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ABSTRAKT

TABORSKA, Z. Nové ligandy pro nuklearni magnetickou tomografii; pH-senzitivni
kontrastni latky. Praha: Univerzita Karlova v Praze, Pfirodovédecka fakulta, Katedra

anorganické chemie, 2011, 32 stran. Vedouci prace: doc. RNDr. Kotek J., Ph.D.

Magneticka rezonance je moderni zobrazovaci metoda vyuzivana v diagnostice pro
posouzeni morfologie a patologie mékkych tkani. V préci je stru¢né nastinén princip
zobrazovani magnetickou rezonanci vcetn¢ piistrojového vybaveni.

V tad¢ ptipadi se vyuzivaji intraven6zné podavané kontrastni latky, které se
pouzivaji pro diagnostické ucely. V sou€asnosti se pii zobrazeni MRI pouzivaji nejcastéji
latky na bazi gadolinitych komplexi.

Experimentalni ¢ast prace se zabyva ptipravou derivatu DTPA s
aminomethylfosfinatovou pendantni skupinou, jakozto potencialniho ligandu pro

kontrastni latky.

KLICOVA SLOVA:

zobrazovani magnetickou rezonanci, kontrastni latky, lanthanoidy, fosfinaty



ABSTRACT

TABORSKA, Z. New ligands for magnetic resonance imaging;
pH-sensitive probes. Prague: Charles University in Prague, Faculty of Science, Department

of Inorganic Chemistry, 2011, 32 pages. Supervisor: doc. RNDr. Kotek J., Ph.D.

Magnetic resonance imaging is a modern method used in diagnostic for assessing
morphology and pathology of soft tissues. This thesis briefly outlines the principles of
magnetic resonance imaging, including instrumentation.

In many cases intravenously administered contrast agents are used , which are
used for diagnostic purposes. At present, the most applied are CAs based on Gd(III)
complexes.

The experimental part of the thesis is focused on preparation of a derivative of
DTPA with aminomethylphosphinate pendant group for using as a potential ligand for CAs

for the magnetic resonance imaging.

KEYWORDS:

magnetic resonance imaging, contrast agents, lanthanides, phosphinates
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SEZNAM POUZITYCH ZKRATEK

CAs
DCC
DCU
DIEN
DOTA
DTPA
DMF
EDTA
EHPG
FDA

LDsg

MRI

NMR
PD
RF
RVO
SE

soustava SI

kontrastni latky (z angl. Contrast Agents)

dicyklohexylkarbodiimid

dicyklohexylmocovina

diethylentriamin

1,4,7,10-tetraazacyklododekantetraoctova kyselina
diethylentriaminpentaoctova kyselina

dimethylformamid

ethylendiamintetraoctova kyselina

ethylenbis-(2-hydroxyfenylglycin)

vladni agentura USA, resortu zdravi a sluzeb (z angl. Food and Drug
Administration)

letalni davka (z angl. Lethal Dose); mnozstvi podané latky, kdy zahyne
50 % testovanych zvitat

zobrazovani magnetickou rezonanci (z angl. Magnetic Resonance
Imaging)

nuklearni magneticka rezonance (z angl. Nuclear Magnetic Resonance)
protonova hustota (z angl. Proton Density)

radiofrekvenéni

rotacni vakuové odparka

spin-echo

soustava jednotek fyzikalnich veli€in (z franc. Le Systéme International

d'Unités)



1. UVOD

Magneticka rezonance je moderni vySetfovaci metoda, jejiz vyhodou je
bezesporu jeji vysoka rozliSovaci schopnost a skutecnost, Ze zobrazeni probiha bez
ionizujiciho zafeni. Na ,krase* vSak této metod¢ ubiraji vysoké potizovaci a provozni
naklady a fada kontraindikaci (kardiostimulator, kovova télesa, uSni implantaty apod.).

Timto vySetfenim lze zobrazit jakékoli ¢asti lidského téla; své uplatnéni nasla
predevsim pii zobrazeni mozku a michy, ale i pohybového aparatu, napt. poranéni
mekkych struktur kloubti, ¢i v onkologii pti diagnostice nadort.

V klinické praxi se k lepSimu rozliSeni obrazu s velkou vyhodou vyuzivaji
kontrastni latky zalozené nejcastéji na bazi gadolinia, které je vazané v chelatové
slou€ening, z niz neni uvolnéno pied svou exkreci z téla. Dalsi skupiny MRI kontrastnich
latek jsou uzivany podstatné mén¢ Casto, v klinické praxi jen vyjimecné. Jedna se
piedevsim o slouceniny manganu nebo Zeleza.

pH senzitivni latky se Casto vyuzivaji k diagnoze rakoviny, protoze postizena
tkan vykazuje pH o 0,4 jednotky niZsi nez tkan zdrava. Aby mohl byt systém povaZzovan za
pH senzitivni, musi spliiovat pfedpoklad, Ze strukturni a dynamické vlastnosti ovliviiujici
jeho relaxivitu jsou zavislé na pH. Zavislost relaxivity na pH odraZi zmény v hydratacnim

¢isle kovovych chelatl a pfitomnost protonizovatelnych skupin na ligandu, 1 gadolinitém

komplexu, mize ovlivnit tyto zmény.



2. TEORETICKA CAST

2.1. Magneticka rezonance (MRI)

Jedna se o neinvazivni vySetfovaci metodu, ktera
nevyuziva ionizujiciho zafeni. Magneticka rezonance
.= (MRI) je zalozena na principech NMR spektroskopie', tj.
méteni vlastnosti NMR aktivnich jader.

Ve svéte je z celkového mnozstvi MRI

vysetfeni provedeno 35 %? za pouziti kontrastnich latek
(CAs). Ze statistickych tdaji Ustavu zdravotnickych informaci a statistiky CR ze dne 22.
6. 2010 vyplyva, ze jen v CR bylo provedeno roku 2009 vice nez 174 000 vysetieni MRI,

coz predstavuje 1,2 % ze vSech provedenych radiodiagnostickych ukont.

