaéni procesy ve vnitini sféfre
Prispévek vnitini sféry k celkové relaxivité je obvykle nejvyznamnéjsi. Jak uz bylo
feceno, relaxivita vyjadfuje ucinnost ve zvyseni rychlosti relaxace protond v 1 mM roztoku

paramagnetika. Relaxacni rychlost R;, ve vnitini sféfe (IS) popisuje vztah (7),

lca* g P

m

IAY
, 1
RE=|=| = = 7
v [T'IJ 55’5 T]m +Tm) Tlm +Tm ( )

kde [Gd**] je molarni koncentrace iontd Gd**, q pocet koordinovanych molekul vody

(hydrata¢ni ¢islo), Ti, je longitudindlni relaxa¢ni €as protonti pfimo koordinované vody,
T, residencéni ¢as molekul vody, P,, molarni zlomek koordinovanych molekul vody v roztoku.
Relaxa¢ni rychlost protoni v magnetickém poli je fizena dipoél-dipdlovymi (DD) a
skalarnimi (SC) interakcemi. Dipdl-dipdlova interakce se §ifi pfes prostor a klesa s Sestou
mocninou vzdalenosti (l/r6Gd-H, kde rg4.n je vzdalenost mezi iontem Gd* a protonem).
Vzdalenost rgq. je proto kritickd pro spravnou interpretaci relaxivity a zérovei pro desing
novych kontrastnich latek.'® Skalarni interakce se Sifi pfes vazby (obecné je velmi slaba pfi
pfenosu pres vice nez 3 vazby).
Relaxaéni procesy zahrnujici dipol-dipolarni 1/7°° a 1/7°C skalarni relaxaéni rychlosti
jsou popséany vztahy (8-14) dle Solomona a Bloembergena (Git. '*),
1 1 1

i

i=12 ®

2 gussef s, ®
T]I)I) 15 r (1 + (D,Z‘t'f,) (1 + wxzfczz)
1 _1yg’mss+)| 3z, Dro 44 !
L | 0
" " 15 re (1+w,213,)+(1+w_3732)+ o ()

-
1 2 A T

—==8S(S+1) = e2 11
Y 3 ( (hj_(lmfffz)} a

11 AV 1
—=—S(S+1) = e2 +7 12
N )(h)_(wwfrfz) } .

=—+—+— =12 13
T(‘l 7’;8 Tm TI’ ( )
SR A (14)
Tel ie T”I
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kde y; je gyromagneticky pomér jadra, g je elektronovy g-faktor, uz je Bohriv magneton, w; a
ws jsou Larmorovy frekvence protond a elektroni, A/h je konstanta hyperjemného $tépeni
mezi protonem koordinované molekuly vody a neparovymi elektrony iontu Gd**, S je spinové

kvantové ¢islo (S .. = 7/2) ar je vzdalenost mezi Gd** a protonem. Ve vztazich (13-14) jsou

rozebrany tzv. celkové korelacni ¢asy 7. (dipol-dipdlovy) a 7. (skaldrni), kde 7, je rota¢ni
korela¢ni ¢as molekul komplexu, 7, je rezidenéni ¢as koordinované molekuly vody a T}, je
elektronovy relaxac¢ni ¢as Gd** iontu (cit. 2°).

Pro gadolinité komplexy je obvykle elektronova relaxaéni rychlost 1/T;, vyjadfovéna
ve spojeni s tzv. ZFS (ang. Zero-Field Splitting) (cit. '*), coz je $t&peni elektronovych hladin
iontu kovu bez pritomnosti vn&j§iho magnetického pole. Tento jev ma za nésledek urychleni
elektronové relaxace paramagnetického iontu. Popisuje ji Bloembergenova-Morganova teorie
relaxace spint elektronti paramagnetika (15-16),

1 ZFS ] 4
) ~* * 15
(Tj (1+wf.rf 1+4a>§rfJ (15)

e

C=5]—0A21v[4S(S+1)—3] (16)
kde A? je kvadrat ZFS energie a 7, je korela¢ni ¢as pro modulaci ZFS interakce, které
vychézeji z prechodnych distorzi symetrie komplexu.

Z vy¢tu vztaht (8-16) je patrné, Ze relaxivita zavisi na velkém mnoZstvi vzajemné
propojenych parametrii, které je pro dosazeni maximalni u¢innosti kontrastni latky nutno
optimalizovat.

Kontrastni latky pro MRI pouZivané v praxi maji relaxivitu kolem 5mM’'s’
(napk. Dotarem® obr. 4), aviak podle BSM teorie je maximalni teoreticky dosaZitelna hodnota

pies 100 mM™'s! (cit. 2).

Obrazek 4. Struktura kontrastni latky Dotarem®
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1.6 Metody studia komplexi s lanthanoidy

Celé metodika vysetieni MRI je zalozena na jaderném magnetizmu, a také vét§ina
technik pro studium kontrastnich latek pouzivd NMR spektroskopii. Teorie BSM poméha
objasnit, zda je potencialni kontrastni latka vhodna pro klinické pouziti.

Jak jiz bylo zminéno iont Gd®>* ma symetricky elektronovy S stav a vysoky efektivni
magneticky moment (7,94 BM), diky tomu jsou jeho elektronové relaxaéni ¢asy (Te1, Te2)
del3i nez u ostatnich iontd lanthanoida.”? Z toho vyplyv4, Ze gadolinity iont je schopen
relaxaci okolnich jader urychlovat efektivngji. U vlastniho komplexu Gd** je relaxace tak
rychld, Ze napf. viibec nelze méFit spektra 'H a 13C koordinovaného ligandu. Tim se viak
komplikuje moznost pouzit NMR spektroskopii pro jeho charakterizaci. Vzhledem k poloze
gadolinia v periodickém systému je v8ak moZné predpokladat izostrukturalitu s okolnimi
lanthanoidy (ptesnéji jejich Ln** ionty) a provadét nékterd meéfeni na nich.? Nasledujici
kapitoly se budou vénovat metoddm stanoveni parametrd, které maji nejvétsi vliv na

vyslednou relaxivitu kontrastni latky.

1.6.1 Hydratacni €islo

Hydrata¢ni &islo g je jednim z nejdilezit€j§ich parametri, ktery pfimo ovliviiuje
relaxiv‘igx'(/S). Bohuzel neni p#ili§ moznosti jak jej ménit. Ukézalo se totiz, ze pro dostate¢nou
stabilitu komplexu musi mit ligand alespoii osm donorovych atomti. Obvyklé koordinacni
&islo Ln®" iontd je 8 - 9, takze pro koordinaci molekuly vody je ponechano pouze jedno &i
Zadné misto.

Pro stanoveni hydrataéniho ¢&isla se pouzivaji dvé techniky, ob€ vychazeji
z podobnosti chemickych vlastnosti lanthanoidi. Prvni se zabyva luminiscenci excitovanych
stavii komplext iontii Eu** a Tb**, druha studuje chemicky posunu '’O signalu indukovaného
ionty Dy3+ tzv. DIS (ang. Dysprosium Induced Shift) (¢it. 2 ).

Luminiscence

Komplexy nékterych f prvkd, presnéji ionty Eu’* a Tb*, maji neobvyklé
luminiscen¢ni vlastnosti, jako jsou dlouhé ¢asy vyhasinani, vysok4 hodnota Stokesova posunu
(rozdil energii mezi maximy absorpéniho a emisniho pasu) a uzké emisni piky odpovidajici
pfechodiim mezi energetickymi hladinami Ln*" ionti. Po excitaci pkechazi elektron
z excitované hladiny do zékladni (u iontu Eu®* Dy — 'Fy a °Dy — 7Fz) za emise fotonl
o energii rovnajici se energetickému rozdilu mezi hladinami iontu. Intenzita emise je zavisla

na efektivité pfenosu energie mezi iontem Ln’" a ligandem. Cas vyhasinani luminiscence

12



zavisi na schopnosti okoli (napf. koordinovanych molekul H,O) ji zhaset (tj. nezarivé odebrat
energii). Osciladtory O-H a O-D maji rozdilnou schopnost odebirat energii excitovanému
iontu. Zatimco O-H G¢inn¢ zhasi luminiscenci, O-D oscilator je méné efektivni pro nezafivy
pienos energie. Cim vice molekul vody je koordinovano na iont na Ln*', tim vice je
luminiscence zhaSena. Tohoto jevu je mozno vyuzit ke zji§t€ni poctu molekul vody
g koordinovanych na iont Ln®", porovna-li se rychlost vyhasinani luminiscence roztoku
studovaného komplexu v H;O a D,O. Nejéastéji se pouzivana empiricky vztah zavedeny
Horrockem (17),

g=105(; -1;') (17)
kde 7y je polocas vyhasinani luminiscence v H,O a 7p je polo€as vyhasinani luminiscence
vD,0.4%