21.1. Historie

Roku 1920 ptedpovédeél W. Pauli na zaklad¢ svych logickych tivah jev
magnetické rezonance a roku 1945 probéhl prvni GspéSny pokus s NMR. Provedly jej hned
2 na sob¢ nezavislé tymy vedené F. Blochem a E. M. Purcellem. Oba tito védci ziskali za
rozvoj novych metod pro pfesnd nuklearni magnetickd méfeni a objevy s timto
souvisejici’™' r. 1952 Nobelovu cenu za fyziku.

MRI se jako zobrazovaci metoda rozviji od roku 1973 diky dvojici P. C.
Lauterbur a P. Mansfield. Oba za sv¢ piispéni k jejimu rozvoji ziskali v roce 2003

4,42 : vr v . . ’
#2 MRI se stala snad nejvyuzivan&j$i neinvazivni

Nobelovu cenu za medicinu a fyziologii.
metodou pro studium fyziologie, patofyziologie a anatomie. Stala se Siroce vyuzivanou

v nemocnicich po celém svété, protoze r. 1985 ziskala opravnéni FDA pro klinické Gicely’.

21.2. Princip metody

Nejlépe si vysvétlime princip MRI na jadie nejjednodussiho prvku, tj. protonu
('H). Toto jednoduché jadro je vyznamnym zdrojem informaci. M4 magneticky spin, proto
jej mizeme méfit, a navic je nejrozSitenéjSim prvkem v lidském organismu, ktery je
v zavislosti na stafi a pohlavi tvofen ze %3 vodou. Jadro vodiku je tvofeno jedinym
protonem, ktery rotuje, ¢imz vytvaii magnetické pole. Rotacni pohyb jader se nazyva spin.

V zékladnim stavu jsou jaderné spiny orientovany chaoticky — jsou neuspotadané (Obrdzek

# http://nobelprize.org/mobel prizes/physics/laureates/1952/index.html - 5. 2. 2011 v 11:28

*2 http://cs.wikipedia.org/wiki/Magnetick%C3%A1_rezonance#Historie — 5. 2. 2011 v 12:03
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la) a tkan se chova nemagneticky, protoze jednotlivé u€inky spind se vzajemné vyrusi, tj.
uhrnny vektor magnetizace tkané¢ M = 0. Budeme-Ii na tyto spiny ptisobit externim
magnetickym polem, dojde k jejich uspotfadani, a to bud’ ve sméru shodném s ptisobenim

pole (stav o niz8i energii) nebo v opacném sméru (stav o vyssi energii) (Obrdzek 1b):

Obrazek 1. Usporadani jadernych spinu bez ucinkii magnetického pole (vlevo) a

v pritomnosti vnejsiho magnetického pole (vpravo)

Vzdy je vice jader uspotfadanych ve stejném sméru jako externi magnetické pole,
coZ zpusobuje, ze se tkan chova magneticky vzhledem ke svému okoli, tj. thrnna
magnetizace M # 0. Cim vy3i intenzitu ma magnetické pole, tim vétsi je rozdil paralelné a
antiparalelné uspotadanych jader.

Dalsi dalezitou vlastnosti Castic s ndbojem, vyjma spinu, je magneticky moment, ktery

muze byt vyjadien rovnici (1):

yI- h 1
2r M
y znaci gyromagneticky pomer, / je spinoveé kvantové Cislo a 4 je Planckova konstanta (jeji

hodnota je v jednotkach SI 6,626 068 96:107* J s)

Jedna se o vektorovou veliCinu, ktera je charakterizovana svou velikosti a

Ia’:

smérem. Magneticky moment popisuje, jak jadro reaguje na ptitomnost vnéjSiho
magnetického pole a jaké jsou jeho magnetické vlastnosti. Magneticky moment vykonava
pohyb zvany precese. Jedna se o rotacné kyvavy pohyb po plasti kuzele, jak zobrazuje

Obrazek 2.

Obrazek 2. Znazorneni pohybu precese



Frekvence tohoto pohybu se nazyva Larmorova frekvence, znaci se wpa vypocita

se z Larmorovy rovnice (2):
wo =Y " By (2)

o zna¢i Larmorovu frekvenci (v Hz ptip. MHz), y je gyromagneticky pomér (konstantni
pro dané jadro, v MHz/T — hodnoty viz Tabulka I, str. 11) a By je intenzita magnetického
pole (v T). VySleme-li v tento okamzik elektromagnetické vinéni o Larmorové frekvenci
vodiku, dojde k interakci dvou vInéni téze frekvence, kterou nazyvame rezonance.
Atomtim vodiku je dodana energie, kterda ma za nasledek vychyleni magnetickych
momentti v§ech jader z ptivodniho sméru (M) o urcity thel a také k synchronizaci precese.
Jakmile pfestane impuls plsobit, atomy vodiku se zacnou navracet z excitovaného stavu do
puvodni polohy, kterd je energeticky méné naro¢na, a pii tomto navratu vyzaii energii,
kterou piivodné¢ absorbovaly. Nastala fdze relaxace, ve které provadime samotné méteni.
Rozlisujeme dva typy relaxace:

e Podélna (longitudindlni, spin-miizkova) relaxace 77 — ¢as 77 udava dobu, ktera
je potieba k nartstu podélné magnetizace na 63 % ptivodniho stavu (Obrdzek 3). Pohybuje

se mezi 300 — 2000 ms.

Mz

Mo =

0EEIMg f====--~- .

b

Obrazek 3% *. Relaxace T 7

e Pficna (transverzalni, spin-spinova) relaxace 7, — 75 relaxacni konstanta udava
Cas, za ktery se vektor magnetizace M,y snizi na 37 % své maximalni hodnoty (Obrdzek 4,

str. 10). B&zné Casy jsou 30 — 150 ms.

* http://fmri.mchmi.com/main_index.php?strana=13 — 3. 8. 2011 v 10:11



M max xy

0.97 Mman s

!
e

Obrizek 4. Relaxace T (upraveno podle cit.%)

Pfi snimani relaxacnich signalt ziskdme zavislost intenzity tohoto signalu na

Case, ktera je podrobena Fourierové transformaci. Ta vede k zisku zavislosti intenzity

signalu na frekvenci. Ziskané signaly se ukladaji do tzv. k-prostoru (tj. matice naméfenych

signalll) a z néj lze inverzni 2D Fourierovou transformaci ziskat vysledny obraz.

2
A
i G |

-1 I
2 [

1

o
XY=

signél

-
4

!

8 10 12 14 16 18 20 22

Faurierova
tranzformace

Eas (p)

inverzni 20
Fourierova transformace

0.0

Obrazek 5. Vznik MR obrazu (upraveno podle cit.

0.5

1.0

1.5

2.0

frekvence (THz)

7,44:8,45
).

* http://spie.org/x8448 xml?ArticleID=x8448 — 3. 8. 2011 v 1:49
> http://www.mr-tip.com/serv1.php?type=img&img=Brain%20MRI%20Images%20Axial %20T2 — 3. 8.

v2:13
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Jas vysledného obrazku je ovliviiovan fadou parametrti, pficemz mezi zékladni
patti 7 a 75 relaxace a protonova hustota (PD). Pozadovan¢ho obrazu je mozné dosahnout
vhodnym uspofadanim pulzni sekvence, nejvyuzivangjsi je spin-echo (SE)

sekvence.Vysledkem je poté T, ptip 7> nebo PD vazeny obraz.

sloZeni jadra gyromagneticky
jaderny pomer y % piirodni wv1,5T
izlotop protony neutrony spin, / (MHz/T) sloZeni (MHz)
H,
Pr(z)tium 1 0 1/2 42.5774 99.985 63.8646
H,

Deuterium 1 1 1 6.53896 0.015 9.8036
SHe 2 1 12 32.436 0.000138 48.654
°Li 3 3 1 6.26613 7.5 9.39919
"Li 3 4 32 16.5483 92.5 24.8224
2c 6 6 0 0 98.9 0
Bc 6 7 12 10.7084 1.1 16.0621
N 7 7 1 3.0777 99.634 4.6164
N 7 8 12 43173 0.366 6.4759
150 8 8 0 0 99.762 0
70 8 9 512 5.7743 0.038 8.6614
Y 9 10 1/2 40.0776 100 60.1164

Na 11 12 3/2 11.2686 100 16.9029
3p 15 16 1/2 17.2514 100 25.8771
129%e 54 75 1/2 11.8604 26.4 17.7906

Tabulka 1°. Konstanty vybranych izotopii vyskytujicich se v pFirodé

2.1.2.1. Spin-echo
Sekvence zacina 90° impulzem, ktery sklopi podélnou magnetizaci tkan€ o 90° a

sfazuje precesni pohyb spinti. Po skonceni tohoto pulzu se spiny v piicné rovin€ rozfazu;ji
(a sledujeme ubytek signalu). Vysilame 180°, po kterém se béhem ¢asu pohybu spina opét

sfazuji a ptijimaci civka zachyti ECHO signal (obrazy ziskané pomoci SE viz Obrdzek 6).

/SE TRA - e TRA - (/I'E TRA 4

Obrazek 6. Anaplasticky astrocytom zleva: T;-SE nativne; T;-SE po aplikaci Gd; T>-TSE.



Snimky byly porizeny na Klinice zobrazovacich metod 2. LF UK p7i FN Motol.

2.1.2.2. Ovlivnéni relaxivity
Relaxivita je mirou u¢innosti kontrastnich latek. Charakterizuje schopnost

paramagnetické CA zménit relaxacni rychlost.

Relaxivita komplexu je zavisla na fadé parametr, napt. fyzikalné-chemickych
parametrech kontrastni latky: pocet molekul vody koordinovanych k centrdlnimu iontu
gadolinia (g), rychlost vymény téchto ionti s molekulami vody v roztoku (zv), celkova
hydratace molekul CA a rotacni pohyb celé¢ molekuly (zr); vn€jSich podminkéch: vlastnosti
vzorku, intenzita pouzit¢ho magnetického pole atd.

Pocet molekul koordinované vody ¢ je ptimo tmérny relaxivité. VeSkeré CAs
pouzivané v klinické praxi obsahuji jednu molekulu vody.

Rychlost vymény vody musi byt dost rychlé na to, aby zrychlila relaxaci
maximalniho poctu okolnich molekul vody, ale zaroven nesmi byt ptili$ rychla, to z toho
davodu, aby dochazelo k relaxaci momentu jader protonu koordinované vody. Proto by
rychlost vymény méla lezet v ur¢itém optimu, pro tomografy pracujicich pii 1,5 T je toto
optimum 10 — 20 ns.

Zavislost relaxivity na rychlosti rotace neni pfimo imérnd, ale sigmoidalni.

O ovlivnéni relaxivity kontrastnich latek pojednava hloubéji fada

. £10,11, 14,31, 32
publikaci ™ > "7

2.1.3. MR pfistroj

MR pfistroj je slozité zatizeni (Obrdzek 7, str. 13), které produkuje silné
magnetické pole'>"°. P¥i vySetieni se vyuziva elektromagnetické vinéni a aby se zamezilo
jeho zkresleni vnéjSimi vlivy, napt. vysilanim v bézném FM pasmu, musi byt piistroj
umistén v tzv. Faradayové kleci. Stény této médeéné klece byvaji zazdény ptimo ve zdech
mistnosti, v niz je ptistroj umistén.