Metoda DIS

Tato metoda vyuziva schopnosti lanthanoidd ménit chemicky posun NMR signéld
jader ve svém okoli (tzv. efekt LIS, ang. Lanthanide Induced Shift) (cif. %°). Pouzitelna je za
predpokladu mnohem rychlej§i vymény molekul vody, nez je ¢asova $kdla NMR méfeni.
Bylo zjisténo, ze v takovém ptipadé je chemicky posun signalu 'O pfimo umémy frakci
vazané vody a velikost posunu pfepoctenda na jednu koordinovanou molekulu vody je
prakticky nezavisld na povaze dalSich donorovych atomli v komplexu. V praxi se zméF
chemicky posun pro aqua-komplex [Dy(H2O)9]3+, u kterého je pocet molekul vody zném)’/.23
Hodnota posunu pfepoctend na jednu molekulu vody se porovna s velikosti posunu
zméfeného pro komplex Dy*" iontu. Pro vétsi presnost stanoveni se mé&Fi chemicky posun 'O
pti nékolika riiznych koncentracich Dy*" komplexu. Vynesenim hodnot se ziska pfimkova
zévislost, jejiz smémice se opét porovné se smérnici pro aqua-komplex. Odchylka metody se

uvadi + 0,2 molekuly vody.3

1.6.2 Residencni ¢as molekuly vody

Pro stanoveni residen¢niho Casu 17, se pouzivdA mérfeni teplotni zavislosti
transversalniho relaxacniho ¢asu 7, '"O signalu molekul vody v roztoku gadolinitého
komplexu.2* 27 2% Residenéni Gas 7, je pFevracena hodnota rychlostni konstanty vymény vody

ve vnitini koordinaéni sféfe k., (18).
k =— (18)

Zavislosti konstanty k., na teploté popisuje Eyringova rovnice (19),
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k,T AS AH\ k2T AH( 1 1
k, = expl —— =—2%__exp -— 19)
h R RT) 29815 RT\298,15 T

kde ks je Boltzmannova konstanta, 4S a AH jsou aktivalni entropie a entalpie pro vyménu
vody, h Planckova konstanta, T termodynamicka teplota. Misto transverzdlni relaxa¢ni

rychlosti 1/T, je zavedena redukované relaxa¢ni rychlost //7>,, kterou popisuje vztah (20).

o1 1

K - P_m(TZ_ TZ.dla j B T2m +Tm

V rovnici je P, molarni frakce koordinovanych molekul vody, I/T>4, je transversalni

(20)

relaxacni rychlost referentniho diamagnetického vzorku. 75, je relaxaéni ¢as koordinované
H,'’0. Relaxaéni Gasy lze mékit piimo pomoci 'O NMR spektroskopie. Oproti protonové
relaxaci je u jadra 'O (koordinované molekuly vody) v ptipadé transverzélniho relaxa¢niho
¢asu dominantni skalarni &len (viz vztah 12) (¢it.'*). Pro optimalni funkei kontrastni latky by
se hodnota 7, méla pohybovat mezi 10-40 ns, zatimco Gd** komplex DOTA ma4 residenéni
¢as 240 ns. Kvalitativné lze 1,, respektive rychlost vymény vody, stanovit jiz z charakteru
zmeéfeného teplotniho profilu (viz obr. 6.). Pfesna hodnota se v§ak zisk4 az pii matematickém
zpracovani dat spole&né s teplotnimi profily '’O T; relaxagnich &asii, chemickych posuni a 'H

NMRD profilii (¢it. '*%).

"o
s
S
mN
S
T T T T T
280 300 320 340 360
T(K)

Obrazek 5. Simulace zavislosti '’O R, relaxa&ni rychlosti na teploté T.

Profily pro ¢, 20ns (-----), 500ns (—) a 20 us (.....).

1.6.3 Rotacni korelacni cas

Cil zpomaleni rotace komplexu byl jiz zminén (kap. 1.1). Jedna z metod, kterd podava
o 7, nejvice informaci je technika '"H NMRD (ang. proton Nuclear Magnetic Resonance
Dispersion). Charakterizuje pribéh relaxivity v zavislosti na sile magnetického pole.

Ovlivnéni vysledné relaxivity rotanim korela¢nim ¢asem 7. vyjadfuji vztahy (13 - 14).
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Potfeba vy3$i relaxivity u kontrastnich latek vedla k designu pomalu rotujicich
makromolekul, jakymi jsou nap. konjugéty chelati Gd** s dendrimery.” **3' Dendrimery
jsou velké molekuly s dobfe prozkoumanou, pravidelnou a v prostoru rozvétvenou strukturou

(viz obr. 6), skladajici se ze tfi stavebnich prvki: jadra, vétvi a koncovych skupin.

N,

Obrazek 6. Struktura potencionédlni kontrastni latky konjl:gétu ligandu DO3A-pyNox-4A

s PAMAM dendrimerem 1. generace

Prostudované komplexy s dendrimery spliiuji podminku pomalé rotace,”” ale
jednotlivé vétve, na kterych jsou navazany komplexy Gd** jsou samy o sob& &astecné
pohyblivé. Casto byva dosti flexibilni i spojeni chelatu s makromolekulou (tzv. linker), jako je
tomu napf. u thiomocovinového mistku.” Design ligandu DO3A-pyNox-4A byl proto zvolen

tak, aby se mohl vazat pomoci rigidni amidové vazby.
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1.6.4 Izomerie komplext v roztocich

Komplexy ionti Ln** s ligandy typu DOTA se v roztoku vyskytuji ve ctyfech
izomernich formach (enantiomerni par diastereoizomerii).>* Izomerie je dana dvéma zpisoby
konformace ehtylenovych mistk makrocyklu (A, 8) a nato¢enim pendantnich ramen (A, A).

Enantiomerni par A(MAAL) a A(3888) zaujimd konformaci SAP (ang. Square
AntiPrism). U komplexu DOTA se obvykle oznacuje jako izomer M (ang. Major).
Enantiomerni par A(8638) a A(AAL) zaujima konformaci TSAP (ang. Twisted Square

AntiPrism) a u komplexu

DOTA se oznaduje jako izomer M; A (AMAL) m, A (8630)

m (ang. minor) (obr. 7)-33 ."‘""Om.rizaoo
Pomoci NMR  spektroskopie prsipen “ u

jsou za normaélnich okolnosti

Obrizek 7. Formy izomeri u komplexi typu DOTA

prevriceni kruhu

odlisitelné pouze diastereo-
izomery (obr.8), které
poskytuji rizna NMR spektra.
Rentgenostrukturni analyzou monokrystalt Ln* komplexi ligandu DOTA se ukéazalo,
Ze izomery se li8i zejména velikosti prostoru mezi rovinami kyslikovych a dusikovych atomt.
Dalsi odlidnosti je uhel mezi koordinovanymi kyslikovymi atomy protilehlych pendantnich
ramen a centrdlnim iontem. V izomeru typu m je tento Uhel mens$i, coZ oslabuje vazbu
koordinované molekuly vody a komplex pak vykazuje vy3si rychlost vymény vody.”
Hodnota relaxivity je tak vy$8i, proto jeden ze soucasnych trendi je zaméfovat se na
komplexy preferujici izomer m.** ** 3% U komplexii DO3A-pyNox byla pozorovéna pouze
ptitomnost izomeru M, ktery piesto vykazoval relativné rychlou vyménu vody.'o Ptitomnost
Sesti¢lenného chelatového cyklu®’ ziejmé vyvolava v blizkosti koordinované molekuly vody

stérické pnuti, které vyménu vody zrychluje, i kdyZ se jedné o izomer M.

Obriazek 8. Komplex Ln typu DOTA - diastereomery (SAP, TSAP)

s odli¥né nato¢enymi pendanty
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2 Experimentalni ¢ast

2.1 Seznam pouzitych chemikalii

t-butanol, Aldrich

aceton, Cisty, Lachema a.s.

methanol, p.a., Lachema a.s.

alumina, Merck

hydroxid lithny, Lachema a.s.

hydroxid sodny, Lachema a.s.

kyselina trifluoroctova, Lachema a.s.

kyselina chlorovodikova, Lachema a.s.
isopropanol, Lachema a.s.

amoniak, Lachema a.s.