Samotny pfistroj je slozen z velkého mnozstvi elektronickych ¢asti, jako je hlavni

magnet, radiofrekvencni (RF) civky a fada dopliujicich komponent.

# http://www.mr-portal.com/princip_mr/architektura_mr_systemu.php — 25. 10. 2010, 5:52
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2.1.3.1. Hlavni magnet

Obrazek 7. Schéma MR pristroje

Tento magnet produkuje statické magnetické pole. Zakladnimi vlastnostmi
hlavnich magnett jsou jejich typ, homogenita a v neposledni fadé¢ intenzita jejich
magnetického pole. Tato intenzita se vyjadiuje v jednotkach Tesla (T) a v praxi se
vyuzivaji pole pohybujici se v rozmezi 0,2 — 3 T.

Rozlisujeme 3 zakladni typy hlavnich magneti:

e permanentni — vyrobeny ze slitin vzacnych kovii, napt. SmCos, nizsi
potizovaci a provozni naklady, pro generovani pole By neni tfeba elektricky proud, velka
hmotnost, stabilitu pole narusuji i malé zmény teploty; Bo < 0,4 T

e odporovy, rezistivni (téZ nazyvany elektromagnet) — pole je vytvareno
priachodem elektrického proudu vodi¢em (B ~ proudu a poctu zavitl), relativné nizka
hmotnost a potfizovaci naklady, velka provozni spotfeba elektrické energie, extrémné
citlivé na udrzeni konstantni provozni teploty; By < 0,4 T

e supravodivy — magnetické pole udrzovano prichodem elektrického proudu
supravodi¢em, jez ma nulovy elektricky odpor (vyzaduji chlazeni tekutym heliem na
teplotu blizkou absolutni nule), vysoké potizovaci i provozni naklady, vysoka kvalita

zobrazeni (pomér signal/Sum roste s By); Bo=0,5—8 T



Obrazek 8. Hlavni magnety — permanentni magnet, elektromagnet a supravodivy magnet

2.1.3.2. REF civky
Tyto civky funguji jako vysila¢/ptijimac RF signalu, tj. elektromagnetického

vInéni o Larmorovée frekvenci.

RozliSuje se n€kolik druhii RF civek a to:

e celotélové (body coil) — vysilaci 1 ptijimaci

e povrchové (surface coil) — spiSe pfijimaci; tim, Ze jsou blize k objektu,
poskytuji lepsi signél, jsou anatomicky piizpiisobené, napt. hlavova, pazni apod.

e vicesegmentové (array coil)

2.1.3.3. Gradientni civky
Tyto civky slouzi k lokalizaci signdlu a vytvareji ptidatnd magneticka pole.
Umoznuji zménu tohoto pole pomoci kratkodobych impulzi v pfedem urc¢enych na sebe
kolmych smérech podél os x, y, z, s pfesnym nacasovanim a s ¢asovym omezenim na dobu

trvani elektromagnetického impulzu.'*"’

21.4. Kontrastni latky pro MRI

Kontrastni latky (CAs) zkracuji dobu relaxace a délime je podle toho na 7' nebo
T, CAs. T, kontrastni latky jsou pozitivni, tzn. zesiluji signdl vodiku ve tkani a zptisobuji
zesvétleni tkan€ na vysledném obrazu, 75 kontrastni latky jsou naopak negativni, tzn.
zeslabuji vodikovy signal a vysledny obraz tkani je ztmaven. U¢inek pouzité kontrastni

latky na vysledny obraz zachycuje Obrazek 9, str. 15.

# http://home.zcu.cz/~pleskot/vznik obrazu.html - 26. 7. 2011 v 17:51



Obrazek 9. Snimek MRI zachycuji nador ve sluchovém systéemu bez pouziti kontrastni latky
(vlevo) a s vyuzitimT kontrastni latky (vpravo). Snimky byly ziskany na radiodiagnostické
klinice FNKV

Dv¢ zakladni ttidy klasifikace CAs tvofi superparamagnetické ¢astice oxid
zeleza (T, CAs) a rozpustné paramagnetické chelaty kovii (71 CAs). CAs lze dale rozdélit
na extracelularni a intracelularni, ¢i tkanoveé nebo organove specifické, v zavislosti na

jejich biodistribuci.

2.1.4.1. T; kontrastni latky
V soucasnosti jsou v klinické praxi nejpouzivangjsi paramagnetické kontrastni

latky na bazi gadolinia, které ma 7 neparovych elektronti a relativné dlouhy elektron-spin
relaxacni ¢as. Tyto vlastnosti zaptiCinuji jeho velkou schopnost ovlivnit relaxa¢ni Casy

protoni (relaxivita 71)'*. Relaxivita je dana vztahem (3):

1 1
=——+7-[Gd™ ] 3)
T]',obs 1,d
T’ obs znaci celkovou méfitelnou rychlost relaxace protoni, 7' 4 je diamagneticky ptispévek

k relaxaci, a [Gd®"] je koncentrace gadolinitych iontd v roztoku.

Gadolinium nezastdva u savcl zadnou fyziologickou funkci, ptisobi na n€ ve
formé¢ volného iontu silné toxicky, a to jiz pti nizkych davkach (10 — 20 umol kgfl)z. Proto
je gadolinium véazéano do stabilnich komplext, tzv. chelatli, ¢imz je zabranéno, aby se
volné Gd(III) dostaly do téla, at’ uz transchelataci (vytrZeni centralniho iontu jinymi
ligandy) nebo transmetalaci (nahrazeni centralniho iontu biogennim iontem), a zaroven
dojde ke sniZeni toxicity. Pfikladem miZze byt siil megluminu Gd-DTPA (LDso = 10 mmol
kg™, i.v. u krysy)'®. Udaje toxicity ndkterych dalsich komplext Gd(III) jsou uvedeny
v Tabulce 2, str. 16.



CA LDso

(mmol kg ")
Omniscan” 25
ProHance® <15

Tabulka 2'°. Akutni toxicita nékterych uicinnych latek CAs pFi intravenéznim poddni

krysam

Chelaty mohou byt bud’ molekuly linearni, jako je DTPA-BMA, DTPA-BMEA
nebo makrocyklické, napt. DOTA, DO3A-butrol, HP-DO3A. Gd(I1I) se do nich vaZe do
formy nizkomolekularnich, ve vodé rozpustnych komplext, které jsou vyluCovany
zédporné naboje, celkovy naboj je tedy zaporny (Magnevist®, Dotarem®, Vasovist™).
Ostatni jsou neiontové, chelat piinasi 3 zaporné naboje (Omniscan”, ProHance”,
Gadovist”, Optimark™). Dalsi slougeniny obsahuji Gd(III) ve vazb& na BOPTA a EOB-
DTPA nebo jim podobné ligandy, které¢ jsou lipofilng;si a jsou vylucovany nejen
ledvinami, ale rovnéz jatry. Relaxivity téchto sloucenin jsou vyssi, ponévadz se mohou
vézat na bilkoviny'’, coZ zpomali jejich pohyb v roztoku (viz Kapitola 2.1.2.2.)

Makrocyklické molekuly jsou stalé nejen jako nabité (Dotarem®), ale i jako
neutralni (ProHance®™, Gadovist™). Nizsi kinetickou inertnost, tj. schopnost udrzet Gd(III)

ion, maji chelaty s linearni molekulou (Omniscan®, Magnevist”, Optimark®).



om < P - Oj /\ / ¥<
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[Gd—DOTAg [Gd—HPDOB%]
DOTAREM PROHANCE

[Gd—DTPA]Z'® [Gd—BOPTA]Z;FD
MAGNEVIST MULTIHANCE

[Gd—EOB-DTPAJ*
OMNISCAN®

Obrazek 10. Struktury nékterych komercné dostupnych kontrastnich latek pro vyuziti

v MRI

Tyto chelaty jsou distribuovany (Obrazek 11, str. 18) do extracelularni tekutiny a

nasledné eliminovany glomerularni filtraci (farmakokinetické parametry vybranych CAs

viz Tabulka 3, str. 18).



extracelularni prostor
intravaskularni intersticinalni intraceluldrni
prostor prostor i prostor
ledviny jatra
renalni \L \L
exkrece ¥ hepatobiliarni
mo¢ ZI\LIC exkrece

Zlucnik, stfevo

Obrazek 11. Hlavni mista distribuce a exkrecni cesty pro i.v. podané rozpustné komplexy

7 . o]
kovovych iontu

Primérna Primérna

CA Utinna latka distribuéni  elimina¢ni
doba (h) doba (h)
Multihance®™™®  kyselina gadobenova 0,10 1,43
Omniscan®*"  gadodiamid 0,07 1,17
ProHance®™'"!’  gadoteridol 0,20 1,57

Tabulka 3. Farmakokinetické parametry vybranych kontrastnich latek
Komerc¢né dostupné CAs jsou v soucasné dobé¢ ucinné pouze ve vysokych
koncentracich, tj. > 0,1 mM pii M; ~ 600 Da. Jejich relaxivita je ~4 mM ' s a pro
dostacujici kontrast snimku je ve zkoumané tkani potfeba koncentrace CA ~ 125 uM.'* 1
Nejznaméjsi kontrastni latkou vyuzivanou v klinické praxi je Gd-DTPA. Byla
popsana v roce 1984 a roku 1988 byla schvalena ke klinickému pouziti. Po aplikaci se
micha s plasmou, vstupuje do prostoru extracelularni kapaliny, nasledné se vylucuje moci.

Jeji polo&as vylouéeni je 60 — 90 minut' "',

2.1.4.2. T, kontrastni latky
Castice oxidi Zeleza se skladaji ze specifického jadra oxidu Zeleza, ve vétsing

piipadi to jsou FesO4 nebo y-Fe,03, a jsou pokryty vrstvou napi. dextranu,
karboxydextranu, chitosanu, Skrobu, heparinu, albuminu a dal§ich makromolekularnich

latek’.

8 http://www.farmaceutika.info/multihance - 29. 3. 2011 v 22:39

* http://www.farmaceutika.info/omniscan-0-5-mmol-ml - 29. 3. 2011 v 21:13

10 http://www.zdn.cz/medicament/other?seo=prohance&what=spc&id=0054253 — 29. 3. 2011 v 23:57
1 http://www.vscht.cz/nmr/predmet/lekce/NMR-lekce13b.pdf - 26. 5. 2011 v 21:57



Podle velikosti je d&lime na':
e USPIO (ultra-small superparamagnetic iron oxide) particles — d < 50 nm,
e SPIO (small superparamagnetic iron oxide) particles — 1 um > d > 50 nm,

e MPIO (micron-sized iron oxide) particles —d > 1 um.

2.1.4.3. Nezadouci ucinky
Kontrastni latky jsou chemické substance slouzici k zobrazeni abnormalit

v anatomické ¢i funk¢ni stavbé organismu. VétSina 1é€ivych ptipravki, kontrastnich latek
nevyjimaje, se vyznacuje svymi nezadoucimi ucinky, at’ vice ¢1 méné zavaznymi.
latek patii anafylaktické reakce, nauzea (vyskyt u 1 — 2 % pacienti), koptivka (vyskyt u
méné nez 1 % pacientﬁ)zz, Sok, srde¢ni selhani, srde¢ni arytmie, akutni selhani ledvin,
toxické u¢inky na centralni nervovy systém® &i nefrogenni systémova fibroza, hlavné u
pacientil se zavaznym poSkozenim ledvin (rychlost glomerularni filtrace < 30 ml/min/1,73
m®). Vyskyt zavaznych neurotoxickych uginki je viak velmi vzacny. Vstup kontrastnich
latek do centralniho nervového systému je minimalni.