Amberlite XAD — 1180, Fluka

Amberlite 50, Fluka

hexahydrat chloridu gadolinitého, p.a., Aldrich
hexahydrat chloridu europitého, p.a., STREM
hexahydrat chloridu terbitého, p.a., STREM
hexahydrét chloridu ytterbitého, p.a., STREM
hexahydrat chloridu neodymitého, p.a. STREM
hexahydrat chloridu dysprositého, p.a., Aldrich
hexahydrat chloridu yttritého, p.a. Aldrich

xylenova oranz, Lachema

Rozpoustédla pro NMR:
D,0, 99,95%, Chemotrade

H,"0, Aldrich
CD;0OD, Aldrich

Pokud nebude uvedeno jinak, tak byla v priibéhu prace pouzivana deionizovana voda.
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2.2 Metody charakterizace pripravenych latek

2.2.1 NMR spektroskopie

NMR spektra jader 'H a '*C byla métena na pfistrojich Varian "™ INOVA 400 a
300 na chemickém ustavu PiF UK. Pracovni frekvence pro jadra 'H byla 399,95 MHz (400),
299,94 MHz (300) a pro jadra 'O 54,22 MHz (400). Vzorky byly méfeny v kyvetach
o priméru 5 mm a referencovany na signal t-butanolu (1,2 ppm pro 'H, 32,7 ppm pro '°C).

Chemické posuny jsou uvedeny v jednotkach ppm.

2.2.2 Relaxometrie

Studium "H NMRD profilu bylo provedeno na pfistrojich Stelar SpinMaster FFC-2000
(0,02 - 15 MHz) a Bruker Minispec 20 MHz a Bruker Minispec mq - 60 MHz v NMR
laboratofi Univerzity Mons-Hainaut (Belgie). Zavislost relaxivity na pH byla zméfena na
pristroji Bruker Minispec 20 MHz (IKEM Praha).

2.2.2 Hmotnostni spektrometrie

Hmotnostni spektra byla zméfena na pfistroji Bruker ESQUIRE 3000 ES — iontrap na

chemickém ustavu PfF UK. Méfeni probihalo v pozitivnim modu.

2.2.3 Elementarni analyza

Stanoveni hmotnostniho obsahu C, H, N, Cl bylo provedeno na Ustavu
makromolekularni chemie AVCR v Praze. Data jsou uvedena nasledovné: prvek; zjistény

obsah; vypoéteny teoreticky obsah odpovidajici predpokladanému vzorci.

2.2.4 Rentgenostrukturni analyza

Struktura monokrystalu byla zméfena na C&tyikruhovém difraktometru NONIUS
KAPPA CCD se zafenim Mo-Ka. Struktury byly upraveny pomoci programu Supergui.

2.2.5 Méreni a uprava pH roztoku

Hodnota pH byla kontrolovana pomoci pH-metru Radiometer pIONeer 10

s ttibodovou kalibraci. Pro méfeni byla pouzita kombinovand NMR elektroda Mettler Toledo.

2.2.6 Luminiscence

Stanoveni hydrata¢niho ¢isla a vyhodnoceni dat bylo provedeno na Katedie analytické

chemie PFF UK na pfistroji AMICO Bowman® Series 2 Luminiscence Spectrometer. Mékeni
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byla provedena ve sklenénych vialkdch o objemu 1,5 ml, které byly v pfistroji fixovany

pomoci gumového tésnéni.
2.3 Priprava ligandu a jeho komplex

2.3.1 Priprava ligandu DO3A-PyNox-4A

Prace vychazela z ligandu chranéného esterovymi skupinami (679,86), ktery pfipravil
a poskytl k praci M. Polasek.’® Odstranéni chrénicich esterovych skupin bylo provedeno
vedvou krocich (obr. 9). V prvnim kroku byla za bazické katalyzy hydrolyzovana
methylesterova funkce na pyridin N-oxidovém jadfe, ve druhém kroku pak byly kyselou
katalyzou odstranény chranici t-butylové skupiny.

Ve 3 ml t-butanolu bylo rozpusténo 100 mg ligandu (asi 0,14 mmol) a k roztoku bylo

ptfidano 1,2 molarniho ekvivalentu hydroxidu lithného (6 mg rozpus§téného v 1 ml vody).

t-Bu

N 3/ o
I A A E J

2CFCOOH ;\ / .
®

t-Bu
Obrazek 9. Dvoustupiiova hydrolyza ligandu DO3A-PyNox-4A chrinéného esterovymi skupinami

Po 15 minutach michani pti laboratorni teploté byla smés odpafena pomoci rotaéni vakuové
odparky. K odparku byl ptidan nadbytek kyseliny trifluoroctové (asi 5 ml) a po rozpusténi
byla reakéni smés ponechana michat 48 h pfi laboratorni teploté. Reak¢éni smés byla po celou
dobu chranéna pted svétlem. Po hydrolyze byla kyselina trifluoroctova odparena na odparce
opatfené vymrazovaci nadobou s kapalnym dusikem. Odpareny produkt byl dvakrat rozpustén
v 6 M kyseliné chlorovodikové a odpatfen. V dal$im kroku byl odparek tfikrat rozpustén ve
vodé a znovu odparen.

Produkt byl poté rozpustén v 1 ml vody a nanesen na kolonku (8 x 2 cm) se sorbentem
Amberlite XAD — 1180. Ligand byl eluovan vodou a nepolarni necistoty ziistaly adsorbovany
na koloné. Ziskany eluat byl zkoncentrovdan na rota¢ni vakuové odparce a ponechén

krystalizovat nékolik dni pfi 4 °C. Rekrystalizaci byl ziskan finalni produkt ve formé
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drobnych bezbarvych krystalti. VySe popsanym zpusobem bylo ziskano né&kolik SarZi

produktu, ktery byl po zhomogenizovani v tfeci misce pouzivan pro veskerou dal3i praci.

Vytézek reakce vzhledem k charakteru vychozi latky (viskdzni olej s nezndmym obsahem

zbytkovych rozpoustédel) nebyl spocten.
Charakterizace:

NMR: 'H (D20, ref. = t-butanol =1,2) pii 90 °C: 3,21 - 3,28 (m, 4H cyklus), 3,30 - 3,35 (m,
4H cyklus), 3,35 - 3,41 (m, 8H cyklus), 3,63 (s, 4H -CH,CO-), 3,92 (s, 2H -CH,CO-),
4,56 (s, 2H -CH;-arom.), 8,08 (dd, 1H arom. Jyy= 2,3 Hz, Jyy= 6,8 Hz), 8,24 (d, 1H
arom. Jyy= 2,1 Hz), 8,43 (d, 1H arom. Jyy= 6,9 Hz)
B¢ (D,0, ref. = r-butanol = 32,7) pfi 90 °C: 51,9 (2C cyklus), 52,3 (2C, cyklus), 53,7
(2C, cyklus), 53,9 (2C, cyklus), 56,0 (2C, -CH,CO-), 56,2 (1C, -CH,CO-), 57,6 (1C,
-CH2-arom.), 130,9 (1C, arom. CH), 1324 (1C, arom. CH), 133,8 (1C, arom. CH),
143,5 (1C, arom. kvarterni), 144,7 (1C, arom. kvarterni), 168,7 (1C, arom.-CO-),
172,6 (1C, -CH,CO-), 174,6 (2C, - CH,CO-)

MS: 498,1 (100, MH")

Elementéarni analyza: C: 41,10 (41,58), H: 6,12 (6,15), N: 11,88 (11,55), Cl: 11,96 (11,69),
pocitano pro slozeni HsDO3A-pyNox-4C-2HCI-2H,0, C;H37013N5Clz, M; = 606,60

2.3.2 Priprava komplexu s lanhanoidy

Pro experimenty byly pFipraveny komplexy s vybranymi chloridy lanthanoidia (Nd**,
Eu™, Dy, Gd**, Yb*, Tb™).

Odvazené mnozstvi chloridu Ln*' bylo smichano s 1,07 ekvivalentu ligandu a
rozpu$téno v malém mnozstvi vody (cca 1,5 ml). Za kontroly pH-metrem bylo upraveno pH
roztoku na hodnotu 7,0 £ 0,1 pomoci 2 M NaOH, ptipadn¢ 6 M HCI.