Incidence vyskytu reakci se pohybuje v rozmezi cca 1 : 900 az 1 : 3 000,

mortalita asociovana s podanim kontrastni latky je pfiblizn& 1 : 10 000 az 1 : 50 000.2**!2.

2.2. Cile prace

Predmétem prace je syntéza potencidlniho ligandu kontrastnich latek pro MRI.
Konkrétni cile této bakalaiské prace jsou:
e Syntéza prekurzora pro syntézu kone¢ného ligandu

e Syntéza ligandu (Obrdzek 12)

Obrazek 12. Vzorec syntetizovaného ligandu

“http://www.homolka.cz/common/files/rdg_standardy pouziti_intravaskularne_aplikovanych_kontrastnich

_latek.pdf - 13.3.2011 v 17:34



3. EXPERIMENTALNI CAST

3.1. Seznam pouzitych chemikalii

amoniak — 25 %

chloroform — p.a., stab., 99,5 %
dibenzylamin — techn., > 95 %

DCC — puriss, ~ 99 %

ethanol — denaturovany, 96 %
ethanol — bezvody, 99,9 %
diethylentriamin — min 98 %
ftalanhydrid — ¢isty, > 97 %
hydrazin hydrat — 80% vodny roztok
hydroxid sodny

kyselina octova — 99 %, p.a.
kyselina fosforna — purum, ~ 50% vodny roztok
paraformaldehyd — purum

toluen — Cisty

3.2. Metody charakterizace
3.21. NMR

'H a*'P NMR spektra byla méfena na pristrojich Varian"™'"Y INOVA 400 (PiF UK)

PENTA
Lach-Ner
Fluka

Fluka

lihovar Kolin
Sigma-Aldrich
Sigma-Aldrich
Fluka

PENTA
PENTA
PENTA

Fluka
Lachema

Chemapol

a VNMRS-300 (PfF UK) mymi kolegy z laboratote. Hodnoty chemickych posunti ¢ jsou

v jednotkach ppm a interak¢éni konstanty J v Hz.



3.3. Synteza vychozich latek

3.3.1.  Bis(ftaloyl)diethylentriamin

O

NH _reflux /\/NH\/\
0+ NHy > ~"NH, .
CH3COCH

0]

5,25 g DIENu (50,89 mmol) a 16,6 g ftalanhydridu (112,07 mmol) bylo v 250 ml
bance rozpusténo v 85 ml kyseliny octové a zahiivano 1 hod k refluxu pod zpétnym
chladi¢em pfi teploté 1azné€ 135 °C. Rozpoustédlo bylo odpafeno na rotacni vakuové odparce
(RVO) a odparek rozpustén v 80 ml ethanolu ohtaté¢ho na 45 °C. Ethanol byl odpafen na
RVO, odparek rozpustén v 80 ml ethanolu a odsat na frité¢ S3. Ziskany prasek byl rozpustén
v 80 ml chloroformu a extrahovan 5% NaOH (3 x 120 ml). Chloroformova faze byla odparena
na RVO. Cistota produktu (prekurzor 1) ve formé bilého prasku byla zkontrolovana NMR
spektroskopii. Vytézek reakce byl 1,62 g (t]. 8,76 %).

Charakterizace:
e NMR:

"H NMR (D,0): 1,95 (1 H; s; NH); 2,73 (4 H; t; 3 Jau = 5,7, CH,NCH,);
3,57 (4 H; t; 3 = 6,3; CH,;N-Pht); 7,71 — 7,79 (8 H; m; Pht)



3.3.2.  (N,N-dibenzylamino)methylfosfinova kyselina
NH __60°C
) o e I C

V 250 ml banice bylo smichdno 50 ml ethanolu, 5,00 g dibenzylaminu (25,34 mmol)
a 1,52 g paraformaldehydu (50,62 mmol, 2,00 eq.). Poté bylo piidano 10,00 g 50% vodného
roztoku kyseliny fosforné. Smés se nechala michat pii teploté 60 °C po dobu 24 hodin.
Nasledné byla provedena chromatografie smési na silném kationtovém iontoméni¢i (Dowex
50, H'-forma, 200 ml). Kyselina fosforna a jeji derivaty, které neobsahovaly bazické funkce,
byly eluovany vodou v ethanolu (1:1) a produkt poté amoniakem (5 %). Rozpoustédlo bylo
odpateno na RVO a istota ziskaného produktu (prekurzor 2) ve form¢ bilého prasku byla

zkontrolovdna NMR spektroskopii. Vytézek reakce byl 4,01 g (tj. 57,45 %).

Charakterizace:
e NMR:

"H NMR (D,0): 2,58 (2 H; d; 2 Jon = 10,5; CH,P); 3,62 (4 H; s; NCH,—arom);
6,85 (1 H; d; 'Jpy = 523,7; PH); 7,00 — 7,10 (10 H; m; arom)

3P NMR (D,0): 20,12 (1 P; dt; 'Jpy = 480,2; PH; *Jpyy = 20,1; CH,P)

3P {'H} NMR (D,0): 20,13 (1 P; s)



3.3.3. Ethyl(N,N-dibenzylamino)methylfosfinat
0 o5 DY
/HP) o e Nj’PZOCH CH
OO\H @A H 2LH3

3,00 g produktu z pfedchozi reakce (10,90 mmol) byly smichany s 2,70 g DCC
(13,09 mmol, 1,3 ekvivalentil) a rozpustény v 80 ml suché¢ho ethanolu. Smés se nechala
michat po dobu 2 dni. Smés byla odsata na frit¢ S3, k roztoku pod fritou byl ptidan ethanol a
nasledn¢ byl odpaien na RVO. Odparek byl rozpustén v ethanolu (prekurzor 3) a jeho cistota

byla zkontrolovdna NMR spektroskopii.

Charakterizace:
e NMR:

3P NMR (D,0): 36,95 (1 P; dt; 'Jpy = 550,0; PH; *Jpy = 17,0; CH,P)
3P {'H} NMR (D,0): 36,95 (1 P; s)



3.4. Syntéza ligandu
3.4.1. Diethylentriamin-N'-methylen(dibenzylaminomethyl)-

Q;@ o

/P
/\/N\/\ reflux EtO \
N 0
N (CROh Tep oH,0H + toluen N

HoN N N/\/ NH»>
\/\ /\/ k
reflux =0

. NaHgH0 »  Et0-RC
EtO/P\ CH3CH,OH \

@N@ @4 N@

B

fosfino-N,N,N",N"-tetraoctova kyselina

Bis(ftaloyl)diethylentriamin (4,00 g, 11,01 mmol) byl smichén s ethyl(N,N-
dibenzylamino)methylfosfindtem a rozpustén ve smési 50 ml toluenu a 20 ml ethanolu. Smés
se zahtivana k refluxu s Dean-Starkovou pasti. V prab¢hu 6 hodin bylo ptidano po ¢astech
0,50 g paraformaldehydu (16,65 mmol, 1,5 eq.) a sm¢&s se nechala refluxovat ptes noc. Bylo
proméfeno *'P NMR spektrum latky A. Na spektru byly zachyceny dva signaly ~ 42 ppm a ~
43,8 ppm.

Smés byla odpaiena na RVO, odparek rozpustén ve 40 ml suchého ethanolu a
pfidano 1,10 g 80% hydrazin hydratu (21,97 mmol), smés se nechala zahtivat pfes noc k
refluxu pod zpétnym chladi¢em pfi teploté 1azné 125 °C. Smés byla ochlazena, odsata na frité
S3 aroztok pod fritou byl odpaten na RVO. Produkt ve formé¢ Zlutohnédého oleje byl
preciStén chromatografii na silikagelu, k eluci byl pouzit roztok amoniak:ethanol (1:20 a 1:5).

Byla proméiena 'H a >'P NMR spektra.



4. DISKUZE

4.1. Syntéza prekurzoru 1

Syntéza prekurzoru 1 byla provedena dle navodu (cit. **) s polovi¢nim mnoZstvim
pouzitych reagencii, ale nebyl ziskan pozadovany produkt. "H NMR spektrum poukazovalo
na ptitomnost tii ftaloylli v molekule. Domnivali jsme se, Ze je ve formé¢ kyseliny ftalové,
proto byl zatazen dalsi krok.

Jednalo se o rozpusténi meziproduktu v 80 ml chloroformu, které nasledovala ttikrat
opakovana extrakce 120 ml 5% NaOH. Vodna f4ze byla odpusténa a organicka faze byla

dosucha odpafena na RVO. Timto ptidatnym krokem byl jiz ziskan poZadovany prekurzor 1.

4.2. Syntéza prekurzoru 2
K syntéze tohoto prekurzoru byl vyuzit postup zvefejnény v literatute (cit. >°),

vytézek je uvadén 85 %.
Po chromatografii na silném kationovém iontoménici mél produkt dostacujici
Cistotu, proto jiz nebyla zafazena chromatografie na silném aniontovém iontoménici, jak je

uvedeno v postupu.

4.3. Syntéza prekurzoru 3
Syntéza prekurzoru probihala bez obtizi, jedinym problémem je stalost tohoto

produktu. Snadno podléhé hydrolyze a tak je tieba jej zpracovavat okamzité, ptip. po delsi

dobe¢ stani vysusit dal§im ptidavkem DCC a nasledné zpracovat.

4.4. Syntéza ligandu

K ptipravé ligandu byla zamyslena syntéza podle postupu zvefejnéném v literatuie
(cit. *?).

Byla vyuZita Mannichova reakce v prostiedi smési toluenu a ethanolu za pouZiti
Dean-Starkovy pasti. Oproti navodu bylo pouzito dvojnasobné mnozstvi prekurzoru 1.
Paraformaldehyd byl ptidavan po malych castech, aby se zabranilo vypénéni smési. Pii
proméfeni *'P NMR spektra toto spektrum nevykazovalo signély, které by odpovidaly
nezreagovanym P—H prekurzortim ¢i kyselin€ fosfinové, bylo tedy usuzovano na ptfitomnost
zadané latky A.

Pti chromatografii na silikagelu byl nejprve k eluci vyuzit roztok amoniak:ethanol
(1:20), kdy byla jimana jedna frakce, poté jsme pouzili roztok amoniak:ethanol (1:5), kdy

bylo jimano 6 frakci. Byla promé&fena 'H a *'P spektra frakce 1 a 5, pfi¢emz ve fosforovych
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spektrech nebyl zaznamenan signal fosforu. Fosfor byl hledan ve frakci, kterd byla ziskana
eluci amoniak:ethanol (1:20), ale ani zde nebyl nalezen. Je tedy mozné, ze latka A ma k
silikagelu velkou afinitu a je na ném stale navazana.

Dale méla syntéza probihat dle nasledujicich reakci:

EtcooﬂN . _—COOEt
~ NN
HaN o~ NHe EtcO0—" Nk \—COOEt
=0
k _0 eto—R
eto-R” \
\ K,CO3/DMF

+ BrCH,COOCH,CHy ———— : N :

HOOC—, _—COOH
EtcoojN\/\ /\/N/—COOEt D'
EtcO0—" N \—COOEt 220 COOH
-0
=0 -P=
\ NaOH/H,0

A== O~



5. ZAVER

V ramci této bakalaiské prace byly ptipraveny latky pro syntézu ligandu. Klicova
syntéza, tedy ptiprava kone¢ného ligandu, nebyla z ¢asovych diivodi dovedena do zdarného

konce.