Roztok byl ponechan michat 24 h pfi laboratorni teplot€. Po komplexaci byla
provedena zkou$ka s xylenovou oranzi v2 M octanu sodném (pH = 5,5) pro ovéfeni
nepfitomnosti volného iontu Ln**. Jako standard byl pouzit roztok chloridu gadolinitého,
ktery pfi testu méni barvu indikatoru z oranZové na fialovo-rizovou.*’

Pro mékeni 'H spekter komplexi bylo tfeba odstranit nadbytek volného ligandu. Toho
bylo dosazeno kolonovou chromatografii na kationtovém iontomé&ni¢i Amberlite 50 v H"
cyklu. Pro tento Géel byla pouzita 2 x 27 cm kolona s 21 cm vysokym sloupcem iontoménice.
Komplex Ln*" byl nanesen na kolonu a eluovan vodou. Byly odnimény frakce o objemu
25 ml. Nejprve vytékal volny ligand a chloridové ionty (pozitivni zkouska dusi¢énanem

stiibrnym), v 5 - 7 frakci vytékal ¢isty komplex. Frakce obsahujici Cisty komplex byly

20



smichany a odpareny na vakuové odparce. Odparek byl rozpustén v malém mnozstvi vody a
pH roztoku bylo upraveno na hodnotu 7 malym ptidavkem 0,5 M hydroxidu lithného. Poté
byl roztok znovu odparen.

Charakterizace:

TLC: silikagel, isopropanol; 25 % vodny amoniak; voda (7:3:3), detekce zhaSenim
fluorescence (A = 254 nm) Ry = 0,6 (Nd**); 0,5 (Eu*"); 0,6 (Gd*"); 0,6 (Tb*); 0,6
(Yb™)

MS: V tabulce 1 jsou signaly pro nejvice zastoupeny izotop lanthanoidu, charakter ionth
odpovida MNa". o

Tabulka 1. Signaly komplexi Ln* v MS

font Izotop Signal

Nd** "INd 659,1

Eu* gy 670,1

Gd* 18Gd 675,1

Tb* 15Tb 676,3

Yb** "yb 691,1
2.4 NMR experimenty

2.4.1 Stanoveni koncentrace roztoku

Pro nékteré experimenty bylo nutné znat piesné koncentrace roztoké komplexii Ln**,
které z navazek chloridd Ln>* nebylo mozné spogitat. Chloridy Ln** jsou silng hyﬂ%skopické
a uvedend molarni hmotnost tak nemusi odpovidat skutecnosti. Pro stanoveni ptesné
koncentrace byla pouzita tzv. Evansova metoda. Vyuzivd indukovany chemicky posun
oznacovany jako BMS (ang. Bulk Magnetic susceptibility Shift) inertni latky (napf.
t-butanol) vyvolany pFitomnosti paramagnetické latky v roztoku.*

Roztok komplexu Ln®" s 0,2 % t-butanolu byl piefiltrovan pfes membranovy filtr
(0,2 pm) do NMR kyvety. Pfed mé&tenim signalu jader 'H byla do kyvety zasunuta inzertni
kyveta s roztokem t-butanolu v 99,97% D,0. Ze spektra byl odecten rozdil chemického
posunu signalu t-butanolu mezi obéma roztoky a koncentrace v mol/dm® byla spoctena podle
vztahu (21),

2

AT

o= at 284 o Q1
s4m |\ Uy
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kde s je geometricky faktor, ktery je pro valcovou kyvetu roven 1/3, T je teplota (zde 298 K),

Ue je efektivni magneticky moment iontt Ln* (it P) a A, je rozdil chemického posunu.*'*+2

2.4.2 Izomerie a '"H NMR spektra

Pro blizsi zjisténi struktury komplext Ln** v roztoku byla zméfena 'H NMR spektra
pti 25 °C a -30 °C. Pro experiment byly pfipraveny asi 80 mM roztoky komplexi Nd**, Eu*",
Yb*" ve smési rozpoustédel CD;0D/D,0O (4:1) s 0,5 % t-butanolu. Pfed vlastnim méfenim

byly vzorky temperovéany na pozadovanou teplotu 20 minut v sondé NMR spektrometru.

2.4.3 NMRD profily

Pro m&feni 'H NMRD profilu byl pfipraven roztok komplexu Gd** o koncentraci
1 mM. Méfeni bylo provedeno pfi teplotach 25 °C a 37 °C. Ziskané profily byly vyhodnoceny

matematickym zpracovanim spolecné s '’O teplotnimi profily.

2.4.4 70 teplotni profily

Pro tento experiment byl pouZit 70 mM roztok Gd** komplexu v H,0. K roztoku bylo
pfidano 0,5 % t-butanolu a H,O obohacena o izotop 'O (6% obohaceni), tak aby vysledné
obohaceni ¢inilo 0,25 %. Stejnym zplisobem byl ptipraven i vzorek refererftni, ktery misto
roztoku paramagnetika obsahoval pouze vodu. Experiment probihal v rozmezi teplot 5 - 90 °C
s krokem 5 - 10 °C. Po nastaveni teploty byly vzorky temperovany 20 minut v sond¢ NMR
spektrometru. Byly méfeny relaxaéni ¢asy 7\ a T, (transverzalni, longitudindlni) a byl
sledovéan chemicky posun signélu '"O. Hodnoty byly nasledné korigovany na diamagneticky
piispévek (ziskan z hodnot zméfenych pro referentni vzorek) a prispévek BMS. Ten byl
zjistén z 'H spektra porovnanim chemického posunu signalu t-butanolu v paramagnetickém a
diamagnetickém vzorku.

Chemické posuny byly méfeny standardni pulzni sekvenci s 90° pulzem. Relaxaéni
¢asy T, byly méfeny standardni pulzni sekvenci ,inversion recovery” s témito casy:
dy =500 ms, d,= 8 - 12 inkrementd s exponencialnim vzorkovanim, at = 200 ms (d, je
repetini ¢as sekvence, d, je prodleva pied pozorovacim pulzem, at je akviziéni ¢as). Délka
90° pulzu byla kalibrovana né&kolikrat v prib&hu experimentu, jelikoz se mimné méni

s teplotou.
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Relaxac¢ni ¢asy T, byly zméfeny metodou upravenou sekvenci Carr-Purcell Meiboom-
Gill, ve které byla zahrnuta korekce na délku pulzu a ¢asové prodlevy po pulzech (obr. 10,

12). Ziskané T> hodnoty bylo nutné nasobit faktorem 4.

14.5u 29.0u

Tx 566.0n 25.5u
a1 pw r p1

Obrazek 10. Pulzni sekvence T, experimentu s korekei (r = d; — p1/2 — rof2)

expl 170t2
SAMPLE ACQUISITION ACQUISITION ARRAYS
date Jun 2 2007 sw 10000.0 array d2
temp 25.0 fb 6000 arraydim 11
solvent D20 at 0.202
file /home/houser/~ np 4032 i d2
Servis/Milos/_17-0~ nt 32 1 S5e-05
_parametry/17-0_T2~ ?ain 60 2 7e¢-0S
-25.Fid 11 3 9.8e-05
PULSE SEQUENCE PROCESSING q 0.0001372
d1 0.5 fn not used S 0.00019207S
pl 29.0 b 100.000 6 0.000268913
d2 arrayed DISPLAY 7 0.00037647S
14.5 sp -5039.1 8 0.000527062
0BSERVE wp 8995.1 9 0.0007379
probe Smmbb vs 8658 10 0.00103305
tn 017 sc 0 11 0.00144627
sfrq 54.219 wc 225
tof 223.3 axis p
pwa0 14.5 rf) 5043.9
tpwr 58 rfp 0
DECOUPLE 1p -108.0
dn H1 rp 174.5
dfrq 399.952 ai cdc ph
dof 223.3
pp undefined
dm nnn
dmm c
dmnf 200
dpwr 30
dseq
dres 1.0
homo n

Obrizek 11. Typické parametry pro méfeni 'O T, relaxa¢nich &asi
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2.4.5 Zavislost relaxivity na pH

Zavislost relaxivity na pH byla méfena na 4 mM roztoku komplexu Gd**. Hodnota pH
byla méfena a upravovana ptimo v NMR kyveté za pomoci kombinované (argentéchloridové)
elektrody. Uprava pH byla provadéna malymi ptidavky 2 M roztoktt NaOH a HCI sklenénou

kapilarou. Zmény koncentrace roztoku zptisobené upravou pH byly zanedbany.

2.5 Vyhodnoceni dat

Data byla zpracovana v programech Microsoft Office Excel 2003 a Origin® 7 SR2 (v
7.0 383). Spektra NMR byla upravena v programu MestReC 4.9.9.6. Vyhodnoceni
relaxometrickych dat a mutliparametrické zpracovani bylo provedeno v programu Micromath

Scientist (3.0).
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3 Vysledky a diskuze

3.1 Pfiprava ligandu a jeho Ln** komplex(

Syntéza vychazela z latky chranéné na karboxylech esterovymi skupinami.38
Methylestery se obvykle hydrolyzuji bazicky a kyseld katalyza na né nemé velky vliv.
Naopak t-butylestery se snadno hydrolyzuji kysele. Proto musela hydrolyza probéhnout ve
dvou krocich. Produkt byl vytésnénim kyseliny trifluoroctové kyselinou chlorovodikovou
pfeveden na hydrochlorid. Nepolarni zabarvené necistoty pfitomné v hrubém produktu
komplikovaly jeho krystalizaci, a tak byl pro jejich odstranéni pouzit sorbent XAD (upraveny
polystyren). Produkt byl vysoce rozpustny ve vodé, a tak az velmi koncentrovany roztok
ligandu krystalizoval ve formé bezbarvych drobnych krystalt. Identita produktu byla
prokazéna analyzou MS a NMR ('H, C). Presné slozeni krystalti podle elementarni analyzy
odpovida vzorci HsDO3A-pyNox-4C-2H,0-2HCI, coz bylo potvrzeno i rentgengstrukturni

analyzou.

3.1.1 Komplexy Ln**

Komplexace ionti Ln** ligandem DO3A-pyNox-4C pobihala pfi neutralnim pH
rychle, podobné jako u DO3A-pyNox (cﬁ %). Po tpravé pH roztokd na hodnotu 7,0 + 0,1 se
jiz pH neménilo ani pti michani pfes noc, z ¢ehoz lze usuzovat, ze veskeré ionty Ln** byly
komplexovany prakticky okamzité. Slozeni komplexti bylo potvrzeno méfenim MS spekter,
v nichz byl vzdy nalezen pik odpovidajici MNa*. Pro vétsi prehlednost 'H NMR spekter bylo
tteba odstranit nadbytecny ligand, ¢ehoZz bylo uspé€$né docileno pomoci sloupcové

chromatografie na kationtovém iontoménici.

3.1.2 Krystalova struktura ligandu

Struktura ligandu byla definitivné potvrzena rentgenostrukturni analyzou
monokrystalu a odpovida slozeni H4yDO3A-pyNox-4C-2H,0-2HCI (obr. 12), které je ve shodé
s udaji ziskanymi z elementdrni analyzy. Monokrystal byl =ziskdn krystalizaci
koncentrovaného roztoku ligandu pii 4 °C. V molekule jsou vSechny karboxyly
nedisociovany a na makrocyklu jsou protonizovany protilehlé dusiky, coz je vysvétlovano
elektrickym odpuzovanim souhlasnych nabojt protonii.*® Zajimavé je, ze v obdobné struktufe
ligandu DO3A-pyNox byl protonizovan druhy par dusikovych atomi.” Tento jev
pravdépodobné souvisi s hodnotami protonizacnich konstant, které v3ak zatim nebyly

studovany.
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Obrazek 12. Rentgenova struktura krystalu H,DO3A-pyNox-4C-2H,0-2HCI, pro p¥ehlednost grafického
znazornéni byly vynechdny molekuly vody, chlorovodiku a protony na uhlikiach, zndzornéna je pouze pro

strukturu vyznamna protonizace

Délka N - O vazby v ligandu 1,312 A je ponékud krat$i nez u DO3A-pyNox (1,339 A pro
volny ligand a 1,340 A pro komplex Dy’"). Pfiginou je pravdépodobn& mezomerni efekt
zplsobeny ptitomnosti karboxylu na pyridin N-oxidovém jadfe (viz obr. 13). Timto efektem

dochazi k ¢aste¢nému posileni dvojného charakteru N-O vazby a tim i k jejimu zkréaceni.

- -0 - -0
|o\c/9| |g\c/<_)|
=
| -~ | |
X9 ®
T CT2 ﬁ CT2
|9|e s 0 o~

/
\

Obrizek 43. Mezomerni efekt na pyridin N-oxidu s karboxylem
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3.2 Zjisténi hydratacniho Cisla

3.2.1 Luminiscenc¢ni metoda

Metoda byla pouzita pro stanoveni po¢tu p¥imo koordinovanych molekul vody
v europitém komplexu ligandu DO3A-pyNox-4A. Experiment je pouzitelny i pro terbité
komplexy,** ale podminky pro mé&feni Tb>* se nepodatilo vyladit. Pro tento experiment byly
ptipraveny dva 50 mM roztoky Eu’ komplexu v HO a v D0 (99,98%).

Pro zjisténi optimalnich parametri bylo nejprve zméfeno excitaéni spektrum, ze
kterého byla uréena nejvhodnéjsi excitacni vinova délka, a poté emisni spektrum, ze kterého
byla uréena nejvhodnéjsi vinova délka emise. Pfi méfeni excitacniho spektra byla sledovéna
intenzita emise pfi 616 nm (ci\x&“@) v zavislosti na vinové délce excitaéniho zafeni (300 — 450
nm) znazornéna grafem 1. Nejintenzivnéjsi pik byl nalezen pti vinové délce A = 396 nm. Tato
vinova délka byla pouzita jako excitacni zafeni pfi méfeni emisniho spektra (550 - 750 nm)

v grafu 2, ze kterého bylo zji§t€no emisni maximum pfi A = 616 nm.

1 n 1 n 1 i 1 1 " 1 . [ i 1 M ]

300 350 400 450 550 600 650 700 750
nm nm
Graf 1. Excitaéni spektrum Eu®* komplexu Graf 2. Emisni spektrum Eu** komplexu
s maximem p¥i 396 nm s maximem p¥i 616 nm

Kombinace vinovych délek 396 nm a 616 nm byla pouZita pro méfeni rychlosti
vyhasinani luminiscence u obou roztokd. Vyhodnocenim dat (graf 3, 4) byly ziskany casy

vyhasinani 7, ,= 0,617 ms a 7, ,= 1,525 ms. UZitim empirického vztahu (17) (kap.1.6.1) byl

vypocten pocet koordinovanych molekul vody ¢ = 1,03.
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Graf 3. K¥ivka vyhasinini luminiscence Eu** Graf 4. K¥ivka vyhasinani luminiscence Eu’*
komplexu v H,O komplexu v D,O

3.2.2 Metoda 70 DIS

Stanoveni hydratagniho ¢&isla bylo provedeno i metodou '’O DIS. Pro tento experiment
byly ptipraveny roztoky dysprozitého komplexu ligandu DO3A-pyNox-4A o koncentracich
20 - 60 mM. Roztoky byly obohaceny o 0,5 % t-butanolu a 18 % D,0O. Pii méteni byl pouzit

slock®  pro  odstranéni BMS ¢ — 7T
Q
o . a0} i
ptispévku k chemickému posunu. S
7. v ’ . ’ Q
Zavislost naméfenych chemickych Sast 4
<<
o . 3]
posuni  signalu 7O molekul
(9]
. . . §720r T
koordinované vody na koncentraci 3
Dy** komplexu byla vynesena 25} .
do grafu 5.
30} .
Linearni regresi byla ziskana
hodnota smérnice -0,052 ppm-mM". 35 1
1 n 1 i i n 1 " i i
Hydrataéni ¢&islo g = 1,3 bylo ziskano 2 30 40 50 60 70

porovnanim se smérnici standardu
[Dy(H20)9], jejiz hodnota €ini -0,357

Graf 5. Zavislost chemického posunu signilu 'O
na koncentraci [Dy(DO3A-pyNox-4A)(H,0),]
ppm-mM™ (cit. #).