SEZNAM POUZITE LITERATURY

1.

e A 2

1.

12.

13.

14.

15.

16.

17.
18.

Geraldes C. F. G. C. a Laurent S. Classification and basic properties of contrast agents
for magnetic resonance imaging. Contrast Media Mol. Imaging 4/2009: 1 — 23

Aime S., Barge A., Gianolio E., Geninatti Crich S., Dastru W. a Uggeri F.
Paramagnetic Metal Complexes as Contrast Agents for Magnetic Resonance Imaging
v Metallotherapeutic drugs and metal-based diagnostic agents — the use of metals in
medicine, England: John Wiley & Sons, Ltd., 2005. Kapitola 28, s. 541 — 560
http://nobelprize.org

http://www.cs.wikipedia.org

Yan G.-P., Robinson L. a Hogg P. Magnetic resonance imaging contrast agents:
Overview and perspective. Radiography 13/2007: e5 —el9

http://fmri.mchmi.com

http://spie.org

http://mri-tip.com

Brown M. A. a Semelka R. C. MRI: Basic Principles and Applications, 3rd ed.Wiley,
Hoboken, New Jersey. 2003

. Pniok M. Makrobicyklické ligandy pro aplikace v MRI. Praha, 2011, 80 s. Diplomova

prace na Ptirodovédecké fakulté Univerzity Karlovy v Praze na katedie anorganické
chemie. Vedouci diplomové prace Jan Kotek

Toth E., Helm L. a Merbach A. E. Relaxivity of MRI Contrast Agents. Top. Curr.
Chem. 221/2002: 61 - 101

http://www.mri-portal.com

http://home.zcu.cz

Caravan P. Strategies for increasing the sensitivity of gadolinium based MRI contrast
agents. Chem. Soc. Rev. 35/2006: 512 — 523

Chan W.-Y. K. a Wong W.-T. Small molecular gadolinium (III) complexes as MRI
contrast agents for diagnosis imaging. Coord. Chem. Rev. 251/2007: 2428 — 2451
Muller R. N. a Rinck P. A. MR contrast agents vary in chelate power. Dg imaging
Europe 5/2009: 13 — 14

http://www.vscht.cz

Weinmann J. H., Brasch C. R., Press R. W. a Wesbey E. G. Characteristic of
gadolintum-DTPA complex: a potencial NMR contrast agent. Am. J. Roentgenol.
3/1984: 619 — 624



19.

20.

21.

22.

23.

24.
25.

26.

27.

28.

29.

30.

31.

32.

33.

--29--

Gries H. Extracellular MRI Contrast Agents Based on Gadolintum. Top. Curr. Chem.
221/2002: 1 - 24

http://www.farmaceutika.info

http://www.zdn.cz

Buhaescu I. a 1zzedine H. Gadolinium-induced nephrotoxicity. Int. J. Clin. Pract.
62/2008: 1113 - 1118

Junck L. a Marshall W. H. Neurotoxicity of Radiological Contrast Agents. Ann.
Neurol. 13/1983: 469 — 484

http://www.homolka.cz

Kotek J. a Lukes I. Chelaty pro pouziti v biomedicinskych oborech. Chem. Listy
104/2010: 1163 — 1174

Merbach A. E. a Téth E. The Chemistry of Contrast Agents in Medical Magnetic
Resonance Imaging. John Wiley & Sons, Chichester. 2001

Hermann P., Kotek J., Kubicek V. a Lukes I. Gadolinium(IIT) complexes as MRI
contrast agents: ligand design and properties of the complexes. Dalton Trans., 2008:
3027 - 3047

Kuperman V. Magnetic Resonance Imaging: Physical principles and applications.
USA: Academic Press, 2000

Weishaupt D., Kochli V. D. a Marincek B. How Does MRI Work?: An Introduction
to the Physics and Function of Magnetic Resonance Imaging, 2nd ed. Germany:
Springer Verlag, 2006

Liney G. MRI from A to Z: A Definitive Guide for Medical Professionals. USA:
Cambridge University Press, 2005

Bonnet C. S., Fries P. H., Crouzy S. a Delangle P. Outer-Sphere Investigation of MRI
Relaxation Contrast Agents. Example of a Cyclodecapeptide Gadolinium Complex
with Second-Sphere Water. J. Phys. Chem. B 114/2010: 8770 — 8781

Caravan P., Astashkin A. V. a Raitsimring A. M. The Gadolinium(III) — Water
Hydrogen Distance in MRI Contrast Agents. Inorg. Chem. 42/2003: 3972 - 3974
Kotek J., Lebduskova P., Hermann P., Elst L. V., Muller R. N., Geraldes C. F. G. C.,
Maschmeyer T., Lukes 1. a Peters J. A. Lanthanide(IIl) Complexes of Novel Mixed
Carboxylic-Phosphorus Acid Derivatives of Diethylentriamine: A Step Towards More
Efficient MRI Contrast Agents. Chem. Eur. J. 9/2003: 5899 — 5915



--30--

34. Ng Ch. Y., Motekaitis J. a Martell A. E. New multidentante ligands. 18. Synthesis of
1,4-Bis(bis(2-aminoethyl)aminomethyl)benzene: Binuclear chelating tendencies and
mixed-ligand binuclear chelate forming. /norg. Chem. 18/1979: 2982 — 2986

35. Bellin M.-F. a Molen A. J. Van D. Extracellular gadolintum-based contrast media: An
overview. EJR. 66/2008: 160 — 167

36. Caravan P., Ellison J. J., McMurry T. J. a Lauffer R. B. Gadolinium(III) chelates as
MRI contrast agents: structure, dynamics, and applications. Chem. Rev. 99/1999:
2293 — 2352