Hodnota zjisténd metodou '"O DIS je ponékud vys&i nez hodnota ziskana
z luminiscenci. Sami autofi metody DIS v3ak uvadéji, ze pfesny pocet koordinovanych
molekul vody v roztoku Dy3+ iontll neni znam a odhaduje se na 8 ¢i 9 podle pouzité metody

méfeni. Pokud se pouzije jako standard [Dy(H»0)s]**, pak touto metodou vychazi g = 1,16,
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coz je zcela v ramci chyby méfeni.> *

Pomineme-li moznost rovnovdhy mezi rtizné
hydratovanymi ¢asticemi, pak z chemického hlediska dévaji smysl pouze celociselné
hodnoty q. Hydrata¢ni Cislo ziskané obéma metodami tak ukazuje na jednu koordinovanou
molekulu vody, stejné jako v ptipadé ligandu H3;DO3A-pyNox. Pii vypfesiiovani BSM
modelu pro kontrastni latky bylo hydrata¢ni ¢islo fixovano na hodnotu ¢ = 1. Komplex je tedy

mozné popsat vzorcem [Dy(DO3A-pyNox-4A)(H,0)].

3.3 Relaxometrické studium komplexud

3.3.1 Zavislost relaxivity na pH

Pro tento experiment byl pfipraven roztok gadolinitého komplexu o koncentraci
4 mM. Uprava pH byla provadéna piimo v kyveté od bazické do kyselé oblasti, aby byl
omezen vliv mozného rozkladu komplexu v kyselém prostiedi. Odchylky jednotlivych bodi

zavislosti byly zfejmé zpisobeny

chybou méfeni a mimou zménou grr—T T
koncentrace zplsobenou méfenim a
upravou pH. Kvalitativné Ize z grafu 6

fici, ze komplex je dostatecné

kineticky  stabilni  viéi  kyselé 5: . . . .
.

hydrolyze. V oblasti nizkého pH

nedochdzi k vyznamnému vzestupu ‘r i

relaxivity, kterym by se rozpad sk ]

komplexu projevil. Protonizace

karboxylu na pyridin N-oxidu nema S ;)H 10

y vy vliv na relaxivitu. To je
vyznamny v ha refaxivitu J Graf 6. Zavislost relaxivity na pH

v souladu s pfedpokladem, Ze karboxyl
je prili§ vzdalen centralnimu iontu na to, aby ovliviioval jeho okoli, a tim i relaxacni
vlastnosti. Studovany ligand se tak v tomto experimentu chova podobné jako vychozi ligand

DO3A-pyNox (cit. °).

3.3.2 '"H NMROD a teplotni 'O profily

Zavislost relaxivity na sile magnetického pole byla zméfena na 1 mM gadolinitém

komplexu. Priibéh '"H NMRD profilu (graf 7D) je typicky pro nizkomolekularni latky, nebot’
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se v oblasti vy3Sich magnetickych poli neprojevuje nartst relaxivity typicky pro pomalu
rotujici molekuly.29 Hodnoty z tohoto experimentu byly pouzity pii spoleéném matematickém
vypresiovani (viz kap. 3.3.3).

Zavislosti 'O longitudinalni (r;) a transverzalni (r,) relaxivity a chemického posunu

jader 'O na teploté znazoriiuji grafy 7A, B a C. Pribéh kfivky transverzalni relaxivity

R 1,0 T - T - T T v T R T T T T T AR T v T
s s 0 -
E E
08} ] o
N K]
06| . 2F .
04 §
10} -
02} . L
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E [ e 1
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e 101 1 x w0} ° -
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g
>
§ -
g 12
2
Q
o
14 |
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C TK D B MHz

Grafy 7 A, B, C, D. Kde graf A je teplotni zivislost 'O longitudinalni r, a B transverzalni r, relaxivity a C je
zavislost chemického posunu signalu '’O molekuly vody. Graf D jsou NMRD profily p¥i 25°C (te¢kovang) a
37°C (pIn4 &4ra) roztoku [Gd(DO3A-pyNox-4A)(H,O|". Body v grafech zndzoriiuji experimentilné ziskand

data a k¥ivky jsou vysledkem fitovani.

odpovidé latce s rychlou vyménou vody3 (viz simulace v kap. 1.6.2). Hodnota longitudinalni
relaxivity je podstatn& niz§i neZ transverzalni, jak je u gadolinitych komplexi bé&zné."
V profilu chemickych posuni je patrny prudky nartst kfivky smérem k nizkym teplotam. To

je v souladu s predpokladem, Ze pfi teploté, pfi které u transverzalni relaxivity pozorujeme
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maximum, se u chemickych posunt vyskytuje inflexni bod. Hodnoty ziskané v teplotnich

profilech jader 'O byly pouzity pfi spoleéném matematickém zpracovani (viz kap. 3.3.3).

3.3.3 Studie parametru ovliviiujicich relaxivitu

Data ziskand z mé&feni 'O teplotnich zavislosti a 'H NMRD profild gadolinitého
komplexu byla zpracovdna spolecné pomoci multiparametrického fitovani. Pouzity model
zahrnoval vnitini a vn&j$i sféru, prispévek druhé sféry byl stejné jako u ligandu DO3A-pyNox
zanedban. Model (viz pfiloha) obsahuje mnoho parametrti, z nichZ nékteré je nutné zvolit jako
fixni, aby bylo dosazeno smysluplného vysledku. Fixované parametry je tfeba stanovit
nezavisle, nebo je odhadnout na zékladé¢ analogie s jinymi latkami, u kterych jsou zndmé.
V tomto ptipadé bylo nezavisle stanoveno hydratacni ¢islo, které bylo fixovano na hodnotu
g =1 (viz kap. 3.2). Ostatni fixované parametry byly ptevzaty z literatury.> '> 1% 20

Vysledky fitovani jsou shrnuty v tabulce 2, pro srovnani jsou uvedeny i hodnoty pro
ligandy DO3A-pyNox a DOTA. Na prvni pohled jsou parametry odlisné od obou
ligandu DOTA.

Tabulka 2. Porovnini parametri [Gd(DO3A-pyNox-4A)(H,0)| ziskanych pomoci matematického fitovani
a parametri [Gd(DO3A-pyNox)(H,0)] a |Gd(DOTA)(H,0)|

Parametr DO3A-pyNox-4A DO3A-pyNox° DOTA
rl310 [mM'IS‘] f 4,54 4,04 3,83¢
A [10° 57 0,93 £ 0,09 (0,95 £ 0,09) 0,69 0,16
7% [ns] 34+1(341) 39 244°
AH? [kJ-mol''] 46 £ 2 (46 £ 2) 51 50°
2% [ps] 99+ 13 (102 + 13) 74 77
2% [ps] 4,9£0,5(5,0+0,5) 2,7 11,0°
A/h [10° rad-s™'] -3,75° -3,75° -3,70°
Yoo [A] 2,5° 2,50° 2,45°
Fog [A] 3.1° 3,10° 3,13¢
q 1 1 1°
x(1+7%/3)” [MHz] 12,96 + 4,40 (7.58) 7,58 7,58
E, [kJ/mol] 18000 16000 -
A[A] 3.5 3,5 -

Podtrzené hodnoty byly pfi fitovani fixovany. Hodnoty v zdvorkach byly ziskany pfi fixovaném parametru
x(1+7%/3)"; "longitudinalni 'H relaxivita pro pole o intenzité 20 MHz byla uréena z NMRD profilu pii 310 K;
*hodnoty ligandu DO3A-pyNox (cit. °); hodnoty s indexem *>* byly pfevzaty z literatury (cit. %% ®cit. *; cit.?;

9 2
dcit. '9).
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Porovnénim struktur obou pyridin N-oxidovych ligandi lze ocekavat vliv dvou
hlavnich efektli. Zaprvé pfitomnosti karboxylové skupiny dojde ke zvétSeni hmotnosti a
velikosti molekuly. Tento efekt bude pravdépodobné podpofen solvatovym obalem
deprotonizovaného karboxylu, nebot’ vét§ina méfeni probihala pfi neutrdlnim pH. Zadruhé
uc¢inkem mezomerniho efektu dojde k ¢asteénému odéerpani elektronové hustoty z pyridin
N-oxidového kyslikového atomu. To mlze mit vliv na symetrii rozloZeni naboje kolem
centralniho iontu.

Vyznamnym rozdilem oproti ligandim DO3A-pyNox a DOTA je u studovaného
ligandu vys$8i hodnota rotaéniho korela¢niho €asu 7,. Tu lze vysvétlit pravé zvétSenim
velikosti molekuly a naslednym snizenim rychlosti rotace. Rotaéni korelacni ¢as ma
vyznamny vliv na relaxivitu pfi magnetickych polich 20 — 60 MHz (cit. *). Pozorovana
relaxivita pfi 20 MHz je skutecné o 12 % vys§i nez u DO3A-pyNox, coz souhlasi
s pozorovanym zpomalenim rotace.

Presné hodnoty parametrd souvisejicich s elektronovou relaxaci gadolinitého iontu, A
efektem, a tim se symetrii rozloZeni naboje kolem centralniho iontu. Zejména u parametru A’
Ize o¢ekavat narist hodnoty pfi poklesu symetrie naboje. Jak jiz bylo fe¢eno v kapitole 3.1.3
dochazi u ligandu DO3A-pyNox-4A vlivem mezomerniho efektu karboxylové skupiny
k posileni ¢aste¢né dvojného charakteru vazby N-O. Zaroveii dochézi i ke snizovani
parcidlniho zaporného naboje kyslikového atomu N-oxidové skupiny. Tento efekt je
pravdépodobné pEicinou pozorovaného naristu AZ.

Residen¢ni ¢as molekuly vody 7,, je jen o malo men3i nez u ligandu DO3A-pyNox a
stale spada do oblasti optimalnich hodnot 20 — 40 ns. Hlavnim cilem pti designu studovaného
ligandu bylo tento parametr zachovat i pfi vneseni nové karboxylové funkce a umoznit tak
ladit hodnotu 7, nezavisle na z,,. Lze tedy fict, Ze tohoto cile bylo uspé&$né dosazeno.

V tabulce 2 jsou pro ligand DO3A-pyNox-4A uvedeny dvé sady dat. Pfi¢inou bylo
problematické dosazeni shody modelu s priibéhem 'O longitudinalni relaxivity. Ukazalo se,
Ze hlavni vliv na prib&h kfivky ma kvadrupdlova konstanta y (! +n%/3)” (cit. *°). Ta se obvykle
fixuje na hodnotu 7,58 MHz, coz je udaj zméreny pro Cistou vodu.? P¥i fixovani konstanty na
této hodnoté vsak nebylo mozno zZadnou kombinaci zbylych parametri dosdhnout shody fitu
s namé&fenymi daty, proto byl tento parametr pti fitovani uvolnén. Jeho vyslednd hodnota
12,96 MHz je v rozmezi hodnot uvadénych v literatufe.* S touto hodnotou kvadrup6lové
konstanty se dosahlo relativné dobré shody s naméfenymi daty. Nicmén¢ v piipadé€, Ze byla

hodnota konstanty pfi fitovani fixovana na 7,58 MHz, nedoSlo k vyrazné zméné Zadného
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z vyznamnych parametrd (viz data v tabulce 2 uvedena v zavorkach). Vysledkem byla pouze
horsi shoda experimentalnich '’O longitudinalnich dat s fitem (viz. graf 8). Hodnotu aktivaéni
enthalpie rotace bylo tfeba fixovat na primérnou hodnotu E, = 18000 KJ/mol uvadénou

v literatufe.”® Jinak dochéazelo k vyrazné neshodé strmosti kiivky longitudinalni relaxivity.

08 | [ ] -

06 |-

04

0'0 1 1 1 1 1

TK
Graf 8. Vysledek fitovani longitudinalni relaxivity se zafixovanym

parametrem y(1+5°/3)".
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3.4 |zomerie komplext v roztocich

Izomerie m / M byla studovana pomoci 'H NMR spekter Eu’*, Nd** a Yb*" komplexii
DO3A-pyNox-4A méfenych pfi teploté 25 °C a -30 °C (cit. 46). Diastereoizomery jsou
odlisitelné pomoci rozdilu v chemickych posunech protonti v literatufe oznacovanych jako H4
a H6 (cit. *), které se nachazeji nejblize magnetické ose komplexu (absolutni indukovany
posun maji nejvétsi). Nejvhodnéj§i pro toto méfeni jsou komplexy europité. Spektrum

europitého komplexu ligandu DO3A-pyNox-4A je uvedeno na obrazku 14.

M
e
UUQ JU
I ' 1 ' 1 v 1 v I ' )
60 40 20 0 -20 -40
ppm
I v 1 v 1 v 1 i 1 i |
60 40 20 0 -20 -40
ppm

Obrizek 14. 'H spektrum komplexu [Eu(DO3A-pyNox-4A)(H,0)| pFi 25 (naho¥e) a -30°C (dole)
ve smési CD;0D/D,0 (4:1)
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Pfi teploté 25 °C byly pozorovéany pouze signdly izomeru M, pfi sniZeni teploty se ukazaly
i signaly izomeru m, coZ bylo zaznamenano i u ligandu H3;DO3A-pyNox (cit. ). Intenzita
signalt m byla vyrazn€ men$i nez pro M a vypovida o nizkém zastoupeni tohoto izomeru.
Podobné pozorovéani bylo zaznamenano i u neodymitého komplexu (obr. 15), u ytterbitého
komplexu byl vysledek neprikazny (obr. 16). U vsech spekter je patrné roz$ifeni Skaly

chemickych posunii p¥i nizkych teplotach, které je dano teplotni zavislosti efektu LIS.?

IL!
o I v 1 ' I ' ! ' I
40 20 0 -20 -40
ppm
' ! ' | ' | N ! ' |
40 20 0 -20 -40

ppm

Obrizek 15. 'H spektrum komplexu [Nd(DO3A-pyNox-4A)(H,0)] p¥i 25 (nahoie) a -30°C (dole)
ve smési CD;0D/D,0 (4:1)
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Teplota koalescence signald M a m nebyla presné urCena, lezi pfiblizné v rozmezi -20
az -25 °C (cit. 28) Z toho vyplyva, ze zména konformace mezi izomery M a m probiha
neobycejné rychle a izomer m se da spiSe povaZovat za nestabilni pfechodny stav pfi
enantiomerizaci izomeru M (viz kap. 1.3.4). Vzhledem k nestabilit¢ izomeru m a jeho
nizkému zastoupeni lze hovofit o exkluzivni existenci izomeru M pfi laboratorni teploté
podobné jako u DO3A-pyNox (cit.'®). Podobna vyhradni existence izomeru M byla nalezena i

u piibuzného ligandu se dvéma pyridin N-oxidovymi skupinami.*®

T T T
200 100 0 -100

ppm

| { |
200 100 0 -100
ppm

Obrazek 16. 'H spektrum komplexu [Yb(DO3A-pyNox-4A)(H,0)|" p¥i 25 (nahoie) a -30°C (dole)
ve smési CD;0D/D,0 (4:1)
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4 Zaver

V této diplomové praci byl pfipraven novy ligand DO3A-pyNox-4C, jehoZ struktura
vychazi ze struktury ligandu DO3A-pyNox, u jehoz Gd** komplexu kterého byly nalezeny
vlastnosti vhodné pro pouziti jako kontrastni latky pro MRI. Od ligandu byly pfipraveny
komplexy s ionty lanthanoidu, které byly studovany zejména pomoci NMR spektroskopie.

Bylo zjisténo, Ze pritomnost karboxylové skupiny na pyridinovém jadie ligandu mirné
méni nékteré vlastnosti jeho komplexti, porovnaji-li se s pivodnim ligandem DO3A-pyNox.
MoZnym vysvétlenim tohoto jevu je mezomerni efekt karboxylu, jimz dochazi k ovlivnéni
N-oxidové skupiny na pyridinu, a to zejména délky vazby N-O a velikosti parcidlniho naboje
na kyslikovém atomu. Tento vliv je v3ak dostatecné maly, takze neovliviiuje nejdilezitéjsi
charakteristiky gadolinitého komplexu. Bylo potvrzeno, Ze komplexy nového ligandu DO3A-
pyNox-4C obsahuji jednu molekulu vody v prvni koordina¢ni sféfe a rychlost jeji vymény
s okolim je téméF optimalni, stejné jako u ligandu DO3A-pyNox. Velkd podobnost mezi
obéma ligandy byla shleddna i v pfipad¢ izomerie komplexi. Za laboratorni teploty je
pozorovatelny pouze izomer M, zatimco izomer m v roztoku existuje pouze jako nestabilni
pfechodny konformer.

Na zdakladé této prace lze konstatovat, zZe hlavniho cile designu nového ligandu bylo
dosazeno. Ligand DO3A-pyNox-4C umozriuje vyuzit vyhodnych vlastnosti ligandu DO3A-
pyNox a zarovei ,,ladit” rychlost rotace lanthanoidovych komplexi tvorbou konjugéti. Latka

je tedy vhodna pro dalsi vyzkum z hlediska pouZiti jako kontrastni latky pro MRI.
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Priloha

// Model pro spolecny fit dat z 1H NMRD a 170 T2, T1 a chemickych posunti
// Vnitini a vnéjsi sféra

IndVars: T,.B
DepVars: R20,R1h,R10,dwr
Params:delta,Hm,tm0,Hr,tr0,Hv,tv0,acc,ro,rh,n,a khi,C

I/l Pouzité parametry

II'T - teplota (K)

/I B - magneticka indukce pouzitého pole (MHz Larmorovy frekvence 1H)
/I R20 - 170 transverzalni relaxivita (s-1.mmol-1)

/I R10 - 170 longitudinalni relaxivita (s-1.mmol-1)

/I dwr - 170 chemicky posun (rad.s-1.mmol-1)

/I R1h - 1H longitudinalni relaxivita (s-1.mmol-1)

/I delta - kvadrat stopy tenzoru ZFS

/1 tm0 - reziden&ni &as vody pfi 298 K

/l Hm - aktivaéni enthalpie vymény vody

1/ tr0 - rota&ni korelaéni €as pfi 298 K

/I Hr -aktivaéni enthalpie rotace

/1 tv0 - korela&ni €as pro modulaci ZFS interakce

/Il Hv - aktivaéni enthalpie pro modulaci ZFS interakce

/I acc - konstanta hyperjemného $tépeni mezi Gd a O

/I ro - vzdalenost Gd-O (m)

I th - vzdalenost Gh-H (m)

/I n poéet molekul vody v prvni koordinaéni sféfe

I s - spinova multipicita Gd3+ iontu (3.5)

Il a - nejkrat$i vzdalenost pro pfistup molekul vnéjsi sféry k Gd3+ iontu
/I D - difazni koeficient pfi 298 K

Il Pouzité fyzikalni konstanty

// univ - univerzalni plynova konstanta R = 8.31441

I/ uB - Bohriv magneton uB = 9.274e-24

Il 0 - magneticka susceptibilita vakua p0 = 4re-7

/I h - Planckova konstanta h = 6.62617e-34

/I hbar - redukovana Planckova konstanta 1.0546e-34

/I NA - Avogadrova konstanta NA = 6.023e23

/I k - Boltzmannova konstanta k = 1.38066e-23

Il yo - gyromagneticky pomér 170 yo = -3.626e7

/l yh - gyromagneticky pomér 1H yh = 2.675e8

/I gs - gyromagneticky pomér elektronu gs = 1.75977e11

Il Poznamky
Il Larmorovy frekvence (Wo a WS) jsou pocitany jako 2*pi*B*gyromagneticky pomér

// BMS rovnice:

/! Definice konstant

s=3.5

univ=8.31441

sz=31.5

/I Definitice larmorovych frekvenci
wh=6.28e6*B

ws=658.21*wh

wo=-0.133557*wh

/l Eyringovy rovnice
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tm=((tm0A(-1)*T/298.15)*exp({(Hm/univ)*(0.003354-(1/T))))*(-1)
tr=((tr0*(-1)*T/298.15)"exp((Hr/univ)*(0.003354-(1/T))))*(-1)
tv=((tv0(-1)*T/298.15)*exp((Hv/univ)*(0.003354-(1/T))))*(-1)
// Electronova relaxace
T1e=((1/25)*delta*tv*(4*s"2+4*s-3)*((1/(1+ws"2*tvA2))+(4/(1+4*ws 2*tvA2))))(-1)
T2e=((0.02*(4*s"2+4*s-3)*tv*delta*(3+(5/(1+(ws"2*tv*2)))+(2/(1+(4*ws"2*tvA2))))))*(-1)
te1=(T1eM(-1)+trA(-1)+HmA(-1))7(-1)

tc2=(T2eM-1)+Htr (-1)+tmA(-1))7(-1)

te1=(T1er(-1)+Hm*(-1))*(-1)

te2=(T2e?-1)+HmA*(-1))*(-1)

/I R2 scalarni - kontaktni pfispévek pro 170
cont=(1/3)*s*(s+1)*acc*2*(te1+(te2/(1+ws*2*te2/2)))

/I R2 dipolarni - pseudokontaktni prispévek pro 170

dip1=((1/15)*4.53567 1e-45*s*(s+1))/(ro"6)

dip2=4*tc1

dip3=(13*tc2)/(1+ws"2*tc2/2)

dip4=(3*tc1)/(1+wo"2*tc142)

dip=dip1*(dip2+dip3+dip4)

// R2 dipolarni Curieho pfispévek pro 170
dip7=(1/5)*(wo"2*7.397e-107*7.94"4)/(9*1.9063324e-46*T"2*ro"6)
dip8=4*tr+(3*tr)/(1+wo*2*tr"2)

cur=dip7*dip8

/I Totani dipolarni pfispévek k R2 pro 170

diptot=dip+cur

/l Totalni R2 relaxace

T2m=(cont+diptot)*(-1)

/IRozdil radialni frekvence koordinované a volné vody (rad/s)
dwm=sz*9.274e-24/(3*1.38066e-23*T)*acc*(B*1E6*6.28/2.675E8)

/I Celkova redukovana T2 relaxace pro 170
num=(T2mA(-2))+(T2m*tm)*(-1)+dwm*2

denom=(tm*(-1)+T2mA(-1))*2+dwm*2

scam=num/denom

pm=n*1e-3/55.56

R2o0=pm*scam/tm

I/l Celkova redukovana T1 relaxace pro 170

1/T1mo=(((1/15)*4.5283e-
45*S*(S+1))/(ro6))*(6*tc1+(14*tc2/(1+(ws*ws*tc2*tc2))))+(0.94748*khi*khi*tr)
R1o=pm/(T1mo+tm)

Il Rozdil radialni frekvence koordinované a voiné vody (rad/s) — pfispévek vnéjsi sféry a
celkova

Il redukovana hodnota

dwos=C*dwm

dwr=pm*(dwm/((tm/T2m+1)"2+(tm*dwm)*2)+dwos)

// R1 dipolarni - pseudokontaktni pfispévek pro 1H

COST2=5.16963e-43/rh"6
R1DIP=(COST2*((7*TC2/(1+WS*2*TC242))+(3*TC1/(1+Wh"2*TC12))))

Il Celkovy pFispévek vnitini sféry k milimolarni 1H relaxivité
T1M=(R1DIP)*(-1)

R1IN=(N*1E-3/55.6)/(T1IM+TM)

1/ Vypocet difuzniho koeficientu podle J. C. Hindmanna

B1=3.118150E-04

B2=5.062560E+03

B3=1.547920E+02

B4=1.629310E+03

D=(1E-4)/((B1*EXP(B2/T))+(B3*EXP(B4/T)))

// Freediv model pro prispévek vnéjsi sféry k 1H relaxivité

TAU=A*2/D

/I Funkce spektralni hustoty J(i) pro protonové spiny

Al=TAU/T1e

CI=[0,1]*wh*tau
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22|=ai+ci
JI=RE((1+0.25*(z21*0.5))/(1+22110.5+(4/9)*z21+(1/9)*(z21*1.5)))

/I Funkce spektralni hustoty J(s) pro elektronové stavy gadolinia
AS=TAU/T2e

CS=[0,1]*ws*tau

22S=aS+cS
JS=RE((1+0.25*(22S"0.5))/(1+225"0.5+(4/9)*z2S+(1/9)*(225*1.5)))
/I Vypoéet prispévku vnéjsi sféry k 1H relaxivité podle Freedsova modelu
COST3=3.68e-20*S*(S+1)

R10S=(COST3/(A*D))*((3*JN)+(7*JS))

/l Celkova R1 protonova relaxivita

R1h=R1IN+R10S

// Pocateéni odhady parametri (data z ligandu DOTA)

delta=0.16E20
tm0=243E-9
Hm=49.8e3
tr0=77E-12
Hr=16.1E3
tv0=11.1E-12
Hv=1000
acc=-3.7E6
ro=2.5E-10
rh=3.1E-10
n=1
a=3.5E-10
khi=7.58e6
C=0.1
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